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OZET

AVIDIN SAFLASTIRILMASI iCIN BIYOTIN TABANLI YENI AFINITE KATI
DESTEK GELISTIiRILMESI

Sevgi DAGDAS
Kimya Anabilim Dah
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kasim 2018

Damisman: Dog. Dr. Ayca ATILIR OZCAN

Bu calismada, yumurta beyazindan Avidin proteininin saflastirilmasia yonelik
yeni bir afinite kat1 destegi gelistirilmistir. Bu tez kapsaminda Avidinin spesifik olarak
afinite gosterdigi ¢apraz baglayicilar esliginde biyotin tabanli bir kriyojel kolon
gelistirilmistir. Sentezlenen kriyojel kolonun karakterizasyonu amaciyla sisme testi, FT-
IR ve SEM analizleri ile gerceklestirilmistir.

Calismanin diger bir asamasinda, sentezlenen kriyojel ayirma kolonu
kullanilarak yumurta beyazindan izole edilen Avidin ham ekstrakttan ayrilarak
saflagtirtlmistir.  Saflastirilan ~ Avidinin  protein  igerigi  belirlenerek, UV
spektrofotometrik Olgiimleri ile kriyojel kolonlara Avidin baglanmasi, optimizasyon
calismalar1 ve tekrar kullanilabilirlik testleri gerceklestirilmistir. Saflastirilan Avidin’in
Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi ile ikincil ve tersiyer yapilarindaki degisim
incelenmis ve Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ile

molekiil agirlig: tayin edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Avidin, Kriyojel kolon, Afinite Kromatografisi, Protein

Saflastirma, Biyotin



ABSTRACT

BIOTINE-BASED NEW AFFINITY SOLID SUPPORT ENHANCEMENT FOR
PURIFICATION OF AVIDIN

Sevgi DAGDAS
Department of Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Sciences, November 2018

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayca ATILIR OZCAN

In this study, a new affinity solid support was developed for the purification of
Avidin protein from egg white. Within the scope of this study, a biotin-based cryogel
column which exhibits specific affinity towards Avidin was developed in the presence
of cross-linkers. The characterization of the synthesized cryogel column was carried out
by swelling test, FT-IR and SEM analyses. In another step of the study, the Avidin was
purified from the crude extract by using the synthesized cryogel separation column. The
protein content of the purified Avidin was determined and the Avidin binding to the
cryogel column, optimization studies and reusability tests were performed by UV
spectrophotometric measurements. In addition, Circular Dichroism (CD) Spectroscopy
was used to evaluate the changes in secondary and tertiary structures. The molecular
weight of the purified Avidin was determined by Sodium Dodecyl Sulphate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE).

Keywords: Avidine, Cryogel Column, Affinity Chromatography, Protein Purification,

Biotin
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, disiplinler arasi bir bilim dalidir. Biyoteknolojinin gelismesine
fizik, kimya, biyokimya, genetik, fizyoloji, mikrobiyoloji, molekiiler biyoloji gibi
disiplinlerin ortak bir bulusma noktasindadir (Yan, 2015). Hiicre ve doku biyolojisi
kiltiirii, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, genetik, fizyoloji ve biyokimya gibi doga
bilimleri yaninda miihendislik ve bilgisayar miihendisliginden yararlanarak, DNA
teknolojisiyle bitki, hayvan ve mikroorganizmalar1 gelistirmek, dogal olarak var
olmayan veya ihtiyacimiz kadar iiretilemeyen yeni ve az bulunan maddeler (liriinleri)
elde etmek i¢cin kullanilan teknolojilerin tiimiidiir. Zamanin ilerlemesiyle,
biyoteknolojinin kullanim alanlar1 genislemistir ve yeni farkindaliklar1 ortaya
¢ikarmistir (Campbell, 1998).

Biyoteknolojinin tibbi, tarim ve hayvancilik, gida, cevre ve endiistriyel
biyoteknoloji olmak iizere bes temel alani bulunmaktadir. Diinya 0lgeginde
biyoteknolojik olarak tiretilen iiriinlerin diinya pazarlardaki paylari; gida sektorti (%77),
antibiyotik (%12), ilag-kit (%7), tarim (%3) sektorlerine aittir. Gorildigi gibi
biyoteknolojideki gelismeler, insan sagligindan tarima, kimya miihendisliginden ¢evre
korumaya, gida {iiretiminden enerji {iretimine kadar yasamin pek c¢ok alani bu
teknolojinin kapsamina girmistir (Drepper, 2006). Bu dogrultuda biyoteknoloji de alt
dallara ayrilmistir. Alt dallar1 ise renk kodlariyla tanimlanmaktadir (Kolankaya, 2000).

Avidin (C.A.S. 1405-69-2) bazik o6zellikte olan bir glikoproteindir (Chivers,
2010). Avidin ve benzeri proteinler (Hytonen, 2005) yakin zamanda gelistirilmistir
(Maatta, 2011). Avidin biyokimyasal, biyofiziksel, farmasotik (Chivers, 2010) ve tibbi
uygulama gibi genis yelpazede sayisiz (Wilchek, 2006) avantajlara sahiptir:

I Avidin, suda ¢6zilinen H vitamini olan biyotine karsi son derece yiiksek
afinite gosterir (Kd ~10—15 M) (Wilchek, 1990). Biyotinin kendisi
proteinin foksiyonel 6zelliklerine zarar verme olasilig1 ¢ok diislik olan ve
proteine kovalent olarak kolayca baglanabilen ¢ok kiiciik bir molekiildiir
(Laitinen, 2007).

ii. Sistem ¢ok ¢esitli uygulamalarda kullanilabilir ve ucuz bir yontemdir

(Green, 1963).



iii. Avidin/Biyotin  etkilesiminin ¢ok saglam ve gilivenilir oldugu

bilinmektedir.

Bu ¢alismada, yumurta beyazindan (Strept)avidin proteininin saflastirilmasina
yonelik yeni nesil kriyojel temelli afinite saflastirma kolonlar1 gelistirilmistir.
Saflagtirma islemi hazirlanan kriyojel saflastirma kolonlar1 kullanilarak Hizli1 Protein
Sivi Kromatografi (FPLC) ile gerceklestirilmistir. Yumurta beyazindan Saflastirilan
(Strept)avidinin protein igerigi belirlenerek, UV spektrofotometrik dlgtimleri ile kriyojel
kolonlara (Strept)avidin baglanmasi, maksimum baglanmanin tespiti i¢in optimizasyon
calismalar1 ve tekrar kullanilabilirlik testleri gergeklestirilmistir. Bununla birlikte,
saflagtirilan (Strept)avidin’in CD Spektroskopisi ile ikincil ve tersiyer yapilarindaki
degisim incelenerek Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-
PAGE) ile molekiil agirlig tayin edilmistir.

1.1. Proteinler

1.1.1. Proteinlerin yapisi ve genel ozellikleri

Maddeleri meydana getiren atomlar belirli siralarda ve belirli baglarla
birbirlerine baglanarak, “molekiil* ad1 verilen 6zel gruplar1 olustururlar. Bu ¢cok énemli
bir konudur, ¢iinkii atomlarin farkli sekilde gruplanmalar1 ve organize olmalar ile canli
ve cansiz maddeler birbirinden ayrilirlar. Canlilig1 olusturan dort biiyiik temel molekiil
grubu vardir. Bunlar: Niikleik asitler, Lipitler, Karbonhidratlar ve Proteinlerdir.
Proteinlerin yap1 ve islevlerini anlayabilmek i¢in, amino asitlerin yap1 ve iglevlerini

mutlaka bilmemiz gerekmektedir (Conn, 1976).

1.1.1.1. Amino asitler

Proteinler amino asitlerin bir araya gelmesiyle olusan polimerleridir. Her bir
aminoasit kalintis1 yanindakine 6zel bir kovalent-peptit bagi ile baglanarak
olugmaktadir. Proteinler pek c¢ok farkli yontemlerle yapisal amino asitlerine
hidrolizlenebilir. Biitiin amino asitlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sahip olduklar
yan zincire baghdir. Biitiin 20 amino asitte de ortak olan yapilar vardir. Bunlar bir C

atomuna bagli olarak;
-H

- Karboksil grup (-COOH)



- Amino grup (-NH2)

- Degisken Yan zincirler (R1...R20) bulunmaktadir (Sekil 1.1).

H
H2N+COOH
R

Sekil 1. 1. Aminoasit yapust

Aminoasit molekiilleri, bir ucunda "amino grubu(-NH)" diger ucunda ise
"karboksil(-COOH)" grubu bulundururlar. Aminoasitlerin bir araya gelip zincirler
olusturarak proteinleri sentezlemesi, bu iki grubun aralarinda kovalent veya iyonik
baglarmn olusmasiyla gerceklesmektedir. iki aminoasit yan yana geldiginde karboksil ve
amino gruplari arasinda baglanma meydana gelir. Bu baga da "peptit bag1" adi verilir.
Baglanma esnasinda bir su molekiilii ayrilir. Iki aminoasidin yan yana gelerek
olusturduklart peptit bagina "dipeptit", ii¢ veya daha fazla (ylizlerce ya da binlerce)
aminoasidin yan yana gelerek olusturduklari zincirdeki peptit baglarina ise "polipeptit"
olarak adlandirilir. Proteinler her ne kadar diiz aminoasit zincirlerinden meydana gelse
de oldukg¢a karmasik yapilara sahiptir. Bunun nedeni ise zincirdeki bazi aminoasitlerin
birbirleriyle ikinci veya lgciincii bir bag yapmasindan kaynaklanmaktadir.
Aminoasitlerin net yiik, ¢oziiniirliikk, kimyasal reaktiflik, hidrojen baglama giicli gibi
baz1 fizikokimyasal Ozellikleri R grubunun kimyasal yapisina baglh olarak
degismektedir. Genellikle proteinlerde biiyiikliik, sekil, yiik, hidrojen baglama yetenegi
ve kimyasal etkilesimde farkli 20 ¢esit yan zincir bulunmaktadir (Bingol, 1983).

Standart amino asitler, R yan gruplarimin polarite veya biyolojik pH’da su ile
etkilesmeye egilim 6zelliklerine gore dort sinifa ayrilirlar:

1. Nonpolar R gruplu amino asitler: 2 smifa ayrilirlar. NonPolar Alifatik R
gruplu amino asitler, suda ¢ok az ¢oziiniirler. Bu amino asidin smifindaki R
gruplart polar olmayan yapidadir ve hidrofobiktir. Nonpolar Aromatik R
gruplu amino asitler ise aromatik yan zincirli fenilalanin, tirozin ve triptofan
goreceli polar olmayanlardir. Tiimii de hidrofobik etkilesimlere katilabilir.

2. Polar R gruplu amino asitler: Suda olduk¢a iyi ¢Oziinlir. Su ile H bagi

yaparlar. Sistindeki gibi distilfit kdpriileri, birgok proteinde meydana gelir ve
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proteinin yapisin1 dengede tutarlar. Sistin iki sistein molekiiliiniin veya
kalintisinin disiilfit bagiyla baglanmis halini teskil eder. Bu disiilfit- bagl
kalintt kuvvetli bir hidrofobiktir . Disiilfit baglar1 protein molekiiliiniin
kisimlar1 arasinda veya farkli protein zincirleri arasinda kovalent bag
yaparak bir¢ok proteinin yapisi i¢in 6zel bir gorev iistlenir.

3. Asidik (Negatif Yiiklii) R gruplu amino asitler: ikinci karboksil grubuna
sahip Asparajin, Glutamin pH 7.0’ de net negatif yiike sahip R grubu igeren
iki amino asittir.

4. Bazik (Pozitif Yiikli) R gruplu amino asitler: Hidrofilik R gruplarinin pek
cogu pozitif veya negatif yiikliidiir. Lizin, arjinin, histidin pH 7,0’de pozitif
yiiklii R- grubu igeren amino asitlerdir. Histidin nétrale yakin pKa degerine

sahip iyonize olabilen yan zincir barindiran tek standart amino asittir

(Harwey, 2007).

1.1.2. Proteinlerin adlandirilmasi ve yapisal 6zellikleri

Proteinler aminoasitlerin birbirlerine yan yana baglanmasi sonucu olusur. Bir
aminoasidin o— karboksil grubu ile diger bir aminoasidin a— amino grubu arasindan 1
mol H,O’ nun agiga ¢ikmasiyla olusan kovalent baga peptit bagi adi verilir (Sekil 1.2).
Peptit bag1 bir ¢esit amid bagidir.

H,0

H O H O J HO HO
HN-C-C-OH + HN-C-C-OH

| I | I
—=———  H,N-C-C-N-C-C-OH
R R | | |
1 2 R1 H R2

Sekil 1. 2. Peptit bagi olusumu

Iki aminoasidin birlesmesiyle dipeptit olusurken, ii¢ aminoasidin birlesmesiyle
tripeptit ve cok sayida aminoasidin birlesmesiyle ise polipeptit zinciri ve bu zincirin ii¢
boyutlu yap1 kazanmasiyla da proteinler olusur (Cekmen, 1997).

Bir polipeptit zincirinin serbest halde bulunurken bir -COOH ve bir de -NH; ucu
vardir. Bunlarin nétral ortamda iyonlagtiklari diisiiniiliir ise bir polipeptit zinciri Sekil

1.3’ teki gibi gosterilebilir.



H3K|/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\COO_

Sekil 1. 3. Polipeptit zinciri

Adlandirma yapilirken bir polipeptit zincirinin aminoasit bilesenlerinin
okunmasina N— ucundan baglanir ve her bir amino asidin isminin sonuna —il eki getirilir
ve C— ucundaki amino asit aynen okunur. Ornegin; (N-ucu) HsN + -(Ala-Glu-Gly—
Lys)-COO(C-ucu)  tetra  peptiti  i¢in;  alanil-glutamil-glisillizin ~ seklinde
isimlendirilmektedir.

Proteinlerin yapilarin1 kazanmalarina bakacak olursak, proteinler biyolojik
fonksiyonlarmni yerine getirebilmek icin gerekli olan ii¢ boyutlu yapilarim
(konformasyonlarin1) agikladigimiz periyodik motifleri de igeren dort basamakta
kazanirlar:

1. Primer Yapi: Polipeptit zincirinde yer alan aminoasitlerin dizilisi primer
(birincil) yapiyr olusturur. Primer yapi protein molekiilinde yer alan
aminoasitlerin dizilis sirasin1 verir ve proteinin omurgasini olusturur. Distilfit
capraz kovalent baglari varsa bu yapiya katkida bulunur. Bu yapi DNA’daki
niikleotit dizilisi tarafindan sifrelenmektedir. Protein molekiiliindeki aminoasit
siralanisini kromozomal DNA’daki genler belirlemektedir. Kalittm molekiilii
olan DNA’daki niikleotitlerin sirasi RNA’daki niikleotitlerin tamamlayici
sirasin1 belirler. Proteinler temelde ayni mekanizma ile aminoasitlerin peptit
bagiyla bir araya gelmesiyle sentezlenir. Primer yap1 proteinin {i¢ boyutlu aktif
konformasyonundan birinci derece sorumlu olmaktadir. Birincil yap1 bir
proteinin ya da peptidin polipeptit zincirini olusturan aminoasitlerin amino
ucundan karboksil ucuna dogru siranmasiyla olur. Bu yapiya polipeptit
zincirindeki biitiin distilfiir kopriileri dahil biitiin kovalent baglar dahildir.

2. Sekonder Yapi: Aminoasitlerin —R gruplar1 dikkate alinmaksizin olusan

polipeptid zincirinin uzaydaki konumudur. Lineer diziliste birbirine yakin

aminoasit kalintilar1 arasindaki etkilesimler sonucu sekonder (ikincil) yap:
meydana gelir. Bu etkilesimlerin bazilar1 periyodik ve diizenli bir 6zelliktedir.

a— sarmali, B—kirmal1 tabaka ve kollajen sarmal bu yapilardandir. o—sarmali, o—

keratinlerde en yaygin bulunan yapidir (Sekil 1.4). Ciinkii molekiil i¢i hidrojen

baglar1 i¢in en uygun bu yapidir. Bir protein zincirinin bazi bolgelerindeki bu
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yapilanmay1 hidrojen baglar1 olustururken, bazi yapilanmay1 da —R gruplarindan

kaynaklanan etkilesimler bu yapimin proteinin hangi bolgelerinde olacagina

karar verir.
P - kirmali tabaka [o) “
2 T T T
G’N 7 L \C’N/ . “\ ‘\O'N/ y \Q'O'N/ ) \Q\Q
\ Wl R oy R ouy ) R W
) At wt Ap ¥ |
2 0 - 07 L onf
N T N R N R
VUt N utal cNuegR ey
¢RI W T W
R R R
R R
\ e Jc-H
N-H---0=C" N-H: Ojc .
\ N"H | N“H
0 =c l o > c , @ - sarmaly

(.
N 0=/<\3 N-H o-¢
0=C\ N-H- o=c\c/NCH
H “H R H

Sekil 1. 4. Sarmal yapilar a-sarmal yapi ve B-kirmali tabaka (Guttman, 1999)

3. Tersiyer Yapi: Protein molekiiliinde bu sefer —R grubundakiler de dahil tim
atomlarn uzaydaki konumudur. Tersiyer(liglinciil) yap1 bir proteinde bulunan
biitiin atomlarin  3-boyutlu diizenini i¢inde barindirir. Bu yap1 diizeyi
aminoasitlerin yan zincirlerdeki atomlar ve prostetik grup olarak adlandirilan
kovalent bagli yapilarda bulunan atomlar arasindaki etkilesimleri de igene
almaktadir. Polipeptit zincirinde farkli bolgelerde bulunan aminoasit birimlerinin
yan zincirlerindeki gruplar arasindaki etkilesimlerle ve gesitli sekonder yapilarin
katlanmas1 sonucu ortaya ¢ikan 3-boyutlu yapi ticiinciil yapiyr olusturur (Van
Ginkel, 1990). Boylelikle bu katlanmalarla birbirinden uzakta olan aminoasitler
de bir araya gelirler. Boylece proteinin hem kararli bir yap1 kazanmasini hem de
biyolojik fonksiyonunu tam olarak yerine getirebilmesi igin gerekli olan
bolgelerin olusumunu saglamis olurlar.

4. Kuaterner Yapi: Birincil, ikincil ve {igiinciil yapiya sahip olan polipeptid
zincirinin daha biiyik yapili gruplar halinde bir araya gelmesiyle olusur.
Kuaterner (dordiinciil) yapinin olugmasini saglayan her bir alt birime monomer

ad1 verilir. Bu monomerler, bir araya gelirken hidrojen baglari, Van der Waals
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etkilesimleri ve iyonik baglanmalar etkisiyle polimerize olmuslardir. Dogal

durumda her proteinin karakteristik bir li¢ boyutlu yapist vardir (Montgomery,

2000).

Bir proteinin asit-baz ozellikleri ¢ogunlukla aminoasitlerinin iyonlasabilir -R
gruplar tarafindan tayin edilir. Proteinin ii¢ boyutlu yapisinda iyonlasabilir -R gruplari
cevrelerindeki diger -R gruplarindan ¢ok etkilenir. Polipeptit zincirlerinin N- ucu
(amino) ve C- ucu (karboksil) gruplarinin asit-baz 6zelliklerine katkis1 ¢ok ¢ok azdir.
Proteinler de ayni aminoasitler gibi kendilerine 6zgii bir izoelektrik pH’a sahiptirler.
Yiiksek oranda bazik aminoasitler igeren proteinlerin izoelektrik pH’lar1 yediden biiyiik,
asidik aminoasitler iceren proteinlerin izoelektrik pH’lar ise yediden kiigiiktiir (Sekil

1.5).

oH
Protein Protein —_ Protein
+
H
Katyon Zwitteriyon Anyon
pH <3 Coziintirliik en az, ¢okebilir pH > 10

Sekil 1. 5. Proteinlerin pH' a bagh iyonlasma dengesi (Taylor, 1997)

Izoelektrik pH’ nin iistiinde proteinler negatif yiiklii olup elektriksel alanda anoda
(+) dogru gog ederler. Izoelektrik pH’1n altinda ise pozitif yiiklii olarak ¢dziiniir ve

katoda (—) gog ederler.

1.1.3. Proteinlerin simflandiriimasi
Proteinler konformasyonlarina ve kimyasal bilesimlerine gore iki smifta
incelenirler. Konformasyonlarina gore proteinler de fibréz (lifimsi, ¢ubugumsu) ve

globuler (kiiresel) yapida olmak {izere ikiye ayrilir.

1.1.3.1. Konformasyonlarina gore proteinler
1. Fibroz Proteinler: Fibroz proteinlerin tiimii suda ve seyreltik tuz ¢ozeltilerinde
bile ¢oziinmeyen saglam yapili molekiillerdir. Bu o6zellik proteinin hem i¢

kisminda hem de ylizeyinde bulunan hidrofobik aminoasit kalintilarindan



kaynaklanmaktadir. Fibroz proteinlerin polipeptit zinciri tek bir ¢izgi boyu
paralel diizenlenmis ve uzun lifler (o—sarmali) veya tabakalar (B—kirmali tabaka)
olusturmuglardir. Fibroz proteinler bulunduklar1 yapiya giic veya esneklik
kazandirirlar. Daha ¢ok viicutta saglam yapiy1 gerektiren ve viicudu koruyuculuk
gorevi yapan yerlerde bulunmaktadirlar. Mesela deride epidermin, kemik
kollageni, tirnak, boynuz ve sa¢ keratini ve bag dokusu elastini bu proteinler
arasinda yer almaktadirlar (Tiiziin, 1992). Fibroz proteinler yiiksek hayvan ve
bitki organizmalarinin bag dokularinin temel yapisal elemanlaridirlar.

2. Globiiler Proteinler: Bir polipeptit zincirinin farkli boliimleri veya birgok
polipeptid zincirinin birbiri {izerine katlanip siki bir yumak halini almasiyla
meydana gelen yapidir. Katlanma ayni zamanda proteinlerin genis kapsaml
islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in yapisal ¢esitliligi kolaylastirip saglarlar. Bu
tip proteinlerin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniirler ve kolayca diflize olurlar.
Globiiler proteinlerin hiicrede ¢ok Onemli dinamik gorevleri bulunmaktadir.
Bilinen enzimlerin ¢ogu, antikorlar, bazi hormonlar, serum albumin ve
hemoglobin gibi tasima gorevi yapan proteinler globiiler yapida proteinlere
ornektirler. Bazi proteinler ise hem fibr6z hem de globiiler 6zellige sahip
olabilmektedirler. Bu tip proteinler fibréz proteinler gibi uzun, ¢ubugumsu
sekillere sahipken, ayn1 globiiler proteinler gibi tuz ¢ozeltilerinde de ¢oziintirler.
Bu tiir proteinlere onemli bir yapisal protein olan kas miyozini ve kan
pihtilagmasinda gorev alan fibrinin 6n maddesi olan fibrinojen 6rnek olarak

verilebilir. Fibrinojen kan plazmasinin ¢oziiniir proteinidir.

1.1.3.2. Kimyasal bilesimine gore proteinler

Kimyasal bilesimine goére proteinler basit ve bilesik proteinlerdir.
1. Basit Proteinler: Yapilarinda yalniz a—aminoasitleri bulunduran proteinlere
basit proteinler denir. Hidroliz edildiklerinde ise serbest a—aminoasitler ve
onlarin bazi tiirevleri olusur (Tekman, 1981). Basit proteinler asagidaki gibi alt
gruplara ayrilir:
a. Albliminler: Suda ¢6zlinen ve 1sitildiklarinda pihtilagan proteinlere
denir. Albiiminler doygun tuz ¢ozeltisi, 6zellikle doygun (NHj4)2SO4
cozeltisi yardimiyla c¢oktiiriiliirler. Basit proteinlere serum albiimin,

yumurta aki ovalbiimini, siit laktalbiimini 6rnek olarakgosterilebilir.



b. Globiilinler: Seyreltik tuz cozeltilerinde c¢oziinebilen ancak suda
¢oziinmeyen proteinlerdir. Globulinler isitilinca pihtilagirlar. % 50° lik
(NH4),SO4 ¢ozeltisi ile coktiiriiliirler. Ornek olarak serum globiilin,
ovoglobiilin ve bitki tohumu globiilinleri verilebilir.

c. Glutelinler: Bitkisel proteinlerdir. Seyreltik asit ve baz ¢ozeltilerinde
¢oOziiniirler. Su ve alkol gibi notral ¢oziiciilerde ¢oziinmezler. Isitilinca
pihtilagirlar. bugday gluteni, piring orizenini 6rnek olarak verilebilir.

d. Prolaminler: Bunlar bitkisel proteinlerdir. Suda veya nétral
¢oOziiciilerde coziinmezler. % 70 lik alkolde ¢oziiniirlerken, mutlak
alkolde ¢oOziinmezler. Bugday gliadini, misir zeini Ornek olarak
verilebilir.

e. Histonlar: Suda ve seyreltik asit ¢ozeltilerinde ¢oziiniirler fakat 1s1yla
pihtilagmazlar. Arginin ve lizin gibi bazik aminoasitlerin yapilarinda bol
miktarda bulunurlar. Viicut hiicrelerinin ¢ekirdeginde, niikleik asitlerle
kompleks yap1 olusturan proteinlerdir. Hayvansal kaynakli bir proteindir.
Hemoglobinin globin proteini bu grup kapsaminda yer alir.

f. Protaminler: En basit proteinlerdir. Seyreltik NH; ¢ozeltisinde ve suda
¢Oziinen bazik polipeptidlerdir. Isiyla pihtilasmazlar. Bazik aminoasitler
yapilarinda bolca (% 87 arginin) bulundurur ve diger proteinleri
coktiirtirler.

g. Skleroproteinler (Albuminoidler): Nétral ¢oziiciilerde, seyreltik asit ve
baz ¢ozeltilerinde hi¢ ¢oziinmezler. Viicutta bag ve destek dokusu
proteinleridir. Kollajen, o—keratin ve elastin bu grup igerisinde yer alir.
Insan sindirim sisteminde aminoasitlere hidrolizlenemediginden besin
degerleri pek yoktur. Kollagenin hidroliziyle hazirlanan jelatin besinlerde

koyulastirici 6zellik olarak kullanilir.

2. Bilesik Proteinler: Biyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in protein

yapisinda olmayan gruplara baglanan proteinlerdir. Protein yapisinda olmayan,

proteine bagl boyle gruplara prostetik grup denir. Bilesik proteinler asagidaki

sekilde gruplara ayrilir (Kilig, 2005).

a. Nikleoproteinler: Bir veya daha fazla protein molekiiliiniin niikleik
asitlerle biraraya gelerek yapmis oldugu komplekslerdir. Hiicre ¢ekirdegi

kromozomlar ve virisler 6rnek olarak verilebilir.



b. Glikoproteinler: Prostetik grup olarak karbohidratlari igeren
proteinlerdir. Proetinlerin  karbohidratlara baglanarak olusturdugu
komplekslere denir. Tiikiiriik salgis1 ve mukus salgist musinleri,
immiinoglobulinler, yumurta ovomukoidi, avidin ve serum elektroforezi
sonucu olusan al— ve a2— fraksiyonlar1 6rnek olarak verilebilir.

c. Fosfoproteinler: Cogunlukla serin aminoasidi kalintisi tizerinden fosfat
grubuna bagli olan proteinlerdir. En yaygin bilinen 6rnegi siit kazeinidir.
Yumurta saris1 proteinlerinden olan vitellin ve glikojen sentetaz da bu
grup icerisinde bulunur.

d. Kromoproteinler: Prostetik grup olarak renkli bir kisim (kromofor
grup) grubu igeren proteinlerdir. Hemoglobin, flavoproteinler ve
sitokromlar bunlara 6rnek olarak verilebilir.

e. Lipoproteinler: Proteinlerin notral yaglar, fosfolipidler ve kolesterol ile
yapmis olduklar1 kompleks yapili proteinlere denir. Serum lipoproteinleri
(silomikronlar, VLDL, LDL, HDL) ve yumurta sarist proteinleri 6rnek
olarak gosterilebilir.

f. Metaloproteinler: Metal iyonlarina koordinasyon baglari ile bagli olan
proteinlerdir. Zn"?> —karbonik anhidraz, Fe*? —transferin, Cu*?

seruplazmin bu grup proteinlerdir (Goziikara, 1997).

1.1.3.3. Fonksiyonlarina gore proteinler

1. Katalitik proteinler: Biyokimyasal reaksiyonlar: katalizleyen enzimler, yliksek
derecede spesialize (6zgiillesmis) proteinlerdir. Amilaz, pepsin, lipaz 6nemli
katalitik protein veya enzim ornekleri olarak verilebilir.

2. Tastyic1 proteinler (transport proteinleri): Spesifik molekiilleri veya iyonlar
baglayip bir organdan bir bagka organa veya hiicre membraninin bir tarafindan
diger bir tarafina transfer eden proteinlere denir. Serum albiimin, en iyi bilinen
tastyic1 proteindir. Bunun yani sira bilirubin, kalsiyum, yag asitleri ve bircok ilag
serum alblimine baglanarak tasinirlar. Hemoglobin, oksijen tasiyan;
lipoproteinler, lipid tasiyan; transferrin, demir tasiyan onemli tasiyici protein
ornekleri arasinda yer alirlar. Biitlin organizmalarin plazma membranlarinda ve

intraselliiler membranlarinda bulunan tasiyici proteinler, glukoz, aminoasitler ve
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diger maddeleri baglarlar ve bunlari membranin bir tarafindan diger tarafina
tagirlar.

3. Besleyici ve depo proteinler: Yumurta akinin esas proteini Olan ovalbiimin,
siitiin esas proteini olan kazein birer besleyici proteinlerdir. Bir¢ok bitki tohumu
da c¢imlenen tohumun saglikli biiylimesi icin gerekli besleyici proteinleri
depolamustir. Ferritin, demir depolayan proteindir.

4. Kontraktil proteinler: Kasilabilen veya kendiliginden hareket edebilen
proteinlere denir. Miyozin ve aktin, iskelet kaslarinin kontraktil sisteminde ve
ayn1 zamanda bir¢ok kas olmayan hiicrede rol oynarlar. Tubulin, mikrotubilleri
olusturan proteindir.

5. Yapisal proteinler: Tendonlarin ve kikirdagin esas yapisini, ¢ok yiiksek
gerilme giiciine sahip kollajen olusturmustur. Ornegin kosele, hemen hemen saf
kollajendir. Ligamentler, iki boyutta gerilme yetenegine sahip bir yapisal protein
olan elastini icerirler. Sag, tirnak ve tiiyler, keratin igerirler. Ipek liflerinin ve
ortimecek aglarinin asil komponenti fibroindir. Baz1 boceklerin kanat eksenleri,
resilinden meydana gelmistir.

6. Savunma (defans) proteinleri: Organizmalar1 diger tiirler tarafindan istilaya
kars1  savunan, organizmayr hasardan koruyan proteinlere  denir.
Immiinoglobiilinler, omurgalilarin lenfositleri tarafindan yapilan, &zel
proteinlerdir. Organizmay istila eden bakterileri, viriisleri veya bagka tiirlerdeki
yabancit proteinleri (antijenler) tanmiyabilirler, coktiirebilirler veya notralize
edebilirler. Fibrinojen ve trombin gibi kan pihtilagsma proteinleri, vaskiiler sistem
yaralandigr anda yaralanan yerin kan pihtis1 ile kapatilarak kan kaybinin
onlenmesini saglarlar. Yilan zehirleri, bakteriyel toksinler ve risin gibi toksik
bitki proteinleri, ayni zamanda savunucu fonksiyonlara sahip gibi
goriinmektedirler. Savunma proteinlerinin fibrinojen, trombin ve bazi zehirler
dahil bazilari, ayn1 zamanda da enzimdirler.

7. Diizenleyici proteinler: Selliiler diizenleme veya fizyolojik aktiviteye yardim
eden proteinlere diizenleyici proteinler denir. Insiilin, bilyiime hormonu gibi bazi

hormonlar, diizenleyici proteinlere 6rnek olarak verilebilir.
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1.1.4. Proteinlerin denatiirasyonu

Bir polipeptidin dogal konformasyonuna ulagsmasi i¢in sentez esnasinda ve
sonrasinda katlanmasi gerekmektedir. Protein yapilari, belirli hiicresel sartlar altinda rol
almak tizere degisim gecirirler. Hiicredeki ortam sartlarindan, farkli sartlarda protein
yapisinda kiiciik veya biiylik oranda degisim meydana gelir. Biyolojik fonksiyon
kaybmin olusmasina neden olan ii¢ boyutlu yapinin bozulmasina denatiirasyon adi
verilir. Proteinlerin birgogu biyolojik aktivitelerini belirli kimyasal ortamlarda, sinirl
pH ve sicaklikta koruyabilmektedirler. Cok asidik ve bazik ortamlarda, yiiksek
sicaklikta ve bazi kimyasal maddelerin bulundugu ortamlarda proteinlerin {i¢ boyutlu
yapilarinda yani biyolojik aktivite gosteren yapilarinda degismeler meydana gelebilir
(Giirdol, 2006). Ornegin denatiire olan bir protein efer enzimse katalik aktivite
gosteremez. Denatiire olan proteinin ¢oziiniirligli azalir, hatta ¢okelme olur.
Denatiirasyonun iki 6nemli sonucu ise; biyolojik aktivitenin kaybi1 ve ¢oziiniirliigiin
onemli oranda azalmasidir. Birgok protein 50-60 °C’ nin iizerinde ve 10—15 °C’ nin
altinda denatiire olurlar. Yumurta akinin 1sitilmasiyla (70°C’ da 5 dakika) beyaz renkli
bir pelte olusumu doniisiimsiiz denatiirasyondur. Yani denatiirasyona neden olan
etkenler ortadan kaldirilsa dahi protein tekrar dogal ii¢ boyutlu yapisina katlanamaz.

Bircok protein pH = 4’ iin altinda ve 10’un {istiinde denatiire olur.

1.1.5. Avidin

Avidin kus, siiriingen yumurtalarinda bulunan bir glikoproteindir ve ticari olarak
tamima reaktifi olarak kullanilmaktadir. Ilk olarak 1940l yillarda tavuk yumurtas
beyazindan izole edilmis ve “avidin” olarak adlandirilmistir (Thompson, 1941). Avidin
proteini, her biri 128 amino asitten olusan dort 6zdes alt birim igeren bir
homotetramerdir (DelLange, 1971). Karbonhidrat parcasi dort glukozamin ve bes
mannoz kalintisindan olusmaktadir. Ayrica hem prokaryotlarda hem Okaryotlarda
benzer avidinler bulunmustur fakat hentiz herhangi bir memelide bulunmamaistir. Avidin

yaklasik 66 kDa molekiil agirligina sahiptir (White, 1987).
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Sekil 1. 6. Avidinin yapisi (Laitinen, 2007)

Sekil 1.6” da goriildiigli gibi (a) dort alt birimden olusan Avidin tetrameri bu 4
kismina biyotini Wander vals etkilesimleri ile baglamaktadir, molekiiler yiizey seffaf gri
renkte gosterilmistir. Cizgilerle gosterilenler proteine ait ikincil yapi elemanlaridir. (b)
Biyotin baglanmasina katkida bulunan amino asit kalintilarin1 gosteren ve bagli biyotin
iceren avidin monomerini gostermektedir. (c) Biyotin bagli kisimlari olusturan avidin
kalmtilaridir. Gri 6rgii ve kalinti zincirleri icinde 4A bagli biyotin ¢ubuklar1 ligand
baglama kisimlarinda goriilmektedir. Her biyotin baglayict kisim birbirine koprii
durumunda olan Cys4 ve Cys83 arasinda olusan disiilfiir kopriilerinden meydana
gelmektedir (Livnah, 1993) .

Avidin pozitif yiiklii bazik bir proteindir (pI 10) (Melamed, 1963). Bu pozitiflik
her monomerin sahip oldugu sekiz arjinin ve dokuz lisin tortusundan
kaynaklanmaktadir (DeLange, 1971). Avidinin her bir alt {inite biriminin iginde bir
distilfiir kopriisii olusturan iki sistein kalintis1 bulunmaktadir. Yumurta beyazi avidinine
ek olarak tavuk avidin gen ailesi de avidin homologlar1 igerir: Bu homologlara ait yedi
iiye avidinle ilgili genler (AVRs) olarak bilinir. Diger AVR’ler %94-99 oraninda
0zdestir. Avidin ile diger AVR’ler arasindaki kimlik %91-95 arasinda degismektedir.
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Farklt AVR genlerinin sayis1 farkli tavuklar arasinda hatta ayni tavuklardaki hiicrelerde
dahi farklilik gosterebilmektedir (Kunnas, 1993). Avidin ile karsilastirildiklarinda AVR
proteinleri %69-78 oraninda avidin dizi kimligindedir. AVR proteinlerinin alt
birimlerini biyotin baglayict kisimlar1 korunan, ¢ok sayida aminoasit kalintisi
icermektedir. Buna ragmen avidininkine benzer kararli tetramerler olustururlar. Bununla
birlikte biyotin baglamada ve glikozilasyon ve yiik ozellikleri gibi fizikokimyasal
Ozelliklerde farkliliklar gosterirler (Hytonen, 2005).

Biyotine baglanici proteinler arasinda en kayda deger olani avidindir. Avidinin
karbonhidrat igerigi ve bazik pI’ya sahip olmasindan dolayr daha yiliksek nonspesifik
baglanma goriilmektedir.

Yumurta beyazindan elde edilmis olan avidin, streptavidin ile % 33 dizi
benzerlige sahiptir ama ikincil, igilinciil ve dordiinciil yapilar1t neredeyse aymidir.
Avidinin biyotine olan afinitesi daha yiiksektir (Kd ~ 107*° M) Streptavidin ise
Streptomyces avidini bakterisinden elde edilen tetramerik bir proteindir. Molekiil
agirhgr yaklasik 60 kDa’dur (John Cazin,1988). Biyotine olan afinitesinin yani sira
asir1 pH, sicaklik, organik ¢oziiciiler, deterjanlar (SDS, Triton gibi) ve proteolitik
enzimler bu proteinin biotine baglanmasini etkilemedigi gibi Streptavidin de molekiiler
biyolojide yaygin olarak kullanilir.  Streptavidin 159 amino asit kalintili proteindir.
Ancak islemlendikten sonra N- ve C- ucu ayrilir ve 13-139 Kalinti kalmaktadir. Alt
birimlerini ayirmak i¢in ancak % 0,2’lik SDS iginde 100 °C’ de 20 dk. maruz birakmak
gerekir. Avidin ve streptavidin yapilarina bakildiginda her ikisinde de,

- Ortak bir tetrametik yap1

- Avidin ile streptavidinin aminoasit dizilimindeki %33 liik benzerlik

- Homolog i¢ kisim (¢ekirdek) olmak iizere benzer 6zellikler tagimaktadirlar.
- Streptavidinin izoelektrik noktasi ise (pI) 5’tir. Biraz asidiktir.

Streptavidin proteini hiicre disina salgilandiktan sonra
ortamdaki biyotin molekiillerine baglanip (Sekil 1.7) onlart bagka mikroorganizmalar
tarafindan kullanilmaz hale getirmesi sebebiyle bu proteinin bir antibiyotik gorevine
sahip olabilecegi One siirilmiistiir (Hendrickson, 1989). Deglikosile edilmis avidin,

blytikligl, pl ve nonspesifik 6zellikleri ile streptavidine benzer.
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Sekil 1. 7. Biyotin-Streptavidin etkilesimi (Howart, 2006)

1.1.5.1. Avidinin uygulama alanlar

Tavuk avidininin ve bakteri streptavidinin rekombinant formlar1 (Airenne, 1997)
laboratuvarlarda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Collot, 2003). Ornegin,
protein saflastirma, etiketleme teknikleri, nanoteknoloji, teshis ve hedefe yonelik ilag
dagitim1 gibi alanlarda siklikla tercih edilmektedir (Kramer, 2000). Bakterilerden
verimli sekilde iiretilebilmekte ve yumurtadan izole edilebilmektedir (Sano, 1990).
Biyotin baglama bolgelerinde Cys4 ve Cys83 arasinda meydana gelen disiilfiir kopriileri
avidinin stabilitesi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir. Avidin-biyotin teknolojisi avidinin
yiiksek stabilitelerinin yani sira avidin-biyotin arasindaki c¢ok yiiksek ve spesifik
afiniteye (Kd=10""-10"° M) dayanmaktadir. Avidin 1siya, denatiirasyona, diisik ve
yiiksek pH' a direnglidir. Proteolitik enzimler karsisinda da dayaniklidir. Avidin esnek
bir protein iskelesi ile farkli yaklagimlarda kullanilabilir ve biyotinle farkli molekiillere
kolayca baglanabilir. Bu 6zellikleriyle cok yonlii ve ¢ok amach iskeleler saglayabilen
nadir bir protein smifidir (Laitinen, 2006). Yillar boyunca, avidin modifiye edilmistir.
Avidin, streptavidinden daha erken bulunmasina ragmen, 1995 yilina kadar
klonlanmamistir  (Wallén,1995). Oysa streptavidin 1986 yilinda klonlanmigtir
(Argarana,1986).

Biyotinlenmis enzimler ELISA tipi deneylerde avidine en etkili sekildeki
baglanmalarda kullanilmaktadir. Son yillarda, enzimle isaretlemede, testin duyarliligini
artirmak amaciyla peroksidazla isaretli avidin-biyotin  sisteminin  kullanimi
yayginlagmistir. Kullanilan komplekslerin en 6nemli 6zelligi ¢6ziinmeyen renkli tirtinler

olusturmalaridir.
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Yaban turbu peroksidazi (HRP) i¢in substrat tetrametilbenzidin (TMB)’ dir. Bu
enzimin en Onemli 6zelligi 6nceden renksiz olup reaksiyona girdiginde renkli iiriin
olusturan substratlariyla birlesmesiyle renk degisimine ugramasidir. Son yillarda
isaretleme maddesi olarak kullanilan biyotin-avidin sistemleri, molekiiller arasinda
baglanma bolgelerinin daha fazla olmasi, baglanmalarinin daha 6zgiil ve kuvvetli
olmast gibi nedenlerle, olusan sinyal miktarin1 artirmakta ve bodylece ELISA
yontemlerinin duyarliligini ylikseltmektedir (Kohler, 1975). Bu yontemde herhangi bir
antikor biyotin ile isaretlidir, ortama enzimle isaretli avidin eklendiginde biyotin ile
kuvvetle baglanir ve daha soma substratin eklenmesiyle renk degisimi ortaya c¢ikar

(Engvall, 1971) (Sekil 1.8).

TMB Substrat
G B =

- -

Streptavidin
®
Biyotin /\
-
Y * %
o

Elisa Plate Hiicresi

Sekil 1. 8. Avidin-Biyotin-Peroksidaz kompleksi

1.1.6. Biyotin

Biyotin, H vitamini veya B vitamini olarak da adlandirilan ve normalde
karsimiza siklikla "gilizellik vitamini" adiyla ¢ikan bir vitamindir (Sekil 1.9).
Viicudumuzda kalin bagirsaktaki bakteriler tarafindan da iretilen biyotin saglikli bir

hayat i¢in ihtiyacimiz olan 6nemli bir vitamindir.
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Sekil 1. 9. Biyotinin molekiil yapist

Biyotin; yag, protein ve karbonhidrat metabolizmalarinda  yer  alan bir
koenzimdir. Ayn1 zamanda hiicre gelisimine de katkisi vardir. Ayrica, kanin seker
seviyesinin ortalama diizeyde kalmasma yardimei olur. Ozellikle kemik iligi i¢in ¢ok
onemli olmakla birlikte saglikli sinir dokularinin olmasi i¢in gereklidir.

Biyotin  proteinlere = baglanarak  karbondioksit  fiksasyonunu  veya
dekarboksilasyonda enzimlerin prostetik grubu olarak islev goriir. Piruvat karboksilaz
enzimi tarafindan katalizlenen piruvatin oksaloasetata ¢evrilmesinde rol alir.

Biyotin; biyolojik temelli uygulamalarinda 6nemli bir molekiildiir. (Chapman,
1999). Ornegin, biyotin bagimli karboksilaz enzimlerinde bikarbonattan karbondioksit
fiksasyonunun kimyasal islevi agisindan kritik bir kofaktordiir (Knowles 1989, Attwood
1995). Ayrica, avidinin biyotin molekiiliine kars1 yiiksek afiniteye sahip oldugu ve 1: 4
oraninda biyotin ile kompleks bir iyon olusturdugu bilinmektedir (Marttila, 1998). Bu

hareketlilik saflagtirma, etiketleme ve baglanma i¢in kullanilabilmektedir.
1.2. Proteinin On Deristirme ve Saflastirma Yontemleri

Proteinler ticari olarak satin alinabildikleri gibi, laboratuvar ortamlarinda da
fazla miktarda, ucuz ve kolay yollarla elde edilebilirler. Bunun igin istenilen proteinin
secilen bir kaynaktan izolasyonu, on deristirilme isleminin yapilmasi ve son olarak da
saflagtirilmast gerekmektedir. Dogal kaynaklardan (bitki, alg, mikroorganizma) izole
edilen biyomolekiiller ve proteinler beraberinde istenmeyen tiirleri, kiiclik molekiilleri
ve bagka proteinleri de tasidiklari i¢in bunlardan uzaklastirilmak i¢in bazi 6n
islemlerden gegirilmeleri gerekmektedir. Bu islemlerdeki hedef ve prensip elde edilmek
istenilen proteini veya ilgilenilen proteinin disinda kalan tiirleri ham ekstrakttan
uzaklagtirmak ve calisilacak proteini daha temiz ve derisik getirmektir. Bunun ig¢in
coktliirme, filtrasyon, diyaliz, kolon kromatografisi gibi pek ¢ok yontemler

kullanilmaktadir. Bu yontemler sadece istenilen biyomolekiilii ortamdaki diger tiirlerden
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uzaklastirmakla kalmayip proteinleri saflagtirmak i¢in de kullanilabilir. Spesifik bir
ayirma ve saflagtirma islemi yapmak istiyorsak afinite kromatografisi ve tiirleri

kullanilmalidir.
1.2.1. Kaynak secimi

Proteinin izole edilecegi kaynagin temininin ucuz ve kolay yollardan
gerceklesmesi Onemlidir. Bunun yani sira segilen kaynak tiirii hedef proteini bol
miktarda bulundurmali, izolasyon kosullarina (dondurma, 1sitma, karistirma, pargalama)
direngli olmali, ¢abuk denatiire olmamali, ¢abuk tiikenmemeli ve g¢evreye bir zarar
vermemelidir. Hayvansal kaynaklar karmasik yapilarla ¢alisilmasi gerektiginden ve bazi
durumlarda bilim etigini ihlal ettiginden fazla tercih edilmemektedir. Bitkiler bu a¢idan
hayvansal kaynaklara goére daha avantajlidir. Ancak kullanilmadan once ekilmesi,

biiyiitiilmesi gibi vakit alan siireclere ithtiya¢ vardir (Ertugrul, 2007).

1.2.2. Coktiirme

Bu basamaga ge¢gmeden 6nce numuneye santrifiij islemi uygulanir. Bu islemle
farkli agirlik ve yogunluktaki molekiiller farkli hizlara gore cokerler. Bu esnada
stirtiinmeden dolay1 aciga ¢ikan 1sinin proteinleri denatiire etmesini 6nlemek amaciyla
islem +4 °C’ de yapilmalidir. Ilgili proteinin diger proteinlerden ayrilmasinda ve
proteinlerin deristirilmesinde kullanilan ¢oktiirme islemi, saflastirma islemlerinin
hemen hepsinde kullanilmaktadir. Amaca uygun olarak ¢oktiirme islemi santrifiijleme,
filtrasyonla elde edilen fraksiyonda da yapilabilir. Protein 6zellikleri dikkate alinarak ve
amaca uygun olarak farkli sekillerde ¢oktiirme islemi yapilmaktadir. Bunlar pH, 1si,
organik ¢oziiciiler, tuzlar vb. dir. Genellikle tuz ile ¢oktiirme tercih edilmektedir. En ¢ok
tercih edilen amonyum siilfat nétral tuzudur. Coktiirme isleminden santrifiijleme ile elde
edilen ¢okelti uygun bir hacimde tamponda ¢oziiliir. Aslinda bu asamada kismi bir
saflagtirma yapilmis olunur.

Protein c¢ozeltisine ¢ok miktarda nétral tuz ilave edildiginde proteinlerin
genellikle i¢ kisimlarinda bulunan hidrofobik gruplarin etrafindaki su molekiilleri tuz
iyonlar1 tarafindan ortamdan wuzaklagtirtlir. Bu durumda hidrofobik gruplarin
birbirleriyle olan etkilesimleri artarak bu proteinleri denatiire olmaksizin ¢oktiiriirler. Bu
islemin amact ham ekstrakt biinyesinde bulunan proteinlerin tuz iyonlarinin etkisiyle

birbirlerinden ayrilmasidir.
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Etanol ve aseton gibi polar organik ¢oziiciiler, sulu cozeltilerde su ile yer
degistirdiklerinde ¢ozeltinin ¢6zme kabiliyetini diisiiriirler ayrica dielektrik sabitleri
diismektedir. Boylece proteinlerin dibe ¢cokmesine neden olurlar. Organik ¢oziiciiler
daha ¢ok serum proteinlerini ¢oktiirmede tercih edilen ¢oktiiriici maddelerdir.

Proteinlerin ¢oktiiriilmesinde tercih edilen diger bir yontem ise ortamin pH’ 1nin
degistirilmesidir. Bu yontem de kolay ve ucuz bir yoldur. Her proteinin negatif ve
pozitif yiik sayisinin esit oldugu degere izoelektrik nokta denir. Proteinler izoelektrik
noktalaria ulastiklarinda nétr olduklarindan, ¢oziiniirliikleri azalir ve dibe ¢okerler. Bu
yontem de c¢ogunlukla serum proteinlerinin  ayristirilmasinda ve insiilin

saflastirilmasinda kullanilmaktadir (Sengel, 2007).

1.2.3. Diyaliz ve ultrafiltrasyon

Proteinleri diisiik molekiil agirlikli tuzlardan (NaCl) wuzaklastirmak igin
genellikle diyaliz yontemi kullanilir.

Diyaliz yonteminde, yari gecirgen bir membran igerisine konulan protein
¢ozeltisindeki kiigiik molekiiller, gézeneklerden membranin disinda bulunan su veya
uygun tampon ¢oOzeltiye gecerler. Proteinler biiyiik molekiillii olduklarindan bu
gozeneklerden gecemezler. Bu sayede istenmeyen kirlilikler proteinlerden uzaklasirken
membran diginda bulunan sulu ¢ozeltideki molekiiller de proteinlere baglanir. Bu
molekiiller daha sonra liyofilizasyon ile ortamdan uzaklastirilabilir. Belirli siirelerle
tamponunun degistirilmesiyle kiigiik molekiiller protein ¢ozeltisinden uzaklagmis
olurlar.

Ultrafiltrasyon yontemi de ayni prensiple ¢alisan bir ayirma ve on deristirme
yolu olarak kullanilmaktadir. Diyalizden farkli yonii ise, kiiciik molekiillerin
uzaklastirilmasi i¢in santrifiij kuvvetinin devreye girmesidir. Diyalize gore ¢ok daha
hizli, kisa siirede ve verimli bir ayrim saglamaktadir. Uygulanmast ucuz, kolay ve
verimli bir yoldur. Agirliklar1 1 kDa-300 kDa arasinda degisen molekiilleri ayirmak igin
gelistirilen farkli ultrafiltrasyon tiipleri biyokimyasal ¢aligmalarda olduk¢a sik
kullanilmaktadir (Sengel, 2007).

1.2.4. Kromatografik yontemler

Kromatografi ilk kez botanik alaninda bitki pigmentlerinin renkli kisimlarini
ayirmak i¢in kullanilmistir. Kromatografi molekiillerin bir sabit ve hareketli faz

arasinda fiziksel etkilesimlerine dayanan aymrma ve saflastirma yontemidir. Birgok
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siklikla
edilmektedir.

kimyasal protein saflastirma c¢alismalarinda da

siklikla

alanda oldugu gibi

kullanilmaktadir.  Ozellikle kolon kromatografisi tercih
Kromatografi kendi igerisinde ayrilma mekanizmalarina, uygulama bigimine ve faz

tiplerine gore (Sekil 1.10) siiflandirilmaktadir (Cutler, 1996).

Aynlma Uygulama Bicimine Gire Faz Tipine Gire
Melkanizmalarma
Eore » Diizlemsel Siv1
Kromatografi(Kagit Kromatografi(Sivi-

*  Adsorpsiyon

Kromatografi, Ince

Kat1, S1v1-S1vi)

Kromatografisi Tabaka Gaz

= JelFiltrasyon Kromatografl) Kromatografi(Gaz-
Kromatografisi * Kolon Kati, Gaz-S1v1)

» Iyon Degisim Kromatografisi(Gaz Siiperkritik Akiskan
Kromatografisi Kromatografi, Sivi Kromatografi

= Afinite Kromatografl)
Kromatografisi

* fyon
CiftiKromatogra

fisi

Sekil 1. 10. Kromatografik yontemlerin siniflandiriimasi

Sicaklik, pH ve tampon bilesimi gibi uygun calisma kosullar1 saglandiginda
biitlin adsorpsiyon kromatografisi tiirleri proteinleri barindiklar1 ortam iginde deristirme
ve yiiksek verimle saflastirma islevlerine sahiptir. Fakat verimli bir saflagtirma i¢in tek
bir yontem yeterli degildir ve g¢ogunlukla kromatografik yontemler de kullanilir.
Bunlardan en yaygin ve sik tercih edileni iyon degisim kromatografisidir. Saflagtirma
caligmalarinin yaklasik % 67’ sinde birka¢ basamak halinde uygulanan bu yontemde
numunenin sahip oldugu uygun yiik ve biiytlikliikteki iyonlar, mobil fazin iyonlariyla
yarisarak sabit faza baglanir. Ardindan ortamin iyonik siddetinin degistirilmesiyle de
kolondan ayrilarak ortami terk ederler. En ¢ok kullanilan kolon malzemeleri
dietilaminoetil (DEAE)anyon degistirici ve karboksimetil (CM) katyon degistirici
rec¢inelerdir.

Bir diger yontem de jel filtrasyon kromatografisidir. Bu yontem molekiilleri
boyutlarina ve sekillerine goére ayiran, % 60 oraninda tercih edilen ikinci bir
kromatografi ¢esitidir. Sabit faz olarak, gbdzenekli yapida olan agaroz, dekstran,
poliakrilamid gibi maddeler veya bunlarin belirli oranlarda karisimlari bir araya
getirilerek uygulanan bu kromatografi tiiriinde, kolona yiiklenen 6rnek molekiilleri,

porlarin boyutundan ¢ok biiylikse, matriks tarafindan tutulmaz ve kolonu ilk olarak terk
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ederler. Kiiciik molekiiller ise porlara girer ve burada tutulur. Boylece ayrim saglanmis
olur. Jel filtrasyon kromatografisi genellikle saflastirmanin baslangi¢ basamaginda yer
alsa da birkag kez yinelenmesi gerekebilir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ise bu iki yOnteme gore daha az
(¢alismalarin % 18’ inde) tercih edilmektedir. Bu yontem ters faz hizli protein sivi
kromatografisi (HPLC) ile benzer 6zellik gostermektedir. Bu kromatografi tekniginde
numune, apolar bir sabit faz iizerinden polar olan bir ¢dziicii ile gegirilir. Cogunlukla
kullanilan hidrofilik 6zellikteki destek materyalleri, hidrofobik etkilesim kuvvetindeki
artisa gore biitil, oktil veya fenil fonksiyonel gruplarimi iceren capraz baghi agaroz
materyalleridir Hidrofobik 06zellikteki molekiiller, Van der Waals etkilesimleri
sayesinde sabit fazin ylizeyindeki hidrofobik kisimlara tutunur ve ardindan baglanan
molekiiller hareketli fazin polaritesinin diisiiriilmesi yoluyla kolondan ayrilarak toplanir.

Spesifik bir ayirma ve verimli bir saflastirma saglayan afinite kromatografisi
pahali bir yontem olmasi nedeniyle son yillara kadar ¢ok tercih edilmemis olsa bile
biyoteknoloji alaninda yapilan c¢alismalar (alternatif afinite ligandlarinin ve destek
materyallerinin gelistirilmesi) afinite kromatografisi yontemlerinin yayginlagmasini
saglamigtir. Afinite kromatografisi basarili bir ayirma ve saflastirma yontemidir

(Saxena, 2003; Ward, 2009).

1.2.5. Afinite kromatografisi

Afinite sdzcligli kelime anlam1 Latincede ilgi duyma anlamina gelen “affinitas”
kelimesinden tliremistir. Afinite kromatografisinin ilk uygulamasi, 1971 yilinda,
amilazin sec¢ici olarak ¢0ziinmeyen nigastaya adsorpsiyonu ile olmustur. Fakat o
yillarda, kullanish bir matriksin sentezine ve bu matrikse ligandin kovalent olarak
baglanmasina izin veren kompleks organik kimya tekniklerinin gelistirilememis olmasi,
afinite kromatografisinin laboratuvarlarda kullanilmasini fazlasiyla geciktirmistir. 1967
yilinda ise Axen, Porath ve Ernback tarafindan yayinlanan bir makalede (Axen, 1967),
birincil amino grubu igeren molekiillerin, siyanojen bromid (BrCN) ile polisakkarit
matrikslere baglandig1 rapor edilmistir. Bu rapor, giiniimiizde rutin olarak kullanilan
afinite kromatografisinin kullanilmaya baslamasimni temsil etmektedir ve BrCN
aktivasyonu ile ligandlarin matrikse baglanmasi da giiniimiizde kullanilan en yaygin
metoddur. Baslarda enzimlerin saflagtirllmas1 i¢in gelistirilmis olan afinite

kromatografisi daha sonra antikorlarin, antijenlerin, niikleotidlerin, niikleik asitlerin,
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DNA-baglayic1 proteinlerin, immiinoglobilinlerin, membran reseptdrlerinin ve hatta
hiicrelerin saflastirilmasinda kullanilmaya baglanmaistir.

Afinite kromatografisi, kompleks karigimlardan belirli bir molekiil ve ya
molekiil grubunu saflastirmak i¢in gok gii¢lii yontemlerden biridir (Wilchek, 1999). Bu
yontemin ¢aligma prensibi, biyomolekiillerin (proteinler, enzimler, karbonhidratlar vb.)
molekiiler tanima ve taninma  Ozelliginden kaynaklanmaktadir.  Afinite
kromatografisinde ayirma basarisi, biliyilk oranda kolonun hareketsiz ligandinin
se¢cimine baghdir. Kullanilan yaygin biyomolekiiller ve bunlarin ligandlar1 Tablo 1.1’
de verilmektedir. Antikorlar, lektinler ve serum proteinleri gibi ligandlarin g¢ogu
biyolojik bir kaynaktan elde edilirler. Boronik asit, metal gelatlar, sentetik ajanlar ya da
anorganik molekiiller olan triazin boyalar da afinite kromatografisinde kullanilabilecek

yararl ligandlardandir (Tombach, 2001; Yadav, 2012).

Tablo 1.1. Afinite kromatografisinde yaygin kullanilan molekiiller ve bunlarin ligandlar:

Saflastirilacak biyomolekiil Ligand
Enzim Substrat analogu, inhibitér, kofaktor
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre ylizey reseptort,
hiicre
Niikleik asit Histonlar, niikleik asit polimeraz, baglama proteini
Hormon, vitamin Reseptor, tastyici protein
Hiicre Hiicre ylizeyi 6zgiil protein, lektin

Afinite kromatografisi antijen ile antikor, hormon ile reseptor gibi iki molekiil
arasinda spesifik bir biyolojik etkilesime dayanir. Bu etkilesim elektrostatik veya
hidrofobik etkilesimlerle, Van der Waals kuvvetleriyle ya da hidrojen baglar ile tersinir
olarak meydana gelmektedir.

Geri doniisiimlii olan bu etkilesimler, hedef molekiil mobil fazda iken, sabit
faz1 olugturmak i¢in bir kat1 matriks iizerine kovalent olarak immobilize edilmis ligand
saflagtirma i¢in kullanilir . Daha sonra saflastirilmak istenen hedef bilesik, bir yiikleme
tamponu varliginda afinite kolon iizerine uygulanir (Sekil 1.11). Tutunamayan 6rnek

bilesenleri ellisyon tamponuyla kolondan uzaklastirilir. Hedef analit ise eliisyon
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tamponuyla kolondan toplanir. Bu amagla ortama ya yarigmaci bagka bir ligand ilave
edilir ya da hareketli fazin iyonik siddeti, pH’ 1 veya polaritesi degistirilir (Magdeldin,
2012). Boylece kolondan ayrilan biyomolekiil saf bir sekilde elde edilmis olur.

Kolon daha sonra uygulama tamponu ile tekrar yikanir ve yeni bir 6rnek

yiiklemek icin hazir hale getirilir (Cabrera, 2004).

YUKLEME AYIRMA ELUSYON

Hedef molekiil
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Sekil 1. 11. Afinite kromatografisi islem basamaklar: (Urh, 2009)

Afinite tabanli kromatografik saflagtirma islemlerinde hedef molekiiliin
baglandig1 maddeye ligand denmekte iken, ligandin iizerine tutundugu kat1 materyal ise
matriks olarak adlandirilir (Sekil 1.12).

— |
. Matriks
— —_— Uzatic1 Kol
D ) Ligand

Sekil 1. 12. Afinite kromatografisinin temel bilesenleri (Magdeldin, 2012)
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1.2.5.1. Ligandlar

Afinite ligandlan iki temel sinifa ayrilabilir. Bunlar, yiiksek spesifitede
olan ligandlar ve genel ligandlardir. Yiiksek spesifite liganlari, bir ya da birkag
ilgili hedefleri tutan maddelerdir. Genel ligandlara 6rnek olarak metal baglayici
aminoasitler i¢in metal selatlar, sekerler, polisakkaritler icin lektinler, enzim ve
proteinler i¢in bazi boya tiirleri, protein A ya da G i¢in immiinoglobiilinler
verilebilirken; 06zel ligandlara ise antijenlerin baglanmasi igin antikorlar,
enzimlerin baglanmasi i¢in substrat ya da inhibitérler, DNA ya da RNA’nin
baglanmasi i¢in niikleik asitler verilebilir. Genel ligandlar, daha ¢ok ajanlari ilgili

molekiiller ya da yapisal olarak benzeyen hedeflere baglayan siniftir.

1.2.5.2. Destek (matriks)

Afinite kromatografisini kullanmak i¢in bir sistem tasarlanirken, dikkate
alinmasi1 gereken 6nemli bir nokta da ligandin baglanmasi icin kullanilan destek
maddesinin se¢imidir. Bu destek maddesi, saflastirilmak istenen hedef molekiille
hicbir etkilesime girmeyecek ve ligandin baglanmasini degistirmek kolay
olamalidir. Ayrica, matriks uygulanan basing ve akis hizi i¢in dayanikli olmalidir.
Agaroz, siklikla kullanilan geleneksel afinite kolon maddesidir. Baska bir yaygin
kullanilan polisakkarit matriks tiirii seliilozdur. Spesifik olmayan immobilizasyon

teknikleri, bir ligandin bir matrikse fiziksel adsorpsiyonunu igerir.
1.2.5.3. Ara kollar (spacer arms)

Matriks ile liganda baglanacak olan molekiilden kaynaklanan sterik
engellemeden dolayr genellikle matrik ile ligand arasina bir ara kol koymak,
baglanma i¢in avantajdir. Boylece, ligandin matriks yiizeyinden uzaklastirilmasi
saglanarak, ligand ile hedef molekiiliin etkili bir sekilde baglanmasi1 saglanmis
olur. Ara kollarin uzunluklar1 ise olduk¢a 6nemlidir. Sayet, ara kolun uzunlugu
cok kisa olursa, ligand hedef molekiilii baglayamayacaktir. Eger ¢cok uzun olursa
da, ligand ile hedef molekiiller arasinda spesifik olmayan etkilesimler meydana
gelecektir. O’Carra ve arkadaslar1 (O’Carra, 1973) ¢ok uzun olan ara kollarin

ornek molekiil ile hidrofobik etkilesimler 1ile ligandin baglandiklarini
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gostermislerdir. Ara kollar i¢in ideal uzunluk 6-10 karbon atom zincirleridir
(Magdeldin, 2012).

1.2.5.4. Kriyojeller

“Kriyo, (cryo)” kelimesi eski yunancada “soguk, buz” anlamlarina
gelmektedir. Kriyojeller, monomerik veya polimerik baslaticilarin  uygun
coziiclilerdeki ¢ozeltilerinin dondurulmasi sirasinda olusan birbirine baglantilt
bliylik gozenekli jel matrikslerdir. Polimerlesme sartlarina ve yapisal
farkliliklarina gore jeller yedi sekilde smiflandirilir. Bunlar; kemotropik jeller,
iyonotropik jeller, selatotropik jeller, solvatotropik jeller, termotropik jeller,
psikotropik jeller, kryotropik jellerdir.

Kriyojelasyon bir dondurma ve eritme siireciyle basamakli olarak
gerceklesen islemler zinciridir. Jel ¢ozeltisi ¢oziiciinlin kristallenme noktasinin
altindaki sicakliklarda dondurulur. Burada en Onemli etken kriyojelasyon
esnasinda sicakligin asamali bir sekilde disiiriilmesidir. Elde edilen donmus
sistem heterojendir ve hala sivi halde mikro faz igerir. Coziiciiniin donmasi
sonucu jelin olusturulmasini saglayacak ajanlar sivi mikrofaz igerisinde
yogunlasir ve bu islem de kriyoderistirme adini alir. Jellesmeyi hizlandiran ise jel
haline gelecek karisimin sivi mikrofazda yogunlagmasidir. G6zenek olusturucu
ajan olarak gorev alan ise ¢Ozilicliinlin donmus kristalleridir. Eritme islemi
sonuglandiginda ¢oziicii ile dolu bosluklar ve makro gozenekler olusur. Gozenek
yiizeyinin piiriizsliz, gézenek yapisinin ise yuvarlaklagsmasini saglayan o6zellik
¢oziicii ve jel fazi arasindaki yilizey geriliminden kaynaklanmaktadir (Peoples,
2007).

Kriyojeller sicaklik, capraz baglayict ve monomer miktarina bagli olarak
farklilik  gosterebilmektedirler. Diigiik sicakliklara dogru kiiciik kristal
olusumunun degisik yerlerden baslamasi gézenek boyutunu azaltir ve yogun
gbzenek yapist olusumuna sebep olur. Yiiksek sicakliklarda ise biiyiik gézenek
yapist olusurken, ¢ozeltinin donmama riski s6z konusu olmaktadir. Bir bagka
etken olan capraz baglayici orani ise sudaki kriyojelin sisme orani ile ters

orantilidir. Monomer derigimi yliksek ise kirllgan ve yogun matriks yapili bir
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kriyojel gozlenir. Kullanim alanlarina gore ise kriyojeller kolon ya da disk
yapisinda sentezlenebilir.
Kriyojellerin sentezlenme siireci kriyojelasyon olarak adlandirilir ve Ti¢

ana basamakta incelenebilir (Sekil 1.13).

Baslangig Sistemi Donmus durumda Erime
polimerizasyon
Buz knistallen Polimenze knyojel
Cozunen dvater
.' ~
c? Xyt -
' !
¥s-
I )
&
¥ \
Gozucd Donmamg sivi b
mikrofaz Olguli gozeneider

Sekil 1. 13. Kriyojelasyon (Plieva, 2008)

Kriyojellerin en onemli ozelligi nano ve mikro boyutlarda diflizyon
sorununu ortadan kaldirdig1 i¢in siipermakro gézenek yapisina sahip olmalaridir.
Kriyojellerin gézenek yapilart ve siingerimsi 6zelligi biyomalzemelerle uygun bir
calisma olanagi sunmaktadir. Ornegin kromotografik calismalarda kolon
malzemesi olarak kriyojellerin tercih edilmelerinin sebebi elastik yapisi sayesinde
sistemde olusacak geri basinci Onleyerek biyoteknolojik alanda kullanimina
olanak saglamasidir. Kriyojellerin bu alandaki kullanimina bakildiginda protein
(Daoud-Attieh, 2013), niikleik asit (Cimen, 2012) ve enzimlerin saflastirilmasinda
(Kegili, 2006) kullanilmigtir.

Biiytik ve igten bagh biiyiik gdzeneklerin varligindan dolayi, kriyojeller bu
yapilart  bozulmadan  kurutulabilir. Kurutma kriyojelin  depolanmasim
kolaylastirdigt i¢in bu hidrofilik materyallerin en 6nemli 6zelliklerinden birisidir.
Diisiik ve yiiksek molekiil kiitleli onciillerden hazirlanan kriyojeller hizli tekrar-
sisme kinetikleri ile dikkat c¢ekmektedirler ve kuru oOrnekler sulu ortama
birakildiklarinda birka¢ dakika iginde tekrar orijinal boyutuna geri donerler.
Biiyiik ve yogun igten bagli makrogdzeneklerin varligi onlarin ¢ok diisiik akis

direnglerine sahip olmasini saglamaktadir (Dainiak, 2007).
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Kriyojeller gelistirildikleri tarihten giiniimiize dek enzim, protein, hormon,
karbonhidrat (Bigen, 2009), niikleik asit ve antibadi (Johnson, 2012) gibi
molekiillerin ayrilmasinda ve saflastirilmasinda, ayrica enzim immobilizasyonu
(Tiizmen, 2012) uygulamalarinda siklikla kullanilmistir.

Kriyojeller sahip olduklar1 ¢apraz baglar onlara fiziksel acidan dayanikli,
kimyasal agidan ise kararli olma 6zelligini kazandirmaktadir. Yapilarinda bulunan
siiper makrogozenekler ise kriyojelleri biyomolekiillerin ayrilmasinda c¢ok
kullanisli ve avantajli hale getirmektedir. Ayrica kriyojellerin sahip oldugu
slingerimsi, esnek yapi istenilen sekillerde sentezlenebilmeleri sayesinde ve kolay
modifiye edilebilmeleri bu maddeleri sadece saflastirma galigmalarinda degil,
biyomedikal malzemelerin tasarlanmasinda ve uygulamalarinda da avantajh

haline getirmektedir (Peoples, 2007).

1.2.6. Afinite kromatografisi tiirleri
1.2.6.1. Immiinoafinite kromatografisi (IAK)

Immiinoafinite kromatografisinde antikorlar ya da antijenler saflastirilacak
olan maddenin tutunmasi i¢in immiinoadsorbentler olarak kullanilmaktadir.
Ozellikle saflastirilacak olan antijenin bilinen bir ligandinin bulunmadig
durumlarda, antikorlar bu tip antijenlerin saflagtirllmasinda olduk¢a kullanigh
immiinoadsorbentleri olusturmaktadir. Giinlimiizde ise monoklonal antikorlara
dayali adsorbentler, poliklonal antikorlara dayali immiinoadsorbentlerin yerini
almis durumdadir. Buna ragmen, hem poliklonal hemde monoklonal antikorlarin
kullanildigt  immiinoadsorbentler ~bulunmaktadir (Henriksen, 2014). Bu
immiinoadsorbentler ise birbirine gére hem avantajlara hem de dezavantajlara
sahiptirler. Immiinoafinite kromatografisinin uygulanmasi igin gerekli olan
immiinoadsorbentlerin hazirlanmasi ve protein saflasgtirllmasinda uygulanan temel
asamalar asagidaki sekilde siralanabilir:

1. Immiinoadsorbentin hazirlanmasinda matrikse baglanacak olan ligandin

(antikor) elde edilmesi igin gerekli olan protein (antijen) diger protein

saflastirma teknikleri ile saflagtirilir. Saflastirilan protein ise bu proteinin

elde edildigi kaynaktan evrimsel olarak farkli bir memeli hayvanin

immiinizasyonunda kullanilir. Monoklonal antikorlarin {iretimi icin
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genelde fare, poliklonal antikorlarin {iretimi i¢in ise tavsan ve ya kegi
kullanilir.

2. Antijene kars1 antikorlarin {iretilmesi saglanir. Poliklonal antikor tiretimi
icin kullanilan antijenin olduk¢a saf olmasi1 gerekir. Aksi takdirde, eser
miktarda dahi olsa kirletici olarak bulunan diger proteinlerin antijenitesi
cok daha yiiksek olabilir. Sonugta karisik 6zgiilliikte antikor iiretimine yol
acabilir. Monoklonal antikor iiretimi i¢in kullanilacak olan antijenin saflig1
ise eger, uygun klonlarin se¢imi i¢in bir tarama prosediirii kullanilacaksa,
daha az onemlidir. Gergekte ise tarama prosediirleri sonucunda kirletici
proteinlere ait antikor klonlarinin elemine edilmesi nedeniyle %1 oraninda
hedef protein iceren antijenlere karsi gelistirilmis olan monoklonal
antikorlar izole edilebilmektedir.

3. Antikor, tavsan serumundan (poliklonal) c¢okeltmeyle kismi olarak
saflastirilir. Antikorlarin saflagtirilmasini saglayan daha iyi bir prosediir ise
ters immiinoafinite kromatografisidir. Bu prosediirde, tutuklanmis antijeni
iceren kolon materyali ile doldurulmus olan kolona serum yiiklenir.
Serumdaki 6zgiil antikorlar tutuklu antijenlerine tutunurken, serum ve
diger kirleticiler kolondan ayirilir.

4. Saflastirilmis olan antikorlar ise bikarbonat/karbonat tamponu (pH: 8-9)
ile aktive kolon matriksine (siyanojen bromid, tosil, vinilsiilfon-aktive v.b)
baglanir.

5. Saflastirilmak istenen proteini igeren Ornek materyalinin ham 6ziiti
kolona yiiklenir. Baglanmamis materyallerin kolondan uzaklastirilmasi
icin uygun bir tampon ile kolon yikanir.

6. Hedef protein kolondan eliie edilir.

Immiinoafinite kromatografisinin uygulanmasinda yukarida siralanan

basamaklar arasinda en zor olanlarmi ise 1, 2 ve 6 numarali basamaklar

olusturmaktadir (Magdeldin, 2012).

1.2.6.2. Boya afinite kromatografisi

Boyalarin ligand olarak kullanilmasi ise 1960’11 yillarda, Amersham

Pharmacia Biotech Fine Chemicals (Uppsala, Isveg) firmas: tarafindan Cibacron
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Blue F3GA olarak bilinen mavi bir boyanin, yiiksek molekiiler kiitleli ¢dziiniir
agaroza baglanarak, jel filtrasyon kromatografisinde bosluk hacminin belirlenmesi
amaci ile markir olarak kullanilmasi sonucunda baslamistir. Takip eden yillarda
ise Ozellikle dehidrogenazlar olmak iizere, piirivat kinazin, fosfofruktokinaz
enzimlerinin de bu boyaya kars1 afinite gosterdigi belirlenmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda ise hem konjuge halkalar, hemde iyonik gruplar iceren
sentetik bazi triazin boyalarin, bazi proteinleri baglama yeteneginde olduklari
belirlenmistir. Bu yiizden, afinite kromatografisinde ligand olarak kullanilan
boyalar1 tanimlamak i¢in pseudo-ligandlar terimi kullanilmistir.

Boyalarin proteinleri baglama 6zelligine sahip olmasi, bu boyalarin triazin
metodu ile Sepharose 4B gibi matrikslere baglanarak boya-ligandlarinin
olusturulmasina, bu nedenle de proteinlerin saflagtirilmasina olanak saglamistir.
Teknigin iyi tarafi ise boyalarin ucuz olmasi, yaygin olarak kullanilmakta olan
kolon materyallerine kolayca baglanabilmesi ve oldukca kararli olmasidir. En
yaygin olarak kullanilan boyalar ise Cibacron Blue F3GA ve Procion Red H-
E3B’dir. Bu boyalar, NAD" ve NADP" gibi dogal olarak olusan kofaktdrlere
yapisal olarak benzeyen bazi 6zelliklere sahiptirler. Bu o6zellikleri sayesinde
boyalar, kinazlar, dehidrogenezlar, karboksipeptidazlar G, plazminojen iceren
maddelere ihtiya¢ duyan diger enzimler gibi, pek ¢ok proteini baglama yetenegine
sahiptirler (Turkova, 1978). Ozel bir proteinin saflastirilmasi icin kullanilacak
olan boyanin secimi, deneysel olarak elde edilir ve deneme-yanilma yoluyla

belirlenir.

1.2.6.3. Immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK)
Ilk defa 1975 yilindan Porath ve arkadaslar1 (Porath, 1975) tarafindan

uygulanan metal selat afinite kromatografisi, giiniimiize kadar yavas yavas da olsa
gelistirilerek protein saflastirma tekniklerinden birisi olarak kullanilmaktadir.
Cu2+, Zn*" ng+ ve ya cd* gibi tutuklanmis metal iyonlarinin ya da Fe+2, C0+2,
Ni*? ve ya Mn*? gibi gecis metal iyonlarinin, histidin kalintilarinin imidazol
gruplaryla, sistein kalintilariin distilfid gruplariyla ve triptofan kalintilarinin ise
indol gruplariyla olusturdugu reaksiyonlarla, proteinleri ve peptidleri sec¢ici olarak
tutuklu metal liganda baglamak i¢in kullanilan 6zel bir afinite kromatografisi

seklidir. Metal selat afinite kromatografisi ile ayristirilmast gerceklestirilen
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proteinler arasinda fibrinojen, siiperoksit dismutaz ve histon olmayan niiklear
proteinleri igeren bir grup protein de sayilabilir.

Genellikle, bir iminodiasetat (IDA), tris(karboksimetil)-etilendiamin
(TED) ve ya nitrilo triasetik asitin (NTA) kovalent olarak baglandig1 agaroz
matriksleri, metal ligandlarin tutuklanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Ticari olarak temin edilen kolon materyalleri selatlanmis metal icermediklerinden,
bu matriksler kullanilmadan once istenilen metal iyonu ile yiliklenmelidirler.
Kolon materyalinin metal iyonlar1 ile yiiklenmesi ise genellikle 50 mM uygun
metal tuzunu (ZnCl,, CuSQO, v.b) igeren su ile yikanmasi seklinde gerceklestirilir.
Metal iyonlar ile yiiklenmis olan matriks ise ornek tamponu ile yikanmalidir.
Ayrica, zayif olarak baglanmig metal iyonlarmin aktif olarak kolondan
uzaklastirilmasi gerektigi durumlarda ise 1-10 mM imidazol ve ya 500 mM glisin
gibi zayif kopleks olusturan ajanlarla kolonun yikanmasi gerekebilir.

Omek ise baslangic tamponu icinde ¢dziinmelidir. Iyi bir baglanmanm elde
edilebilmesi icin notral ve ya hafif alkali pH’daki tamponlarin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu amagla kullanilabilecek tamponlar ise tris asetat (50 mM),
sodyum fosfat (20-50 mM) ve Tris-HCI (20-50 mM)’dir. Tris-HCI, baglanmay1
azaltma egiliminde oldugundan bu tampon, sadece metal-protein afinitesinin
oldukca yiiksek oldugu durumlarda kullanilmalidir. Baslangic tamponunda ytiksek
derisimde tuz ve ya deterjanlarin bulunmasi, normalde proteinlerin baglanmasini
etkilemez. Bu nedenle, yiiksek tuz derigimleri istenmeyen iyon-degisimi etkisinin
onlenmesi i¢in yiiksek iyonik giiclin (6rnegin, 0,5-1 M NaCl) olusturulmasina

katkida bulunurlar (Arnold 1991).

1.2.7. Hizh protein sivi kromatografisi (FPLC)

FPLC proteinlerin saflastirilmasi, bulunduklar1 ortamdan ayristirilmasi,
nicel olarak Dbelirlenmesi ve nitelendirilmesi, peptit vb. ayrimlarinin
gerceklestirilmesi amaciyla gelistirilmis bir sivi kolon kromatografisi sistemidir.
Ozellikle membran proteinleri basta olmak iizere, biyomolekiillerin tek basamakta
saflagtirlmasin1  saglamasindan dolayr son zamanlarda yapilan biyokimyasal
caligmalarda oldukg¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Sistemin temeli basit bir

kromatografik ayirma metoduna dayanmaktadir. Saflastirilacak  hedef
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biyomolekiil, enzim veya protein, uygun bir hareketli faz ile hazirlanan kolon
sisteminden gecirilir. Kolona tutunmayan tiirler kolonu hemen terk ederler.
Kolona tersinir olarak tutunan biyomolekiil ise uygun eliisyon c¢ozeltisi ile

kolondan saf bir sekilde geri kazanilir.

Omek yiklemesi

Pompa %.

Kolon

Tampon Cézeltiler uv

! ’
Fraksiyon toplayicist

Sekil 1. 14. FPLC cihazi ana bilesenleri

Sekil 1.14° te gorildiigii gibi FPLC cihaz1 temel olarak; ¢oziicii kabi,
pompa, enjeksiyon Tnitesi, saflastirmanin gerceklesecegi kolon, dedektor,
fraksiyon toplama tinitesi ve veri kaydediciden (bilgisayar) olugmaktadir. Coziicii
kaplarinda kolonu sartlandirma tamponu ve tutunan numuneyi kolondan sékme
amaciyla eliisyon ¢6zeltisi bulunur. Pompa yardimiyla bu ¢ozeltiler cihaza verilen
komut yardimiyla kolon fiizerinden gegcirilir. Enjeksiyon iinitesinden cihaza
yiiklenen numune de alinarak, belirli bir hizda kolondan geg¢irir. Kolonu terk eden
tirler ard arda dedektore ulasir ve belirli fraksiyonlarda 6rnekler, 6rnek toplama
tinitesindeki tiiplerde toplanir. Bilgisayar yardimiyla dedektorden gelen sinyaller
olusan piklerin kromatogram halinde goriintiilenmesini saglar. Gozlenen ilk pik
kolona tutunmadan gelen tiirlere aittir. Bu tiirler sartlandirma ¢ozeltisiyle beraber
kolondan ayrilir. Kolon malzemesine afinite, hidrofobik etkilesim, iyonik yiik ve
biiyiikliik gibi cesitli etkenlerle ve zayif baglarla baglanan saflagtirilacak olan
biyomolekiil ise, sistemden eliisyon ¢ozeltisinin (uygulamaya gore degisir ancak
saflagtirma calismalarinda genellikle NaCl igeren tampon ¢ozeltiler tercih edilir)

gecirilmesiyle kolondan eliie edilir ve dedektore ulasir. Boylece kromatogramda
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ikinci bir pik daha olusur ve bu pik kromatografi yardimiyla tek basamakta

saflagtirilan biyomolekiile aittir.

1.2.8. Afinite kromatografisi ile protein saflagtirmanin 6nemi

Bir hiicreden veya dokudan istenilen bir proteinin saf halde izole edilmesi
oldukca giictlir. Bu proteinin konsantrasyonu diisiik ise farkli protein arasindan
ayirmak ve saf halde elde etmek igin bu proteine en uygun olan saflagtirma
tekniklerinin secilmesi biiyiik ©6nem tagimaktadir. Gilinlimiizde proteinlerin
saflastirilmasinda  kullanilan yOntemler olduk¢a gelismistir. Saflastirmada
kullanilan yontemler ard arda uygulandiginda protein yiiksek saflikta elde
edilebilmektedir. Pekgok enzim ve proteinin saf halde izole edilmesi
gerceklestirilmistir (Safarik, 2004). Omegin bir proteinin amino asit dizilisini,
molekiil agirhigmi ve diger fiziksel oOzelliklerini caligmak istersek oncelikle
proteinin saflastirilmast gereklidir. Bir doku, hiicre ortamindan proteinleri izole
edebilmek i¢in &ncelikle yapilmasi gereken birtakim islemler vardir. Ilk olarak
saflastirilacak proteinin en fazla bulundugu kaynak secilir. Hedef proteini
denatiire etmeyecek tampon ¢ozeltiler kullanilarak kaynak homojenize edilir.
Daha sonra bu homojenat belirli hizlarda santrifiijle muamele edilerek
biyomolekiil partikiillerinden arindirilir. Boylece elde edilen protein karigimi
siipernatant halinde alinarak saflastirma yontemlerinden uygun olan yontem
kullanilarak proteinlerin saf halde izole edilmesi saglanir. Ozellikle hedef proteine
uygulanacak saflastirma yontemi yiiksek verimle ve proteinin yapisini, kararligini
bozmadan ¢aligmalidir. Diger bir 6nemli 6l¢iit ise yontemin diisiik maliyetli ve
kolay wuygulanabilir olanin tercih edilmesidir. Segilen yontem tekniginde
kullanilacak saflastirma bilesenleri tekrarlanabilir 6zellikte analizlere uygun
olmal1 ve ¢ok diisiik derisimlerdeki 6rneklerle dahi ¢alisilabilmelidir.

Afinite kromatografisi, biyomolekiilleri tek basamakta, verimli bir sekilde
ve spesifik bir baglanma gerceklestirerek saflastirilmasini saglamaktadir. Aslinda
pahali olarak bilinen bu yontem saflastirilacak proteinin afinite gosterdigi uygun
bir molekiiliin ligand olarak secilmesiyle ucuz bir yontem haline gelebilmektedir.
Iyon degisim gibi yiik, jel filtrasyon gibi boyuta gére ayrim yapan kromatografik

yontemler ne kadar secici olurlarsa olsunlar spesifik bir ayirma yerine daha ¢ok
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grup ayirmasi gerceklestirmektedir. Bu nedenle, ayni numunede avidinin yani sira
flavoprotein gibi benzer yapidaki proteinleri bahsedilen yontemlerle birbirinden
ayirmak zor olabilmektedir. Afinite kromatografisi ise proteinler ve bunlarin
spesifik ligandlar1 arasindaki molekiiler tanimaya ve bunun sonucu olarak spesifik
baglanmalara dayanarak ayrim gergeklestirir. Yalnizca saflagtirilmak istenen
proteinin, bulundugu kaynaktan ayrilmasini saglamaktadir. Saflastirilmak istenen
proteinin bulundugu ortamda miktar1 oldukga az olsa bile verimli bir saflagtirma
gerceklesmektedir.

Protein saflagtirma, etiketleme teknikleri (Manger, 1992), nanoteknoloji
(Ramsden, 2013), rekombinant sistemlerde (Young, 2012) siklikla tercih edilen
proteinlerin en verimli sekilde elde edilebilmeleri olduk¢a Onemlidir. Afinite
kromatografisi sahip oldugu spesifiklik, verimlilik, tekrarlanabilirlik, kolay
uygulanabilirlik gibi avantajlar1 sayesinde protein saflastirma caligmalarinda
kullanilabilecek ve yeni ligandlarla yeni kolon sistemlerinin gelistirilmesiyle daha

da gelistirilebilecek bir yontemdir.

1.2.9. Rutenyum tabanh amino asit monomeriyle fotosentetif capraz

baglama ve ANADOLUCA yontemi

ANADOLUCA yontemi (ANADOLUCA-AmiNoAcid (monomer)
Decorated and Light Underpining Conjugation Approach), rutenyum tabanli,
fotosensitif (1s18a duyarli), amino asit monomer ve oligomerlerinin sentezleri,
proteinlerin konjugasyonu ve ¢apraz baglanmasi iglemlerini kapsamaktadir
(Ersoz, 2011; ABD Patent No. WO/2011/070402 , 2011). Farkli hiicre tiplerini,
dokular1 ve diger hedefleri algilamak i¢in istenen mikro veya nanoyapilar
biitlinlestirilebilir. Bu yontemde fotosensitif monomerler, kovalent ve capraz
baglanma islemi sebebiyle dogru antikor oryantasyonu i¢in yodnlendirme
saglanmakta ve denatiirasyon engellenmektedir.

ANADOLUCA, tasarlanmast ve hazirlanma metodu ile silika
materyallerine, sliperparamanyetik nanopartikiillere, nanokristallere, quantum
noktalara, karbon nanopartikiillere, Ag/Au nanopartikiillere ve nanokiimelere, Au
yiizeyine Ve polimerik malzemelere kullanim kolaylig1 saglar. Yontem, protein

konformasyonu ve islevselligine zarar vermeden sistein, triptofan, tirozin amino
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asitlerine rutenyum tabanli monomerler tarafindan ¢apraz bagli konjugasyon
meydana gelmesiyle gerceklesmektedir. Sentezlenen fotosensetif monomerler
c¢esitli nano ve mikro yapilarda kullanilarak denatiirasyon olmaksizin ¢alisilmaya
imkan saglamaktadir.

ANADOLUCA, tekrar kullanilabilir, nanoprotein igerikli biyosensor ve
biyokataliz uygulamalarini barindiran nanobiyokonjugatlarin sentezlendigi (Say,
2014) bir konsept yontemdir. Yontem biyouyumlu, sicaklik ve pH’dan bagimsiz
nanobiyokonjugatlarin sentezine imkan saglamakla beraber tayin ve teshis amacli
sistemlerde kullanilabilirligi nedeniyle olduk¢a avantajlidir. Diger yandan bu tez
kapsaminda bir ilk olarak Avidinin saflastirilmasi igin biyotin tabanli yeni afinite

kat1 destek, patentli ANADOLUCA yontemi ile gergeklestirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan kimyasallar

Bu ¢alismada yumurta beyazindan elde edilen avidin ticari olarak Sigma
Aldrich (Milwaukee, WI, USA), firmasindan temin edilmistir. Jel elektroforez ve
kriyojel kolon sentezleme islemlerinde kullanilan Sodyum dodesilsiilfat (SDS)
Alfa Aesar (Haverhill, ABD) firmasindan alinmistir. NN’ Metilenbisakrilamit
(MBA), Trizma base Sigma Aldrich (Milwaukee, WI, USA) firmasindan,
Hidroksi etilmetakrilat (HEMA) Acros (Geel, Belgika) firmasindan, Amonyum
persiilfat (APS), Tetraetilmetilendiamin (TEMED) Sigma Aldrich (Milwaukee,
WI, USA) firmasindan, Coomassie Blue Appli Chem (Darmstadt, Germany)
firmasindan, Akrilamid Merck (New Jersey, ABD) firmasindan temin edilmistir.
Caligmalarin kalan kisminda kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup farkli
firmalardan alinmistir. Asetik asit (CH3COOH) ve Sodyum hidroksit (NaOH)
Riedel-de Haen (Honeywell Riedel-de Haén, USA) firmasindan temin edilmistir.
Metanol (CH3OH), Etanol (C,HsOH), 2-(4-Hidroksifenilazo) benzoik asit
(HABA) Sodyum fosfat monobasic, Glisin, Potasyum fosfat dibasic, Biyotin
Sigma Aldrich (Milwaukee, WI, USA) firmasindan, = Amonyum  siilfat
((NH4)2SO4) Appli Chem (Darmstadt, Germany) firmasindan, Sodyum kloriir
(NaCl) Kimetsan (Ankara, Tiitkiye) firmasindan, Hidroklorik asit (HCI) Merck
(New Jersey, ABD) firmasindan alinarak uygun kosullarda saklanmistir. Saf su
Thermo Scientific (Waltham, ABD) firmasindan alinan saf su cihazindan elde

edilmis olup iletkenligi 18 MQ/cm’dir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Bu calismada sentezlenen monomer ve polimerlerin karakterizasyonunda
Perkin Elmer Spektrum 100 Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FT-
IR) kullanilmistir. Protein saflagtirma islemi AKTA P-920 UPC-900 model FPLC
(Hizli Protein Sivi Kromatografisi) cihaz1 ile yapilmis, protein icerigi BioTek
Synergy H1 ELISA Reader ile yapilan UV absorbans Ol¢iimleri ile tayin

edilmistir.  Saflagtirilan  proteinin  konformasyonel degisimleri  Applied
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Photophysics-Chirascan Plus model CD Spektrofotometre cihazi ile belirlenmistir.
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) analizi ise
Thermo Scientific elektroforez sistemi ile gerceklestirilmistir. Calisma siiresince
hazirlanan tampon ¢ozeltilerin pH’ lart HANNA H1 2211 pH/ORP metre ile

Olciilmiistiir.

2.2. Metod

2.2.1. Kriyojel temelli ayirma kolonlarinin hazirlanmasi

2.2.1.1. MATrp-Ru(bipyr)2-Biotin monomerinin sentezi

(Metakriloil amido triptofan)(bipiridil),Rutenyum Klortir
((MATrp)(bipy)2RuCl) (0,2 g, 2,8x10* mmol)’ nin 10 mL metanolde ¢oziilmesi
ile hazirlanan ¢dzeltisine 5 mL metanolde ¢dziinmiis biotin (0,345 g, 2.8x10™
mmol) ¢ozeltisi, N, atmosferinde damla damla ilave edildikten sonra reaksiyon
karigimi 60°C *de 6 sa boyunca reflaks edilmistir. Daha sonra oda sicakliginda 12
sa karigsmaya birakilmis ve reaksiyon bitiminde ¢oziicli, doner buharlastirici ile
uzaklastinnlmistir. Elde edilen kati madde eterle yikanmis ve ardindan vakum
altinda kurutulmustur ( m: 0,168 g ; % 65 verim) (Sekil 2.1). Ayrica sentezlenen
monomer, MALDI-TOF/MS ile karakterize edilmistir. Sentez reaksiyonu

asagidaki gibidir.

7N
7 4 | |
| L | Wan
\ \

NN
OH@>_< \ Biotin, NEt; OH@}{ :
HN -0 g O CW’"'
0 0 Hok—fei

QU OU

Sekil 2. 1. MATrp-Ru(bipyr),-Biotin in agik yapis

2.2.1.2. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr).-Biotin) kriyojel kolon sentezi

Biotin bagh kriyojelin sentezi i¢in monomer olarak 75 uL HEMA, capraz
baglayict olarak 14.15 mg MBAAm 897 pL deiyonize su igerisinde ¢oziilmiistiir.
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1 dk karistirildiktan sonra tizerine 288 pL. MATrp-Ru(bipyr),-Biotin ilave edilmis
ve ¢ozelti 5 dk vakum altinda degaze edilmistir. Serbest radikal polimerizasyonu
1,3 mg APS ve 1,2 uL TEMED ilavesiyle baslatilmis ve APS ilavesinden sonra
¢Ozelti 5 dak buz banyosu igerisinde sogutulmustur. Reaksiyon karisimi TEMED
ilave edilerek 1 dk karigtirildiktan sonra karisim, plastik enjektor (5 mL, id. 0,8
cm) icine dokiilmiistiir. Siringa igerisindeki karisim -16 °C’de 18 sa boyunca
polimerlestirildikten sonra, donmus haldeki kriyojel oda sicakliginda ¢oziilerek 50

mL deiyonize su ile yikanmistir (Brugging, 1998).

2.2.2. Karakterizasyon calismalari

Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biotin) kriyojel kolonun
karakterizasyon caligmalar1 i¢in kolonun su tutma kapasitesinin belirlenmesi
amactyla sisme testi yapilmistir. Bunun yani sira FT-IR analizi ve yiizey
morfolojisinin incelenmesi i¢in SEM gorintiileri alinarak karakterizasyon

calismalar1 gerceklestirilmistir.

2.2.2.1. Sisme resti

Sentezlenen Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biotin) kriyojel kolonun
sisme kapasitesi asagidaki yontem izlenerek tespit edilmistir.

Oncelikle kuru kriyojel + 0.0001 duyarlikla tartilmis ve 24 sa boyunca,
oda sicakliginda, 50 mL saf su igerisinde bekletilmistir. Bir giin sonunda sudan
cikarilan polimerin yiizeyindeki su siizge¢ kagidi yardimi ile alindiktan sonra
polimer tekrar tartilmistir. Polimerin ilk agirhigi (Wi) ile son agirhigr (Ws)
kaydedilmis ve Esitlik 2.1 kullanilarak Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-
Biotin) kriyojelin yilizde su tutma kapasitesi hesaplanmistir (Ws = 2557,6 mg; Wi
=278 mg

Sisme Orani (%) = [

Ws—-Wi
Wi

1

] x 100 (2.1)

2.2.2.2. FT-IR analizi

FT-IR ile direkt olarak atomik diizeyde bilgiye ulasilip, molekiillerde
meydana gelen ¢ok kii¢iik degisimler bile tespit edilebilmektedir. Belli molekiiller
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kizil6tesi 1s18a maruz kaldiklarinda (lipid, protein, karbonhidrat vs.) belirli
frekanslarda (cm-1 ) verdikleri molekiiler bag titresimi sinyalleriyle karakterize
olurlar. Bu sinyaller tizerinden farkli kosullardaki degisim FT-IR analizi ile
rahatlikla izlenebilir.

Eger ornek kati ise spektroskopik potasyum bromiir (KBr) yardimi ile
birkag¢ tonluk basing altinda ince seffaf bir pellet olusturularak spektrum alinir.
KBr’nin kizil6tesi bolgesinde absorpsiyonu olmadigi i¢in kullanilmasi uygundur.

Poli(HEMA-ko-MATTrp-Ru(bipyr).-Biotin), Poli(HEMA-ko-MATTrp-
Ru(bipyr),) ‘den ve kati KBr vakum etiiviinde 50°C sicakliginda 18 sa.
kurutulmustur. Numunelerden yaklasik 0.1-0.2 g kadar tartilarak havanda bir
miktar KBr ile dgiitiilmiistiir ve pellet olusturulmustur. Her bir numunenin FT-IR

spektrumu alinmustir.

2.2.2.3. Yiizey morfolojisi

Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),) kriyojelin ve Poli(HEMA-ko-MATTrp-
Ru(bipyr),-Biotin) monolitlerinden alinan kesitler altin kaplanmadan &nce oda
sicakliginda bir gece boyunca kurutulmustur. Capt Smm ve yiiksekligi 10mm olan
silindirik olacak sekilde dikkatlice kesilerek SEM cihazinin 6rnek haznesine
yerlestirilmis ve vakum altinda 2 dk siireyle 50 mA’lik bir akimla altin tabakasi
ile kaplanmistir. Ardindan taramali elektron mikroskobu ile polimerlerin yiizey

morfolojisine ait goriintiiler alinmustir.

2.2.3. Yumurta beyazindan Avidin izolasyonu

Avidin saflagtirllmast i¢in yumurtanin kolay bulunabilir ve maliyetinin
diisik olmasi nedeniyle yumurta tercih edilmistir. 1 adet yumurta beyazi,
sarisindan ayrilarak homojenize edilmistir. Homojenizasyon, ultra saf su

kullanilarak yapilmistir.
2.2.4. Liyofilizasyon

Liyofilizasyon; numunelerin dondurularak kurutma islemidir. Genel olarak

numunelerin temel 6zelliklerini kaybetmeden, dehidrasyonu i¢in kullanilmaktadir.
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Homojenizasyonda kullanilan su, Oncelikle numune dondurularak
liyofilizasyon sonucu ortamdan uzaklastirilmistir. Boylelikle 2 g kati1 elde
edilmistir. Bu kat1i materyal 0.1 M CH3COONa tamponu, pH: 5.5, kullanilarak

¢Oziilmiis ve ham ekstrakt +4 °C‘de muhafaza edilmistir (Green, 1970).

2.2.5. Amonyum Siilfat ¢coktiirmesi

Yumurta beyazindan izole edilen Avidin i¢in ham ekstrakt ile Esitlik 2.2
kullanilarak %60°lik  (NH4),SO4 ¢Oktlirmesi yapilmis ve protein miktarlart
belirlenmistir. Ham ekstrakt proteinler, (NH4);SOy4 ile +4 ‘C’de ¢oktiiriilmesi i¢in
16,98 g (NH4),SO4 47 mL ham ekstrakta yavas yavas ilave edilerek 2 sa boyunca
+4 "C’de karistinlmistir. Olusan ¢okelek, 12000 rpm hizda 30 dak boyunca
santrifiij edilerek toplanmis ve az bir hacimde 0,1 M CH3COONa tamponu, pH:
5,5, kullanilarak ¢o6ziildiikten sonra ve +4 C’de muhafaza edilmistir. Kati

amonyum siilfat miktar1 Esitlik 2.2 kullanilarak hesaplanmistir.

1,77 x V x (Sz— S1)

(NH4)2SO,4 miktar (g) = 3,54—S,

(2.2)

2.2.6. Ultrafiltrasyon

Ultrafiltrasyon islemi yardimiyla diisitk molekiil agirlikli yapilar ¢ozelti
ortamindan uzaklastirilirken, biiylik molekiillii yapilar ise ¢ozelti ortaminda
kalmaya devam etmektedir.

Bu islem igin 30.000 Da’ luk ultrafiltrasyon tiiplerinden yararlanilarak
4000 rpm hizda +4 ‘C’de santiriifiij islemi yapilmustir. Boylece diisik molekiil

agirlikli yapilar ortamdan uzaklastirilmistir.

2.2.7. Proteinin saflastirilmasi

Yumurta beyazindan izole edilen avidin afinite kromatografisi ile Hizl
Protein Sivi Kromatografisi (FPLC) sistemi kullanilarak saflastirilmistir (Sekil
2.2).
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Sekil 2. 2. Bu ¢alismada kullanilan FPLC sistemi

Kolonu yikama ve numuneyi kolona yiikleme ¢6zeltisi olarak iceren 0,1 M
sodyum-fosfat tamponu pH:7,5 0,15 M NaCl i¢eren tampon ¢ozelti kullanilmistir.
Saflastirilmak istenilen avidini kolon sisteminden tekrar alabilmek amaciyla
eliisyon ¢ozeltisi olarak pH: 2,5 olan 0,1 M Glisin- HCI ¢6zeltisi kullanilmistir.
Kriyojeller (5 mL, id. 0,8 cm)’ lik hacme sahip plastik enjektorlere hazirlanmstir.
FPLC sisteminde 0,2 mldk™ akis hizinda saflagtirma islemi gerceklestirilmistir.
Kolon sistemine 100 pl numune yiiklenmistir. Yiikleme ¢ozeltisi 45 dk kolondan
gecirilmistir. Eliisyon ¢ozeltisi ise 30 dk kolon {izerinden gegirilmistir.

Hazirlanan ekstrakt Avidin proteininin spesifik olarak ilgi gosterdigi
Biotini  igeren  Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biotin)  kriyojel  kolon
tizerinden hazirlanmig tampon ¢ozelti (pH:7,5 0,15 M NaCl) igeren 0,1 M
sodyum-fosfat tamponu ile kolona yiiklenmistir. Avidin proteini, biotine karsi
gosterdigi afinite ve molekiiler tanima sonucu kolona tutunmustur. Daha sonra

ellisyon ¢ozeltisi kolondan ge¢irilmistir.

2.2.8. Protein igerigi tayini

Yumurta beyazindan izole edilen avidin i¢in ham ekstrakt ile % 60’lik
(NH4)2SO4 ¢oktiirmesi yapilmis ve drneklerin protein miktarlart asagida 6zetlenen
sekilde belirlenmistir (Obermeier, 2004).

Bunun i¢in, pH: 7,0 sodyum fosfat tamponu icinde farkli derisimlerde

standart protein (avidin) igeren Ornekler hazirlanmis ve bu Ornekler 2-(4-
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Hidroksifenilazo) benzoik asit (HABA) ¢ozeltisi ile reaksiyona sokularak 500 nm
dalgaboyunda absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir. Ardindan biyotin ¢ozeltisi ilave
edilerek 500 nm dalgaboyunda tekrar absorbans degerleri 6l¢tilmiistiir.

Farkli derisimlerdeki avidin standart ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon
grafiginin denkleminden (y=mx-+n) yola ¢ikilarak absorbansi bilinen numunelerin

(y) icerdikleri protein miktari (x) belirlenmistir.

2.2.9. Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi analizleri

Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi, molekiillere ait dairesel
spektrumlar1 belirli dalga boylarinda Slgen spektroskopik bir yontemdir. CD,
dairesel polarize 1518in sola dogru olan absorpsiyonu ile saga dogru olan

absorpsiyonu arasindaki farktir ve Esitlik 2.3 kullanilarak hesaplanmaktadir.

AAO\‘) = A()\‘)sol yonli polarize 151k ~ AO\‘)sag yonlii polarize 151k (23)

CD spektroskopisi, proteinlerin ikincil yapilarinin sicaklik, pH degisimleri
ve ortam kosullarina bagh olarak degisimleri ve diger molekiillerle etkilesimini
incelemek amaciyla gelistirilmis olup, makro molekiillerin yapisal, kinetik ve
termodinamik 6zellikleri hakkinda bilgi vermektedir. Spektrofotometrik dl¢timler,
elektronik gecislerin gézlemlendigi elektromanyetik spektrumun goriiniir ve UV
bolgesinde gerceklestirilmektedir. Olgiimler, proteinlerin ikincil yapilarina ait -
heliks, p-katlanmalar1 ve diizensiz sarmal yapilarmmin yam1 sira, tersiyer
yapilarindaki aromatik gruplarin da varligini gosteren bilgiler vermektedir.

CD spektroskopisinin genellikle biyomolekiillere uygulanmasinin nedeni,
molekiillerin saga ve sola g¢evirici kiralitelerinden ileri gelir. Proteinlerin
konformasyon degisikliklerinin ifade edilmesinde CD spektroskopisi oldukg¢a
onem tasimaktadir. Ornegin, sicaklik, denatiire edici ajanlar ya da bu ajanlarin
derisimleriyle proteinlerin ikincil yapilarindaki degisiklikleri incelemek amaciyla
kullanim1 yaygindir (Siligardi, 2010).

Bu c¢alismada, yumurta beyazindan izole edilen ve Poli(HEMA-ko-
MATrp-Ru(bipyr),-Biotin)  kriyojel kolon ile saflastirillan avidinin  CD
spektroskopisi ile ticari avidinin CD spektroskopisi karsilagtirilarak saflastirma

islemi sonrasinda yapisindaki degisim karakterize edilmistir.
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2.2.10. SDS-PAGE analizi

SDS-PAGE analizi i¢in Oncelikle 29:1 oraninda akrilamid-bis
monomerleri ile, TEMED, APS, SDS ve pH 8.8 Tris tamponu kullanilarak % 10’
luk poliakrilamid jel hazirlanmigtir. Analizi yapilacak numunelerden 15 er pL
almarak her biri 15 pL Coomassie Blue G boyasi ile karistirilmig, karisimin
homojen bir sekilde olmasi i¢in numuneler bir siire 1sitilmistir. Ardindan tanka
dokiilen jelde uygun bir tarak ile esit hacimde kuyucuklar agilmisg, tank tampon
cozelti ile doldurulmus, numuneler agilan kuyucuklar tizerinden jele yliklenmistir.
Protein 6rneklerinin jelde ilerlemesi i¢in 25-35 mA akim kullanilmistir. Analiz
sonunda tanktan ¢ikarilan jel O6nce Coomassie Blue boya c¢ozeltisi i¢inde
bekletilmis daha sonra proteinlere ait bantlarin goriintilenmesi igin belirli
araliklarla yitkama ¢ozeltisi (35 mL asetik asit + 25 mL metanol) ile yikanmuistir.
Saflagtirilan avidin’ in safligi ve molekiil agirligt bu 6rnege ait ham ekstrakt,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, saflagtirma sonrasina ait bant ile ticari avidin’ e ait

bandin karsilastirilmastyla belirlenmistir.

42



3. BULGULAR

3.1. Poli(HEMA-ko-MATTrp-Ru(bipyr)2-Biotin) Kriyojel Kolonun
Karakterizasyonu

3.1.1. Poli(HEMA-ko-MATTrp-Ru(bipyr)2-Biotin) kriyojel kolonun FT-IR

spektrumu

Sentezlenen kriyojeller oncelikle FT-IR spektroskopisiyle karakterize edilmistir.
Sekil 3.1. (A)’ da gorildiugi gibi poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr), kriyojelinde (-CO-
O-C) fonksiyonel grubundaki 1731 cm™ de C=0 piki, 1142 cm™ de C-O gerilmesi
goriilmektedir. 1472 cm™ de C-H egilme bandi, 1513 cm™ de C=C piki goriilmektedir.
3743 cm™ de —OH titresimleri goriilmektedir. poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-
Biotin) kriyojeli ise Sekil 3.1. (B)’ de oldugu gibi; (-HN-C=0) titresimindeki 3309 cm’
Lde (-NH) ait karakteristik bant, 1715 cm™ de (-CO-O-C) grubunda bulunan (C=0)
karbonil gerilmesine ait karakteristik pik gozlenmektedir. 3724 cm™’de (-CO-OH)
karboksil grubundaki (-OH) hidroksile ait pik goriilmektedir. 1318 cm™de S=O
titresimleri goriilmektedir.Gozlenen bu bantlar biyotinin polimerik kriyojel yapisinda

bulunduguna isaret etmektedir.
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Sekil 3. 1. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr), kriyojeline ait FT-IR spektrumu
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Sekil 3. 2. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biotin) kriyojeline ait FT-IR spektrumu

3.1.2. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr)2-Biotin) kriyojelin yiizey morfolojisi
Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr)2-Biotin)  kriyojelin  ylizey = morfolojisi,
taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.3 ‘te
Poli(HEMA) ve Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr)2-Biotin) kriyojellerine ait SEM
goriintlileri verilmistir. Sekillerden de goriildiigii gibi kriyojeller 100 pm boyutlarinda
stiper makrogozeneklere sahiptirler. Polimerik yapi oldukca genis gbzeneklere ve bu
gozenekler nedeniyle de oldukga biiyiik yiizey alanina sahiptir. Bdylece, hareketli fazin
stirekli akigin1 ve avidin molekiiliniin kolayca gecisini saglayabilecek kanallarin

fonksiyonelligi saglanabilecektir.
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(A) (B)

Sekil 3. 3. (A) Poli(HEMA) kriyojel kolonun SEM gériintiisii, (B) PolitHEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr)2-
Biotin) kriyojelin SEM goériintiileri

3.1.3. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr)2-Biotin) kriyojel kolonun sisme testi
Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr), ve Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr)2-
Biotin) hidrofilik 6zellik gdsteren ve capraz baglar iceren polimerlerdir. Polimerik
yapida olmalar1 nedeniyle yiiksek molekiil agirligina sahiptirler ve suda ¢6ziinmezler.
Ancak capraz bag derecesi ile hidrofilitesine bagli olarak yapisina su alirlar ve sisme
Ozelligi gosterirler. Bu calismada sentezlenen Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),
kriyojel kolonun su tutma kapasitesi %850 olarak, Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr)2-
Biotin) kriyojel kolonun su tutma kapasitesi ise % 820 olarak hesaplanmistir. Yapiya
biotin girmesi ile sisme oranmin azaldigr gozlenmektedir. Her iki yapr da hidrofilik
ozellikte olup su tutma kapasiteleri arasindaki fark biotin baglanmasiyla azalan yiizey

alanindan kaynaklanmaktadir.

3.1.4. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biyotin kriyojel kolona Avidin baglanma
calismalar

3.1.4.1. pH etkisi

Saflastirilmak istenilen avidin i¢in en uygun pH’1 saptayabilmek amaciyla gesitli
pH degerleri hem Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr);) hem Poli(HEMA-ko-MATTrp-
Ru(bipyr),-Biyotin) kolonlar iizerinde denenmistir (Sekil 3.4). pH 1 ile 7 arasi tampon
cozeltiler kullanilarak gerceklestirilen analizlerde, proteinin farkli absorbanslar verdigi
gozlenmistir. Avidin proteinin eliisyonu i¢in en uygun olan pH 2,5 degerinde oldugu
sonucuna ulasilmistir. pH 2,5’nin istiinde ve altindaki degerlerde eliie edilememistir.
Kontrol kriyojelinde ise kayda deger bir baglanma gézlenmemistir. Caligsmalar i¢in en

uygun pH 2,5 olarak secilmistir.
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Sekil 3. 4. Avidin eliisyonuna pH’ n etkisi Cyyigin: 80 ppm

3.1.4.2. Avidin derisiminin etKisi

Reaksiyon ortamindaki Avidin derisimi arttikca baglanma miktar1 da artig
gosterecektir. Fakat yiiksek Avidin derisiminde proteinin biyotin baglama bdlgesi
tamamen doygunluga ulasacagi i¢in derisim miktarindaki artis baglanma iizerinde etki
etmez. 10-200 pg/mL arahigindaki derisimlerde hem Poli(HEMA-ko-MATTrp-
Ru(bipyr),) hem de Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biyotin) kolonlar {izerinde
denemeler yapilmistir (Sekil 3.5). Yapilan analizler sonucunda 80 pg/mL Avidin
derisiminde maksimum absorbans degisimi gozlenmis olup, bu nokta itibariyle Avidin

derisimi arttikca baglanma miktar1 degismemistir.
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Sekil 3. 5. Avidin derigiminin baglanma iizerine etkisi pH: 7,0

3.1.4.3. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biyotin kriyojel kolonlarin tekrar
kullanilabilirligi

Kolon malzemesinde aranilan Oonemli Ozelliklerden biri de, bu malzemenin
ayirma ve saflastirma islemlerinde defalarca kullanilabilmesidir. Rejenerasyon veya
tekrar kulanilabilirlik olarak tanimlanan bu 6zellik sonucunda ayni malzeme defalarca
kullanilarak analizin maliyeti onemli Ol¢iide azaltilir. Poli(HEMA-ko-MATTrp-
Ru(bipyr),-Biyotin) kriyojellerinin kararliligini ve tekrar kullanilabilirligini test etmek
amactyla Avidin baglama ve eliisyon dongiisii 20 kez tekrarlanmistir. Kriyojellerin 20

dongiiden sonra bile ¢ok kararli olduklart gorilmiistiir (Sekil 3.6).
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Sekil 3. 6. Kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi

3.2. Protein Saflastirilmasi
3.2.1. FPLC analizi

Yumurta beyazindan izole edilen avidin afinite kromatografisi ile FPLC cihazi
kullanilarak saflagtirilmistir. Afinite kromatografisinde, saflastirilmak istenen (hedef)
proteinin spesifik olarak ilgi gosterdigi uygun bir molekiil ligand olarak matrikse
tutturulur ve bu proteini igeren numune kolon iizerinden uygun pH’ da hazirlanmis
tampon ¢ozelti ile birlikte gegirilir. Bu ¢aligmada proteini bulunduran ekstrakt, avidin
proteininin spesifik olarak ilgi gosterdigi biyotini iceren Poli(HEMA-ko-MATrp-
Ru(bipyr),-Biotin) kriyojel kolondan gecirilmistir. Avidin, biotine karsi gosterdigi
afinite ve molekiiler tanima sonucu pH:7,5 0,15 M NaCl igeren sodyum-fosfat tamponu
ile kolona tutunmustur.

Sekil 3.7° deki kromatogramda goriilen ilk pik kolona tutunmadan ¢ikan tiirleri
gostermektedir. Eliisyon ¢ozeltisi kolondan gegirilmeye baslandiktan sonra ise (yesil
¢izgi kolondan gegen eliisyon ¢ozeltisinin (pH:2,5 0,1 M Glisin-HCI) derisimini ifade
etmektedir); kolona tersinir ve zayif baglarla tutunmus olan avidin proteini kolondan
ayrilir. Kromatogramda goriilen, alikonma zaman (tg) 32,5 dk olan ikinci pik ise
saflastirilan avidin proteinine aittir.

Ayni kolona ticari Avidin Ornegi yiiklendiginde Sekil 3.8° de verilen

kromatogram elde edilmistir. Bu kromatogramda goriilen ilk pik hazirlanan kolonun
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tutma kapasitesine bagli olarak kolona tutunamadan ¢ikan avidin proteinlerine aittir.
Ikinci pik ise eliisyon ¢dzeltisi kolondan gegirilmeye baslandiktan sonra kolona tersinir
olarak tutunmus olan avidin proteinine ait piktir. Eliisyon tamponu olarak pH:2,5 glisin-
HCl tamponu kullanildigindan iletkenlik degeri sifirin altina diismiistiir. Eliisyon
tamponunun gegirilmesi durduruldugunda ise iletkenlik degeri artmistir. Asidik olarak
toplanan numunenin bozulmamasi i¢in de toplanan fraksiyonlara 100 uLml'1 olacak
sekilde 1,0 M pH: 7,0 Tris-HCI tamponu eklenmistir.

Ayni islem kontrol amaciyla, biotin icermeyen poliltHEMA) kriyojel kolonu ile
de tekrarlanmis, bu kolonlarin avidin saflastirmadaki etkinligi incelenmistir. Bu ayirma
islemlerine ait FPLC kromatogramlar1 Sekil 3.9 ‘da verilmistir.

Kromatogramlarda gelen piklerin alikonma siiresi akis hizina bagl olarak
degismektedir. Kromatogramlarda da goriildiigii gibi hem saflastirilan avidinin hem de
ticari avidinin akig hizlar1 ve kolonlarin ayni olmasindan dolayr alikonma siireleri de

aynidir ve 32,5 dakikadir.

mAl

200

0.0

Sekil 3. 7. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biyotin) kriyojel kolonu ile Avidin saflagtiriimasina ait
kromatogram
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Sekil 3. 8. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biyotin) kriyojel kolonuna yiiklenen ticari Avidine ait
kromatogram
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Sekil 3. 9. Poli(HEMA) kriyojel kolonuna yiiklenen Avidine ait kromatogram

Avidinin tani-teshis i¢in olduk¢a onemlidir. Avidinin varligim1 gézleyebilmek
icin HRP-Avidin kolon konjugasyon sistemi yardimiyla, Poli(HEMA-ko-MATTrp-
Ru(bipyr),-Biotin) bagli kriyojel kolona avidin-HRP konjugasyonu ilave edilmistir.
HRP’nin substrat1 olan TMB kolona eklendiginde ise renk degisimi gézlenmistir. Bu da

bize avidinin kolona tutundugunu gostermektedir (Sekil 3.10).
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Sekil 3. 10. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biotin) kriyojel kolonuna yiiklenen Avidin-HRP
konjugasyonu

Gelistirilen bu kolon sistemi yardimiyla tani-teshis igin 6nemli bir yeri olan
Avidinin saflastirilmasinda afinite kromatografisi yardimiyla spesifik bir ayirim
gerceklestirilebilmektedir. Segiciligi ¢ok yiiksek olmasi sebebiyle afinite kromatografisi
analizlerde biiyiik avantaj saglamaktadir. Biyomolekiiller tersinir olarakbaglanmakta ve
denatiire olmadan saf bir sekilde elde edilebilmektedir. Ayrica konjugasyon yardimiyla
da gozle goriiliir bir degisimin olmas1 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

Kolonun kapasite faktorii 5,5 olarak Esitlik 2.4 yardimiyla hesaplanmaistir.

k' = RM (2.4)

tm

tr: Alikonma siiresi

tp: Olii zaman

Kolonun akig hizi sabit oldugundan kapasite faktorii hesaplanmistir. Kapasite
faktorii 1<k’<10 araliginda oldugundan kolonun kapasitesi oldukg¢a iyidir. Akis hizinin
ve ayni kolon sistemi kullanildigindan avidinin alikonma siireleri de aynidir ve 32,5

dakikadir.
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Ayrica kolonun verimliligi de Esitlik 2.5 yardmiyla hesaplanmustir.

N=16x () (2.5)

N: Kolon verimliligi

tr: Alikonma suresi

W: Pik genisligi

Boylece kolonun verimliligi, 469 olarak hesaplanmustir.

3.2.3. Saflastirtlan Avidinin protein miktar tayini

Yumurta beyazindan izole edilen avidin i¢in ham ekstrakt ile % 60’lik
(NH4)2SO4 ¢oktiirmesi yapilmis ve orneklerin protein miktarlart belirlenmistir. Bunun
icin, pH: 7,0 sodyum fosfat tamponu i¢inde farkli derisimlerde standart protein (avidin)
iceren ornekler hazirlanmis ve bu ornekler 2-(4-Hidroksifenilazo) benzoik asit (HABA)
cozeltisi ile reaksiyona sokularak 500 nm dalgaboyunda absorbans degerleri
Ol¢iilmiistiir. Ardindan biotin ¢ozeltisi ilave edilerek 500 nm dalgaboyunda tekrar
absorbans degerleri 6l¢tilmistiir. Bu veriler kullanilarak kalibrasyon grafigi (Sekil 3.11)

olusturulmus ve numunelerin protein igerikleri bu grafige gore belirlenmistir.
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Sekil 3. 11. Standart Avidin kalibrasyon grafigi

Sekildeki standart avidin kalibrasyon grafigi kullanilarak amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonrasi Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biotin) kriyojel kolonu ile
saflastirilan avidinin miktar1 4,5 ugmL'1 olarak belirlenmistir. Alinan sonuglar Tablo

3.1 de gosterilmistir. Saflastirma basamaklarinda elde edilen protein derisimleri
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edilmektedir. Protein igerigi ml basina pg avidin olacak sekilde bulunmustur. Tek bir
yumurtadan bile %32 verimle geri kazanim basarili bir sekilde saglanmistir.

Saflastirma sonras1 Avidin ortamda bulunan diger molekiillerinden basarili bir
sekilde ayrildigi i¢in FPLC’ den toplanan numunenin protein igerigi ham ekstrakt ve tuz

ile ¢coktiiriilmiis 6rneklere gore daha diistiktiir.

Tablo 3. 1. Avidine ait saflastirma tablosu

Numune Avidin % Verim
(ngmL™)

Ham Ekstrakt 10 100

%60 Amonyum Siilfat 4,5 45

Coktiirme Sonrasi

Poli(HEMA-MAT-Bio)
kriyojeli  ile  saflastirma 3,2 32

sonrasi

3.3. CD Spektroskopisi Analizleri
Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biotin) kriyojel kolon kullanilarak yumurta

beyazindan saflagtirilan avidinin ikincil ve tersiyer yapilarinin aragtirilmasi ve ticari
avidin 1ile kiyaslanmasi amaciyla CD spektroskopisi analizleri gergeklestirilmistir.
Avidin ve ticari avidin proteini i¢in bu analizlerden elde edilen spektrumlar sirasiyla
Sekil 3.12 ve 3.13’ te verilmistir. Elde edilen spektrumlarda proteinin 190-210 nm dalga
boyunda a-heliks yapisina ait pik gozlemlenmistir. Diger taraftan, 210-230 nm dalga
boyu aralifinda elde edilen zayif pikler yapidaki B katlanmalarina isaret etmektedir.
Ancak elde edilen bu sonuglardan saflagtirilan avidinin ikincil yapisinda degisimler
oldugu goriilmiistiir. Bu degisim numunenin dondurulup eritilmesi ve spektrum
alinmas1 i¢in gecen siire farkindan kaynaklanmaktadir. Protein miktar tayini, SDS-
PAGE analizi islemlerin hemen ardindan yapildigi i¢in avidinin yapisindaki bu

degisimin ¢alismaya olumsuz bir etkisi olmamaistir.
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Sekil 3. 12. Saflastirilan Avidine ait CD spektrumu
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Sekil 3. 13. Ticari Avidine ait CD spekturumu

3.4. SDS-PAGE Analizi

Poli(HEMA-ko-MATTrp-Ru(bipyr),-Biotin) kriyojel kolon kullanilarak yumurta
beyazindan izole edilen avidinin safligit SDS-PAGE analizi yapilarak belirlenmistir. Bu
amagla, 6rnek %12’ lik poliakrilamid jelde, denatiire edici ajan SDS varliginda

basamakli olarak ham ekstrakt, amonyumsiilfat ¢oktiirmesi, saflastirilan avidin ve ticari
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avidin olmak {izere yiiriitiilmiis ve saflagtirilan avidin i¢in tek bir bant gézlenmistir
(Sekil 3.11). Bu bant, ticari avidin proteinine ait bant ile karsilastirildiginda ayn1 yerde
geldigi gozlenmistir. Saflastirilan avidin proteininin molekiil agirligi ticari avidinin
safligina yakin oldugu anlasilmistir. En fazla sayida bant ham ekstraktta gézlenmistir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi kismi bir saflastirma gerceklestirilmis olup proteinlerin
¢okmesi saglanmistir ve ham ekstrakta gore gozlenen bant sayisinda azalma meydana
gelmistir. (Sekil 3.14)’ te de 1. Kisimda gbzlenen bant ticari avidine, 2. Kisimdaki bant
saflastirilan avidine, 3. Kisimdaki bant amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve 4. Kisimdaki

bant ise ham ekstrakta ait bantlardir.

1. Ticari avidin

2. Saflastirilan avidin

3. %60 Amonyum
stilfat ¢oktiirmesi

4. Ham ekstrakt

Sekil 3. 14. SDS-PAGE goériintiisii
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4. YORUM VE SONUC

Bu c¢alismada, yumurta beyazindan avidin proteininin saflagtirilmasina
yonelik yeni nesil kriyojel temelli afinite saflastirma kolonlar1 gelistirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda, avidin saflastirilmasinda kullanilmak {izere
hazirlanan kriyojel kolonlarda monomer olarak HEMA, ligand olarak proteinin
spesifik olarak baglandigi biyotin molekiilii secilerek kriyojel kolonlar
hazirlanmistir.  Bdylece biyotinin, ¢apraz baglayict MBA varliginda HEMA
monomeri kriyopolimerizasyonu ile kriyojel afinite kolonu hazirlanmistir.
Hazirlanan kriyojel kolonlar siiper makrogozenekli yapiya ve birbiri ile baglantilt
siirekli kanal sistemine sahip olduklar1 i¢in, kromatografik sistemlerde diisiik
basinglarda ¢alismaya izin vererek proteinin denatiire olmadan saflastirilmasina
olanak saglamaktadir. Hazirlanan poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biyotin)
kriyojel kolonunun FT-IR spektrumlari incelendiginde kriyojele ait karakteristik
piklerin oldugu ve liganda ait spesifik piklerin bulundugu gozlenmistir.
Hazirlanan poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biyotin) kriyojel kolonunun denge
sisme orant % 820 olarak bulunmustur. Poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),
kriyojel kolona ait sisme orani ise % 850 olarak hesaplanmistir. Her iki kriyojel de
su tutma kapasitesi yiiksek olarak tespit edilmistir. Biotin bagh kriyojel kolonda
yiizel alaninin azalmasma bagli olarak su tutma oraninda bir miktar azalma
gozlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda yumurtanin beyazindan avidin proteini izole
edilmistir. Literatiir bilgilerine gore ise fazla miktarda yumurta kullanarak bu
saflastirma islemi gergeklestirilmistir (Piskarev, 1990). Bu da maliyeti arttiran bir
sebeptir. Bu tez kapsaminda az miktarda yumurta kullanilarak diisiik maliyette
avidin saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Ham ekstrakta 6n deristirme amaciyla %
60’ ik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis ve numunedeki protein igerigi
belirlenmistir fakat baska proteinler de ortamda bulunmaktadir. Tuzla ¢oktiirme
sonrast On deristirilen numune daha sonra, hazirlanan afinite kolonuna
yiiklenmistir. FPLC ile yapilan kromatografik saflastirma sonucunda avidin
proteini belli fraksiyonlarda toplanmustir. Literatiir bilgilerine gore ise eliisyon

tamponu olarak Guanidin-HC1 (pH: 1,5) kullanilmis olup protein denatiire
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olmustur (Durance, 1988). Elde edilen 6rnegin geri kazanimi, protein igerigi ve
SDS-PAGE analizi ile kontrol edilmistir. Saflastirma islemi sonucunda 3,2 ug/ml
avidin elde edilmistir. Proteinin %32°lik bir oranla geri kazanimi saglanmistir.
Tek bir yumurtadan bile uygun saflagtirma yontemi kullanilarak proteinin geri
kazanimi saglanmistir. Ticari ve saflastirilan avidinin  CD  spektrumlari
incelendiginde avidinin saflastirma sonrasinda yapisinda degisim oldugu
gozlenmistir. Bu sonucun dondurulup eritmeden kaynaklandigr ve spektrum
alimasiya kadar gegen siireden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ancak yapi o
Heliks yapisin1 korumaktadir ve islevselligi devam etmektedir. CD analizi son
asamalarda yapildigindan yapinin degismesi diger analizler i¢in olumsuz bir
duruma sebep olmamustir. Ayrica, kolona yiiklenen avidin-HRP konjugasyonu
sonucunda, HRP’nin substrati olan TMB kolona eklendiginde renk degisimi
gozlenmis, renk seffaftan maviye donmistiir. Bu sonu¢ da avidinin hazirlanan
kriyojel kolona etkin bir sekilde tutunduguna isaret etmistir. Daha sonra avidinin
alikonma siiresine bakilmistir. Kromatogramlarda gelen piklerin alikonma siiresi
akis hizina bagli olarak degismektedir. Hem saflastirilan avidinin hem de ticari
avidinin akis hizlar1 ve kolonlarin ayn1 olmasindan dolay: alikonma siireleri de
aynidir ve 32,5 dakika olarak tespit edilmistir. Kolonun akis hizi sabit oldugundan
kapasite faktorii hesaplanabilmistir. Kapasite faktorti 5,5 olarak bulunmustur ve
1< k> <10 araliginda oldugundan kolonun kapasite faktorii olduk¢a iyidir.
Literatiirde olmayan ve bu tez kapsaminda gelistirilen yeni nesil biyotin tabanlh
kriyojel kolon iizerinde kapasite faktorii ilk kez calisilmistir. Ayrica kolonun
verimliligi 469 olarak hesaplanmistir ve sentez kolonlarina gore verimliligi
oldukgca 1yidir (Sepaniak, 1987)

Proteinlerin saflastirilmasi isleminde bir ard arda ayirma metodu yer
almaktadir. Saflastirma isleminin miimkiin oldugu kadar az asamada ve kisa
sirede gergeklestirilmesi, islemin maliyeti agisindan Onemlidir. Ayrica islem
sirasinda gerceklesen lriin kayiplarint da en aza indirmektedir. Bu yiizden,
saflastirma isleminde iirlin 6zelliklerini g6z Oniinde bulundurarak en etkili ve
verimli ayirma yontemini se¢cmek gerekmektedir. Bu tez kapsaminda da bu
amagla en uygun saflagtirma yontemi secilerek analiz gerceklestirilmistir. Afinite

kromatografisinin spesifik ve tersinir baglanma o6zelliginden yararlanilarak

57



saflastirma tablosunda da goriildiigi gibi madde kaybi en az olabilecek sekilde
saflagtirma basamaklar1 gergeklestirilmistir. Literatiir bilgilerine gore, avidinin
kismen saflastirilmasi saglanmistir. Bunun i¢in de en uygun yontem olarak iyon
degisim kromatografisi goriilmiistiir (Durance, 1988).

SDS-PAGE analizi sonucunda jelde ham ekstrakt, amonyum siilfat
coktiirmesi, saflastirilan avidin ve ticari avidine ait bantlar gozlenmistir. Bu da
bize proteinin hazirlanan poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-Biyotin) kriyojel
afinite kolonu kullanilarak basarili bir sekilde saflastirildigini gostermektedir.
Literatiir bilgilerine gore ise avidin saflagtirilmasi yiiksek performansli sivi
kromatografisi ile yapilmis olup saflagtirllan kisimda baska bantlara da
rastlanmistir (Piskarev, 1990).

Bununla birlikte kriyojel kolonlardan avidin eliisyonun, maksimum
baglanmanin tespiti i¢in optimizasyon calismalari ve tekrar kullanilabilirlik
testleri  gergeklestirilmistir.  Hazirlanan  poli(HEMA-ko-MATrp-Ru(bipyr),-
Biyotin) kriyojel kolonlardan avidin eliisyonu i¢in pH 2.5 degerinde gergeklestigi
belirlenmistir. Yapilan analizler sonucu 80 pg/mL avidin derisiminde maksimum
absorbans degisimi gozlenmis, bu derisim degerinden sonra avidin derigimi
arttitkga baglanmada bir degisim gozlenmemistir. Hazirlanan poli(HEMA-ko-
MATrp-Ru(bipyr),-Biyotin) kriyojel kolonlarin tekrar kullanilabilirligini test
etmek amaciyla (Strept)avidin baglama ve ellisyon dongiisi 20 kez
tekrarlanmigtir. Kriyojellerin 20 dongliden sonra bile ¢ok kararli olduklari
gorilmiistiir. Boylelikle aynt malzeme defalarca kullanilarak analizin maliyeti
Onemli Olgiide azaltilmaktadir.

Sonug olarak, literatiirde yer almayan ve ilk kez bu tez c¢aligmasi
kapsaminda avidin proteininin saflagtirilmasina yonelik yeni nesil kriyojel temelli
afinite kolonlar1 patentli ANADOLUCA teknigi ile gelistirilmis ve etkin bir

sekilde Avidin saflastirmasinda kullanilmastir.
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