4y 8o

T.C.
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOKIMYA ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

ERITROSIT MEMBRANI PROTEINLERININ
AMONYUM SULFAT ILE AYRILMASI

Birgiil VANIZOR

44903

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih :28/07/1995
Tezin Sozlii Savunma Tarihi  :01/09/1995

Tez Danigmam : Prof.Dr. Edip N~

Jiiri Uyesi : Prof Dr. Orhan DEG

Juri Uyesi : PorfDr. Ekin ONDER

Enstitii Madiirii : Prof Dr. Ethem ALHAN R
Temmuz, 1995

TRABZON



ICINDEKILER :
Sayfa No

ONSOZ ' \%
KISALTMALAR VI
1. GIRIS VE AMAC 1
2. GENEL BILGILER 2
2.1. Membranlar Hakkinda Genel Bilgi 2
2.1.1. Membranlarn Yapist 2
2.1.2. Membran Proteinlerinin Siniflandinlmas: 3

2.2. Eritrosit Membram 4
2.3. Eritrosit Membrani Proteinleri 6
2.3.1. Spektrnin (Bant 1, Bant 2) 6

© 2.3.2. Ankirin (Bant 2.1) 9
2.3.3. Adisin 10
2.3.4. Anyon Degistirici Protein (Bant 3) 10
2.3.5. Bant 4 Serisi Proteinler 12
2.3.5.1. Bant 4.1 12

2.3.5.2. Bant4.2 13

2.3.5.3. Bant4.5 13

© 23,54 Bant4.9 13

2.3.6. Aktin (Bant 5) 13
2.3.7. Gliseraldehit 3 fosfat Dehidrogenaz (Bant 6) 14
2.3.8. Tropomiyozin (Bant 7) 15
2.3.9. Glikoforin 16

2.4. Proteinleri Ayirma Yoéntemleri 18
2.4.1. Molekul Biiyiikluikleri Esasina Dayanilarak Proteinlerin Aynlmasi 18
2.4.2. Coziniirliik Farklihiklan Esasina Dayamlarak Proteinlerin Ayriimasi 19
2.4.3. Spesifik Ligandlan Esasina Dayanilarak Proteinlerin Ayriimasi 20
2.4.4. Elektriksel Yiik Esasina Dayanilarak Proteinlerin Ayrilmasi 20
2.4.4.1. Iyon Degisim Kromatografisi ' 20

2.4.4.2. Elektroforez 20

2.4.4.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi 21

I



3. MATERYAL ve METOD

3.L

3.2.

Kullanilan Kimyasal Maddeler, Cihazlar, Aletler ve Malzemeler
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.2. Kullanilan Malzemeler

3.1.3. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3. Numunelerin Toplanmasi

3.4

Kullanilan Yéntemler
3.4.1. Ghost Elde Edilmesi
3.4.2. Proteinlerin Ag¢iga Cikanlmasi
3.4.3. Sodyum Dodesil Siilfatin Diyalizle Uzaklagtirlmasi
3.4.4. Proteinler Amonyum Siilfatla Coktiirilmesi
3.4.5. Amonyum Siilfatin Diyalizle Uzaklagtirilmasi
3.4.6. Lowry Métoduyla Protein Tayini
3.4.7. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
3.4.7.1. Jellerin Hazirlanmast
3.4.7.1.a. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi
3.4.7.1.b. Yigma Jelinin Hazirlanmasi
3.4.7.2. Numune Hazirhiklan ve Uygulanmas

3.4.7.2.a. Slab Jelin Numune Uygulamaya Hazir Hale Getirilmesi

3.4.7.2.b. Numunenin Hazirlanmasi
3.4.7.2.c. Numunenin Kuyulara Yerlestirilmesi

3.4.7.3. Tank Tamponunun Doldurulmas: ve Elektroforezin Baglatilmast

3.4.7.4. Slab Jelinin Tezgahtan Cikarilmast
3.4.7.5. Boyama ve Boya Giderme Iglemi
3.4.8. Boya Giderme Cézeltisinden Boyamin Uzaklagtinlmasi

4. BULGULAR

4.1.
4.2. Ghostlarda Tespit Edilen Protein Miktarlannin Degerlendirilmesi
43.
4.4,
45.

Lowry Metoduyla Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart Grafik

Yéntem I ile Eritrosit Membram Proteinlert
Yontem I ile Eritrosit Membrani Proteinleri
Yéntem I ile Eritrosit Membrani Proteinleri

5. TARTISMA

6. SONUGCLAR VE ONERILER

56

60



7. OZET
8. SUMMARY
9. KAYNAKLAR
EKLER
EK-1. Membranlann Bilegimi

EK-2. Eritrositlerin Bilesimi
EK-3. Eritrosit Membrani Proteinleri

EK-4. Amonyum Siilfat Doygunlugu Nomogram
EK-5. Eritrosit Membran Proteinlerini Amonyum Siilfatla Ayirma Yontemleri

Arasindaki Farklidiklar

OZGECMIS

v

61

63

68

68

69

70

73

74



ONSOZ

Yiiksek Lisans tezi olarak yapilan bu galigma esnasinda, hig bir yardimum esirgemeyen
damisman hocam Sayin Prof Dr. E. Edip KEHA basta olmak iizere, bilgilerinden
‘yararlandiim Sayin Prof Dr.Orhan DEGER'e, Sayin Prof. Dr. Ekin ONDER'e ve tim _
boliim arkadaglanma tegekkiirler ederim.

Temmuz, 1995 Birgiil VANIZOR



CPDA
EC.
EDTA
GP
G3PDH

Kd
kda

MA

PAGE
PAS
SDS
TEMED

KISALTMALAR

: Ankirin

: Sitrat Fosfat Dekstroz Adenin

: Enzim Kodu

: Etilen Dinitrilo Tetra Asetik Asit
: Glikoprotein

: Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz
- Integral

: Aynigma Sabiti

: Kilo dalton

: Molarite

: Molekiiler Agirlik

: Periferal

: Poliakrilamid Jel Elektroforezi

: Periodik Asit-Schiff

. Sodyum Dodesil Silfat

: N,N,N',N'-Tetrametilen Diamin
: Mikro

VI



1. GIRIS VE AMAC

Eritrosit membrani proteinleri ile yapilan sodyum dodesil siilfat poliaknilamid jel
elelektroforezinde (SDS-PAGE'de) yaklagik 10-12 protein bandi gozlenebilmistir. Bu
protein bantlarinin her biri entrosit membrani igin olduk¢a dnemli fonksiyonlara sahiptir.
Bunlardan anyon degistirici protein (bant 3), protein 4.5, tropomiyozin (bant 7) ve
glikoforin integral, spektrin (bant 1 ve 2),ankirin (bant 2.1), protein 4.1, 4.2, 4.9, aktin
(bant 5) ve gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (bant 6) periferal proteinlerdir (1,2).

Spektrin, aktin, protein 4.1 ve 4.9 membran iskeletinin 6ziiné olugturmaktadir (1,3).
Spektrin, sitoplazmik yiizeyde bulunarak, membran iskeletinde aZims: bir yapi meydana
getirir, membramin  geklini ve dayamklihini saglar (4,5). Aynca, protein 4.1, aktin,
ankirin ve kendi kendini baglama bolgesi olmak lizere d6rt baglama bolgesi vardir (2).
Anyon degistirici protein, ankirin vasitistyla membran iskeletine takili olup, Cl- ve HCO;5~
anyonlanmin antiport gegiginden sorumlu olan bir proteindir (1,6). Burada, anyon
transportunun diizenlenmesinde, protein 4.2 6nemli rol oynamaktadir (7). 4.1a ve 4.1b
seklinde iki altbinmden meydana gelen protein 4.1, glikoforinin sitoplazmik yiizeyini,
spektrin-aktin kompleksine baglamaktadir (8). Aktin, spektrin tetramerlerini baglayarak
iskelet aginmin olusumunda, aktin monomerlerinin iginde yer alarak integral protein sifat:
alan tropomiyozin ise aktin molekiillerinin birarada tutulmasinda rol oynar. Ayrica protein
4.9 ve adiisin aktinle birarada yer alarak iskelet amin stabilleymesinde rol oynarlar.
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (E.C. 1.2.1.9), anyon degistirici proteinin amino ucuna
yerlegmis oksidasyondan sorumlu glikolitik bir enzimdir (2).

Biz ¢aliymamizda, eritrosit membran proteinlerini, farklh (NH4)2SO4 doygunluklarinda
aywarak, hangi doygunlukta hangi protein bantlarmin gozlenebildigini ve tim bantlan
verebilen doygunlugun hangisi oldugunu belirlemek, amonyum siilfatla protein ¢ozeltileri
uzun stire bekletmenin ve EDTA'in eritrosit membram proteini elektroforezi sonuglarim
nasil etkiledigini gozlemlemek istedik. Bununla, eritrosit membrani proteinlerinin yapisint
ve miktarim etkileyebilecek durumlarda bu proteinlerin kolayca belirlenebilecegi bir metod
gelistirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Membranlar Hakkinda Genel Bilgi
2.1.1. Membranlarin Yapist

‘Plazma membram, lipid ikili tabaka seklinde hucrenin sitoplazmasim sararak hiicreyi
dis ortamdan ayiran, pekgok fizyolojik olayin meydana geldigi, 60-100 A° kalnhiginda,
bilesenleri siirekli olarak membran diizleminde hareket eden kompleks ve dinamik bir
yapiya sahiptir(4,9).

1972 yilinda S. Jonathan Singer ve Garth Nicolson, kimyasal ve elektron mikroskobu
ile ¢aligmalar yapmig, membran protein ve lipidlerinin difizyon 6zelliklerinden faydalanmg
ve her membranda rastlanan lipid ikili tabakasi benzerliklerinden dolayi, biyolojik
membranlar i¢in "Akict Mozaik Modeli"ni ileri siirmiislerdir. Bu modelin temelinde,
membranlarin diizenlenmis globuler proteinler ve lipidlerin iki boyutlu ¢ozeltileri oldugu
fikri yatar (Sekil 2.1) (10,11,12).

Hicre digt Karbohidrat

Hiicre i¢1 PP

Sekil 2.1. Membran Yapisinin "Akiskan Mozaik Modeli". TP, integral proteinleri ve
PP de periferal proteinleri gostermektedir (4).



Modelin Ozellikleri Sunlardir;

a) Pekgok fofolipid ve glikolipid molekiilleri lipid ikili tabakada yer almaktadir. Bu
ikili tabaka, proteinler igin bir ¢oziiciidiir ve gegirgenlik bariyeridir.

b) Membran lipidlerinin ¢ok az bir kismi bazi membran proteinleriyle etkileserek
muhtemelen onlarm aktiflestirilmesinde rol oynarlar.

¢) Membran proteinleri lipid matriksinde yanal olarak yayilirlar. Fakat membranm bir
yiizeyinden diger yiizeyine donme serbestlikleri yoktur (9,12).

Polar lipid tabakalanimin polar olan bas kisimlart membranin di§ yiizeyine doniik fakat
doymus ve doymamus yag asitlerinden meydana gelmis hidrofobik kuyruk kisimlan
membranin igine doniik olup, hiicrenin normal sicaklifinda akicit halde bulunmaktadir.
Hidrofobik yan zincir ihtiva eden aminoasitleri yiizeyinde tagtyan integral membran
proteinleri, lipid tabakasinin ortasindaki hidrofobik bolgede yer alirken, hidrofilik yan zincir
jihtiva eden amino asitleri yiizeyinde tagiyan periferal membran proteinleri, polar bag
kisimlariyla elektrostatik etkilestigi membranmn dis yiizeyinde bulunur (6,9,13).

Biyolojik membranlarin en 6nemli lipid bilesenleri fosfolipidler (fosfogliseridler ve
sfingomiyelin) glikolipidler ve kolesteroldur. Bu lipidler membranda yapisal rol oynarlar.
Proteinler ise membran lipidleriyle kooperatif nonkovalent olarak etkileserek dinamik rol
oynamaktadirlar. Membran {izerindeki dinamik fonksiyonlar arttikga protein oramda
artmaktadir (Tablo Ek-1) (1).

Hidrokarbon ve yag asitleri enerji koruma gereginden dolay: dis tarafa itilmigtir. Yine
. membranin dis kisminda yer alan glikoproteinler membrana antijenik bir ozellik
kazandinrlar. Cofu enzimlerin aktivitelerini gergeklestirdigi yer alan membranlar,
mitokondride oksidatif fosforilasyon ve kloroplastlarda fotosentez olmak tizere iki 6nemli
enerji doniisiimiine de ortam saglarlar. Plazma membranlan, endositoz ve eksositozla
hiicrenin i¢i ve dist arasindaki madde aligverisini de saglarlar. Dis ortamdan gelen tiim
kimyasal ve elektriksel sinyalleri taniyan reseptérlere de sahiptirler (12,14).

Hicre hayatiyetini devam ettirebilmesi i¢in i¢ ortamdaki baz maddelerin sabit
konsantrasyonda tutulmas: digaridan igeriye veya igeriden disartya bazi maddelerin gegmesi
gerekmektedir. Bu gegis membranlarin yapisinda yer alan kapi ve pompalarla
gerceklestirilir. Aynca membramin iki yiizeyindeki yikli gruplar da, membran
potansiyellerini meydana getirirler (1,9).

2.1.2. Membran Proteinlerinin Siniflandiriimast

Membranlar {izerinde proteinler iki tiirlii yerlegmigtir:

a) Periferal proteinler: Olduk¢a hidrofilik olan periferal proteinler, membranlara
elektrostatik ve hidrojen bag1 etkilesmeleriyle baglandigindan dusiik iyonik siddetle veya pH
degisikligi ile ortadan kaldinlabilirler. Uygun kromotografik metodlarlada aynstirilirlar.



b) Integral proteinler: Hidrofilik bolgesi suya bakan kismu ve hidrofobik bolgesinde
lipid matriksine gomiilii kismu ile amfifilik 6zellik tagir. Bu proteinler, farkh yitk ve
yapilardaki lipidlerle kaynagirlar. Bu proteinleri membrandan aynstirmak, apolar
etkilesmeleri deterjan veya organik goziicillerle yenmek siiretiyle miimkin olur (9,11).

integral membran proteinleri 4 simfta toplanabilir (Sekil 2.2) (15-16).

Smif 1: Birden fazla o-sarmal ile lipid ikili tabakaya gomiiliidiirler. Bu a-sarmaller
polar lipidlerle baglanirlar.

Sif 2: Polipeptip zincirinin C-terminal ucu karbohidrat birimine takilidir. Bu
karbohidrat birimi de fosfatidil inositola takilmustir.

Simif 3: Tek a-sarmal ikili tabakay: katetmemektedir.

Sif 4: Polieptid zincirinin N-terminal ucu, yag agili veya diagil ghserol kisimlanna
kovalent olarak takilmigtir.

Smif 1 Smf I1 Simif I Smf IV

L h;%ﬂﬁ
PVESSE2lU U RUVEY

Sekil 2.2. Integral membrani proteinlerinin yapisal tipleri (11).

2.2. Eritrosit Membrani

Eritrositler yap1 ve fonksiyon bakimindan diger hiicrelerden farkhdirlar. Kilcal
artériollere dogru gittikge yiiksek basing ve hiz altinda siddetli calkanti ve sirtiinme
kuvvetine maruz kalan eritrositler, émiirleri olan 120 giin boyunca her 12 dakikada bir bu
stres altinda dalaga gelmek zorundadirlar. Eritrositler korunmak igin oyle bir yapiya ihtiyag
duyarlar ki, bu da cift lipid tabakas: altinda bulunan ve gesitli proteinler vasitastyla lipid ikih
tabakasina baglanan ve eritrositlere bikonkav seklini veren membran iskeleti
sitoskeletondur. Membran iskeleti vasitasiyla, eritrositler esnek ve dayamkli bir yapi
kazanirlar. Eritrosit membranin diger hiicre membranlarindan ayiran fark budur (1,9,17,18).



Eritrosit membrani, lipidler ve proteinlerden olusur ve bu yapilar intraseliiler
olusumlann regulasyonu igin yiiksek derecede segici ve gegirgen bir bariyer teskil eder.
Membranin yoZunlugu 1.15 g/em3, yiiz alant 10 um2 ve kalmligi ise 75 A°dir (19).
Membranda yaklagik %350 protein, %40 lipid ve %10 karbohidrat bulunmaktadir.
Eritrositlerin su ve protein muhtevasi Tablo EK 2.1'de ve eritrosit membram lipid bilesimi
ise Tablo EK 2.2'de verilmigtir.

Fosfolipidlerin -C'unda fosforik asitle esterlesmis gliserol molekulii polar bag grubu
ve iki uzun zincirli yag asidide hidrofobik kuyruklan olugturur. Lipid yapisi spesifik bir
amag igin sabitlesmedik¢e membranda rahatga hareket edebilir. Bu durum i¢ ve dig lipid
tabakalan arasinda asimetrik bir dagihm meydana getirir. Fosfogliserit, fosfatidilkolin ve
sfingomiyelin dig tarafta, fosfatidil etanolamin, fosfatidil inositol ve fosfatidil serin ig tarafta
bulunma meylindedirler ve boylece i¢ yiizeyde fazladan pozitif yiik dogar (16,20). Bu
asimetri, lipidler ve igteki protein agt arasindaki iliskide rol oynar. Kolesterol, i¢ ve dig
tabakada esit olarak dagilmigtir ve membran rijititesinin saglanmasinda rol oynamaktadir
(4).

Eritrosit membram proteinlerinin  elektroforetik  hareketlilii, SDS-PAGE ile
izlendiginden yaklagik 12 bant gozlenebilmektedir. Bunlardan 3, 4.5, 7 ve PAS bantlan
integral, digerleri ise periferal proteinlerdir (Sekil 2.3) (12,18,21). Bu proteinlerin dzellikleri
ve fonksiyonlart béliim 2.3'de ayrintih olarak ve EK-3'de de 6zet olarak verilmistir.

Molekiiller diizeyde 2,3 bisfosfogliserat ve ATP, spektrin-aktin etkilesmelerini
dramatik olarak inhibe ederler. Tum iskelet proteinlerinin hemen hepsi, bir veya birkag
protein kinazla fosforile olur (2,20).

Fosforilleyen mekanizma Fosforillenen protein
cAMP-den bagimsiz kinazlar Spektrin, protein 3
cAMP'ye bagiml kinazlar Ankirin, protein 4.1 ve 4.9
Tirozin kinaz Protein 3

Protein kinaz C Protein 4.1 ve 4.9

Protein 4.1'in fosforilasyonu spektrin baglanmasint azaltir. Protein 3'in amino
ucundaki tirozinin fosforillenmesi ise glikolitik enzimlerin ve hemoglobinin pargalanmasimt
bloke eder. Kalmodulin spektrinin 8 zincirini Ca+2 bagiml tarzda baglar ve protein 4.1 ile
uyanlmus spektrinin aktine baglanmasim inhibe eder (2,22).



Glikoforin dimeri

Bant 3 tetrameri
Karbonhidrat

Lipid ikili tabaka
Protein 4.1

Aktin Protein 4.1 Spektrin dimeri

Sekil 2.3. Eritrosit membran proteinlerinin membrandaki yerlegimleri(21).
2.3. Eritrosit Membrani Proteinleri
2.3.1. Spektrin (Bant 1, Bant 2)

Spektrin, eritrosit membran: i¢ yapisinda bulunan ve yapisal olarak énemli fonksiyonu
olan bir periferal proteindir. Iskelet agirigmin %50-75'inden sorumlu olup, membran
iskeletindeki agimsi yapiyt meydana getirerek, eritrosit membraninin  seklini  ve
dayamkhligimt saglar. Sitoplazmik yiizeyde bulunarak plazma membranim1 membran
isteletine baglar (2,23,24).

Spektrin,  eritroid  geligiminin  erken  safhalannda  sentezlenmektedir.
Pronormoblastlarda bolca bulunmaktadir. Eritrosit stem hiicrelerinde de bulunabilmektedir.
Hem omurgall ve hemde omurgasizlann kirmizi hiicrelerinde mevcuttur, ilke}
organizmalarda immunokimyasal ve yapisal olarak benzeri proteinler bulunmaktadir (2).
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Spektrin, yapica birbirine banzeyen fakat fonksiybnlan farkl olan iki biiytik polipeptid
zincirinden meydana gelmigtir. 240 kda'luk o-zinciri SDS-elektroforezinde band 1
bolgesinde goziikirken, 220 kdaluk B-zinciri, bant 2 bolgesinde gozitkmektedir
(6). a-zincirinde 2200 ve B-zincirinde ise 2000 amino asit rezidiisi vardir. Bu zincirlerin
amino (-NH3) ve karboksil (-COOH) uclan birbirlerine gore antiparaleldir. Her iki spektrin
zincirinde 38 homolog parga halinde 106 aminoasit vardir (18). Bir homolog parga ise tigla
sarmal yaptdan meydana gelir. o-zincirinden farklt olarak 10. ve 20. sarmal pargasinda

farkliik vardir (Sekil 2.4) (2,9,20).

Sekil 2.4. Spektrinin o ve 3 zincirleri (b) ve tgla sarmal (a) (9).

Elektron mikroskobu ile yapilan galigmalar, spektrinin ince bir yapida oldugunu ve
solucan seklinde kivriimlardan meydana geldiZini gdstermistir. o ve @ zincirleri birbirlerinin
etrafin1 sararak bir ip halini almustir. Bir dimerin uzunluu yaklagik 100 nm kadardir. of8
altbirimlerinin ikisi ucuca baglanarak 200 nm uzunlugunda bir tetramer meydana getirir
(2,6,9,22). Spektrin sadece dimerler halinde degil, tetramer, hekzamer, oktamer, dekamer
ve dodekamerler halindede bulunabilir. Tetramer ve oligomerlerin oram sicaklik ve iyonik
giice bagh olarak degismektedir. Spektrin diisiik iyonik giigte ve fizyolojik sartlarda (37°C)
de dimerler halinde iken, fizyolojik iyonik giigte ve diisiik sicklikta (25°C) de tetramer ve
oligomerler halinde bulunmaktadir. 0°C'de spektrinin %601 tetramer ve %5'ide oligomer
halindedir. 4°C'de aktivasyon enerjisi yitksek olacagindan denge kinetik olarak donar. Bu
sicaklikta, spektrini membrandan ekstrakte etmek miimkiindiir. Spektrin, normalde 49°C'de
denature olur. Diisiik iyonik giigte izole edildiginde veya spektrin-aktin baglanmasi, 2,3
DPG ile zayiflatildiginda vezikiillenme meydana gelir (2,18).



Ankirin
baglama bolgesi

4.1 ve Aktin

Fosforillenme baglama bdlgesi
bolgesi \
PP?
_’ Tripsine duyarh
: bolge
[ 999’
Spektrin-spekirin
etkilesme bilgesi

Sekil 2.5. Spektrin dimerinin bolgeleri (2).

Spektrin dimerinde proteaza duyarl dokuz bolge vardir ($ekil 2.5). Bunlarn besi o
zincirinde ve dérdi B zincirindedir. « ve 8 zincirinde, tripsine duyarl bir seri bolge vardir.
Bu bolgeler molekiiliin bag kismindan baglayarak numaralandirilnustir,

Spektrinin baglanma boélgelerini su sekilde siralayabiliriz (2):

1 - Kendi kendine birlesme bolgesi

2 - Ankirin baglama bolgesi (Bant 2.1...)

3 - Aktin baglama bolgesi (Bant 5)

4 - Protein 4.1 baglama bolgesi

Ankirin baglayan bolge BI ve BII arasinda, zincirin bagindan 20 nm mesafede
bulunurken, aktin ve protein 4.1 baglama boligesi fIV ve oV arasinda yami kuyruk kisimda
bulunmaktadir. Spektrinde ankirin igin iki baglama bolgesi bulunmasina ragmen, genelde
tetramer bagina bir baglanma gergeklesir. Spektrinin cAMP bagimh fosforilasyonu dimerin
karboksi-terminal ucguna yakin kisinda meydana gelir. o-zincirinin bas kismindaki 80
kda'luk bolge, 8 zincirinin 10 kda'luk bolgesiyle birlestiinde dimerler meydana gelir (18).
ol bolgeside bu kisimlardan biridir. Birgok spektrin molekiilii kendi uzunlugunun igte biri
kadar kivrilmaktadir (2,9).

Iskelet kompleksinin lipid ikili tabakayla bagdasmasi, spektrin ile glikoforin A veya C
arasindaki bagla gergeklesir. Spektrin molekulleri, protein 4.1, protein 4.9, adusin ve
tropomiyozin gibi kompleks aktin filamentleriyle etkileserek iki boyutlu bir ag halinde
baglanmistir. Bu birlesmeler bifonksiyonel spektrin tetramerlerinin  kuyruk kisminda
meydana gelmektedir. Bu proteinler iskeletin insa edilmesinde birlegtirici rol oynamaktadir

2,25).



2.3.2. Ankirin (Bant 2.1)

Ankirin, spektrinin $ zinciriyle, anyon kanalinin sitoplazmik kisminda N-terminal ucu
arasinda yer alan piramid geklinde bir proteindir. 8.3x10 nm'lik boyutlara sahiptir (Sekil
2.6). Spektrinin ucundan 20 nm mesafede baglanmas i¢in oldukga yitksek afinitesi vardir
(Kd~10-7 M) (Sekil 2.6) (2,22).

Bant 3 proteini

Sekil 2.6. Spektrin-ankirin-anyon kanali kompleksi (21).

Sindein olarakta adlandirilan ankirin, spektrini membranin i¢ yiizeyine baglayan iki
proteinden biridir (13,22). 200 kda agirhinda olup, SDS jelinde Bant 2.1 bolgesinde yer
almaktadir (6). Proteolize kars1 oldukga duyarl oldugundan elektroforezde 2.2, 2.3 ve 2.6
bantlan yeklinde fragmentleride gorilebilir. Biitiin normal kirmuz hiicrelerde ayni formlan
goziikmektedir. Fakat bunlarin normal ankirinin proteolitik tiriinii mii, yoksa ayr bir gen
tirtinleri mi oldugu kesinlik kazanmig degildir (2,5).

Herbir spektrin tetrameri, muhtemelen bir ankirin molekiilint baglar. Oysa spektrinin
iki ankinin baglama bolgesi vardir. Ankirin ise spektrin dimerine baglandigindan (10-6 M)
10 kat daha fazla giigle spektrin tetramerine (10-7M) baglamir. Ankirin, bant 3'in
transmembran bolgesinin bir modulatorudiir. Protein 3'in sitoplazmik kismina yiiksek
afinite ile baglanir. Protein 2.2, tiim ankirinle oldugundan daha fazla afinite ile protein 3'e
baglanir. Bu baglanma ankirinin spektrine baglanmasindan 3 kat daha yiiksek afinite ile
gergeklesir (2).

Ankirin molekiilii, proteolizle birbirinden ayrilabilen iki farkli baglanma bolgesi
bulundurmaktadir. Spektrin baglama bolgesi, 72 kda'luk fragmenttedir. Bu fragmentin
fosforilasyanu, spektrin tetrameri ile ankirinin etkilegsmesini engeller. 90 kda'luk fragment
protein 3'ln sitoplazmik bolgesine baglanir. Ankirin, aym zamanda, protein 4.2'yi baglayan
bir bolgeyede sahiptir. Bir veya daha fazla sayida yag asidinede baglanabilir (2,26).
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2.3.3. Adiisin

Bu protein o (103 kda) ve 8 (97 kda) altbirimlerinden olugan bir heterodimerdir.
Hiicre bagmna 30000 kopya ve aktin protofilamenti bagina bir kopyasi vardir. Protein aktine,
protein 4.1 gibi baglanmaktadir. Fonksiyonu, spektrinin aktine baglanmasim arttirmaktir.
Fakat aktin eksiklifinde, protein 4.1 olmaksizin, spektrin ile direk reaksiyona giremez.

Adiisin-spektrin-aktin kompleksi, ikinci spektrini baglanmasina katkida bulunur. Bu
etki kalmodulinle bloke olur. Adisin proteini, protein kinaz C tarafindan
fosforillenmektedir. Fakat bu fosforillenmenin etkisi bilinmemektedir (2).

2.3.4. Anyon Kanali (Bant 3)

Kirmizi hiicre membram, CO2'nin kanla taginmasinda ve hiicre pH sinin toplanmasinda
anahtar rol oynayan bir anyon kanali ihtiva etmektedir. Doku kapillerinde hiicreye giren
COy,karbonik anhidraz etkisinde HyCO3'e déniigiir. Buda H" ve HCO5™ ‘e ayngir. Agiga
cikan proton, Bohr etkisinin bir sonucu olarak deoksihemoglobin tarafindan alnir.
Bikarbonat, anyon kanal sayesinde CI- iyonlaryla yer degistirerek kirmizi hiicreden ayrilir
(Sekil 2.7). Pulmoner dolagimda bu islem tersinedir (1,6).

Eritrosit disi

CI~  HCO;™

Bant 3 proteini

Eritrosit ici
Sekil 2. 7. Doku kapillerinde eritrosit membram iyon transport proteini(1).
Elektroforezde bant-3 boélgesinde yer alan anyon kanali, anyon degistirici protein

olarakta bilinmektedir (27). Diger bir adida Protein E olan bant 3 proteininde anyonlarin
transportu kolaylastirilmus diflizonla olmaktadir (28). Herbir kirmizi hiicrede bu integral
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proteinin 106 kopyas: bulunmaktadir. Toplam membran proteinin yaklagik ligte birini tegkil
eden 100 kda'luk bir integral membran glikoproteini olan protein 3'lin %7'si karbohidrat ve
toplam membran proteinin %10'u sekerdir (19). Protein, yapisal olarak iki ve fonksiyonel
olarakda bir bolgeye sahip olup herbir bolgesinde 929 rezidiilii tek bir zincir tagimaktadir.
Bu bolgeler proteolitik pargalanmayla birbirinden ayrilir.

Bu zincirde tripsinle pargalanma, sitoplazmik amino uglu bolgede meydana gelirken,
kimotripsinle pargalanma ekstraseliiler bélgede meydana gelir.

52 kda'luk karboksil uglu bolge, fizyolojik olarak énemli bir anyon degistirici kanaldir,
Hidropati ¢izimleri, bu bolgenin membrami gegen 12 a-sarmal yapidan olustufunu
gostermistir. 590 rezidilii karboksil ucu, HCO3~ ve Cl- iyonlannm yer defisimine aracilik
eder. Lipid ikili tabakay1 boydan boya geger. Membramn dig yiizeyindeki karbohidrat
zinciri, konkanavalin A'yr baglar. Glikozillenme heterojeniktir ve asparajin rezidiisii
tizerinde olmaktadir. SDS elektroforezinde proteinin elektroforetik hareketliliinden
sorumlu bolgedir. Ankirin transmembran bolgesinin konformasyonunda muhtemel bir
modulatordiir,

43 kda'luk sitoplazmik yani amino uglu bolge, 420 rezidiiden ibarettir. Bu amino ucu
bolgesini uzaklagtirmak anyon degisimi aktivitesini etkilemez. Hemoglobin, protein 4.1,
protein 4.2, ankirin ve glikolitik enzimler (G3PDH, fosfofruktokinaz, fosfogliserat kinaz ve
aldolaz) gibi kirmiz1 hiicre proteinleri sitoplazmik boélgede yer almaktadir. Hemoglobin ve
glikolitik enzimler amino terminali ucuna yerlegmis, oldukg¢a asidik kisma baglamr. Ankirin,
protein 4.1 ve 4.2 baglama bolgeleri tam belli degildir. Genelde herbir protein 3 tetramerine
bir ankirin molekiili baglanmir (Kd~10-8M). Protein 3'iin diger proteinlerle hangi oranda
etkilestiBi ya da bu baglanma reaksiyonlarinin ne sebeple oldugu hakkinda nispeten gok az

Kimotripsinle
pargalanma bolgesi
Ekstraseliiler _..——Oligodsakkaitler
yiizey
P EYT
AR
Sitozol 0o~
o 1 Iipiinle
: ,( . pargalanma
NH;* NHs bolgesi

Sekil 2.8. Bant 3 proteininin yapsi(6).



bilgi vardir. Cesitl glikolitik enzimlerin kinetikleri, baglanmayla degismektedir. Fakat
bunun fizyolojik olarak onemli bir durum oldugu agiklik kazanmis degildir. Sitoplazmik
bolgenin fosforillenmesi anyon transportunu arttinrken, 4.2 ile etkilesmesi, anyon
transportunu azaltir (2,7).

Anyon kanali kan grubu antijenlerini de tagimaktadir. Kan grubu i olan eritrositlerin
bant 3 glikoproteininde, kan grubu I olanlardan daha az oligosakkarit bulunmaktadir (28).

Elektromikroskopik ¢aligmalar, bant 3 proteininin tetramerik yapida oldugunu
gostermigtir. Ultrasantrifiijleme ile yapilan ¢alismalarda, deterjanla ¢oziinmiis bant 3'in
dimerik ve tetramenk yapisiiin kansimi halinde bulundugu goézlenmistir. Asetik asitle
¢oziilmis ve sonrada sulu ¢ozeltiye aktanlmig bant 3'de monomer/dimer/tetramer yapisimn
dengede oldugu goriilmustiir (30).

2.3.5. Bant 4 Serisi Proteinler
Bant 4 serisi proteinler, bant 4.1, 4.2, 4.5 ve 4.9 dur. Bunlar sirasiyla agiklanacaktir.
2.3.5.1. Bant4.1

MA 78-80 kda olan 5.7 nm'lik dairesel yapidaki globuler proteindir. Iskelet stabilligi
igin gerekli olan bu protein, spektrinin her iki zincirindeki C-terminalinin aktin flamentine
baglanmasim saglar. Bu protein, spektrinle 1-1 stokiometri oraninda baglanip, baglanma
Kd'si yaklagtk 107 M civanindadir. Aynca aktinle de aym oranda baglamir. Sonugta
birlesme sabiti 10~12 M olan bir kompleks meydana gelir.

Protein 4.1, bir veya birka¢ transmembran proteininide baglayabilir. Glikoforinin
sitozole bakan ylizeyini spektrin-aktin kompleksine baglar (25). Glikoforin A ve glikoforin
C'nin sitoplazmik kisimlariyla etkilesim halindedir. Glikoforin A ile etkilesimi, polifosfo-
mositidlerle diizenlenmektedir. Fosfatidil inositol 4,5 bisfosfat bu- integral proteine
takildiginda, protein 4.1 glikoforine baglanir. In vivo olarak glikoforin C'nin baglanmasi
daha baskin olabilir. Protein 4.1, protein 3 ile ve fosfatidilserinlede etkilegebilir. Bu
nedenlerle, protein 4.1'in lipid 1kili tabakada spektrinle birlikte iskeleti tutmakta gorev aldi
soylenebilir (2).

Protein 4.1, her ikiside fosforillenebilen ve saf olarak elde edilebilen 4.1a ve 4.1b
seklinde goriiliir. 4.1b bilesenine daha ¢ok geng eritrositlerde rastlanir. Molekiil, hem asidik
ve hemde bazik uclartyla polarize olmugtur. 10 kda'luk merkezi bolgesi, spektrin-aktin

baglanmasindan sorumlu bolgedir (2,8).
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2.3.5.2. Bant 4.2

Monomer halinde 72 kda'luk periferal protein olan protein 4.2 toplam membran
proteinin %5'i kadardir. Protein 3'tin sitoplazmik bolgesiyle etkileserek protein 3'in anyon
transportunun diizenlenmesinde rol oynar. Protein 4.2'nin bant 3 ile fazla miktarda
etkilesmeye girmesi bant 3'iin anyon transportunu azaltir (7). Ayrica protein 4.2, ankirin ile
etkilegerek, ankirinin membranda sabit kalmasim saBlar. Protein 4.2 eksikliginde,
eritrositlerin gekli bozulur ve membran stabillii azalir. Hemolitik anemili hastanin protein
4.2's1 72 kda ve 74 kda'luk protein ¢ifti halinde gozikiir (25).

2.3.5.3. Bant 4.5

MA 55 kda'luk bir integral membran proteini olup, hiicre bagina 1.5x10% kopya tagir.
Yapist hakkinda herhangi bir bilgi yoktur. Fakat glukoz taginmasinda rolii olabilecegi
tahmin edilmektedir (1). Baz ¢aligmalarda, densitometrik okumalar sonucu bant 4.5
bolgesinde iki bant gézlenmistir (19,31,32). Iki boyutlu elektroforezle yapilan bir ¢alismada,
bant 4.5 bolgesinde 14 bant gozlenmis fakat bunlarin protein bilesiminin ayni olmadigs, bazt
polipeptidlerin degigik formlan oldugu belirtilmektedir (33).

2.3.5.4. Bant 4.9

Yanigapt 50 A° olan 48 kda'luk bir periferal proteindir. Cozeltide 145 kda'luk trimer
halinde bulunur. Spektrin, aktin ve protein 4.1 ile birlikte eritrosit membran iskeletinin
stabilliinde 6nemli rol oynamaktadir. Herbir spektrin tetrameri igin bir tane ve her 5 aktin
monomeri igin yine bir tane bant 4.9 polipeptidi vardir. Diger iskelet proteinlerinin aksine
4.9, cAMP-bagimlt ve membranda bulunan bir kinazla fosforile olmaktadir. In vivo olarak
bu proteinin nasil fonksiyon gordagii bilinmemektedir. Fakat in vitro olarak, aktine
baglanarak aktin filamentlerini kablo halinde paketledigi bilinmektedir. cAMP-bagiml kisim
fosforillendiginde bu etki ortadan kalkar (2,3,34).

2.3.6. Aktin (Bant 5)

Eritrosit membraninda yer alan 43 kda'luk aktin, diger kas harici hiicre gesitlerinde
bulunan f altbirimi tipindedir. Diger hiicrelerdeki aktinden farkli olarak, 12-16 monomer
uzunlufunda ¢ift sarmalli F-aktin filamentlerinden  (protofilamentlerden) organize
edilmistir. Bu kisa filamentler, spektrin ve protein 4.1 ile etkileserek stabilize edilirler.
Herbir eritrositte 5x103 tane aktin molekili vardir. Aktin, ayrica diz veya dollanmg
sekilde, iki boyutlu spektrin aginin tegekkiiliine de imkan saglar.
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Aktin polimerizasyonu, kirmizi hiicrelerde oldukg¢a Onemlidir. Ciinkii aktin
polimerizasyonunu engelleyen bilegikler membranin esnekligini arttinrken, polimerizasyonu
arttiranlar ise membranmn sertlifini arttiir. Spektrinin aktinle baglanmasi, membran
iskeletinin olusumunda esash bir mekamzmadir. Aktin filamentleri, spektrin molekiiliiniin
kuyruguna yakin kisimda spektrinle etkilegir. Spektﬁnin hem « ve hem de B zincirleri bu
etkilesmeyi saglar. Spektrin tetramerleri, bu nedenle iki deZerliklidir ve aktin filamentleriyle
¢apraz bagd yapabilir. Bu baglanmamn Kd'si 10~3 M dir (2,3,18).

Spektrin-Aktin-4.1

tetramerleri

Sekil 2.9. Spektrin-aktin-4.1 kompleksinin meydana gelisi(18).
2.3.7 Gliseraldehit 3 Fosfat Dehidrogenaz (Bant 6)

MA 35 kda olan gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (E.C. 1.2.1.9) proteini, anyon
kanalinin amino ucuna kooperatif olarak bagh oksidasyondan sorumlu glikolitik enzimdir
(19). Yapisal olarak tetramer teskil eden birbirinin tipatip aym dort polipeptid
(monomer)den olugur. Herbir polipeptid tizerinde, muhtemelen polipeptid zinciri igindeki
sistein rezidiilerinden tiiremig olan doért SH grubu vardir. Gliseraldehit 3-fosfatin okside
oldugu reaksiyonlara katildig: bilinen SH gruplarindan sadece birisi bu enzimin aktif yerinde
bulunur. S6z konusu substrat, baglangigtaki dehidrogenaz lizerindeki bir sisteinil kism ile
birleserek tiyohemiasetal teskil eder. Bu oksidasyonla ortadan kaldirilan hidrojenler, NADH
tegkil etmek iizere, NAD"e transfer olurlar. En son olarak fosforilaz yoluyla inoganik
fosfat eklenir. 1,3 bisfosfogliserat tesekkiil eder ve yinede SH gruplu serbest enzim agifa
¢ikar. Bu oksidasyon sirasinda saliverilen enerji, bir yiiksek enemili kikirt bag
olusturularak alikonulur. Bu bag, fosforiliz’den sonra 1,3 bisfosfo-gliseratin 1 nolu

pozisyonunda bir yiiksek enerjili fosfat bad: haline gelir (35,36).
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2.3.8 Tropomiyozin (Bant 7)

Tropomiyozin, 27 ve 29 kda'luk altbirimler halinde bir heterodimerdir. SDS-PAGE'de
bant 7 bolgesinde goriiliir. Kirmuzi hiicredeki tropomiyozin, difer kas harici
tropomiyozinlere benzemektedir. Herbir 6-8 aktin monomeri igin bir kopyas: vardir ki bu
da kirmizi hiicre aktin protofilamentlerinin hepsini 6rtmek i¢in yeterlidir. Tropomiyozinin

uzunlugu protofilamentlerin uzunlugu kadardir (2).
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Spektrin-Ankirin-3 4.1-Glikoforin-3
1 Etkilesmesi
)

Spektrin-Spektrin
Etkilesmesi
Tropomiyozin

Sekil 2.10. Tropomiyozinin membran iskeletindeki yerlegimi (2).

2.3.9. Glikoforin

Entrosit memranimin en 6nemli integral membran glikopreteini, MAig1 31 kda olan
glikoforin A dir. Herbir membranda 400000 glikoforin molekiilii vardir. Membran
agirhigimn %1.5 ini teskil eden glikoforinin %60'1 karbohidrattir,

Viscent Marchei, glikoforin A nin amino asit diziligini belirlemiy ve plazma
membramm boydan boya gectiini ve tim molekillerin aym dogrultuda oldugunu
gostermigtir. Proteolitik hidrolizler ve kimyasal modifikasyonlar kullanilarak glikoforin A
nim iig bolgeden ibaret oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.11) (9,13).

1. -NH, terminal bolgesii Tum karbohidrat birimlerini bulunduran bu bolge,
membranin diy kisminda bulunmaktadir. Onalti oligosokkarit birimi, 100 seker
rezidiistinden meydana gelmigtir. Bu birimlerin onbesi, serin ve treoninin -OH grubuyla 0-
glikozidik bag yapmus iken, bir birim, 26. aminoasit olan asparajinin -NH, grubuyla N-
glikozidik bagt yapmustir (1). Tim oligosakkasit birimleri ilk 50 amino aside kadar olan
kisimda bulunmaktadir. Bu karbohidrat birimleri sekere negatiflik kazandiran sialik asit
bakimindan zengindir. Bu sayede, membran proteini hidrofiliktir. Glikoforinin agirliginin
%801 bu bolgededir.

Biitiin 0-glikozidik bagiyla bagh oligosakkaritler, disialotetrasakkarit yapisindadir(13).

Sia - o (2 —~->6) - Gal - 8 (1--->3)

\
GalNAc-O-Ser /Thr

/
Sia -~ a (2--->6)

Disialotetrasakkarit
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Burada sia : Sialik asit, Gal : Galaktoz, Gal NAc : N-aseltilgalaktoz ve Ser/Thr: Serin/
Threonin'dir.
N-bagli oligosaklaridler ise mannoz igermektedir.

2. Hidrofobik orta bélge :

Nonpolar 19 amino asit ihtiva etmektedir. o-sarmal geklinde kivrimlarla lipid ikili
tabakay: boydan boya gegmektedir. Sentetik polipeptidlerle yapilan ¢aligmalar, o-sarmalin
nonpolar ortamda, sulu ortamda oldugundan daha kararh oldufunu gostermistir.
Bu a-sarmalin ¢ap1 30 A°dur.

3. -COOH terminal bolge :

Membranin sitozolik ylizeyindedir. Pozitif yiiklii rezidiiler, fosfolipid molekiillerinin
negatif yiklii bag kisimlanyla etkilesebilirler. Bu bolge, spektrin-aktin kompleksine protein
4.1 araciligryla baglanmugtir.

Glikoforinin bu ii¢ bélgesinde toplam 131 amino asit kalintist vardir.

Dig kisim Lipid ikili tabaka i¢ kisim

Pro 4 N
Asp) The) Aspl Vai
Pre}

Leut

e 120

130 é 00~

g ne
- Tyei
@y a o
e
&9 & ‘
< s Pro
O T OOV

’ 50

Sekil 2.11. Glikoforinin membranda yerlesimi ve amino asit diziligi (9,13).

Glikoforinler, Coomassie Blue ile boyanamazlar, ancak PAS boyastyla boyanabilirler.
M ve N olmak tizere tki kan grubu antijeni tagirlar. M antijeni glikoforin A'da bulunurken,
N antijeni glikoforin B'de bulunur. Glikoforin A ve B nin antijenin farkhliklarmin yanisira,
ayrica birinci ve beginci aminoasitler arasinda da farkhihk vardir.
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1 5
H,)N-Ser-Ser-Thr-Thr-Gly- Glikoforin A
H,N-Leu-Ser-Thr-Thr-Glu- Glikoforin B

1 -5

Glikoforinlerin molekiiler agirhiklan arasinda da farkhilik vardir. Glikoforin A 31 kda,
Glikoforin B 23 kda ve Glikoforin C ise 29 kda'dur. Glikoforin C, glikokonneksin olarakta
bilinmektedir (13).

2.4. Proteinleri Aywrma Yontemleri

Bir biyolojik sivida bulunan proteinleri, ortamdaki diger bilesenlerden ve diger
proteinlerden ayirma iglemi, proteinlerin bazi 6zelliklerine dayanmaktadir. Bu 6zelliklerine
bagimh aymrim, dort grupta toplanabilir (12).

2.4.1. Molekiil Biiyiikliikleri Esasina Dayanilarak Proteinlerin Ayrilmas:

Bu grupta yer alan ayuma yontemleri, diyaliz, ultrasantrifijjleme, yogunluk gradienti
santrifiijlemesi ve jel filtrasyon kromatografisidir.

Proteinleni daha kiigiik molekiil agirhgma sahip molekiillerden ayrrmak i¢in selofan,
seliilloz gibi yan gegirgen zarlar kullanilarak diyaliz iglemi yapilmaktadir. Prensip olarak
diyalize benzeyen ultrasantrifiijlemede, basing ve santrifiijleme kuvveti vasitasiyla sulu
¢ozelti ve kiigiik ¢dziinen molekiiller yan gegirgen zardan gegerken biiytik molekiillii olan
proteinler zan gegemeyerek tiip iginde kalirlar (14,37,38).

Bir protein kangimim, farkll yoZunlukta sukroz ¢ozeltileri yardimyla, yogunluk
gradienti santrifiijlemesi ile de ayirmak miimkiindiir. Protein ¢6zeltisi sukroz gézeltilerine
ilave edilip yﬁkéek devirde santrifiij edilecek olursa her bir protein kendi yogunlugu ile aym
olan sukroz bolgesinde toplanacakﬁr. Sonugta protein molekilleri, biyiikleri, sekilleri ve
konsantrasyonlarina gore aynlmig olacaktir (12,14).

Molekut bityiikliiklerine gore proteinleri ayirmada kullamilan en etkili metod olan jel
fitrasyon kromatografisinde kolon, sefadeks, sefaroz, bio-jel ve agaroz gibi materyallerle
dodurulup tamponla kararlk hale getirildikten sonra protein g¢ozeltisi yavasga ilave edilir.
Kigiik protein molekiilleri, kolon dolgu maddesinin kiigitk oyuklarina girerken, biyik
molekiiller eluatta toplanmaktadir. Eluatta ilk toplanan protein molekiilii en buyitk molekiil
olurken, en son toplanan en kiigiik molekiil olacaktir (39,40).
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2.4.2. Coziniirliik Farkhhklart Esasina Dayanilarak Proteinlerin Ayrilmast

Cozinurlik, bashca pH, iyonik siddet, ¢ozirinin dielektrik ozellifi ve sicakhifa
baghdir. Proteinlerin iyonlagabilir yan gruplani farkli oldugundan, izoelektrik pHlanda
farkhidir. Ortamin pH'sim degistirerek, izoelektrik noktasmna rastlayan proteinlerin ¢6kmesi
saglanir. Bu sekilde, izoelektrik ¢okeltme iglemi ile proteinler yiiklerine gore ayrilmis olur
(12).

Etanol sudan daha kugik bir dielektrik sabitine sahip oldugundan, sulu protein
¢ozeltisine ilave edildiginde zit yiklerin gekimi artar ve proteinler kiimelenerek ¢oker.
Etonal ve asetonun degisik oranlarda ilavesi proteinlerin ayr1 ayn ¢okmesine neden olur.
Denaturasyondan sakmmak igin diisiik 1s1da ¢aligiimalidir (14).

Tuz ilavesi ile ¢oktiirme isleminde ortama ilave edilen tuzun konsantrasyonunu
ayarlayarak, proteinlerin ¢6kmesi ve boylece ayrilmasi saglamr. Disiik yoZunluktaki tuz
gozeltileri pek ¢ok proteinin ¢ozinirligini arttrmaktadir. Bu olay, salting-in olarak
adlandinimaktadir. Salting-in olayinda, (NH4),SO, gibi iki degerlikli iyonlarin tuzlan, KCl
gibi bir degerlikli bir degerlikli iyonlarin tuzlanndan daha etkilidir. Nétral tuzlarin bu
ozelligi, tuzu meydana getiren katyon ve anyonlarin elektrik yiikiine bagl oldugu gibi tuzun
konsantrasyonuna da baghdir. Iyonik siddet arttinldifinda proteinlerin ¢ozinirligiide
azalmaktadir (Sekil 2.12) ve bu nedenle proteinlerin ¢okme orani artmaktadir. Bu olaya
salting out denir. Cok yitksek (NHy,),SO,4 konsantrasyonlari, protein molekiillerinden suyu
almakta ve proteinlerin ¢dziintrliglini azaltarak onlann ¢okelmesini saglamaktadir.
Salting-out olay: ile ¢gokelen proteinler dogal konformasyonunu korumaktadirlar (39,40).
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Sekil 2.12. Potasyum stilfatin (K5S04), hemoglobin-CO kompleksinde ve izoelektrik
pH'da ¢oniirliigiine etkisi (12,14).
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Amonyum siilfat suda ¢ok fazla ¢éziindiigiinden ve gayet yiiksek iyonik kuvvetle elde
etmek miimkin oldugundan, proteinlerin ¢oktiiriilmesinde en ¢ok kullanilan bilegektir.
Amonyum siilfatin doygunlugu 0-30°C arasinda defismektedir. 20°C'de amonyum siilfat
doygunlugu, 4.05 M veya 533 g/L olarak kabul edilmektedir(40).

2.4.3. Spesifik Ligandlari Esasina Dayanilarak Proteinlerin Ayrilmas:

Afinite kromatografisi, saflagtinlmas: istenen molekiiliin matriks adi verilen bir kolon
maddesine (sefadeks, sefaroz, bio-jel vs.) kovalent olarak immobilize edilmis bir
komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik olarak baglandigi bir tekniktir (12).

2.4.4. Elektriksel Yiik Esasina Dayanilarak Proteinlerin Ayrilmast

Bir protein ¢ozeltisi izoelektrik noktasiuin diginda bulunan pH'larda yiikli durumda
bulunur. Proteinleri asit-baz 6zelliklerine dayali ayirmada iki metod vardir.

2.4.4.1. Iyon Degisim Kromatografisi

Bu yontemde kolon, pH 7.0'da pozitif veya negatif yiikli gruplar ihtiva eden
maddelerle doldurulur. Proteinler, yiiklerine goére iyon tutan bu bilesikler iizerine
adsorblanir. Katyon ve anyonlanin yer degisimi olur. Kolon, iyon degistiricinin elektrik
yukinii degistiren gozeltilerle yikanirsa, farkli zamanlarda kolondan ¢ikig esasmna gore
proteinlerin ayirim iglemi tamamlanir (10).

2.4.4.2. Elektroforez

Elektroforez, bir elektriksel alanda yiklii molekiillerin hareketi esasina dayanmaktadir,
Yiikla biyolojik polimerlerin analizleri ve belirlenmesi, farkli iyonlarin veya bir kangimdaki
farkli bilegenlerin belirlenmesi, kolloid ve makromolekiillerin ayrilmasi gibi bir ¢ok
yontemde de kullanilir. DNA, RNA, polimerler ve kompleks karbohidratlar elektriksel
alanada hareket ettirilir.

Bir elektriksel alanda molekillerin gogiinii etkileyen faktérler sunlardir;

1. Molekiiliin kimyasal bilesimi, net yiikii ve igareti, biytikligii, siirtiinme katsayist gibi
molekiiler parametreler,

2. Tamponun pH's, iyonik giicii ve viskositesi,

3. Elektriksel alanin giddeti, gog alami ve akimun cinsi.

Elektroforezde molekiiliin yapisina uygun destek ortamina ihtiya¢ vardir. Modern
elektroforetik tekniklerde destek ortami olarak tamponla doymus jel tipi matriks kullanihr,
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Amino astiler ve karbohidratlar gibi diisiik molekiiler agirlikli biyokimyasallar igin destek
ortami olarak selilloz kullamlirken, buyiik molekiller igin poliakrilamid ve agaroz jeller
kullanilir (2,39,41).

2.4.4.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamid jeller ile yapilan elektroforez, numune bilesenlerinin ¢6ziintirliigiiniin
artmasin saglar. Ciinkii ayirma,

1. Molekiiler elekleme ve

2. Elektroforetik hareketlilik esasina dayanmaktadir. Jel elektroforezinde kiiguk
molekiiller bityitk molekullerden daha hizli hareket ederler. Akrilamid polimerizasyonu ile
yapilan jelin ve elektroforezin avantajlan soyle siralanabilir (42).

1. Proteinler ve nitkleik asitler (1x106 daltona kadar) igin yiiksek ayirma giicii,

2. Gozenekleri sayesinde molekiiler elekleme 6zelligi,

3. Biyiik hacimli molekiillerin kabuli,

4. Gog eden molekiillerin matriks ile minimum etkilesmesi yani kimyasal inertligi,

5. Matriksin fiziksel kararlilig,

6. Genig bir pH, sicaklik ve iyonik gii¢ bolgesinde stabillik,

7. Jelin transparan (geffaf) olmas:.

Akrilamid, N,N'-metilen bisakrilamid, N,N,N'N'-tetrametilendiamin (TEMED) ve
amonyum persiilfat jelin meydana gelmesi igin gerekli olan maddelerdir. Poliakrilamid
jelinin meydana getirilisi boliim '3.4.5/de anlatilacaktir. Jelin gozenek biyikliginii
etkileyen faktorler;

1. Kullamlan akrilamid miktan ve

2. Capraz baglann sayisidir (39,42).

Hem disk ve hem de slab jel elektroforezi yapilabilmektedir. Fakat slab jelin baz
avantajlan vardir;

1. Birgok numune aym anda uygulanabilmektedir,

2. Dikdortgen yiizeyiyle kolayca fotograf cekilebilmekte ve densitometre ile
okunabilmektedir,

3. Elektroforez esnasinda meydana gelen 1s1, slab jellerde dagilir. Boylece 1si etkisiyle
protein bantlarinin bozulmasi azalmug olur.

Kesiksiz tampon sistemi, jellerde ve elektrodlarda aym tamponun kullanildig, saf
proteinlerin taymn: igin tek jel gerektiren ve kurulmasida kolay olan bir sistemdir. En dnemli
dezavantaji numunenin konsantre halde olmas: gerektigidir. Kesikli tampon siteminde, tiim
kistmlarda farkh tampon kullanilir. Ust kistmda gozenekleri biyitk, pH 6.8 olan numunenin
uygulandifi yigma jeli, alt kissmda ise gozenek hacmi daha kiigik ve proteinlerin



buyiiklugtine gore bantlart meydana getiren pH s1 8.8 olan ayirma jeli vardir. Kullanilan
tank tamponunun pH sida 8.3'diir (39,42,43).

Proteinler, bir deterjan maddesi olan SDS ve disulfiir baglan indirgeyici madde olan
merkaptoetanol varliginda elektroforeze tabi tutulursa, molekiiler agirhklan belirlenebilir.
Protein molekiilleri SDS ile muamele edildiginde, ikincil, tigiinciil ve dérdiinciil yapilan
bozulur ve SDS molekiilleri ile kapl lineer bir polipeptid zinciri meydana gelir.
SDS-PAGE'de proteinler, molekiiler agirliklanina gére gog ederler (15,37,39).



3-MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Adi Molekiiler Formiil | Mol. Agirlik | Alinan
{g/mol) Firma
Akrilamid C3HsNO 71.08 Sigma
Aktif Karbon C 12.01 Sigma
Albimin (Si1Zir albiimin) Sigma
Amonyum Persiilfat (NH4)»S->0g 228.20 Sigma
Amonyum Siiifat (NH4)»SO4 132.10 Sigma
Asetik Asit, glasial CH3COOH 60.05 Merck
Bakir Silfat Pentahidrat CuS04.5H>0 249.68 Merck
Bromfenol Mavisi C10HgBrgO5;SNa 691.90 Sigma
Coomassie Brilliant Blue G-250 C47H4eN130789Na 854.00 Serva
EtilendinjtrilotetraasetikasitﬂitrggleiIII) CyoH4NoNa,02.2H,0 |  372.24 Merck
Folin ve Ciocalteu fenol reaktifi Sigma
Gliserol (Gliserol) C1HgO3 92.09 Sigma
Glisin H,>NCH,COOH 75.07 Merck
Hidroklorik asit HCl1 36.46 Merck
Izopropanol CgHgO 68.15 Sigma
2-Merkaptoetanol C>Hg0S 78.13 Sigma
N, N'-Metilen bis-akrilamid C7H10N-2O~ 154.20 Sigma
Potasyum-Sodyum Tartarat C4H4KNaOg.4H-O 282.23 Merck
Sodyum Dodesil Siilfat C12H»r5NaOy4S 288.38 Merck
Sodyum Hidroksit NaOH 40.00 Merck
Sodyum Karbonat NapCO3 105.99 |Horosan
Kimya
N,N,N' N'-Tetrametilendiamin (TEMED) |CgHigN> 116.20 Sigma
Tris(hidroksimetil)-aminometan Cy14H;1NO3 121.14 Merck




3.1.2. Kullantlan Malzemeler

Malzeme Adi Firmasi
Diyaliz Tiipii Sigma
Miropipetler
0.5-10 uL Brohit Proline
10-100 uL Socorex
200-1000 pL Biohit Proline
1000 L Socorex
Siringa
1pul Hayat Siringa
20 uL Henke-Sass Walf

3.1.3. Kullamilan Cihazlar ve Aletler

Cihaz Adi Firmasi
-1Gii¢ Kaynagi Titan Plus
Hassas Terazi Cyha MP-300
Magnetik Kangtirici IKA-Labortechnik
H-Metre Hanna Instruments 8416
Santrifiij Centra 4

Sogutmali Santrifiyj

Heraus Sepatech Suprafuge 22

Spektrofotometre

LKB Ultraspec K-4053

Vorteks Karigtirici

Autovortex Mixer SA2

24
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3.2. Kullamlan Cozeltiler ve Haurlanmalan

L Ghost elde etmede

L1. %0.9 NaCl - 5 mM Tris HCI (pH 7.4) : 9 g NaCl, 1000 mL deiyonize suda
¢oziildii. Boylece izotonik ¢ozelti hazirlanmig oldu. 0.606 g Tris, 750 mL izotonik ¢ozeltide
Qﬁzﬁidﬁ. Hidroklorik asit ile pH' s1 7.4 'e ayarlandi. Son hacim yine izotonik ¢6zeltiyle 1000
‘mL'ye tamamlandi. Bu hazirlanan , ¢ozelti eritrosit paketlerini elde etmede kullanildi.

1.2. 10 mM Tris-0.1 mM EDTA - HCI (pH 7.4) : 1.211g Trnis ve 0.037g EDTA
(Titriplex®-I11, 750 mL kadar deiyonize suda ¢oziildi. HCI ile pH s1 7.4'¢ ayarlandi. Son
hacim 1000 mL'ye tamamland:. Eritrosit paketlerinden ghost elde etme agamasina kadar bu
¢ozelti kullamlarak yrikama iglemi yapildi.

2. Protein ¢ozeltisinin hazirlanmasinda ve diyalizde

2.1. 10 mM EDTA-HCI (pH 7.4) : 1.2'de anlatildif gibi hazirlandi. Bu ¢ozelti protein
suspansiyonunun hazirlanmasinda ve diyaliz tamponu olarak kullanild:.

2.2. %10Muk SDS : 10 g sodyum dodesil siilfat (SDS) deiyonize suyla 100 mL'ye
tamamlanarak ¢oziildii. SDS nin ¢oziinebilmesi i¢in su Banyosundan faydalanildi. 37°C'de
coziinmesi beklendi. SDS, sogukta kristallegir. Bu nedenle, sofuk kosullarda gahsildiginda
ilk &nce 1s1 yardimiyla iyice ¢oziinmesi saglandi. Ghostlardan proteinleri agiga gikarmada
kullanilds.

3. Lowry metodu'nda

3.1. 2xLowry Reaktifi : 20 g Na;CO3 260 mL suda, 0.4g CuSO4.5H,0 20 mL suda,
0.2 g sodyum potasyum tartarat 20 mL deiyonize suda ¢6ziildi ve daha sonra bu ii¢ ¢ozelti
kangtinlarak bakir reaktifi elde edildi. 10 g SDS 100 mL ve 4 g NaOH ise yine 100 mL
deiyonize suda ¢ozildii. Kullanmadan hemen 6énce 3:1:1 oraminda hacimlerde bakir reaktifi:
SDS: NaOH kanstinlarak Lowry reatifi elde edildi. Bu ¢6zelti 2-3 hafta saklanbilir. Eger
cozeltide beyaz bir ¢okelek olusursa 37°C'de sitilir. Fakat siyah g¢okelek gozlenirse ¢ozelti
atilr.

3.2. 0.2 N Folin Reaktifi : 2 mL 2 N Folin reaktifi 20 mL deiyonize suyla kangtinildi.
Bu ¢ozelti, karanlikta ve oda sicakhiginda birkag ay saklanabilir.

3.3. Albiimin standartlar : 10 mg albiimin 100 mL 1 deiyonize suda gdziilerek 0.1
mg/mLlik albiimin standardi hazirflandi. 0.1 mg/mL'lk albiimin standardindan 0.1 mg/mL
'lik standard sirastyla 10 mL, 5 mL ve 2.5 mL abnip deiyonize suyla 20 mL ye tamamlandi.
Bu iglemler sonucunda 0.1 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.025 mg/mL ve %0.0125 mg/mL'lik
albiimin standardlan hazirlanms oldu.
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4. Elektroforez'de

4.1. Akrilamid-bisakrilamid (30 : 0.8) : 30 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid, deiyonize
suyla son hacim 100 mL'ye tamamlanarak ¢oziildi. Sizgeg kafdiyla siizildii. +4°C'de
saklandi. Uzun stire saklanirsa, akrilamid monomeri, alkrilasit ve amonyaga hidrolizlenir.
Akrilamid-bisakrilamid en fazla 1-2 ay saklanabilir.

4.2. %10uk SDS : 3.2.2.2'deki gibi hazirland.

4.3. Amonyum Perstilfat (%1.5 w/v): 0.030 g amonyum persiilfat, 2 mL suda ¢oziildii.
Bu ¢bdzelti dayaniksizdir. Bu nedenle kullanmadan hem 6nce hazirland:.

4.4. Ayirma Jeli tamponu: 3.0 M Tris-HCl pH 8.8): 36.3 g Tris bir miktar deiyonize
suda ¢o6zildi. HCI kullanilarak pH s1 8.8'e ayarlandi. Son hacim deiyonize suyla 100 mL' ye
tamamlandi. Siizgeg kagidiyla siiziildi ve +4°C'de saklandi.

4.5. Yigma jeli tamponu (0.5 M Tris-HCI pH 6.8): 6.0 g Tris 75 mL'kadar deiyonize
suda ¢ozildi. HCl ile pH 6.8'¢ titre edildi. Son hacim deiyonize suyla 100 mL'ye
tamamlandi. Cozelti siizgeg kagidi ile siizildii. +4°C'de sakland.

4.6. Tank tamponu :

4.6.1. Tank tamponu I: pH~8.3 (0.025 M tris, 0.192 M Glisin, %0.1 SDS): 3 g Tris,
14.4 g Glisin, 1 g SDS, 1L deiyonize suda ¢ozildi. +4°C'de saklands.

4.6.2. Tank tamponu II: pH 8.3 (0.025 M tris, 0.152 M Glisin, %0.1 SDS, %0.05
EDTA) : 4.6.1'deki gibi hazirland1. Yalniz ek olarak 0.500 g EDTA ilave edildi.

4.7. Boyama ve boya gidermede

1. %25 izopropil alkol, %10 asetik asit, %0.05 Coomassie Brilliant Blue G-250:
75 mL izopropil alkol, 30 mL asetik asit ve 0.15 g Coomassie Brilliant Blue G-250
kanstirilarak son hacim deiyonize su ile 300 mL'ye tamamlandt.

2. %10 izopropil alkol, %10 asetik asit, %0.005 Coomassie Brilliant Blue G-250:
30 mL izopropil alkol, 30 mL asetik asit, 0.015 g Coomassie Brilliant G-250 karigtirilarak
son hacim deiyonize su ile 300 mL'ye tamamland.

3. %10 asetik asit, %0.0025 Coomassie Brilliant G-250: 100 mL asetik asit, 0.025
g Coomassie Brillant G-250 kanigtinlip son hacim deiyonize su ile 1000 mL'ye tamamlandi.

4. %10 asetik asit: 100 mL asetik asit deiyonize suyla 1000 mL' ye tamamlanarak
¢ozildi.

4.8. 1z birakict boya (%0.08 Bromfenol mavisi): 80 mg bromfenol mavisi 100 mL.
deiyonize suda ¢oziildi.
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3.3. Numunelerin Toplanmas:

K.T.U. Farabi Hastanesi kan bankasindan temin edilen saghkl kisilerin kanlariyla
¢alisma yapildi. 400 mL kanda 63 mL sitrat-fosfat-dekstroz-adenin (CPDA) antikoagulant
olarak kullanildi. Antikoagulantin igenigi séyledir;

2 g  dekstroz,

1.66 g  sodyum sitrat,
206 mg  sitrik asit,
140 mg  monobazik sodyum fosfat,

173 mg  adenin.

3.4. Kullanilan Yontemler
3.4.1. Ghost'un Elde Edilmesi

H. Hamaguchi ve H.Cleve'in eritrosit ghost'u elde etme yontemi modifiye edildi (44).
120 mL CPDA'h kan 3000 rpm'de 10 dakika ve 4°C'de yiiksek devirli sogutmalt santn'ﬁijlé
santrifijjlendi. Ust kisimda kalan plazma ve lokosit tabakasi su trombu ile alindi. Daha sonra
eritrositler, %0.9 NaCl-5 mM Tris-HCI (pH 7.4) tamponu kullanilarak ti¢ kez siispansiyon
yapildi. Her siispansiyon 3000 rpm'de 5 dk santrifijlendi. Bu yikama iglemi sonucunda
yaklagik 30-40 mL eritrosit paketi elde edildi. Eritrosit paketleri yaklagik 5 hacim 10 mM
Tris-0.1 mM EDTA-HCI (pH 7.4) ile suspanse edildi. Ilk siispansiyon 13000 rpm'de 20 dk
santrifiijlendi. Bu gekilde eritrositler hemoliz edilmis oldu. Daha sonra yine aym tampon
kullanilarak yapilan siispansiyonlar, 20000 rpm'de 10'ar dakika santrifijjlendi. Bu sekilde 5-7
kez yikama islemi yapilarak hemoglobin uzaklagtinlmig oldu. Sonugta yaklasik SmL kadar
beyaz ghost elde edildi. Bu ghostun 1 mL'si elektroforezde, 4 mL'si de protein gozeltisi
hazirlanmasinda kullanildi. Eritrosit ghostunun hazirlanmas: Sekil 3.1'de gosterilmigtir.
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Sekil 3.1. Eritrosit ghostunun elde edilmesi (1).

Hiicre lizisi esnasinda zararli proteazlar saliverilir. EDTA, membran proteinlerinin
_ proteolizini azaltmada etkili bir bilesiktir. Bu nedenle EDTA'l tampon tercih edildi (38).

Sekil 3.2. Ghost elde etmek amaciyla santriftjiin kullanilma agamasi.



3.4.2. Proteinlerin Agiga Cikariimasi

Periferal proteinler, dugiik iyonik giigteki tamponlar yardimiyla ¢éziinebilmesine
ragmen, integral proteinleri ¢6zebilmek igin deterjanlara ihtiyag vardir (45). Deterjanlarin
biyolojik membranlarla etkilesmesi sematik olarak Sekil 3.3'de gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Eritrosit membraninda deterjan-protein misellerinin elde edilmesi (45).

Termodinamik kurallarma gore membran yapisindaki lipidleri proteinlerden
ayirabilmek igin amfifilik yapilara ihtiyag vardir. Bu yapilarda deterjanlardir. Bizim
caliymamizda amfifilik deterjan olarak sodyum dodesil siilfat kullanildi. Bu deterjan anyonik
bir deterjandir (15).
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SDS, hem polar, hem de nonpolar 6zelliklere sahiptir. Proteinin nonpolar béliimlerine
gomiili nonpolar hidrofobik kisimlan ile baglanir (Sekil 3.4). Negatif yiikla stilfat c;ézﬁcﬁyé
maruz kalir. SDS baglanmast iki etkiye yol agar (37);

1. Hidrofobik ve iyonik etkilesmelerle interferans meydana getirir. Birgok oligomerik
protein, monomer altbirimlerine aynisir ve ikincil yapist bozulur.

2. Proteinler, negatif yikli SDS molekiilleri ile doygun hale gelirler. 1.4g SDS, 1g
protein baglayabilir.

Deterjan

Proteinin §
Hidrofilik kismu \
\.A

1)) L
!~ =

«

Sekii’ 3 4. Mémbrana yerlesik proteinlerin ¢6ziinmesine deterjanin etkisi (40).

4 mL ghosta %10'luk SDS ¢ozeltisinden 2.5 mL ilave edilerek son hacim 10 mM Tris-
0.1 mM EDTA-HCI (pH 7.4) ile 25 mL ye tamamland:i. Boylece proteinlerin %1'lik SDS'de
¢oziinmesi sagland:. Bir gece bu sekilde oda sicakhiginda bekletildi.

3.4.3. Sodyum Dodesil Sulfatin Diyalizle Uzaklagtirilmasi

Diyaliz isleminde, seliiloz membrandan yapilmig diyaliz torbasi kullamldi. Bu torba
yan gegirgen bir zar oldugundan dolayr, SDS ve kiigiik molekiiller digart gikarken tampon
igeriye girmektedir. Bu ylizden, diyaliz esnasinda membramin ylzey alam artmaktadir.
Denge konsantrasyonuna erigildiginde, ¢bziinenlerin dagihmi her iki yonde de aymdir
(11,40).
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Bir gece bekletilmis olan 25 mL SDS-protein ¢6zeltisini diyaliz iglemine tabi tutabilmek
icin 15 cm civarinda diyaliz torbas: kesilip deiyonize suda sigirildi. Bir ucu diigtimlendi.
Protein ¢6zeltisinin tamarm, bir pipet yardimiyla damlalar halinde diyaliz torbasina aktarilds
(Sekil 4.3.3). Torbanin diger ucuda iyice diigimlendi (Sekil 4.3.b) ve bir beher igindeki 500
mL 10 mM Tris- 0.1 mM EDTA-HCI (pH=7.4) tamponuna konuldu. Diyaliz esnasinda
torbanin dik durmasini saflamak amaciyla magnetik kangtincidaki tampon, bar yardimiyla
kangtinldi. Bann torbaya degmemesi igin uzun bir beher segildi (Sekil 3.5.c.). Her iki saatte
bir tampon degistirildi. Bu gekilde 10 saat siireyle diyaliz iglem: yapildi.

Protein ¢ozeltisi

pipet
Protein Magnetik
cozeltisi Bar \
. N
——
Diyaliz
torbast Magnetik kangtinict —% °
Tampon
(a) (b) (c)

Sekil 3.5. SDS'nin diyalizle uzaklagtinimast.

Diyaliz iglemi sonunda ¢6zeltinin hacmi tekrar olgildii ve hacmin 25ml'den yaklagik
27-28 mL ye ¢ikti1 tespit edildi.

3.4.4. Proteinlerin Amonyum Siilfatla (oktiiriilmesi

Amonyum siilfat protein ¢ozeltisine ilave edildiginde, su molekiilleriyle etkilesir ve
boylece suyun protein ile etkilesmesini onler. Bu nedenle, ¢ozeltide amonyum siilfat
molekiilil sayisi arttik¢a, suyun proteinle etkilesmesi azalacaktir (37,38).

Cahsmada, bu sekilde, amonyum siilfatla dehidrasyon islemi yapilarak proteinlerin
cokmesi saglandi. Istenilen doygunlukta proteinlerin ¢6kmesini saglamak amaciyla asagidaki
formiilden yararlamldi (46);
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. L77xVx(8,-81)
Ilave edilmesi gereken amonyum siilfat miktart (g) =

3.54-S,

Burada V : Doygunluga getirilecek ¢ozeltinin hacmi (mL)

S; : Baglangictaki amonyum siilfat doygunlugu (%)
S, : Istenilen amonyum siilfat doygunlugu (%) dur.

Proteinlerin amonyum siilfatla goktiirillmesinde farkli yontemler denendi. Fakat tiim
yontemlerde istenilen doygunluktaki protein ¢dzeltileri 4 °C'de ve 12490 rpm'de (19000
g'de) 10 dakika santrifiijlendi.

Yontem I: Protein ¢ozeltisi %10, %20, %30, %40 ve %50 doygunlufa getirilerek
proteinler elde edildi.

Diyaliz torbasindan gikanlan protein ¢ozeltisinin hacmi olgildii. Bir behere aktanlip,
%10 doygunluga getirebilmek igin gerekli amonyum silfat miktan ilave edildi. Magnetik
kangtirict ve bar yardimiyla iki dakika kangtinlarak amonyum siilfatin iyice ¢dziinmesi
saflandi. Bu ¢ozelti 24 saat 4 °C'de muhafaza edildi ve ertesi giin santrifiijlendi.
Stuipernatantin tekrar hacmi oOlgilerek %20, %30, %40 ve %50 doygunluktaki protein
¢okelekleride birer giin arayla elde edildi. Elde edilen protein ¢okelekleri protein ¢ozeltisinin
hazrlanmasinda kullanilan tampon ilave edilerek bir mikropipet yardimiyla alind.
Tiiplere konulan protein ¢ozeltileri -18°C'de sakland.

Yontem II: Protein gozeltisi %5, %10, %15, %20, %25, %30, %40, %50, %70 ve
%80 doygunlu@a getirilerek proteinler elde edildi.

: Protein ¢ozeltisini, istenilen doygunluga getirebilmek igin gerekli amonyum siilfat
miktan ilave edilerek, magnetik kanstinc ile 2 dakika amonyum siilfatin protein ¢ozeltisi
iginde ¢oziinmesi saglandi. Fakat birinci yontemde oldugu gibi herhangi bir bekleme
yapilmadi. Direkt olarak santrifiijlemeye tabi tutuldu. Her bir doygunlukta elde edilen
proteinler tampon yardimiyla alinarak tiiplere konuldu ve -18°C'de muhafaza edildi. %90 ve
%100'luk doygunlukta hig bir ¢bkelme gozlenemedi.

Yontem III: Protein ¢ozeltisi, %S, %15, %25, %35, %45, %55, %65, %75, %85
doygunluga getirilerek proteinler elde edildi. Bu yontemin ikinci yontemden tek farks,
istenilen doygunluklar arasindaki farklilikt.

3.4.5. Amonyum Siilfatin Diyalile Uzaklagtiriimas:
Istenilen doygunluga getirilerek ¢oktiiriilen proteinlerle birlikte bir miktar amonyum

stifatinda ¢okeceBi diisiiniilerek, amonyum siilfatin proteinden uzaklagtinlmasi amacryla
sadece birinci yéntem igin ikinci bir diyaliz iglemi yapild.
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Diyaliz torbalan sadece tiipiin azimi kapatabilecek boyutta kesildi. Deiyonize suda
gisinildi. Herbir tiipin agz seliiloz membrani ile kapatildi. Tupler tersine gevrilerek deiyonize
suya batirildr. Bu gekilde 2 saat siireyle deiyonize suya karst diyaliz yapildi.

3.4.6. Lowry Metodu'yla Protein Tayini

Bu metodda protein Once alkali bakir ¢ozeltist ile muamele edildi. Alkali ortamdaki
Cu2, proteinin peptid baglaryla kompleks olusturarak Cu*'e indirgendi. Daha sonra, Folin
ve Ciocolteunun fenol reaktifi ilave edildi. Fosfotungstik ve fosfomolibdik asitlerin
indirgenmesiyle molibdenyum mavisi ve tungsten mavisi renkleri meydana geldi (38).

Bu metodun hassasiyeti 2-100 mg arasindadir. Bu nedenle tim numuneler 1:20
oraninda dilue edildi ve asagidaki agiklanan sirayla metod uyguland.

1. 400 ser uL kor, standardlar ve numuneler ayr ayn 400 uL 2xLowry reaktifine ilave
edildi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

2. 200 mL 0.2 N folin reaktifi ilave edilerek hemen vortekslendi. Folin reaktifi asidik
pH'da stabildir. Oysa indirginme alkali pH'da yapilmaktadir. Bu nedenle Folin reaktifi alkali
bakir-protein  gozeltisine ilave edildifinde, hemen kangtimlmast yapildi. Boylece
fosfomolibdik-fosfotungstat reaktifleri pargalanmadan indirgenmenin meydana gelmesi
saglanmis oldu. Vorteksleme bittikten sonra 30 dakika oda sicaklifinda bekletildi.

3. 750 nm'de absorbanslari okundu.

3.4.7. Sodyum Dodesil Sitlfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, molekiiler elekleme ve elektroforetik hareketlilik esasina dayanmaktadir
(41,47). Molekiillerin buyiiklugia ise elektroforetik hareketliligi etkilemektedir. Kugik,
molekiiller, buyiik molekiillerden daha hizli hareket etmektedirler. Poliakrilamid jellerinde
numune bilegenlerinin ¢éziinirliigi artmaktadir (39,42).

Jelin meydana gelme mekanizmasi soyledir (39),

Amonyum persiilfat suda ¢oziindiigiinde serbest radikalleri meydana getirir.

$08° — » 280,

: CONH, ONH, CONH, CONH, CONH,
so4 . nCHz—JZH ——>X—CH2—éH — X—CHz—éH—CHZ—éH—CHZ— H
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Bu radikaller, akrilamid ile reaksiyon meydana getirirler. Aktifleymis akrilamid,
poliakrilamid molekiilleri ile uzun bir polimer zinciri meydana getirmek {izere bir araya
gelirler. Jel yapistm meydana getirmek igin gapraz baglara ihtiya¢ vardir. Bunu da saglayan
N,N'-metilenbisakrilamiddir. N,N'-bisakrilamid, iki akrilamidin bir metilen képrisi ile
biraraya gelmesiyle meydana gelmigtir.

Amonyum Persiilfat ——» Serbest Radikaller.

CONH, CH~CH
ONH
CH2= H
(akrilamid) H
H:C " _CH; l
:N—CHZ—CHZ—N\ (IJONH
Y

CONH, CONH,
——CH;—CH—CHz—éH——CHz H—CH,—CH—

ONH ONH
B, ¢,
CONH CONH CONH
——CHZ——éH~CH2——éH-CH2—CH—CH2—-&H—CHz-
Ol?IH
Poliakrilamid

Sekil 3.6. Jel meydana getirme mekanizmasinin kimyasal reaksiyonlarla gosterimi (39),
SDS-PAGE, Laemmli kesiki tampon sistemi ile yapildi (41,43,48).
3.4.7.1. Jellerin Hazrlanmast
3.4.7.1.a. Ayirma Jelinin Hazrlanmasi
Yontem I igin %10 akrilamid konsantrasyonunda ve diger yontemler igin %8'ik akril-

amid konsantrasyonundaki ayirma jelleri hazirlandi. Bu jellerin hazirlanmasinda kullanilan
gozeltilerin miktarlan agagidaki tabloda verilmigtir.
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Yontem [ Yontem II-IIT

Cozelti Hacmi (mL) Hacmi (mL
Akrilamid-bisakrilamid (30:08) 10.0 8
Ayirma jeli tamponu (pH 8.8) 3.75 3.75
%10'Tuk SDS 0.3 0.3
%1.5'lik amonyum persulfat 1.5 1.5
Su 14.5 16.5
TEMED 0.015 0.015

Toplam 30 30

1. Yukanda verilen olgiilerde ¢6zeltiler almp jeller hazirlandi. Yalmz TEMED hemen
ilave edilmedi. Zehirli gazlan uzaklagtirmak igin kangim, kauguk kapaf delinmis bir gigeye
alindr. Su trombu kaucuga takildi ve boylece bir dakika siireyle gazlar uzaklagtinims oldu.

2. TEMED ilave edildikten sonra, 20 mL'lik enjektor yardumiyla plakalar arasina
dokildii. Yigma jeli igin 3.5-4 cm'lik bir yer birakildi. Enjektor, herhangi bir hava
kabarcigimin meydana gelmemesi igin yavasga bir kogeye tatbik edildi.

3. Polimerlesme yaklagtk 10-30 dakika siirdii. Jelin yiizeyini ince bir tabaka halinde diiz
olmas: igin, ayirma jeli tamponu jel yiizeyine eklendi ve bir gece boyle bekletildi.

3.4.7.1.b. Yigma Jelinin Hazurlanmas:

Yigma jelleri, her ii¢ yontem igin aym gekilde hazrlandi. Jelin hazilanmasinda
kullanilan ¢ézeltilerin miktarlan tabloda verilmigtir.

Cozeltiler Katilan miktan (mL)
Akrilamid-bisakrilamid (30:0,8) 2.5
Yigma jeli tamponu 5.0
%10uk SDS 0.2
%1.5'lik amonyum persiilfat 1.0
Su 113
TEMED 0.015
Toplam 20

1. 3.4.7.1.a'daki birinci yol izlenerek yigma jeli hazirlandi.

2. Bir gece bekletilen ayirma jeli iizerindeki tampon lavaboya dékiildii ve ayirma jelinin
st kismy, bir kez yigma jeli ¢ozeltisiyle yikandi ve daha sonra bu ¢ozelti de lavaboya
bosaltildi. Yigma jeli, bu sefer yine enjektor yardimiyla hava kabarcifi olugmayacak sekilde
ayirma jelinin iizerine dokuldi.

3. Numune kuyularimi olusturabilmek igin tarak batinldi. Bu esnadada hava
kabarciginin olusmamasi igin yavas ve dikkatlice hareket edildi.



Cam plaka

Aralayici

b

Mesafe
koruyucu .

Sekil 3.7. Cam plakalarla sandvig elde edilmesi.

Sekil 3.8. Aywrma jelinin plakalar arasina enjektorle doldurulmast.
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ekil 3.9. Yigma jeline taragin batirilarak numune kuyulari elde etmek amaciyla
g g
polimerizasyonun beklenmesi agamasi.

Giivenlik kapag1 Ust tampon tanki

Alt tampon tank1
Sekil 3.10. Dikey slab jel elektroforez tezgahi.
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Sekil 3.11. SDS-PAG elektroforezininde numunelerin 30 tmA'de yuriitilmesi.

3.4.7.2. Numune Hazirliklari ve Uygulanmasi
3.4.7.2.a. Slab Jelin Numune Upgulamaya Hazir Hale Getirilmesi

1. Yigma jelin de polimerlesme olduktan sonra, tarak yavasca gikarildi.

2. Numune kuyularina, enjektérle tank tamponu dolduruldu.

3. Kahp tezgahtan gikanilir ve ters gevirilerek tampon bosaltildi. Boylece numune
uygulamadan énce kuyular temizlenmis oldu.

4. Kalip alt tampon tankinin dar bolgesine yerlestirildi.

3.4.7.2.b. Numunenin Hazirlanmasi

Lowry metoduyla tayin edilen protein miktarlarina gére numunelerin dilusyonu yapildi.
Numunelerin konsantrasyonlan 2 mg/mL'ye getirmek igin gerekli miktarlarda deiyonize su
ilave edildi. Protein konsantrasyonu 2 mg/mL'nin altinda olan numuneler direk isleme tabi
tutuldu. Herbir tiipe 100 pL protein gozeltisi pipetlendi ve daha sonra asagidaki maddeler
sirastyla ilave edildi.
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Cozelti adi Tlave edilen miktar(uL)
%10'luk SDS 40
2-merkaptoetanol 10
Ayirma jeli tamponu (pH 6.8) 25
Gliserol 20
- Bromfenol Mavisi 5
Toplam 100 pL

Ilk 6nce SDS ve 2-merkaptoetanol ilave edilerek proteinlerin denatiirasyonu ve
distilfiir baglannin indirgenmesi sagland: (Sekil 3.12). Bu kangim 100°C'de § dakika 1sitildu.

N e
\ +Merkaptoetanol K j - / / | N
o N/

o

Dogal protein + SDS Denatiire polipeptid

Sekil 3.12. Eritrosit membran proteinin denatire edilmesi

Sogutulduktan sonra tablodaki diger maddeler ilave edildi. Kangimin homojen bir
‘¢Ozeltt haline gelmesi saglandi. Boylece 1 mg/mL protein, %2 SDS, %5 2-merkaptoetanol,
%10 gliserol, 0.0625 M Tris-HCI (pH 6.8) ve %0.002 bromfenol mavisi bir araya getirilerek
denatiire protein numuneleri hazirlanmig oldu. Numuneye gliserol ilave etmenin amaci,
numunenin kuyularin dibine ¢ékmesini saglamak ve boylece tank tamponunda dagilmasin
onlemekti. pH s1 6.8 olan 'tampon ilave etmenin amaci ise numunenin pH'siz1 yigma jelinin
pH sma gore ayarlamakti. Numune olduk¢a asidik oldugu zaman normalde bromfenol
mavisi ilave edildifinde mavi olmas: gerekirken numunenin rengi san olacaktir. Bromfenol
mavisi ilave etmenin amaci ise numunenin yiiridigi yeri tespit etmekti.

Numunede olabilecek ¢okelekleri uzaklagtirmak igin denatiire numuneler 12000 rpm'de
15 dakika santriftijlendi.

3.4.7.2.c. Numunelerin Kuyularnin Yerlegtirilmesi

1. Temizlenmis numune kuyulan tank tamponuyla dolduruldu.
2. 1 mLlik enjektorle her bir kuyuya 25 pL. denatiire numune ilave edildi.
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3.4.7.3. Tank Tamponunun Doldurulmas: ve Elektroforezin Baslatilmast

1. Ust tampon tankina numune ilave edilmeden &nce, sandvigin iizeri, tamponun
koselerden sizmasm onlemek amaciyla seritle kapatildi ve ist tampon tanki kamlarla
stkagtirilda.

2. Alt ve uist tampon tank: 350’ser mL tampon ile dolduruldu.

: 3. Giivenlik kapaf: takildi. Katod(-) st tampon tankina, anot(+) ise alt tampon
tankina takildi.

4. 30 mA'lik sabit akimda iz birakict boya (bromfenol mavisi) alt tampon bolmesine
ulagincaya kadar elektroforez iglemi siirdiinldii. Birinci tank tamponu ile yaklagik 5 saatlik
elektroforez iglem siirerken, ikingi tank iamponu (EDTA') ile yaklagik 7 saathik islem siirdii.

3.4.7.4. Slab Jelin Tezgahtan Cikaridmast

1. Elektroforez islemi bittikten sonra giic kaynaf: kapatihp, giivenlik kapag
¢ikartildi ve st tampon dokiild. .

2. Sandvig, diiz bir zemine koyularak plastik takoz yardimiyla iistteki cam plaka
alinds.

3. Yigma jeli kismu atilarak sadece ayirma jeli, iki elle dikkatli bir gekilde alnarak
boyanin igine konuldu.

3.4.7.5 Boyama ve Boya Giderme Islemi

Entrosit ghostu protein bantlanm go6zlemleyebilmek igin boya maddesi olarak
Coomassie Brillant Blue G-250 kullamldi,
Protein bandlart dért asamah boyama ve boya giderme igleminden sonra net bir gekilde
gozlendi.
L. Jel, %25 izopropil alkol, %10 asetik asit ve %0.05 Coomassie Brilliant Blue G-
250 ihtiva eden boya ¢ozeltisinde bir gece,
2. %10 izopropil alkol, %10 asetik asit ve %0.005 boya ihtiva eden ¢ozeltide 8 saat,
3. %10 asetik asit, %60.0025 boya bulunan ¢6zeltide bir gece ve
4. %10 asetik asit, ihtiva eden ¢ozeltide jel taméumyla beyazlagip bantlar iyice
belirginlesinceye kadar bekletildi (48,49).
Daha sonra meydana gelen bantlar arasinda kargilastirma yapilarak degerlendirme
yapild.
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3.4.8. Boya Giderme (ozeltisinden Boyamin Uzaklagtirsiimasy

Boya giderme iglemi sonunda %10'luk asetik asit ¢6zeltisi mavi rengi almigti. Bu mavi
rengi ve dolaylslyla boyay: uzaklagtirmak igin aktif karbon kullanild: (50).

1. Bir huni etrafinda, siizme kagitlan yardimiyla aktif karbon yatag: olusturuldu.

2. Boya giderme ¢ozeltisi bu yataktan gegirildi ve sonunda beyaz %10'Muk asetik asit
¢ozeltisi elde edildi.



4. BULGULAR
4.1. Lowry Metoduyla Protein Tayini Icin Kullanilan Standart Grafik

Meydana gelen ghostun ve amonyum siilfat ¢okeltmesi sonucu elde edilen proteinin
kantitatif olarak tayinini yapabilmek ve kuyulara konulacak protein miktarim tespit etmek
amactyla Lowry metoduyla protein tayininin yapilmasi Bolim 3.4.6.'da anlatilmigti. 750
nm'de yapilan ol¢limler sonucu bulunan absorbans degerleri soyle idi;

Standart (mg/mL) Absorbans
0.0125 0.037
0.0250 0.107
0.0500 0.189
0.1000 0415

Bu veriler dogrultusunda ¢izilen standart grafik (Sekil 4.1) kullanilarak, ghostun ve
herbir amonyum siilfat doygunlugunda elde edilen proteinin 6lgiilen absorbans deferine
kargihk kantitatif miktan tespit edildi.

0.5 .

/

y

Absorbans ( 750 nm )
o
w

02 F-

-

0'1 / ........ .

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.1. Lowry yontemiyle protein tayininde kullanilan standart grafik.



4.2. Ghostlarda Tespit Edilen Protein Miktarlanimin Degerlendirilmesi

Yontem I, I1 ve ITI igin sirastyla 30, 10 ve 10 olmak tizere toplam 50 numune kullanild:.
Hamaguchi ve Cleve metodu modifiye edilerek yapilan ¢ahgma neticesinde elde edilen
ghostun protein miktarfann 1.89 mg/mL ile 2.39 mg/mL arasinda bir dagihm géstermistir.

Ortalama eritrosit ghostu protein degeri 2.15 + 0.06 olarak bulundu.

Tablo 4.2' de No 1-30 aras1 yontem I, 31-40 arasi yontem II ve 41-50 arasi yontem II1

iqin kullanilan ghostlann protein deZerleri gosterilmigtir.

Tablo 4.2. Enitrosit Ghostlan Protein Degerleri

No | Protein Degeri (mg/mL)
1 2.15
2 228
3 2.03
4 2.36
5 2.17
6 2.12
7 2.25
8 2.08
9 2.01
10 2.16
11 1.97
12 2.00
13 2.11
14 2.35
15 2.39
16 2.18
17 2.25
18 2.33
19 2.01

20 2.17
21 2.24
22 2.25
23 2.02
24 1.89
25 2.39

No | Protein Degeri (mg/mL
26 1.98
27 2.21
28 2.16
29 2.14
30 201
31 2.08
32 1.98
33 2.34
34 2.22
35 2.07
36 2.12
37 2.32
38 2.01
39 1.96
40 2.16
41 2.11
42 2.09
43 235
44 227
45 2.29
46 2.18
47 2.34
48 1.94
49 227
50 2.02




4.3. Yontem I ile Eritrosit Membrarn Proteinleri

Yontem I'de %10, %20, %30, %40 ve %50 amonyum siilfat doygunluklarinda , 24 saat
bekletilerek elde edilen ve ghostda bulunan eritrosit membram proteinleri, 30 numune
kullanilarak karsilagtinlmigtir. Bantlann isimlenditilmesinde litreratiirlerden faydalamilmigtir
(1,2,6,19). Sekil 4.3.1'de EDTA'siz tank tamponu ve Sekil 4.3.2 ve 4.3.3'de EDTA': tank
tamponu kullamlarak yapilan elektroforez sonuc;lanhda, bantlarin go6rintimii agisindan
EDTA': tamponun daha iyi sonug verdifi gozlenmigtirr Aynca, amonyum stlfat
¢oktiirmesiyle, bant 4.2 dimerik yapida, bant 4.5 ¢ofu zaman dimer ve bazanda trimer
yapida goriilmistir. Tablo 4.3.2'de, herbir doygunlukta tiim bantlarm gorilebildigi
verilmigtir. %10Tuk amonyum siilfat doygunlugu igin goriilebilme oram goyle hesaplanmgtir;

Tum bantlarin goriilebildigi numune sayisi
Tim bantlanin goriilebilme oran = x 100
Toplam numune sayist

315
=——x100=955
330

Toplam 11 bant ve herbir bant 30 numune iizerinden degerlendirildiginden, toplam
numune sayist 330 (11x30) olarak alinmgtir ve tiim bantlanin goriilebildigi numune, sayisida
330 tizerinden degerlendirilmigtir.

: Sekil 4.3.5'de eritrosit membramt proteinlerinin herbir doygunlukta elde edilebilme

oranlan verilmigtir. Burada tiim bantlarin herbir doygunlufa nasil dagildig gosteriimek
istenmigtir. Tiim bantlarin en fazla goriilebildigi %10'Tuk amonyum siilfat doygunlugu i¢in bu
oranin nasil bulundugu asagida gosterilmistir;

Tiim bantlann goriilebilme
orani

Proteinlerin %10 (NH4),S0, doygunlugunda =
bulunabilme orani Tiim bantlarin goriilebilme
oranlan toplam

95.5

x100 =383
249.5

Buna gore eritrosit membran proteinlerinin % 38.3'c % 10'luk amonyum silfat
doygunlugunda toplanmugtir.
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Sekil 4.3.1. EDTA'siz tank tamponu kullanlarak sirasiyla ghost (Gh), %10, %20, %30,

%040 ve %50'lik (NH,),S0, doygunluklarinda elde edilen eritrosit membran:
protein bantlarinin goriinimii.
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Sekil 4.3.2. EDTA'li tank tamponu kullanilarak, ghost (Gh) ve %10, %20, %30, %40 ve

%50'ik (NH4),SO, doygunlugunda elde edilen eritrosit membran: protein
bantlarinin gériintimii.
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Sekil 4.3.3. EDTA'll tank tamponu kullanilarak, ghost (Gh) ve %10, %20, %30, %40 ve
%50k (NH,4),SO,4 doygunluklarinda elde edilen eritrosit membrani protein
bantlarinin gorinimi.
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Tablo 4.3.1. Birinci yontem igin %10, %20, %30, %40 ve %50'lik amonyum siilfat
doygunluklarinda elde edilen herbir eritrosit membran: proteini bandinin
30 numune uzerinde goriilebilme sikhi:.

Bant Ghost (NH 22350, Doygunlugu
%10 %20 %30 %40 %50
1 30 30 30 30 29 28
2 30 30 30 30 29 28
2.1 30 30 30 25 4 3
3 30 30 30 13 1. 0
4.1 30 30 7 3 0 0
4.2 30 28 4 0 0 0
45 30 26 16 1 0 0
4.9 30 21 28 1 0 0
5 30 30 30 22 0 0
s 30 30 28 3 0 0
7 30 30 22 0 0 0

Tablo 4.3.2. %10, %20, %30, %40 ve %50 (NH,),SO4 doygunluklarinda tiim bantlarin

goriilebilme oranlar.
(NH,4),SO,4 Doygunlugu
%10 %20 %30 %40 %359
% Tum bantlann 95.5 77.3 39.7 19.1 17.9
goriilebilme orani
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Sekil 4.3.4. Yontem I'de her bir doygunlukta tiim bantlarin gériilebilme oranlaninin

kargilagtiriimasi.
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Sekil 4.3. 5. Eritrosit membrani proteinlerinin %10, %20, %30, %40 ve %50 amonyum siilfat

doygunluklarinda elde edilebilme oranlar.



50

4.4. Yontem II ile Eritrosit Membranit Proteinleri

Yontem [I'de %S, %10, %15, %20, %25, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80
(NH,),80, doygunluklarinda herhangi bir bekleme yapilamadan elde edilen ve ghostta
bulunan eritrosit membrani proteinleri 10 numunede karsilastinilmistir. Sekil 4.4.1.'de
EDTA'l tank tamponu kullanilarak yapilan elektroforez sonucu, tablo 4.4.1'de ise herbir
doygunlukta ve ghostaki eritrosit membrani bantlarinin 10 numune tGzerinden gorilebilme
oranlari degerlendirilmistir. Tablo 4.4.2've gore bantlarin en fazla gortilebildigi amonyum
siilfat doygunlugu %88.2 gériilebilme oramyla %15'lik doygunluk oldugu tespit edilmistir.
Bu oraninin hesaplanmast 4.3.'de anlatldigi gibi yapilmis fakat toplam numune sayist 110
iizerinden degerlendirilmistir. Sekil 4.4.3.'de ise herbir amonyum sulfat doygunlugunda
eritrosit membrani proteinlerini ne kadarnin gokturulebildigi gosterilmistir. Buna gore
bantlarin %17.9'u %151k, %152 ise %10luk amonyum siilfat doygunluklarinda yer

almaktadir.

Bant

4.1
4.2

Sekil 4.4.1. Sirastyla ghost, %5, %10, %15, %20, %25, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80'lik
(NH4)2S04 doveunluklarinda elde edilen eritrosit membrani protein bantlarnin ¢6riiniimi.
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Tablo 4.4.1. Ikinci yontem icin %5, %10, %15, %20, %25, %30, %40, %50, %60, %70,
%80 amonyum siilfat doygunluklarinda elde edilen herbir eritrosit membran

proteini bandimin 10 numunede goriilebilme siklig.

(NH 9,804 Doygunlugu
Bant | Ghost
%5 | %10 %15 %20 %25 | %30 | %40 | %50 | %60 | %70 | %80
i 10 10 J10}10) 10 ] 10)] 10} 10} 10 10 | 10 | 10
2 10 101} 16 i} 10 | 10 10 10 10 10 10 10 10
2.1 10 9 10 | 10 9 I 0 0 10 10 1 0
3 10 % 1041 1O 9 1 0 0 10 9 0 0
4.1 10 6 6 9 9 0 0 0 8 8 0 0
4.2 10 <4 6 9 2 0 0 0 0 1 0 0
4.5 9 0 8 8 0 0 0 0 0 0 0 0
4.9 10 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
5 10 6 8 JINIONIN 8 0 0 5 5 0 1
6 10 > 5 9 3 1 0 0 2 3 0 0
7 10 6 Ol 1041057 8 0 0 5 5 0 0

Tablo 4.4.2. %5, %10, %15, %20, %25, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80 (NH4),SO04
doygunluklaninda tiim bantlarin goriilebilme oranlari.

(NH4),S04 Doygunlugu
%5 %10 %15 %20 %25 %30 %40 %50 %60 %70 %80
% Tum bantlann 7.3 745 882 600 26.0' 182 182 555 555 19.01. 190

gorilebilme oram
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Tim Bantlarin Gériilebilme Orani (%)

%20 %25 %30 %40 %50 %60 %70 %80

Amonyum Sulfat Doygunluklar

Sekil 4.4.2. Yontem II'de her bir doygunlukta tiim bantlarin gériilebilme oranlarinin
kargilagtinlmas:.

B%5 [0%10 B%15 (0%20 E%25 (1%30 B %40 E1%50 %60 E%70 I%SOI

1% 4%

4%
4%

5%

18%

Sekil 4.4.3. Eritrosit membrani proteinlerinin %35, %10, %15, %20, %25, %30, %40, %50,
%60, %70 ve %80 amonyum siilfat doygunluklaninda elde edilebilme oranlari.
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4.5. Yontem Il ile Eritrosit Membrant Proteinleri

Yontem lll'de %5, %15, %25, %35, %45, %55, %65, %75 ve %85 amonyum siilfat
doygunluklarinda bekletilmeden elde edilen ve ghostta bulunan eritroit membrani proteinleri
10 numune'de karsilagtinlmustir. Sekil 4.5.1'de EDTA'l tank tamponu kullanilarak yapilan
elektroforez sonucu, Tablo 4.5.1'de ise herbir doygunluktaki ve ghosttaki eritrosit membram
bantlarinin 10 numune iizerinde goriilebilme oranlari gosterilmistir. Tablo 4.5.2 ve Sekil
452'ye gore bantlann en fazla gorilebildigi amonyum siilfat doygunlugu, %92.7
goriilebilme oraniyla %15'lik doygunluk oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.5.3'de ise herbir
amonyum  silfat doygunlugunda eritrosit membrant proteinlerinin  ne  kadarinin
coktirilebildigi gosterilmigtir. Buna goére proteinlerinin %23.3'ii tiim bantlarinin en fazla
gozlenebildigi %15'lik amonyum siilfat doygunlugunda toplanmigtir,

Bant

RN

4.1
4.2

~o oha

Sekil 4.5.1. Sirastyla Ghost, %5, %15, %25, %35, %45, %55, %65, %75 ve %85'lik
(NH1)2S04 doveunluklarinda cokelen eritrosit membrani proteinlerinin edriintimii.
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Tablo 4.5.1. Ugiincii yontem igin %5, %15, %25, %35, %45, %55, %65, %75 ve %851k
amonyum siilfat doygunluklannda elde edilen herbir eritrosit membranm: proteini
bandinin 10 numune iizerinden goriilebilme siklig:.

Bant | Ghost (NH S04 Doygunlugu

%5 | %15 | %25 | %35 | %45 | %55 | %65 | %75 | %85
1 10 10 ] 10] 10] 10|10} 10} 9 9 9
2 10 10 ] 10 ] 10] 10] 10] 10} 9 9 9
2.1 10 10 ] 10 10] 9 2 0 0 3 3
3 10 8 10 | 10 | 7 0 0 0 0 0
4.1 10 7 10 ] 10| 6 0 0 0 0 0
42 10 4 8 8 0 0]0 0 0 0
45 10 0 8 6 0 0 0 0 0 0
49 | 10 0 6 6 0 0 0 0 0 0
5 10 4 1 10]10] 8 0 0 3 4 0
6 10 3 10| 10| 3 0 0 3 3 0
7 10 4 110} 10| 3 0 0 3 4 0

Tablo 4.5.2. %5, %15, %25, %35, %45, %55, %65, %75 ve %85k (NH,),S0,
doygunluklarinda tiim bantlarin goriilebilme oranlar.

(NH4),S04 Doygunlugu
%5 %15 %25 %35 %45 %55 %65 %75 %85

% Tim bantlarin 545 927 891 509 200 182 245 291 191
goriilebilme oram




100 +

(-3
(-]

80

70

60

8

Tiim Bantlann Gériilebilme Oram (%)

%8 %16 %25 %36 %45 %56 %65 %75 %85
Amonyum Siilfat Doygunluklan

Sekil 4.5.2. Yontem IIT'de her bir doygunlukta tiim bantlarin gérilebilme oranlarinin
karsilagtinilmasi.

|m%s m%1s m%26 O%ss

%46 1%55 B%65 M%7 M%85]

5% , 6% w 7%

13%

Sekil 4.5.3. Eritrosit membran proteinlerinin %35, %15, %25, %35, %45, %55, %65, %75
ve %85 amonyum stilfat doygunluklarinda elde edilebilme oranlar.
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5. TARTISMA

Bu c¢aliymada, eritrosit membram proteinlerinin farkli amonyum  siilfat
doygunluklaninda elde edilebilirligi, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile incelenmigtir. SDS-PAG, proteinlere spesifik Coomassie Brilliant Blue ile
boyandiginda, normalde 11 eritrosit protein bandi gozlenebilmistit. Bu  bantlar,
elektroforezde gog edis sirasina gore, bant 1,2 (spektrin), bant 2.1 (ankirin), bant 3 (anyon
degistirici protein), bant 4.1, 4.2, 4.5, 4.9, bant 5 (aktin), bant 6 (gliseraldehid 3-fosfat
dehidrogenaz) ve bant 7 (tropomiyozin) dir (1,2). Biitiin bu bantlar bolim 2.3'de ayr ayr
anlatilmug, ayrica dzellikleri ve fonksiyonlart EK-3'de 6zetlenmigtir.

Bu tartiymada, asagidaki siralamaya gore tiim denemeler ve gahigmalar ayn ayn
degerlendirilmis ve en sonunda da genel bir degerlendirme yapilmigtir;

1. Eritrosit ghostlannin elde edilmesi,

2. SDS ile proteinlerin agiZa ¢ikarilmasi,

3. SDS'nin uzaklagtinlmasinda diyaliz iglemi,

4. Eritrosit membrani proteinlerinin amonyum siilfatla ayniimas: yontemleri,
3. Lowry metodu,

6. Denatiire protein numunelerinin hazirlanmasi,

7. SDS-PAGE,

8. Herbir yontem i¢in elektroforez sonuglari,

9. Genel degerlendirme,

10. Oneri.

Eritrosit membram proteinlerini elde etmek amaciyla toplam 50 normal salis kam,
K.T.U. Farabi Hastanesi kan bankasindan temin edildi. EDTA'mn membran proteolizini
azaltmada etkili ve hiicre lizisi esnasinda zararli proteazlara kars: direngli olmasindan dolay
(38), EDTA'lh tampon kullanan H Hamaguchi ve H.Cleve'nin metodu (44) modifiye edilerek
eritrosit ghostlar1 elde edildi (44). Baslangigta, Dodge yontemi (49) yapildi fakat ghostlarin
daha uzun sitirede elde edilmesi, EDTATW tamponun segiminin ikinci nedeni oldu.
H.Hamaguchi ve H.Cleve, eritrosit paketlerini 10 mM Tris-0.1 mM EDTA-HCI (pH 7.4) ile
yikayarak 20000 g'de (yaklagik 13000 rpm'de) 20 dakika santrifiijlemigti. Oysa bizim
calismizda zamandan kazanabilmek maksadiyla deviri arttirarak, 20000 rpm'de 10'ar dakika
aym tamponla yikayarak santrifiijleme yapildi. 5-6 kez yikama iglemiyle yaklastk 120 mL
kandan yaklasik 5 mL beyaz eritrosit ghostu elde edildi.

Ghosttaki proteinleri a¢i8a g¢ikarmak maksadiyla, hem polar hemde nonpolar
ozelliklere sahip bir anyonik deterjan olan SDS kullanildi (15). 4 mL ghost, 10 mM Tris-0.1
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mM EDTA-HCI (pH 7.4) ile 25 mL'ye tamamlanarak %1 SDS ihtiva eden protein ¢6zeltisi
hazirlandi. Bu agamada SDS, proteinin nonpolar kisimlanna goémiili nonpolar hidrofobik
kisimlan ile baglanarak, eritrosit ghostu proteinlerini agifa gikarmis oldu (37).

SDS'i proteinlerden uzaklagtirmak igin 10 mM Tris-0.1 mM EDTA-HCI (pH 7.4)
tamponu ile 2 saatte bir tampon degistirilerek 10 saat siireyle diyaliz iglemi yapildi. Islem
sonunda protein ¢ozeltisinin hacminin arti@ gozlendi (11,40). Bu diyaliz islemi, eritrosit
membran proteinlerinden SDS'yi uzaklagtirarak proteinleri amonyum siilfatla goktiirmeye
hazir hale getirmek ve elektroforezde numunenin fazla SDS ihtiva eden numune olarak kaba
bantlar meydana getirmesini énlemek bakimindan énemliydi.

Farkli amonyum siilfat doygunluklaninin, yani amonyum siilfatin eritrosit membrani
proteinlerini nasil ayirdigimi gozlemlemek amaciyla farkh yontemler denendi. Diyaliz sonucu
elde edilen protein gdzeltileri, birinci yontemde; %10, %20, %30, %40 ve %50 doygunluga,
ikinci yontemde;, %5, %10, %15, %20, %25, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80
doygunluga ve iigiincii yontemde; %5, %15, %25, %35, %45, %55, %65, %75 ve %85
doygunluga getirildi. Her ii¢ yontemde de, her seferinde siipernatant istenilen doygunluga
getirilerek 12490 rpm'de (19000 g'de) 10 dakika santrifiijlendi. Yéntemler arasinda
doygunluk farkhiliklarmin yamsira, uygulama farkliliklanida vard:. Birinci yontemde istenilen
amonyum siilfat doygunluBuna getirilen siipernatant protein g¢ozeltileri 24 saat +4°C'de
bekletildikten sonra santrifiijlenerek, her bir doygunluktaki protein ¢6kelekleri alindi. Diger
yontemlerde ise istenilen doygunlufa getirilen ¢ozeltiler hemen santrifiijlenip protein

. ¢okelekleri ahindi. Proteinlerin (NH4),SO4 ile g¢oktiiriilmesi yonteminin  esaslar,
dehidratasyon ve hidrofobik etkilesmeleridir (37,38). Burada (NH4),SO,, protein
¢ozeltisindeki su molekiilleriyle etkileserek, proteinlerden suyu almakta ve proteinler arasi
hidrofobik etkilesmeler meydana getirerek proteinlerin ¢okmesini saglamaktadir. Birinci
yontemde protein g¢ozeltisi uzun siire amonyum siilfatta bekletildigi igin tim protein
molekillerinin daha az amonyum siilfat doygunluklaninda ¢oktiigi gozlendi. Yine bu
yontemde %30Tuk (NHy),SO4 doygunlugundan sonraki doygunluklarda g¢okelen
proteinlerde spektrin dimeri hakim iken, beklemesiz yapilan dier yontemlerde, bagka
protein bantlarininda géziikebilmesi, bu sonuca varmamiza neden olmustur. Ayrica, bir
miktar (NHy),SO, 'n proteinlerle birlikte ¢okebilecegi diigiiniilerek, sadece birinci yéntem
igin ikinci bir diyaliz iglemi yapildi. Burada amag, amonyum siilfatin proteinlerin yiiriimesine
ve bantlarin gériniimine etkisini tespit etmekti. Nitekim, ikinci bir diyaliz islemi yapilan
birinci yontemde, protein bantlarimin diger yontemlere gore daha net ¢ikmasi, (NHy);SO4
¢oktiirmesinden sonrada diyaliz igleminin tercih edilmesi gerektii sonucunu gikarmigtir.

Ghostlardaki ve herbir doygunluk ¢ékeleSindeki protein miktarni tayin etmek ve
elektroforeze gereginden fazla protein koyarak bozuk bantlar elde etmemek igin Lowry
metodu kullandd: (38). Bu metod, alkali ortamdaki Cu™2 metalinin, proteinin peptid
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baglanyla kompleks olusturarak Cu™e indirgenmesi esasma "dayanmaktadir. Amonyum
siilfat, Lowry metodunu interfere eder. Bu nedenle, ikinci bir diyaliz iglemi, interferans etkiyi
ortadan kaldirabilmek agisindan da avantajdi. Fosfomolibdik-fosfotungstat reaktifleri
parga]anmadah indirgenmenin meydana gelmesini saflamak igin Folin reaktifi alkali bakir
protein ¢ozeltisine ilave edilir edilmez hemen vorteksleme yapildi. Her bir numunenin ve
standartlarin absorbansi, meydana gelen tungsten mavisi rengine karst 750 nm'de okundu.
Sigar albumini standart olarak kullamhp hazirlanan grafik (Sekil 4.1) yardinuyla protein
miktarlani belirlendi. Ghosttaki protein miktan ortalama olarak 2.15+0.06 bulundu. Bu
protein degerleri tablo 4.2.'de verilmistir.

Ghostaki ve herbir doygunluktaki protein ¢okelekleri deiyonize suyla dilue edilerek
protein konsantrasyonlan 2 mg/mL'ye ayarlandi. Protein miktann 2 mg/mL'nin altinda olan
numuneler ise direkt isleme tabi tutuldu. Protein ¢ozeltilerine, ik 6nce SDS ve
2-merkaptaetanol ilave edilerek kaynar su banyosunda 5 dakika bekletildi (48). Bu agamada
SDS, proteinin ikincil, tigiinciil ve dérdiinciil yapisim bozarken, 2-merkaptoetanol disilfur
baglarm indirgeyerek proteinlerin denatiirasyonuna katkida bulunmusg oldu. Denatiire
numuneye, numune yogunluunu arttirarak, numune kuyularindaki tamponda dagiimasin
onlemek igin gliserol, pH'y1 6.8'de tutmak igin tampoﬁ ve proteinin elektroforezde yiiriidiigu
yeri izleyebilmek igin bromfenol mavisi ilave edildi (39, 41, 43). Boylece, numune
kuyularina en fazla 25 pg numune konmus oldu.

SDS-PAGE'de proteinler molekiiler agirliklan esasma gore gog etmektedirler (41).

. Bizim galtymamizda da molekiiler agirlig: en fazla olan spektrin gok az yiiriirken, molekiiler
agirli@ gok daha az olan tropomiyozin daha hizl yiiriiyerek jelin alt kissmlaninda oldugu
gozlendi. Entrosit membrani proteinlerinin elektroforetik hareketliligini izleyebilmek igin,
Laemmli SDS-PAGE kesikli tampon sistemi ile dikey slab jel elektroforez aleti kullanildh
(43). Bu sistemde, tankta, ayirma ve yima jellerinde farkli tamponlar kullanildi. Burada
amag¢ voltaj ve pH gradienti meydana getirmekti. Jelleri hazirlanmasinda, akrilamid,
bisakrilamid, TEMED, amonyum persiilfat, SDS ve jellere uygun tampon kullanildi. pH's:
6.8 olan yigma jelinde bir plastik tarak yardimuyla onbes numune kuyusu meydana
getinlerek, daha 6nceden hazirlanmmug pH'st 6.8 olan denatiire proteinlerin aplikasyonlan
yapildi. Slab jellerde boyle fazla numunenin ayni anda uygulanabilmesi 6nemli bir avantajdir.
pH's1 8.8 olan ayirma jelinde protein bantlarinin aynldig gozlendi.

Yontem 1 i¢in %10'uk ve diger yontemler igin %8k akrilamid konsantrasyonlu
ayirma jelleri hazirlandi. %8'lik akrilamid konsantrasyonlu jellerde protein bantlaninin daha
iyl aynstif gozlendi. Jellerin iyi bir sekilde olmasi ve dolayisiyla bantlarin iyi gozlenebilmesi
igin, jel hazirlama esnasinda oldukga dikkatli olundu ve 6zellikle jelde hava kabarciklarimin
meydana gelmemesine 6zen gosterildi. Jeldeki zehirli gazlan uzaklagtirabilmek ve hava
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kabarcigim 6nlemek igin TEMED ilave edilmeden 6nce, hazirlanan jel ¢6zeltisinin gazlan,
bir dakika siireyle su trombu kullanilarak uzaklagtinld: (41).

30 mA'lik sabit akimda yapilan elektroforez sonucu, 0.025 M Tris, 0.192 M glisin ve
%0.1 SDS ihtiva eden tank tamponuna ¢ozeltideki konsantrasyonu %0.05 olacak sekilde
EDTA ilave edildiginde bantlanin nasil etkilenecedi gbzlemlenmek istendi. EDTA'siz tank
tamponunun pH's1 yaklagik 8.3 olup elektroforez siiresi 4.5-5 saat siirerken (43), EDTA's
tank tamponunun pH's1 tam 8.3 olup ijlem 6-7 saat siirdii. Bu tampon degigimiyle yapilan
islem sonucunda, EDTA'nin hem proetinlerin ¢dziiniirliigini arttrarak hem de tampon
pH'simi azaltip zamani uzatarak protein bantlanmin daha iyi aynigmasina neden oldugu tespit
edildi (Sekil 4.3.1 ile Sekil 4.3.2 ve 4.3.3 kargilagtinildi).

Elektroforez sonucu proteinlerin boyanmasinda Coomassie’ Brilliant BLue G-250
boyasi kullanildi. Alko! proteinlerin jellerin jellerde sabitlesmesini saglamada etkili olan bir
organik bilesik oldugundan, izopropil alkol ihtiva eden boya ¢ozeltisi hazirlandi (49). Boya
giderme ¢ozeltisini tekrar kullanabilmek igin, jel yikandiktan sonra Coomassie Brilliant Blue
G-250'nin rengini almg ¢6zelti, aktif karbon yatagindan gegirilir. Burada aktif karbon boyayr
adsorblayarak tutmakta geriye renksiz boya giderme ¢ozeltisini vermektedir (50).

Elektroforez sonucu eritrosit membrani protein bantlannin degerlendirilmesinde,
elimizde molekiiler agirlik markérii olmadig: icin literatiirlerde elde edilen bantlar géz éniine
ahind1 (1,2,6,19). Bu nedenle, bantlar hakkinda %100 dogruluk verilemeyebilir. Fakat daha
6nceki galigmalardaki bantlann yeri, sekli, kalinh@ ve koyuluguna gok dikkat edilerek bir
. degerlendirme yapildigindan, bantlar hakkindaki kararlanmizda olduk¢a biiyilk dogruluk
olduguna karar verildi. Calismada proteinlere spesifik Coomassie Brilliant Blue G-250
boyasi kullanildigindan, ancak pas boyast ile gozlenebilen glikoforinler, jellerde
gozlenemedi.

‘Yontem I'de 30 numune ile gahgildi. Bu numunelerin ghostlannda tiim bantlar hemen
izlenebildi (Sekil 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3.). Yalmz iki numunede bant 4.9 oldukga silik ¢ikmgtir.
Oldukga silik ¢ikan bantlarin higbiri degerlendirilmeye alinmadi. %10Tuk amonyum siilfat
doygunlugunda, bant 1, 2, 2.1, 3, 4.1, 5, 6 ve 7 %20'lik doygunlukta bant 1,2,2.1,3 ve §
tim numunelerde gozlendi. %30, %40 ve %501k doygunluklarda spektrin bantlan 1, 2
hakimdi. Fakat %30 ve %40k doygunluklarda spektrin bantlani belirgin bir gekilde
gozlenebilirken, %50'k doygunlukta ya silik olarak gézlenmis ya da hi¢ gozlenemedi.
Bantlarin 30 numune lizerinden goriilebilme oranlar Tablo 4.3.1'de verildi. Bantlarin en
fazla goriinebildigi amonyum silfat doygunlugunun %95.5 gériilebilme oramyla %10
doygunluk oldugu tespit edildi (Tablo 4.3.2, Sekil 4.3.4). Aynica bu gériinebilme orani, goz
oniine alimdimp degerlendirildiginde, proteinlerin %38.3"iiniin %10 doygunlukta bulundugu
kanaatine vanldi (Sekil 4.3.5).
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Yontem II'de 10 numune ile ¢aligildi. EDTA'h tank tamponu kullandarak yapilan
cahsmada, %S5k amonyum siilfat doygunlugunda bant 1 ve 2 belirli bir gekilde
gozlenebilirken, diger bantlarda ise dnemli bir belirginlik gozlenemedi (Sekil 4.4.1). %10'uk
doygunlukta, bant 1, 2, 2.1, 4.5, 5.ve 7 %15'hk doygunlukta ise bant 4.9 hari¢ diger
bantlann goriilebildigi séylenebilir. %20, %50 ve %60’k doygunluklarda bant 1, 2, 3 ve 4.1
hakim iken diger doygunluktarda ozellikle spektrin dimerlerinin goriildiigi agikardir (Tablo
4.4.1). Bu yontemde bantlann en fazla gorilebildigi amonyum siilfat doygunlufunun,
%88.2 goriilebilme oramyla %15k doygunluk oldugu tespit edildi (Tablo 4.4.2 ve Sekil
4.4.2). Bu gorilebilme oram g6zoniine alindiginda, proteinlerin %17.9unun %15k
%15 2'sinin %10'uk doygunlukta ¢okeldigi belirlendi (Sekil 4.4.3).

Yontem II'de de yontem II gibi yine 10 numune ve EDTA'll tank tamponu ile ¢aligma
yapild1 (Sekil 4.5.1 ve Tablo 4.5.1). Burada protein bantlannin en fazla gozlenebildigi
amonyum siilfat doygunlugu, %92.7 gériilebilme oraniyla %15 olmustur (Tablo 4.5.2 ve
Sekil 4.5.2). Eritrosit membram proteinlerinin %23.3' bu doygunlukta yer almaktadir (Sekil
4.5.3).

Eritrosit membrami proteinlerinin amonyum siilfatla ayirma yontemleri arasindaki
farkliiklar EK-S'de 6zetlenmistir. Biitiin bu iglemler neticesinde, herbir doygunlukta elde
edilen protein bantlarimin sadece doygunlukla degil, aym zamanda ¢oktlirme sayisiyla ve
amonyum siilfatta bekletme siiresiyle de degistigi gozlendi. Tiim yontemlerde ortak olarak
gozlenebilen bir gey var ki o da, spektrinin biitiin doygunluklarda gozlenebildigi idi. Aynica

.birden fazla altbirimden meydana gelen proteinlerin tiim doygunluklarda gorilebilme
oramnin daha yiiksek oldugu ve farkli doygunluklanin anyon degistirici alt birimlerinin ve
ankirin fragmentlerinin g6zlenebilmesine imkan verdigi belirlendi.

Literatiirlerde gosterilen densitometrik okumalarda bant 4.5 bolgesinde iki pik
goriilmektedir (19,31,32). Yani bant 4.5'n iki altbirimden meydana geldigi belirtilmektedir.
Iki boyutlu elektroforezle yapilan galismada, band 4.5 bolgesinde baz1 polipeptidlerin degisik
formlan halinde 14 bant gozlenebildigi belirtilmektedir (33). Oysa bizim ¢ahsmamizda,
ozellikle birinci yéntemde %10 amonyum siilfat doygunlugunda bant 4.5 bolgesinde 3. bir
bant daha goriildii. (Sekil 4.3.3). Bu da bizde, bant 4.5'n trimer yapida olabilecegi fikrini
uyandirdi. Yine birinci yéntemde %10Tuk doygunlukta bant 4.2, iki bant halinde goruldi.
Literatiirde ise hemolilik anemide iki bant halinde. goriilduga beyan edilmisti (25). Bu
nedenle bant 4.2'nin sadece anemide degil, aym zamanda amonyum siilfatla proteinlerin
ayrilmast yontemi ile de iki bant halinde goriilebilecedi kanaatine varildi.

Biitiin bu ¢aligmalarimiz neticesinde, eritrosit membran proteinlerinin farkli amonyum
stilfat yontemlerinden nasil etkilendigini gozlemlendi. Cesitli hastalik gruplannda, protein alt
birimlerinin nasil etkilenebilecegini gézlemlemede, proteinleri amonyum siilfatla ayirmanin
faydal olabilecegi diigiintilmektedir,




6. SONUC VE ONERILER

Sonuglar:

1. H.Hamaguchi ve H.Cleve'in metodu modifiye edilerek elde edilen ghostun protein
mubhtevast, Lowry metoduyla tayin edilmis olup ortalama 2.15+0.06 olarak bulundu.

2. 0.025 M tris, 0.192 M glisin, %0.1 SDS ve %0.05 EDTA ihtiva eden tank tamponu
kullanildiginda eritrosit membrani proteini bantlarinin daha iyi gozlendigi tespit edildi.

3. Protein ¢ozeltileri, amonyum siilfatta uzun siire bekletildiginde daha gok proteinin
¢coktiigli gozlendi.

4. Spektrinin, ankirinin ve anyon degistirici proteinin alt birimlerini, amonyum siilfatla
ayirma metoduyla iyi gozlenebildi.

5. %10, %20, %30, %40 ve %50k (NH4),SO, doygunluklarinda bir gece bekletme
ile yapilan 1. yontemde tiim bantlann en 1yi gozlenebildigi doygunluk, %95.5 goriilebilme
orani ile %10 olarak bulundu.

6. %5, %10, %15, %20, %25, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80k (NH,),SO,
doygunluklarinda beklemeden yapilan 2.yontemde tiim bantlanin en iyi gézlenebildigi
doygunluk, %88.2 goriilebilme orani ile %15 olarak bulundu.

7. %S, %15, %25, %35, %45, %55, %65, %75 ve %85k (NH4),SOy4
doygunluklarinda beklemeden yapilan 3.yontemde tiim bantlarin en iyi goézlenebildigi
doygunluk, %92.7 goriilebilme oram ile %15 oldu.

8. Protein 4.5, amonyum siilfat ¢okeleklerinde.bazen dimer bazende trimer yapida
goziktii.

9. Protein 4.2 , ozellikle 1.yontemle ve %10'luk amonyum siilfat doygunlugunda, 30

numunenin 28'inde dimer yapida goziiktii.
10. %8'lik akrilamid konsantrasyonunda bantlar daha iyi ayristt.

Oneriler:

1. Bir hastaik grubunda proteinlerin altbirimlerinin nasil etkilendigini izlemede,
amonyum siilfatla ayirma yontemi kullanilabilir.

2. Amonyum siilfatla proteinlerin ayrilmasi igleminde, 1.yontem tavsiye edilir.

3. Protein 4.5'n trimer ve protein 4.2'nin dimer yapida olup olmadig: tespit etmek igin
yeni ¢ahigmalar yapilabilir.



7. OZET

Bu ¢alismada, eritrosit membran proteinleri amonyum siilfatla aymlarak, sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforeziyle elektroforetik hareketlilikleri izlendi. Bu
amagla farkli yontemler denendi. Birinci yontem igin 30, ikinci ve Gglincii yontemler igin
10'ar normal numune kullanildi. %10, %20, %30, %40 ve %50tk amonyum silfat
doygunluklant ve %10'uk aknlamid konsantrasyonda hazirlanmig jeli kullanan birinci
yontemde, tiim bantlarin en iyi gozlenebildigi doygunluk %10 oldu. %S5, %10, %15, %20,
%25, %30, %40, %50, %60, %70, %80 doygunluklaryla yapilan ikinci yontemde %15'ik
doygunluk ve %5, %15, %25, %35, %45, %55, %65, %75 ve %85 doygunluklan ile
yapilan tglincii yontemde yine %151k doygunluk tiim bantlarn en iyi g6zlenebildigi
amonyum siilfat doygunluklan olarak bulundu. Ikinci ve iigiinci yoéntem igin %8'lik
akrilamid konsantrasyonlu jeller kullanildi. Her ii¢ yontemde de, hemen hemen tiim
doygunluklarda spektrin dimerlerine rastlanmgtir. Ayﬁca ankirin, protein 4.1, protein 4.2 ve
protein 4.5'in alt birimlerde gdzlenebilmistir. Protein 4.2 birinci yontemde ve ozellikle
%10Tuk doygunlukta dimer halinde gorilirken protein 4.5 baz numunelerde dimer
bazilaninda ise trimer yapida gorilmiistir.

. Ayrica EDTA'nin proteinlerin ayrnigmasina etkisini belirlemek amacityla EDTA'h ve
EDTA'siz tank tamponu ile yapilan elektroforez neticesinde EDTA'h tank tamponunun
bantlannin iyi g6zlenebilmesi agisindan daha olumlu sonug verdigi tespit edilmigtir.



8. SUMMARY

In the present study, erythrocyte membrane proteins were precipitated by ammonium
sulfate and then their electrophoretic mobilities were analysed by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) using Laemmli slab gel discontinuous
buffer system. For this reason, different methods were examined. 30, 10 and 10 normal
samples were used for the first, second and third methods respectively. In the first method,
ammonium sulfate saturation of 10%, 20%, 30%, 40% and 50%, and gel with 10%
acrylamide concentration were used. The saturation of 10% was the best in which 95.5%, of
the all bands were observed. For the second method, 5%, 10%, 15%, 20%, 35%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70% and 80% saturation, and for the third method, 5%, 15%, 25%, 35%,
45%, S5%, 65%, 75% and 85% saturation were used to obtain erythrocyte membrane
polypeptides. Both of the later methods were analysed by gels with 8% acrylamid
concentration and 15% saturations were the best for both. However, abundances of their
protein bands were different such that while 88.2% of all bands were observed with 15%
saturation in second method, 92.7% of all bands were observed with again 15% saturation
but in third method. In all of three methods, it was observed spectrin dimer in almost all
. saturations. Moreover, the subunits of ankirin, protein 4.1, 4.2, and 4.5 could be seen.
Protein 4.2 was seen as dimer especially with 10% saturation in the first method. In
addition, protein 4.5 was sometimes seen as trimer.

To determine the effect of EDTA on protein separation, reservoir buffers with EDTA
and without EDTA were used. In the result of electrophoresis, reservoir buffer with EDTA
was better than the other due to the observations of bands.
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EKLER

EK-1. Membranlarin Bilegimi

Tablo EK-1. Bazi Membranlarin Lipid, protein ve karbohidrat muhtevasi(l).

Membran Protein (%) Lipid (%) Karbohidrat (%)
Miyelin 18 79 3
Insan Eritrositi Plazma membran 49 43 8
Sigir Retinal Cubugu 51 49 0
Mitokondi Dig membram 52 48 0
Amip plazma membrani 54 42 4
Sarkoplazmik retikulum 67 33 0
Kloroplast lameli 70 30 0
Gram pozitif bakteri 75 25 0
Mitokondri i¢ membrani 76 24 0




EK-2. Eritrositlerin Bilesimi

Tablo EK-2.1. Eritrositlerin su ve protein muhtevasi(20).

Bilegen RBC (mg/mL)
Su 721+ 17.3
Toplam protein 371
Hemoglobin harici protein 9.2
Coziinmeyen stroma proteini 6.3

Enzim Proteinleri 2.9

Tablo EK-2.2. Eritrosit membrani lipid muhtevasi(4).

Lipid (%)
Kolesterol 25
Glikolipid 15
Fosfolipid 60 (%)
Fosfatiditkolin 30
Fosfatidilserin 14
Fosfatidiletanolamin 28

Sfingomiyelin 25
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Ek 3. Eritrosit Memban Proteinleri

Tablo Ek 3.1. Eritrosit Membram: Proteinlerinin Fonksiyonlan: (1,2).

Protein Adi Fonksiyonu

Spektrin Membran iskeletindeki afimsi yapiyr meydana getirir. Diger proteinlerle
etkileserek kirmiz1 hiicre membraninin geklini diizenler.

Ankirin Spektrin afim anyon kanahna baglar. Bant 3'lin transmembran bolgesinin
modulatoridiir.

Adiisin Spektrinin aktine baglanmasin arttirir.

Anyon Kanah | Cl- ve HCO5- iyonlannin membrandan gegislerini saglayarak, elektrolit
dengesine katkida bulunur.

Protein 4.1 Glikofirinin sitozole bakan yiizeyini spektrin-aktin kompleksine baglar.

Protein 4.2  |Protein 3'iin sitoplazmik bolgesi ile etkileserek anyon transportunun
diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica ankirin ile etkilegerek, ankirinin
membranda sabit kalmasini saglar.

Protein 4.9  |Eritrosit membrani iskeletinin stabilliini saglar. In vitro olarak, aktine
baglanarak aktin flamentlerini kablo halinde paketler.

Aktin Spektrinleri birbirine baglayarak iskelet aginin olusumuna katkida
bulunulur.

G3PDH Oksidasyondan sorumlu glikolitik enzimdir.

Tropomiyozin | Aktin molekiillerini birarada tutar.

Glikoforin Hiicre taninmasinda rolleri vardir. Spektrin-aktin kompleksine protein 4.1

aracihigiyla baglanir,

G3PDH: Gliseraldehit 3 Fosfat Dehidrogenaz




Tablo EK-3.2. Tablo Eritrosit Membranin Proteinlerinin Genel Ozellikleri (1,2).

- Integral
: Periferal

Protein Adi Molekitler | YerlesimilHiicre %
Band: Agrlign bagina Agrhk
kopya sayis1 jorant

1 o-Spektrin 240000 P 100000 27

2 B-Spektrin 220000 P

2.1 Ankirin 210000 P 100000 6

2.2 195000 P

2.3 175000 P

2.6 145000 P

- Adiisin 103000 P 30000 1

- 97000 P

3 Anyon degigtirici 100000 I 1100000 30

protein

4.1 — 80000/78000 P -200000 5

4.2 — 72000 P 250000 5

4.5 ———— 55000 I 1500000

4.9 —— 45000 P 30000 0.5
15 Aktin 43000 P 400000 5

6 G3PDH 35000 P 500000 S

7 Tropomiyozin 29000/27000 I 500000 4

8 — 23000 P 200000 1-2

GPA 31000 1 500000 1.6

GPB 23000 I 100000 0.3

GPC 29000 I 50000 0.1

GP : Glikoforin

G3PDH : Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
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EK - 4. Amonyum Siilfat Doygunluk Nomograms.

’ Son Amonyum Siilfat Konsantrasyonu, % doyguniuk
10 120 }25 30 {33 |35 140 {45 |50 |55 160 |65 |70 175 |80 |90 ]100
1 L ¢bzeltiye ilave edilecek amonyum siilfat(%) |
0 156 §114 11441176 1196 J209 |243 }277}313 351 | 390 [430 | 472 1516 ] 561 }662] 767
'%l 10 57 {86 J118 J137 1150 J183 J216]251 |288 | 326 1365 | 406 449|494 |592] 694
§0 20 29 159 178 |91 {123 1155189 12251262 {300 ]340 | 382 {424 5201619
_§ 25 30 149 j61 §93 1251158 {193 {230 267307 {348 {390 |485]583
X130 19 J30 J62 }94 127 1162 J198 |]235]273 J314 | 356 1449] 546
g‘; 33 12 J43 174 107 1142 }177 |214 12521292 1333 J426]522
g 35 31 63 |94 1129]164 ]200 {238 J278 |319 [411}506
§ 40 ’ 31 |63 97 1132 }168 205 J245 }285]375]469
£l
:zi 45 32 J65 199 1343171 }210 3250 §339]§431
§ 50 33 166 §101}137]176}214 |302§392
& |55 |33 le7 103 J141]179 | 264} 353
ém 34 169 (1051143 ]227{314
g 65 34 170 1107 }190]275
5: 70 35 172 }153)237
. 75 36 J115}198
80 77 1157
90 79

Sekil EK-4. Farkli amonyum siilfat doygunluklan i¢in 1 L ¢ozeltiye ilave edilmesi gereken
amonyum siilfat miktarlarini gosteren nomogram (42).



Ek 5. Eritrosit Membran Proteinlerini Amonyum Siilfatla Ayirma Yontemleri
Arasindaki Farkhliklar
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Yontem 1 Yontem 11 Yontem I11
%Amonyum siilfat 10, 20, 30, 40, |5, 10, 15, 20, 25, 30,1 5, 15, 25, 35, 45,
doygunlukian 50 40, 50, 60, 70, 80 55, 65, 75, 85
Amonyum siilfatla bekleme 24 saat e
stiresi :
Amonyum siilfatin diyalizle Yapild: Yapilmad: Yapilmad
uzaklastitilmast
Ayirma jelinin akrilamid 10 8 8
Ye'si
Tim bantlanin gorilebildigi 10 15 15
doygunluk
Tiim bantlarin en fazla 95.5 88.2 92.7
géfiilebilme oram (%)
Toplam proteinin, en fazla
bandin goriildiigi 383 17.9 23.3

doyguntuktaki dagilimi (%)
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