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Ozet: idrarda orotik asidin asir1 atilimi iire déngiisii bozuklugu ve pirimidin sentez bozuklugu
gibi dogumsal metabolik hastaliklarda goriiliir. Bu nedenle yenidogan déneminde orotik asidin
hizl1 bir sekilde tayini hayati 5neme sahiptir. Idrarda orotik asit diizeyi dl¢iimii i¢in mevcut yon-
temler hem zaman alict hem de pahali yontemlerdir. Bu ¢aligmada idrar 6rneklerinde orotik
asidin kantitatif diizeylerinin belirlenmesi i¢in yeni, basit, ucuz ve hizli bir kapiler elektroforetik
analiz yontemi gelistirildi. Orotik asidin temassiz iletkenlik dedektorii (C*D) kullamilarak kapi-
ler elektroforez yontemi ile ayrimi i¢in pH’1 6,5 olan 20 mM 4-Morfolinetansiilfonik asit
(MES), 10 mM Histidin ve 0,1 mM Setil trimetilamonyum bromiir (CTAB) iceren bir galigma
tamponu ile gelistirildi. Orotik asidin ayrilmas1 yaklasik 3,5 dakika gibi kisa bir siirede tamam-
landi. Go¢ zamanlarinin ve diizeltilmis pik alanlariin tekrarlanabilirligi sirastyla %RSD olarak
1,25 ve 4,31 olarak bulundu. En diisiikk dedeksiyon limiti (LOD) 0,733 mg/L ve en diisiik tayin
limiti de (LOQ) 2,443 mg/L olarak bulundu. Gelistirilen yontemin idrarda orotik asit diizeyleri-
nin tayin edilmesinde kolaylikla ve hassasiyetle kullanilabilecegi gosterildi.
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Rapid Determination Of Orotic Acid Level In Urine By Capillary Electrophoresis
Coupled With Contactless Conductivity Detection

Abstract: Excessive excretion of orotic acid in urine arises as a result of some inborn metabolic
diseases such as urea cycle disorders and pyrimidine synthesis disorders. Therefore, rapid de-
termination of orotic acid in the neonatal period is vital. Existing methods for measuring orotic
acid levels in urine are both time consuming and expensive. Consequently, rapid definition of
the orotic acid level in human urine is important. In this current study a novel, simple, cost ef-
fective and rapid (fast) capillary electrophoretic analysis method was developed for quantitative
measurement of orotic acid content in urine samples. Determination of orotic acid by employing
capillary electrophoresis coupled with contactless conductivity detection was achieved by using,
20 mM 4-Morpholineethanesulfonic acid (MES), 10 mM Histidine, 0.1 mM Cetyltrime-
thylammonium Bromide (CTAB) at pH of 6.5 as optimum electrolyte solution. Orotic acid was
well separated from the sample constituents within a short analysis time less than 3.5 minutes.
The precisions for the migration times and corrected peak areas were calculated as 1.25 and
4.31 RSD% respectively. Limit of detection and limit of quantification of the proposed method
were also calculated as 0.733 mg / L and 2.443 mg / L respectively. The developed sensitive
and facile capillary electrophoresis method was validated and applicability of the method was
successfully demonstrated by assessment of orotic acid content in urine.

Keywords: Capillary Electrophoresis, Orotic Acid, Contactless Conductivity Detection (C*D),

Urea Cycle Disorders, Inborn Metabolic Disease, Urine.
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1. Giris

Insanlarda pirimidin de novo sentezi sitozolik karbomoil fosfat sentetaz (CPS) enzimi Il
vasitasiyla glutamin ve bikarbonattan karbomoil fosfat olusumu ile baslar [1]. Ure don-
giistiniin hiz kisitlayici basamagi olan karbomoil fosfat sentetaz I enzimi ise mitokond-
ride gorev alir. Orotik asid insanlarda pirimidin sentezinin dordiincii basamaginda dihid-
rorat dehidrogenaz enzimi ile sentezlenir. Sentezlenmis olan orotik asit {iridin monofos-
fat (UMP) sentetaz vasitasiyla UMP’ye dontisiir [2,8].

Uridin monofosfat sentetaz eksikligi herediter orotik asidiiriye sebep olur. Hastalik cogu
zaman dogumdan sonraki birkag ay igerisinde baslayan, demir ve Bj, vitamin tedavisine
direncli megaloblastik anemi ile bulgu verir. Tedavi edilmeyen hastalarda biiyiime ge-
lisme geriligi ve zeka geriligi gelisir. Hastalikta tan1 idrarda normalin 200-1000 kati
artmis olan orotik asidin saptanmasi ve genetik analizle dogrulanir. Tedavi, enzim ek-
sikliginin bulundugu basamagin bir sonraki basamaginda iiretilen tiridin ile yapilir [3,4]

Mitokondriyal karbomoil fosfat sentetaz I enzimi yardimiyla olusan karbomoil I fosfat
da de novo pirimidin sentezini arttirarak tire dongiisii bozukluklarinin bir kisminda oro-
tik asit artisina neden olur. Ozellikle ayn1 klinik ve laboratuvar bulgular1 olan N-asetil
glutamat sentetaz (NAGS) eksikligi, CPS 1 eksikligi ve ornitin transkarbamilaz (OTC)
eksikliginin ayirici tanisinda kullanilmaktadir. N-asetil glutamat sentetaz ve CPS 1 en-
zim eksikliklerinde CPS iiretilemedigi i¢in orotik asit atilimi olmazken, OTC eksikli-
ginde idrarda orotik asit atilim1 saptanir [5,6].

Idrarda orotik asit artis1 dogumsal metabolik hastaliklar disinda allopiirinol ve 6-
azaiiridine gibi pirimidin metabolizmasini etkileyen ilaglarin kullaniminda da gézlenebi-
lir [7,8]. idrarda orotik asit 6l¢iimii plazmadan daha 6nemli oldugu belirlenmistir. Idrar-
da orotik asit analizi i¢in giinlimiize kadar literatiirde birkag¢ analitik yontem bildirilmis-
tir [9,10]. Biyolojik 6rneklerde orotik asitin Ol¢lilmesi zordur ve genellikle ileri aletli
analiz teknikleri gerektirir. Analiz icin kullanilan analitik yontemler, yiiksek basingh
stvi kromatografisi (HPLC) [11,12], sivi kromatografisi ardisik kiitle spektrometresi
(LC/MS/MS) [13-15], gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC/MS) [16], kapiler
zon elektroforez ultraviyole dedektor (CZE-UV) [17,18], spektrofotometre ve spektrof-
lorometre [19] olarak bildirilmistir. Bu analitik araglar ileri teknoloji {iriinleri olsa da
pahali olmalari, uzun analiz siirelerine sahip olmalari, tiirevlendirmeye ihtiya¢ duymala-
r1, kullanilan organik maddelerin ve 6n ayristirma isleminin uzun olmasi ve olusturduk-
lar1 atiklarin toksik olmasi gibi olumsuzluklar: vardir. Kapiler elektroforez, diger ileri
aletli analitik yontemlerine gore, yiiksek ayirma giicii, ucuz test maliyeti, kisa analiz
stiresi, kolay yontem gelisimi, cogu zaman numunelerde 6n islem gerektirmeden direkt
enjeksiyona uygun, ¢cok ¢cok az numune enjeksiyonu, diisiik miktarda ¢alisma tamponu
gereksinimi ve atiklari bakimidan ¢evre dostu olmasi gibi avantajlara sahiptir [20-24].
Giiniimiizde, temassiz iletkenlik dedektorii (C*D) kapiler elektroforetik yontemler igin
alternatif bir dedektdr olarak kullanilmaya baslanmustir [25]. C*D hem UV absorpiyona
sahip hem de UV absorpsiyona sahip olmayan ¢esitli tiirlerin tayini i¢in olduk¢a uygun
bir tayin yontemidir. Diger tayin teknikleri ile karsilagtirildiginda basit ve ucuz bir de-
tektordiir [26-28]. Bu dedektorde diisiik iletkenlik gereksiniminden dolay: iletkenlik
dedeksiyonu igin iki zwitter iyonik bilesik i¢ceren pH’s1 6,0 olan MES ve Histidin tam-
ponlari kullanilir [29-31]. Bu ¢alismada idrar drneklerindeki orotik asidin kantitatif ta-
yini igin yeni, basit, ucuz ve hizli bir kapiler elektroforetik analiz yontemi gelistirildi.
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2. Materyal ve Metot

2. 1. Kullanilan kKimyasallar ve sentetik idrar

MES (2-(N-Morpholino)ethanesiilfonik asit, 4-Morfolinetansiilfonik asit ) ve Histidin,
Arjinin, CTAB Merck’den (Darmstadt, Germany), NaOH ve Orotik asit ( Sigma, St
Louis)’ den temin edildi. Calismada kullanilan sentetik (yapay) idrar, Artificial Urine,
Pickering Laboratories (Mountain View, California, USA)’ dan alindi. Sentetik idrar
pH’s1 6,5 olan ger¢ek insan idrarina benzer ayni bilesime sahip standart laboratuvar
calismalarinda kullanilan kullanima hazir ve stabil bir ¢ozeltidir. Bu ¢alismada kullani-
lan ¢ozeltiler, Elga Purelab marka Option-7-15 model saf su sisteminden elde edilen
ultra saf su kullanilarak hazirlandi.

2.2. Cihazlar

Analitin tespiti, Prince Technologies marka (Emmen, Netherlands) kapiler elektroforez
cihazi ile yapildi. Dedektor olarak, Trace Dec marka temassiz iletkenlik dedektorii kul-
lanildi. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi DAx 8.0 Data Acquisition and Analysis
isletim programi kullanilarak yapildi. Calisma i¢in gerekli ¢ozeltilerin tamami Elga Pu-
relab Option marka 7-15 model sistemi ile elde edilen ultra saf su kullanilarak hazirlan-
di. Calisma tamponunun pH’ s1 Thermo Scientific marka Orion Dual Star model pH
metre cihazi kullanilarak ayarlandi. Calismada kullanilan kapiler kolonlar Polymicro
Technologies (Phoenix, AZ, Amerika) firmasindan temin edildi. Bu yontemde enjeksi-
yon Oncesi numunelerin tamami 0,45 um’ lik gdzenege sahip mikro filtre yardimiyla
stiziilerek sisteme enjekte edildi.

2.3. Calisma Tamponu ve Optimum Kosullar

Calisma tamponu, 20 mM 4-Morfolinetansiilfonik asit (MES), 10 mM Histidin, 0,1 mM
CTAB, pH’ s1 6,5 olarak optimize edildi. Uygulanan voltaj -28 kV, enjeksiyon hacmi
100 mbar 0,1 dakika olarak tespit edildi. Ayirim i¢in 50 um i¢ ¢apli, etkin uzunlugu 65
cm toplam kolon uzunlugu 80 cm olan silika kapiler kolon kullanildi. Bu ¢aligma tam-
ponu ve optimize edilmis kosullardan elde edilen elektroforeogram Sekil 1’ de goste-
rilmistir.
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Sekil 1. Optimize edilmis tampon ¢dzelti ortaminda, 100 mg/L standart orotik asit pikinin elektroforeog-
ramr*.

2.4. Numune Hazirlama

Idrar numuneleri enjeksiyon dncesi 100 kat (1:100) distile su ile seyreltildi (v/v). Elde
edilen numune 0,45 pm’ lik gézenek ¢apli mikro filtreden siiziilerek cihaza enjekte
edildi. Bu ¢alismada numuneye 6n islem uygulanmaksizin sisteme direkt olarak numune
enjeksiyonu amagclanmustir. Idrar numunesi matriks dzellige sahip oldugundan dolay1 bu
etkiden kurtulmak i¢in numune seyreltmeye ihtiya¢ duyuldu. Idrar numunesinin 100 kat
seyreltilmesi istenmeyen matriks 6zelligini ortadan kaldirdig: gibi ayn1 zamanda orotik
asit diizeylerinin belirlenmesinde kolaylik sagladigi goriildii.

3. Bulgular

Orotik asit (uracil-6-karboksilik asit), molekiil agirligi 156,1 g/mol olan, ayrisma sabit-
leri pKa1 = 2,07; pKy, = 9,45 olan, suda ¢oziinebilen bir karboksilik asittir (Sekil 2).

O

o M

H
O
Sekil 2. Orotik Asit (uracil-6-karboksilik asit) ‘in kimyasal yapisi

Kapiler elektroforezde, genel olarak drnegin pozitif kutuptan enjekte edilerek, analitle-
rin negatif kutup tarafina yerlestirilen detektor tarafina elektroosmotik akis ile siiriik-
lenmesi olayina dayanir. Elektroosmotik akis ile siiriiklenme esnasinda analitlerin yiik /
biiyiikliik oranlarina gore hareketleri gozlenir. Kapiler kolon i¢inde olusan elektroosmo-
tik akisin mobilitesi analitik bilesiklerin elektroforetik mobilitesinden ¢ok biiyiik oldu-
gundan tiim analitler yiliklerine bakilmaksizin detektor yoniine yani negatif kutuba goc
ederler. Anorganik anyonlar ve kii¢lik molekiillii organik asitler bu kurala uymazlar. Bu
bilesiklerin kendi elektroforetik mobiliteleri olduk¢a yiiksek oldugundan elektroosmotik
akigin bu tiirlerinin dedektore siiriiklemesi uzun zaman alir. Bu sebepten dolay: bu tiir
analitler icin kapilerin i¢ yiizeyini pozitif yiikle kaplamak gerekir. I¢ yiizey kaplama
sonras1 enjeksiyonu da negatif kutuptan yapmak gereklidir. Boylece elektroosmotik
akisin yoniinii negatif elektrottan pozitif elektroda dogru ¢evrilmis ve ayni zamanda
polariteyi degistirmis olur. Bu sekilde bu iyonlarin elektroforetik mobilitelerinin go¢
yonleri ile elektroosmotik mobilitenin akis yonii ayni1 yonde olacagindan ¢ok hizli bir
ayirma saglanir [20-23]. Orotik asitin molekiil yapisi elektroforetik mobilitesinin yiik-
sek olacagi bilindiginden dolay1 kapiler kolon setiltrimetilamonyumbromiir (CTAB) ile
kaplandi. 20 mM MES, 10 mM Histidin, 0,1 mM CTAB, pH’ s1 6,5 olan ¢alisma tam-
ponunda orotik asitin sulu ¢ozeltideki ve idrar ortamindaki elektroferogramlarindan
goriildiigii gibi orotik asit yaklasik 3,5 dakikada tespit edildi (Sekil 1 ve 3).

198



100 kat seyreltims idrar drnedi

0,480

100 kat seyreftimsg idrar drnedi Uzerine 80 mag/L OA

0,475

0,470

mV

0,465 -+

0,460

0,455 T T T T T T
1 2 3 4
Sure (dk)
Sekil 3. Optimize edilmis kosullarda, 100 kat seyreltilmis sentetik idrar numunesi ve 100 kat seyreltilmis

sentetik idrar numunesine ilave edilen 80 mg/L konsantrasyonunda orotik asidin karsilastirilmis elektrofe-
rogramlart™®.

3.1.Yontem Validasyonu
3.1.1. Lineer Aralik, LOD ve LOQ,

Kalibrasyon dogrusu saf suda ve 100 kat seyreltilmis idrarda 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 ve
100 mg / L orotik asit konsantrasyon araliginda diizeltilmis pik alanlarina (A/t) karsi
¢izilmistir. Bu sinirlarda kalibrasyon denklemi i¢in elde edilen regresyon parametreleri
Tablo 1’ de verilmistir. Elektroforeogramda ii¢ farkli bélgeden tespit edilen giiriiltiiniin,
ti¢ kati sinyal degeri minumum dedeksiyon limiti (LOD) olarak kabul edilerek, bu deger
0,733 mg / L orotik asit olarak bulundu. Kantitatif olarak minumum belirlenebilme sini-
r1 (LOQ) degeri giiriiltii sinyalinin 10 kati olarak 2,443 mg / L olarak bulundu (Tablo 1).
Elde edilen bu deger ilgili literatiirde belirtilen normal yenidogan bebeklerde beklenen
normal degerin alt sinir1 olan 78 mg/ L’ nin ¢ok altinda oldugu goriilmiistiir. [32].

Tablo 1. Regresyon parametreleri, gbzlenebilme sinir1 ve tayin sinirt

Regresyon parametreleri idrarda Sulu ¢ozeltilerde
Regresyon katsayisi (R?) 0,999 0,999
Lineer aralik (mg/L) 2,5-100 2,5-100
Egim + SD 2,22*10° + 1,28*10°® 1,89%10° + 7,25%10®
Kesisim = SD ~5,12%10% + 6,63*107 —7,4*10% + 3,73*10°®
Gozlem sayis1 7 7
Gozlenebilme sinir1
(mg/L) 0,733
Tayin sinir1 (mg/L) 2,443
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3.1.2. Matriks Etkisi

Matriks etkisi, matriks uyumlu kalibrasyon egrisi ile saf ¢oziicii kalibrasyon egrisinin
egimlerinin oranindan hesaplanarak incelenmistir. Matriks uyumlu kalibrasyon i¢in 100
kat seyreltilmis idrar ve saf ¢oziicii kalibrasyonu i¢in ise ultrasaf su kullanildi. Matriks
etkisi % 17 olarak bulundu. Bu deger % -10 ile % 10 arasinda bulunmadigi i¢in, mat-
riks etkisinin 6nemli oldugu goriilmektedir (Sekil 3).

3.1.3. Tekrarlanabilirlik

Yontemin kesinligi 5, 10, 40 ve 100 mg/ L orotik asit standart ¢ozeltisinin 7 defa artarda
enjeksiyonu sonucu kontrol edildi. G6¢ zamanlar1 ve diizeltilmis pik alanlar1 (A/t) igin
kesinlik degerleri giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerleri % RSD olarak Tablo 2’de
verilmistir.

Tablo 2. Optimize edilmis kosullarda, sentetik idrar numunelerinden elde edilen tekrarlanabilirlik ve geri
kazanim degerleri
Tekrarlanabilirlik Giin i¢ci  Tekrarlanabilirlik Giinler

(n=7), % RSD Arasi (n=21), % RSD
H Geri . . 0 .. 0 .
Eklenen miktar kazanim Zaman Diizeltilmis Zaman Diizeltilmis
mg/L o Alan Alan
Yo

5 88 1,29 4,28 3,68 5,58
10 96 1,16 4,35 3,43 5,67
40 95 1,21 4,38 3,29 5,84
100 92 1,25 4,31 3,52 5,72

3.1.4. Yontemin dogrulugu,

Yontemin dogrulugu, li¢ ayr1 konsantrasyonda; 5, 10, ve 40 mg / L orotik asit standart-
lar1 sirastyla idrar 6rnegine ilave edilerek her biri i¢in ayr1 ayr1 7 farkli 6l¢lim alinarak
yapildi. Geri kazanim degerleri % 88 ile 96 arasinda bulundu (Tablo 2).

4. Sonug ve Yorum

Sonug olarak, idrarda orotik asit diizeyinin hizli bir sekilde tayini 6zellikle orotik asit
atilimim fazla oldugu hastalarda hayati bir 6nem tasimaktadir. Kapiler elektroforez-
temassiz iletkenlik dedektdrii (CE-C'D) ile orotik asit tayini kolay, hizli, az madde kul-
lanimi, herhangi bir tiirevlendirme islemi gerektirmeyen, kolay numune hazirlig, kulla-
nilan ¢ozeltiler ve miktarlar1 bakiminda ¢evre dostu, elde edilen sonuglar bakimindan
hassasiyeti yiiksek bir yontem olarak bulunmustur. Kapiler elektroforez ile yapilan ¢a-
ligmalarda kullanilan numune hacmi nanolitre diizeyinde iken diger yontemlerde en az
mikrolitre ile mililitre arasindadir. Gelis zamanlarina bakilacak olursa 3,5 dakika gibi
bir siirede tespit saglanirken diger analiz yontemlerine gore daha avantajli oldugu go-
rilmiisttir. Orotik asidin rutin analizlerinde ve klinik arastirmalarinda kullanilabilecegi
ortaya konulmustur.
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Arastirmacilarin Katki Oram Beyani

Mehmet Serif Cansever: Arastirma, Orijinal Taslak Yazimi, Metodoloji, Proje Y 6netimi.
Nevin Oztekin: Dogrulama, Inceleme ve Diizenleme, Veri lyilestirme.

Veselina Adimcilar: Kaynak/Materyal/Malzeme Temini, Dogrulama, Yazilim.

Tanyel Ziibarioglu: Kaynak/Materyal/Malzeme Temini, Gorsellestirme.

Ertugrul Kiykim: Kaynak/Materyal/Malzeme Temini, Yazilim.

Ayse Cigdem Aktuglu-Zeybek: Denetim/Gozlem/Tavsiye, Bicimsel Analiz.

Destek ve Tesekkiir Beyam

Bu calismanin yazarlari olarak herhangi bir destek ve tesekkiir beyanimiz bulunmadigini bildiririz.

Catisma Beyam
Bu calismanin yazarlari olarak herhangi bir ¢atisma beyanimiz bulunmadigini bildiririz.

Etik Kurul Onay1 ve/veya Aydinlatilmis Onam Bilgileri
Bu ¢aligmanin yazarlar olarak herhangi bir etik kurul onay1 ve/veya aydinlatilmig onam bilgileri beyani-
miz bulunmadigin bildiririz.
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