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Kromatografiye Giris, Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Kullaniminda Basit Ipuclar

Introduction to Chromatography, Basic Working Tips for High Performance Liquid

Chromatography

Burcu ESER'?, Aylin SEPICI DINCEL?
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Tibbi Laboratuvardan ila¢ sanayiine, gidadan veterinerlik,
ziraate; kimyadan gesitli sanayii dallarina kadar ¢ok genis bir
yelpazede kullanim alani bulan kromatografi; 6l¢iim, ayristirma
ve saflastirma gibi degisik amaglar i¢in kullanilmaktadir. Farkli
alanlarda ve ¢esitli yontemlerle kullanilan kromatografinin
en Oonemli, etkin ve yaygin kullanim alanma sahip olami ise
Likit Kromatografi temeline dayanan yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ve Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometri
(LC-MS/MS) cihazlaridir.

Kromatografi bir karigim igerisindeki bilesikleri birbirinden
ayrrmak ve maddeleri saflastirmak icin kullanilan bir yontemdir
ve ana amaci hedefledigimiz numunenin ayriminin yapilmasi ve
miktarin dl¢iilmesidir. Bu yontem, ¢esitli maddelerin, hareketli
bir faz yardimiyla, sabit bir faz iizerinde, degisik hizlarla hareket
etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanir.

Bu derlemedeki amacimiz kromatografiye giris, kromatografik
yontemlere genel bir bakis, ardindan HPLC ve LC-MS/MS
cihazlarini tanitmak ve kisa bir drnek ile metot gelistirme basamagi
hakkinda bilgi vermek, HPLC ve LC-MS/MS cihazlariyla ¢caligma
yaparken, metot gelistirirken arastirmacilara ve teknikerlere yol
gostermektir.
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ABSTRACT

Chromatography that finds usage in a wide range of fields from
medical laboratories to the pharmaceutical industry, from food to
veterinary medicine, agriculture, chemistry to different industrial
branches; is used for various purposes such as measurement,
separation and purification. The most important, effective and
common use of chromatography by various methods for different
fields is liquid chromatography which is based on high performance
liquid chromatography (HPLC) and LC-MS/MS devices.
Chromatography is a method used to separate and purify the
compounds in a mixture. The main aim of chromatography is
separation and measurement of the amount of our target sample.
This method is based on the principle of moving or drifting the
various materials at different speeds on a stationary phase by a
mobile phase.

The purpose of this article is to introduce an overview of
chromatographic methods, followed by introduction of by
descending to the basics of HPLC and to give brief information
about a sample analysis and method development step. We hope
that this article will shed light for researchers and technicians
in developing methods and working at HPLC and LC-MS / MS
instruments.

Keywords: Chromatography, HPLC, LC-MS/MS

GIRIS

Bu derleme, biyokimya bilim dalinda yiiriitiilen calismalarda
siklikla kullanilan, kullanilma agsamalarinda ¢ok farkli
sorunlarla karsilagilan, buna karsin ileri teknoloji olarak
kabul edilmeyen, rutin olarak kullanilmasinin bilinmesi
ve elde edilen sonuglarin yorumlanabilmesi, dgrencilerin
standart egitimlerinde olmasi gereken bir konu olan
kromatografik yontemlerden yiiksek performansl sivi
kromatografi (HPLC) cihazini kullanabilmeleri ve metot
gelistirebilmeleri i¢in hazirlanmistr.

Kromatografi; dl¢iim, ayristirma ve saflagtirma gibi degisik
amagclar i¢in kullanilmaktadir. Saglik, tarim, sanayi gibi
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bir¢ok degisik alanda ¢esitli kullanim yontemleri olan
kromatografinin en 6nemli, etkin ve yaygin olani ise Likit
Kromatografi temelli HPLC ve LC-MS/MS cihazlaridir. Bu
cihazlardan HPLC maddeleri kolondan ¢ikis zamanlarina
(RT) gore analiz etmektedir. Siklikla kullanilan diger
yontem olan LC-MS/MS ise molekiilleri hem kiitle/yiik
oranlarina goére hem de kolondan ¢ikis zamanlarina gore

analiz etmektedir.

Bu derlemede kromatografinin tanim, siniflandirma,
uygulama yontemlerinden kisaca bahsettikten sonra siklikla
laboratuvarlarda kullandigimiz  HPLC ve LC-MS/MS
cihazlarininin tanitimi, cihazlarin kullanim alanlari, birbirleri
ile karsilagtirmalari, yeni 6lglim metodlarinin gelistirilmesi
ve uygulanmasit hakkinda bilgiler sunacagiz. Bununla
beraber metot gelistirmeye drnek olarak laboratuvarimizda
gelistirdigimiz bir deneme calismasi olan metalloproteinaz
(MMP) ailesinden MMP-13 ve MMP-9 serum diizeylerinin

HPLC ile 6l¢timii ¢aligmasini agiklayacagiz.

1.Kromatografi

Kromatografi ilk olarak 1906’da Rus botanikgisi
Mikhail Tswett tarafindan bitki pigmentlerinin (klorofil)
ayriminda  kullanilmasindan bu yana biyokimyasal
molekiillerin tanimlanmasinda ve o6l¢limiinde giicli bir
teknik olarak kullanilmaktadir (7). Bu alandaki ¢aligmalari
ile AJ.P. Martin ve R.L.M. Synge 1952 yilinda, kiitle
spektrometresindeki ¢alismalart nedeniyle de Fenn J. B. ve
Tanaka K. 2002 yilinda Kimya Dalinda Nobel Bilim Odiilii
aldilar. Ilk modern cihaz ise 1965 yilinda Yale Universitesi,

Csaba Horvath tarafindan gelistirildi.

Kromatografi terimi Yunanca kokenli olup “renk yazimi”
(“khramoma” renk anlamina gelirken, “graphe” yazi
anlamina  gelmektedir)  anlamindadir.  Giiniimiizde
kromatografi, ortak ve uygun bir ¢oziicii ortamina konan
bir karigimin igerdigi maddelerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore ¢oziinerek ayrildigir ayirma islemlerine

toplu olarak verilen isimdir (1, 3).

Kromatografinin ana amact hedefledigimiz numunenin
ayrimi ve miktarinin Olglimiidiir. Bu yontem, ¢esitli
maddelerin, hareketlibir fazyardimuiyla, sabitbir faziizerinde,
degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri
esasina dayanir. Cozlici mobildir yani hareketlidir ve

incelenen karigimi sabit ortam boyunca tagir. Mobil ya da

tastyict faz degisik kromatografi tekniklerine gore sividan
gaza kadar, sabit faz da seliiloz kagidindan kapiller cam
tiiplere kadar farkli bir dizi materyalden olabilmektedir. Bu
karisim destek ortamui boyunca ilerlerken, molekiil destek
ortamindaki fonksiyonel gruplarla etkilesime girer.

1.1. Kromatografinin temelinde bilinmesi gereken

terimler

Cihaz kullaniminda ya da metot gelistirme asamasinda
bu terimler ya da baska bir deyisle bu faktorler etkin rol
oynamaktadir.

Mobil faz: Numuneyi, sabit faz (kolon) boyunca tagiyan,
cesitli fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip ¢oziicii
karisimlaridir. Kullanilacak olan mobil fazin segiminde,
analizi yapilacak numunenin bilesenlerinin 6zellikleri,
kullanilacak sabit faz ve dedektoriin ozellikleri gibi
parametrelere dikkat edilmelidir.

Sabit faz: Mobil faz icerisinde gelen numuneye ait
belirli
alikonulduklar1 fazdir. Kromatografi tekniginin ¢esidine

bilesenlerin  etkilesime girdikleri ve olciide
gore tasarlanmig, ¢ok degisik materyallerden, ¢ok farkll
Olgiilerde imal edilmistir ve “kolon” olarak adlandirilirlar.
Ozellikle gaz ve sivi kromatografileri igin ticari boyutta

¢esitli marka ve boyutta kolon tiretimi yapilmaktadir.

Alikonma: Mobil faz igerisinde gelen, analizi yapilacak
numuneye ait bilesenlerin sabit faz ile etkilesime girerek,
belirli oranda tutulmasi, yavaslatilmasi ve bdylece daha
gec olarak sabit fazi terk etmesi olayidir. Bu 6zellikten yola
cikilarak, belirli sabit analitik kosullar altinda, her kimyasal
madde i¢in parmak izi niteligi tasiyan alikonma zamani

(RT) tanimu tliretilmistir.

Sabit faz, mobil faz ve numunede yer alan maddeler

arasindaki  etkilesimin  tiirii: “Yilizey tutunmasi

veya adsorpsiyon” ile “¢Oziiniirlik” gibi kavramlar

kromatografinin temelini olustururlar (7).

1.2. Kromatografinin farkh siniflandirmalar:

Kromatografide, molekiillerin adsorpsiyon, dagilma ve
degistirme gibi ozellikleri etkin rol oynar. Bu o6zelliklere
gore de kromatografik yontemler ayrilma mekanizmalari,
uygulama bi¢imi, faz tiplerine gore farkli gruplarda
toplanirlar (Tablo 1) (1, 2, 3, 6, 10).
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Tablo 1: Kromatografik Yontemlerin Siiflandiriimasi

Ayrilma Mekanizmalarina Gore Kromatografiler

Uygulama Bicimine Gore Kromatografiler

Faz Tiplerine Gore Kromatografiler

Adsorpsiyon kromatografisi

Diizlemsel kromatografi

Stvi kromatografisi

Partisyon kromatografisi —Kagit kromatografisi Stvi-Kat1 kromatografisi
fyon degistirme kromatografisi —Ince tabaka kromatografisi (TLC) Stvi-Stvi kromatografisi
Kolon kromatografisi

Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi —Gaz kromatografisi (GC) Gaz kromatografisi

—Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

Kromatografik temelli yontemlerin kullanilan mobil ve sabit
faz gibi degisik faktorlere gore degisik siniflandirmalari
oldugu goriilmektedir.

Simdi laboratuvarlarimizda siklikla kullanmakta
oldugumuz s1vi kromatografi temelli HPLC ve LC-MS/MS

cihazlarindan kisaca bahsedelim.

2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
(HPLC)

2.1. HPLC Cihaz ile Calisma Basamaklari:

1. Test edilecek biyomolekiiliin uygun bir ¢oziiciide
coziinmesi: Protein, peptit ya da diger test edilecek olan
molekiiller organik ya da uygun bir ¢6ziicii kullanilarak

¢Oziiliir.

2. Numunedeki bilesenlerin ayrimi: Bilesenlerin ayrim
sabit faz olarak nitelendirdigimiz kolonda gergeklesir.
Coziinen karisim kolona enjekte edilir. Kolon boyunca bu
karisim ve mobil fazdan olusan sivinin hareket etmesi icin
bir basing uygulanir. Bu basingla birlikte farkli bilesenler,
kolonda farkli hizlarda ilerlerler. Bdylece bilesenler ¢ikisa

farkli zamanlarda ulasir.

3. Ayrilan bilesenlerin ve miktarlarmin tayin edilmesi:
Bilesenler ayrildiktan sonra miktarlarinin tayini igin
detektorlerden faydalanilir. Bunun i¢in numunelerin
ozelliklerine gore UV, floresans, iletkenlik, kiitle gibi farkli

detektorler segilebilir.

4. Kromatogramlarin degerlendirilmesi: Detektorden elde
edilen kromatogramlar giliniimiizde degisik bilgisayar

programlar1 yardimiyla rahatg¢a yorumlanabilmektedir (4).

2.2. HPLC Cihazina Genel Bakis:

Genel olarak 8 kisimdan olusur; Mobil faz (¢6ziicii) siseleri,

degasser, pompa, enjektor, kolon firmni, kolon, dedektor,

kaydedici, bu kisimlardan bazilar1 ¢alisilacak numuneye ve
cihaz marka, modeline gore degisiklik gosterebilir.

2.2.1. Mobil faz (¢oziicii) siseleri: Genel olarak bir HPLC
cihazinda bir veya daha ¢ok cam veya paslanmaz ¢elik kaplar
bulunabilir. Caligmada sulu tamponlardan hidrokarbonlara
kadar farkli polaritede g¢oziiciiler kullanilabildigi i¢in bu
kaplarin kalitesi dnemlidir. Ayrica kullanilan bu ¢6zeltilerin
saf olmasi gereklidir. Bu durum kolonu veya numuneyi
etkileyerek hatalara sebep olabilir.

2.2.2. Degasser: Mobil faz icerisinde bulunan eriyik
gazlarin giderilmesi i¢in kullanilan bir sistemdir. Tim
solventlerin gazinin alinmasi gereklidir. Mobil fazda hava
kabarciklarinin bulunmasi pompa ve kolonda problemlere
yol agabilmektedir. Ornegin; kolonda kabarcik olusmasi pik
geniglemesine veya RT’nin kaymasina yol agabilir. Gazin
almmasi farkli sekillerde gergeklestirilebilir; solventlerin
1sitilmasi, karigtirarak  vakuma maruz birakma, ultra
sonifikasyon veya solvent sisesine helyum gazi verilmesidir.
Ancak gelisen teknoloji ile beraber cihazda standart olarak
bulunan bir modiil haline gelmistir.

2.2.3. Pompa: HPLC pompasi, sivi kromatografi sisteminin
en Oonemli kisimlarindan bir tanesidir. Sistemde; numune
ve fazimizin enjektor, kolon ve dedektdér boyunca stirekli
sabit akisini saglayan kisimdir. Pompanin goérevi sivinin
sistem igerisinde dolagimini saglamaktir. Dakikada akan mL
cinsinden gosterilir. Yiiksek basing altinda g¢alisabilmesi,
basing dalgalanmasinin diigilk olmasi, akis dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi, kendi tizerinden kumanda edilebilme
olanagi bir pompa sisteminde olmasi gercken temel
ozelliklerdir (2).

HPLC donaniminda yer alan pompalama sistemleri,
akis hizina (mikrobore,
pompa sistemleri),

standart bore ve preperatif
kullanilan
malzemeye (metalik, ametalik), pompanmn mobil fazi

pompanin  yapiminda

iletme mekanizmasma (siringa tipi, piston pompalar)
ve tipine (izokratik/tek kanalli, binary/ikili, quaternary/
gradyen 4 kanalli pompa sistemleri) gore degisik sekillerde
siiflandirilabilir.



54 Burcu Eser ve Ark.
HPLC Kullanim1 ve Ipuglar

Journal of Health Services and Education; 2(2): 51-57

Burada izokratik ve gradyen sistem pompalar1 One
cikmaktadir. Caligmalarda molekiillerin ayrimi ve metot
gelistirmede 6nemlidir.

Bir deney sirasinda pompa, degismeyen sabit bir akis
sagliyorsa bu sisteme izokratik sistem denir, basit ayrimlar
icin uygundur. Gradyan sistemde hareketli faz bilesimi
zamanla degisim gosterir. Kompleks karisimlarin ayrimi
icin ve bilinmeyen karisimlarda metot gelistirmek igin
tercih edilir (2, 4).

2.2.4. Enjektor: HPLC sistemini olusturan kisimlardan biri
olan enjektor, numunenin sabit faz (kolon) 6ncesinde mobil
faza enjekte edilmesi i¢in kullanilir. Elle kumanda edilen
manuel ve bilgisayar kumandali oto-enjektorler olmak
tizere 2 ¢esidi bulunmaktadir.

Giliniimiizde artik Oto-enjektor tinitelerinde sogutma, 1sitma,
seyreltme ve karigtirma gibi 6zellikler de vardir.

2.2.5. Kolon Firimi: Calismanin kalitesi agisindan kolonun
tutuldugu ortamin sabit bir 1sida olmasi gerekmektedir.
Bunun i¢in kolon firm1 HPLC cihazlarinda 6nem arz eder.
Hava sirkiilasyonlu ve blok 1siticili olmak {izere iki tiirii
vardir.

2.2.6. Kolon: HPLC donaniminin temel yap: taslarindan

birisi olan kolon, karmasik orneklerde bilesenlerin
birbirinden iyi ¢ozlniirliikkle ayirimimdan sorumlu sabit

fazdir.

Kolon i¢ yiizeyinde kullanilan malzemenin kimyasal ve
fiziksel 6zellikleri ¢ok ¢esitli olup, kullanilacak mobil fazin
ve uygulanacak HPLC metodunun &zelliklerine ve analizi
yapilacak 6rnegin bilinen kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine
gore segilmelidir.

Birgok analitik kolonun i¢ ¢apt 2-5 mm aralifinda
degismektedir. Kolon i¢ ¢apr arttik¢a akis hizi ve i¢ doldurma
hacmi artmakta fakat olusacak piklerin ¢o6ziintirligi
dolayisiyla duyarlilik azalmaktadir.

Kolonlarin uzunlugu ¢ok ¢esitli olup genellikle 30-300 mm
araliginda degismektedir. Kolon uzunlugu arttikca 6rnek
bilesenlerinin ayirimi daha iyi olmakta fakat analiz siiresi
uzadigi i¢in daha fazla mobil faz harcanmaktadir. Analizler
icin dogru kolon se¢imini yapmak ¢ok dnemlidir.

Kolon boyutlarmin tanimlanmasina uluslararasi standartlar
getirilmistir. Buna gére dnce mm cinsinden uzunluk ve
cap yazilmakta, bunu firma adi, sabit faz tiirii, Angstrom
tiriinden poroz ylizey ¢api ve mm cinsinden partikiil
bliylkligi izlemektedir (Sekil 1) (10, 11, 12).

Boy(mm) ¢ap(mm) firma ad1 partikiil buyiklagii(u)

NV /

250/4,6 Nucleosil/(}lS 100 -5

sabit faz tiirii poroz yiizey capi(A)

Sekil 1: Ornek bir kolon tanimlanmasi

Kolon se¢imi esnasinda kolon dolgu maddeleri ve
karakteristikleri, partikiil boyutu ve sekli, por capi,
fonksiyonel gruplarin baglanma sekilleri, karbon yiikii, end-
capped o6zelligi, silika saflig1 gibi bazi terim ve parametreleri
¢ok sik duyacagiz ve calismamiz1 direkt etkileyecektir.

HPLC’de kullanilan kolon ile mobil faz ve bunlarin
etkilesimleri gibi bazi Ozellikler dikkate alinarak farkli
ayrim teknikleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda Normal
Faz (Normal Phase; NP), Ters Faz (Reverse Phase; RP),
Ters Faz iyon Cifti (Reverse Phase Ion Pairing; IP), iyon
Degisim (Ion Exchange; IC), Boyut Eleme (Size Exclution;
SEC (GPC/GFC)) ve Kiral Ayrim (Chiral Separation)
tekniklerini sayabiliriz (2).

2.2.7. Dedektor: Kolondan ¢ikan bilesenleri gérebilmemizi,
bunlarin ayrim ve miktarlarini belirlememizi saglar.
Dedektorden gecen maddeler bir kaydedici yardimiyla
kaydedilerek, zamana karsi dedektor cevabina ait bir grafik
olustururlar ve buna da kromatogram denir.

Ultraviole/Gortiniir Bolge Dedektorii (Ultraviolet/Visible
Dedector-UV/VIS), Fotodiyot Array Dedektdrii (Photodiode
array dedector-DAD), Floresans Dedektorii (Fluorescence
dedector-FLD), Tletkenlik ~Dedektorii  (Conductivity
dedector-CDD), Refraktif indeks Dedektorii (Refreactive
index  dedector-RID),  Elektrokimyasal = Dedektor
(Electrochemical dedector-ECD), Kiitle Dedektorii (Mass
dedector-MS) gibi ¢esitli dedektorler gelistirilmistir (3, 4,
11).

Yapacagimiz ¢alismaya veya analizini yapmak istedigimiz
numunenin 6zelliklerine uygun bir dedektor segmeliyiz.

3. Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-
MS/MS)

Sivi kromatografi temeline dayanan bir yontem ve cihazdir.
Kullanilan kiitle dedektoriiniin sagladigi calisma kolayligi,
keskinlik gibi etkenler nedeniyle laboratuvarlarda ekstra
onem kazanmistir. Calismalarda metot yazarken HPLC-UV,
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HPLC-FLD, HPLC-MS seklinde gosterimlere rastlanabilir.
Aslinda LC-MS/MS cihazint HPLC cihazinin bir alt tiiri
gibi tanimlayabiliriz. Fakat kiitle dedektoriiniin yiiksek
ozellikleri sayesinde farkli bir yontem veya cihaz olarak
anilmaktadir.

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda
hareket eden yiiklii partikiilleri kiitle/yiikk (m/z) oranlarina
gore diger yiiklii partikiillerden ayirt ederek dlgme esasina
gore calisan cihazlardir (8, 9, 10).

Kiitle dedektorii iyon kaynagi, kiitle analizorii ve iyon
dedektor sistemi olmak tizere 3 kisimdan olusur.

Iyon Kaynag: Numunenin iyonlastirilarak cihaza

gonderildigi  kisimdir. Analizi yapilacak numunenin
ozelliklerine gore ESI (Electrospray Ionization) veya APCI
(Atmospheric Pressure Chemical lonization) iyonizasyon
teknikleri kullanilabilir. Genel olarak aminler, peptidler ve
proteinler gibi polar bilesikler ESI teknigi, steroidler gibi

apolar bilesikler ise APCI teknigi ile analiz edilir (8, 9).

Kiitle Analizérii: Iyon kaynagindan gelen iyonlar,
kuadropoller sayesinde degisen elektromanyetik bir alana
tabi tutularak m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore ayrilirlar (8,
9).

MS 1iyon Dedektér Sistemi: MS dedektorii yiiksek
duyarliliga sahip, pozitif ve negatif iyon modlarinda
calisabilen iyonlar kiitle ve yiiklerine gdre analiz edebilen
bir sistemdir (8, 9).

Kiitle Spektrometresi, bilinmeyen bilesiklerin tanimlanmast,
organik ve inorganik molekiillerin yapisal Gzelliklerinin
belirlenmesi gibi her tirli bilinen bilesigin kantitatif
analizinin “yiiksek duyarlilik ve oOzgiilliikte” Olcebildigi
bir tekniktir. Molekiilleri kiitle/yiik oraninina (m/z) gore
ayristirir ve 6lger (8). Bunun i¢in 6nce molekiiller iyonlara
(elektriksel olarak + ya da — yiikli hale) donistiiriiliir.
Ardindan gaz fazina gegirilerek cihaza gonderilir. LC-MS
de her molekiil i¢in bir retansiyon zamani ve bir m/z degeri
vardir. Ayn1 m/z oranina sahip pek ¢cok molekiil mevcut
olmasina karsin ayn1 parcalanma iyonlaria sahip molekiil
say1s1 dogada 1/10000 diir.

LC-MS/MS ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile maddenin
miktar tayininin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir.
Sonuglarin dogrulanmasina da gerek duyulmamaktadir.
MS/MS, kantitatif uygulamalar i¢in yiiksek bir duyarlilik ve

kesinlik saglar.

4. HPLC ve LC-MS/MS cihazlarimin kullanim
alanlar ve performanslarinin karsilastirilmasi

Buraya kadar kromatografik yontem ve cihazlar
tanimaya calistik. HPLC ve LCMS/MS cihazlarinin bize
kazandirdiklart ve kullanim alanlarina da kisaca deginelim.

4.1. HPLC’nin Kullanim Alanlar1

Cok yaygm kullanim alan1 bulunan bu teknik ile yapilan
analizleri yedi baslik altinda topladik. Bunlar; (a) ilag
analizleri (antibiyotikler, sedatifler, steroitler, analjezikler),
(b) biyokimyasal analizler (aminoasitler, proteinler,
karbonhidratlar, lipitler, hormonlar, vitaminler, VMA,
metanefrin, SHIAA, katakolaminler, ketosteroidler, Porfirin,
Homosistein, HbA1C), (c) gida analizleri (antioksidanlar,
alfatoksinler, suni tatlandiricilar, gida katki maddeleri,
hormon ve pestisit kalint1 analizleri, su analizleri), (d) adli
tip, toksikoloji (uyusturucu ilaglar, narkotikler, zehirler),
(e) klinik biyokimya (Safra asitleri, iire ekstraktlari, ilag
metabolitleri), (f) Gida ve gevre kirleticileri (Pestisitler,
herbisitler, fenoller), (g) Endiistriyel analizler (Polimerler,
boyalar, ylizey aktif maddeler, ¢ok halkali aromatikler, petro

kimya uygulamalar) (12, 13).

4.2. LC-MS/MS Kullanim Alanlar

Klinik Uygulamalar; Yeni dogan taramalari, yag asidi
oksidasyon defektleri, organik asidemiler, amino asit
metabolizmasi bozukluklari, iire siklusu enzim defektleri
gibi birgok metabolik hastaliga ayni anda ve ¢ok kisa siirede
tan1 koymak miimkiindiir. Lizozomal depo hastaliklari;
(Mukopolisakkaridozlar (MPS), steroid hormonlar; El,
E2, progesteron, testesteron, kortizol (serum, idrar ve
tikriik), aldosteron, androstenedion, kortizol, kortizon,
11-deoksikortizol, 21-deoksikortizol, 17-OHP, DHEA,
DHEAS), D Vitamini; D2, D3, 3-epi izomerleri, vitaminler,
insiilin, T3, hemoglobin analizleri, karbohidratlar, karmasik
matrislerde bulunan eser seviyedeki analitlerin hassas
miktar tayini, doku, kan gibi biyolojik 6rneklerde ilag ve
metabolitlerinin 6l¢liimii, oksidatif stres biyobelirteclerinin
kantitatif (SOD, MDA), tiyol
biyobelirteglerin dl¢iimii (homosistein), 8-OHdG ve iliskili
DNA biyobelirtegleri 6l¢iimii, DNA baz hasart dlgiimii
(80OHAG — 8-hidroksi-2‘deoksiguanozin).

analizi katalaz,

Biyoteknoloji : Protein, peptit ve oligoniikleotidler

Adli Tip, Toksikoloji: Uyusturucu ilaglar, narkotikler,
zehirler



56  Burcu Eser ve Ark.
HPLC Kullanim1 ve Ipuglar

Journal of Health Services and Education; 2(2): 51-57

Farmasotik Uygulamalar: Farmakokinetik, {la¢ metabolizmasi,
Tlag gelistirme, Tlag seviyeleri

Cevre, gida analizleri: Gida numunelerinde pestisit ve
metabolitlerinin, hormon ve metabolitlerinin, aflatoksin-
mikotoksin analizleri vb., su analizleri (8, 9, 13).

4.3. HPLC ve LC-MS/MS cihazlarimin performans
karsilastirmalari

HPLC cihazinin ¢aligmalarimiza katkilar1 es zamanli analiz,
dogruluk, ytiksek hassasiyet (ppm-ppb), kiiciik enjeksiyon
hacmi (1-100 pl), genis uygulama sahasi, zor olmayan
analiz kosullar1 ve ¢ok iyi tekrarlanabilirlik (10, 11, 12,
13) olarak siralanabilir. Yukarida da bahsettigimiz iizere
LC-MS/MS cihazinda kullanilan kiitle dedektorii sayesinde
HPLC’de dlgemedigimiz ya da ayrimmi yapamadigimiz
bircok numne LC-MS/MS’de olgiilebilmektedir. Ayrica
yiiksek secicilik, 6zgiinliik ve az miktarda reaktif gerekliligi
gibi avantajlari sayesinde 6zel olarak tercih edilmektedir.
Ek olarak genis analitik Ol¢iim araligi, ayn1 anda birgok
analitin 6l¢iilebilmesi, eser miktardaki maddelerin tespiti ve
dogrulama metodu olarak tavsiye edilebilmesi de avantajlari
arasinda sayilabilir. HPLC ise kullanimi ve uygulamasi
kolay ve daha az maaliyetli olmasi gibi avantajlar
sayesinde cihazin bakimi ve maliyet yiiksekligi, yiiksek
deneyimli personel gerekliligi, analizin kompleksligi,
referans metot yoklugu, otomasyon uyumsuzlugu gibi
zorluklari olan LC-MS/MS’e karsi tercih sebebidir. Bunlara
ek olarak LC-MS/MS diisiik dedeksiyon limiti ve parmak
izi hassasiyetinde ve dogrulugunda sonuglar vermesi
sayesinde laboratuvarlarda (6zellikle adli tip ve toksikoloji
alanlarinda) altin standart yontem olarak kabul edilmektedir.

5. HPLC’de metot gelistirme

HPLC ile metot gelistirmede Oncelikle numune ve
aradigimiz biyomolekiiliin yapisini, fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini belirlememiz gerekmektedir. Daha sonra bu
ozelliklere uygun mobil faz, kolon, yontem vb. se¢imleri
yapilir. Se¢imleri yaparken ¢aligma esnasinda yakin 6zellik
ve etkinlikte olan kolon boyutlari, mobil faz igerigi gibi
bir¢ok degisken karsimiza ¢ikacaktir. En iyi sonuglari elde
edebilmek i¢in tiim bu degiskenleri tek tek ele alip, ayr1 ayr
calisarak degerlendirmemiz gerekir. Bu siire¢ bazen ¢ok
uzun zaman almaktadir. Yapacagimiz calisma ile ilgili iyi
bir kaynak taramasi, referans metot ve makale arastirmasi
mutlaka gerekmektedir. Burada ila¢ ve cihaz firmalarinin

ya da resmi kurum (Or: FDA) ve bilim kuruluslarmin
yaymladig1r brosiir, internet sitesi gibi kaynaklardan da
faydalanabiliriz (4, 5, 10, 11, 12, 13, 14).

HPLC ile analiz yontemi gelistirilmesine Ornek bir
calismamizda ise genis faaliyet yelpazesi ve ifade alanlarina
ve kompleks bir yapiya sahip metalloproteinaz (MMP)
ailesinden MMP-13 ve MMP-9 diizeyleri ele alinarak
oncelikle en yaygin olarak kullanilan1 ELIZA yéntemi ile
belli hasta serumlarinda MMP-13 ve MMP-9 diizeyleri tespit
edildi. Ancak bu yontemin hassasiyet ve 6zgiilliik ile ilgili
dezavantajlar1 disiiniilerek laboratuvarlarda yaygin olarak
kullanilan ve hassaslig1 ve yaptigi dogru dl¢timlerle bilinen
HPLC cihazi ve yontemi ile ornekler calisildi. Yapilan
literatlir taramasinda MMP’lerin HPLC’de 6l¢iimiine dair
referans bir metot bulunamamustir (17, 18). ELIZA degerleri
bilinen hasta sonuglart HPLC g¢alismasindan elde edilen
sonuglarla karsilagtirildi. Literatiir taramasinin ardindan
MMP i¢in HPLC’de bir 6l¢iim yontemi gelistirme denemesi
yaptik (19, 20, 21). Yontemde kullanilan cihazlar; CBM-
20A Sistem Kontrol Unitesi, DGU-20A On-line Degaz
Unitesi, LC-20AT Pompa, SIL-20AC Oto Ornekleyici,
CTO-20A Kolon Firini, SPD-M20A Photo-diode Array
(PDA) dedektér modiillerinden olusan Shimadzu HPLC
sistemidir. Kullanilan kimyasal maddeler HPLC grade idi.
Calismada Intersil ODS3 5%4,6%*150 mm analitik kolon
kullanildi. Izokratik modda calisildi. Mobil faz olarak
%60 Asetonitril, %40 Distile su ve %0,01 Trifloroasetik
asit karisimi kullanildi. MMP standartlari metanolde diliie
edilerek kullanildi. Ornek serumlar ise perklorik asit ile
ekstrakte edilerek cihaza enjekte edildi. PDA dedektor ile
yapilan dalga boyu taramasinda en yiiksek pikin 205 nm
ye ait oldugu gozlendi. MMP-13 ve MMP-9 standartlar
metanol ile ¢oziilerek 1000 ve 500 ng/ml’ye seyreltildi.
Standartlarin cihaza ayri enjeksiyonundan sonra elde edilen
komatogramlar istiiste ¢akistirilarak piklerin uyumlulugu
gosterildi. Ayni zamanda konsantrasyonlar arasindaki
fark ile uyumlu kromatogramlar elde edildi. Standart
calismalarinda elde ettigimiz pikleri 6rnek serumlarda da
elde edip edemeyecegimizi aragtirmak amaciyla bir 6rnek
serum, ayni drnek seruma MMP-13 ve MMP-9 standartlarini
ayrt ayrt ve beraber ekleyerek deneme galismalart yaptik.
MMP miktarlarinin normal saglikli insan serumlarinda ¢ok
diisiik seviyede oldugu bircok literatiirde bahsedilmistir.
Sadece ornek serumun kullanildigi ¢aliymada herhangi
bir pik elde edilememistir. Elde edilen kromatogramlari
inceledigimizde MMP-13 ve MMP-9
seruma ayr1 ayri eklenmesiyle yapilan dl¢limlerde piklerin

standartlarinin

retansiyon zamanlarinda bir fark gosterilememistir. Bu
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durum elde edilen piklerin total MMP’ye ait oldugu
durumunu diisiinmemizi saglamistir. Ardindan MMP-13 ve
MMP-9 standartlarmin birlikte seruma eklenerek yapildigt
calismada elde ettigimiz pikler de bu sonucu dogrular
niteliktedir.

SONUC

Bu derlemede laboratuvarlarda siklikla kullanilan ve daha
da geliserek kullanilmaya devam edilecek olan HPLC
ve LC-MS/MS cihazlarinin o6zelliklerini tanimladik. Bu
cihazlarin iyi bir sekilde taninmasi gerek rutin ¢alismalarda,
gerekse gelistirilecek yeni tani yontemlerinde biiyiik
kolayliklar saglayacaktir.

Tesekkiir Bilgisi:
hazirlanmasinda ve

Bu derleme egitim materyalinin

sunulan verilerin  c¢alisilmasinda
saglanan maddi destek Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan 01/2017-35 kodu ile desteklenen
proje ile gerceklestirilmistir.

KAYNAKLAR

1. YildizA, Geng O, Bektas S. Enstriimental Analiz Y 6ntemleri.
Hacettepe Universitesi Yayinlari. Ankara. 1997.

2. Burtis CA, Ashwood RA, Ceviri Editorii: Prof.Dr.Diler
Aslan. Tietz Klinik Kimyada Temel Ilkeler, 5.Baskidan
Ceviri (Palme). 2007

3. Skoog DA, Holler FJ, Nieman TA. Ceviri Editorleri:Kili¢ E,
Yilmaz H. Enstriimantal Analiz ilkeleri. 6. Baskidan eviri.
Bilim yayncilik, Ankara

4.  Pathy KS ,Murthy YLN, Sunithasarma, Ramaiah A. Basic
Skills Trammg Guide — HPLC method development and
validation — an overview

5. Pathy KS. How to Start Analytical Method Development

6.  Firat Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii. Enstrumental
Analiz Laboratuvart Deney Foyti. 2013

7. Prof. Dr. Ulvi Reha Fidanci. Kromatografi. Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi. http:/ulvireha.fidanci.org/
kromatografi/

8.  Islekel H. LC-Tandem MS-MRM Temel Arastirma ve Klinik
Laboratuvarda Kullanim. Dokuz Eyliil Universitesi Tip

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Fakiiltesi. 2011 (http://www.turkbiyokimyadernegi.org.tr/
dosyalar/belgeler/kongre/huray-islekel.pdf)

Biberoglu G. Kiitle Spektrometresi ve Tip Alaninda
Kullanimi. T Klin T1p Bilimleri 2003, 23:491-498

Aguilar, M.1. (2004). HPLC of Peptides and Proteins Methods
and Protocols. Totowa, New Jersey: Humana Press Inc.
Snyder, L.R., Kirkland, J.J., Glajch, J.L. (2012). Practical
HPLC Method Development (Second Edition). Canada: John
Wiley & Sons, Inc.

Boyer R. Biochemistry Laboratory: Modern Theory and
Techniques. Benjamin Cummings, San Francisco, A.B.D.
2009

Gault V. A. and McClenaghan, N. H. Understanding
Bioanalytical Chemistry. Principles and Applications. Wiley-
Blacwell, Fabulous Printers Pte. Ltd., Singapore, 2009

Reed R., Holmes D., Weyers J., Jones A. Practical Skills in
Biomolecular Sciences. Second Edition, Pearson Education,
2003.

Boyer R. Concepts and Skills in the Biochemistry/Molecular
Biology Lab. Biochemistry and Molecular Biology Education
31(2): 102-105, 2003

Biiyiikoztiirk, S., Kilic Cakmak E., Akgiin, O. E., Karadeniz,
S., ve Demirel, F.. Bilimsel Arastirma Yontemleri, Ankara,
Pegem A Yayncilik, 2008.

Clark, I.M. (2001). Matrix Metalloproteinase Protocols.
Totowa, New Jersey: Humana Press Inc.

Clark, .M. (2010). Matrix Metalloproteinase Protocols
(Second Edition). London: Springer Science+Business
Media, LLC, Humana Press Inc.

Fernandez-Patron, C., Zouki, C., Whittal, R.M., Chan,
J.S., Davidge, S.T., Filep, J. (2002). Methods for Analysis
of Matrix Metalloproteinase Regulation of Neutrophil-
Endothelial Cell Adhesion. Biol Proced Online, Oct 28;4:38-
48.

Kotnik P, Krajnc MK, Pahor A, Fin§gar M, Knez Z.HPLC-MS/
MS method optimisation for matrix metalloproteinase 3 and
matrix metalloproteinase 9 determination in human blood
serum using target analysis. J Pharm Biomed Anal. 2018 Feb
20;150:137-143.

Wang Y, Zagorevski DW, Lennartz MR, Loegering DJ,
Stenken JA. Detection of in vivo Matrix Metalloproteinase
Activity using Microdialysis Sampling and Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry. Anal Chem. 2009 Dec
15; 81(24): 9961-9971.


http://ulvireha.fidanci.org/kromatografi/
http://ulvireha.fidanci.org/kromatografi/
http://www.turkbiyokimyadernegi.org.tr/dosyalar/belgeler/kongre/huray-islekel.pdf
http://www.turkbiyokimyadernegi.org.tr/dosyalar/belgeler/kongre/huray-islekel.pdf

