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OZET

Kromatografi; kimya, biyoteknoloji, gida ve tip alanlarinda analizde, izolasyonda ve saflastirmada en yaygin kullanilan
ayirma teknigidir. Buna ilaveten, genellikle sanayide kicik ve buylk 6lgekli Uretimlerde prosesin bir pargasi olarak
kullaniimaktadir. Protein saflastirma iglemi icin yéntemlerin gelistiriimesi kimya, biyoloji, gida ve tip alanlarinda yapilan
bircok gelisme icin 6nemli bir 6n kosuldur. Protein saflastirma, basit tek bir asamada ¢oktirme islemiyle veya biylk
Olcekli onaylanmis proseslerle yapilmaktadir. Genel olarak, birden fazla asamada yapilan saflastirma iglemi istenilen
safliga ulasmak i¢in dnemlidir. Saflagtirma isleminde kullanilacak olan ydntemler proteinlerin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zellikleri dikkate alinarak segilmektedir. Bu galismada, proteinlerin saflastinimasinda kullanilan bazi
kromatografik yéntemlerin temellerine iligkin bilgiler verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Protein, Saflastirma, Kromatografi

Chromatographic Methods in Protein Purification

ABSTRACT

Chromatography is the most widely used separation technique in chemistry, biotechnology, food and medicine in
analysis, isolation and purification. Additionally, it is commonly used in the industry as a component in the
process of small and large-scale production. The development of methods for protein purification has been an
essential pre-requisite for many of the advancements in chemistry, biology, food and medicine. Protein
purification varies from a simple one-step precipitation procedure to large scale validated processes. Generally,
more than one purification step is necessary to reach the desired purity. Methods used in purification are
selected based on the physical, chemical and biological properties of proteins. In this study, the fundamentals of
some chromatographic methods used in purification of proteins are reviewed.

Keywords: Protein, Purification, Chromatography

GiRi$

Kromatografi esasen bir karisimdaki bilesiklerin birbiriyle
karismayan farkl iki faz arasindaki dagihmlaryla
ayrilmalarini saglayan fiziksel bir ayirma yéntemidir. Bu
fazlardan bir tanesi gézenekli bir yatak, tabaka veya film
seklinde ve genellikle hareketsiz olan sabit faz iken;
digeri sabit faz boyunca bu fazin (zerinden akan
hareketli fazdir [1].

79

Kromatografinin proteinlerin saflastiriimasi igin kullanimi
1960’larda baslamistir. Daha &ncesinde proteinleri
bulunduklari ortamdan ayirabilmek icin kicik partikilli
sistemler kullanilmigtir. Ancak sistemdeki gecirgenligin
az olmasindan kaynaklanan dlsiUk verimden dolayi
daha gelismis yodntemlerin (zerinde c¢alisiimis ve
glnimiizde ylksek performansli sivi kromatografisi
olarak adlandirilan, ilk kez 1967 yilinda proteinlerin
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saflastinimasinda kullanilan 6zel cihazlar gelistirilmistir.
Bu sistemlerde proteinleri dzelliklerine gbre uygun bir
sekilde ayirmak amaciyla cesitli regineler Cretilmistir.
Kolon kromatografisinde kullanmak amaciyla 1935
yilinda iyon degisim regineleri gelistirilmistir; fakat
proteinleri ayirmak igin ilk kez 1951 yilinda kullaniimistir.
Bu reginelere ilaveten molekiler elek jelleri ve afinite

regineleri 1960’larda ve hidrofobik regineler de
1970’lerde gelistirilmistir [2].
Genellikle tek bir proteinin istenilen saflikta elde

edilebilmesi icin birden fazla saflastirma basamagina
ihtiyag vardir. Spesifik bir proteinin bir karisimdan izole
edilebilmesi i¢in bu proteinin kendine &6zgl fiziksel
ve/veya kimyasal 6zelliklerinin bilinmesi ve bu bilgiler
dogrultusunda uygun saflastirma y&nteminin segilmesi
gereklidir. Her tir proteini saflastirmak icin tek ya da
basit bir ydntem yoktur. Bir proteinin saflastirma
isleminde yararlanilan prosedirler ve kosullar, bagka bir
proteinin inaktivasyonu ile sonuglanabilmektedir [3].
Proteinlerin ¢ézUn0rllk, yik, boyut ve spesifik baglanma
gibi 6zelliklerindeki farklliklar onlarin basarili ve verimli
bir sekilde bulunduklari ortamdaki diger proteinlerden
ayrilmalarini saglamaktadir. Proteinlerin ylzeyinde yer
alan polar ve hidrofobik amino asitler proteinlerin
¢6zUnarliguna etkilerken; yapisinda bulunan aspartik
asit, glutamik asit, lizin, arginin ve histidin amino asitleri
proteinlerin yik o6zelliklerini etkilemektedir. Farkl ylke
sahip proteinler iyon degisim kromatografisi, polar ve
polar olmayan proteinler hidrofobik kromatografi, belirli
bir bilesik ile birlesme egilimi gésteren proteinler afinite
kromatografisi ve farkli boyuttaki proteinler de jel
filtrasyon  kromatografisi ile etkili bir sekilde
ayrilabilmektedir [2, 4].

Proteinler stabil yapida degildir ve ylksek sicaklik ve
ekstrem pH kosullarinda, organik ¢ézlicller ve oksidatif
atmosfer varliginda kolayca denatiire olabilmektedir. Bu
nedenlerden dolayl herhangi bir kromatografik ayirma
islemi sirasinda bu faktorlerin 6nemli diizeyde dikkate
alinmasi gerekmektedir [2].

Kromatografi, gida, kimya, biyoloji, tip ve c¢evre
alanlarinda yaygin olarak yararlanilan bir tekniktir.
Temel olarak iyon degisim, hidrofobik etkilesim, afinite
ve jel filtrasyon kromatografisi olmak Uzere dort cesit
standart kromatografik ayirma teknigi vardir. Bu
derlemede, bu kromatografik ayirma yontemleri ile ilgili
bilgiler verilmisgtir.

IYON DEGiSiM KROMATOGRAFISI

Batun proteinler yapilarinda yer alan amino asitlerin yan
zincirlerinden dolayr yuzeylerinde onlarin ¢ézlciler
(solvent) ile etkilesimini arttiran ve bdylece
¢6zUndrligunh de etkileyen yUkli gruplara sabhiptir.
Fizyolojik pH degerlerinde bazi gruplar katyonik (pozitif
yUklG, o6rnegin lizin) iken digerleri anyoniktir (negatif
yUkld, ornegin aspartat). Belirli bir proteinin net yuku
onun yapisindan kaynaklanan bu gruplar arasindaki
dengeye ve pH’'sina bagl olarak olusmaktadir ki bu
durum proteinlerin sahip oldugu farkli izoelektrik nokta
(pl) degerlerinin de temelini tegkil etmektedir. Dolayisiyla
belirli bir pH degerinde farkl proteinler farkli net ylke
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sahiptir. Proteinlerin ayirma islemlerinde de bu yik
farklligindan yararlaniimaktadir [5,6]. Iyonik yik ayrimi
iyon degisim kromatografisi ile gergeklesmektedir. Bu
yéntem kolon kromatografisinde yaygin olarak kullanilan
ybntemlerden biridir ve proteinlerin ayrilmasi ve
saflastinimasi ile ilgili olarak yapilan arastirmalarda
kullaniimaktadir. lyon degisim kromatografisi; yiiksek
kapasitesi, nispeten disik maliyeti ve titiz temizleme
sisteminden dolayr proteinlerin  saflastirimasinda
baslangic asamasi olarak bu bilesiklerin kolonda
tutunmasi i¢in ideal bir ydntemdir [7]. Bu ydntem ile
kiglk ve orta boyuttaki proteinler (70 kDa kadar) etkili
bir  sekilde ayriimaktadir. Ayrica bu ydntem
immunoglobulin, plasmid DNAsI ve virus gibi oldukca
blylk biyomolekillerin ayrilmasinda da kullaniimaktadir
[8].

iyon degisim kromatografisinde ayirma iglemi, yiikli
molekdller ile bu molekdillere zit yike sahip immobilize
iyon degistirici gruplar arasindaki tersinir adsorpsiyona
bagh olarak gerceklesmektedir. Ayirma isleminin ilk
asamasinda reginenin pH ve iyonik gl¢ agisindan
dengelenmesi  icin  kolon, tampon ¢ozelti ile
yikanmaktadir. Daha sonra protein ile matriks arasindaki
etkilesimi maksimum seviyede gerceklestirmek icin
6rnek, kolona distk iyonik glcte (genelde / <0.05 M)
veriimektedir. Bu islemin ardindan kolon sabit pH ve
dlstk iyonik glice sahip baglangicta uygulanan tampon
¢Ozelti ile yikanarak regineye spesifik ilgisi olmayan
proteinler kolondan uzaklastiriimaktadir. Ancak 6rnek
icerisinde regine ile farkli dizeyde etkilesim gdsteren
bircok protein bulunabilmektedir. Yikama ¢dzeltisinin
iyonik glicinin yavas yavas arttirlldigi kademeli yikama
asamasi ile regineye zayif dliizeyde baglanan proteinler
kolondan ilk olarak ayriimaktadir. Ayirma isleminin
sonuna dogru artan iyonik giice sahip ¢ozelti ile de
recineye siki bir sekilde baglanan proteinler kolondan
ayriimaktadir. Duzenli araliklarla toplanan protein
fraksiyonlarinin absorbans veya floresans degerleri
kaydedilerek bir ellisyon profili olusturulmakta ve ilgili
proteinin yerinin tespiti saglanmaktadir [9, 10].

lyon degisim kromatografisinde yUklii bilesikler ile
regineler arasindaki etkilesim ve buna bagl olarak bu

yéntemin bilesikleri ayirma kapasitesi, bilesigin,
recinenin ve mobil fazin birgok &zelligine bagldir. Bu
Ozellikler; iyonik bilesigin  boyutunu, polarizasyon
derecesini ve ylzeyindeki yuku, reginenin ¢apraz

baglanma derecesini, iyon degisim kapasitesini ve
yapisindaki fonksiyonel grubu ve mobil fazin yapisini ve
konsantrasyonunu icermektedir [11, 12].

iyon degisim kromatografisi proteinleri éncelikle yiik
tirind (katyonik veya anyonik) daha sonra ise yik
glclnl (gUgli veya zayif anyonik-katyonik) temel alarak
ayirmaktadir [6]. Ancak bir protein ile iyon degistirici
arasindaki etkilesim sadece net yike veya iyonik glice
bagli olarak degismemekte ayrica proteinin ylzeyindeki
yuk dagilimindan da etkilenmektedir [13]. YUkU pH’ya
bagh olarak degisen amfoterik bilesiklerin
saflastinimasinda kullanilan mobil fazin pH’si buyilk
6neme sabhiptir. Bilesiklerin tamamen iyonizasyonunun
saglanmasi igin mobil fazin pH degerinin, yUkll gruplarin
pKa degerinden en az bir birim farkli olmasi
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gerekmektedir. pH degeri bilesigin karakteristik ylkine
etki ederek onun alikonma faktéri (retention factor) ve
¢6zUndrligu (resolution) Uzerine etki etmektedir. pH
degerinin artmasi anyon degisim kromatografisinde
ayrilan bazik proteinlerin tutulma kapasitesini arttirirken,

katyon degisim kromatografisinde ayrilan asidik
proteinlerin tutulma kapasitesini diisirmektedir [14]. lyon
degisim kromatografisinde yaygin olarak kullanilan bazi
tampon tuzlarn ve bunlarin kullanilabilir oldugu pH
araliklari Tablo 1’de belirtilmistir [15].

Tablo 1. lyon degisim kromatografisinde kullanilan bazi tamponlar

Tampon Tuzu pH Araligi Tampon Tuzu pH Araligi
Amonyak 8.2-10.2 Sodyum asetat 4.2-54
Amonyum asetat 8.6-9.8 Sodyum borat 8.0-9.8
Amonyum fosfat 2.2-6.5 Sodyum dihidrojen fosfat 2.0-6.0/8.0-12
Sitrik asit 2.0-6.0 Sodyum format 3.0-4.4
Disodyum hidrojen sitrat 2.6-6.5 Sodyum perklorat 8.0-9.8
Potasyum dihidrojen fosfat ~ 2.0-8.0/9.0-13 | Sodyum nitrat 8.0-10.0
Potasyum hidrojen fitalat 2.2-6.5 Trietanolamin 6.7-8.7

Basit veya karmasik yapidaki bircok analit veya
karnigimlarin saflastirma isleminin basarili bir sekilde
gerceklestiriimesinde mobil fazin pH degderinin yani sira
tuz konsantrasyonunun ve bilesiminin de 6nemli etkisi
vardir.  Genelikle 0 Mdan 1 Ma artan
konsantrasyondaki gradient tampon ¢ézeltiler uygun pH
degerinde bilesikleri etkili bir sekilde ayirmaktadir.
Bahsedilen bu faktérlere ek olarak bilesiklerin ayrilmasi
Uzerine kolon akis hizinin ve sicakligin da etkisi
bulunmaktadir. Akis hizinin olmasi gereken degerden
daha fazla olmasi durumunda ayrilmasi istenen
molekdlin kolon dolgu materyalindeki yik ile etkilesime
girme sansi azaldigi icin elde edilen bilegigin hacmi de
az olacaktir. Sicaklik ise kullanilan iyon degisim
materyalinin c¢esidine bagh olarak degisen bir etkiye
sahiptir. Artan sicaklik degeri, bilesigin iyon degisim
matriksindeki sabit iyonlar ile etkilesimini arttirarak
bilesigin matrikse difiizyon hizini arttirmakta ve bdylece
ayrilan hacmin fazla olmasini saglamaktadir [12, 16].

Birgok kolon kromatografisinde oldugu gibi iyon degisim
kromatografisinde de duragan faza gereksinim vardir.
Bu faz genellikle sellloz, dekstran ve regine gibi
polimerlerden  olusmaktadir [6]. Iyon  degisim
kromatografisinde mobil fazda (tampon+6rnek) bulunan
yUklG molekdiller duradan fazda (kolon dolgu maddesi)
yer alan zit yukli molekdller ile etkilesime girerek bu
fazda tutunmaktadir. Bu yéntemde kullanilan matriksler
iki temel gruba ayrilmaktadir: katyon degisim ve anyon
degisim. Katyon degisim reginelerinin ylzeylerinde
negatif yUklG gruplar bulunmaktadir. Proteinler pl
degerinin altindaki pH degerinde pozitif ylke sahip
oldugu igin katyon degisim kromatografisi pozitif yUkli
proteinleri baglamak amaciyla kullaniimaktadir. Anyon

degisim reginelerinin ylzeylerinde ise pozitif yUkli
gruplar bulunmaktadir. Proteinler pl degerinin tzerindeki
pH degerinde negatif ylke sahip oldudu icin anyon
degisim kromatografisi de negatif yUkli proteinleri
baglamak amaciyla kullaniimaktadir. Bu iyon degisim
matriksleri ayrica glgli veya zayif iyon degistiricileri
olarak da iki gruba ayriimaktadir. GUgli iyon deg@isim
ligandlar genis pH araliginda yik 6zelliklerini ve buna
bagh olarak iyon degisim kapasitelerini koruyabilirken;
zayif iyon degisim ligandlari degisen pH’ya bagli olarak
kapasitelerinde belirgin bir degisim gdstermektedir [7,
17,18, 19].

Matriksin 6zelligi onun verim, kapasite ve geri kazanim
gibi kromatografik Ozelliklerinin yani sira kimyasal
stabilitesini, mekaniksel kuvvetini ve akis Ozelliklerini
belirlemektedir. Matriksin dogal yapisi onun biyolojik
materyallere karsi davranisini  ve saflastinlacak
materyalin biyolojik aktivitesini korumasini
etkileyebilmektedir [18]. Biyolojik materyaller ile
kullaniimak Gzere geligtirilen ilk iyon degistirici matriks
seltloz kaynaklidir. Ancak seltlozun matrikste baglanan
az sayida fonksiyonel grubunun  olmasindan,
biyodegradasyona ugramasindan ve zayif akigkanlik
6zelligi gbstermesinden kaynaklanan disik baglanma
kapasitesinden dolayi proteinlerin ayristirlmasinda daha
saglam materyallere gereksinim duyulmustur. Yeni nesil
matriks olarak kulgik, boncuk gibi, parcacik seklinde
capraz bagli dekstranlar, capraz bagll agarozlar ve
capraz bagl akrilamidler gelistiriimistir. Bu materyaller
pH stabilitesi, akis hizi ve baglama kapasitesi agisindan
6nemli gelismeler sunmustur [9]. Bahsedilen iyon
degisim matriksleri Tablo 2'de belirtilmistir.

Tablo 2. lyon degisim regineleri ve fonksiyonel gruplari

lyon Degistirici Tor0 Fonksiyonel Grubu

Katyon
Sulfopropil (SP) Glgli -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CH,-CH,SO3
Metil siilfonat (S) Glgli -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CHOH-CH,SO5’
Karboksimetil (CM) Zayif -O-CH,-COO"

Anyon
Dérdincil amonyum (Q) Glgli -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CHOH-CH,-N*(CHg)3
Dérdilincdl aminoetil (QAE) Gigll  -O-CHx-CH,-N*(CyHs)-CH,-CHOH-CHg
Dietilaminoetil (DEAE) Zayif -O-CH2-CH,-N"H(CH.CHj3),
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HIDROFOBIK ETKILESiIM KROMATOGRAFiSi

Hidrofobisite, polar olmayan bilesiklerin su gibi polar
Ozellikteki ortam ile arasindaki itme kuvvetidir. Protein ve
peptitlerin hidrofobik yapidaki alifatik ve aromatik yan
zincirleri ile saglanan ylzey hidrofobisitesi, proteinlerin
konformasyonunun (tGglncll ve dérdincdl yapilarinin)
stabilitesini saglamasinin yani sira proteinlerin biyolojik
fonksiyonlari ile baglantili olan antijen-antikor, hormon-
reseptdr ve enzim-substrat etkilesimleri gibi spesifik
etkilesimlerin olusmasina da yardimci olmaktadir [20,
21].

Sulu c¢ozeltilerde proteinlerin  ylzeyindeki hidrofobik
boélgeler, hidrofobik gruplar etkili bir sekilde maskeleyen
sirali su molekdllerinden olusan bir tabaka tarafindan
kaplanmaktadir. Su molekullerinin dizenindeki bu artis
sistemin entropisinde disise yol agmaktadir (AS<O0).
Bdylece hidrofobik bilesikler, ¢bzlclye maruz kalan
hidrofobik alanlar en aza indirmek igin sulu ortamda
kendiliginden birlesmektedir. Bu olgu sistemin enerijisi
acisindan bir avantaj saglamaktadir, cinki birlesmeyen
hidrofobik gruplarin etrafindaki duzenli su molekdlleri
baglanmadiklari i¢in serbest kalmaktadir. Bu da
sistemdeki serbest enerjide dlslse neden olarak
sistemin entropisinde artisa yol agmaktadir (AG= AH-
TAS). Bu ylzden proteinlerin hidrofobik adsorpsiyonu
termodinamik temellere dayal entropi odakli bir islemdir
[3].

Hidrofobik etkilesim kromatografisi, ¢ boyutlu yapinin
korunmasinin oncelikli oldugu durumlarda proteinleri,
nikleik asitleri ve diger biyolojik makromolekdilleri
hidrofobik mekanizma ile analiz etmek igin yaygin olarak
kullaniimaktadir [22]. Bu teknik genellikle iyon degisim
ve jel filtrasyon  kromatografisi ile  birlikte
kullaniimaktadir. Bu yéntemden, arastirma
laboratuvarlarinda ve endustrideki laboratuvarlarda
serum  proteinleri, membran  proteinleri,  hucre
cekirdegindeki  proteinler, reseptorler, hucreler ve
rekombinant proteinler gibi ¢esitli biyomolekdillerin
saflastinimasi isleminde yararlaniimaktadir [23]. Bu
saflastirma teknigi, proteinin ylzeyinde bulunan polar
olmayan uglar ile hidrofobik ligandlar arasindaki
etkilesime bagl olarak gergeklesmektedir [9]. Hidrofobik
ligandlar, hidrofilik destek matriksinin ylzeyine kimyasal
olarak tutturulmakta veya alternatif olarak makroretikiler

(macroreticular)  polimerik
olusturmaktadir [24].

recinenin  omurgasini

Hidrofobik &zellik blyUk bir protein molekilinin tim
ylzeyinde esit degildir. Bu ylzden, ylizeydeki hidrofobik
dagihm saflastirma islemi sirasinda 6nemli
olabilmektedir. En fazla hidrofobik 6zellik gbsteren
protein, kolonda daha uzun sidre tutunmaktadir [25].
Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ayirma isleminin
optimizasyonuna etki eden faktorler; ligand gesidi ve
tutunma (substitution) derecesi, matriks ¢esidi, tuz ¢esidi
ve konsantrasyonu, pH, sicaklik ve katki maddeleridir
[26].

Bu kromatografi tekniginde yaygin olarak kullanilan
hidrofilik ~ Ozellikteki destek materyalleri, hidrofobik
etkilesim kuvvetindeki artisa gore sirasiyla batil, oktil
veya fenil fonksiyonel gruplarini iceren capraz bagl
agaroz veya sentetik kopolimer materyalleridir. Bir
proteinin saflagtirlmasinda hangi matriks materyalinin
uygun olabilecegi ilk 6nce kicUk c¢apl deneylerle
belirlenmelidir. Karakterize edilmemis bir proteinin
saflastinimasinda o6ncelikle fenil grubu igeren zayif
hidrofobik ligandlarin kullaniimasi tercih edilmektedir;
¢UnkU ylksek hidrofobik Ozellik gdsteren proteinlerin,
hidrofobisitesi yiksek olan bir regineden gegiriimesinde
zorluk yasanabilmektedir [26, 27]. Buna ilaveten,
proteinlerin hidrofobik etkilesim ile kolondan gegerken
ayriimasina, hidrokarbon kapli agaroz molekdillerinin
yapisinda yer alan alkil zincirinin uzunlugunun da etkisi
vardir. Yapilan bir galismada, -CH,- gruplari ile zincir
uzunlugu arttirildikgca proteinlerin baglanma kuvvetinin
arttigi tespit edilmistir [28].

Proteinlerin ligandlara adsorpsiyonu, mobil fazin iyonik
glcindn veya tuz konsantrasyonunun arttirilmasi ile
artmaktadir. Amonyum siilfat gibi iyonik siddeti arttirarak
¢Oktirme islemi yapan (salting-out) tuzlar; mobil fazin
Ozelliklerine etki etmekte, ylzey gerilimini arttirmakta ve

bdylece mobil faz ile protein arasinda hidrofobik
etkilesimin artmasina yol agmaktadir. Potasyum
tiyosiyanat  gibi  katotropik  (chaotropes) veya

¢6zOnUrlGgu  arttiran (salting-in) tuzlar ise hidrofobik
etkilesimde ters bir etkiye sahiptir [21]. Farkh tuzlarin
hidrofobik etkilesim (izerine olan etkisi Hofmeister serisi
ile Sekil 1'de belirtilmistir. Serinin basinda yer alan
tuzlar, hidrofobik etkilesimi ve proteinlerin ¢ékmesini
tesvik ederken; serinin sonundaki tuzlar ise hidrofobik
etkilesimin guclinu azaltmaktadir [29].

Coktlirme (salting-out) Etkisindeki Artis

Anyonlar: PO,®, SO.2, CH,COO,, CI', Br, NOg, CIO., I', SCN'

Katyonlar: NH,", Rb*, K*, Na*, Li*, Mg,", Ca,", Ba,"

GozUnurlGga Arttirma (salting-in) Etkisindel:i Artig

Sekil 1. Tuzlarin, proteinlerin ¢6zinurligu Gzerine etkisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde baglanmayan
proteinler kolondan yikanarak uzaklastirildiktan sonra
baglanan proteinlerin segici ellisyonu, mobil fazin iyonik
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glcinin veya konsantrasyonunun azaltiimasi ile
yapiimaktadir [27, 30]. Bu islemin digsinda, proteinlerin
elisyonu cesitli uygulamalar ile
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gerceklestirilebilmektedir: (1) pHnin  arttinimasiyla
birgok proteinin negatif yik kazanmasi saglanmakta ve
proteinler daha hidrofilik olmaktadir. Béylece proteinler
ile hidrofobik ligandlar arasindaki etkilesim azalmaktadir.
(2) Genellikle elisyon (zerine etkisi cok az olmakla
birlikte sicakhgin disarilmesi bu islemin
gerceklesmesini desteklemektedir. (3) Liganda kargi
glcll bir gekime sahip olan veya proteini daha hidrofilik
yapan alifatik alkoller, alifatik aminler ve deterjanlar gibi
bilesiklerin ilavesi ile de ellisyon islemi kolaylasmaktadir
[20].

AFINITE KROMATOGRAFiSI

Biyomolekidillerin pH, iyonik kuvvet, sicaklik, tuz, ¢ézlcu
veya polimerler ile ¢oktlrtlerek ayriimasina dayanan
geleneksel yontemler zamanla yerini biyolojik ézelliklere
dayali ayirma yoéntemlerine birakmistir. Molekiller
tanimaya dayali afinite kromatografisi, proteinlerin
fiziksel veya kimyasal ©6zelliklerinin yerine biyolojik
fonksiyonlarina  gére aynimalarini  saglayan bir
yontemdir [31, 32]. Afinite kromatografisi biyoafinite,
immunoafinite, DNA afinitesi, lektin afinitesi, boronat
afinitesi, biyomimetik afinite ve metal iyonu afinitesi gibi
cesitli alt dallara ayrilmaktadir. Bu yoéntemler protein,
enzim, karbonhidrat, vitamin gibi pek ¢ok molekdlin
ayriimasinda, antijen ve antikor saflastirimasinda
kullanilabilmektedir [33].

Afinite kromatografisinin, yuksek segicilik 6zelligine
sahip olmasi, hizlh ve kullaniminin kolay olmasi
acisindan diger yéntemlere gére bazi ayricaliklari vardir
[32]. Bu yoéntemin en blylk avantaji, ideal kosullar
altinda hedef proteinin tek bir adimda
saflastinlabilmesidir.  Ancak yéntemde kullanilan

materyaller pahali oldugdu igin blyuk 6lgekli saflastirma
islemlerinde kullanimi sinirhidir [4]. Afinite kromatografisi,
hedef biyomolekllin, ¢déziinmeyen bir destek materyali
(matriks) Uzerine immobilize edilen ve hedef molekull
tamamlayici baglanma uglari igeren ligandlar tarafindan
spesifik ve geri donlisimli olarak adsorbe edilmesine
dayal bir yéntemdir [2, 32]. Ligand ile hedef molekul

arasindaki biyolojik etkilesimler, elekirostatik veya
hidrofobik interaksiyonlar, van der Waals ve/veya
hidrojen baglarn ile gergeklesebilmektedir. Hedef

molekdlin ortamdan ellsyonu ya yarismaci bir ligandin
kullanilmasi ya da ortamin (mobil faz) pH, iyonik kuvvet
veya polaritesinde  degisimler  yapilmasi ile
saglanmaktadir [34]. Bilesigin kolondan ellsyonu
sirasinda kullanilan mobil faz, bilesigi denatiire etmemeli
ve bilesigin spesifik aktivitesinde veya fonksiyonunda
herhangi bir degisime de neden olmamalidir [35].

Afinite kromatografisi matriksine baglanan ligandin
afiniteye uygun bir sekilde secilmesi, kolon igerisinde
ayrimin basarili bir sekilde gergeklesmesini saglayan en
O6nemli faktérlerden biridir. Bu kromatografi ydnteminde
yaygin olarak kullanilan ligandlar Tablo 3’de belirtilmistir
[36]. Bu ligandlarin ¢ogu biyolojik kokenli olmasina
ragmen, ayrim icin biyolojik kdkenli olmayan dogal veya
sentetik molekuller de kullaniimaktadir. Kékeni dikkate
alinmaksizin bu molekuller yiksek spesifik 6zellikli ve
genel amacl olmak Uzere iki gruba ayriimaktadir.
Yiksek spesifiklikteki ligandlar (monospesifik) sadece
bir veya birka¢ yakin 6zellikteki bilesiklere baglanarak
spesifik bir bilesigin ayrimini saglarken; genel amagli
kullanilan ligandlar (grup spesifik) ise birbiriyle iligkili bir
siniftaki molekUllere baglanarak yapisal olarak birbirine
benzer molekillerin  bulundugu gruptaki bilegiklerin
ayrimini saglamaktadir [36,37].

Tablo 3. Afinite kromatografisinde kullanilan ligandlar

Ligand Cesidi Tutulan Bilegik
YUksek spesifikteki ligandlar )
Antikorlar llaglar, hormonlar, peptitler, proteinler, viriisler

Enzim inhibitorleri ve kofaktorler
Nikleik asitler

Enzimler
Tamamlayici nukleik asit zincirleri, DNA/RNA’ya
baglanan proteinler

Genel ligandlar
Lektinler

A proteini ve G proteini
Boronatlar

Sentetik boyalar

Metal selatlar

Sekerler, polisakkaritler, glikoproteinler,
glikolipidler

Bozulmamig antikorlar ve Fc pargalari
Katesoller, polisakkaritler, glikoproteinler
Dehidrogenazlar, kinazlar

Metal baglayici aminoasitler, peptitler, proteinler

Kolonda bilegiklerin ayriimasina etki eden diger 6nemli
bir faktér de segilen kolon matriksidir. Afinite
kromatografisinde iyi bir kolon matriksinin su &zelliklere
sahip olmasi istenmektedir: (1) hidrofilik (2) bulyuk
gbzenekli (3) sert (rigid) (4) inert (5) ayirma isleminde
kullanilan  kimyasallara kargi stabil [36]. Distk
performansli afinite kromatografisinde destek materyali
olarak genellikle agaroz, dekstran veya seliloz gibi
buyuk boyutlara sahip olan ve sert yapida olmayan jeller
kullanilirken; yuksek performansli afinite
kromatografisinde ise sistemdeki akis hizina ve/veya
basinca dayanikli silika veya sentetik polimer esasli
kiglk ve sert partiklllerden olusan destek materyalleri
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kullaniimaktadir [37]. Boncuk seklindeki agaroz jeller, iyi
dizeyde mekanik dayanima ve akis Ozelliklerine sahip
makromolekdllerin rahat¢ca gegisini saglayacak ylUksek
poroziteye sahip olduklari ve daha da O6nemlisi bu
materyaller bilenen kimyasal islemlerden gecirilerek
kolayca tlrevlendirilebildikleri icin en sik kullanilan
immobilize matrikslerdir [38].

Afinite kromatografisinde uygun ligandlarin kati matrikse
baglanmalan veya tutuklanmalari (immobilize edilmesi)
kolonda ayrimin iyi bir sekilde yapilabilmesi icin
6nemlidir.  Ligandlarin  immobilizasyonu  amaciyla
kullanilan yaygin uygulamalar; spesifik olmayan ve
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biyospesifik adsorpsiyon gibi kovalent olmayan teknikler,
kovalent baglanma yontemleri, hapsetme ve molekiler
baskilama  yoéntemleridir.  Uygun  immobilizasyon
tekniginin secimi, ligandin aktivitesini belirledigi icin
O6nemlidir [33]. Genel olarak immobilizasyon ydntemi en
az iki asamadan olusmaktadir. ilk asama, destek
materyalinin liganda kimyasal olarak baglanabilecegi bir
forma doénlistirildigl aktivasyon asamasidir. ikinci
asama ise, uygun ligandin aktive edilen destek
materyaline tutunduruldugu baglanma asamasidir [36].
Ligandin immobilizasyonunu kolaylastirmak igin uygun
fonksiyonel gruplardan yararlaniimaktadir. Baglanmayi
saglayan baslica fonksiyonel gruplar; primer (birincil)
aminleri, sdlfhidrilleri, aldehitleri, karboksilik asitleri ve
hidroksilleri icermektedir [36, 38].

Ayrilmasi istenilen bilesigin bulundudu 6rnek, afinite
kolonundan bilesik ile ligandin baglanmasini saglayacak
dogru pH, iyonik kuvvet ve bilesime sahip uygulama
tamponu (application buffer) olarak adlandirilan mobil
fazin esliginde gegirilmektedir. Bu kosullar altinda, 6rnek
kolondan gegerken affinite ligandlarini uygun baglanma
uclarindan tamamlayan bilesikler, ligandlara bu
bblgelerden baglanmaktadir. Baglanmayan  diger
bilesikler de kolondan yikanarak uzaklastiriimaktadir.
Baglanmayan bilesikler kolondan uzaklastirildiktan
sonra kolonda tutulan bilegiklerin ellisyonu, kolondan
bilesik ile ligand arasindaki baglantinin kesilmesini
tesvik eden ellisyon tamponu (elution buffer) olarak
adlandinlan mobil fazin gegiriimesiyle yapilmaktadir
[33]. Elisyon tamponunun da uygun pH, iyonik kuvvet
ve bilesime sahip olmasi gerekmektedir. Mobil fazin pH
degerindeki herhangi bir degisim hedef molekllin veya
ligandin  konformasyonunda  bir  degisime yol
acabilmektedir. Bu ylzden bu degisiklikler yapilirken
hedef molekilin, ligandin veya destek materyalinin
yapisinda geri dénisiml olmayan denatlrasyonlarin
olmamasina dikkat edilmelidir. Diger taraftan, mobil
fazin iyonik kuvvetindeki ve tuz konsantrasyonundaki

artis  iyonik  etkilesimleri bozarken, hidrofobik
etkilesimlerin olusmasini  tesvik  edebilmektedir.
Katotrofik tuzlar bu durumu ©&nlemek amaciyla

kullanilabilmektedir [39].
JEL FILTRASYON KROMATOGRAFiSI

Boyut dislama veya molekiler eleme kromatografisi
olarak da bilinen jel filtrasyon kromatografisi, proteinlerin
ve diger biyolojik makromolekillerin boyutlarindaki
farklihga dayal bir ayirma teknigidir. Bu teknik; bir veya
daha fazla bilesenin izole edilmesinde, bir bilesigin
molekdl agirliginin belilenmesinde, tamponun tuzdan
arindiriimasinda (desalting), protein yapisinda olmayan
kontaminantlarin (DNA, viris) ve protein agregatlarinin
ortamdan uzaklastiriimasinda kullaniimaktadir [40, 41].

Jel filtrasyon kromatografisinin matriksi genellikle agaroz
veya dekstran gibi dogal polimerlerden olusabildigi gibi
poliakrilamid  gibi sentetik  polimerlerden de
olusabilmektedir. Jeller bu molekillerin  ¢apraz
baglanarak (¢ boyutlu aglar kurulmasiyla olusmaktadir.
Farkli gézenek boyutuna sahip jeller ¢capraz baglanma
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miktarinda yapilan degisikliklerle elde edilebilmektedir.
Bu kromatografide kullanilan ticari ilk matriks,
epiklorhidrin  bilesidi ile c¢apraz baglanan dekstran
molekdllerinden olusan dolgu materyalidir (Sephadex).
GUnimdizde genis bir aralikta gbzeneklilige sahip ticari
bir¢ok jel bulunmaktadir [3]. Bu yéntemde capraz bagl
U¢ boyutlu molekiler agdan olusan boncuk seklinde
olan jellerdeki gbzeneklerden, boyutlart gdzenek
capindan daha kigik olan molekdiller jele niifuz ederek
gecebilirken, buyuk molekdllerin gegisi
engellenmektedir. Dolayisiyla jele gegis yapamayan
blyuk molekiller jele gecis yaparak ilerleyen kiguk
molekdillerden daha énce kolondan ayriimaktadir [2, 35,
42].

Molekdllerin boyut ve seklindeki farkliiga bagli olarak
gbzeneklerden gegisi degismektedir. Buna bagli olarak,
matriks igindeki gbzeneklerin boyutlari molekdillerin
matriksten gegis hizini belirlemektedir. Jel filtrasyon
kromatografisinde basarili bir sekilde ayrim yapabilmek
boncuklarin gdézenek ¢apina, kolon dolgu materyaline ve
kolon uzunluguna baghdir [2, 42]. Ayrica 6rnek hacmi,
O6rnek hacminin kolon hacmine orani, partikil boyutu,
akis hizi, érnegin ve tampon ¢ozeltinin viskozitesi de
ayrima etki etmektedir. En iyi ayrnnm uzun bir kolonda
disik akis hizinda yapilan saflastirma islemiyle elde
edilmektedir [40, 42]. Kolonun saflagtirma islemine
hazirlanmasinda, kolon igerisinde dolgu materyalinin iyi
bir sekilde dagihmini saglamak amaciyla, dolgu
materyali pargaciklari tampon icinde stispanse edilecek
sekilde kolona paketlenir.

GlUnimiizde Sephadexin yani sira c¢apraz bagh
poliakrilamid boncuklar da (Biogel) yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Cok biylik molekuller ve agregatlar igin
ise agaroz jellerin kullaniimasi daha basarili sonuglar
vermektedir. Sefadeks ve poliakrilamid jellerin
kullaniimasinda karsilasilan en temel sorun yumusak
yapill olmalarindan kaynaklanmaktadir. Rutin  bir
saflagstirma islemi sirasinda karsilasilan  basing
degerleri, materyallerde sebep olduklarn bozulmalardan
dolay! akig Ozelliklerinde sorunlara yol agabilmekte ve
akis hizi yavaglayabilmektedir. Ureticilerin bu konu
Uzerinde yaptiklarl ¢alismalar sonucunda, dekstranin
akrilamid ile daha fazla ¢apraz baglanmasi ile daha sert
boncuklar Uretilmistir ve bdylece ylksek basingta ve
akis hizinda calismak miUmkin olmustur [42, 43]. Jel
filtrasyon kromatografisinde kullanilan jeller ve 6zellikleri
Tablo 4'te belirtilmistir [42].

Bu kromatografide moleklllerin iyi bir sekilde
ayriimasini, ayrilacak olan proteinlerin boyutunda ve
stabilitesinde herhangi bir degisime neden olmadig
surece tampon ¢o6zeltinin pH, iyonik kuvvet ve igeridi

6nemli dlclde etkilemez [40]. Tampon ¢b6zeltinin
seciminde en onemli unsurlardan bir tanesi hedef
molekil  ile  uyumlu olmasidir. Bu  yizden

konformasyonel degisiklere, biyolojik olarak aktif bir
bilesigin inaktive edilmesine veya proteinlerin alt
birimlere aynstirimasina sebep olmayan, uygun
tamponun segimine dikkat edilmesi gerekmektedir [42].
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Tablo 4. Jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan jeller

Jel Materyal Kullanilan kitle araligi (Da)
Sephadex G-10 Dekstran 700’e kadar
G-15 1500’e kadar
G-25 100-5000
G-50 1500-30000
G-75 3000-70000
G-100 4000-150000
G-150 5000-300000
G-200 10000-600000
Bio-Gel P-2 Poliakrilamid 100-1800
P-4 800-4000
P-6 1000-6000
P-10 1500-20000
P-30 2500-40000
P-60 3000-60000
P-100 5000-100000
P-150 15000-150000
LKB Ultrogel AcA202  Agaroz 1000-22000
AcA54 Agaroz/poliakrilamid 3000-90000
AcA44 10000-200000
AcA34 20000-350000

Pharmacia CL-2B
Superdex 75

Capraz baglh agaroz

70000-4x10’
3000-70000

200 10000-600000
Sepharose CL-4B 60000-2x10’
CL-6B 10000-4x10°
Sephacryl S-100 HR Capraz bagh dekstran/bisakrilamid 1000-1x10°
S-200 HR 5000-2.5x10°
S-300 HR 10000-1.5x10°
S-400 HR 20000-8x10°
S-500 HR 40000-2x10’
S-1000 SF 5x10°-10°
Bio-Rad A-0.5m Agaroz 10000-5x10°
Bio-Gel A-1.5m 10000-1.5x10°
A-5m 10000-5x10°
A-15m 40000-1.5x10"
LKB Ultrogel A2 Agaroz 4x10%ya kadar
A4 2x10"ye kadar
A6 5x10"ye kadar

SONUC

Proteinlerin saflastiriimasi isleminde bir seri ayirma
metodu yer almaktadir. Saflastirma isleminin mimkin
oldugu kadar az asamada ve kisa slrede
gerceklestiriimesi, islemin maliyeti agisindan énemlidir.
Ayrica islem sirasinda gergeklesen Urlin kayiplarini da
en aza indirecektir. Bu ylzden, saflastirma isleminde
artin ozelliklerini g6z 6nlinde bulundurarak en etkili ve
verimli ayirma yodntemini segmek gerekmektedir. Bu
calismada, saflagtirma islemi igin kullanilan 4 farkh
temel kromatografik ydntemin ¢alisma prensiplerine yer
verilmistir.
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