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Doktora Tezi

OZET

HPLC ile Proteinlerin Ayrilmasinda Dedeksiyon Amagl Yeni On-line Yontemin
Gelistirilmesi ve Gida ve Ila¢ Analizinde Uygulanmasi

Ozan Emre EYUPOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Kimya Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2017, 92 Sayfa

Protein tayininde kullanilan mevcut UV-Vis spektrofotometrik yontemlerin taramasi
yapildiktan sonra, bu yontemlerden Ustlin validasyon o6zelliklerine sahip olanlarin HPLC
ile protein ayrilmasina uyarlanmasi sayesinde kolon sonrasi reaktif enjeksiyonuyla
kantitatif protein tayininin yapilabilecegi on-line HPLC-Protein tayin sistemi (On-line
HPLC-Bilret, On-line HPLC-Ninhidrin, On-line HPLC-Bradford) gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu yontemlerden dedeksiyon agisindan iistiin olan On-line HPLC-Bradford
yontemi ile aymrim sonrasi 595 nm’de kantitatif miktar belirleme mumkin olmus, 280
nm’deki yar1 kantitatif 6lclime gore daha glvenilir 6l¢timlere imkan saglanmuistir.

Bilinen cesitli standart protein numunelerinin  (CA ve BSA proteinleri)
kullanilmasiyla on-line yontemin optimize edilmesinden sonra tayin ve tespit sinirlari
belirlendi ve gida (jelatin proteini) ve biyofarmasotik ilag (instlin, immunglobulin G
proteinleri) proteinlerinin boyut disarilama kolonu ile kantitatif tayini gergeklestirilmistir.
Ayrica organik ¢ozlcl sistemlerinin (metanol, etanol, asetonitril) proteinler (CA, BSA,
immunglobulin G, insilin) ve Bradford reaktifi ile birlikte on-line HPLC’de izokratik ya
da gradient uygulamalar1 farkli kolon sistemleri i¢in model teskil etmesi amaciyla %
kompozisyonlar1 degistirilerek spektrofotometrik analizleri yapilmistir.

0.3 mL/dk akis hiz1, 70 mg/L reaktif konsantrasyonu, 30 °C sicaklik ve 2.5 m tubing
uzunlugu optimum olarak belirlenmistir. Ayrica son karisimda suyun yaninda % 10’a kadar

organik ¢dziiciiniin de kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: On-line HPLC, Bradford, Comassie Blue, kantitatif protein analizi,
deteksiyon, gida, ilag

Vil



PhD. Thesis
SUMMARY

Improving New On-line Method Aim of Detection in Determined Proteins with HPLC And
Applying Analyzed Food And Drug

Ozan Emre EYUPOGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2017, 92 Pages

After searching UV-Vis spectrophotometric methods used for protein determination,
development of an on-line HPLC-Protein determination system (on-line HPLC-Biuret, on-
line HPLC-Ninhydrine, on-line HPLC-Bradford) is sought for by adapting the methods
having better validation properties to protein separation with post-column reagent
injection. On-line-HPLC-Bradford method, being superior in terms of detection, provided
better quantitative determination at 595 nm after protein separation in comparison to the
semi-quantitative protein determination at 280 nm.

By using various standard protein samples (CA and BSA proteins) the new method
was optimized, limit of detection and limit of quantification values were determined, and
quantitative determination of food (gelatin) and biopharmaceutic drug (insulin and
immunoglobulin G) polypeptides were achieved by using size-exclusion column. In
addition organic solvent systems (methanol, ethanol, acetonitrile) were evaluated
spectrophotometrically by changing % compositions in order to show a model for the
interaction with the determination of proteins (CA, BSA, immunglobuline G, insuline) and
Bradford reagent in the on-line HPLC system for isocratic or gradient applications and
different column systems.

Optimization results were obtained as 0.3 mL/min reagent flow rate, 70 mg/L
reagent concentration, 30 °C temperature and 2.5 m tubing length. It was also shown that

all organic solvents below 10% mixing ratio can be used.

Key Words: On-line HPLC, Bradford, Comassie Blue, quantitative protein analysis,
detection, food, drug
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1. GIRIS

Proteinler, gerek gida endiistrisi, gerek ila¢ endustrisi ve gerekse biyoteknolojik Gretim
amacli olsun dozajin dikkate alinmasini gerektiren ve bunun i¢in de kalitatif dedeksiyonun
yaninda kantitatif dedeksiyonu zorunlu kilan hassas tayin 6l¢ekli cihazlari gerektiren dnemli
molekdllerdir. Protein tayinlerinde biiylik oranda spektrofotometreler kullanilir ve 280
nm’deki spesifik dalga boyundaki absorbanstan yaygin olarak yararlanilir. Fakat bu yéntem
sadece sistein, tirozin ve triptofan aminoasitlerini iceren proteinlere uygulanabilmektedir. Bu
sorunun ¢0zlimii i¢in proteinlerdeki peptid bagina dayali yontemler gelistirilmis, tayin i¢in
kullanilan farkli reaktiflerin proteinle olan reaksiyonlart sonucu olusturduklar1 farkli
tirtinlerin spesifik dalga boylarindan da yararlanilmistir.

Bu yontemler numunedeki proteinlerin tamamini 6l¢mektedir. Spektrofotometrik
yontemler gelismis ayrim ve tayini bir arada yapabilen HPLC cihazlan ile kombine
edilmistir. Hatta TOF-MS gibi gelismis MS dedeksiyon sistemine sahip kiitle
fragmentasyonu ile protein miktart ve yapisi bilgisi veren sistemlerde mevcuttur (Caira vd.,
2013).

MS sistemi hem daha pahali hem de protein miktartyla ilgili net, tam bir bilgi
verememektedir. Bu agidan peptid bag: iizerinden sinyal 6l¢iimiiniin 6nemli oldugu daha
kantitatif dedeksiyon yontemlerinin HPLC sisteminde kullanilmasi gereklidir. Bu amagla
gelistirilmis on-line HPLC-Protein tayin yontemleri ile (on-line Biliret, on-line Bradford)
spektrofotometrik Olgiimlere dayali ayrim ve miktar belirlemenin es zamanli olusu gibi
Onemli Ozelliklerin uygulanabilirligi ve 280 nm’deki yar1 kantitatif ol¢iimlere gore daha
giivenilir kantitatif 6l¢limlere imkan saglamistir. Bu da daha hizli daha duyarli daha ucuz bir
analiz sonucu vermistir.

Bu cercevede mevcut spektrofotometrik yontemlerin taramasi yapilmis ve ardindan
on-line HPLC antioksidan sistemleri gibi (Niederlander vd., 2008; Raudonis vd., 2012; Shi
vd., 2009; Arslan Burnaz vd., 2017; Aktas Karagelik vd., 2015) sistem olan kolon sonrasi
protein ayrimiyla es zamanli protein tayininin yapilabilecegi bir sistemle mevcut
spektrofotometrik tayinler olan Ninhidrin, Bitret ve Bradford yontemlerinin on-line sisteme
uyarlanmas1 amaclanmis olup gelistirilen metod c¢esitli proteinlerle optimizasyonu
yapildiktan sonra ¢esitli gida ve peptid tiiri ilag numunelerine uygulanmistir. Boylece
literatiire hem yeni hem de kullanmish kantitatif protein tayin sistemi metodolojisi

kazandirilmistir.



Metod ayn1 zamanda biyolojik numunelerde, 6rnegin insan viicut sivilarindaki peptid
ve proteinlerin ayrilmasini ve de miktarlarinin gilivenli sekilde belirlenmesini saglayacaktir.
Gelistirilen yontemin uygulama alanlart ¢ok genis olup Ozellikle gida ve
biyomateryallerdeki 6zellikle elde standardi bulunmayan peptid ve proteinlerin miktarlarinin
belirlenmesi igin ¢ok kullanisli olacag: agiktir. Bu materyallerin protein igerigi ¢cok duyarli
bir sekilde belirlenebileceginden ilag AR-GE faaliyetleri ve laboratuvar tani teshis
analizlerinde (gida ve saglik) iilkemize duyulan giiven arttirilarak akredite laboratuvar
sayimmiz gelistirilecek ve {ilkemizin diinya {ilkeleri arasindaki siralamasi yiikselecektir. Bu
durum stratejik acidan iilkemizin dis iilkelere bagimliligin1 azaltarak kendi ekonomisine

katma deger kazandirmasini temin edecek faktorlerden biri olabilecektir.



2.GENEL BIiLGILER

Nkleik asit, protein gibi biyokimyasal sarf malzemeleri iireten ve tami amach
kullanan cihazlarin gelistirilmesi 2023’ te iilkemiz bilim, teknoloji ve yenilik politikalarinin
vizyon hedefleri arasindadir. Bu agidan on-line HPLC-DAD-UV protein analizi, es zamanlt
olarak proteinlerin ayrilmasi ve miktar1 tayin metodolojisi 280 nm’deki yar1 kantitatif
yonteme gore daha duyarli peptid bagi lizerinden 6lgen ve farklt matrislerin HPLC ile
protein ayriminin yapilmasina ve ardindan hizli ve kesin bir metodolojik 6lglime imkan
veren teshis, tan1 ve iiretim agisindan énem arz edebilecek bir sistemdir. Ayrica UV-DAD
dedeksiyon sistemi ile yapilan analizler MS ile yapilan analizlere gére ¢ok daha ucuzdur ve
analiz laboratuarlarinda daha yogun olarak kullanilmaktadir.

Canlilarda goriilen biyolojik etkileri, etken maddenin yapi1 6zelliklerini, etken maddenin
verildigi dozaj seklinin tiiriinii, dozaj seklinin imalatinda kullanilan farmasétik yontemleri
inceleyen bilim dali biyofarmasotiktir. Biyofarmasétikler bir hastaligi 6nlemek veya tedavi
etmek iizere uygulanabilen viriis, terapdtik serum, toksin, antitoksin, asi, kan {riinleri ve
turevleri, allerjenik Uriin ya da sitokin, interferon, trombolitik gibi terapétik proteinler ve
peptidlerdir. Biyofarmasotik yapili biyobenzer tibbi iiriinlerin farmasdtik sekil, dozaj ve
uygulama yolu referans {iriin ile glivenilirlik, saflik ve molekiiler yapilar agisindan benzer
olmalidir (Kamal vd., 2012). Uriin-molekiiler yap1 karsilastirilabilirligi protein icerigi
acisindan (yap1 ve dozaj) kromotografik yontemlerle karsilastirilarak belirlenebileceginden
gelistirilen yontem bu amaca yonelik hizli ve duyarli bir yontemdir. Bunun yaninda gida
hammaddelerinde ve katkilarinda bulunan protein ve enzimlerin gida numunesindeki miktari
daha duyarl bir sekilde belirlenebilecektir.

Gidalara katilabilecek protein tiirevli katki maddelerinin saglik agisindan gerekli
miktarlar1 énem arz etmektedir. Ornegin insanlarda ekmek ununda mevcut olan gluten
proteinine duyarlilik ve buna bagl alerjik etki gézlenebilmektedir. Bu proteinin kullaniminin
sinirlt veya kontrollii olmasini gerektiren ¢olyak hastaligi bu protein grubuna karsi
hassasiyetten kaynaklanmaktadir. Bat1 iilkelerinde hazir gidalarda, icindekiler listesinde
belirtilmesi gereken belli bir oranin tizerinde risk tasiyan allerjenlerin basindadir (Mansueto
vd., 2014). Dolayisiyla unda eger yiiksek oranda gluten proteini mevcutsa bu allerjik etkiye
duyarhi kisilerde saglik agisindan bir tehdit s6z konusu olacagi icin gliitenin diistk

miktarlarinin bile gidalarda hizli ve kesin kantitatif 6l¢limii 6nem arz etmektedir.



Benzer bir durum ¢esitli siitlerde bulunan proteinlere karsi allerjik reaksiyonlarin
goriilmesinde s6z konusudur. Bu agidan numunenin keci sutl - inek siitii protein igerigi

acisindan (nitel ve nicel olarak) ayirt edilmesi 6nemlidir.

2.1. Protein Tayin Yontemleri

Bir ¢ozeltideki toplam protein miktarinin belirlenmesi, bilimsel arastirmalarda, gida
analizlerinde, endustriyel ve biyoteknolojik bircok trtiniin analizinde kullanilir. Proteinlerin
saflagtirma basamaklarinda mutlaka protein tayinleri yapilmalidir. Saflagtirilan protein bir
enzimse ek olarak aktivite tayinlerinin de yapilmasi gerekir. Ozellikle kromatografik ve
elektroforetik ayirmalarda deneylerin optimizasyonu i¢in miktar tayini yapilmasi gerekir.

Gilinimiizde teshis i¢in 6nemli olan enzim ve serum proteinlerinin hemen hepsi
otomasyonlu spektrofotometrik yontem ve kitler kullanilarak yapilmaktadir.

Spektrofotometrede ¢alisilan her dalga boyu araligimmin kendi avantaji vardir. Diigiik
dalga boyu siirli numune analizine izin veren duyarliligir gelistirirken daha biiyiik dalga
boylar1 daha biiyiik lineer dinamik aralik saglar (Hong vd., 2012).

Temel biyokimyasal islemlerde de spesifik aktivite tanimi i¢in biyolojik drnegin protein
miktarindan yararlanilir (aktivite / mg protein). Protein tayin yontemleri asagidaki genel

basliklar altinda toplanabilir:

Kjeldal Yo6ntemi
Boya Baglama Yontemleri

Gravimetrik Ydntemler

> w0 D e

Spektrofotometrik Yontemler

- Gorlnur Bolgedeki Olgtimler

- Ultraviyole Bélgedeki Olgtuimler
- Florimetrik Olguimler

Protein tayin yonteminin secimi, belirlenecek proteinin Ornekteki miktarina, 6rnegin
yapisina (en uygun Ornekler sivi halde olanlardir), yontemin o proteine spesifikligine,
girisim yapan maddelerin varligina (protein ¢oktiirmesi yaptiktan sonra yikama islemleriyle

bu maddeler ayrilabilir) baglidir.



Amino asitler ve tuzlar gibi kiglk molekiiller ise diyalizle uzaklastirilabilir ve miktar
tayini yapilacak proteinin amino asit bilesimine baglidir.

Yakin ve uzak UV dalga boylar1 protein Ol¢iimiinde yaygin kullanilan triptofan gibi
aromatik amino asitlere cevap verir. Daha yiiksek duyarlilik diisiik dalga boylarinda (amid
peptid bagmin giiglii absorbansinin oldugu 214 ya da 220 nm’de) dedeksiyon saglar (Hong
vd., 2012).

2.1.1.Kjeldahl Yontemi

Azot miktarini belirlemek i¢in kullanilan oldukg¢a eski bir yontemdir. Bu yontemde
bilesiklerde bulunan azot, derisik H,SOj’le ve cu? iyonlari, civa iyonlar1 ve metalik
selenyum gibi katalizorlerle reaksiyona sokularak NHsz’a doniisiir. Boylece NHj asidik
ortamda NH;" iyonlar1 halinde tutulur. Cézelti H,SOy4 ilavesinden sonra kahverengi-siyah bir
renk alir, 1sitildikca berraklasir. Soguyan karigim distilasyon cihazina alinir ve ortamin
kuvvetli bazik olmasi i¢in NaOH ilave edilir. Olusan NHj3 destillenerek alinir ve borik asit
cozeltisinde tutulur. NH," iyonlar1, ayarli HCI ile titre edilir. Proteindeki azot oranindan
hareket ederek protein miktari belirlenir (Kjeldahl,1883).

Bu yontemle; aminlerde, proteinlerde ve amitlerde bulunan amonyak azotlar tayin
edilebilir. Ancak bu yontem, ortamda protein disinda bagka azot kaynagi oldugu durumlarda

kullanilamaz. Boyle bir durumda proteinler ¢oktiiriildiikten sonra tayin yapilmalidir.

2.1.2. Boya Baglama Yontemi

Proteinlerin c¢esitli kimyasal reaktiflerle olusturdugu renkli bilesiklerin belirli dalga
boylarinda verdikleri absorbansa dayali Ol¢limlerdir. Bu ydntemin dezavantaji, farkli
proteinler, farkli kolorimetrik reaktiflerle farkli reaksiyonlar verir.

Reaktifle protein 6rneginin reaksiyonu sonucu olusan absorbans, ornekteki proteinin
bagil miktarini hesaplamak igin kullanilir (protein standardina gore bagil miktar) (Luca ve

Reis, 2004).



2.1.3.Gravimetrik Yontemler

Protein suda ¢ozulir ve 95 °C’de tim su ucuncaya kadar kurutulur. Daha sonra
sicaklik fiziksel olarak bagli bulunan suyun uzaklastirilmasi igin 105-110 °C’ye kadar
arttirtlir. Protein ¢ozeltisinin sogutulup bir vakum desikatorinde P,Os ile kurutulduktan
sonra kuru agirligi belirlenir. Bir ¢alismada amilaz varligi bu yontemle belirlenmistir
(Mertens, 2002). Bu yontem &”,g0 degerini belirlemek i¢in kullanilir. Kuru agirhik 0.073 g
olarak belirlenmis olsun. Bu 100 mL suda ¢oziildiigi zaman; konsantrasyon = 0.073 g /100
mL = % 0.073 olarak bulunur. Azg = 0.815 olarak bulunsun, Ay = e x I xc |=1cm
oldugundan € = Aggo/ ¢ bulunur. €559 = 0.815 / 0.073 = 11.16 olur.

2.1.4.Spektrofotometrik Ydntemler

Spektrofotometrik yontemler, protein konsantrasyonunun belirlenmesinde c¢ok fazla
kullanilir. Lambert-Beer yasasina gore absorbans konsantrasyonla ilgili oldugundan
boylelikle 6rnekteki protein miktar: hesaplanabilir.

A=exlxc

A = Absorbans

& = Molar absorbsiyon katsayisi (ekstinksiyon katsayisi, M cm™)
| = Is1gin gectigi yol (cm)

Her proteinin kendi molar ekstinksiyon katsayisi (¢) vardir. Bu islemlerde molar
konsantrasyon kullanilir ve 15181 gegtigi yol ise genel olarak 1 cm oldugu i¢in molar
ekstinksiyon katsayismnim birimi M™*cm™"dir.

Absorbans skalanin disina ¢ikarsa protein Ornegi tamponla seyreltilir ve Ol¢iim
tekrarlanir. Buna alternatif olarak daha kisa 1s1k yolu olan bir kiivet de kullanilabilir. Belirli
bir dalga boyunda molar absorbsiyon katsayisinin belirlenmesi i¢in o0 madde i¢in hazirlanan
stok cozeltiden seyreltmeler yapilir ve bir seri ¢6zelti hazirlanir. Bunlarin absorbsiyon
degerleri konsantrasyonlarina kars1 grafige gegirilir ve bu dogrunun egiminden ¢ belirlenir.

Ultraviyole Bolgedeki Spektrofotometrik Olglimler: Tirozinde bulunan fenolik ve
triptofandaki indolik gruplarin ve sisteindeki S gruplarinin 280 nm’de maksimum absorbans
gostermesinden yararlanilarak protein miktar1 belirlenmektedir. Yontem ¢ok duyarl degildir
(0.02-2.0 mg protein/mL). Ancak protein Orneginde bir 6n igleme gerek olmadan yapilan

kolay ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle ¢ok kullanilir (Warburg ve Christian, 1941).



280 nm’deki absorbans degerleri protein miktarini kabaca verir. Ancak ekstinksiyon
katsayisi1 biliniyorsa o zaman daha hassas sonuglar alinir.

Bu teknik genellikle kolon kromatografisinde protein pikinin nerede elue olacagini
belirlemek i¢in ve ham protein karigimlarindaki protein miktarlarinin belirlenmesi icin
kullanilir. Protein ¢ozeltisinin saflik diizeyi yukseldikce hatalar da en aza indirgenir. Bu
nedenle bu yontem genellikle yar1 saf veya saf protein ¢ozeltilerine uygulandiginda ¢ok daha
hassas sonuclar elde edilir. UV absorbans yonteminde ayni konsantrasyondaki iki farkli
proteinin aromatik amino asit icerikleri farkliysa farkli UV absorbsiyon degeri verir. Bu
durum 6rnek proteinle ayni olan bir standartla deney yapilmasiyla ortadan kaldirilir.

Bu yontemin 6nemli bir sakincasi, 260 nm’de maksimum absorpsiyon veren nikleik
asitlerle proteinlerin girisim yapmalaridir. Niikleik asit artiklari ile kontamine olmus ilk kaba
ekstrelerle ¢alisildiginda hatali sonuglar elde edilebilir. Burada nukleik asit ve protein icin
belirli konsantrasyonlardaki Agsg Ve Ao degerleri verilmektedir. Buradan yararlanarak hata
duzeltme faktorleri belirlenmis ve listelenmistir (Warburg ve Christian, 1941). Yodntemin

uygulanisi kisaca soyledir:

1. Protein ¢ozeltisinin 260 nm ve 280 nm’ de absorbanslar 6lgiiliir.
2. A0l Asgo orani belirlenir.

3. Hata duizeltme faktorii formilde yerine koyularak protein miktar: hesaplanir.

Uzak Ultraviyole Bolgedeki Olgiimler: Proteinlerdeki peptit baglart 191-194 nm’de
bir maksimum absorbans gdosterirler. Bu teknik protein 6rneginde herhangi bir isleme gerek
olmayan pratik ve kolay bir yontem olmasina ragmen kullanilan tamponlarla girisim s6z
konusu olabilir. Ciinkii bu dalga boyunda alkoller, kullanilan tamponlardaki iyonlar ve
karboksilik asitler de absorbans verir. Bu nedenle protein tayini i¢in fazla kullanilmaz. Bu
yontem proteinlerin amino asit bilesimine bagli olmadigi i¢in 280 nm’deki 6lcuimlere gore
daha basarilidir. Ancak oksijen bu bdlgede absorbsiyon yaptigr i¢in bu amagcla rutin
spektrofotometreler disinda 6zel cihazlar kullanilmalidir.

Eger protein drnegi ¢cok az tirozin ve triptofan amino asitlerini iceriyor veya hig tirozin
ve triptofan amino asitlerini icermiyorsa protein miktar1 205 nm’ deki absorbansi dlgiilerek
belirlenebilir. 205 nm’deki absorbansin biiyilk bir kismi peptit baglarindan
kaynaklanmaktadir (Scopes, 1974).



Protein 6rnegi triptofan ve tirozin igeriyorsa, 280 nm’ deki absorbans élcumuyle 205
nm’ deki Olgiimlerin kombinasyonu sonucu elde edilen formiil kullanilarak daha uygun

sonuglar elde edilir. Protein derisimi (mg / mL) = 27 x 120 X Azgo/ Azos (Scopes, 1974).

Gorunur Bolgedeki Spektrofotometrik Olgiimler:
- Biuret Yontemi:

Biiiret reaksiyonunu iki veya daha fazla peptit bag1 iceren maddeler verir. Bu yontem
adin trenin kuru 1sitilmasi sonucu olusan biiiret isimli maddeden (H,N-CO-NH-CO-NH)
almaktadir. Bu yontemde alkali ortamdaki Cu®* iyonlar1 protein ve peptitlerdeki peptit bag
azotuyla mavi-menekse renkli kompleks verirler. Renk siddeti 540 nm’de fotometrik olarak
tayin edilebilir. Bakir iyonlari ile koyu mavi renkli bakir-tetraamin kompleksi olusur (Kobbr,
1916) (Sekil 2.1).

Ortamda amonyum iyonlart bulundugu zaman (tampon olarak Tris kullanilmasi ve
amonyum sulfat ile protein ¢okturilmesi) bu yontem uygulanamaz. Boyle bir durumda bakir
iyonlar1 amonyakla koyu mavi renkli bakir-tetraamin kompleksi olusturur. Bilret
yonteminin duyarlig: diistiktiir (1-10 mg protein/mL).

Ancak kullanilan reaktiflerin ucuz, hazirlanmasinin kolay olmasi ve diger yontemlere
gore girisim etkilerinin daha az olmasindan dolayr kullanilmaktadir. Bu yontemle miktar
tayini yapilabilmesi i¢in Ornekteki protein miktarinin 1-20 mg civarinda olmasi
gerekmektedir. Cu®* iyonlar ana zincire baglandig1 icin bu yontem proteindeki amino asit

igeriginden etkilenmez.

o——<NH g 0O— > o
u
> R—CH~™ = R—CH~™ \CU/ \ —R
NH OH \N/ \ ~C

Sekil 2.1. Bilret reaksiyonu sonucu bakir-tetraamin kompleksi olusumu (Kobbr, 1916).



-Lowry Yontemi:

Protein tayininde en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Fosfomolibdik/fosfotungstik
asit cozeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi) alkali kosullarda proteinlerdeki fenolik amino
asitlerle verdigi reaksiyona dayanmaktadir. Bu yontemde alkali kosullarda iki farkli
reaksiyon gergeklesmektedir.

Birinci reaksiyonda peptit baglari ile Cu”* arasinda biiiret reaksiyonu sonucu
indirgenmis bakir olusur. Ikinci reaksiyonda ise Folin-Ciocalteu ayiraci, tirozin ve triptofan
amino asitleri ile tepkimeye girerek indirgenir ve mavi renkli hetero polimolibden kompleksi
meydana getirir. Olusan kompleks 600-800 nm araliginda absorbsiyon piki verir. Lowry
yontemine proteinin amino asit bilesiminin etkisi orta diizeydedir.

Ancak amino tiirevleri, tamponlar, deterjanlar, lipitler, karbohidratlar ve selatlayici
ajanlar bu yontemle girisim yapmaktadir. Protein 6rnegi seyreltilerek bu girisim etkileri
azaltilabilir. Ayrica bu etkilerin 6nlenebilmesi igin, yontemin her bir girisim etkisi igin farkl
modifikasyonlar1 bulunmaktadir. Lowry yontemi, tirozin ve triptofan igerigi fazla olan
proteinlerle daha fazla hassasiyet gosterdigi i¢in bu amino asitler agisindan zengin olan
proteinlerde oldukca iyi sonuglar alinmaktadr.

Bu yontemin hassasiyeti 30-150 pg/mL civarindadir. Reaksiyon pH’a ¢ok fazla baglidir
(pH 10-10.5). Bu nedenle uygun bir pH’mn saglanabilmesi igin reaktifin seyreltilmesi
gerekebilir.

Reaksiyon oda sicakliginda 40 dakikada tamamlanir. Absorbans okumasi cam veya
polistiren kiivetler kullanilarak 750 nm’ de yapilir. Ancak 600 ve 650 nm’de absorbans
Olctimleri yapilmaktadir. Lowry yontemi, hassasiyetinin iyi olmas1 ve kolaylig1 agisindan
protein biyokimyasi islemlerinde ¢ok fazla kullanilir. En fazla gida proteinlerinin tayininde
kullanilir. Ciinkii gida karistmindan proteinleri izole etmeye gerek yoktur. Biliret yontemine
gore 50-100 kez daha hassastir. 280 nm’ de absorbans ydntemine gore ise 10-20 kez
hassastir. Diger yontemlere gore daha spesifiktir.

Dezavantajlari: Renk olusumu proteinlere gore farklilik gosterebilir. Renk tamamen
protein konsantrasyonuyla orantili olmayabilir. Lipitler, sakkaroz, fosfat tamponlari,

monosakkaritler ve hegzoaminlar girisim yaparlar (Lowry, 1951).
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-Bikinkoninik (BCA) Asit Yontemi:

Lowry yonteminin farkli bir uygulamasi olan bu teknik, Smith ve arkadaslar tarafindan
1985°’te gelistirilmistir. Diger protein tayin yontemlerine gore daha yenidir ve reaktif olarak
bikinkoninik asit (BCA) kullanilir.

Bu yontem alkali cozeltideki proteinlerin Biiiret reaktifi ile Cu®* den Cu® ya
indirgenmesi ve daha sonra Cu” min BCA ile verdigi renkli kompleksin 562 nm’deki
spektrofotometrik Olcimine dayanir. Renk yesilden koyu mora doniisiir. Ydntemin
duyarliligi Lowry metoduna yakindir (20-100 pg protein/mL). Mikro Olgiim islemi ile
duyarliligin daha da arttirilmasi miimkiindiir. BCA ydntemi proteinin amino asit
kompozisyonundan az etkilenir ve girisim etkisi gosteren ¢ok fazla bilesik yoktur. Ancak
BCA reaktifi pahalidir ve tekrarlanabilirlik diistiktiir.

Amino asitler, deterjanlar, lipitler, sekerler ve niikleik asitler Lowry metoduna gore
daha iyi tolere edilir. Indirgen sekerler ve bakir selatlayici maddeler bu yontemde girisim
etkisi gosterir. Cu?* iyonlar ile selat olusturan EDTA gibi maddeler de girisime yol agar.
Ditiyotreitol, glutatyon ve 2-merkaptoetanol gibi indirgeyici reaktifler de Cu®* iyonlarini
Cu"’ ya indirgeyerek oldukca fazla girisim etkisi gosterir (Smith vd., 1985).

-Bradford (Coomassie Brillant Blue) Y Ontemi:

Boya baglama esasli yontemlerin en yaygin1 1976 yilinda gelistirilen ve Coomassie
Brillant Blue G-250 boyasimnin kullanildig1 yontemdir. Proteinlerin asidik ve bazik gruplari
uygun kosullarda organik boyalarla etkileserek renkli bilesikler olusturur. Ozellikle aromatik
boyar maddeler proteinlere ¢ok saglam baglanirlar. Proteinlerin tayin edilmesi islemlerinde
Orange G, Amido siyahi, Bromkrezol yesili ve Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG)
gibi boyalar kullanilmaktadir.

Coomassie Brillant (CB) boyalarinin proteinlere baglanmasi ilk kez Fazekas de St
Groth ve arkadaslari tarafindan 1963 yilinda galisilmistir. Yontem bu boyanin farkli
konsantrasyondaki protein c¢ozeltilerinde farkli siddette mavi renk olusturmasindan
yararlanilarak gelistirilmistir (Bradford, 1976).

Boya o0zellikle arginin gibi bazik amino asitlere ve bazi aromatik amino asitlere
baglanmaktadir. Bu yontemle olduk¢a genis bir aralikta protein tayini yapmak mimkunddr.
Kolay ve hassas bir yontemdir. Arginin amino asidi bu boyayla diger amino asitlere gore
sekiz kat daha fazla cevap verir. Calisilan arginince zengin bir proteinse standardin da ayni
sekilde arginince zengin olmasi gerekir. G-250 boyasi sulu ortamda kirmizi (A) ve mavi (B)
olmak tizere iki sekilde bulunur (Bradford, 1976).
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Asidik ortamda kirmizi renkli (A) sekli fazladir ve 470 nm’ de maksimum absorbsiyon
yapar. Bu boya, pozitif yiiklii bir proteine baglandiginda ise 595 nm’ de mavi bir renk
olusturur (Sekil 2.2). Renk olusumu 5 dakikada tamamlanir, ancak 10-15 dakikada
cokmeler olabilir.

Sedmak ve Grossberg 1977°de, boya-protein kompleksinin boyanin kaynagina bagh
olarak maksimum absorbans araligmin 595-620 nm arasinda degistigini bildirmistir. Bu
arastirmacilar protein miktarinin belirlenmesi i¢in 620 ve 464 nm’ deki absorbanslarin
oraniin kullanilmasinin daha uygun olacagini ve asidik bir ortam olusturmak i¢in fosforik
asit yerine perklorik asit veya hidroklorik asit kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Zor ve Selinger 1996°da ise 590 ve 450 nm dalga boylarinin oraninin kullanilmasinin
tayin sisteminin lineerligini de arttirdigini belirtmistir. Bu oranin kullanilmas1 ayn1 zamanda
tayinin hassasiyetini de arttirir. Bu yontemde duyarlik 150-750 ug protein/mL civarindadir.
Bu duyarlik mikro tayinlerle daha da arttirilabilir (25-200 pg protein/mL). Boya-protein
kompleksinin ekstinksiyon katsayist substratin 10 kata kadar olan farkli konsantrasyonunda
bile kararlidir.

Ornegin absorbansi lineer bolgenin Ustiindeyse toplam hacim 5 mL oluncaya kadar
Bradford ¢alisma tamponuyla seyreltilebilir. Kor de ayni hacme seyreltilmelidir (Spector,
1978). Bradford yontemi kolonlarda bulunan immobilize proteinlerin ve membrana bagli

proteinlerin konsantrasyonunu belirlemek i¢in de kullanilir (Fanger, 1987).

CH3 H3C
(‘32H5 $2H5
e O
Protein (Bazik ve NH Protein Boya
Aromatik Yan Kompleksi

Zincirler)

OC;Hs

Sekil 2.2. Protein boya kompleksi olusumu (Bradford, 1976).

-Gilimiis Baglama Y ontemi:
Glimiis iyonlarmin proteinlerle baglanmasiyla olusan renkli bilesigin 420 nm’deki

absorbansinin okunmasiyla yapilir.
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Oldukga yiiksek bir hassasiyeti vardir (150 ng — 20 pg protein/mL). Ancak selatlayici
ajanlar (EDTA) tarafindan, % 0.01 den fazla SDS’den ve DTT ve 2-merkaptoetanol gibi

indirgeyici ajanlardan kolayca etkilenerek bozulur (Moeremans, 1985).

-Kolloidal Altin Yontemi:

Bu yontemin temeli, asidik ortamda (+) yuklu proteinlerin (=) yukliu kolloidlerle
etkilesmesi ve olusan rengin 560 nm’ de okunmasidir. Bu yontem 2-60 pg protein/mL
araliginda bir duyarliga sahiptir. Bu islemde proteinlerin baglanmasi igin genellikle
nitroseliiloz membranlar kullanilmaktadir. Membrana bagli proteinler kolloidal altin
cOzeltisi ile 2-16 saat inkiibe edildikten sonra 6rnekteki protein miktartyla orantili olarak
mor renkli protein bantlar1 gézlenir.

Tim bantlarin goriinlir hale gelmesi 1-2 saat i¢ginde gergeklesir. Sonra kolloidal altin
cozeltisi birkag¢ kez yikanarak uzaklastirilir. Tiim yikama ve inkiibasyonlar oda sicakliginda
yapilmaktadir. Klorir iyonlar1 gibi kontaminantlar kolloidal altinin farkli ¢okmesine yol
acar. Altin ¢ozeltileri Bio-Rad firmasi tarafindan hazir olarak satilmaktadir. Bu islemde
membranin cm?®’ si basina yaklasik 0.2 mL kolloidal altin ¢ozeltisi kiti kullanilmasi
onerilmektedir.

Bantlarin  dansitometrik  analizinde, ayni nitroseliilloza yerlestirilen protein
standartlardan yararlanarak miktar tayini yapilir. Klasik protein tayin yontemlerine gore bu
yontemde ¢ok az miktarda protein 6rnegine gerek duyulur (2 plL). Bdylece nanogram

diizeyinde protein tayinleri yapmak miimkiin olmaktadir (Hunter ve Hunter, 1987).

-Ninhidrin Yontemi:

Ninhidrin denemesi amino asit kalintis1 miktar1 temelli protein konsantrasyonunu olger.
Ninhidrinle serbest amino grubu arasinda mor renkli bir kompleks olusur ve 570 nm’de
absorbans verir. 0,5 g ninhidrin reaktifi 30 mL izopropanol ve 20 mL 0,1 M pH 5,5 asetat
tamponunda ¢oziilerek hazirlanir. 2 mL reaktif 2 mL BSA karisimi 15 dakika kaynar su
banyosunda bekletildikten sonra oda sicaklifina getirildikten sonra 570 nm’de absorbansi

okunur (Ruhemann, 1910) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Ninhidrinle amino grubu arasindaki reaksiyon (Ruhemann, 1910).

Florimetrik Olguimler:

Florimetrik yontemlerle diger yontemlerde goriilen girisim sorunlari ortadan kaldiran
ve oldukca hassas sonuclar elde edilir. Floresans tekniklerin en biiyiik avantaji, duyarliklari
ve sonuglarin nanogram dizeyine kadar belirlenebilmesidir. Bu tir floresans temelli
tayinlerden biri Udenfriend ve arkadaslar1 tarafindan 1972 yilinda uygulanmistir. Bu
yontemde floresan olmayan bir bilesik olan floresamin, proteinlerdeki primer aminlerle
(peptitlerin terminal amino gruplari ve lizinin € amino grubu gibi) olduk¢a hizli bir sekilde
floresan bir bilesik olusturarak reaksiyon verir.

1993 yilinda Lorenzen ve Kennedy bu yontemi modifiye etmistir. Yaygin olarak
kullanilan yontem ise proteinlerin o-fitalaldehit (OPA) ile tiirevlendirilmesine dayanir. OPA
proteinlerdeki primer aminlerle (amino asidin NH, terminali ve lizinin e-amino grubu gibi)
reaksiyon verir. Yontemin hassasiyeti tayinden once protein 6rneginin hidrolizlenmesiyle
daha da arttirilabilir. Hidroliz islemi proteinde yan grup olarak bulunan e-amino gruplarini
reaksiyona hazir hale getirir.

Bu yontemle yapilan tayinlerde ¢ok az miktardaki protein 6rnegi yeterli olmaktadir.
Tris (hidroksimetil) aminometan, amino asit tamponlar1 gibi primer aminler o-fitalaldehit ile
reaksiyon verdigi igin ortamdan uzaklastirilmalidir. OPA genellikle 2-merkaptoetanol
varliginda ve pH 9,5’ te peptit ve proteinlerin primer amin gruplariyla oldukg¢a floresans
bilesikler olan izoindolleri meydana getirir. Bir florimetre kullanilarak standart ¢ozeltilerin
ve 6rnegin 340 nm’deki uyarma dalga boyu ve 440-455 nm’ deki emisyon dalga boyunda

floresans siddetleri belirlenir.
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2.2. HPLC Sistemi ve Kromatografik Protein Ayrimi

1970'lerden giiniimiize, Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) teknigi,
laboratuarlarda organik maddeler i¢in ayirma, analiz ve saflastirmanin vazgecilmez secenegi
olmustur. HPLC kolonu neredeyse tiim karisimlar: ayirabilir. HPLC giiniimiizde genis ¢apl
molekiil analiz ve saflagtirmalarinda 6ncii teknik olarak tam yer edinmistir. HPLC 6zellikle
de peptit ve proteinlerin Kkarakterizasyonunda merkezi teknik olmus ve biyolojik ve
biyomedikal bilimlerde son on yildir ¢ok hizli saglanan ilerlemede kritik roller tistlenmistir.
Peptit ve proteinler kromatografik yuzeyle yone o6zgiil davramiglar gosterir. Bunlarin
gecikme siiresi 6zgiin baglanma alanlarinin yogunluguyla belirlenir.

Ikincil ve iigiinciil yapiyr gosteren biiyiik proteinler igin kromatografik temas alanlari
toplam molekiiliin ¢ok kiigiik bir kismidir. Bu nedenle peptit ya da proteinin, 6zel sabit faz
yiizeyinde 6zgiin yonelme yapmasi, HPLC sayesinde ¢ok secici hale getirilebilir.

Ters faz HPLC’nin aksine, iyon degisim ve hidrofobik etkilesim kromatografileri peptit
ve proteinleri yiizey yiikk ve hidrofobiklik farkina gore ayirir. Bu teknikler karmasik
karigimlarinda ayrilmasini saglarken affinite kromatografisi bir ya da az sayidaki birbirine
benzer bilesenli karigimlar ayirabilir. Sentetik peptitler icin RPC (ters faz kromatografisi)
genelde analizin ilk asamalarinda ve son olarak biiyiik capli saflastirmada kullanilir.
Biyolojik 6rneklerden elde edilen proteinler ise daha homojen 6rnekler kazanmak i¢in bagka
tekniklerin yardimini gerektirir.

Ters faz kromatografisi (RPC), iyon degistirici kromatografi (IEC) ve boyut dislama
kromatografisiyle (SEC) beraber peptitlerin ayriminda en fazla kullanilan tekniktir. RPC
tekniginde li¢ boyutlu protein yapilar1 saglanan sartlar altinda bozulabilir bu nedenlerde RPC
ile islevi korunmak istenen proteinler saflastiriimaz. Burada devreye IEC, SEC ve affinite
kromatografileri girmektedir. Proteinlerin HPLC ile dedeksiyonunda 6zellikle protein
fragmentlerinin analizinde en ¢ok MS dedektorlerinden yararlanilir. Turevlendirilerek
floresans 6zellik kazandirilip floresans dedektorle de analiz edilmektedirler (Sekil 2.4). MS
kromotografisi, florometrik denemelerin dezavantajlarinin tistesinden gelmek igin substrat
ya da iirliniin dogrudan 6l¢iilmesinde tercih edilir. Eger birlikte elue olan bilesikler mevcutsa
hem enzimatik aktivite denemesi yapilir hem de aktif bilesikler es zamanli incelenerek
tanimlanabilir. Fosfat ve Tris gibi ugucu olmayan tamponlar iyon kaynagina kontaminasyon
yapacagindan MS i¢in uygun degilken amonyum bikarbonat gibi ugucu tamponlar uygundur
(De Jong vd., 2006).
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SEC-HPLC-MS/MS metodu ligandin hedef proteinlerle baglanan aktif bilesenlerinin

taranmas1 uygulamasinda genis olarak kullanilmaktadir (Flarakos vd., 2005).

Protein Karisim

_ 2 boyutie kromaotezratk
Farga ap;-el"’ H”‘“xa':.- s
L ol
Peptit Karisim Protein f Peptit Fraksiyvonlar:
LC-PAS RS

FROTEIMLERIN TAMI MLANNMAS]

Sekil 2.4. Kromotografik tabanli yaklasimla protein tanimlama (Flarakos vd., 2005).

2.2.1. Ters Faz (Reverse Phase (RP)) HPLC Kromatografisi ile Protein Ayrimi

Ters faz kromatografisi (RPC) en yaygin sivi kromatografisi haline gelmistir. Burada
sabit faz apolar, hareketli faz polardir. Analitler ylizeye apolar fonksiyon gosteren
gruplariyla baglanirlar. En polar analit kolondan ilk oOnce ¢ikar. Kigik molekillerin
analizinde cogunlukla ilk tercih edilen peptid analizleri i¢in kismen kullanilabilen baskin
HPLC teknigidir (Grotefend vd., 2012).

RP-HPLC kromatografisi orta-yiiksek polarliga sahip analitler i¢in gayet kullaniglidir.
Ters faz ayirma teknigi, 6rnek ile apolar baglanma fazi ve polar sabit faz arasinda basit
ayrilma olmasma dayanir. En polar 6rnek bilesenleri, apolar bilesiklerin apolar kolon
paketiyle gecikmesine dayali olarak en dnce gelmelidir. Fakat pratikte bu kadar olmaz.

En ileri “end-capped” kolonlarda bile altta bulunan anyonik silika ise karigir ve
ayirmayl etkiler. Polimer temelli kolonlarla karsilagtirildiginda diger kolonlarin
ulasamayacag1 ayirimlarit yapan kolona bu 6zelligini silika verir. Silika ters faz kolonu
yaslandikca daha cok silika bolgesinin hidrolizle serbest kalmasindan dolayi, kosma
karakteristikleri degisir.

Ters faz HPLC’de silika temelli C15 ya da Cg kolonlar ile 150 ya da 300 A° por boyutu
kullanilmaktadir. Protein analizleri i¢in daha az hidrofobiklikte C4 kolon uygulamalar1 da

vardir (Geng ve Regnier, 1984).
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2.2.2. Boyut Disarilama (Size Exclusion (SEC)) HPLC Kromatografisi ile Protein
Ayrim

Boyut dislama HPLC genellikle peptit/protein ayirimlart ve molekiiler agirlik
analizleri i¢in kullanilir. Denaturant varligi veya yoklugunda, igiinciil veya doérdiinciil
yapilar molekiiler agirhigi analizleriyle gosterilebilir. Bazi uygulamalar ideal SEC
davraniglarini gerektirir ve ayirimlar sadece ¢ozelti boyutuna dayanr.

Ama en yeni HP SEC kolonlari, uzun ya da kisa boyutlarda ve anyoniktir. Istenmeyen
elektrostatik etkilesimler engellenmezse, bazi 6zellikler, art1 yiiklii peptit yan zincirleriyle
etkilesimlere neden olur. Ellentin iyonik giicinun 0stlinde, elektrostatik etkiler en aza
indirildigi igin, 0,1-0,4 M tuz igeren siv1 fosfat tamponlart (pH 5,0-7,5) SEC ile peptit ve
protein analizinde hareketli faz olarak kullanilir.

Ayirma mekanizmasi entropi etkisi temellidir. Bu yilizden ideal olarak analit ile kolon
arasinda adsorptif etkilesimler yoktur (Kromidas, 2007).

Elektrostatik etkilesimler baskin etken oldugunda tuz konsantrasyonlari ¢ok yiiksek ise,
peptit-protein veya protein-protein etkilesimleri engellenir (Arakawa vd., 2010). Bu ikincil
etkilesimleri azaltir ve pik simetrisi, alikonma zamani ve miktarim1 gelistirir (Ricker ve
Sandoval, 1996). Ayrica ikincil etkilesimleri azaltmak i¢in hareketli faza arjinin gibi organik
modifiye ediciler siklikla katilmaktadir. Bu agregat geri kazanimini arttirmaktadir (Arakawa
vd., 2006). Farkli kolon materyalleri istenilmeyen kolon davraniglarinin goriilmesine neden
olabilir.

SEC biyoterapotik peptid ve proteinler igin rutin analizlerde ¢ok genis olarak
uygulanmaktadir (Hong vd., 2012). Son yillarda biyoterapdtiklerin sayisi dnemli derecede
arttr. Bu da boyut disarilama kromatografisine olan ilgiyi yeniledi. Bunun yaninda yaygin
kullanilan teknikler asimetrik akis alan akis fraksiyonlama, ¢ok acili 151tk dagitimi
teknikleridir.

Lindqvist ve Storgards 1955’te boyut disarilamayla nisasta doldurulmus bir kolonda
amino asitlerden peptidlerin ayrilmasinda biyomolekiil ayirimini ilk kez uyguladi. Yau W.W.
ve arkadaglar1 tarafindan 1978’de molekiiler agirlik aralig1 ve kalibrasyon egrisinin egiminin
kolon paketleme matrisine bagli oldugunu buldu. Por boyutu ya da geometrisi stokes
yaricap1 temelli molekiilleri sinirlandirir. 2 pm’nin altinda partikiil ¢cap1 olan SEC kolonlar
UPLC sistemlerinde kosturma zamanini 2 kat azaltmaktadir.

Buyuk proteinler porlardan ilk elue edilirler. Clinku daha kugtk proteinler i¢ porlara

gecerken daha biiyiikler gecemez. Bu ylizden SEC ayirma yetenegi molekiiliin boyut,
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hidrodinamik cap ve sekline baglidir. Proteinlerin sekillerinde farkliliklar oldugu igin
(globuler vs.) onlarin stokes yarigapt molekiiler agirlikla tam korelasyon vermez. Kiitle
spektrometresi artan oranda molar kiitle belirlemede kullanilmasina ragmen, SEC daha ucuz
oldugu i¢in protein agregat belirlemede ilk tercih edilmektedir (Bond vd., 2010).

Boyut disarilama kromatografisinde akis hizi diisiiriilerek optimum kolon etkisi
saglanirken analiz zaman diiser, pik genislemesi olur ve duyarlilik diiger. 100 pL’den biiyiik

enjeksiyonlar rezoliisyonu disiiriir (Ricker ve Sandoval, 1996).

2.2.3. Iyon Degistirme (Ion Exchange (IEC)) ve Hidrofobik Etkilesim (HIC)
HPLC Kromatografileri ile Protein Ayrimi

Iyon degistiriciler ister anyon ister katyon degistirici olsun; tamponun pH’s1, kullanilan
anyon veya katyon degistiricinin dogal iyonik giicii ve peptitlerin yiikii proteinlerin gecikme
zamanlarim etkiler.

En yaygin olarak sodyum veya potasyum iyonlar1 katyon olarak, klor iyonlar1 da
anyon olarak kullanilir. HP-IEC kolonlart yiiksek derecede pik genislemesi veya eliisyon
olmama durumu gdosteren, peptitlerin apolar kalintilarinin neden oldugu hidrofobik
karakteristikler gosterirler. Bu durum hareketli faza organik dizenleyici konulmasiyla
giderilebilir.

HPLC’de iyon degisim; giicli anyon degisim ya da zayif katyon degisim
kromotografisi seklinde olabilir. Gii¢lii anyon degistiricide alikonma mekanizmast uygun pH
se¢iminin énemini agiklayan ¢evrili ortamin yiikii kadar protein yiizeyinin yiikiine baglidir.
Monolitik kolon yapisi analiz zamanini 6nemli derecede azaltir (Eeltink vd., 2009). HPLC
ile zayif katyon degisim kromotografisi ise; bugiin 6zellikle monoklonal antikorlarin
analizinde uygulanmaktadir. Ayirim i¢in pH, proteinin net yizey yiku onemlidir (Rea vd,
2011).

Proteinlerin yiizey hidrofobisitesine gore ayrildigi biiyiik 6rnek hacmi ve protein
miktarlartyla ¢alisilabildigi matriksin dayanikli oldugu kromotografi hidrofobik etkilesim
kromotografisidir.

Iyon degisim (IEC), hidrofobik etkilesim (HIC) ve ters faz (RP) kromotografileri
birlikte teknige ait bazi1 karakteristik 6zellikler (rezoliisyon, kapasite, hiz gibi) ve calisilacak
proteindeki baslangic Ozellikleri ve calisildiktan sonraki Ozellikleri ile Tablo 2.1°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.1. Kromotografik yontemlerin karsilastirilmasi (Kromidas, 2007).

. . Ornek Baslang: .
Teknik | Karakteristik ylangie Ornek Son Kosullar:
Kosullar:
EC : zﬂizz}z izg:sr:te o Diisiik iyonik siddet e Yiiksek iyonik siddet
e Yiiksek hiz e Ornek hacmi siirli degil e pH degisimi konsantre
* lyiaymm e Yiiksek iyonik siddet

HIC e lyi kapasite
e Yiksek hiz

o Diisiik iyonik siddet

Ornek hacmi sinirh degil

RPC e Yiiksek ayirim

Organik ¢6zgen gereksinimi | e Biyolojik aktivite kayb1 riski

2.3. HPLC Dedektor Cesitleri ve Protein Dedeksiyonu

Ultraviole / Gérunur Bolge Dedektori (Ultraviolet / Visible dedector — UV / VIS):
Dedeksiyonda Lambert-Beer yasasi gegerlidir. Spektrum taramasi yapmak, farkli dalga
boyunda ¢aligmak veya dalga boyunu zamana kars1 programlamak miimkiindiir.

Pek cok organik molekil ve fonksiyonel grup 190 nm’den 800 nm’ye kadar olan
ultraviyole (UV) ve/veya gorinir (VI1S) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Cozeltiden
stirekli olarak 1s1n gecerken analitler tarafindan 1sinin bir kismi absorbe edilebilir. HPLC UV
absorpsiyon dedektorleri 2 ila 5 pL kapasitesi olan kisa silindirik hiicreden olusur. Hlicreden
gecen UV 1sik fotoelektrik hiicreden gecer ve sinyal yiikselticide doniistiiriiliir ve sistem
tarafindan kaydedilir. Dedektor duyarliligr ekstinksiyon katsayisi ve hiicre uzunlugu
degeriyle orantilidir.

UV dedektor sensorlerinin 1 ile 10 mm aras1 uzunlugu ve 0,5 ile 2 mm aras1 i¢ ¢ap1
vardir. UV dedektorler dalga boyu araliginda 6nemli absorpsiyon gostermeyen ¢oziiciilerle
(su, metanol, asetonitril ve tetrahidrofuran) gradient eliisyonla kullanilabilir. Tek dalga
boyunda 151k veren diisiik basing civa, kadmiyum ve ¢inko lambalar kullanilan (sirasiyla 254
nm, 225 nm, 214 nm) UV dedektorler de vardir (Scott, 1996).

Isin bir prizmanin i¢inden gegtiginde bir spektrum iiretilir ve bu absorpsiyon
spektrumu olarak adlandirilir. Bir enerji absorpsiyonunun sonucu olarak atomlar ve
molekiiller diisiik enerjili seviyeden (baslangi¢ ya da temel hal) daha yiiksek bir seviyeye

(uyarilmis hal) geger. Kromofor grup iceren maddelerde Vis dedeksiyon tercih edilir.
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Absorbe edilen elektromagnetik enerji uyarilmis ve temel haller arasindaki enerji
farkina esittir (Jaff ve Orchin, 1963). Tipik UV-VIS spektrofotometre, bir 151k kaynagi, bir
monokromator, bir dedeksiyon hiicresi ve bir dedektor igerir.

Fotodiyot Array Dedektorii (Photodiode array dedector: PDA veya DAD): UV-Vis
dedektorden farki, 512 elementten olusan bir yiizeyde, her elementin ayr1 bir dalga
boyundaki absorbansi es zamanli olarak Olgebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu
kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasini gorebilmek
olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda calisilabilmesi bu dedektoriin sagladigr bir
diger 6nemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi déteryum veya tungsten lambadir.

Isik biitiin dalga boylarinda ddteryum lambada Uretilir, hiicreden gecer ve yuzlerce
diyot arasinda dagilir. Isik numune hiicresinin i¢indeki akromatik lenslere odaklidir.

Holografik g¢evrimle gevrilir. Her diodtan ¢ikan 1sik bilgisayarla kaydedilir (Scott,
1996).

Floresans Dedektort (Fluorescence dedector-FLD): Organik maddelerin yaklasik %
15’1 floresans olusturma yetenegine sahiptir. Olusan floresans dlgiilmektedir. Kullanilan 151k
kaynagi ksenon lamba olup, duyarlilignt UV-VIS dedektore gore yaklasik 10® kat fazladur.
Floresans dedeksiyonda kiiresel ve elipsoid aynalarla 1s1k kirilir.

Fotoelektrik hiicreden gegen 1s1k siddeti moniterize edilir (Scott, 1996). Diress ve
arkadaglar1 2010°da proteinler i¢in duyarliligi ve segiciligi arttirmada floresans
dedeksiyonunu kullandi.

Iletkenlik Dedektorii (Conductivity dedector-CDD): Mobil fazin iletkenligi maddelerin
yukseltgenmesi ya da indirgenmesiyle o6lc¢ulir. Daha ¢ok anyon ve katyon analizlerinde
kullanilir. Sicaklik kontrolii ¢ok dnemlidir bu sebeple kolon firini igerisinde caligilmalidir.
Kullanilan mobil fazin iletkenligi ne denli diisiik olursa olusan giirtiltii de o denli diisiik olur.
LC’de iyonik tiirlerin dedeksiyonunda kullanilir (Scott, 1996).

Refraktif Indeks Dedektorii (Refreactive index dedector-RID): Kirilma indisi 6lgiiliir.
Sicakliktan etkilenir. Ornek bilesenlerinin bulundugu ortamda yogunluk artacagindan gelen
151k kirilarak hiicreyi terkeder. Isigin olgiilen kirilma oranindan (kirilma indisi) kantitatif
tayin yapilir. Yaygin kullanilan dedektorlerin en az duyarliligi olanidir. Amyant sicakligi,
basing, akis hiz1 degisikliklerine ¢cok duyarhdir. Iyonik olmayan bilesiklerin dedeksiyonunda
kullanilir (Scott, 1996).

Elektrokimyasal Dedektor (Electrochemical dedector-ECD): Elektroaktif maddeler

analizlenebilir. Yani bilesenler, belirli potansiyel degerlerinde yiikseltgenebilir veya
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indirgenebilir olmalidir. Olgiilen fiziksel ézellik tayin sirasinda olusan elektrik akimidir
(Scott, 1996).

Kitle Dedektori (Mass dedector-MS): Yiksek-performansli sivi kromatografi-kiitle
spektrometri (HPLC-MS) oldukga ¢ok yonll bir enstrimantal tekniktir. HPLC-MS’in GC-
MS’e nispeten baglica avantaji ¢ok daha genis bir yelpazede bilesiklerin analizini
gerceklestirebilme kapasitesine sahip olmasidir. Yiksek polarite gosteren veya yiksek
molekiil agirlikli termal olarak kararsiz bilesikler hatta proteinler bile rutin sekilde HPLC-
MS kullanilarak tamamen analiz edilebilirler. Ornek bilesenlerine ait ¢ok 6zgiin
kromatogramlar elde edilir, dolayisiyla Ozellikle kalitatif tayinlerde teshis amacl
kullanimlarda ¢ok dnemli bir dedektordiir.

Temel enstriiman ornek girisi (bir sivi kromatografisi), iyonlagsma bolimii, kiitle
analizcisi ve dedektor icerir. MS dedeksiyonu i¢in safsizlik ve bilesik yikim problemi
onemlidir. MS bilesiklerin yapi bilgisini de verir ( Shi vd., 2009).

Secilen reaksiyon takibi ya da ¢oklu reaksiyon takibi ve miktar hesabi igin takdir géren
bir tekniktir. Kompleks matrislerde ti¢lii kuadropol kiitle spektrometresi kullanilir ve bu da
secilen proteinin miktar hesabi i¢in hedef proteinin proteolitik sindirimini gerektirir (Hortin
vd., 2010).

Boyut disarilama kromotografisi ile MS dedeksiyonu mobil fazlar agisindan
celismektedir. Boyut disarilama kromotografisi mobil fazlar fizyolojik pH’da denatire
etmeyen sulu cozeltiler MS’te konteminasyon ve iyon baskilamasi yapmaktadir. MS’te ise
denatiire etmeyen ama fizyolojik sart saglamayan amonyum format/asetat kullanilir. Bu
zorlugun iistesinden gelmek i¢in iyon ¢ifti igeren organik ¢oziiciiler kullanilir (Chakraborty
vd., 2011; Liu vd., 2009).

Evaporatif Isik Dagitict Dedektdr (Evaporative ligth scattering dedector-ELSD)
Proteinlerin sekil ve boyutunu, molekiill agirligin1 belirlemede coklu 151k dagitim
dedektorleri kullanilmaktadir. Yalnizca protein bilgisini degil ayn1 zamanda onlarin dimer
bilgisini de verirler. UV detektdrden daha duyarlidir.

Atomize gazla hava ya da inert bir ortamda kiigiik damlaciklar halinde sprey seklinde
dagilan eluent buharlastirilir ve lizerine 151k 45° lik acilarla gonderilir ve dagilan 1s1k optik
fiberlerden gecip fotogogalticida toplatilir ve elektronik olarak bilgisayarda kaydedilir. Kutle
dedektdrlerinde kullanilir.

Bu dedektorlerin disinda dedektorlerin  ¢ift ya da tg¢ fonksiyonlu olanlar1 da vardir.

Ornegin; floresans, UV, elektriksel iletkenlik 6lgme 6zelligi bir arada olan gibi (Scott, 1996).



21

2.4. Akis Enjeksiyon Sistemi

Akis enjeksiyon analizi kavramiyla ilk kez 1975’te tamisildi ve 1981 yilinda ilk
monograflar yaymlandi. Sekans enjeksiyonu akis programlanmasi bilgisayar ortaminda
yapild1 ve ‘lab on valve’seklinde minyatiirize edildi. Enjeksiyonun oldugu inert bir reaktifin
tastyict bir ortamla reaksiyonu sonucu sinyal kaydedilerek es zamanli dedeksiyon
saglanmustir.

Bu da ilk olarak klorat, fosfat, silikat gibi iyonlarinin on-line belirlenmesi ve ardindan
kompleks matrislerde diisiik seviyedeki metallerin belirlenmesinde atomik absorpsiyonda
kullanildi. Amonyum sitrat tamponunun tasiyict olarak kullanildigi siringa pompalardan
metanol eluent olarak gonderilerek atomik absorpsiyon spektrometrisinde dimetilglioksimle
coktirilerek on-line nikel dedeksiyonu yapildi. Ayrica kati destek tiizerinde protein
immobilizasyonu yapildi (Hansen ve Mird, 2007; Ruzicka ve Hansen, 2008).

Akis enjeksiyon sistemi ile protein denemeleri de yapildi ve mini immiino afinite
kromotografik kolon kullanilarak spesifik proteoglikanlarin on-line denemesi yapildi
(Hartwell vd., 2007). Buradaki akis enjeksiyon sistemi, bir peristaltik pompa, ¢ok
fonksiyonlu valf, reaksiyon sarmali, akis hiicreli UV-Vis spektrofotometre ve bir bilgi
kaydedici iceren sistemdir (Liang ve Li, 2013). Kolorimetrik Bilret ve Bradford protein
tayin yontemleri de akis enjeksiyon sistemine bu sekilde adapte edilip uygulanmistir
(Recktenwald vd., 1985). Akis enjeksiyon sistemiyle ilgli son on yilda 300 orijinal makale

basildi (Trojanowicz ve Kotacinska, 2016).

2.5. On-line HPLC Sistemleri

On-line metodun cesitli avantajlar1 vardir; matriks etkileri azaltilir, biyokimyasal
denemenin tekrarlanabilirligi gelistirilir, aktivitenin hizli belirlenmesi ve aktif bilesenlerin
yapisal tanimlamasi saglanir.

Genel olarak on-line biyoaktivite (antioksidan aktivite) ve on-line enzim ¢alismalari
(enzim inhibisyonu) mevcuttur.

HPLC sistemine on-line olarak tlibing sistemiyle bagli siringa pompa sistemiyle
DPPH, ABTS gibi reaktiflerin gonderilmesiyle sirasiyla 515 ve 734 nm lerde HPLC-UV
dedeksiyonla es zamanli olarak negatif pik seklinde kromotogram alinarak antioksidan

aktiviteler belirlenebilir (Shi vd., 2009) (Sekil 2.5).
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Bir ¢aligmada on-line HPLC sistemiyle 3 farkli antioksidan metodu (on-line DPPH,
ABTS ve FRAP) karsilastirilarak bitki ekstraklarinda es zamanli dedeksiyon saglanmistir
(Arslan Burnaz vd., 2017).
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Sekil 2.5. On-line HPLC antioksidan aktivite tayin sistemi (Shi vd., 2009).

On-line denemeler dedektér uygulamalarina goére 3 tip olabilir: kolorimetrik,
florometrik dedeksiyonlar ve kiitle spektrometresi dedeksiyonlart.

On-line asetilkolin esteraz enzim inhibisyonu ¢alismasinda reaktifler araliksiz
karistirildiginda 405 nm’de sari tiriin, 5-tiyo-2-nitrobenzoat saptanir. Eger sisteme asetilkolin
esteraz icin bir inhibitor ilave edilirse negatif pikler gorulir. Burada mobil faz
kompozisyonu 6nemlidir. Florometrik metotlar sadece daha hassas olduklari i¢in degil ayn
zamanda birgok durumda enzim-inhibisyon aktivitesini belirlemede daha spesifik
olduklarindan ¢okga tercih edilmeye baslanmistir (Shi vd., 2009) (Sekil 2.6).

Rhee ve arkadaslar tarafindan 2003’te asetilkolin esteraz inhibitorleri taramasi igin
on-line metod gelistirildi. De Boer ve arkadaslar tarafindan 2004’te kolon sonrasi metod
gelistirerek elektrosprey iyonlasmasi yapilmis ve MS’le kaptensin B inhibitorleri icin aktif
bilesenler es zamanli belirlenmistir.

Bir baska ¢alismada da on-line HPLC reseptor afinite dedeksiyon sistemiyle dstrojen

reseptorleri icin bitki ekstrakt taramasi yapildi (Schobel vd., 2001).
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Sekil 2.6. Florometrik metotla on-line enzim aktivite 6l¢imu (Shi vd., 2009).

2.6. On-line Teknikler ve LC-MS Uygulamalari

Son yillarda bir seri numune hazirlama teknikleri biyofarmasétik analizler igin on-line
olarak LC-MS’le kombine edildiler. Bu teknikler kati faz ekstraksiyon, kati faz mikro
ekstraksiyon teknolojisi, kolon agma teknolojisi, sinirlandirilmis asiri materyal teknigi,
tiirbiilans akis kromatografisi, molekiiler baskilama teknolojisi ve mikro diyalizdir. On-line
kat1 faz-LC-MS teknigi plazma, serum ve doku homojenatlar1 gibi komplike matrislerin
analizinde genis oranda kullanilmaktadir. Insan plazmasinda izoflavonoid ilag¢ igin LC-
MS’le hizli, otomatik metodla on-line kat1 faz ekstraksiyonu basariyla uygulanmistir (Wang
vd., 2008).

1990 yilinda Pawliszyn tarafindan kat1 faz mikro ekstraksiyon teknigi bulundu. Son
yillarda yiiksek polariteli ugucu olmayan ya da diisiik uguculukta biyofarmasotiklerin
analizinde LC-MS’le kat1 faz mikro ekstraksiyon kombine ¢alismalart mevcuttur. Aktif kati
yiizey ile analitler arasi adsorpsiyon afinitesini kullanir. Bir ¢alismada kati faz mikro
ekstraksiyon membrane teknigiyle LC-MS kombine edilerek biyolojik numunelerde
kanabinoid konsantrasyonu belirlendi (YYang vd., 2006).

Kolon agma teknigi ise; mobil faz sistemini degistirmek i¢in bir valf kullanir, eliient 6n
kolondan analitik kolona on-line baglantiyla geger. Kolon agma teknigi gida, pestisit analizi
yaninda bliylik oranda biyofarmasétik analizlerde kullanilir. HPLC’ye dogrudan enjekte
edilemeyen proteince zengin serum numunelerinden on-line protein uzaklastirma islemi ve
ayrica on-line tiirevlendirme ve saflastirmada kullanilir. Bu teknik LC-MS/MS’le kombine

edilip insan serumunda testesteron miktarinin belirlenmesinde kullanildi (Borrey vd., 2007).
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Sinirlandirilmis asir1 materyal teknigi Desilets ve arkadaglar tarafindan 1991°de ortaya
atildi. Kiiciik molekiillerin biyo temelli analizi i¢in uygundur ve boyut disarilama prensip
temellidir. Adsorbentlerin yap1 ve oOzelliklerine gOre 5 tipi vardir: i¢ ylizeyi ters faz
paketleme materyali, yan yiizeyi yar1 gegirgen, tabaka hidrofobik faz, protein kapl silica Cig
ve karisik fonksiyonlu seklindedir. Kompleks biyolojik matrislerde ilag molekillerinin
analizinde bliylik oranda uygulanmistir. Kiitle spektrofotometrenin atmosferik basing
iyonlagma teknikleri ile kombine uygulamasi vardir. Zhang ve arkadaslar1 2013°te HPLC ile
bu teknigi on-line zenginlestirmede kullandi.

Tiirbiilans akis kromatografisi teknigi 1997°de Quinn ve Takarewski tarafindan
gelistirildi. Yiiksek akis hizi analizine izin veren biiylik partikiil boyutlu adsorpsiyon
materyali kullanildi. Ynddal ve Hansen 2003’te metanol ve formik asit gradient ellisyonu ve
TOF-MS kullanarak dekstrometorfan ve onun metabolitlerini bu yontemle belirledi.

Molekiiler baskilama teknigi temel prensibinde ilk adim fonksiyonel monomerlerin
kovalent ya da kovalent olmayan tersinir etkilesimle c¢oziiciide sabit karigim
olusturmalaridir. 2. adim ise; capraz baglayiciy1 c¢oziiciiye ekleyip polimerizasyon
reaksiyonunu UV 1sikla baglatmaktir. 3. adim eliisyonla kopolimerde 3 boyutlu ¢ukur
olusturmaktir.

Mikro diyaliz teknigi in vivo numune teknigidir ve hayvan ve insan dokularindaki
aktif maddelerin seviyeleri fizyolojik seviyelerde izlenir. Wang ve arkadaglart 2012°de

siganda tetra hidropalmitin belirlenmesi i¢in mikro diyaliz LC-MS’1 kullandx.

2.7. On-line HPLC Protein Sisteminin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

- Es zamanli ayirim ve dedeksiyon avantaji,

- Dedeksiyonun basing farki degisimleri ve elektriksel sinyallerden etkilenmesi
dezavantaju,

- Tubing gecikmesinin reaksiyon siiresi agisindan uyumlu olmasi dezavantaj,

- MS dedeksiyonuna gore ucuz olmasi avantajt,

- Spektrofotometrik uygulanabilen her ¢esit reaktifin kullanilabilmesi avantaj1 vardir.

- On-line SEC-HPLC analizinde ylksek tuz konsantrasyonunu mobil fazda kullanmak
kolon performansini etkileyen partikiil olusum potansiyelini arttirir.

- Yuksek oranda sulu hareketli faz saatler igerisinde bakteriyel bulasmaya sebep

olabilir. Sodium azid kismen bakteriyosittir.



25

- Boyut disarilama HPLC’de pik genislemesi diger kromotografik modlardan 6nemli
derecede daha azdir.
- Diisiik i¢ capli  ve uzunluklu tiibing kullanilarak ayirimin negatif etkilenmesi

minimize edilir (Grznarora vd., 2004).

2.8. Protein Bilesiminin Amino Asit Iceriginin Dedeksiyona Etkisi

Mevcut spektrofotometrik protein yontemlerinden amino asit bilesimine bagl (sistein,
triptofan, tirosin) 280 nm’deki yontemin yaninda bazik amino asitlerce (lizin, histidin,
arjinin) zengin proteinlerde yuksek dedeksiyon veren Bradford ydnteminde dedeksiyon
duyarliliginin yiiksek ¢ikmasinda da amino asit kompozisyonu etkilidir (Keun Ku vd.,
2013).

Tablo 2.2. Baz1 proteinlerin amino asit igerigi

Amino asit icerigi

Protein izolasyon Kaynag W |Y |[F |C |R |H |K | Toplam amino asit | Ma (kD)
BSA Bovine 3120]|28|35(26|17|59 607 66,4
BCA Bovine 6|7]11]1 |8 11|17 261 28,8
Protrombin Homo sapiens 14120]19|19|43|13|29 622 70
Keratin Homo sapiens 319]61(33|20|4 |13 431 48,1
Taq DNA Polimeraz | Thermus aquaticus |14 |24|25]| 0 | 74|16 |41 832 93,9
DNA Primaz Escherichia coli 3116]|24| 6 [42|11|21 581 65,5
Immunoglobulin G Homo sapiens 10/10|11]| 6 |18|11)18 374 42,6
Transferrin Homo sapiens 10|23|44| 7 |30|12|48 760 84,8
Protamin Homo sapiens 0]2]|0]5]29|14]|1 102 13
Arjinino siiksinat liyaz | Homo sapiens 10| 8 |15| 5 |28|11|17 464 51,6
Jelatin Bos taurus (Bovine) | 0 | 1| 9| 0|29 3 |17 608 45
Insiilin Homo sapiens 01433 ]|5]2]2 110 5,734

W:Triptofan, Y: Tirosin, F: Fenilalanin, C: Sistein, R: Arginin, H: Histidin, K: Lizin



3. YAPILAN CALISMALAR

Mevcut spektrofotometrik protein tayin yontemlerinden en ¢ok kullanilanlarinin pH,
sicaklik, reaksiyon siiresi, tayin limiti (LOD), 6lcim limiti (LOQ), 6l¢im dalga boyu, gibi
Ozelliklerinin karsilastirilmas1 Tablo 3.1.” de 6zetlenerek on-line HPLC sisteminde protein
deteksiyonuna en hizli cevap veren ve en duyarli olan yontemlerin hangileri olabilecegi
aragtirtlmistir (Chutipongtanate vd., 2012; Ratanawimarnwong vd., 2012; Wei vd., 2005;
Zaia vd., 1999; Stézgen vd., 2006; Okutucu vd., 2007; Qin vd., 2006).

Ardindan bu yontemlerden on-line uygulama agisindan uygun olanlar (HPLC-Bidret,
HPLC-Ninhidrin, HPLC-Bradford) HPLC’ye adapte edilmistir. Bunlardan da en uygun olani
(HPLC-Bradford) secilip Once optimizasyonu ardindan da tayin ve tespit sinirlari

belirlenmistir.

Tablo 3.1. Mevcut spektrofotometrik yontemlerin Karsilastiriimasi

Yontem LODx102 LOQx10? Karisim Dalga Sire Sicaklik
(mg/ mL) (mg/ mL) Orani Boyu pH (dk) (°C) Mekanizma Referans
(Numune:R (nm)
eaktif)
Dogrudan 205 nm 1.2 19.5 - 205 - - - Peptit bag1 Chutipon
gtanate
vd., 2012
Dogrudan 280 nm 4.9 1250 - 280 - - - Aromatik Chutipon
amino gtanate
asitlerle vd., 2012
BCA 24 312.5 1:20 562 alkali 30 37 Disiilfiir bag: Chutipon
gtanate
vd., 2012
Bilret 39.1 10000 1:50 540 14 10 - Peptit bag1 Chutipon
gtanate
vd., 2012
Bradford 0.6 10000 4:1 595 1112 | 25 - Hidrofobik ve | Chutipon
iyonik gtanate
etkilesim vd., 2012
Lowry 1.2 3125 1:11 550 alkali 40 - Tirosin ve Chutipon
triptofana gtanate
spesifik vd., 2012
Ninhidrin 0.6 78.1 1:1 570 55 15 Yiksek | Serbestamino | Chutipon
grunuyla gtanate
reaksiyon vd., 2012
Tetrabromofenol 0.053 0.175 1:3 625 3.2 15 - Boya Ratanawi
baglama mamwon
gvd.,
2012
Dibromometilkarbo 15 - 1:1 530 1.8 2 25 Qinvd.,
ksi azo Pb(1l) Peptit bagi 2015
p-kloranil 0.125 - 1:200 360 8 5 37 Toplam Zaia vd.,
protein 1999
Cu(Il) Neokuproin 0.1 0.3 0.5:5 450 alkali 30 40 Peptit bagi, Sézgen
sistein, vd., 2006
triptofan,
tirosin
Amido Black 3 - 11 615 hafif - 25 Proteinlerin Okutucu
alkali coktiiriilmesi | vd., 2007
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3.1. Malzeme ve Yo6ntem

Biitiin kullanilan malzemeler HPLC cihaz sistemine uygun safliktadirlar. Proteinler,
gerek gida endiistrisi, gerek ila¢ endiistrisi ve gerekse biyoteknolojik {iretim amagli olsun
dozajin dikkate alinmasini gerektiren ve bunun icin de kalitatif dedeksiyonun yaninda
kantitatif dedeksiyonu zorunlu kilan hassas tayin Olgekli cihazlar1 gerektiren 6nemli
molekdllerdir. Protein tayinlerinde biiyiik oranda spektrofotometreler kullanilir.

280 nm’deki spesifik dalga boyundaki absorbanstan yaygin olarak yararlanilir. Fakat
bu ybntem sadece sistein, tirozin ve triptofan amino asitlerini igeren proteinlere
uygulanabilmektedir. Bu sorunun ¢6ziimii igin proteinlerdeki peptid bagina dayali yontemler
gelistirilmis, tayin i¢in kullanilan farkli reaktiflerin proteinle olan reaksiyonlar1 sonucu
olusturduklart farkl iirlinlerin spesifik dalga boylarindan da yararlanilmistir. Bu yontemler
numunedeki proteinlerin tamamini l¢gmektedir.

Spektrofotometrik yontemler gelismis ayrim ve tayini bir arada yapabilen HPLC
cihazlan ile kombine edilmistir. Hatta TOF-MS gibi gelismis MS dedeksiyon sistemine
sahip kiitle fragmentasyonu ile protein miktar1 ve yapisi bilgisi veren sistemler de mevcuttur
(Caira vd., 2013).

MS sistemi hem daha pahali hem de protein miktariyla ilgili net, tam bir bilgi
verememektedir. Hatta son gelismelerde indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi
teknigi olan ICP-MS’in HPLC ile kombine uygulamalarinda protein ve peptidlere organik
civa, iyot, ferrosen ve makrosiklik metal selat kompleks etiketleri takilarak HPLC-ICP-MS
dedeksiyonu ¢alismalart yapilmistir ve femto ve atto seviyelerinde duyarlilik derecelerine
inilmesine ragmen bir¢ok agidan dezavantajlar1 da vardir. Ornegin; civa atomlar toksiktir,
iyodun yalnizca % 29°u argon plazmada iyonlasabilir, ferrosen izobarik olusuma neden olur
ve *°Fe izotopunun rezoliisyonu diisiiktiir (He vd., 2014). Bu acidan peptid bagi lizerinden
sinyal 6l¢limiiniin 6nemli oldugu daha kantitatif dedeksiyon yontemlerinin HPLC sisteminde
kullanilmas: gereklidir. On-line HPLC-DAD-UV protein analizi, es zamanli olarak
proteinlerin ayrilmasi ve miktar1 tayin metodolojisi 280 nm’deki yar1 kantitatif yonteme gore
daha duyarli ve peptid bagi tizerinden dlgen ve farkli matrislerin HPLC ile protein ayriminin
yapilmasina ve ardindan hizli ve kesin bir metodolojik dl¢iime imkan veren teshis, tani ve

iiretim agisindan dnem arz edebilecek bir sistemdir.
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Mevcut spektrofotometrik uygulamalarin on-line HPLC sistemine adaptasyonuyla ilgili
literatiirde ¢alisma olmamasina ragmen on-line protein uygulamalar1 mevcuttur. Ornegin on-
line sistemle OPA (0-phtaldialdehyde) tiirevi olusturularak floresans dedektérle protein
dedeksiyonu ¢alismalar1 mevcuttur (Bartolome vd., 1997; Yang vd., 1999). Ayrica HPLC
protein ayriminda farkli kolonlardan (boyut disarilama, Cig iyon degisimi, afinite gibi)
yararlanilmaktadir (Grotefenda vd., 2012).

Ornegin Nordqvist P. ve arkadaslarinin 2013’te yaptiklar1 bir calismada boyut
disarilama kolonuyla HPLC’de un 1s1l islem goérmiis ya da hidroliz edilmis un gluten
proteininin karakterizasyonu SDS’li fosfat tamponu ile ekstraksiyon sonrast % 0.1
trifloroasetik asit: % 50 asetonitril izokratik eliisyonuyla yapilmistir (Nordqvista vd. 2013).

Ayrica Wang S. ve Raghani A. tarafindan 2014’te yapilan baska bir g¢alismada
monoklonal antikor agregatlarinin kromotografik analizinde de boyut disarilama kolonu ve
elisyonda pH 7,0 fosfat tamponu kullanilmistir (Wang ve Raghani, 2014). On-line protein
tayini denemelerine oncelikli olarak boyut disarilama kolonuyla baslandi ve protein tayini

olarak bilret, ninhidrin ve bradford yontemlerinin HPLC adaptasyonunu denendi.

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada boyut disarilama (Zorbax GF-450, 6 um, 9.4 x 250 mm) kolonu, UV ve
diode array dedektdr (DAD), siringa pompa (Goldman) kullanildu.

Calismada kullanilan madde ve malzemeler KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimii laboratuvarlarindan temin edildi. Kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar

gosteren bilgiler Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi

Mikro pipetler Gilson

UV spertrofotometre Unicam UV?2

Isiticili magnetik karistiric Heidolph MR 3001 K

Derin dondurucu Vestel

Vorteks karistiric IKA Genius 3 vortex

HPLC Agilent 1100-DAD 1200

pH metre Hanna instruments pH 211 microprocessor
Siringa pompa Goldman

Boyut disarilama kolonu Zorbax GF-450, 6 um, 9.4 x 250 mm
Tartim cihazi Mettler toledo
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3.1.2. Kullanilan Kimyasallar
Calismada kullanilan kimyasallar ve satin alindiklari firmalarin ticari adlar1 Tablo 3.3
"de verilmistir. HPLC yiiriitmelerinde kullanilan standart ¢ozeltiler, kullanilan reaktifler ve

hazirlanislar1 Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.3. Kimyasallar ve Uretici firmalar

Madde Ad1 Satin alinan firma

Sodyum asetat Merck

Asetik asit Merck

Izopropanol Merck

CuS0QO4.5H,0 Merck

NaOH Merck

Coomassie Brilliant Blue VWR Life Science International LLC
G250 ultra pure

KH,PO, Sigma

KCI Sigma

o-fosforik asit Fluka

BCA Sigma

Insiilin Novomix, insulin flexpen
Immunoglobulin G Grifols Therapeutics Inc, Gamunex-c
Jelatin Halavet Gida San. A.S.

Etanol % 95 Sigma

BSA Sigma

Ninhidrin Sigma

HCI % 37 Merck

Tablo 3.4. Standart ¢ozeltilerin ve kullanilan reaktiflerin hazirlaniglar:

Cozelti Hazirlanis

BSA ve BCA karistim1 | Her biri ayn tiiplerde 0,1-0,2-0,3-0,5-0,6-1-1,5-2-3-5 mg/mL
olacak sekilde ultra saf suyla ¢ozeltileri hazirland1 ve 2 mL’lik
ependorflarda 4 °C’de sakland:.

1,0 M HCI 8.3 mL % 37 derisik HCI alind1 ve saf su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

1,0 M NaOH 4 g NaOH alindi, 100 mL saf suda ¢ozuldu.

Bradford Reaktifi 0,1 g Coomassie brilliant blue G250 50 mL % 95’lik etanolde

¢ozuldu, 100 mL % 85 fosforik asit ilave edildi, hacim 1 L’ye
ultra saf suyla tamamlandi. Reaktifin farkli konsantrasyonlari
etanol, fosforik asit, saf su ¢oziicii karisimiyla seyreltilerek

hazirlandi.
pH:7,0 50 mM Fosfat | 6,8 g KH,PO,4 900 mL ultra saf suda ¢6zuldu, pH 1 M NaOH
Tamponu, 0,2 M KCI ile 7,0 ’a ayarlandi, 1 L’ye hacim ultra saf suyla tamamlandi,

karigimi 14,9 g KCl bu karigimda ¢6zuldi.
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3.2. Hareketli Faz Coziiciilerinin Hazirlanmasi ve Eliisyon Program

HPLC-UV-DAD analizleri Agilent (Waldbronn, Almanya)’den bir diyot serili dedektor
ile donaniml1 1100 seri ve DAD 1200 seridir. Enstriiman Chemstation programi (Agilent) ile
kontrol edildi. HPLC sisteminde hareketli faz olarak boyut disarilama kolonunda kullanima
uygun olarak izokratik tek bir ¢6ziicii kullanilmistir ve izokratik programla uygulanmistir
(Tablo 3.5). Cozlcul sistemi asagidaki gibidir:

A:50 mM pH 7,0 Fosfat tamponu, 0,2 M KCI (iyonik siddeti artirmak igin)
Standart numune ve ¢Oziicii hazirlanirken iki kez destillenmis ve deiyonize ultra saf su

kullanilmustir.

HPLC pompa akis hizi 0,5 mL.dk™ idi, reaktifin gonderildigi sirmga pompa akis hizi
0,3 mL.dk™ idi ve DAD dedektdr 216, 240, 253, 260, 280, 308, 324, 595 nm’lerde ve
bunlara ek olarak UV dedektor 540, 570 ve 595 nm’de (protein tayin yontemine gore
degisen) kromotogramlar kaydedildi.

Enjeksiyon hacmi 20 pL ve kolon sicakligt 25 °C’dir (klima ile oda sicakligi
ayarlanarak). Ayrica reaksiyon sicakligi igin tiibing 1sitici altinda su banyosuna

daldirilmastir.

Tablo 3.5. Butin HPLC denemelerinde uygulanan HPLC eliisyon izokratik program

Hareketli fazi olusturan cozeltiler Basing
Zaman Akas
(dk) A (%) B (%) C (%) D (%) (mL/dk) (Pa)
0,00 0,0 0,0 100,0 0,0 0,500 275
35,00 0,0 0,0 100,0 0,0 0,500 275

1/10 oraninda seyreltilmis fosfat tamponu tiibinglerdeki tampon kristallenmesini
engellemek ve boyut disarilama kolonunun dengelenmesi igin yikama ¢oziiciisii olarak
kullanilmistir. Ayrica UV dedektdr ve reaksiyon tubinginde SDS (sodyum dodesil sulfat)’li

fosforik asit, saf su, etil alkol karisimiyla tutunan Bradford boyasi temizlendi.
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3.3. On-line HPLC’ye Adaptasyon Oncesi Spektrofotometrik Denemeler

HPLC’ye adapte edilmeden o©nce spektrofotometrik olarak Bitret, Bradford ve
Ninhidrin yontemlerinin farkli numune: reaktif karistmi oranlar, farkli reaktif
konsantrasyonlarinda ve farkli sicakliklarda BSA ve BCA standart proteinleriyle sabit
konsantrasyonda silireye karsi absorbans degisimleri incelendi. Buradan elde edilen
sonuglara gore spektrofotometrik yontemlerin on-line HPLC uygulamasindaki tiibingteki

gergeklesecek reaksiyon sicakligy, siiresi agisindan uygunlugu tespit edildi.

3.4. Spektofotometrik Denemelerin HPLC'ye Uyarlanmasi ve Optimizasyonu

Spektrofotometrik Ninhidrin, Bilret, Bradford denemeleri farkli siire, reaksiyon
karisim oranlart ve sicakliklarda incelemelerin ardindan HPLC’ye uyarlandilar. Bilret
denemesinde 540 nm’nin HPLC-online biiiret duyarliliginin 280 nm’ye gore ¢ok diisiik
oldugu goriildii ve reaktifin asir1 bazik olusu tiibing sistemini ve cihazi etkilemesi (pompa
vs.) yiiziinden kullanighi bulunmadi ve diger protein tayin yontemlerinin denemesine gegildi.

Ninhidrin denemesinde HPLC’de on-line 570 nm’deki UV dedeksiyonu beklenenden
cok diistik ¢iktigr icin ve 280 nm’deki dedeksiyondan daha az duyarli oldugu igin tercih
edilmeyerek bagka bir spektrofotometrik protein tayin yontemi arama yoluna gidildi.

Bradford yontemi HPLC’ye uyarlandi, duyarliligi iyi oldugu i¢in method optimize
edildi. Siringa pompa sistemi ile Bradford reaktifinin gonderildigi on-line deneme yliksek
verimlilikte optimum sartlarin eldesinde 6n plana ¢ikmistir. Farkli enjeksiyon akis hizlari ve
farkli HPLC akiglar1 denenerek optimum tubing boyu, reaktif sicakligi, reaktif
konsantrasyonu, reaktif akis hizi ayarlanarak en iyi kromotogram eldesi gergeklestirilmistir
ve her tip kolona ve protein turiine uygulanabilir hale getirildi. Daha sonra tespit ve tayin

siirlarinin belirlenmesine gegildi.

3.4.1. On-line HPLC- Ninhidrin

BSA’nin farkli konsantrasyonlarda ninhidrinle muamelesi sonrasi spektrofotometrik
absorbans degerleri okunarak kalibrasyon grafigi olusturuldu ve tayin edebildigi minimum

ve maksimum sinirlar belirlenmeye ¢alisildi.
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Wimalasena R. ve arkadaglar tarafindan 2003’te kolon sonrasi ninhidrin reaktifiyle
muamele sonrasi tiirevlendirme ve florojenik dedeksiyonla bradikinin proteininin diisiik
pikomol seviyelerinde dedeksiyonu yapilabilmistir (Wimalasena vd., 2003).

Yapilan calismada bu florometrik uygulamadan farkli olarak 570 nm’deki UV
spektrofotometrik deneme temel alinarak reaktif ve numune (BSA) (1:1) oranda olacak
sekilde HPLC ve on-line pompa akist 0,5 mL/dakika olarak adapte edildi ve reaktifle
numunenin karigtigi tiilbing kaynar su banyosunda tutuldu. 280 nm’deki DAD
kromotograminin yaninda on-line 570 nm UV kromotogramu tiibingteki 1,5 dk gecikmeyle
es zamanl olarak kaydedildi. Izokratik elisyonla (pH 7,0 Fosfat tamponu, 0,2 M KCI) ve
boyut disarilama kolonunda BSA (66,2 kDa) ayrimi yapildi.

Spektrofotometrik tayin smirlarinin ¢ok cok tizerine c¢ikildigi halde (20 mg/mL)
HPLC’de on-line 570 nm’deki UV dedeksiyonu beklenenden ¢ok diisiik ¢iktigi ig¢in ve 280
nm’deki dedeksiyondan daha az duyarli oldugu icin tercih edilmeyerek bagka bir
spektrofotometrik protein tayin yontemi arama yoluna gidildi.

3.4.2. On-line HPLC- Bilret

Biuret reaktifi 300 mL % 10’ luk NaOH ile 500 mL % 0,3 bakir siilfat pentahidrat ve %
1,2 sodyum potasyum tartaratin karigtirilarak son hacmin 1 litreye tamamlanmasiyla
hazirlandi. Reaktifin kararliligi birka¢ aydir, litresi basina 1 g KI eklenerek karanlikta
suresiz olarak saklandi.

Buradan yola ¢ikarak 50 dk boyunca 37 °C ve oda sicakliginda ve Numune (BSA):
reaktif oran1 (1:5), (5:1), reaktifteki bakir siilfat ve sodyum potasyum tartaratin 4 kat derisigi
kullanilmas:1 gibi parametreler degistirilerek UV-Vis spektrofotometrede olgiimler alinarak
en iyi O0l¢limiin oda sicakliginda (5:1) ve seyreltik reaktifle oldugu kanaatine varilmistir.

Bu cergcevede HPLC sistemi akis1 0.5 mL/dakika reaktifin on-line olarak gittigi pompa
akist 0.1 mL/dakika’ ya ayarlandi ve HPLC’ de bu sayede (5:1) orani saglandi, seyreltik
bidret reaktifi (yani reaktifin orijinal hali) on-line olarak génderildi. 280 nm yaninda 540
nm kromotogramu tiibingteki 1,5 dk gecikmeyle es zamanli olarak kaydedildi. Adaptasyon
icin 20 mg/mL BSA kullanildu.

Izokratik eliisyonla (pH 7,0 50 mM Fosfat tamponu, 0,2 M KCI) ve boyut disarilama
kolonunda BSA (66.2 kDa) ayrim1 yapildi.
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540 nm’nin HPLC-online biiliret duyarliliginin 280 nm’ye goére ¢ok diisiik oldugu
goruldi ve reaktifin asir1 bazik olusu tiibing sistemini ve cihazi etkilemesi (pompa vs.)

yiiziinden kullanigli bulunmadi ve diger protein tayin yontemlerinin denemesine gegildi.
3.4.3. On-line HPLC- Bradford

0,1 g Coomassie Brilliant Blue 50 mL % 95 etanol ve 100 mL % 85’lik H3PO,
karisiminda ¢oziiliir ve hacim saf suyla 1 litreye tamamlanir ve proteinle karistirildiktan
sonra 595 nm’de mavi rengin absorbansi okundu (Sekil 2.2). HPLC sisteminde
kullanilmadan 6nce reaktif 0,45 mikronluk filtrelerden gegirilerek kullanilda.

Spektrofotometrik optimizasyonu BSA ve BCA ile yapildiktan sonra HPLC sistemine
adapte edilen metotta reaktif ve numune (5:3) oranda karisacak sekilde 0.5 mL/dakika
HPLC pompa akisi ve on-line sistemdeki pompa akist da 0.3 mL/dakika olarak sisteme
uyarlanmistir. Izokratik eliisyonla (pH 7,0 50 mM Fosfat tamponu, 0,2 M KCI) boyut
disarilama kolonunda protein ayrimi gerceklestirilmistir. Tiibingteki 1,5 dk’lik gecikmeyle

595 nm kromotogrami es zamanh elde edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Gelistirilen On-line HPLC-DAD-Bradford protein tayin sistemi (SE-HPLC-
Bradford) isleyis diyagrami
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3.4.3.1. Akis Hiz1 Optimizasyonu

On-line HPLC sisteminde sabit protein (BSA-BCA karisimi) konsantrasyonu
enjeksiyonu yapilarak, sabit HPLC akisinda, sabit reaktif konsantrasyonunda ve sabit tlibing
boyunda siringa pompa ile farkli akis hizlarinda reaktif gonderilerek pik alanlari

degerlendirildi ve en yiiksek pik alanlarinin oldugu akis hiz1 optimum olarak belirlendi.

3.4.3.2. Reaktif Konsantrasyonu Optimizasyonu

On-line HPLC sisteminde sabit protein konsantrasyonu enjeksiyonu yapilarak, sabit
HPLC akisinda, sabit tibing boyunda ve belirlenen optimum sabit siringa pompa akisinda
(0,3 mL/dk) farkli reaktif konsantrasyonlari denenerek pik alanlar1 degerlendirildi ve en

yiiksek pik alanlariin oldugu reaktif konsantrasyonu optimum olarak belirlendi.

3.4.3.3. Reaksiyon Sarmalinda Gergeklesen Reaksiyonun Sicakhik Optimizasyonu

On-line HPLC sisteminde sabit protein konsantrasyonu enjeksiyonu yapilarak, sabit
HPLC akisinda, sabit tiibing uzunlugunda ve belirlenen optimum sabit siringa pompa
akisinda (0,3 mL/dk) ve belirlenen sabit optimum reaktif konsantrasyonunda (70 mg/L) pik
alanlar1 degerlendirildi ve en yiiksek pik alanlarinin elde edildigi sicaklik degeri optimum

sicaklik olarak belirlendi.

3.4.3.4. Tubing Boyu Optimizasyonu

On-line HPLC sisteminde sabit protein konsantrasyonu enjeksiyonu yapilarak, sabit
HPLC Akisinda ve belirlenen optimum sabit siringa pompa akisinda (0,3 mL/dakika) ve
belirlenen sabit optimum reaktif konsantrasyonunda (70 mg/L) ve belirlenen sabit optimum
reaksiyon sicakliginda (30 °C) reaksiyon sarmalinda gergeklestirilen reaksiyon sonucu pik
alanlar1 degerlendirildi ve en yiiksek pik alanlarinin elde edildigi deger optimum tiibing

uzunlugu olarak belirlendi.

3.5. Gelistirilen On-line HPLC-Protein Yonteminin Gida ve Ilac Numunelerine
Uygulanarak Kalitatif ve Kantitatif Analizi

Bu calismada, literatiirde gecen yontemlerde oldugu gibi kolon sonrasi enjeksiyon
yapilarak hedeflenen reaksiyonun takibi yolu izlenmistir. Bu amagla 6ncelikle HPLC boyut

disarilama kolon sisteminde tekli ve ardindan ¢oklu protein karisimlarin verimli bir sekilde
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ayrilmast i¢in uygun kromatografik sartlar optimize edilmistir. Daha sonra bu sartlar
kullanilarak DAD dedektdriiyle eliisyon takip edilmistir.

Bir sonraki sathada aymi islem tekrarlanirken bu defa kolon sonrasi ayirimdan sonra
protein tayini yapabilmek icin gerekli reaktif karisimi (Comassie Brillant Blue G250) siringa
pompa sisteminden gonderilerek karigimin UV dedektorde absorbans takibi yapilmistir. Bu
sekilde protein karisimlarinin absorbansa bagli dedeksiyonla ayrimi saglanmistir. Gelistirilen
ve optimize edilen (0,3 mL/dakika reaktif akis1, 0,5 mL/dakika HPLC pompa akisi, 70 mg/
L reaktif konsantrasyonu, 30 °C reaksiyon sicakligi ve 2,5 m reaksiyon tiibingi optimum
sartlar olarak kullanildi) On-line HPLC-Bradford yontemi kullanilarak bir gida proteini olan
jelatin, ilag proteinleri immunoglobulin G ve insulin kalitatif ve kantitatif olarak basarili bir
sekilde analiz edildi.

On-line HPLC protein sistemlerinin hepsinde bilinen standart olarak BSA ve BCA
karisimi kullanildi. Bilinmeyen ar1 zehiri, amilaz, insulin, imminglobulin G, jelatin gibi
proteinlerin miktar1 BSA veya BCA’ ya gore kiyaslandi. 280 nm’deki DAD dedeksiyonuna
kars1 daha duyarli on-line protein temelli UV dedeksiyonu es zamanli ve daha etkin pik
konsantrasyonuyla kalitatif ve kantitatif analize imkan tanimustir.

Proteinlerin amino asit bilesiminden bagimsiz dedeksiyonlarinin on-line UV-DAD
sistemiyle MS dedeksiyonuna gerek duyulmadan yapilmasi mimkuindur. Ayrica on-line UV-
DAD sistemiyle amino asit bilesimine bagli Bradford yontemi gibi protein tayin
yontemlerinde ise es zamanli dedeksiyonun etkilenmesine bagli olarak proteinin amino asit
kompozisyonu hakkinda bilgi edinilmesi miimkiindir ve bu da molekiiler biyoloji

calismalar1 agisindan 6nemli bir katma degerdir.

3.6. Secilen Dalga Boyunun ve Kolonun Dedeksiyona Etkisi

HPLC DAD 216 nm peptid baginin bu dalga boyunda maksimum absorbans vermesi
nedeniyle 6zellikle secildi, ardindan 240, 253 nm secildi ve 260 nm DNA fragmentlerinin
dedeksiyonu agisindan segildi.

280 nm proteinlerin aromatik amino asitler kaynakli 6lgtimii i¢in segildi, ardindan 308,
324 nm’ler de secildi ve 595 nm Bradford yonteminde proteinle boya reaktifinin
baglandiktan sonraki maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu oldugu i¢in boya ile

baglanmadan 6nceki absorbansi gérmek i¢in se¢ildi.
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595 nm UV ise dedektorde reaksiyon gerceklestikten sonra es zamanli 6l¢liim igin
secildi.

Boyut disarilama kolonunda molekiil biiyiikliigiine gore ayrilan proteinlerden biiyiik
molekdlltler 6nce dedekte oldu. Kolon (9,4 x 250 mm, partikiil ¢apt 6 um) pH’s1 3,5-8,5
arast ve 25-900 kDa aras1 proteinleri etkin ayirmaktaydi. Bu yiizden pH 7,0 fosfat tamponu
hareketli faz olarak secildi, reaktifin pH’s1 fosforik asitten dolayr asir1 asidik oldugundan
reaksiyona secilen tamponun etkisi ¢ok azdir ve dedeksiyonu etkilememektedir. Tamponun
tubing i¢inde kristalize olmasini azaltmak i¢in tampon konsantrasyonu 50 mM secildi. Bu

deger kolonun dolgu materyalinin cut off degeri i¢in sinirdir.

3.7. Tespit (LOD) ve Tayin (LOQ) Sinir1

Tespit sinir1 (LOD); istatistiksel kesinlik i¢inde Olciilebilen kabul edilebilir en diisiik
miktardir. LOD, Ornekte Olgiilebilen fakat kesin olarak miktar1 belirlenemeyen en diisiik
miktardir. Madde sinyalinin, cihazdaki arka plan giiriiltiiden ayrilabilmesi i¢in gereken en
diisiik konsantrasyondur.

Ornek kériinden (igerisinde aranan madde bulunmayan matriks) 10 bagimsiz 6lgiim
yapildi. En yiiksek hassasiyet seviyesindeki giiriiltii degerlerinin standart sapmasi
hesaplandi. GurGltinln standart sapmasi 3 ile carpilarak tespit limitinin sayisal degeri
belirlendi (EURACHEM, 1998).

Tayin (0lgtim) st (LOQ) ise kabul edilebilir dogrulukta, kesinlikte ve
tekrarlanabilirlikte Olgiilebilen en diisiik konsantrasyondur. Analitin giivenilir bir sekilde
dogru 6l¢iim yapabilmesi igin gerekli en diisiik miktardir. Ornek kériinden (igerisinde analit
bulunmayan matriks) 10 bagimsiz dl¢iim yapildi. Olgtimlerin standart sapmasi hesaplandi.
Standart sapma 10 ile ¢arpilarak LOQ’ nun sayisal degeri belirlendi (EURACHEM, 1998).



4.BULGULAR VE SONUCLAR

4.1. Spektrofotometrik Protein Tayinlerinin Siire ve Sicaklik Prametreleri
Acisindan Incelenmesi

0,25 mg/mL BSA ve CA proteinleri 100 mg/L ve 70 mg/L Bradford reaktifiyle
karistiktan sonra 10 dk boyunca (5:1, 5:2, 5:3, 5:4, 5:5) karisim oranlartyla on-line HPLC’ye
adapte edilmeden 6nce 595 nm’ de spektrofotometrik olarak degisen siirelerde absorbans
karsilagtiritlmast yapilmistir (Sekil 4.1-2).

Sonuglar birbiriyle ortiismektedir. Ayrica Bradford reaktifi proteinin bazik amino asit
kompozisyonundan etkilendigi i¢in aynm1 konsantrasyonda farkli proteinlere verdigi cevap

degismektedir (Sekil 4.3).

BSA (0,25 mg/ml) ile Reaktif(100 CA (0,25 mg/ml) ile Reaktif(100
mg/L) mg/L)
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Sekil 4.1. BSA ve CA proteinlerinin sabit protein konsantrasyonunda (0,25 mg/mL)
Bradford reaktifiyle (100 mg/L) reaksiyonu sonucu spektrofotometrik olarak
degisen siirelerde 595 nm absorbanslarinin karsilagtirilmasi

BSA (0,25 mg/ml) ile Reaktif(70 CA (0,25 mg/ml) ile Reaktif(70 mg/L)
mg/L)
2
2 == arisim orani (5:5) @ I —— I =#=—Karigim oran (5:5)
'E ==l arisim orani (5:4) "g 1 ) =@—=Karisim orani (5:4)
E:} E P ad ;
= -Karisim orani (5:3) = o5 ==Karisim orani (5:3)
i ErISIM Orani (5:2) ’ === arisim oran (5:2)
1 === arisim oran (5:1) 0 RS — 1 ==K arigim orani (5:1)
15 o 5 10 15

dk

Sekil 4.2. BSA ve CA proteinlerinin sabit protein konsantrasyonunda (0,25 mg/mL)
Bradford reaktifiyle (70 mg/L) reaksiyonu sonucu spektrofotometrik olarak
degisen siirelerde 595 nm absorbanslarinin karsilastirilmasi



38

H
=
o

[1=]

12 OF 044 o4 o o o o os B
12 07
0,6
g ! g
F] v =-0,0237x*+0,3368x+0,2786 £05
508 RE=1 S * Amilaz
2 30,4-—..........
< 06 - =L WBsA
0,3
An zehiri
0.4 0,2
0,2 01
o T T T T T 1 0 T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 o] 20 40 60 80
Konsantrasyon (mg /mL) Siire (Dk)

Sekil 4.3. A: BSA proteiniyle Bradford reaktifinin spektrofotometrik kalibrasyon egrisi, B: 1
mg/mL Amilaz, BSA, Ar1 zehiri proteinlerinin Bradford reaktifiyle (70 mg/L) 60
dk boyunca degisen siirelerde absorbans degisimi

3 ile 15 dk aras1 % absorbans farki amilaz ig¢in % 2,99, BSA igin % 0,24, ar1 zehiri igin ise %
0,90’dir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4. BSAve CA (0,25 mg/mL)’nin 25, 30, 40 ve 50 °C’lerde Bradford reaktifiyle
spektrofotometrik olarak 10 dk’lik absorbans degisimleri

Degisen sicakliklarda (25°C-30°C-40°C-50°C) Bradford reaktifinin (70 mg/L) sabit
konsantrasyondaki (0,25 mg/mL) proteinlerle (CA ve BSA) olan reaksiyonu sonucu
absorbans incelemesinde en yiiksek absorbansin ilk 1,5 dk’lik reaksiyonla 30 °C oldugu
Sekil 4.4.’te gérulmektedir.
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Biiiret yonteminin degisen siireye karsi absorbans incelemesinde en iyi ol¢lim oda
sicakliginda seyreltik reaktifle (yani reaktifin orjinal hali) ve numune : reaktif (1:5) karisim

orantyla ger¢eklesmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. A: 50 dk boyunca 37 °C ve oda sicakliginda ve numune (BSA, bovine serum
albumin): reaktif oran1 (1:5), (5:1), reaktifteki bakir siilfat ve sodyum potasyum
tartaratin 4 kat derisigi kullanilmasi gibi parametreler degistirilerek UV-Vis
spektrofotometredeki absorbans o6l¢imleri, B: En iyi Olcim icin (oda
sicakliginda (1bsa:5) ve seyreltik reaktifle) olusturulan kalibrasyon egrisi

Ninhidrin yontemi 15 dk’da tamamlandigi icin ve yiiksek sicaklikta reaksiyon
gerceklestigi icin degisen sicakliklarda, degisen siirelerde ve farkli numune: reaktif karigim
oranlariyla absorbans incelenmesi ¢aligmasi yapilmadi, yalnizca yontemin spektrofotometrik
olarak BSA standart proteiniyle degisen konsantrasyonlarda kalibrasyon grafigi olusturuldu

(Sekil 4.6).

y=1,076x
R?=0,9831

0,8 -

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.6. Ninhidrin yontemi icin kalibrasyon egrisi
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4.2. Spektrofotometrik Bilret Yonteminin HPLC’ ye Adaptasyonu ile On-line
Protein Tayini

20 mg/mL BSA proteini ile boyut disarilama kolonunda On-line HPLC-Bilret

denemesinde Sekil 4.7° de gorildigi iizere 280 nm dedeksiyonu 540 nm’ dekinden daha

lyidir Bu da on-line HPLC-Biiiret yonteminin kullanishiliginin ve duyarliliginin diisiik

oldugunu gostermektedir ve ayrica 540 nm’deki dedeksiyonda BSA dimer halde dedekte

olmustur.

il

&00+

500

300 -
2004

100

540 nm BSA (20 mg/mil)

UvV-kromotogram

{

,_/‘j \) I\\h

T
20

280 nm BSA (20mg/ml)
DAD-kromotogram

Sekil 4.7. Spektrofotometrik Biliret metodunun HPLC’ye adaptasyonu (on-line HPLC-
Biuret) ile BSA’'nin (20 mg/mL) 280 ve 540 nm kromotogramlarinin
karsilastirilmasi (540 nm kromatogrami biiyiitiilmiistiir.)

Ayrica Bitiret yonteminde prolin amino asidince zengin proteinlerde ¢ok diisiik cevap

alimmaktadir (Metsamuuronen vd., 2011). BSA proteinindeki 27 tane prolin amino asidi

dedeksiyonu % 88 oraninda diisiirmiistiir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. BSA (20 mg/mL) proteininin piklerinin 280 nm ve 540 nm’deki tutunma
zamanlari, pik alanlar1 ve pik ylikseklikleri
. (dk) 280 nm 280 nm Pik (dk) 540 nm 540 nm
Pik Tutunma | Pik Alam | Yiiksekligi | Tutunma | Pik Alam Pik
Numaralari Zamam | (MAUxdk) (mAU) Zamani (mAUxdk) | Yiiksekligi
(mAU)
1 20,5 7515,7 129,6 22,349 306,5 6,5
2 21,708 18767,6 654,9 23,44 2790,6 35,8
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4.3. Spektrofotometrik Ninhidrin Yonteminin HPLC’ ye Adaptasyonu
Protein Tayini

20 mg/mL BSA proteini ile boyut disarilama kolonunda On-line HPL

denemesinde Sekil 4.8’de gorildigii izere 570 nm’deki baseline dalgalanmasi

ile On-line

C-Ninhidrin
cok fazladir

ve 280 nm’ye gore dedeksiyonu ¢ok daha diisiiktiir ve 280 nm’deki dimerik yap1 570 nm’de

monomerik olarak dedekte olmustur. Metod bu yiizden kullanislt degildir.

u 570
nm

o

DAD 280
nm

- 2

Ev:':l—: Iy E..I
] i HL

500 l?
| , il

400 'iik.ﬁ‘laﬁ

300 N jh . Jéﬂf i

0 PTPTTTERTLL LAY

B s 1213 AR AR Y 1t 1
W“‘W VAR .

Sekil 4.8. Spektrofotometrik olarak denenen metodun HPLC’ye adaptasyonu (on-line
HPLC-Ninhidrin) ve BSA’nin (20 mg/mL) bu yontemle DAD 280 nm ve UV

570 nm kromotogramlarinin karsilastirilmasi
buyUtilmiistiir.)

(570 nm kromatogrami

BSA’nin 1 numarali fragmentinin 570 nm’deki karsilig1 yoktur dolayisiyla pik alan1 ve

yukseklikleri verilememistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. BSA proteininin (20 mg/mL) piklerinin 280 nm ve 570 nm deki tutunma

zamanlari, pik alanlar1 ve pik yukseklikleri

] (dk) 280 nm 280 nm Pik (dk) 570 nm 570 nm
Pik Tutunma | Pik Alam | Yiiksekligi | Tutunma | Pik Alam Pik
Numaralari Zamam | (MAUXxdK) (mAU) Zamam | (MAUxdK) | Yiiksekligi

(mAU)
1 20,881 6179 107,5 - - -
2 22,12 25111,8 719,7 23,923 94 15
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4.4. Spektrofotometrik Bradford Yonteminin HPLC’ ye Adaptasyonu ile On-line
Protein Tayini

15 mg/mL BSA proteini ile boyut disarilama kolonunda on-line HPLC-Bradford
denemesinde yontemin duyarliligi yiiksektir ve 280 nm’ye goére 595 nm’deki dedeksiyon
oldukca yuksektir. Bu konsantrasyonda 280 ve 595 nm’lerde trimer BSA piki mevcuttur
(Sekil 4.9) (Tablo 4.3).

Ly BOE

e 3 PO ERERAA, el

Sekil 4.9. BSA proteininin (15 mg/mL) HPLC’ye adaptasyonu (on-line HPLC-Bradford) ile
DAD 280 nm ve UV 595 nm kromotogramlariin karsilastirilmasi

Tablo 4.3. BSA proteininin (15 mg/mL) piklerinin 280 nm ve 595 nm deki tutunma
zamanlari, pik alanlar1 ve pik ylikseklikleri

] (dk) 280 nm 280 nm Pik (dk) 595 nm 595 nm
Pik Tutunma | Pik Alam | Yiiksekligi | Tutunma | Pik Alam Pik
Numaralari Zamam | (MAUxdk) (mAU) Zamani (mAUxdk) | Yiiksekligi

(mAU)
1 19,704 2150,6 35,3 21,301 66312,2 795,9
2 20,571 4113,3 109,6 22,324 77676 1095,9
3 21,782 152247 517,7 23,589 156950,5 1359,4
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BSA ve CA protein karisimi (1 mg/mL) da boyut disarilama kolonunda ayrilip
gelistirilen on-line HPLC-Bradford yontemiyle 280 ve 595 nm’lerde es zamanli olarak
dedekte edildi. 2’li dimer halde BSA piki, tekli CA piki gozlendi (Sekil 4.10) (Tablo 4.4).
Pik alanlarina bakildiginda 595 nm dedeksiyonunun duyarliligir 280 nm dedeksiyonuna gore

10 kattan fazladir (Tablo 4.4).

Sekil 4.10. BSA ve CA (karbonik anhidraz) (1 mg/mL) protein karisiminin on-line HPLC-
Bradford ile DAD 280 nm ve UV 595 nm kromotogramlarinin karsilastiriimasi

Tablo 4.4. BSA ve CA (karbonik anhidraz) (1 mg/mL) proteinlerinin piklerinin 280 nm ve
595 nm’ deki tutunma zamanlari, pik alanlar1 ve pik yiikseklikleri

BSAVeCA | 280 nm RT | 595 nm RT
. . 280 nm Pik 595 nm
Proteinleri, (dKk) 280 nm .. ie (dk) 595 nm .
. Yiiksekligi . Pik
Pik Tutunma Pik Alam (MAU) Tutunma Pik Alam Yiiksekligi
Zamam | (MAUxdK) Zamam | (MAUxdKk)
(mAU)
Numaralari
BSA (1) 20,484 235,4 54 22,141 8067,6 165,8
BSA (2) 21,648 757,4 23,7 23,307 29857,7 499
CA(3) 24,240 408,8 6,8 25,902 6828,9 99,6
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4.5. On-line HPLC-Bradford Yo6nteminin Optimizasyonu

Spektroskopik denemelerde ve HPLC’ye adaptasyon caligmalarinda dedeksiyon ve
uygulama ag¢isindan Ustiinliik gosteren Bradford yonteminin HPLC’de on-line uygulamalar
acisindan gelistirilmesi icin yontem reaktif akis hizi, reaktif konsantrasyonu, tiibing

uzunlugu ve reaksiyon sicakligr acilarindan optimize edildi.

4.5.1. Reaktif Akis Hiz1 Optimizasyonu

Sabit protein konsantrasyonu (BSA-CA karisimi) (1 mg/mL), sabit HPLC akis1 (0,5
mL/dk), sabit reaktif konsantrasyonu (70 mg/L), sabit tiibing boyu (2,5 m) ve sicaklikta (30
°C) reaktif akis hizi degistirilerek elde edilen pik alanlarindan optimum deger 0,3 mL/dk
olarak belirlendi (Sekil 4.11).

L2

120000 -
—_
% 100000 |
> y =-753491x2 + 510541x + 36151
= 80000 | R2=0,9462
<
g
= 60000 |
=
= 40000 |
<
=
& 20000

0 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ‘
-1,11E-15 0,05 0.1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 04 0,45 0,5

Akis Hiz1 (mL/ DKk)

Sekil 4.11. Sabit protein (1 mg/mL) ve reaktif konsantrasyonunda (70 mg/L) siringa
pompanin akis hiz1 degistirilerek elde edilen pik alanlarindan optimum akis hizi
belirlenmesi grafigi

4.5.2. Reaktif Konsantrasyonu Optimizasyonu

Sabit protein konsantrasyonu (BSA-CA karisimi) (1 mg/mL), sabit HPLC akis1 (0,5
mL/dk), sabit reaktif akisi (0,3 mL/dk), sabit tibing boyu (2,5 m) ve sicaklikta (30 °C)
reaktif konsantrasyonu degistirilerek elde edilen pik alanlarindan optimum deger 70 mg/L

olarak belirlendi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Sabit protein konsantrasyonu (1 mg/mL) ve optimum reaktif akis hizinda (0,3
mL/dk) reaktif konsantrasyonu degistirilerek elde edilen pik alanlarindan
optimum reaktif konsantrasyonu belirlenmesi grafigi

4.5.3. Tubingteki Reaksiyon Sicakhigi Optimizasyonu

Sabit protein konsantrasyonu (BSA-CA karisimi) (1 mg/mL), sabit HPLC akis1 (0,5
mL/dk), sabit reaktif akigt (0,3 mL/dk), sabit tlbing boyu (2,5 m) ve sabit reaktif
konsantrasyonunda (70 mg/L) tubingteki reaksiyon sicakligi degistirilerek elde edilen pik
alanlarindan optimum sicaklik 30 °C olarak belirlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Sabit Protein konsantrasyonu (1 mg/mL), optimum reaktif akis hizinda (0,3
mL/dk) ve optimum reaktif konsantrasyonunda (70 mg/L) tlbingteki reaksiyon
sicaklig degistirilerek elde edilen pik alanlarindan optimum reaksiyon sicaklig
belirlenmesi grafigi
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4.5.4. Tubing Boyu Optimizasyonu

pa e s ] |
A0
30000 |
20000
1 ERERCH0
1.0 1.5 2.0 2.5

Tuhing Boyu (m)

Normalize Pik Ak [mAUxdkyml )y mg]

Sekil 4.14. Sabit Protein (BSA) konsantrasyonu (1 mg/mL), optimum reaktif akis hizi
(0,3 mL/dk), optimum reaktif konsantrasyonu (70 mg/L), optimum
reaksiyon sicakliginda (30 °C) farkli tubing boylarindan elde edilen
normalize pik alanlarindan optimum tiibing boyunun belirlenmesi grafigi

Optimizasyon sonucu 0,5 mL/dk HPLC sabit pompa akist ve 1 mg/mL sabit
konsantrasyonda BSA ve CA protein karisimi kullanilarak 0,3 mL/dk reaktif akisi, 70 mg/L
reaktif konsantrasyonu, 30 °C reaksiyon sicakligi ve 2,5 m reaksiyon tiibing uzunlugu
optimum sartlar olarak belirlendi (Sekil 4.11-14.). BSA ve CA proteinleri ayr1 ayr1 farkl
konsantrasyonlarda (5-3-2-1,5-1-0,6-0,5-0,3-0,2-0,1 mg/mL) optimum sartlarda on-line
HPLC-Bradford yontemiyle farkli tiibing uzunluklarinda yiiriittildiiler.

Farkli tiibing uzunluklar1 i¢in konsantrasyona kars1 280 ve 595 nm’lerde pik alani ve
pik yukseklikleri grafikleri olusturuldu (Sekil 4.15-22). En iyi pik alan ve yukseklik
sonuglari 2,5 m’lik tiibingle elde edildi.
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Sekil 4.15. BSA proteinin optimize edilen sartlarda 2,5 m tiibing icin pik alan1 ve pik
yuksekliklerinin 280 nm ve 595 nm’de konsantrasyonla iliskisini gdsteren
grafikler
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Sekil 4.16. CA proteinin optimize edilen sartlarda 2,5 m tiibing i¢in pik alani ve pik
yiiksekliklerinin 280 nm ve 595 nm’dekonsantrasyonla iligkisini gosteren
grafikler
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Sekil 4.17. BSA proteinin optimize edilen sartlarda 2,0 m tiibing i¢in pik alan1 ve pik
yuksekliklerinin 280 nm ve 595 nm’de konsantrasyonla iligkisini gosteren
grafikler
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Sekil 4.18. CA proteinin optimize edilen sartlarda 2,0 m tiibing i¢in pik alani ve pik
yuksekliklerinin 280 nm ve 595 nm’de konsantrasyonla iligkisini gosteren
grafikler
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Sekil

4

.19. BSA proteinin optimize edilen sartlarda 1,5 m tiibing i¢in pik alam1 ve pik
yiiksekliklerinin 280 nm ve 595 nm’de konsantrasyonla iligkisini gdsteren

grafikler
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Sekil 4.20. CA proteinin optimize edilen sartlarda 1,5 m tiibing igin pik alanm ve pik
yuksekliklerinin 280 nm ve 595 nm’de konsantrasyonla iliskisini gosteren

grafikler
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Sekil 4.21. BSA proteinin optimize edilen sartlarda 1,0 m tibing i¢in pik alam ve pik
yuksekliklerinin 280 nm ve 595 nm’de konsantrasyonla iliskisini gosteren
grafikler
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Sekil 4.22. CA proteinin optimize edilen sartlarda 1,0 m tiibing i¢in pik alam ve pik
yuksekliklerinin 280 nm ve 595 nm’de konsantrasyonla iligkisini gosteren
grafikler
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4.6. Gelistirilen HPLC-Bradford Yonteminin Tespit (LOD) ve Tayin (LOQ)
Sinirinin Belirlenmesi

Tespit sinir1 (LOD); Ornek koriinden (igerisinde aranan madde bulunmayan matriks)
10 bagimsiz ol¢tim yapildi. Bu giiriiltiic degerlerinin hem 280 nm hem de 595 nm’de
yiiksekliklerinin ortalamasi alindi. Bu ortalamalarin 3 kat1 alindi. Daha sonra bu
ortalamalarin 3 kati, ¢alisilan protein numunelerinin her biri i¢in (BSA, CA, immiinglobulin
G, insiilin) konsantrasyona kars1 pik yliksekliklerinden olusturulan 280 nm ve 595 nm
kalibrasyon grafiklerinin (Sekil 4.23-26) egimlerine boéliinerek her bir protein igin
konsantrasyon hesaplandi. Bunlar her protein i¢in ayr1 ayr1 tespit sinir1 olarak belirlendi.

Tayin (6l¢tim) smir1 (LOQ) ise; Ornek korunden (icerisinde aranan madde
bulunmayan matriks) 10 bagimsiz dl¢iim yapildi. Bu giiriiltii degerlerinin hem 280 nm hem
de 595 nm’de yiiksekliklerinin ortalamasi alindi. Bu ortalamalarin 10 kat1 alindi. Daha sonra
bu ortalamalarin 10 kati, c¢alisilan protein numunelerinin her biri icin (BSA, CA,
immiinglobulin G, insiilin) konsantrasyona kars1 pik yiiksekliklerinden olusturulan 280 nm
ve 595 nm kalibrasyon grafiklerinin (Sekil 4.23-26) egimlerine boliinerek her bir protein igin

konsantrasyon hesaplandi. Bunlar her protein i¢in ayr1 ayr1 tayin sinir1 olarak belirlendi.

BSA (280 nm) BSA (595 nm)
_ y=11,634x%
3 R? =0,9973 ‘3: Vj453.?4>< *
E g R*=0,985
- =
=>=- =3
= =
e =

@
KONSANTRASYON (mg/mlL) KONSANTRASYON (mg/mL)

Sekil 4.23. BSA’nin 280 nm DAD ve 595 nm UV on-line HPLC-Bradford protein
uygulamasinda konsantrasyona karsi pik yiiksekligi grafikleri karsilastirmasi
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CA (280 nm) CA (595 nm)

Yy = 30,448x y=371,75x%
R*=0,9911

R* =0,9974

Pik Yiiksekligi [mAU)
Pik Yiiksekligi (mAU)

KONSANTRASYON L
KONSANTRASYON (mg/mL) (mg/mt)

Sekil 4.24. CA’'nin 280 nm DAD ve 595 nm UV on-line HPLC-Bradford protein
uygulamasinda konsantrasyona karsi pik yiiksekligi grafikleri karsilagtirmasi

immiinglobulin (280 nm) immiinglobulin (595 nm)

¥ =233,72x
R* =0,9586

Pik viiksekligi {(mAU)
Pik Yiiksekligi [mAU)

KONSANTRASYON (mg/mL)

KONSANTRASYON (mg/mL)

Sekil 4.25. Immiinglobulin G’nin 280 nm DAD ve 595 nm UV on-line HPLC-Bradford
protein uygulamasinda Kkonsantrasyona karsi pik yiiksekligi grafikleri

karsilastirmast
insiilin (280 nm) insiilin (595 nm)
y=7,52x —_
=Y R? =0,9992 3 y = 36,349x
E E R* =0,9992
® T
: z
KONSANTRASYON (mg/mL) KONSANTRASYON (mg/mL)

Sekil 4.26. Insiilin’in 280 nm DAD ve 595 nm UV on-line HPLC-Bradford protein
uygulamasinda konsantrasyona karsi pik yiiksekligi grafikleri karsilagtirmasi



Tablo 4.5. BSA, immiinglobulin G, CA (karbonik anhidraz), instlin proteinlerinin 280 ve
595 nm tespit ve tayin limitleri
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BSA CA Immiinglobulin | Immiinglobulin | .

(mg/m | BSA (mg/mL |CA G G Insiilin Insiilin
Dalga L) (mg/mL |) (mg/mL | (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) | (mg/mL
Boyu [(LOD) |)(LOQ)|(LOQ) [)(LOQ) |(LOD) (LOQ) (LOD) ) (LOQ)
280 nm | 0.0077 | 0.0258 | 0.0030 | 0.0099 0.0046 0.0152 0.0120 | 0.0399
595 nm | 0.0264 | 0.0882 | 0.0323 | 0.1076 0.0513 0.1711 0.3301 | 1.1004

Tablo 4.5 ve Sekil 4.23-26’da gorildiigl tizere 280 nm’de tespit ve tayin sinirlart
karsilastirmasinda en iyi dedeksiyona sahip CA proteini ardindan Immiinglobulin G ve
ardindan BSA ve Insiilin gelmektedir. 595 nm’de ise; en iyi BSA, ardindan CA, ve sonra

Immiinglobulin G ve Insiilin gelmektedir.

4.7. On-line HPLC- Bradford Yontemiyle Farkh Gida ve ilac Numunelerinde
Kalitatif ve Kantitatif Protein Analizi

1 mg/mL konsantrasyonda bir gida proteini olan jelatinin gelistirilen on-line HPLC-
Bradford Protein Yontemi ile dedeksiyonu sonucu 595 nm’deki pik kromotogrami 280
nm’ye gore oldukg¢a yiiksektir (Sekil 4.27). Tablo 2.2°de de goriildiigii iizere 595 nm
dedeksiyonu arttiran bazik amino asitlerce (Arginin, Histidin, Lisin amino asitlerince)
zengin 280 nm’ye 6zgu amino asitlerce (triptofan, tirosin ve sisteince) fakir olan jelatin

proteini kromotogramdaki bu yiksek dedeksiyonu desteklemektedir.

mAU
tUU—-
50—-
L
'
a
—_—_—
21 22 23 24 25 26 27  min

Sekil 4.27. Jelatinin (1 mg/mL) 280 nm ve 595 nm (on-line Bradford)’de alikonma
zamanina gore pik kromotogrami karsilagtirmasi (595 nm kromatogrami 80 kat
kiigtltilmistar.)
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Sekil 4.28. Insiilinin (1 mg/mL) 280 nm ve 595 nm (on-line Bradford)’de alikonma
zamanina gore pik kromotogrami karsilagtirmasi

1 mg/mL konsantrasyonda bir ila¢ proteini olan instlinin gelistirilen on-line HPLC-
Bradford Protein Yontemi ile dedeksiyonu sonucu 595 nm’deki pik kromotogrami 280
nm’ye gore oldukga yiiksektir (Sekil 4.28).

Tablo 2.2’de de goriildiigii tizere 595 nm dedeksiyonu arttiran bazik amino asitlerce
(Arginin, Histidin, Lizin amino asitlerince) zengin 280 nm’ye 06zgl amino asitlerce
(triptofan, tirosin ve sisteince) fakir olan jelatin proteini kromotogramdaki bu yulksek
dedeksiyonu desteklemektedir. Immiinglobulin G proteininde de benzer durum s6z
konusudur (Sekil 4.29). Insiilindeki 595 nm ve 280 nm arasindaki fark amino asit

kompozisyonundan dolayi jelatin ve Immiinglobulin G proteinine gére daha azdur.

mALl o
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Sekil 4.29. Immiinglobulinin (1 mg/mL) 280 nm ve 595 nm’de alikonma zamanina gére pik
kromotogrami karsilastirmasi
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Tablo 4.6. Jelatin (1 mg/mL), imminglobulin G (1 mg/mL), instlin (1 mg/mL)’nin 280 ve
595 nm’deki pik alanlar

Pik Alan1 (mAUxDk)
Dalga
Boyu Jelatin(1 mg/mL) |Immiinglobulin G (1 mg/mL) Insiilin (1 mg/mL)
280 nm 37 1587 813
595 nm 16464 37224 4553

1 mg/mL Jelatin Proteininde 595 nm On-line Bradford dedeksiyonu 280 nm’ye gore 445
kat, ayn1 konsantrasyonda Immiinglobulin G’ ninki 23,5 kat, Insiilinin ki ise 5,6 kat daha
iyidir (Tablo 4.6).

4.8. Gelistirilen On-ling HPLC-Bradford Yonteminin 280 nm ve 595 nm’de
Spektrofotometrik Ol¢iime Gore Deneysel Karsilastirilmasi

HPLC ile on-line protein deteksiyonunda spektrofotometrik yonteme gore triptofan,
tirosin ve sistein amino asitlerinin molar absorptivite katsayilar (sirasiyla 5500 M*tem?,
1490 M™t.cm™, 125 M™*.cm™) ve Tablo 2.2°deki 280 nm’ye 6zgii (triptofan, tirosin ve sistein)
amino asit sayilar1 dikkate alindiginda esit konsantrasyonda proteinler icin (1 mg/mL)
hesaplanan teorik absorbanslara gére BSA proteininde 66 kathik (=0,7632/0,0116), CA
proteininde 50 katlik (=1,5123/0,0304), Immiinglobulin G proteininde 84 katlik (=1,6584/
0,0197), insulin proteininde 147 katlik (=1,1048/0,0075) jelatin proteininde 41 katlik
(=0,0331/0,0008) bir azalma soz konusuyken 280 nm’deki spektrofotometrik deneysel
verilerle HPLC 280 nm deneysel verileri karsilastirildiginda ise BSA igin 2 (=0,0240/
0,0116) kat, CA icin 1,5 (=0,0460/0,0304) kat, immiinglobulin G igin 2,7 (=0,0540/0,0197)
kat, instlin icin 1,5 (=0,0110/0,0075) kat, jelatin icin 94 (=0,0750/0,0008) kat on-line
yontemde 280 nm’de bir azalma s6z konusudur.

Bu HPLC sistemindeki tiibing icinde hareketli akis ortamindan dolayr proteinlerin
yeterince dedektor sinyaliyle etkilesememesinden dolayidir. On-line yontem 595 nm ile
spektrofotometrik 595 nm karsilastirildiginda ise BSA ve CA igin sirasiyla 1,42 (=0,4537/
0,3190) kat ve 1,38 (=0,3718/0,2680) kat on-line yéntem daha iyidir. Bu proteinler saf

oldugu i¢in metodla olusan sinirli protein eliisyonu etkili degildir.
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Immiinglobulin G i¢in 1,8 (=0,4180/0,2337) Kat, instilin icin 1,6 (=0,0580/0,0363) kat,
jelatin icin 8,4 (=0,3350/0,0400) kat on-line yontemde off-line spektrofotometrik 595 nm’ye
gore bir azalma s6z konusudur. (Tablo 4.7).

Bu on-line uygulamadaki protein ile reaktifin tubing icindeki kisitli reaksiyon siresi ve
bu proteinler saf olmadiklart i¢in on-line uygulamadaki metodla belirlenen sinirli protein
elusyon sureside etkilidir. Dolayisiyla kolonda ge¢ ayrilan dedeksiyon limitlerinin altinda
dedekte edilemeyen kiigiik protein fragmentleri de vardir. 595 nm dedeksiyonunda protein

safsizlig1 280 nm’ye gore daha az etkilidir.

Tablo 4.7. 280 nm ve 595 nm igin pH 7,0 fosfat tamponu ¢6ziicl matrisinde HPLC’de on-
line ve spektrofotometrede off-line uygulamalardaki proteinlerin absorbans

karsilagtirilmasi
Absorbanslar
Teorik Hesaplanan
280 nm (tirosin,
triptofan, sistein Deneysel
Deneysel amino asitleri ve 280 nm Deneysel
(HPLC'de) |molar absorptivite | (spektrofoto | (HPLC'de on- | Deneysel 595 nm
Proteinler (L mg /| DAD 280 | katsayilari baz metrede) line) UV595 (spektrofotometre’de
mL) nm alinarak) nm off-line)
BSA 0,0116 0,7632 0,0240 0,4537 0,3190
CA 0,0304 1,5123 0,0460 0,3718 0,2680
Immiinglobulin
G 0,0197 1,6584 0,0540 0,2337 0,4180
Insiilin 0,0075 1,1048 0,0110 0,0363 0,0580
Jelatin 0,0008 0,0331 0,0750 0,0400 0,3350
280 nm 595 nm

Absorbans

Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL)

Konsantrasyon (mgfmlL)

Sekil 4.30.

nm’de konsantrasyona kars1 absorbans karsilastirmasi

Jelatinin pH 7 fosfat tampon ortaminda spektrofotometrik olarak 280 ve 595
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280 nm

Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL)

Absorbans

595 nm

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.31. BSA’nin pH 7,0 fosfat tampon ortaminda spektrofotometrik olarak 280 ve 595

nm’de konsantrasyona kars1 absorbans karsilagtirmasi

Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL)

Absorbans

595 nm

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.32. CA’nin pH 7,0 fosfat tampon ortaminda spektrofotometrik olarak 280 ve 595

nm’de konsantrasyona kars1 absorbans karsilagtirmasi

280 nm

Absorbans

Kensantrasyon (mg/mL)

Absorbans

595 nm

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.33. Immiinglobulin G’nin pH 7,0 fosfat tampon ortaminda spektrofotometrik olarak

280 ve 595 nm’de konsantrasyona karsi absorbans karsilagtirmasi

Absa rhams
\
\

Kansantrasyon (mgfmi)

Sekil 4.34. Insiilin’in pH 7,0 fosfat tampon ortaminda spektrofotometrik olarak 280 ve 595

Absorbans

Konsantsasyan [mgfml)

nm’de konsantrasyona kars1 absorbans karsilastirmasi
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Sekil 4.23-34°deki spektrofotometrik grafiksel egimler ve Tablo 4.7 dikkate alinmak
uzere jelatin igin spektrofotometrik 595 nm’deki egimle 280 nm’deki egim orani
0,335/0,075=4,5 kat oldugu icin Tablo 4.7’ deki on-line yontemde 595 nm/280 nm =0,0400
/0,0008=50 kat oldugu i¢in, BSA igin spektrofotometrik 595nm’deki egimle 280 nm’deki
egim orani 0,319/0,024=13,3 kat oldugu i¢in, Sekil 4.23’teki on-line yontemde ise egimler
orani 595 nm/280 nm =453,74/11,634=39 kat oldugu i¢in, CA igin spektrofotometrik 595
nm’deki egimle 280 nm’deki egim oran1 0,268/0,046=5,8 kat oldugu igin, Sekil 4.24°teki
on-line yontemde ise egimler oran1 595 nm / 280 nm =371,75/30,448=12,2 kat oldugu igin,
immiinglobulin G igin spektrofotometrik 595 nm’deki egimle 280 nm’deki egim orani
0,418/0,054=7,7 kat oldugu i¢in, Sekil 4.25’teki on-line yOntemde ise egimler oran1 595
nm/280 nm =233,72/19,735=11,8 kat oldugu i¢in, insllin icin spektrofotometrik 595
nm’deki egimle 280 nm’deki egim oranmi1 0,058/0,011=5,3 kat oldugu i¢in, Sekil 4.26’daki
on-line yontemde ise egimler orant 595 nm/280 nm =36,349/7,52=4,8 kat oldugu igin, tim
proteinlerle spektrofotometrik ve gelistirilen on-line HPLC 595 nm dedeksiyonu 280 nm’ye
gore cok daha iyidir.

Ayrica gelistirilen on-line HPLC 595 nm’deki Bradford protein tayin yontemi
spektrofotometrik 595 nm Bradford yontemine gore ¢ok daha iyi, kullanigsh ve avantajlidir,
ayni anda 595 nm ve 280 nm dedeksiyonu yapilabilir.

Gelistirilen on-line HPLC Bradford yontemi jelatin i¢in 11,1 (=50/4,5) kat, BSA igin
2,9 (=39/13,3) kat, CA icin 2,1 (=12,2/5,8) kat, imminglobulin G i¢in 1,5 (=11,8/7,7) kat
spektrofotometrik Bradford yonteminden daha iyidir.

Coomassie Brilliant Blue G250 boyasinin bazik amino asitlere baglanma
kararliligindan yola cikilarak gelistirilen Ku ve arkadaslar1 tarafindan 2013’te yapilan
hesaplama modeli modifiye edilerek boyanin baglanma kararlilig1 incelendi.

Tablo 4.8’de goriildiigli lizere proteinlerin molekiil agirligi kiictildiikce birim hacme
diisen boya miktar1 sitokiyometrik olarak arttig1 i¢in Comassie Brilliant Blue G250 boyasina
olan baglanma artiyor. Spektrofotometrede protein numunesiyle birlesen boyayla ¢arpisan
molekiiller daha fazla bir yiizeyi kaplamaktadir ve daha ¢ok ¢arpismaktadir fakat on-line
HPLC-Bradford yonteminde ise etkilesim ¢ok kiiclik bir yiizeyle (tiibing) ve kisa siireyle
(akis ve metod) sinirlandirilmistir, bu yiizden boyayla baglanan arjinin, lizin ve histidin

amino asidi miktar1 spektrofotometrik yontemde daha fazladir.
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Tablo 4.8. Iki farkli Yontemin (Spektrofotometrik (off-line) ve On-line HPLC) matematiksel
normalizasyonla %  sitokiyometrik protein-Comassie Brilliant Blue G250
baglanma oranmi karsilastirilmasi1 (Ku ve arkadaslar1 tarafindan 2013’te yapilan
hesaplama modeli modifiye edildi).

n: amino asit sayist, (€280/ €s95)on-line: ON-line yontemdeki 280 nm ve 595
nm’deki egimler orani, (€280/ €s95)oft-line: Off-line ydntemdeki 280 nm ve 595
nm’deki egimler orani, C: protein konsantrasyonu, My: protein molekiil agirligt

Proteinler | {n(Arg)+n(Lys)+n(His)}/{n(Trp)+n(
(10mg/ | Tyr)+n(Cys)}X (e280/ €595)on-line X {n(Arg)+n(Lys)+n(His)}{n(Trp)+n(Tyr
mL) (C/M4) x100 )FN(Cys) }X(e280/ €505)off-line X (C/Ma)x100
BSA (66,4
kDa) 6,8x10™ 19,9x10™
CA (28,8
kDa) 73,1x10™ 153x10™
Immiinglo
bulin G
(42,6 kDa) 35,8x10™ 54,8x10™
Insiilin
(5,73 kDa) 463x10™ 425x10™

4.9. Spektrofotometrik Bradford Yonteminin Organik Cozuculerle On-line HPLC
Protein Uygulamalarina Model Olarak Denenmesi

Cis ve boyut disarilama kolonda izokratik veya gradient uygulamalarla protein

dedeksiyonuna 151k tutmasi amaciyla Cig ve boyut disarilama HPLC uygulamalarinda en ¢ok

tercih edilen ¢6ziicti karisimlar: (metanol ve % 0,1 formik asit, etanol ve % 0,1 formik asit,
ACN (asetonitril) ve % 0,1 formik asit, pH 7,0 fosfat tamponu ve 0,2 M KCI karisimlari

(Maes vd., 2014) ve BSA, CA, imminglobulin G, insilin proteinleri spektrofotometrik

olarak Bradford protein tayin yontemiyle on-line HPLC-protein tayin yontemine model

olmast amaciyla (0,5 mL/dk ¢oziicii akisi, 0,3 mL/dk reaktif akisi ve 20 pL protein

enjeksiyonu oranlar1 baz alinarak) ¢6ziici % kompozisyonu ya da tampon konsantrasyonu

veya pH degistirilerek denenmistir.

Organik c¢oziiclilerle birlikte kullanilan formik asit asidik sartlar saglayip peptid

stabilizasyonunu saglar ve arjinin ve lizin kalintilarinin amino gruplarinin protonlanmasini

saglayarak dimer olusumunu engelleyen niikleofilik etki gosterir (Maes vd., 2014).
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Her proteinin 8 farkli konsantrasyonda (10, 6, 4, 2, 1, 0,5, 0,3, 0,1 mg/mL) 280 nm ve
Bradford reaktifiyle birlestikten sonra 595 nm’de spektrofotometrik olarak absorbanslari
okundu ve ayrica 280 nm’de de absorbanslar spektrofotometrik olarak okundu, ardindan
kalibrasyon grafikleri farkli etanol, metanol ve asetonitril yiizdeleri igin olusturuldu (Sekil
35-74’te farkli asetonitril ylzdeleri ve % 0,1 formik asit karigimi kullanilarak olusturulan
kalibrasyon grafikleri 6rnek olarak verilmistir).

Kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimler kullanilarak egimlere kars1 % organik
¢oziicii veya tampon konsantrasyonu, pH grafikleri olusturuldu, bdylece en etkin 595 nm
absorbansina karsin organik ¢oziicii yiizdesi veya tampon konsantrasyonu ve pH hem
gradient hem de izokratik uygulamalar i¢in model teskil edecek sekilde belirlenmistir (Sekil
75-90).

595 nm 280 nm

A brsor ba s
A bsorbam

Konsantrasyon {mg/mL)

Konsantrasyon {mg/mL)

Sekil 4.35. % 0 ACN % 0,1 formik asit, % 99,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
Immiinglobulin G proteini ayrilmast model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi
karsilastirmast

595 nm 280 nm

Absorbam

Absorbam

Konsantrasyon {mg/mL)

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.36. % 0 ACN % 0,1 formik asit, % 99,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
Insiilin proteini ayrilmast model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi
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Sekil 4.37. % 0 ACN % 0,1 formik asit, % 99,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
BSA proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi1 absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm

Absorbam

280 nm

y=0,011x *

Absorbam

Konsantrasyon (mg/mL)

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.38. % 1 ACN % 0,1 formik asit, % 98,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
BSA proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi1 absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm

Bbsorbam

Konsantrasyon {mg/mL)

280 nm

A bsorbam

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.39. % 1 ACN % 0,1 formik asit, % 98,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
instlin proteini ayrilmast model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi
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595 nm

Absorbanm

Konsantrasyon (mg/mL)

Absorbam

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.40. % 1 ACN % 0,1 formik asit, % 98,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
CA proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi

Absorbam

Konsantrasyon (mg/mL)

Absorban

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.41. % 1 ACN % 0,1 formik asit, % 98,9 su ¢oziicii karisimi ile HPLC C;g kolonda
immiinglobulin G proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmasi

595 nm

Absorbam

Konsantrasyon {mg/mL)

Absorbans

280 nm

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.42. % 3 ACN % 0,1 formik asit, % 96,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
Immiinglobulin G proteini ayrilmast model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu igin konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmast
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595 nm 280 nm

A bsorbans
Absorbanm

Konsantrasyon (mg/mL)

Kansantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.43. % 3 ACN % 0,1 formik asit, % 96,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
CA proteini ayrilmast model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm

Absorbam
Absorbam

Konsantrasyon {mg/mL)

Konsantrasyon {mg/mL)

Sekil 4.44. % 3 ACN % 0,1 formik asit, % 96,9 su ¢oziicii karisimi ile HPLC C;g kolonda
insiilin proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi1 absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm

Absorbans

Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL)

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.45. % 3 ACN % 0,1 formik asit, % 96,9 su ¢oziicii karisimi ile HPLC C;g kolonda
BSA proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmasi
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595 nm 280 nm

y= 10,007

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL) & Konsantrasyon (me/mL)

Sekil 4.46. % 5 ACN % 0,1 formik asit, % 94,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
insiilin proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280

nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL) p " ima/mD)
onsantrasyon (mg/m

Sekil 4.47. % 5 ACN % 0,1 formik asit, % 94,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
BSA proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm

y=0,184x% P

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon [mg/mL) (me/mD)
Konsantrasyon (mg/mL

Sekil 4.48. % 5 ACN % 0,1 formik asit, % 94,9 su ¢oziicii karisimi ile HPLC C;g kolonda
CA proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilagtirmasi
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Sekil 4.49. % 5 ACN % 0,1 formik asit, % 94,9 su ¢6ziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda
immiinglobulin G proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu igin konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmasi

595 nm 280 nm

y=0,008x%

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.50. % 10 ACN % 0,1 formik asit, % 89,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
insiilin proteini ayrilmast model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve
280 nm dedeksiyonu igin konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmasi

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon [mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.51. % 10 ACN % 0,1 formik asit, % 89,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC Cig kolonda
immiinglobulin G proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik
olarak 595 ve 280 nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmast
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595 nm 280 nm

Y= 10,016x

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon {mg/mL)
Konsantrasyon {mg/mL)

Sekil 4.52. % 10 ACN % 0,1 formik asit, % 89,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
BSA proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm

y=0,015% *

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL)
Konsantrasyon [mg/mL)

Sekil 4.53. % 10 ACN % 0,1 formik asit, % 89,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
CA proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL) Kansantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.54. % 15 ACN % 0,1 formik asit, % 84,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
CA proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi
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595 nm 280 nm

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.55. % 15 ACN % 0,1 formik asit, % 84,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
BSA proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.56. % 15 ACN % 0,1 formik asit, % 84,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
insiilin proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm
¥=0,034x
R*=0,982
H g
2 2
2 H
< 3
. *
Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.57. % 15 ACN % 0,1 formik asit, % 84,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC Cig kolonda
immiinglobulin G proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu igin konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmast
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Sekil 4.58. % 20 ACN % 0,1 formik asit, % 79,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC Cig kolonda
insiilin proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi
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Sekil 4.59. % 20 ACN % 0,1 formik asit, % 79,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
immiinglobulin G proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmasi

595 nm 280 nm

y=0,015x *

Alsorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL)
Konsantrasyon [mg/mL)

Sekil 4.60. % 20 ACN % 0,1 formik asit, % 79,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
BSA proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmasi
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595 nm 280 nm

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.61. % 20 ACN % 0,1 formik asit, % 79,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC Cig kolonda
CA proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi

280 nm

595 nm

Alsorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL)
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.62. % 30 ACN % 0,1 formik asit, % 69,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
BSA proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi1 absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm

¥=10,017x
R*=0,957

Absorbans
*
Absorbans

+*

Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.63. % 30 ACN % 0,1 formik asit, % 69,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
insiilin proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi
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595 nm 280 nm

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon {mg/mL)

Sekil 4.64. % 30 ACN % 0,1 formik asit, % 69,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
immiinglobulin G proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmasi

595 nm 280 nm

v=10,035x

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.65. % 30 ACN % 0,1 formik asit, % 69,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC Cig kolonda
CA proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi

280 nm

Absorbans
Absorbans
»

Konsantrasyon (mg/mL)

Konsantrasyon {mg/mL)

Sekil 4.66. % 50 ACN % 0,1 formik asit, % 49,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
instlin proteini ayrilmasit model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmasi
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Konsantrasyon (mg/mL)

Konsantrasyon {mg/mL)

Sekil 4.67. % 50 ACN % 0,1 formik asit, % 49,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
BSA proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm
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Sekil 4.68. % 50 ACN % 0,1 formik asit, % 49,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC Cig kolonda
immiinglobulin G proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmast

280 nm

y=0,041x

Absorbam
Absorbams

Konsantrasyon (mg/mL)

Konsantrasyon {mg,/mL)

Sekil 4.69. % 70 ACN % 0,1 formik asit, % 29,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
immiinglobulin G proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona karst absorbans grafigi

karsilastirmasi
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595 nm 280 nm

y=0,020x
2=0,993

Absorbans
Absorbans

Konsantrasyon (mg/mlL)

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.70. % 70 ACN % 0,1 formik asit, % 29,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
BSA proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmasi

280 nm

y=0,018x -

thsorbams

Absorbam

Konsantrasyon (mg/mL)

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.71. % 70 ACN % 0,1 formik asit, % 29,9 su ¢oziicti karisimi ile HPLC C;g kolonda
insiilin proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280
nm dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmasi

595 nm 280 nm
v 18x *
R*=0,5832
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Sekil 4.72. % 99.9 ACN % 0,1 formik asit ¢oziicii karisimi ile HPLC Cyg kolonda insulin
proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280 nm

dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilastirmast
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595 nm 280 nm

y=0,028x *

R*=0,576

Absorba e
Alsorbam

Konsantrasyon (mg/mL)

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.73. % 99.9 ACN % 0,1 formik asit ¢oziicii karisimi ile HPLC Cig kolonda BSA
proteini ayrilmasi model alindiginda spektrofotometrik olarak 595 ve 280 nm
dedeksiyonu i¢in konsantrasyona kars1 absorbans grafigi karsilagtirmasi

595 nm 280 nm

y=0,081x *

R*=0,547

Absorbans
Absorbanms

Konsantrasyon (mg/mL)

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.74. % 99.9 ACN % 0,1 formik asit ¢oziicii karisimi ile HPLC C;g kolonda
Immiinglobulin G proteini ayrilmas1 model alindiginda spektrofotometrik olarak
595 ve 280 nm dedeksiyonu icin konsantrasyona karsi absorbans grafigi

karsilastirmasi
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Sekil 4.75. BSA proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla olusturulan
spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin farkli ACN
¢Oziicii ylizdelerine kars1 olarak 595 nm, 280 nm egimler ve 595/280 egimler
oranina kars1 ¢izilen grafiklerin karsilagtirmast
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Sekil 4.76. CA proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla olusturulan
spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin farkli ACN
¢oziicii yiizdelerine kars1 olarak 595 nm, 280 nm egimler ve 595/280 egimler

oranina karsi ¢izilen grafiklerin karsilagtirmasi
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Sekil 4.77. Insiilin proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla olusturulan
spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin farkli ACN
¢ozilicli ylizdelerine karsi olarak 595 nm, 280 nm egimler ve 595/280 egimler

oranina kars1 ¢izilen grafiklerin karsilagtirmasi
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Sekil 4.78. Immiinglobulin G proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla
olusturulan spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin
farkli ACN ¢oziicii yiizdelerine karsi olarak 595 nm, 280 nm egimler ve 595/280
egimler oranina kars1 ¢izilen grafiklerin karsilastirmasi



75

BSA

003

i]

fooLs

m (2

i oot
0,003

BSA

00
T om

BSA

% Metanol

Sekil 4.79. BSA proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla olusturulan
spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin farkli
metanol ¢6ziicli ylizdelerine kars1 olarak 595 nm, 280 nm egimler ve 595/280
egimler oranina kars1 ¢izilen grafiklerin karsilagtirmasi
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Sekil 4.80. Insiilin proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla olusturulan
spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin farkli
metanol ¢oziicli ylizdelerine karsi olarak 595 nm, 280 nm egimler ve 595/280
egimler oranina kars1 ¢izilen grafiklerin karsilastirmasi
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Sekil 4.81. Immiinglobulin G proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla
olusturulan spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin
farkli metanol ¢Oziicli ylizdelerine karsi olarak 595 nm, 280 nm egimler ve
595/280 egimler oranina kars1 ¢izilen grafiklerin karsilagtirmasi
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Sekil 4.82. BSA proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla olusturulan
spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin farkli etanol
¢oziicii yiizdelerine karsi olarak 595 nm, 280 nm egimler ve 595/280 egimler

oranina kars1 ¢izilen grafiklerin karsilagtirmasi
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Sekil 4.83. Insiilin proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla olusturulan
spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin farkli etanol
¢ozilicli ylizdelerine kars1 olarak 595 nm, 280 nm egimler ve 595/280 egimler

oranina kars1 ¢izilen grafiklerin karsilagtirmasi
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Sekil 4.84. Immiinglobulin G proteinin 8 farkli konsantrasyonunun absorbanslariyla
olusturulan spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin
farkli etanol ¢oziicli yiizdelerine karsi olarak 595 nm, 280 nm egimler ve
595/280 egimler oranina kars1 ¢izilen grafiklerin karsilastirmasi
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Sekil 4.85. BSA proteinin 8 farkli konsantrasyonunun 50°ser mM pH 6.7, pH 7 ve pH 7.3
fosfat tamponlar1 ve 0,2 M KCI ile 595 ve 280 nm’de elde edilen
absorbanslariyla olusturulan spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde
edilen egimlerin farkli pH’lara karsi olarak cizilen grafiklerin karsilastirmasi

o
o8
om
Eoos
gos
Som
Lo
o
oot

Insiilin

/\

insiilin

insiilin

Sekil 4.86. Insiilin proteinin 8 farkli konsantrasyonunun 50’ser mM pH 6.7, pH 7 ve pH 7.3
fosfat tamponlari ve 0,2 M KCl ile 595 ve 280 nm’de elde edilen
absorbanslariyla olusturulan spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde
edilen egimlerin farkli pH’lara kars1 olarak ¢izilen grafiklerin karsilagtirmasi
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Sekil 4.87. Immiinglobulin G proteinin 8 farkli konsantrasyonunun 50’ser mM pH 6.7, pH 7
ve pH 7.3 fosfat tamponlar1 ve 0,2 M KCI ile 595 ve 280 nm’de elde edilen
absorbanslariyla olusturulan spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde
edilen egimlerin farkli pH’lara karsi olarak ¢izilen grafiklerin karsilagtirmasi
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Sekil 4.88. BSA proteinin 8 farkli konsantrasyonunun 25, 50, 75, 100 mM, pH 7 fosfat
tamponu ve 0,2 M KCI ile 595 ve 280 nm’de elde edilen absorbanslariyla
olusturulan spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin
farkli tampon konsantrasyonlarina kars1 olarak ¢izilen grafiklerin karsilastirmasi
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Sekil 4.89. Insiilin proteinin 8 farkli konsantrasyonunun 25, 50, 75, 100 mM, pH 7 fosfat

tamponu ve 0,2 M KCI ile 595 ve 280 nm’de elde edilen absorbanslariyla
olusturulan spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimlerin
farkli tampon konsantrasyonlarina karsi olarak ¢izilen grafiklerin karsilastirmasi
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Sekil 4.90. Immiinglobulin G proteinin 8 farkli konsantrasyonunun 25, 50, 75, 100 mM, pH
7 fosfat tamponu ve 0,2 M KCI ile 595 ve 280 nm’de elde edilen
absorbanslariyla olusturulan spektrofotometrik kalibrasyon grafiklerinden elde
edilen egimlerin farkli tampon konsantrasyonlarina karsi olarak cizilen
grafiklerin karsilagtirmasi
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% 20 ACN BSA icin % 1 ACN insilin icin % 10 ACN CA icin % 5 ACN
immunglobulin G i¢in % 20 metanol imminglobulin G i¢in % 1 metanol BSA icin % 5
metanol insulin icin % 20 etanol imminglobulin G icin % 0 etanol insilin icin % 30 etanol
BSA icin spektrofotometrik 595 nm’de optimum degerlerdir.

Ayrica 50 mM tampon konsantrasyonu ve pH 7,0 fosfat tamponu agisindan BSA,
immanglobulin G ve insilin i¢in de spektrofotometrik 595 nm’de optimum degerlerdir

(Sekil 75-90) ve on-line HPLC’de uygulamalar bu tamponla yapilmustir.



5. TARTISMA VE ONERILER

Spektroskopi bilimi kullanilarak yillarca sayisiz icatlar yapilmigtir. Bunlarin iginde 200
ila 800 nm arasinda degisen dalga boylarinda 151k absorpsiyonuna dayali 6l¢iim alinan
spektrofotometreler onemli bir yer teskil etmektedirler. Gliniimiizde yerlerini akilli telefon
kolorimetresi almaya baslamistir (Gee vd., 2017).

Simdilerde 130’dan fazla farkli protein ya da peptid klinik amagli Amerika Gida ve
llag Birligi tarafindan kullaniliyor ve bu say1 giderek artmaktadir. Terapétik proteinlerin
kiiresel ticari hacmi 141,5 milyar dolardir. Bu bakimdan terap6tik proteinlerin biyoanalitik
tekniklerle desteklenmesinin  6nemi artmaktadir (Van den Broek vd., 2013).
Spektrofotometrelerle yapilan analizlerde proteinler 216 nm’de peptid bagindan kaynakli
280 nm’de triptofan, tirosin ve sistein amino asitleri temelli absorbans verirler. 200 ila 400
bolgesi baz1 tampon ve ¢oziiciilerin de absorbans yaptigi girisim bolgesidir (Metsamuuronen
vd., 2011). Dolayistyla kolorimetrik 6l¢iimlerin yapildig:r 400 ila 800 bolgesi bu girisimden
uzaktir ve tercih edilmektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada bu bolgede absorbans gosteren
spektrofotometrik yontemler ele alindi ve bunlardan HPLC’ye adapte olabilecek nitelikte
olanlar c¢aligilarak denendi. Bunlar biiiret, ninhidrin ve bradford yontemleridir.

Bilret yontemi Kobbr tarafindan 1916’da spektrofotometrik olarak uygulandigi
sekliyle on-line HPLC’ye ilk defa uyarlanmistir. Uyarlama asamasinda normalde
numune:reaktif (1:50) oda sicakliginda uygulanan metod HPLC agisindan uygun olabilecek
seceneklerde, bakir siilfat ve sodyum potasyum tartaratin 4 kat derisigi kullanilarak (HPLC
acisindan dedeksiyonu artirmak i¢in) viicut sicakligi (37 °C) ve oda sicakliginda (25 °C)
reaktif: numune oran1 5’¢ 1 ve 1°e¢ 5 oranlarinda spektrofotometrik olarak denendi ve en iyi
Ol¢timler oda sicakliginda, reaktifin orjinal haliyle ve numune:reaktif (1:5) oldugu goriildii
fakat 280 nm’ye gore dedeksiyon duyarliligi daha yiksek bir metod gelistirmek istenildigi
icin on-line biiiretin duyarliliginin 280 nm’ye gore ¢ok diisiik oldugu goriildiigii i¢in ve
biliret reaktifinin proteinlerle olusturdugu cevap ge¢ tamamlandigindan (10 dk’da) bu
metodla denemelere devam edilmedi. Ayrica reaktifin asir1 bazik olusu tiibing sistemini ve
cihazi etkilemesi (pompa, dedektor vs.) yiiziinden kullanigli bulunmadi.

Siegfried Ruhemann tarafindan 1910’da amino asitlerin analizinde kullanilan ninhidrin
yontemi, Schwarz ve arkadaslar1 tarafindan 2005’te plazma proteinlerinin iyon degisim

kromotografisi ile amino asitlere ayrildiktan sonra reaksiyon sarmaliyla yiiksek sicaklikta
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ninhidrinle birlestirildikten sonra olusan renkli amino asit fragmentlerinin fotometrik olarak
570 nm’de absorbanslari okunmustur, ayn1 ¢calismada HPLC analiziyle de amino asit analizi
yapilmis sonuglar karsilastirilmistir. Wimalasena ve arkadaslari tarafindan 2003’te kolon
sonrasi ninhidrin reaktifiyle muamele sonrasi tiirevlendirme ve florojenik dedeksiyonla
bradikinin proteininin diigiik pikomol seviyelerinde dedeksiyonu yapilmstir.

Bu caligmalar gelistirilen on-line ninhidrinle birlestirilerek HPLC analizi yapilip boyut
disarilama kolonuyla protein ayrimi yapildi ve reaksiyon sarmalindan sisteme es zamanli
siringa pompayla ninhidrin reaktifi gonderilerek UV 570 nm’de dedeksiyon ilk defa
uygulandi. Spektrofotometrik tayin sinirlarinin ¢ok ¢ok tizerine ¢ikildigr halde (20 mg/mL)
HPLC’de on-line 570 nm’deki UV dedeksiyonu 280 nm’ye gore beklenenden ¢ok diisiik
ciktigindan ve baseline dalgalanmasi tayin ve tespit limitlerini belirlemede 6nemli oldugu
icin ve ¢ok fazla oldugundan ve ninhidrin reaksiyonundan kaynakli olusan CO, tubing
icinde basing yiikselmesine neden oldugu icin ve reaksiyon 15 dk’da tamamlandigindan
(HPLC’deki tubing sarmali mesafesi 1,5-2 dk’lik zaman dilimi kadarki kisa siirede
tamamlanamadigindan) yontem gelistirilemedi, baska spektroskopik yontem denemesine
gecildi.

Bradford tarafindan 1976’da gelistirilen Coomassie Brilliant Blue G250 boya baglama
temelli ve 2 dk gibi kisa bir zamanda reaksiyon veren spektrofotometrik yontem HPLC’ye
adapte edilip gelistirilmeden ©Once ayni konsantrasyonda (0,25 mg/mL) BSA ve CA
proteinleri farkli reaktif konsantrasyonu ve farkli karisim oranlariyla (reaktif:protein)
spektrofotometrik olarak 10 dk’lik periyot boyunca absorbans okumasi yapilarak c¢alisildi.
Sonuglar birbiriyle ortiistii (Sekil 4.1-2). Ardindan farkli proteinlere Bradford reaktifinin
verdigi cevap i¢in ayni konsantrasyonda (1 mg/mL) amilaz, BSA, ar1 zehiri proteinlerinin 60
dk boyunca spektrofotometrik olarak periyodik absorbans okumasi yapildi, reaksiyonun
tamamlandiktan hemen sonrasi (3 ila 15. dk arasi) % farklara bakildiginda amilaz i¢in %
2,99, BSA icgin % 0,24, an zehiri i¢in % 0,9’dur. Fark en az olan protein boyayla stabil
davranig gosterdigi igin standart protein olarak kullanildi. Daha sonra BSA ve CA
proteinlerinin sabit konsantrasyonlarinda 10 dk boyunca farkli sicakliklarda (25, 30, 40, 50
°C) absorbans okumasi yapildi, HPLC agisindan tiibingte gergeklesecek reaksiyon 1,5 dk
oldugu i¢in bu dk i¢in optimum sicaklik baz alindiginda en yiiksek 30 °C’dir (Sekil 4.4).

Literatlirde spektrofotometrik Olgiimlerin akis enjeksiyon sistemiyle uygulanmasina
yonelik ornekler (Flow Injection Analysis: FIA) mevcuttur (Korenaga vd., 1992; Vidal vd.,
2003; Luca ve Reis, 2004). Da Silva ve Arruda tarafindan 2006’da yapilan bir ¢alismada



82

Bradford yontemi ve akis enjeksiyon analizi kullanilarak optimize edilip 3 farkli protein
numunesine uygulanmigtir. Liang ve Li tarafindan 2013’te yapilan bagka bir ¢alismada da
giinliik triinlerde protein igerigini belirlemeye yonelik diizensiz enjeksiyon temelli akig
enjeksiyon spektrometresiyle Coomassie Brilliant Blue G250 kullanilmis 200 ¢m reaksiyon
sarmali 2,65 mL/dk akis hiz1 ile BSA proteini i¢in lineer aralik 0,5-15 ppm ve LOD 0,05
ppm olarak belirlenmistir. Bu baglamda Bradford yonteminin HPLC’ye optimizasyon
caligmalarina gegilerek protein ve reaktif konsantrasyonu sabit tutulup optimum reaktif akig
hizi, reaktif akis hizi ve protein konsantrasyonu sabit tutulup optimum reaktif
konsantrasyonu, protein konsantrasyonu, reaktif akis hizi ve konsantrasyonu sabit tutulup
optimum reaksiyon sicakligi pik alani degerlerine gore belirlendi. Sabit protein (BSA)
konsantrasyonunda optimum kosullarda elde edilen normalize pik alanlarindan optimum
tibing boyu belirlendi. Optimum degerler; 30 °C reaksiyon sicakligi, 0,3 mL/dk reaktif
akisi, 0,5 mL/dk sabit HPLC pompa akisi, 70 mg/L reaktif konsantrasyonu, 2,5 m tibing
boyudur.

Gelistirilen yontemin tayin ve tespit limitleri ilag, gida ve standart proteinler agisindan
giiriltilerin standart sapmalar1 ortalamasinin sirastyla 3 ve 10 kati1 seklinde belirlendiler
(EURACHEM, 1998). 595 nm i¢in LOD: 0,0264 mg/mL, LOQ: 0,0882 mg/mL, CA igin
LOD: 0,0323 mg/mL, LOQ: 0,1076 mg/mL, immunoglobulin G i¢in LOD: 0,0513 mg/mL,
LOQ: 0,1711 mg/mL, insulin i¢cin LOD: 0,3301 mg/mL, LOQ: 1,1004 mg/mL olup en iyiden
en kotiiye dedeksiyon sirasiyla BSA, CA, immiinglobulin G, insiilin seklindedir. Bradford
reaktifinin bazik amino asitlerce (lizin, arjinin, histidin) zengin proteinlerde dedeksiyonu
yuksektir (Ku vd., 2013; Congdon vd., 1993). Dolayisiyla bir gida proteini olan jelatin ve
bir ila¢ protein olan immunoglobulin G bazik amino asitlerce zengin (sirasiyla 49 adet ve 47
adet) olduklarindan gelistirilen on-line HPLC-Bradfordla dedeksiyonlar1 280 nm’ye gdre
(var1 kantitatif, triptofan, tirosin ve sistein temelli) oldukga yiiksektir (Sekil 4.27, Sekil 4.29,
Tablo 4.6). 595 nm 6l¢cimi hem gelistirilen on-line HPLC-Bradford yontemi ile hem de off-
line spektrofotometrik olarak 280 nm’ye gore Ustlindur. On-line uygulamasi es zamanlt
ayirim ve dedeksiyonu saglamaktadir, yontem oldukg¢a hizlidir (Tablo 4.7).

Coziicti karisimlar1 (metanol ve % 0,1 formik asit, etanol ve % 0,1 formik asit, ACN ve
% 0,1 formik asit, pH 7,0 fosfat tamponu ve 0,2 M KCI karigimlar1)) BSA, CA,
immunglobulin G, insulin proteinleri igin spektrofotometrik olarak Bradford protein tayin
yontemiyle on-line HPLC-protein tayin yontemine model olmasi amaciyla (0,5 mL/dk

¢oziicii akisi, 0,3 mL/dk reaktif akis1 ve 20 puL protein enjeksiyonu oranlar1 baz alinarak)
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¢ozlict % kompozisyonu ya da tampon konsantrasyonu veya pH degistirilerek denenmistir.
Birgok caligmada farkli HPLC kolon tiirleriyle farkli ¢oziiciiler kullanildigi i¢in gelistirilen
yontemin baska kolon sistemleriyle ve izokratik ya da gradient ¢oziicii sistemleriyle de
uygulanabilir oldugu gosterilmek istendigi i¢in yontem c¢ok kullanilan c¢oziiciilerle
spektrofotometrik olarak denenerek modellemesi yapilmistir.

Izokratik veya gradient asetonitril ¢dziiciisiiyle BSA proteini HPLC ile 280 nm’de
dedeksiyon yapilcak olsa % 30’ larda etkili dedeksiyon gorilirken 595 nm’de % 20’lerde
etkili sonrasinda diismektedir, metanol ¢oziiciisiiyle % 5°te 280 nm’de yiiksek dedeksiyon
sonrasinda sabit kalmaktayken 595 nm’de % 1’de yiiksek dedeksiyon sonrasinda
diismektedir, etanol ¢oziiclisliyle gradient ya da izokratik dedeksiyon yapilacak olsa 280
nm’de % 3’te maksimum sonrasinda sabit dedeksiyon, 595 nm’de Bradford yénteminde ise
% 30’da maksimum sonrasinda diismektedir. CA proteini asetonitril ¢oziiciisityle HPLC’ de
izokratik ya da gradient ayrim sonrasi dedeksiyon yapilacak olsa 280 nm igin % 15 izokratik
595 nm (on-line yontem) igin ise % 10’a kadar gradient ¢alisilabilir. Immiinglobulin G igin
280 nm’de HPLC’de asetonitril ¢oziiclsiyle % 100’e kadar gradient ¢alisilabilirken 595 nm
(on-line yontem)’de % 5’e kadar gradient sonrasinda izokratik ¢alisilmalidir, metanol ya da
etanol ¢Ozucusuyle 280 nm’de % 100’e kadar gradient galigilabilirken 595 nm’de % 20°de
izokratik calisilmalidir. Insiilin i¢in asetonitril ¢oziicusilyle 280 nm’de HPLC’de % 100’e
kadar gradient 595 nm (on-line yontem)’de % 1 izokratik ¢alisilmaliyken metanol ya da
etanol cozicusiyle ise 280 nm’de % 100’¢ kadar gradient c¢alisilabilirken metanol
¢ozlcuslyle 595 nm (on-line yontem)’de % 5°te izokratik ¢alisilmalidur.

Peptid ya da proteinlerin ¢ozlnurlik Ozelliklerinde kritik rolt fizikokimyasal
parametreler belirler. Molekiiliin sahip oldugu toplam kalint1 sayist (polar ve apolar amino
asitler) ve toplam yiik sayis1 etkilidir. Kaotropik ¢6ziicii (asetonitril, etanol) miktar1 az
oldugu zaman hidrojen bagi koparak peptidin jellesmesi azalir. % 75’ten daha az kalinti
iceren insiilin gibi kiiglik proteinler tamamen polar olmayan kalint1 igerdigi zaman formik
asit gibi giiclii ¢oziiciilerle ¢oziiniirlestirilmeli sonra organik ¢oziiciiyle karistirilmalidir
(Maes vd., 2014; Schein vd., 1990).

Maes K. ve arkadaslarinin 2014’teki derlemesinde molekiiler arasi hidrojen bagi
olusturabilen amino asit kalintilar1 (D, E, H, K, N, Q, R, S, T, Y) polardir, ayrica molekiiller
arast hidrojen bag1 olusturamayan polar amino asit kalintilart da vardir (W, C) ve polarite ile
toplam yiikii dikkate alarak organik ¢dziictilerle protein iliskisini ele almistir. Dolayisiyla bu

acidan insiilin, immiinglobulin G, BSA ve CA proteinlerini ele alirsak polariteleri sirasiyla
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CAicin % 53, BSA icin % 57, insilin igin % 41 Immiinglobulin G i¢in % 50°dir. Asidik (D,
E amino asitleri temelli) ve bazik (R, H, K amino asitleri temelli) karakterleri ele
alindiginda CA, BSA, Immiinglobulin G bazik, insiilin nétr karakterlidir. Iyonlasabilme
yuzdeleri ise CA i¢in % 25, BSA icin % 33 insilin i¢cin % 18 immunglobulin G icin %
23’tur. Polarite % 50 ve % 50’nin altindayken metanol gibi bir protik ¢6ziicii asetonitrilden
daha etkilidir (Maes vd., 2014). Bu durumu immuinglobulin G ve insilin proteinleri
spektrofotometrik Bradford denemeleriyle desteklemektedir.

Ayrica diisiik %’lerde (% 0,1 - % 1) formik asit, trifloroasetik asit, asetik asit ya da
amonyak, amonyum bikarbonat gibi asit ya da bazlarla organik ¢ozuctler modifiye edilerek
dipol dipol ve iyonik etkilesimlere sebep olan protein adsorpsiyonu diisiiriiliir (Fang vd.,
2011; Hughes vd., 2007). Apolar amino asit kalinti sayisi polardan fazla (insiilin
proteinindeki gibi) ise % 100 asetonitril ile bulutlu ¢6zelti olusur ve formik asit eklendikten
sonra berraklasir (John vd., 2004).

Calisma devami gelebilecek nitelikte (diger spektrofotometrik yontemlerinde on-line
uygulamalar1 gelistirilecek) ve birgok ¢alismaya 1s1k tutacak nitelikte olup literatiire on-line
HPLC-Bradford yontemi ilk kez kazandirilmistir. Gelistirilen on-line yontem tespit ve tayin
smirinin yaninda daha sonraki tez ve miinferit calismalarda 6zellikle de siringa pompa
yerine HPLC pompas1 kullanilarak tekrarlanabilirlik, dogruluk, kesinlik, saglamlik gibi
parametreler agisindan tam valide edilmesi faydali olacaktir. Ayrica metodun farkli organik
cozlculerle spektrofotometrik model olarak denendigi sonuclar HPLC sisteminde on-line
uygulamalarda oncii teskil edip denenebilir.

Calismada gelistirilen yeni HPLC-DAD-Bradford yontemi peptid ve proteinlerin
karigimlardan ayrilarak miktarinin belirlenmesinin gerektigi ¢esitli alanlardaki ¢esitli
caligmalarda kolaylikla uygulanabilecek niteliktedir. Uygulama alanlar1 arasinda gida, tip ve
ilag sektdrleri 6n planda olacaktir. Gelistirilen yontemin 6zelllikle miktarlar ¢ok diisiik olan
peptid ya da proteinlerin tibbi amacl analizlerinde 6nemli bir yere sahip olmasi

beklenmektedir.
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