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Doku Protein Diuizeylerinin Belirlenmesinde Pyrogallol
Red-Molibdat ve Lowry Yontemlerinin Karsilastirilmasi:

Metodolojik Arastirma

Comparison of Pyrogallol Red-Molybdate and Lowry Assay in
Determination of Tissue Protein Levels: Methodological Research
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OZET Amac: Total protein igeriginin belirlenmesi, biyokimya
arastirmalarinda ve rutin klinik laboratuvar uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilir. Bu ¢alismada, Lowry ve pyrogallol-red molibdat
analizleri kullanarak dokudaki protein konsantrasyonlarini
karsilastirdik. Gere¢ ve Yontemler: Analiz igin rat beyin doku
(n=35) o6rnekleri kullanildi. Dokular ¢ikarildi ve %1,15 KCl igeren
tamponla (agirlikca %4) homojenize edildi. Homojenatlar 10 dk
boyunca 1.000 g’de santrifiijleme ile ayrildi. Total protein
konsantrasyonlar1, homojenatlarin ¢éziiniir protein fraksiyonlarinda
Lowry ve pyrogallol red-molibdat spektrofotometrik teknikleriyle
Ol¢iildii. Bulgular: Pyrogallol-red molibdat metoduyla &lgiilen
ortalama protein degerleri (6,66+4,59 mg/mL) Lowry metoduyla
Olgtilen ortalama protein degerlerine (6,67+3,21 mg/mL) yakindi. Bu
¢alismada 2 yontem arasinda Pearson korelasyon analizine gore
istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu gosterildi (r=0,99
p<0,0001). Bland-Altman analizine gore bias degeri 0,059, iist
uyusma limiti 3,16 (%43), alt uyusma limiti ise -3,04 (%71) olarak
bulundu. Sonug¢: Bu 2 yontem, dokudaki proteinin 6l¢iilmesinde
birbirinin yerine kullanilamaz. Olgiimler arasindaki farklilik,
kalibratorlerin farkliligina, doku protein stabilitesine ve tiriinlerdeki
interferansa bagli olarak olusabilir.

Anahtar Kelimeler: Lowry; pyrogallol red-molibdat;
doku protein diizeyi

ABSTRACT Objective: Determination of total protein content is
common to use in biochemistry research and routine clinical laboratory
practice. In this study, we compared protein concentrations of tissue
using Lowry and pyrogallol red-molibdat assays. Material and
Methods: Rat brain tissue (n=35) samples were used for analysis.
Tissues were minced and and homogenized (4% wt/vol) with buffer
containing 1.15% KCI. The homogenates were separated by
centrifugation at 1,000 g for 10 min. Total protein concentrations were
measured by the Lowry and pyrogallol red-molibdat
spectrophotometric techniques in the soluble protein fractions of the
homogenates. Results: Mean protein values (6.66+4.59 mg/mL)
assayed by pyrogallol-red molybdate method were close to mean
protein values (6.67+3.21 mg/mL) assayed by Lowry method. In this
study, there was a statistically significant correlation between the two
methods according to the Pearson correlation analysis (r=0.99,
p<0.0001). According to Bland Altman analysis, the bias value was
0.059, the upper agreement limit was 3.16 (43%), and the lower
agreement limit was -3.04 (71%). Conclusion: These two methods may
not be used interchangeably in measuring protein in tissue. The
difference in measurements can occur due to differences of calibrators,
tissue protein stability and interference in the products.

Keywords: Lowry; pyrogallol red-molibdat;
tissue protein level

Biyolojik sivilarda, kantitatif protein tayini i¢in
klinik biyokimya ve arastirma laboratuvarlarinda
birg¢ok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler,
proteinlerin kolorimetrik, turbidimetrik ve boya
baglama reaksiyonlarina dayanir. Kolorimetrik
Ol¢iimlerden en bilineni 1949 yilinda gelistirilen
Biiiret Biiiret

metoduyla Ol¢lim  prensibidir.

metodunda, proteinlerin peptid baglarina alkali

ortamda bakir  (II)

indirgenmesiyle olusan bakir (I) iyonlari, soliisyonun

baglanan iyonlarimin
renginin maviden mora dénmesini saglar.! Bu metot
daha sonradan yanlis indirgenmeleri 6nleyen Folin-
phenol reaktifinin (Folin-Ciocalteu’s
adi

gelistirilmistir.?> Gliniimiizde bu yontem, uzun ve

phenol)

eklenmesiyle Lowry metodu altinda

hassas calisma prosediirii nedeniyle pek sik tercih
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edilmese de ekonomik olmasi nedeniyle aragtirma Kyoto, Japan) protein tayini yapildi. Bu analizde
laboratuvarlarinda héalen kullanilmaktadir. kalibrasyon i¢in 1 mg/ml olarak hazirlanan bovine
serum albumin (BSA) (Sigma (St. Louis, MO)
protein soliisyonu stok kalibrator olarak kullanildi.

Klinik biyokimya laboratuvarlarinda boya

baglama yontemleri yaygin olarak kullanilan

metotlardan biridir. 1983 yilinda Fujita ve ark. Daha sonra bu siipernatantlardan Pyrogallol red-

tarafindan rapor edilen boya baglama metotlarmdan molibdat metotlu ayn1 markali kitleri kullanan Advia

biri olan pyrogallol red-molibdat metodu, asidik 2400  otoanalizbriinde  (Siemens  Healthcare

pH’de proteinlerin protonlanmis bazik amino Diagnostics Inc, Deerfield, IL, USA) protein dl¢iimii

gruplarina baglanmasiyla absorpsiyonda meydana yapildi.  Pyrogallol  red-molibdat yénteminin

kalibrasyonunda  kitin  orijinal  kalibratorleri
kullanildu.

gelen degisikligin  596/694 nm’de oOl¢iilmesine
dayanir.?

Deneysel arastirmalarda calisilan  doku Metotlar arasindaki dogrusal iliski basit

orneklerinde, kantitatif protein tayini aragtirmacilar
icin zaman alici bir prosediirdiir. Literatiirde, idrar

regresyon modeli ve Pearson korelasyon analizi ile
incelendi. Lowry ve Pyrogallol-red molibdat

protein 6lciimiinde boya baglama metotlariyla metotlariyla elde edilen sonuglar arasindaki uyum,

Lowry metodunun Kkarsilastirildigir c¢alismalar
bulunmaktadir.*> Fakat dokuda protein 6lgiimii i¢in

Bland-Altman grafigi Excel uygulamasinda ¢izilerek
degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak
p<0,05 olarak alind1. Istatistiksel analiz SPSS 18

bu 2 metodun karsilastirilmasiyla ilgili bir caligma
paket programi kullanilarak yapildi.

bulunmamaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, pyrogallol
red-molibdat  Ol¢limiini  Lowry metoduyla
kiyaslayarak, pyrogallol red-molibdat doku IBULGULAR
protein  Olgiimii  acisindan  giivenilirliligini

3} - Protein 6l¢iimiinde ortalama protein degerleri Lowry
gostermektir.

metotu kullanildiginda 6,67 mg/mL (minimum-
I . maksimum deger 2,88-10,98 mg/mL), pyrogallol-red
GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma icin Zonguldak Biilent Ecevit (minimum-maksimym deger 1,95-13,41 mg/mL)

molibdat metodu kullanildiginda 6,66 mg/mL

Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel bulundu. pyrogallol-red molibdat yontemiyle dl¢iilen
Etik  Kurulundan gerekli onay  alinmistir konsantrasyon degerleri, Lowry yontemine gore daha
(“B.30.2.Z.K. U.0.20.00. 00/HADYEK-39” 2010). genis bir aralifa ve yiiksek bir standart sapmaya
Calismamizda 35 adet rat beyin dokusu Ornegi sahipti (Tablo 1).

kullanildi. Doku 0&rnekleri analiz edilene kadar
-80°C’de saklandi. Dokular %1,15 KCI eklenerek
Ultra-Turrax (IKA Werke GmbH & Co., Staufen,
Germany) homojenizatdr (%4wt/vol) ile homojenize
edildi. Homojenatlarin 1.000*g’de 10 dk (4°C)
santriflij edilmesiyle stipernatantlar elde edildi.

Bu g¢alismada 2 yontemle yapilan Olgiimler
arasinda Pearson korelasyon analizine gore
istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu gosterildi
(r=0,99 p<0,0001). iki metodun dl¢iimleri arasinda
kurulan regresyon modeli y=1,451x-3,057 olup (y:
“pyrogallol-red molibdat” metodu, x: Lowry

Elde edilen siipernatantlarin 6ncelikle Lowry metoduyla elde edilen total protein degerleri) bu
metodu ile spektrofotometrik (Shimadzu UV 1601, modelin tahminlerdeki basarisi (R2) %97,9 olarak

TABLO 1: Lowry ve Progallol-red molibdat yontemiyle belirlenen doku protein konsantrasyonlarinin istatistiksel 6zellikleri.

Yéntem Minimum degder (mg/dL) Maksimum deger (mg/dL) Ortalama deger (mg/mL) SS (mg/mL)
Lowry 2,88 10,98 6,67 321
Pyragallol-red 1,95 13,41 6,66 4,59

SS: Standart sapma.
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SEKIL 1: Protein konsantrasyonlarinin belilenmesinde kullanilan Lowry ve Pyrogallol red-molibdat yénteminin karsilastirmalari. A) Korelasyon (Pearson correlation coef-

ficient, r=0,99, p<0,0001). B) Bland Altman analizi.

bulundu (Sekil 1A). Bland-Altman analizine gore
bias degeri 0,059, iist uyusma limiti 3,16 (%43), alt
uyusma limiti ise -3,04 (%71) olarak bulundu (Sekil
1B).

I TARTISMA

Kolorimetrik dlgiime dayanan Lowry yontemi,
arastirmacilarin doku protein 6l¢imiinde siklikla
tercih ettigi bir yontemdir. Pyrogallol red-molibdat
yontemi ise giinimiizde rutin laboratuvarlarda
protein tayinininde otomatize ve hizli
vermeleri nedeniyle gittik¢ce daha fazla tercih edilen
boya baglama yontemlerinden biridir. Bu ¢alismada,
dokuda protein dlglimiinde 2 metot karsilastirilmas,
yontemin korele oldugu gosterilmistir (r=0,99
p<0,0001). Yontem karsilastirma aragtirmalarinda
sadece korelasyon katsayisi ve regresyon analiziyle

sonug

degerlendirme uygun degildir. Bu nedenle pyrogallol
red-molibdat metodu ve Lowry metodunun dl¢timleri
arasinda Bland-Altman analiziyle degerlendirme
yapilmistir. Bland-Altman analizine gore 6zellikle
diisiik protein konsantrasyonlarinda yilizde biasin
yiiksek oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
Lowry
metodunun, boya baglama metotlarina Bradford

biyolojik sivilarin protein Ol¢limiinde
(Coomassie Brilliant Blue), Pesce ve Strande
(Ponceau-S/TCA) ve Schaffner-Weismann modifiye
metoduna (Amido black 10B) goére daha sensitif
oldugu gosterilmistir.® Boya baglama ydntemleri
giivenilir yontemlerdir, ancak farkli protein tiplerinde
gram protein basina farkli miktarda renk olusturma
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dezavantajlar1 vardir.” Bununla birlikte Lowry testi
de diger testlere gore interferanslara daha duyarlidir.

1 SONUC
Calismamizin  sonuglarina goére doku protein
Ol¢iimiinde bu 2 metodun birbirinin yerine

kullanilmas1 uygun degildir. 1ki metot arasinda
goriilen farklilik, kalibratorlerin farkliligina, doku
proteinlerinin stabilitesine ve lirlinlerdeki interferansa
bagli olarak olusabilir. Yontemin, doku érneklerinde
denenmesi ve olasi interferanslarin belirlenmesi igin
ileri ¢aligmalar yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma swrasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili
dogrudan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi
alet, gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya
herhangi bir ticari firmadan, c¢alismanin degerlendirme

siirecinde, ¢alisma ile ilgili verilecek karart olumsuz
etkileyebilecek maddi ve/veya manevi herhangi bir destek

alimmanstir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya iiyeleri ile iligkisi, danigsmanlik, bilirkisilik, herhangi
bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlari

yoktur.

Yazar Katkilart

Bu ¢alisma tamamen yazarin kendi eseri olup baska hi¢chir yazar
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