PROTEINLERIN SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU
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Modern farmasotik biyoteknoloji {iriinlerinin ¢ogu protein yapisindadir. Dolayisiyla
burada protein yapisin1 dncelikle hatirlatmak gerekir.

PROTEINLERIN YAPISI

Proteinler, amino asidlerin peptid (amid) baglariyla baglanmasindan olusan ve bir veya
birden fazla polipeptid zinciri iceren makromolekiillerdir.

Amino asidler hem asidik hem bazik gruplar igerirler. Karboksil (~COOH) grubu
asidik, amino (—NH2) grubu bazik 6zelliktedir. Amino asidler i¢erdikleri bu iki grup nedeniyle
amfoter maddeler’dir. Bu iki grubu alkil kokii birbirine baglar.

NH,
|
R — CH — COOH
2(a) 1
Amino asid genel formiilii
(R: alkil kokii)

izoeletrik nokta (I.P.) su sekilde tarif edilebilir: Amino asidlerin i¢ tuz halinde
bulunduklar1 yani elektrik¢e ndtral olduklar1 pH’a izoelektrik nokta denir. Her amino asidin
kendine 6zgii bir I.P s1 vardir.

[zoelektrik noktasinda bulunan bir amino asid ¢ozeltisine asid katilirsa, amino asid
katyon haline doniisiir. Alkali katilirsa, amino asid anyon haline doniisiir.

Amino asid karisimi igeren bir ¢ozeltiden elektrik akimi gegirilirse yani elektroforez
yapilirsa anyon seklinde olanlar anoda, katyon seklinde olanlar katoda go¢ eder, izoelektrik
noktalarinda bulunanlar go¢ etmez. Bu suretle bir karigimdaki amino asidler birbirlerinden
ayristirilabilir.

20 amino asid ve kisaltilmig adlar1 (3 harfli, tek harfli) Tablo 1°de verilmistir.

Sadece L- amino asidler bulunur. Glisin asimetrik C atomu icermeyen tek amino asiddir.
Amino asidlerin reaksiyona giren gruplari o-karbon atomuna bagli olan ve R ile gosterilen
yan zincirleridir. Amino asidlerin bu R gruplar1 arasindaki itme ve ¢ekmeler ile olugan baglar
polipeptid zincirinin son yapisini belirler. Polar olmayan alifatik amino asidlerin (Gly, Ala,
Val, Leu, lle ve Pro) yan zincirleri kimyasal olarak reaksiyona giren gruplari igermezler. Bu
amino asitleri igeren polipeptid zincirlerinde bu R gruplar1 kovalan olmayan bir sekilde,
hidrofobik olarak etkilesirler, bu da protein konformasyonunu stabilize edici bir etki gdsterir.

Aromatik amino asidlerin (Phe, Tyr ve Trp) yan zincirleri ¢ok reaktif olmamakla
birlikte, UV 1smin1 absorbe ettiklerinden (280 nm’de bilhassa Tyr ve Trp) proteinlerin
taninmasinda ve miktar tayininde etkilidirler.



Tablo 1. Dogada bulunan baslica 20 amino asid ve kisaltilmis adlari.

R grubuna gore Amino asidin adi Kisaltanmms adi Kisaltms adi
siniflandirma 3 harfli tek harfli
Alifatik
Monoamino Glisin Gli G
monokarbosiklik Alanin Ala A
Valin Val Vv
Losin Leu L
zolosin lle |
Serin Ser S
Treonin Thr T
Monoamino Aspartik asid Asp D
dikarboksilik Glutamik asid Glu E
Asparagin Asn N
Glutamin Glu Q
Diamino Lizin Lys K
monokarboksilik
Kiikdrtli Sistein Cys C
Metionin Met M
Guanido gruplu Arginin Arg R
Siklik
Karbosiklik Fenilalanin Phe F
Tirozin Tyr Y
Heterosiklik Triptofan Trp W
Histidin His H
Prolin Pro P

Proteinler ii¢ veya bazen de dort yapinin birbirini tamamlamasiyla olusur.

Birincil yap:

Belirli amino asidlerin, belirli sayida ve belirli bir dizilis sirasina gore peptid baglariyla
birlesmelerinden olusur. Bu suretle olusan zincirinin bir ucunda serbest amino grubu, diger
ucunda serbest karboksil grubu bulunur. Birincil yapi: amino asid tam dizilisi ve disiilfiir
baglarinin yerini gosterir.

Ikincil yap | |

Bir polipeptid zinciri igindeki peptid baglarinin —N-H ve —C=0O gruplar1 arasinda
(molekiiligi) veya birkac polipeptid molekiiliiniin peptid baglarinin karsilikli -N-H ve —C=0
gruplart arasinda (molekiillerarasi) hidrojen baglarinin tesekkiilii sonucunda meydana gelen
konformasyon proteinin ikincil yapisini olsturur.

Peptid baginin —N-H grubunun ortaklanmamis elektron ¢iftleri ile —C=0 grubu
arasindaki mezomeri dolayisiyla karbon-azot bagi kismen ¢ift bag 6zelligi gosterir:



Bu nedenle peptid grubu bir diizlem {izerinde bulunur ve polipeptid zinciri bu ¢ift bagin
etrafinda serbest¢e donemez. Halbuki bir amino asidin C-2 (a-karbon) atomu ile karbonil
karbonu ve C-2 atomu ile azot atomu arasindaki baglar tam anlami ile tek baglar oldugu i¢in,
polipeptid zinciri C-2 atomu etrafinda peptid grubunun bulundugu diizlemin her iki tarafina,
serbestce donebilir. Sonug¢ olarak, bazilar1 digerlerinden daha sabit c¢esitli polipeptid
konformasyonlart miimkiin olur. Bunlar arasinda en dayanikli konformasyonlar polipeptid
zincirindeki —N—H ve —C=0 gruplarina hidrojen baglar1 ile bagl olanlardir.

Bir peptid bagi sabit oldugu halde, polipeptid zincirindeki diger iki bag serbestce
donebilir. Bunlar N-Co ve Co—C baglandir (Sekil 1). Polipeptid zinciri birbirlerine gore
hareket edebilen bir¢ok diizlemden olusan bir yapr olarak tarif edilebilir. N—Co baginin
donme agis1 ¢ (phi=fi), Ca—C baginin agis1 ise y (psi) olarak adlandirirlir (Sekil 1). Polipeptid
zincirindeki her amino asid i¢in fiziksel olarak miimkiin olan ¢ ve y agilar1 hesaplanabilir ve
bu agr ciftleri birbirlerine karsilik olarak Ramachandran grafikleri adi verilen diyagramlarda
gosterilir. Bu agilar proteinin tig-boyutlu yapisinin bir gostergesidir.

Bir diizlem tizerindeki sabit peptid baglar

/N

R,
H O H H
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—N—C —C—N -6c 9 C —N——C—
| iyl |
H R, H H @) R,
N-C, bagi serbestce donebilir C,-C bagi serbestce donebilir
Doénme agist: ¢ Donme agisi:y

Sekil 1. Polipeptid zincirinde sabit peptid baginin (¢ergeve i¢inde) ve serbestge donebilen N-Cq ve Co—C
baglarinin sematik gosterimi.



Ikincil yapida a-helezonun bir ¢evriminde 3.6 amino asid arti§1 bulunur. Amino
asidlerin yan zincirleri helezonun dis tarafina yonelmislerdir. Prolin a-helezonu bozucu etki
gosterir. Helezon yapisit hidrojen baglar1 ile stabilize edilir. Proteinlerin birgogunda
o~ helezon ve B-kirmali tabaka konformasyonu, birlikte bulunur. Bu yapilar birbirlerinden
“ilmek (loop) seklindeki” bolgelerle ayrilmiglardir. Degisik uzunluk ve sekildeki bu ilmekler,
polipeptid zincirinin katlanarak tgiinciil yapiyr almasimi saglarlar. Ayrica ilmek bolgeleri
proteinin biyolojik islevinde de rol oynarlar (enzimlerin aktif bolgesi).

Ikincil yapiyr hidrojen baglar1 olusturur. Hidrojen baglari; hidrojen atomu ile
elektronegatif atomlar olan azot ve oksijen arasinda meydana gelir. Hidrojen baglar1 molekiil
icinde veya molekiiller arasinda meydana gelebilir, bunun sonucunda da ikincil yapinin iki tiir
konformasyonu ortaya cikar.

1- a-Helezon konformasyonu (molekiil i¢i hidrojen baglari)
2- B- Konformasyonu (kirmali tabaka yapisi, molekiiller aras1 hidrojen baglar1)

a- Helezon konformasyonu

| |
Bir polipeptid zincirindeki —N-H ve —C=0 gruplar1 arasinda hidrojen baglarinin
meydana gelmesi (molekiil i¢i hidrojen baglari) sonucunda bu polipeptid zinciri diisey bir
cksen etrafinda helezon seklinde kivrilir. Bu yapiya, ikincil yapmin a-helezon
konformasyonu denir (Resim 1).

B- konformasyon (kirmah tabaka yapisi)

Birkag polipeptid zinciri aralarindaki hidrojen baglarinin olusmasiyla bir araya gelirler.
Eger bu peptid zincirlerinin karboksi uglar1 ayni1 yonde uzaniyorsa paralel, zit yonlerde ise
antiparalel olarak adlandirilir (Resim 2). Ipek fibroininin ikincil yapisi antiparalel B-kirmali
tabaka seklindedir.

idronien

Resim 1. Proteinlerin ikincil yapisinin a-helezon konformasyonu.
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Resim 2. Proteinlerin ikincil yapisinda B-kirmali tabaka yapisi.

Uciinciil yap:
Helezonlagmis ve biikiilmiis polipeptid zincirinin kendi iizerine yumak tarzinda
katlanmastyla meydana gelir. Bu sekilde katlanmis proteinler globuler proteinlerdir.

Ucgiinciil yapiy1 olusturan baglar:
= Hidrojen baglari,
» Iyon baglan,
= Van der Waals ¢ekmeleri,
= Kovalan baglar (disiilfiir baglar1). Bu baglar amino asidlerin “R” gruplar1 arasinda
(- NH2 ve -COOH gruplari digindaki gruplar arasinda) olusur.

Bu baglarda olusan iigiinciil yap1 sonucunda:
1- Globuler (yumak seklinde)
2- Fibriler (lifsel) proteinler meydana gelir.

Globuler (yumak seklinde) proteinler
Helezonlagmis ve biikiilmiis, yani ikincil yapilart olusmus proteinlerin kendi {izerine

yumak tarzinda katlanmasiyla meydana gelir. Orn. Miyoglobin (Resim 3). Globuler proteinler
enzimler, hormonlar, antikorlar gibi biyolojik fonksiyon gosteren maddelerdir.

Resim 3. Miyoglobin molekiiliiniin tigiinciil yapisi.



Ucgiinciil yap1 proteinin ii¢ boyutlu yapisini olusturur.

Fibriler (lifsel) proteinler

a) Ikincil yapilar1 o-helezon tarzinda olan polipeptid zinciri aym sekilde ikincil yapisi
olusmus bir bagka polipeptid zinciriyle yeni baglar olusmasi sonucunda birlesir, bu suretle
fibriler (lifsel) proteinler meydana gelir.

b) Ikincil yapis1 B-konformasyon tarzinda olan bir ¢ift polipeptid zinciri, ikincil yapis1
konformasyon tarzinda olan baska bir ¢ift polipeptid zinciri arasinda meydana gelen baglar
sonucunda birlesir ve fibriler proteinler olusur.

Fibriler proteinler, iiclinciil yapilarindaki giiclii disfiiliir (—-S—S—) baglar1 nedeniyle dis
etkenlere ve proteinleri hidroliz eden enzimlere karst c¢ok dayamikhidirlar ve suda
¢oziinmezler. Fibriler proteinler, dokularin yapisimi olusturur. Ornek: o-keratin (deri, tirnak,
sacta), kollajen (kemik, kikirdak, bag dokusu), elastin (tendon, arter, esnek dokularda),
fibrinojen.

Proteinlerin ikincil yapilar1 sabit degildir, ancak iigiinciil yapilar1 sabittir.
Dordiinciil yapi
Ucgiinciil yapilar1 bulunan proteinlerin, protomer denilen alt birimlerinin hidrojen

baglari, van der Waals ¢ekmeleri, iyon baglari ile polimerize olmalariyla dérdiinciil yap:
olusur, Orn. Hemoglobin, 4 altbirim igerir (Resim 4).

Resim 4. Hemoglobin molekiili
(Fe-protoporfirin bilesigi olan “hem” gruplar1 koyu renkte gosterilmistir).

Proteinler bilesim ve ¢6ziiniirliiklerine gore: basit proteinler ve bilesik proteinler olmak
tizere ikiye ayrilirlar.

Bilesik proteinler, protein yapisinda olmayan ve prostetik grup olarak adlandirilan bir
kisim igerirler ve hidrolizle, prostetik grup + amino asidlere ayrilirlar. Bunlar prostetik
gruplarina  gore:  glikoproteinler, lipoproteinler, fosfoproteinler, metalloproteinler,
kromoproteinler ve nukleoproteinler gibi adlar alirlar.



Proteinin birincil yapist DNA’daki genetik bilginin terciimesiyle olustuktan sonra,
ticiinciil ve dordiinciil yapilar, biikiilmiis ve kivrilmis polipeptid zincirinin post-translasyonel
(terclime sonrasi) degisikliklere ugramasiyla olusurlar. Bu degisiklikler proteinlerin ¢ogunda
ribozomlar terk ettikten sonra olur, bazilarinda ise ribozoma bagliyken olabilir. Bu degisikler
proteinin  stabilitesini ve biyolojik aktivitesini belirler. Baglica post-translasyonel
degisiklikler:

e Proteolitik islemleme (processing): sindirim enzimleri ve kan pihtilasmasinda rolii

olan enzimler, proteolize ugradiktan sonra aktive olurlar.

e Glikozilasyon: Karbohidrat birimlerinin eklenmesiyle bazi proteinlerin ¢ozintrligi
artar, bazilar1 ise aktive olurlar. Karbohidrat birimlerini ekleyen enzimler olan
glikoziltransferazlar hiicrenin endoplazmik retikulumunda bulunurlar.
Fosforilasyon: Polipeptid yapisindaki ¢esitli hormonlarin aktivitelerini diizenler.
Asetilasyon: Islevi bilinmiyor.

Acilasyon: Bazi proteinlerin biyolojik zarlara gdmiilmesini saglayabilir.

Amidasyon: Proteinlerin stabilitesini ve aktivitesini etkiler.

Siilfasyon: Bazi1 noropeptidlerin biyolojik aktivitesini etkiler.

Hidroksilasyon: Bazi proteinlerin yapi biitiinligii i¢in 6nemlidir.

v-Karboksiglutamat olusmasi: Bazi kan proteinlerinin kalsiyumu baglayabilmesi

i¢in onemlidir.

ADP-ribozilasyon: Birgok proteinin biyolojik aktivitesini diizenler.

¢ Disiilfiir baglarinin olusmasi: Bazi proteinlerin konformasyonlarin stabilize eder
(skleroproteinlerin dayanikliligi bunlardan ileri gelir).

PROTEINLERIN OZELLIKLERI

Molekiil agirhklari: Genellikle biiyiik molekiillerdir. Molekiil agirliklart ¢ok farklidir.
Hemoglobin: 64.500, serum albumin: 69.000, serum y-globulin: 160.000-1.000.000,
fibrinojen: 341.000 vb.

Denatiirasyonlari: Proteinler dayaniksiz maddelerdir, bir takim dis etkenlerle
proteinlerin dogal 6zelliklerini kaybetmelerine ve yeni 6zellikler kazanmasina denatiirasyon
denir. Denatiirasyon ile proteinlerin birincil yap1 disindaki tiim yapilar1 bozulur, ikincil ve
ticlinciil yapidaki baglar acilir, birincil yapidaki peptid baglar1 ise bozulmaz. Isi, UV ve X-
iginlart, asid, alkali, organik ¢oziiciiler denatiire edici ajanlardir. Yumurtanin pisirilmesi
sirasinda katilagsmasi; yumurta proteinlerinin denatlirasyona ugramasidir, denatiire olan
proteinler eski haline donemezler, diger bir deyisle tekrar siv1 sekle gecemezler.

Denatiirasyonun proteinin biyolojik aktivitesini de yok etmesi, aktivite ve yap1 arasinda
kesin bir bagit1 oldugunu gosterir. Bir proteinin yapisini aydinlatmak i¢in sadece amino asid
dizilisini bilmek yeterli degildir. Daha 6nce belirtildigi gibi, amino asid dizilisi belirlenen ve
hiicrelerin ribozomlarinda sentez edilen protein, post-translasyonel (terciime sonrasi)
degisikliklere ugrayarak katlanir biikiiliir. Bir proteinin yapisin1 tam olarak aydinlatmak i¢in
amino asid diziligini saptadiktan sonra x-is11 difraksiyonu ve niikleer manyetik rezonans
(NMR) gibi fiziksel yontemlerden yararlanilir. Proteinlerin labil olmalar1 saflastiriimalart ve
miistahzar haline getirilmeleri sirasinda zorluklara neden olur.

Elektroforez: Proteinler hem bazik (—NH2) hem asidik gruplar (<COOH) igerdikleri igin
amfolit (amfoter) maddelerdir, izoelektrik noktalar1 vardir. Bu noktada esit negatif ve pozitif
yiik tagirlar. Elektroforez, proteinlerin amfoter o6zelliklerine dayanilarak uygulanan bir



yontemdir. Proteinlerin izoelektrik noktalart digindaki bir pH’da elektrik alaninda gog
etmelerine elektroforez denir. Elektroforez ndtral ortamda yapilirsa; I.P.’lar1 asid tarafta olan
proteinler negatif yiiklii oldugundan anoda go¢ eder, 1.P.’lar1 bazik tarafta bulunan proteinler
pozitif yiikli oldugundan katoda go¢ eder. Elektroforez, protein karisiminda bulunan tiim
proteinlerin izoelektrik noktalarinin iizerindeki bir pH’da yapilirsa tiim proteinler negatif yiik
tagidiklarindan anoda go¢ eder, ancak gdgme hizlar farklidir, ¢iinkii negatif yilikii en fazla
olanlar en 6nde, negatif yiikii en az olanlar en arkada go¢ eder. Bu yontem, klinikte ¢esitli
serum proteinlerinin anomalilerinin teshisinde kullanilir. Poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) proteinlerin saflagtirilmasi sirasinda elde edilen proteinin safliginin kontrolii i¢in
kullanilir. PAGE’nde homojen goriinen protein (tek band olarak goriintiilenen) saflastirilmig
olarak kabul edilir.

Coktiiriilmeleri: Proteinler; 1s1, ¢esitli tuzlar (amonyum siilfat, magnezyum siilfat, sodyum
stilfat), organik coziiciiler, 1s1, asid ve bazlarla ¢oktiiriilebilir, ancak tuzlar disindakilerle
yapilan ¢Oktiirme proteinleri denatiire eder ve proteinler bir daha dogal sekillerine donemez.
Buna karsin tuzlarla yapilan ¢oktiirme proteinleri denatiire etmez, yani koruyucu ¢oktiirmedir.
Tuzlar, protein molekiillerinin etrafindaki su molekiillerini ¢eker, bu suretle su molekiillerini
kaybetmis olan protein molekiilleri birbirleriyle birleserek misel halinde ¢oker. Bu sekilde
coktliriilen proteinlerin tuzlari, dializle ortamdan uzaklastirilarak proteinler saf halinde elde
edilir.

PROTEINLERIN AMINO ASIiD DIiZiLIiSININ (SEKANSININ) BELIRLENMESI

1. Kimyasal dizi analizi (Edman degradasyonu). 1970’lere kadar kullanilan tek
yontem. Buna gore amino asid dizilisi ilk saptanan protein Insulin (Sanger 1953).
Onceleri fazla miktarda protein gerektiriyordu, giiniimiizde gelisen teknolojiyle pg
veya mg protein yeterli oluyor.

Fiziksel par¢alamadan sonra analiz: Kiitle spektrometrisi (Mass spectrometry)

3. Gilinlimiizde alternatif yontem olarak s6z konusu proteinin gen sekansinin
belirlenmesi sonucunda amino asid diziliginin saptanmasi: Gen sekanslama.
Web’den bilinen proteinler i¢in databazlara ulasilabilir. European Bioinformatics
Institute (EBI) ve Swiss Institute for Bioinformatics’in isbirligiyle gerceklestirilen,
Swiss-Prot en ¢ok kullanilan databazdir.

Bu ii¢ yontem aslinda birbirini tamamlar ver birbirinin kontrolii olarak da kullanilir.

N

Proteinin ii¢ boyutlu yapisimin belirlenmesi

Bir proteinin amino asid dizilisinin belirlemesi sadece proteinin birincil yapisini
aydinlatir ve tam yapisini (ikincil, tiglinciil ve doérdiinciil yapilarini) belirlemek igin yeterli
degildir. Burada molekiiller ve baglar sisteminin uzaydaki konumlar1 ve proteinin ii¢ boyutlu
yapist belirlenir. Bunun i¢in ¢ok daha ileri teknoloji gerektiren ileri fiziksel yontemler
kullanilir. Bunlar:

o X-is1m difraksiyonu
e NMR
e Elektron mikroskopisi gibi yontemlerdir

Ancak bir proteinin ikincil ve liciinciil yapisinin belirlenmesi hi¢ de kolay degildir. Bu
yiizden amino asid dizilisi bilinen proteinlerin sayisi ile ii¢ boyutlu yapilar1 aydmaltilmig olan
proteinlerin sayisi arasinda biiytik fark vardir. Bir proteinin amino asid dizilisinden o proteinin



iic boyutlu yapist hakkinda bir fikir edinmek i¢in bilinen proteinlere gore hazirlanmig
istatistiksel yontemlerden veya fizikokimyasal kriterlerden yararlanilir, ancak bu yontemlerin
dogruluk oranm1 da %350-70 arasinda degisir. Simdilik genellikle bir proteinin ii¢ boyutlu
yapisi, gesitli polipeptidlerin amino asid diziligleri ile {i¢ boyutlu yapilar1 ile hazirlanan
bilgisayar programlarindan yararlanilarak olasilik hesaplar1 yapilarak aydinlatiimaya
calisilmaktadir.

BiR COZELTIDEKiI PROTEININ BELIRLENMESiI VE MIKTAR TAYINI ICIN
KULLANILAN YONTEMLER

Proteinlerin ~ biyolojik ~ bir  materyelden  saflagtirillmast  sirasinda ~ hem
karakterizasyonlariin hem de miktar tayinlerinin yapilmasi gereklidir. Bu amagla kullanilan
yontemlerden bazilar1 Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Proteinlerin belirlenmesinde ve miktar tayinlerinde kullanilan baslica
yontemler.

Yontem Hassasiyet Etki tarz Avantajlar1 | Dezavantajlar
280 nm’de 0.02-3.0 mg/ml | Aromatik amino asidlerin R Kolay, hizli, Hassasiyeti diistik,
absorbans gruplarinin 280 nm’deki numuneye zarar | degisik proteinlerin

uv) absorbansina dayanir. vermediginden, |ayn1

( numune azalmaz. | konsantrasyonu

farkli absorbans
degerleri verir.

205 nm’de 1.0-100pg/ml | Peptid baglar1 bu dalga boyunda | Kolay, hizli, Biitiin UV-VIS

absorbans absorbsiyon verir. numuneye zarar | spektrofotometreler

k UV) vermediginden, | bu dalga boyunda
(uza numune azalmaz. | 6lgemez, tamponlar
da bu dalga
boyunda absorbans
verebilir.

Ninhidrin 20-50 pg Proteinler d. H,SO4 ile 100°Cde | Hassas, diger Hidroliz siiresi uzun
inkiibe edilerek hidroliz edilir. aromatik ve derisik asid
Amino asidlerin ninhidrin ile bilesikler kullanilmasi
verdikleri pembe renk 570 nm’de | reaksiyona tehlikeli
absorbsiyon gosterir. girmez.

Bisinkonik 20-100ug/ml | Bakar ayiraci, protein tarafindan | Hassas ve kolay, | Pahali.

asid indirgendiginde bisinkonik asid | diger bilesikler Kosullar
ile reaksiyona girer ve 562 nm’de | reaksiyona degistirilirse farkl
absorbsiyon gosteren bir bilesik | girmez sonuglar elde
verir. edilebilir.

Biuret 1-10 mg/ml | Bakir ayiracinin proteinlerle Ucuz ve kolay. Hassasiyeti diisiik.
verdigi menekse renkli bilesik Diger bilesikler
550 nm’de absorbans gosterir. reaksiyona

girmez.

Bradford 150-750ug/ml | Coomassie Brilliant Blue G-250 | Kolay ve hizli, Alkali pH taki
boyasinin proteinlere baglanmasi | orta derecede tamponlar deneye
esasina dayanir. Maksimum hassas. etki eder.
absorbans 595 nm.

Lowry 30-150pug/ml | Bakir/fosfomolibdik/fosfotungstik | Hassas. Ayiraglarin
asid ayiraci proteinle etkileserek hazirlanmasi uzun
750 nm’de absorbans gosteren bir stireli ve biraz
bilesik verir. ugrasmali.

Giimiisle 150 ng-20pug/ml | Giimiis iyonlarinin proteinlere Cok hassas. Kelatlayici ajanlar,

boyama baglanmasi esasina dayanir. deterjanlar ve

indirgen maddeler
reaksiyona etki
edebilir.




PROTEINLERIN HAYVANSAL KAYNAKLARDAN ELDE EDILMESI

Rekombinant tekniklerin gelistirilmesinden once, tedavide kullanilan proteinler
geleneksel olarak, hayvansal dokulardan elde edilmekteydi. Bunlarin baslicalar1 Tablo 3’te
gosterilmistir. Tabii hem hayvanlarin biiyiik miktarlarda 6ldiiriilmesinin sakincalari hem de
gerek insan kanindan gerekse hayvan kami ve materyelinden elde edilen proteinlerde
bakteriyel ve virutik kontaminasyonun tehlikesi son yillarda rekombinant teknoloji ile
bertaraf edilmistir. Ayrica doku reddi tehlikesi de ortadan kalkmistir.

Tablo 3. Geleneksel olarak hayvansal kaynaklardan elde edilen ve tedavide kullanilan
bazi proteinler.

Protein Kaynak Kullanilisi
Insulin Domuz/s1g1r pankreasi Tip 1 diabet tedavisi
Glukagon Domuz/sigir pankreasi Insulinin olusturdugu

hipogliseminin giderilmesi

Folikiilii stimiile eden Domuz hipofizi veya Hayvanlarda siiperoviilasyon
hormon menopoz sonrasindaki kadin | olusturulmasi
(FSH) idrar1
Insan korionik Gebe kadin idrar Infertilite tedavisi
gonadotropin
(HCG)
Eritropoietin Idrar Anemi tedavisi
Kan pihtilasmasi faktorleri | Insan plazmasi Hemofili tedavisi

PROTEIN YAPISINDAKI BiR BiYOFARMASOTIGIN SAFLASTIRILMASI VE
MUSTAHZAR HALINE GETIiRiLMESI

Proteinler ¢esitli kaynaklardan elde edilebilirler. Proteinlerin endiistriyel ve laboratuar
Olceginde saflastirilmalarinda genellikle ayni yollar takip edilir. Proteinin fizikokimyasal
ozellikleri saflastirma yonteminin secilmesinde Onemlidir. Bunlar: ¢oziinme yetenegi,
molekiil agirhigr ve yiikiidiir. Rekombinant proteinlere bir “etiket” takilarak s6z konusu
proteine ortamdan daha kolay ayrilmasin1 saglayacak bir 6zellik kazandirilir. Tabii burada
saflagtirmanin ne amagla yapildig1 6nem kazanir. Bilimsel arastirma amacli saflastirmada ileri
derecede bir saflagtirma gerekir ancak elde edilen miktar 100 mg-1 g arasinda olabilir.
Halbuki tedavide kullanilacak proteinler endiistriyel Olg¢ekte saflastirilirlar ve 10-100 kg
miktarlarinda elde edilmeleri gerekir. Siitten elde edilen ve gida endiistrisinde kullanilan
proteinler i¢in ise 100 000 kg diizeylerine ¢ikilabilir. Burada saflastirma oram1 daha diistik
tutulur.

Proteinler belirli hiicreler tarafindan eksprese edilip iiretildikten sonra, bu hiicrelerden
arindirilarak saflagtirilmalar1 ve miistahzar haline getirilmeleri gerekir. Bu olaya “downstream
processing” ad1 verilmektedir.

Proteinlerin saflastirilmasi, kontaminasyonu onlemek igin “temiz-oda (clean-room)”
kosullarinda gerceklestirilmelidir. Kullanilan su injektabl preparatlarda kullanilan yiiksek
safliktaki su olmalidir.

Proteinler pH degisikliklerinden kolaylikla etkilenerek denatiire olurlar ve biyolojik
aktivitelerini kaybederler. Biyofarmasotiklerin ¢ogu noétral pH’ta pH 5-8 arasinda stabilite
gosterirler. Bu yiizden saflagtirma sirasinda saf su yerine saf su ile hazirlanan tampon
¢ozeltiler kullanilir.
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Biyofarmasotik proteinlerin saflagtirllmasinda izlenen genel akis semasi Sekil 2°de
gosterilmistir. Simdi bu basamaklar1 adim adim gorelim:

Birinci basamakta proteinin tretildigi kaynaktan geri kazanimi séz konusudur. Eger
hayvansal bir hiicreden elde ediliyorsa, protein genellikle ortama salgilanir diger bir deyisle
hiicre-dis1 (ekstraseliiler)’dir. Protein, rekombinant bakteriler tarafindan tretilmisse hiicre
icine salgilanir. Her iki durumda ilk adim hiicrelerin toplanmasidir. Bunun igin genellikle
santrifiijleme bazen de mikrofiltrasyon islemleri uygulanir. Uriin hiicre disindaysa hiicreler
inaktive edilerek (otoklavlama ile) atilir, protein sivi kisimdan daha ileri tekniklerle
saflastirilir. Uriin hiicre i¢indeyse bakteri hiicreleri ¢oktiiriildiikten sonra hiicre ceperi
parcalanarak hiicre igerigiyle birlikte s6z konusu proteinin agiga ¢ikmasi saglanir.

Bakterilerin pargalanmasi hiicre duvarinin varligindan dolayr zordur. Bakteri hiicre
duvarinin par¢alanmasinda kullanilan teknikler Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Bakteri hiicrelerinin pargalanmasinda kullanilan tekniklerden bazilari.

Kimyasal muamele: Deterjanlar
Antibiyotikler
Organik ¢oziiciiler (6rn: aseton, toluen)
Denatiire edici ajanlar (6rn: iire, guanidin)
Alkali ile muamele
Sonikasyon
Homojenizasyon
Abraziflerle ¢alkalama (cam bilyeler)
Lizozim ile muamele

Denatiire edici ajanlar bakteri hiicre duvarimi eritmekte etkin olduklar1 halde elde
edilecek proteinin de denatiirasyonuna neden olabileceklerinden bazi mahzurlar tasirlar. Bu
yiizden homojenizasyon ve cam bilyelerle karigtirma gibi mekanik yontemler tercih edilir.
Burada da olusan 1s1 uygun bir sogutma sistemi ile bertaraf edilir. Homojenizasyondan sonra
kalan hiicre pargalar1 santrifiij veya mikrofiltrasyon ile uzaklastirilir.

Nukleik asidin uzaklastirilmasi: Hiicre homojenatinda bulunan nukleik asidler bazi
durumlarda ortamin viskozitesini artirarak ¢alismay1 zorlastirirlar. Hem hiicreleri ¢oktiirmek
icin gereken santrifiij hiz1 artar hem de yiiksek viskozite filtrasyonu zorlastirir. Proteinin tam
olarak saf elde edilmesinde de nukleik asidden arinmis olmas1 gerekir.
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Fermentasyon

hii.cre ici eks.prese hiicre dis1 eksprese

edilen protein edilen protein
Hiicre}e{in tOplaIlmaSI_ Hiicrelerin uzaklastirilmasi
(santrifiij veya siizme ile) (santrifiij veya siizme ile)

:

Hiicrelerin pargalanmast
(homojenizasyon)

|

Hiicre pargalarinin ayrilmasi
(santrifiij veya stizme ile)

| ,

Uriinii iceren hiicre-dis1 stvinin

Birinci saflagtirma / konsantrasyon konsantrasyonu (ultrafiltrasyon veya
(ultrafiltrasyon / iyon degistirme veya ¢oktiirme)
¢oktiirme)

\ /

Kromatografik saflagtirma
(Genellikle 2-4 kromatografi)

Etkinligin saptanmasi ve eksipiyan ilavesi

l

| Steril filtrasyon ve aseptik doldurma

~

Liyofilizasyon

'

S1v1 preparat

Kapatma, etiketleme, paketleme

Sekil. 2. Biyofarmasétik bir proteinin saflastirilmasinda ve miistahzar haline getirilmesinde izlenen genel akis
semasl.
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Bu amagla iki yontem kullanilir:

e Coktiirme: Katyonik (+ yiiklii) molekiiller, negatif yiiklii RNA ve DNA’ya baglanarak
nukleik asitleri ¢oktiiriirler. Bu amagla en ¢ok kullanilan madde, uzun zincirli katyonik
bir polimer olan polietilenimin’dir. Ancak bu maddenin reaksiyona girmeyen
monomerinin ¢ok az da olsa saflastirma ortaminda kalmasi, kanserojen etki
yaratabileceginden kullaniminda ¢ekince dogmustur.

e Nukleazlarla muamele: son zamanlarda etkin, ucuz olmasi dolayisiyla tercih edilen
yontemdir. Nukleazlarin kendileri de insan organizmasi i¢in zararsiz maddelerdir.

Bundan sonraki basamakta hiicrelerden arindirilan protein ¢ozeltisi konsantre edilir.
Konsantrasyon igin,
e Tuzlarla veya etanolle ¢oktiirme, santrifiij ve ¢coken proteinin kiigiik bir hacimde
¢oziilmesi,
e Ultrafiltrasyon ile konsantrasyon (tercih edilen)
e Iyon degistirme kromatografisi,
gibi yontemler kullanilabilir.

Ultrafiltrasyon

Cozeltiden hiicreleri ve hiicre parcalarim1 uzaklastirmak i¢in kullanilir. Bu amagla
kullanilan membran filtrelerin delik (por) biiyiikliikleri 0.1-10 um arasindadir. Bu delikler
hiicre parcalarini tutacak ama protein gibi makromolekiilleri gegirecek sekilde ayarlanmaistir.
En cok kullanilan membranlar 3, 10, 30, 50, ve 100 kDa molekiil agirlarindaki proteinleri
gecirmeyecek sekilde ayarlanmistir. Ultrafiltrasyon membranlari genellikle seliiloz asetat
veya seliilloz nitrattan yapilmislardir. Polivinil Kkloriir veya polivinil karbonat da
kullanilabilir.

Ultrafiltrasyonda genellikle karistircili-hiicre sistemi kullanilir. Hiicrenin dibinde
bulunan ag seklindeki bir siiporun (tasiyici) iizerine membran yerlestirilir ve konsantre
edilecek ¢ozelti membranin iizerine dokiiliir. Genellikle azot gazi ile basing uygulanir.
Filtrenin (membranin) delik biiyiikliigiinden daha kiiciik olan molekiiller, su, tuzlar v.s. alta
gegerken filtrenin iizerinde tutulan protein ¢ozeltisi boylece konsantre olur (Sekil 3). Bu
molekiillerin membran1 tikamasin1 Onlemek i¢in devamli karistirma uygulanir. Biiyiik
miktarlardaki ultrafiltrasyonlarda endiistriyel olgekte, yerine kartus seklindeki membranlar
kullanilr.

Ultrafiltrasyon  son  zamanlarda  birgok  dstiinligii  yiiziinden  proteinlerin
konsantrasyonunda tercih edilir bir yontem olmustur. Bu tstiinliikleri:

Yumusak bir yontem oldugundan proteinlerin bioaktivitelerini etkilemez.
% 99 gibi bir verim elde edilir.

Diger yontemlere gore hizlidir.

Cok az yardimci ekipman (teghizat) gerektirir.
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N, basimnci

Protein molekiili

Kiigiik molekiil agirlikli molekiil Ultrafiltrasyon membrani

Disgar1 ¢ikan sivi

Sekil. 3. Laboratuar dl¢eginde bir ultrafiltrasyon cihazinin sematik gosterimi (Walsh s.138)

Kromatografi ile Ileri Saflagtirma

Ek Kaynaklar:
e Kuscu, L., Berkan, H. Biokimya Lisansiistii Programm Ders Notlar, istanbul, 1988.
e Pharmacia Fine Chemicals, Sephadex®—gel filtration in theory and practice.
e Pharmacia Fine Chemicals, Sephadex® ion exchangers, a guide to ion exchange
chromatography
e Pharmacia Fine Chemicals, Affinity Chromatography, principles & methods.

Protein iiretildigi kaynak hiicreden ayrildiktan sonra homojen hale gelene kadar, diger
bir deyisle istenen biyolojik aktiviteyi gostermeyen proteinler uzaklastirilarak,
saflagtirilmalidir. Bunun i¢in genellikle siitun kromatografisi kullanilir.

Genellikle birbirini izleyen 2-4 kromatografik yontem kullanilir. Diger bir deyisle
protein ard arda en az 2 stitundan gegirilerek saflastirilir. En ¢ok kullanilan yontemler, Tablo
5’te gosterilmistir.

Stitun kromatografisinin prensibi, proteinleri iki faz arasinda ayristirarak birbirlerinden
ayrilmalarini saglamaktir. Bu iki faz:

1-Kati (stasyoner) faz: genellikle siitun dolgu maddesi (matriks)

2- Siv1 (mobil): genellikle siitundan gegirilen bir tampon ¢ozelti (eliisyon ¢ozeltisi,
elliant).

Jel filtrasyon disindaki tiim kromatografiler proteinlerin siitun dolgu maddesine
adsorbsiyonu prensibine dayanir. Uygun bir sivi ortamda ¢oziilmiis olan protein dolgu
maddesi ile doldurulmus siituna uygulanir. Siitunlar genellikle camdan veya plastikten
yapilmislardir. Endiistriyel 6l¢ekteki dev siitunlar icin ise paslanmaz celik kullanilir. Protein
dolgu maddesi tarafindan adsorplanarak tutulur. Ideal kosullarda sadece saflastirilacak
proteinin tutulmasi digerlerinin ise eliisyon tamponuyla ilk basta eliie olmalar istenir. Daha
sonra degisen molaritelerdeki veya degisen tuz konsantrasyonlarindaki tamponlar basamakli
veya siirekli olarak siitundan gegirilerek, siituna baglanmis olan proteinler fraksiyonlar
halinde deney tiiplerinde, bir fraksiyon toplayici araciligiyla toplanir. Her deney tiibii protein
ve biyolojik aktivite agisindan test edilerek bir eliisyon grafigi cizilir. Bu grafik bilgisayar
programi ve bir “recorder” araciligiyla kaydedilebilir (Sekil 5). Endiistriyel dl¢ekte tim bu
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islemler bilgisayar programlar1 ile siki bir sekilde kontrol edilir. Bu olgekte toplanan
fraksiyonlar birkag litre olabilir.

Tablo 5. Protein saflastirilmasinda en ¢ok kullanilan kromatografik yontemler.

Teknik Ayirma prensibi

Jel-filtrasyon kromatografisi Proteinlerin biiyiikliikklerine, molekiil agirliklarina
gore

Iyon degistirme kromatografisi Proteinlerin yiizeylerindeki yiik farklarina gore

Hidrofobik etkilesme kromatografisi | Proteinlerin yiizey hidrofobisitelerindeki farkliliklara
gore

Afinite kromatografisi Proteinin belirli bir liganda olan ilgisine gore

Kromatofokusing Proteinlerin izoelektrik noktalarindaki farkliliklara
gore

Hidroksilapatit kromatografisi Proteinler ile Kkalsiyum fosfat dolgu maddesi
arasindaki kompleks etkilesimlere gore

Genellikle bir iyon degistirici kromatografi ve bir jel filtrasyon teknigi birlikte kullanilir.
Afinite kromatografisi, belirili molekiillere spesifik ilgisi bilinen proteinleri saflagtirmak i¢in
tercih edilir.

Bu kromatografilerde genellikle diisiik bir basing uygulanir. Endiistriyel protein
saflagtirmasinda bazen yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) de kullanilir. HPLC son
bir saflagtirma evresi olarak 6rnegin yliksek saflikta insulin preparatlari i¢in kullanilmstir.

Jel filtrasyon (Jel kromatografisi) (proteinlerin biiyiikliikklerine gore ayrilmast)

Jel filtrasyon, maddeleri molekiil biiyliykliiklerine (molekiil agirliklarina) gore ayristiran
bir tiir kromatografik yontemdir. Burada degisik sisme 6zelligi gosteren Sephadex® jelleri
kullanilir.  Sephadex®  (Sefadeks) modifiye edilmis bir dekstrandir. Dekstran
makromolekiilleri ii¢ boyutlu bir polisakkarid ag1 olustururlar. Dekstranlar, bilesimlerindeki
glukozlarda bulunan hidroksil gruplarinin ¢oklugu nedeniyle Sephadex kuvvetli hidrofil
karakterdedir ve suda sisme Ozelligi gosterir. Sisme Ozelliklerine gdére boncuk biiyiikligi
degisen ¢esitli Sephadex tipleri bulunmaktadir. Saflastirilacak proteinin molekiil agirligina
gore jelin boncuk biiytlikliigii secilir. Jeli olusturan boncuklarin goézenekli bir yapisi vardir,
boncuklar arasinda da bosluklar bulunur (Resim 5). Bu bosluklar jelin icinde sistigi ¢ozeltiyi
igerir, boncuklar arasindaki boslukta bulunan ¢6zelti hamcina “bos hacim” (void volume) adi
verilir. Biylik molekiiller goézenekler igine giremedikleri igin boncuklar arasindaki
bosluklardan gegerek ilerler kiiciik molekiiller ise, boncuklarin yiizeylerindeki gozeneklere
girer ve bir slire buralarda kaldiktan sonra ¢6ziicii tarafindan siirtiklenerek ilerler, bundan
dolay1 kiiciik molekiillerin ilerleyisi engellenmis olur. Sonug olarak eliisyon sirasinda, dnce
biiylik molekiiller daha sonra kiiciik molekiiller eliie olur (Sekil 4). Boylece molekiiller
siitundan azalan molekiil agirliklarina gore ¢ikarlar. Jel filtrasyon teknigine “size-exclusion
chromatography” (biiyiikliige gore ayristirma) adi da verilir. Sephadex jelleri bir eliisyondan
sonra kolaylikla rejenere edilerek tekrar kullanilabilme avantajina da sahiptirler.

Jel filtrasyonda, hem kolona tatbik edilen numunenin hacminin kiiciik olmasi
gerektiginden hem de protein, uygun tamponun biiyiik hacimlerde kolondan gegirilmesiyle
eliie edildiginden, saflastirilan protein tekrar seyreltik ve ¢ok hacimli bir hale gelir ve tekrar
ultrafiltrasyonla konsantre edilmesi gerekir. Ayrica eliisyon diisiik basing altinda
yapildigindan uzun siire alir. Bunlar da ek maliyet getireceginden endiistride pek tercih
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edilmez. Jel filtrasyon teknigi bu yiizden protein saflagtirilmasinin erken evrelerinde nadiren
kullanilir, genellikle son evrede, protein artik asagi yukari saf halde ve kii¢iik bir hacimde
konsantre durumdayken, bu yontemden yararlanilir. Laboratuar 6lgeginde bir jel filtrasyon
diizenegi Sekil 5’te goriilmektedir.

Kiigiik molekiiller Sephadex partikiillerinin igine girer

Kolona uygulanan numune

@ Biiyiik molekiiller

e Kicuk molekuller

O Sephadex partikiilleri

Fraksiyonlar

Sekil 4. Sephadex jel filtrasyonunun presibinin sematik gosterimi.
(Sephadex gel filtration in theory and practice kitapgigindan)
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Resim 5. Polimerize olmus Sephadex partikiilleri.
(Sephadex gel filtration in theory and practice kitapgigindan)

Eliiant rezervuari

Kaydedici (recorder)
Kolon FERuEEEEE Elisyon
I [ \ grafigi
® 1
kolona uygulanan O
basing OO
D
O -
O 2
O
®) L
O Eliiatin tiiplere akist
O /
O
O
Plastik boru

. Fraksiyon toplayict
(Eliiatin kolondan ¢ikigi)

Sekil 5. Jel filtrasyon diizeneginin sematik gosterimi.
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Iyon degistirme kromatografisi (lon Exchange chromatography)

Iyon degistirme kromatografisinde kolon materyeli olarak, iyon degistirici maddeler (ion
exchangers) kullanilir. Bir iyon degistirici, suda ¢éziinmeyen polimerik yapida bir matriks ve
buna kimyasal baglarla bagli + veya — yiikk tasiyan fonksiyonel gruplardan olugmustur.
Siispansiyon halindeyken bu fonksiyonel gruplara “karsit iyon” (counter ion) adi verilen zit
yiiklii iyonlar elektrostatik olarak bagli durumdadir. Karsit iyonlar, ayni1 yiike sahip baska
iyonlarla, reversibl olarak yer degistirebilirler. Bu sirada matrikste herhangi bir degisiklik
meydana gelmez.

Matriks + yiiklii fonksiyonel gruplar tasiyorsa, karsit iyonlar — yiikliidiir ve — yiikli
baska iyonlarla yer degistirebilirler. Bu iyon degistiricilere anyon degistirici denir. Matriks —
yiiklii fonksiyonel gruplar tasiyorsa, karsit iyonlar + yiikliidiir ve + yiiklii baska iyonlarla yer
degistirebileceklerinden, bu iyon degistiriciler katyon degistirici adim alirlar (Sekil 6).

Iyon degistiricilerin matriks kismi, aliiminyum silikat, sentetik bir regine ya da bir
polisakkarit tiirevi olabilir. Ancak bir iyon degistiricinin en 6nemli 6zelligi fonksiyonel
gruplarindan ileri gelir. Bu gruplarin niteligi iyon degistiricinin sinifin1 ve kuvvetini belirler.
Bu gruplarin toplam sayisi ise iyon degistiricinin kapasitesi hakkinda bilgi verir. Katyon
degistiricilerin fonksiyonel gruplari, fenolik hidroksil, karboksil ve siilfonik gruplardir (Tablo
6). Anyon degistiricilerde alifatik ya da aromatik amino gruplari bulunur. Siilfonik ve
kuaterner amino gruplari kuvvetli, 6tekiler ise zayif iyon degistiricileri meydana getirirler.

Ozetlersek, iyon degistiriciler, temas ettikleri ¢ozeltideki baz1 iyonlar1 biinyelerine alan
ve onlarin yerine, ayn yiikte, bir baska iyon veren, yliksek polimerik yapida maddeler olarak

tanimlanabilir.

100 yila yakin bir siiredir bilinen Permutit ve Zeolit adli maddeler sodyum aliiminyum silikat yapisinda
olup, su ile karistirildiklar: zaman, suda bulunan kalsiyum iyonlarint baglarlar ve esit miktarda sodyum iyonunu
suya verirler. Bu nedenle suyun sertliginin giderlmesinde kullanilirlar. Bu olay reversibl olup Ca*? iyonlar ile
doymus Permutit veya Zeolit, NaCl ¢ozeltisi ile yikanirsa, baglamis olduklar1 Ca*? iyonlarmi vererek Na*
iyonlarini yeniden biinyelerine alirlar ve bu sekilde rejenere edilmis olurlar. Daha sonralari iyon degistiricilerin
yapimminda sentetik recineler kullanilmistir. Ancak proteinlerle yapilan caligmalarda reginelerin kullanimi
simirlidir. Biiylik molekiillii ve dayaniksiz maddeler olan proteinler, recineler tarafindan kolayca denatiire
edilebilirler ya da irreversibl olarak baglanabilirler. Bu nedenle iyon degistirici regineler, daha ¢ok, kiiciik
molekiillii globuler proteinlerin ve peptidlerin saflagtirilmasinda kullanilir.

Proteinlerin saflastirilmasinda, reginelerin yerini polimerik yapida seliiloz ve dekstran
tirevleri almistir. Bunlarin kolon dolgu maddesi olarak su tutma ve suda sisme Ozellikleri
dolayisiyla avantajlar1 vardir ve proteinleri denatiire etmezler.

Proteinleri meydana getiren 20 farkli amino asidin 7 tanesi + veya — yiiklil yan zincirler
icerirler. Bunlardan, — yiiklii olan asidik amino asidler: aspartik ve glutamik asid ve + yiiklii
olan bazik amino asidler: arginin, histidin ve lizindir. Bir proteinin net yiikii, bu amino
asidlerin protein molekiiliindeki sayilarina ve protein ¢ozeltisinin pH’ma baghdir. Bir
proteinin yiiksiiz oldugu pH’a hatirlanacagi gibi o proteinin “izoelektrik noktasi” adi verilir.
Proteinin izoelektrik noktasinin iizerindeki pH’ta tiim proteinler — yiiklii, altindaki pH’larda
ise + yiikludiirler.

Kovalan olarak baglanmis + gruplar iceren iyon degistiricilere anyon degistiriciler denir.
Iyon degistirme kromatografisinde anyon degistirici kullanilinca matrikse aminoetil veya
DEAE (dietilaminoetil) grubu gibi pozitif yiikli bir molekiil baglanir, negatif yiiklii olan
protein DEAE ile yer degistirerek siituna baglanir, daha sonra protein kolondan eliisyon
tamponunun pH’1 veya tuz konsantrasyonu degistirilerek eliie edilir.
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Negatif yiiklii protein

Pozitif yiiklii iyon degistirici matriksi

Sekil 6. Iyon degistirme kromatografisinin prensibi. Burada anyon degistirici gosterilmistir. Katyon degistirici
bunun tersidir.

Tablo 6. Iyon degistirme kromatografisinde en ¢ok kullanilan iyon degistiriciler.

Iyon
Grup adi Grup yapisi degistirme

sekli
Dietilaminoetil (DEAE) —O—- (CH32)2—NH*— (CH2—CHs): Anyon
Kuaterner amonyum (Q) —~CH2-NH*—(CHz3)3 Anyon
Kuaterner aminoetil (QAE) | —-O—(CH,),—N*(CzHs)— CH>—CHOH-CHj3 Anyon
Karboksimetil (CM) —0O- CH>-COOr Katyon
Metil siilfonat (S) —0O- CH>-SO3 Katyon
Stilfopropil (SP) —CH,— CH,—CH,S03 Katyon

Hidrofobik etkilesme kromatografisi (hydrophobic interaction chromatography)

Proteinlerde bulunan 20 amino asidden 8 tanesi, R gruplarinin polar olmayan yapisindan
dolayr hidrofobik (suyu sevmeyen) olarak nitelendirilir. Bunlar: Alanin, Valin, Losin,
Izoldsin, Metiyonin, Fenilalanin, Triptofan ve Prolin’dir. Proteinlerin ¢ogu bu hidrofobik
amino asidler molekiilin i¢ kisminda kalacak ve bdylece etraftaki su ile etkilesmeye
girmeyecek sekilde katlanmislardir. Icte kalan bu gruplar diger hidrofobik gruplarla
etkilesirler. Hidrofobik amino asidlerden az bir kismi ise proteinin yiizeyinde yer alirlar ve
protein molekiiliiniin ¢evresindeki sulu ortamla reaksiyona girerler. Proteinlerin
yiizeylerindeki bu hidrofobik amino asidlerin miktarina bagl olarak degisik hidrofobisiteleri
vardir. Hidrofobik etkilesme kromatografisi proteinleri degisen hidrofobisitelerine gore
ayirmay1 hedefler. Burada uygun bir matrikse kovalan olarak baglanmis olan hidrofob
molekiiller ile proteinin yiizeyindeki hidrofob gruplar arasindaki etkilesmeler s6z konusudur.
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Matriks olarak en ¢ok agaroz jel olan Sepharose® (Sefaroz) ve ona bagli gruplar olarak
oktil- ve fenil- gruplar1 kullanilir (Sekil 7).
OH

(a) | Sefaroz |—O—CH,—CH—CH,—O @

?H

(b) | Sefaroz [—~O—CH,—CH—CH,—O—(CH,),—CH

3

Sekil 7. Hidrofobik etkilesme kromatografisinde kullanilan (a) fenil-, (b) oktil-, sefarozun sematik yapilar1.

Hidrofobik etkilesme kromatografisi ile proteinlerin ayrilmasi, protein, jel matriksi ve
sulu ortam arasindaki etkilesimlere baghdir. Cozeltinin iyonik giliciiniin tuz ilavesiyle
artirilmasi, proteinin hidrofobisitesini artirir. Tuz ilavesi proteinin etrafindaki su molekiillerini
cekerek proteinin cevresindeki hidrofobik gruplari agiga c¢ikarir. Dolayisiyla bu
kromatografide proteinler yiiksek iyonik giice sahip ¢ozeltilerde ¢oziindiiriilerek kolona
uygulanirlar ve kolondan gegerken hidrofobik etkilesmeyle kolona tutunurlar. En hidrofobik
yapiya sahip protein kolona en gii¢lii baglanandir. Proteinler eliiantin iyonik giicii diistiriilerek
kolondan eliie edilirler.

Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi proteini 6zglin biyolojik aktivitesine gore ayirabildigi icin,
genellikle en etkin protein saflastirma yontemi olarak belirtilir. Bu teknik, belirli bir
kaynaktan elde edilecek maddeye karsi biyolojik afinite (ilgi) gosteren dolgu maddesi
kullanilarak uygulanan bir tiir adsorpsiyon kromatografisidir. Enzimler i¢in bir tiir
immobilizasyon teknigi oldugu da sdylenebilir.

Kolona doldurulan dolgu maddesine (matrikse) saflagtirilmasi istenen proteine spesifik
olan (6rnegin, protein bir enzimse substrat1 veya kofaktorii) bir fonksiyonel grup (biyospesifik
ligant) kovalan olarak baglanir. Kolondan i¢inden ayrilmasi istenen proteini de igeren karigim
gecirildiginde, protein spesifik ligantina baglanarak kolona adsorbe olur. Bundan sonra
karistmda bulunan ve kolona baglanmayan diger maddeler, uygun eliiantlar gegirilerek
kolondan uzaklastirilir. Daha sonra adsorpsiyonun gerceklestigi eliisyon kosullart
degistirilerek adsorbe olan biyolojik aktif protein kolondan eliie edilir. Burada ¢ozeltinin
polaritesini degistiren etilen glikol gibi bir maddenin ilavesi ya da ligantla yarigsmaya girecek
bir maddenin (6rnegin, ligant enzimin substratiysa substrat analogunun) ilavesi s6z konusu
olabilir. Bu sekilde ayrilmasi istenen madde, karisimdaki diger maddelerden arindirilarak elde
edilmis olur.

Bazi maddelerin afinite kromatografisiyle saflastirilmasinda kullanilan ligantlar Tablo
7’te gosterilmistir.

Afinite kromatografisinde matriks olarak kullanilan en uygun madde agarozdur. Agaroz,
deniz yosunlarindaki agar-agar adli heteropolisakkaridden elde edilir. Agaroz, tekrarlanan D-
galaktoz ve 3,6-anhidro-Lgalaktoz birimlerinden olusur (Sekil 8). Agaroz matriks {izerine
bircok kimyasal grup (fonksiyonel grup) kovalan olarak baglanabilir ve bu fonksiyonel
gruplarla birgok maddeler kenetlenebilir. Piyasada en ¢ok kullanilan Sepharose®
(Sefaroz)’dur.
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Tablo 7. Afinite kromatografisinde kullanilan bazi ligantlar. (Pharmacia kitapgigi)

Saflastirilacak madde Ligant
Enzim Substrat, substrat analogu, kofaktor, inhibitor
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Lektin Polisakkarid, glikoprotein, hiicre yiizeyi reseptorii
Nukleik asit Tamamlayici baz sekansi, histon, polimeraz
Hormon, vitamin Reseptdr, tasiyici protein
Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin
Agaroz
OH o
CH,OH / P
0 OH O
O
/
OH ©
D-Galaktoz 3,6-Anhidro L-galaktoz

Sekil 8. Agarozun yapisi.
(Pharmacia afinite kitap¢ig1)

Cesitli agarozlarin fonksiyonel grup igeren sekilleri oldugu gibi, bu fonksiyonel gruplara
baska gruplar da baglanarak agarozun daha spesifik olarak belirli molekiillere afinite
gostermesi saglanabilir. Biyolojik proteinlerin aktif bdlgeleri genellikle molekdiliin i¢
kisminda derinde bir yerdedir ve kiigiik ligantlarla (6rnegin enzimin substrati) hazirlanan
matrikslere ¢ok diisiik diizeyde baglanir. Esasen matrikse bagli gruplarin miimkiin oldugunca
matriksten uzak olmasi daha uygundur, ¢linkii bu sekilde matrikse adsorbe olacak molekiil
matriksten uzaklasmis olur ve matriks ile adsorbe olacak madde arasinda spesifik olmayan
elektrostatik ¢ekimler engellenmis olur. Matrikse bagli fonksiyonel gruplart matriksten
uzaklastiran ara gruplara ayiricl kol (spacer arm) adi verilir. Ayirict kol ne kadar uzun olursa
matriks ile matrikse adsorbe olacak madde arasindaki spesifik olmayan ¢ekim kuvvetleri yok
olacagindan madde dogrudan dogruya matriksteki liganttaki fonksiyonel gruplara baglanir
(Sekil 9). Aymrici kol olarak en ¢ok kullanilan kimyasal madde siyanojen bromiir
(CNBr)’diir. Cok toksik bir madde oldugundan genellikle hazir ticari preparatlart CNBr ile
aktive edilmis Sefaroz 4B kullanilir.

Ayirict kol Ligant (saflastirilacak proteinde bulunan biyospesifik gruplar)

|

Capraz bagl
agaroz boncuklari

Afinite ligandi

Sekil 9. Afinite kromatografisinin prensibinin sematik gosterimi (Walsh, G. s 149).
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Afinite kromatografisi ¢cok kisa siirede uygulanabilen bir yontemdir, ¢ilinkii ¢ogunlukla
cok kiiciik hacimli kolonlar kullanilir. Bu yontemle, genellikle diger yontemlerle elde
edilemeyen 1000 gibi saflastirma oranlarina asagir yukart % 100 verimle ulasilabilir. Bir
saflagtirma protokoliine afinite kromatografisi basamaginin eklenmesi basamak sayisini
azaltarak zaman kazanilmasini saglar. Ancak gerek afinite adsorbanlarinin ¢ok pahali olmasi,
gerekse ayirict kollarin ve uygun kosullarin saglanmasinin giigliigii ve pahaliligi yontemin
endiistriyel dlgekteki dezavantajlarini olusturur. Ayrica saflagtirma siirecinin ilk asamalarinda
afinite kromatografisinin kullanilmas: tavsiye edilmez, zira ham ekstrelerden heniiz
uzaklastirilmamis olan gesitli enzimler pahali afinite jellerin degradasyonuna ve bozulmasina
neden olabilir.

Afinite kromatografisinin baska ¢esitleri de vardir. Bunlar:

Immunoafinite kromatografisi: Antijenlerin saflastirilmasinda kullamlabilir. Ligant
olarak antikorlar kullanilir.

Protein A kromatografisi: IgG’nin saflastirilmasinda kullanilir. Staphylococcus
aureus’un irettigi ve protein A olarak adlandirilan bir proteinin immunoglobulin G (IgG)’nin
Fc bolgesine baglanmasindan yararlanilir.

Lektin afinite kromatografisi: Lektinler spesifik karbohidrat birimlerine baglanma
ozelligi gosteren ve bitkiler, omurgasizlar ve omurgalilar tarafindan sentezlenen proteinledir.
Bitkilerden elde edilenlere fitohemaglutininler adi da wverilir. Lektinlerin bir¢ogunun
baglandig1 spesifik karbohidrat birimleri aydinlatilmis oldugundan bu lektinler ligant olarak
glikoproteinlerin saflastirilmasinda kullanilabilir. Ancak lektinlerin saflagtirilmasinin da
pahali olmasindan dolay1 endiistride kullanimi simdilik sinirlidir.

Boya afinite kromatografisi: Bazi proteinlerin triazin boyar maddesine baglanma
ozelliklerinden yararlanilir. Burada matriks olarak Mavi Dekstran (Blue Dextran) kullanilir.
Mavi Dekstran, yiiksek molekiil agirlikli bir polisakkarid olan dekstrana kovalan olarak
baglanmis bir triazin boyasindan (Cibacron Blue F3G-A) ibarettir. Baska triazin boyalar1 da
kullanilmaktadir. Ucuz ve yiiksek afiniteli bir yontem olmas1 gibi avantajlarinin bulunmasina
karsilik, hangi spesifik proteinin hangi kosullarda kolona baglandiginin saptanmasinin
zorlugu dolayisiyla kullanimi siirhidir. Triazin boyalarindaki negatif ytikli siilfonat gruplar
kromatografiye iyon degistirici bir 6zellik kazandirirken, boyalardaki aromatik gruplar,
hidrofobik etkilesme 6zelligi de gosterebilir.

Metal kelat afinite kromatografisi: Burada kromatografi matriksine ayirict kol
araciliftyla metal iyonlar1 baglanir ve saflastirilacak proteinin yilizeyindeki bazik gruplarin,
genellikle histidin artiklarinin  yan zincirlerinin, bu metallerle yaptig1 zayif baglardan
yararlanilir. Kelatlama yapan ajan olarak genellikle iminodiasetat kullanilmaktadir (Sekil 10).

Ayirict kol Metal kelatlayict Protein

b ¢

% /" n
@ afﬁnuu-
Koo

f

Matriks boncuklari Immobilize metal ligant
H
? CH,COO-
b | o
(b) —CH, —CH—CH,—N _
CH,COO-

iminodiasetik asit

Sekil 10. (a) Metal kelat afinite kromatografisi prensibinin sematik gdosterimi.
(b) En ¢ok kullanilan metal kelatorii olan iminodiasetik asidin formiilii.
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Hidroksilapatit kromatografisi

Hidroksilapatit dogada fosfat kayalarinda bulunan bir mineraldir, ayrica kemiklerin
mineral yapisint da olusturur. Laboratuarda hidroksilapatit hazirlamak i¢in 6nce, esit miktar
ve molaritede disodyum fosfat (Na2HPO4) ve kalsiyum kloriir (CaCly) ¢ozeltileri karistirilir.
Inaktif kalsiyum fosfat (CazHPOa. 2H,0)’tan ibaret ve brusit (bruchite) olarak adlandirilan
beyaz bir c¢okelti olusur. Daha sonra bunun sicakta NaOH ile muamele edilmesiyle aktif
hidroksilapatit [Cas(PO4)3sOH] elde edilir (Tiselius ve ark. 1956) (Resim 6).

Hidroksilapatit iyon degistirici Ozellikler gosterir. Bununla birlikte, diger iyon
degistiricilerin genel kurallarina her zaman uymaz. Protein adsorpsiyonunun, hidroksilapatit
matriksteki hem kalsiyum hem de fosfatla etkilesimden olustugu diisiintilmektedir. Ampirik
bir yontem olup, birgok 6zelligi ve ¢alisma kosullar1 deneysel olarak belirlenmistir. Protein
kolondan genellikle potasyum fosfat gradienti ile eliie edilir.

Resim 6. Laboratuarimizda hidroksilapatit elde edilmesi i¢in kurulan diizenek.

Bu sekilde elde edilen hidroksilapatit, buzdolabinda bekletilirse kromatografik dzelliklerini 1 y1l siireyle korur. Kolon
materyeli olarak hazirlanan madde, ¢ok kiigiik hidroksilapatit kristallerinin agregasyonu ile olusmustur. Siddetli dis etkenler
bu yapiy1 bozabilirler. Bu nedenle, hazirlanmasi sirasinda karistiricinin hizi diisiik tutulmali ve ilimli bir kaynama
saglanmalidir. Aksi halde, ele gegen madde ince partikiillii olur, kolonun doldurulmasi sirasinda sorunlar ¢ikar ve iyi bir akis
hizi temin edilemez.

Kromatofokusing

Proteinleri izoelektrik noktalarina gore ayiran bir yontemdir. izoelektrik odaklama
olarak adlandirilir. Burada kolona doldurulan anyon degistiriciden farkli bir pH’ta eliisyon
gerceklestirilerek, kolona uygulanan karigimdaki proteinlerin izoelektrik noktalarina gore
ayrilmalar1 saglanir. Maksimum ayrisma i¢in kolona lineer bir pH gradienti uygulanir.

Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (HPLC)
Simdiye kadar anlatilan kromatografik yontemler nispeten diisiik basing altinda
yapilirlar. Bu yiizden bir numunenin ayrigmasi saatler siirebilir. Bu diisiik basing proteinlerin

kolona difiizyonu ve adsorpsiyonu i¢in gereklidir aksi takdirde protein bandlar1 genisler ve
diisiikk ayrisma meydana gelir. Bu yiizden normal kromatografilerde kullanilan adsorbanlar
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yiiksek basinglar i¢in uygun degildir. HPLC i¢in oncellikle yiiksek basingta sabit eliisyon
hizlar1 saglayan pompalara ve bu basinglara dayaniklt kolonlara ihtiya¢ wvardir.
Mikropartikiillii bir stasyoner faz (matriks) iceren ¢aplart ¢ok dar kolonlar kullanilir. HPLC
protein saflagtirilmasinda analitik amaglar icin kullanilirsa kolon c¢aplari, 4-4.6 mm
yiikseklikleri 10-30 cm, endiistride preparatif amaclarla kullanilirsa, ¢aplari 80 cm ve
yiikseklikleri 1 m kadardir.

Kigiik molekiillii proteinler (insulin, biiyiime hormonu ve bazi sitokinler) HPLC ile
biyolojik aktivite kaybina ugramadan ayrilabilirler. Endiistriyel 6lcekte HPLC insulin ve I1L2
(Interldkin 2)’nin saflastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu sekilde diger yontemlerle saatler
siren kromatografi siireleri dakikalara inmektedir. Dezavantaji ise pahali olmasit ve
kapasitenin diisiik olmasidir.

HPLC’ye alternatif bir yontem FPLC (fast protein liquid chromatography)’dir. Bu
teknikte HPLC’ye gore daha diisiik basinglar kullanilir.

Resim 7. Preparatif 6lgekte HPLC siitunu (15 cm ¢apinda), tan1 ve tedavi amagl kullanilan proteinlerin
saflagtirllmasinda kullanilir. Prochrom Nancy Fransa tarafindan imal edilmistir. (Walsh, G. Pharmaceutical
Biotechnology, s. 157, Wiley, 2007).

REKOMBINANT PROTEINLERIN SAFLASTIRILMASI

Rekombinant teknoloji ile elde edilen proteinler, diger kaynaklardan elde edilen
proteinler gibi, daha Once bildirilen protein saflastirma akis semasina gore saflastirilirlar.
Burada ilave olarak genetik miihendislikten yararlanilarak istenilen proteine, spesifik peptid
veya protein “etiket” veya “isaret’ler (tags) baglanabilir. Bu isaretler proteinin saflastiriima
islemini kolaylastirmak amaciyla s6z konusu proteine belirli 6zellikler katar. Ornegin, bir
proteinin C-terminal ucuna poliarginin veya polilizin kalintisinin eklenmesi proteine kuvvetli
bir + yiik getirir ve boylece katyon degistirici kromatografiyle saflastirilmasini kolaylastirir.
Etiketler, proteinin genetik koduyla etiketi kodlayan gen sekansinin birlestirilmesi ile takilir
ve boylece istenen Ozellige sahip hibrid proteinler olusturulur. Tabii saflastirmanin sonunda
bu etiketin kaldirilmasi gerekir, bu da kimyasal (siyanojen bromiir veya hidroksilamin
kullanilir) veya enzimatik (sekans-spesifik proteazlar veya C-terminal i¢in karboksipeptidaz A
kullanilir) olarak gergeklestirilir. Ancak tiim bu islemler sirasinda saflagtirilan proteinin zarar
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gormemesi gerekir. Bu yiizden bazen etiketin kaldirilmasinda ilave bir kromatografi
gerekebilir.

SON URUNUN FORMULASYONU

Protein yukarida anlatilan tiim islemler sonucunda asagi yukar1 % 98-99 saflikta elde
edilmis olur. Ancak proteinler labil (dayaniksiz) olduklarindan formiilasyonlar1 uzun siire
saklanabilmelerini saglayacak sekilde yapilmalidir. Bunun i¢in:

e Uriinii stabilize eden cesitli eksipiyanlar ilave edilir
e Uriin 0.22 um’den filtre edilerek sterilize edilir ve aseptik kosullarda doldurulur.
e Uriin piyasaya toz seklinde ¢ikacaksa liyofilize edilir.

Uriiniin ¢6zelti halinde mi toz halde mi piyasaya sunulacagi proteinin ¢dzelti halindeki
dayanikliligina baglhidir. Bu da deneysel olarak saptanir. Bazi proteinler gerekli stabilize edici
ajanlarin varliginda ve sogukta uzun siire dayanikhidirlar, bazilar1 ise ¢ozelti halinde sadece
birkag saat biyolojik aktivitelerini muhafaza ederler.

Proteinler 40-50°C’nin {izerindeki temperatiirlerde denatiire olarak biyolojik
aktivitelerini kaybedeceklerinden yiiksek sicakliklarda sterilize edilemezler. Bundan dolayz,
tedavide parenteral olarak kullanilan protein ¢ozeltileri ultrafiltrasyonla sterilize edilir.
Burada 0.22um ¢apinda filtreler kullanilir. Bu ¢aptaki filtreler bakterileri ve mantarlar tutar,
ancak tim virusler ve mikoplazmalar icin gecerli degildir. Tabii terapdtik proteinlerin
doldurma iglemleri de tamamiyle aseptik tam otomasyonlu sistemlerle yapilmalidir.
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