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Oz

Bu ¢alismada, Cibacron Blue F3GA (CB) ile modifive edilmis poli(hidrokisetil
metakrilat)  [PHEMA]  mikrokiireler  hazirlandi  ve  ribuloz-1,5-bisfosfat
karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) adsorpsiyonunda kullanildi. PHEMA mikrokiireler
stispansiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlendi ve taramali elektron mikroskopisi
(SEM) ve Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR) ile karakterize edildi. CB ile
kovalent olarak modifiye edilen CB-PHEMA mikrokiireler RuBisCO adsorpsiyonunda
kullamldi. Adsorpsiyona CB igerigi, baslangi¢ RuBisCO derigimi (0,2-1.0 mg/mL), pH
(5,5-9.0), sicaklik (4°C, 22 °C ve 35°C) ve temas siiresinin etkisi arastirildi. CB-
PHEMA mikrokiirelerin CB icerigi elementel analiz ile belirlenen %N miktart
kullanilarak hesaplandi. CB-PHEMA mikrokiirelere adsorplanan maksimum RuBisCO
miktar: 33,59 mg/g olarak belirlendi (22 °C, pH 6,0). Ug farkl sicaklikta (4°C, 22 °C ve
35°C) elde edilen RuBisCO adsorpsiyon verilerinin izoterm ve Kkinetik modellere
uygunlugu arastirildi. RuBisCO adsorpsiyon verilerinin Freundlich izoterm modeli ve
yalanci-ikinci derece kinetik modele uygun oldugu belirlendi. RuBisCO adsorpsiyonuna
iliskin Gibbs serbest enerji degisimi (AG°) degerleri; 4 °C, 22 °C ve 35 °C sicaklik i¢in
swrasiyla -9,22 kj/mol, -10,44 kJ/mol ve -11,33 kJ/mol olarak hesapland:. Entalpi
degisimi (AH9) +9,661 kd/mol ve entropi degisimi (4S9 +68,14 J/mol.K olarak
belirlendi. Termodinamik parametreler, CB-PHEMA mikrokiirelere ~RuBisCO
adsorpsiyonunun endotermik ve kendiliginden ger¢eklesen bir proses oldugunu
kanmitladi. CB-PHEMA mikrokiirelerin ispanak protein ekstraktindan RuBisCO
adsorpsiyon performansi SDS-PAGE analizi ile degerlendirildi.
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RuBisCO adsorption via polymeric microbeads modified with
Cibacron Blue F3GA

Abstract

In this study, poly(hydroxyethyl methacrylate) [PHEMA] microbeads modified with
Cibacron Blue F3GA (CB) were prepared and used for the adsorption of ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO). PHEMA microbeads were synthesized
by suspension polymerization and characterized by scanning electron microscopy
(SEM) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Then, CB modified CB-
PHEMA microbeads were used for RuBisCO adsorption. Effects of CB content, initial
RuBisCO concentration (0.2-1.0 mg/mL), pH (5.5-9.0), temperature (4 °C, 22 °C and
35°C) and contact time were investigated. The CB amount of the CB-PHEMA
microbeads was calculated via N% determined by elemental analysis. The maximum
RuBisCO amount adsorbed onto the CB-PHEMA microbeads was determined as 33.59
mg/g (22 °C, pH 6.0). The RuBisCO adsorption data obtained at three different
temperatures (4°C, 22 °C and 35°C) were applied to isotherm and Kkinetic models.
Freudlich isotherm model and pseudo-second order kinetic model were well fitted to
adsorption data with high correlation coefficients. Gibss free energy changes (4G°) of
RuBisCO adsorption for 4 °C, 22 °C and 35 °C were calculated as -9.22 kj/mol, -10.44
kd/mol and -11.33 kJ/mol, respectively. Enthalpy change (4H9 was +9.661 kJ/mol and
entrophy change (4S9 was +68.14 J/mol.K. The calculated thermodynamic parameters
showed that RuBisCO adsorption onto CB-PHEMA microbeads was endothermic and
spontaneous. The RuBisCO adsorption performance of CB-PHEMA microbeads from
spinach protein extract was evaluated by SDS-PAGE analysis.

Keywords: RuBisCO, adsorption, Cibacron blue F3GA, plant proteomics.

1. Giris

Proteom analizi; bitkilerdeki gelisimsel degismelerin, biyotik ve abiyotik stresin
etkilerinin, hormonlarin roliiniin belirlenmesi gibi aragtirmalarda farklilagan proteinlerin
tespitinde kullanilir. Giiniimiizde iki boyutlu (2D) jel elektroforezi bitkilerin kompleks
proteomlarinin analizinde siklikla tercih edilen bir yontemdir [1]. Bitkilerde proteom
analizi; model bitki tiirleri, organeller ve stress fizyolojisi, lireme ve sinyal gibi bitki
yasam dongiisii ile ilgili spesifik olaylara 1sik tutmaktadir. Ancak, 2D jel elektroforezi
ile bitki proteinlerinin ayrilmasinda ve protein spotlarinin belirlenmesinde biyolojik
orneklerde bulunan yiiksek bolluklu proteinlerin interferans etki yaptig1 rapor
edilmektedir [2]. Proteom analizinde bitki dokulari ile insan dokular1 karsilastirildiginda
bitki dokular ile ilgili ilave problemlerin oldugu gériilmektedir. ilk olarak, farklilagmis
bitki hiicrelerinde biiyiik vakuoller ve rijid hiicre duvarlar1 nedeniyle ¢6ziiniir protein
miktar1 diistiktiir [3]. Ayrica bitki hiicreleri proteaz enzimlerince zengindir ve bu
nedenle ekstraksiyon prosediirleri 6zel Onlemler gerektirebilmektedir  [4].
Polisakkaritler, lipidler, polifenoller ve ikincil metabolitler gibi bitkilere 6zgii hiicresel
bilesenler de proteinlerin ayrilmasinda ve analizinde girisim etkisi yapmaktadir [5]. Bu
alandaki temel zorluklar proteinlerin fizikokimyasal Ozelliklerindeki heterojenite ve
protein derisimlerindeki farkliliklardir [6]. Kaynaga bagl olarak, bitki proteomundaki
dinamik aralik 107-10'? kadardir ve giiniimiizdeki protemik platformlar ile sadece kiigiik
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bir dinamik araliktaki proteinler ayni anda analiz edilebilmektedir [7]. Bitki tiiriine bagl
olarak, toplam yaprak proteinlerinin yaklasik % 30-60"m1 olusturan ribuloz-1,5-bisfosfat
karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO), bitki proteom ¢aligmalarinda tiim 2D jellerde en sik
tanimlanan proteindir ve diisiik bolluklu proteinlerin gériintiilenmesini engellemektedir
[8]. Yiiksek bolluklu RuBisCO proteininin varligi, 2D jelde yalnizca diisiik bolluktaki
proteinlerin dinamik ¢Oziiniirliiglinii ve verimini sinirlamakla kalmayip ayn1 zamanda
komsu protein tiirlerinin elektroforetik go¢iinii de etkilemektedir. Bu nedenle proteom
analizi oncesi RuBisCO’nun uzaklastirilmasi, proteom analizinde diisiik derisimli
proteinlerin belirlenmesi agisindan son derece Onemlidir. RuBisCO proteininin
varhigindan kaynaklanan girisim etkisi ile ilgili problem bugiine kadar ¢ok az sayida
aragtirmaci tarafindan ele alinmistir. RuBisCO proteininin proteomdan uzaklastirilmasi
i¢in birgok ¢alismada siklikla PEG (polietilen glikol) ile ¢oktiirme [9,10] ve RuBisCO
proteinine 0zgii IgY anti-RuBisCO igeren afinite kolonlarin kullanilmasi gibi
yaklagimlardan yararlanilmaktadir [11]. IgY anti-RuBisCO igeren afinite kolonlarin
avantaji kolonun RuBisCO proteini i¢in segiciliginin yiiksek olmasidir. Fakat afinite
kolonlar1 maliyetlidir ve aymi zamanda IgY anti-RuBisCO biyolojik bir ligand
oldugundan raf 6mrii kisa, liretilmesi olduke¢a zor ve kararsizdir.

Boya ligandlar farkli tiirdeki proteinlere, 6zellikle enzimlere baz1 durumlarda oldukca
spesifik bir sekilde baglanabilmektedir. Ayrica boya ligandlari ticari olarak
tiretilmektedir, ucuzdur ve oOzellikle hidroksil grubu igeren adsorbanlara kolayca
immobilize edilebilmektedir. Boya ligandlar1 sentetik olmalarma karsin, bir¢ok
proteinin aktif bolgesi ile proteinin substratlarini, kofaktdrlerini ya da baglanma
ajanlarini taklit ederek etkilestikleri igin afinite ligandi olarak adlandirilirlar. Reaktif
boyalar olarak adlandirilan ¢ok sayida tekstil boyasi, boya ligand afinite sistemlerinde
proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilir. Reaktif boyalarin biiyiik bir ¢ogunlugu genellikle
mono- yada diklorotriazin halkasina bagli bir kromofor (azo boyalari, antrakinon ya da
fitalosiyanin) icerir [12]. Boya ligand afinite, reaktif boyalarin proteinlere segici ve geri
doniistimlii bir sekilde baglanabilme 6zelligine dayanir [12,13]. Cibacron Blue F3GA
(CB) boya ligandi ilk kez Sefadeks G-200 {izerine immobilize edilerek mayadan piruvat
kinazin saflastirilmasinda kullanilmistir [14]. Daha sonra bu yaklasim, CB immobilize
edilmis farkli adsorbanlarin kullanilmasi ile ¢ok sayida proteinin saflastirilmasinda
kullanilmistir [15,16,17]. Birgok boya ligandinin, 6zellikle de CB ve analoglarinin bazi
oksidorediiktazlar, fosfokinazlar ve ATPazlar ile etkilesimleri arastirilmigtir [18,19].
Elde edilen sonuglar, boya yapisindaki antrakinon ve benzen siilfonat halkalarinin
enzimlere baglanmada onemli oldugunu gostermistir. Yapilan g¢alismalar boyalarin
kinazlar ve dehidrojenazlar gibi niikleotid kofaktdrleri kullanan enzim ve proteinlere
daha secici bir sekilde baglandigini gostermektedir. Ancak CB, insan serum albumin
[20,21], lizozim [22] ve interferon [23] gibi diniikletid baglama bdolgeleri olmayan
proteinlere de yiiksek bir afinite ile baglanmaktadir. Boyalarin proteinlere baglanmasi
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler ile ya da daha spesifik bir sekilde ligand
baglanma bolgeleri ile “psedoafinite” etkilesimleri araciligi ile gerceklesmektedir.

Bu calismada, CB boyasinin ligand olarak kullanildig: bir afinite materyalinin bitkilerde
yiiksek bolluklu protein oldugu bilinen RuBisCO adsorpsiyonundaki etkinligi arastirildi.
Bu amagla, ilk olarak poli(hidroksietil metakrilat) [PHEMA] mikrokiireler sentezlendi.
PHEMA mikrokiireler CB boya ligandinin kovalent olarak baglanmasiyla modifiye
edilerek CB-PHEMA mikrokiireler hazirlandi. Hazirlanan CB-PHEMA mikrokiireler ile
sulu ¢ozeltiden RuBisCO adsorpsiyon g¢aligmalari yapildi. RuBisCO adsorpsiyonuna
boya ligand (CB) miktari, pH, baslangi¢ RuBisCO derisimi, temas siiresi ve sicakligin
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etkisi arastirildi. izotermal, kinetik ve termodinamik analizler ile adsorpsiyon olayinin
fizikokimyasal dogasi aydinlatildi. Ayrica, hazirlanan CB-PHEMA mikrokiirelerin
RuBisCO adsorpsiyonundaki tekrar kullanilabilirligi  incelendi. Maksimum
adsorpsiyonun gerceklestigi kosullarda, CB-PHEMA mikrokiirelerin 1spanaktan elde
protein karigimindan RuBisCO uzaklagtirma etkinligi sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) teknigi ile belirlendi.

2. Deneysel calismalar

2.1.Malzemeler

Ispanak RuBisCO enzimi (EC 4.1.1.39) ve Cibacron Blue F3GA (CB) Sigma
firmasindan temin edildi (St. Louis, USA). Hidroksietil metakrilat (HEMA) ve etilen
glikol dimetakrilat (EGDMA) Fluka firmasindan satin alindi. Azobisizobiitironitril
(AIBN) Merck firmasindan temin edildi. Askorbik asit, aseton, gliserol, hidroklorik asit,
izopropanol, polivinilpolipirolidon (PVPP), fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), pB-
merkaptoetanol, sodyum tetraborat, triklorasestik asit (TCA), Trizma® baz, Trizma®
hidrokloriir ve Brillant blue G Sigma firmasindan temin edildi (St. Louis, USA).
Protein boyasi, sigir serum albumin (BSA), sodyum dodesil siilfat (SDS), akrilamid/bis-
29:1, amonyum persiilfat (APS), tetrametiletilendiamin (TEMED), SDS-PAGE molekiil
agirh@ standartlart ve Tris/Glisin/SDS tamponu Bio-Rad firmasindan satin alindi
(California,USA). Deneylerde kullanilan ultra saf su Elga Flex3 (Veloia Water
Solutions & Technologies, France) saf su cihazi ile hazirlandu.

2.2. PHEMA mikrokiirelerin sentezi ve karakterizasyonu

PHEMA mikrokiireler silispansiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlendi [22].
Dispersiyon fazi, 50 mL saf su igerisinde 0,2 g polivinilalkoliin (PVA) ¢6ziinmesi ile
hazirlandi. Organik fazin hazirlanmasi i¢in; HEMA (4 mL) ve c¢apraz baglayici
EGDMA (4 mL), 8 mL toluen igerisinde ¢6ziildii ve 0,1 g AIBN (baslatici) karisimin
icerisine ilave edildi. Organik faz, sulu faz icerisinde dagitilarak 400 rpm karistirma
hizinda polimerizasyon reaktoriinde karigtirildi. Polimerizasyon karisimi  reaktor
igerisinde 65 °C ‘de 4 saat ve 80 °C’de 2 saat siire ile polimerlestirildi. Elde edilen
PHEMA mikrokiireler, etil alkol ve saf su ile yikanarak reaksiyona girmeyen
monomerler uzaklastirildi. Elde edilen mikrokiireler vakum etiiviinde 50 °C’de
kurutuldu. Optik profilometre (Zeta Instruments) analizleri ile PHEMA mikrokiirelerin
diizgiin kiireler seklinde oldugu tespit edildi. PHEMA mikrokiireler 53-106 um ¢ap
araliginda elenerek daha sonraki ¢aligmalarda kullanildi. Mikrokiirelerin kimyasal yap1
analizi i¢in Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR) (Perkin Elmer, Spectrum
100, USA) ve morfolojik analizi i¢in taramali elektron mikroskopisi (SEM) (CARL
ZEISS EVO 40) teknigi kullanildi.

2.3. CB-PHEMA mikrokiirelerin hazirlanmasi

4,0 g NaOH igeren 100 mL NaOH c¢ozeltisine CB boya ligandi eklendi. Ardindan 3,0 g
PHEMA mikrokiire ¢ozeltiye ilave edilerek 80 °C sicaklikta ¢alkalamali su banyosunda
4 saat karistirildi [22]. CB boya ligandi ile modifiye edilen PHEMA mikrokiireler
santrifiijlenerek (5000 rpm, 15 dakika) ortamdan ayrildi ve etanol ve saf su ile yikandu.
Uygulanan yontemde; CB derisimi 0,5-5,0 mg/mL araliginda degistirilerek farkli CB
iceriklerine sahip yedi farkli CB-PHEMA mikrokiire hazirlandi. Hazirlanan CB-
PHEMA mikrokiireler 50 °C sicaklikta etiivde kurutuldu. CB-PHEMA mikrokiirelerin
%N icerigi elementel analiz ile belirlendi (Leco, CHNS-932, USA). %N miktarlari
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kullanilarak PHEMA mikrokiirelere baglanan CB miktarlart mg CB/ g mikrokiire olarak
hesaplandi.

2.4. RuBisCO adsorpsiyonuna CB miktarinin etkisi

Farkli CB igeriklerine sahip CB-PHEMA mikrokiireler RuBisCO adsorpsiyonu i¢in
kullanildi. 0,05 g CB-PHEMA mikrokiire, 3 mL 0,3 mg/mL RuBisCO ¢o6zeltisine (pH
8,0, 0,1 M fosfat tamponu) ilave edilerek 200 rpm karistirma hizinda oda sicakliginda
24 saat Karistirildi. PHEMA mikrokiireler de ayni kosullar altinda RuBisCO
adsorpsiyonunda kullanildi. Adsorpsiyon 6ncesi ve sonrast RuBisCO ¢ozeltilerindeki
protein miktart 280 nm dalga boyunda absorbans ol¢timleri ile UV spektrofotometre
(Shimadzu, UV-1700) ile belirlendi. CB-PHEMA mikrokiireler {izerine adsorplanan
RuBisCO miktar1 Esitlik (1) kullanilarak hesaplandi.

Co—C)V
0 = [C-ov] 1)

m

Esitlik (1)’de; Q mikrokiireler {izerine adsorplanan RuBisCO miktar1 (mg RuBisCO/g
mikrokiire), Co ve C sirasiyla adsorpsiyon Oncesi ve sonrasi ¢ozeltideki RuBisCO
derigimi (mg/mL), V ¢bzeltinin hacmi (mL) ve m mikrokiire miktaridir (g).

2.5. pH etkisi

RuBisCO adsorpsiyonuna pH etkisinin arastirtlmasi i¢in, pH 5,5 ile 9,0 araliginda 0,1M
fosfat tamponlar1 (PB) kullanilarak hazirlanan RuBisCO ¢dzeltileri (3 mL, 0,15 mg/mL)
0,05 g CB-PHEMA mikrokiire ile oda sicakliginda 24 saat inkiibe edildi (Karistirma
hizi: 200 rpm). Farkli pH degerlerine sahip RuBisCO c¢ozeltilerinden adsorplanan
RuBisCO miktar1 Esitlik (1) kullanilarak hesaplandi.

2.6 Baslangi¢c RuBisCO derisiminin etkisi

RuBisCO adsorpsiyonuna baglangi¢ derisiminin etkisi 0,2 mg/mL-1,0 mg/mL RuBisCO
derisim araliginda incelendi (pH 6,0). Bu amagla, 0,05 g CB-PHEMA mikrokiire 3 mL
RuBisCO c¢ozeltisi ile oda sicakliginda 24 saat siire ile inkiibe edildi. Adsorpsiyon
calismalar1 ti¢ farkli sicaklikta (4°C, 22 °C ve 35°C) gergeklestirildi. PHEMA
mikrokiireler ile RuBisCO adsorpsiyonu ise ayni RuBisCO derisim araliginda (0,2
mg/mL-1,0 mg/mL) 22 °C’de gergeklestirildi. CB-PHEMA ve PHEMA mikrokiireler
tizerine adsorplanan RuBisCO miktar1 Esitlik (1) kullanilarak hesaplandi.

2.7. Temas siiresinin etkisi

Temas siiresinin adsorplanan RuBisCO miktarina etkisi ti¢ farkli sicaklikta (4°C, 22 °C
ve 35°C) arastirildi. Bu amagla; 30 mL RuBisCO ¢ozeltisi (0,8 mg/mL, pH 6,0), 0,5 g
CB-PHEMA mikrokiire ile inkiibe edildi. 24 saat siire ile belirli zaman araliklarinda
RuBisCO ¢ozeltisinden 6rnek alind1. Orneklerdeki RuBisCO derisimi spektrofotometrik
olarak belirlenerek CB-PHEMA mikrokiireler {izerine adsorplanan RuBisCO miktari
hesaplandi.

2.8. CB-PHEMA mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligi

CB-PHEMA mikrokiirelerin RuBisCO adsorpsiyonundaki tekrar kullanilabilirligini
arastirmak i¢cin RuBisCO adsorpsiyon/desorpsiyon dongiisii 6 kez tekrarlandi. CB-
PHEMA mikrokiireler (0,05 g), 3 mL 0,4 mg/mL RuBisCO ¢ozeltsi (pH 6,0) ile 24 saat
inkiibe edildi. Adsorpsiyon sonras1 CB-PHEMA mikrokiireler ortamdan ayrildi ve 0,1
M fosfat tamponu (pH 6,0) ile 3 kez yikandi. Desorpsiyon 1 M etilen glikol ¢ozeltisi (3
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mL) kullanilarak gergeklestirildi. Desorpsiyonun ardindan mikrokiireler fosfat tamponu
(pH 6.0) ile yikand1 ve ayn1 kosullarda tekrar RuBisCO adsorpsiyonunda kullanildi.

2.9. SDS-PAGE analizi

CB-PHEMA mikrokiirelerin RuBisCO adsorpsiyonundaki etkinligi SDS-PAGE
analizleri ile takip edildi. Bu amagla; saf RuBisCO igeren ¢ozeltiler ve 1spanak protein
ekstrakti kullanildi. Ispanak proteinlerinin ekstraksiyonu i¢in uygulanan yontemde;
1mM PMSF ve 1% B-merkaptoetanol (w/v) i¢eren borat tamponu (pH 6,0) ekstraksiyon
tamponu olarak kullanildi. Ispanak 6rnegi, ekstraksiyon tamponu ve PVPP; 1:3:0,35
oraninda karistirildi. Hazirlanan homojenat 90 dakika siire ile 4 °C’de santrifiijlendi
(26.000 g, BeckmanCoulter, Allegra 64R). Siipernatan sirasiyla 0,45 pm ve 0,22 pm
gozenek capina sahip PVDF filtreden gecirildi. Taze hazirlanmis protein ekstrakti (3
mL, pH 6,0) ve saf RuBisCO ¢ozeltisi (1 mg/mL, 3 mL, pH 6,0), 4 °C sicaklikta 24 saat
sire ile CB-PHEMA mikrokiireler ile inkiibe edildi. Ardindan mikrokiireler
santrifiijlenerek ortamdan ayrildi (5000 g, 30 dakika). CB-PHEMA ve PHEMA
mikrokiirelerin saf RuBisCO ¢o6zeltilerinden ve/veya ispanak protein ekstraktindan
RuBisCO adsorpsiyon etkinligi SDS-PAGE ile dikey jel sistemi (Biorad, Miniprotean 3
Cell, USA) kullanilarak arastirildi. Bu amacla, adsorpsiyon oncesi ve sonrasi saf
RuBisCO ¢ozeltilerinden ve 1spanak protein ekstraktindan alian protein 6rnekleri SDS-
PAGE jellere yiiklendi. Jele yliklenen 6rneklerdeki protein miktar1 Bradford metodu ile
belirlendi. Elektroforez isleminin ardindan jeldeki proteinler % 12 (v/v) TCA ile
sabitlendi ve protein bantlar1 Comassie Brillant Blue G-250 boyama ile gériintiilendi.

3. Sonugclar ve tartisma

3.1. Mikrokiirelerin kimyasal ve morfolojik ozellikleri

PHEMA mikrokiirelerin morfolojisi SEM ile karakterize edildi. Elde edilen SEM
fotograflar1 uygulanan siispansiyon polimerizasyonu teknigi ile kiiresel formda PHEMA
mikrokiirelerin basariyla sentezlendigini kanitladi (Sekil 1). SEM analizleri PHEMA
mikrokiirelerin piiriizlii bir yiizeye sahip oldugunu gdosterdi. Yiizey piiriizliigi, ylizey
alanini arttirdig1 icin adsorpsiyon kapasitesini olumlu yonde etkileyen bir parametredir.

20 ym Mag= 442X Signal A = SE1 Date :12 Aug 2016
WD = 14.0 mm EHT = 20.00 kV

Sekil 1. PHEMA mikrokiirelerin SEM fotografi.
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CB-PHEMA mikrokiireler, CB molekiillerinin PHEMA mikrokiirelere kovalent olarak
baglanmasi ile hazirland1 (Sekil 2). CB-PHEMA ve PHEMA mikrokiirelerin kimyasal
yapist FTIR analizi ile belirlendi. PHEMA mikrokiirelere ait FTIR spektrumunda; 1716
cm? ve 1146 cm? ‘de sirasiyla C=O ve C-O (ester) gerilme titresimlerine ait
absorpsiyon bandlar1 gdzlemlendi. 3200-3600 cm™ frekans aralifinda gdzlenen
absorpsiyon bandi hidroksil gruplarina (-OH) aittir. CB-PHEMA mikrokiirelere ait
FTIR spektrumunda 1022 cm™ frekans degerinde ortaya cikan absorpsiyon bandi,
PHEMA mikrokiirelere kovalent olarak baglanan CB molekiillerindeki S=O simetrik
gerilme titresimlerinden kaynaklandi. Ayrica, 849 cm™ and 897 cm™’de sirasiyla CB
molekiiliiniin primer ve sekonder amin gruplarina ait absorpsiyon bandlar1 gézlendi.
CB-PHEMA mikrokiirelere ait FTIR spektrumunda goézlenen ve CB molekiiliiniin
varhigindan kaynaklanan absorpsiyon bandlar1 kovalent modifikasyonun basariyla
gerceklestigini kanitladi.

CHa
H,C—C
CH.

OCH,CH,OH

A
LG
NH NH
SOH

PHEMA mikrokiireler Cibacron Blue F3GA (CB)

SOH

CB-PHEMA mikrokiireler

Sekil 2. PHEMA mikrokiirelerin CB ile modifikasyonunun sematik gosterimi.

PHEMA mikrokiirelerin modifikasyonunda kullanilan CB ¢d6zeltisinin derisimi 0,5 ile
5,0 mg/mL araliginda degistirilerek, degisen CB igeriklerine sahip yedi adet farkli CB-
PHEMA mikrokiire hazirlandi. Mikrokiirelerin CB igerikleri elementel analiz sonucu
belirlenen % N miktarlar1 kullanilarak hesaplandi ve CB-PHEMA mikrokiireler sulu
¢cozeltiden RuBisCO adsorpsiyonunda kullanildi. CB-PHEMA mikrokiirelerin CB
icerikleri 8,75 mg CB/g mikrokiire (0,5 mg/mL derisimde CB ¢ozeltisi ile hazirlanan)
ile 10,76 mg/ g mikrokiire (5,0 mg/mL derisimde CB ¢o6zeltsi ile hazirlanan) araliinda
degisti. Sekil 3’de CB igeriginin CB-PHEMA mikrokiirelerin RuBisCO adsorpsiyon
kapasitesine etkisi gosterildi. Elde edilen sonuglara gore; CB-PHEMA mikrokiireler
tizerine adsorplanan RuBisCO miktar1, artan CB igerigi ile artti. Maksimum RuBisCO
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adsorpsiyonu 3,5 mg/mL derisiminde CB kullanilarak hazirlanan (10,44 mg CB /g
mikrokiire) CB-PHEMA mikrokiireler ile elde edildi. Daha yiiksek CB igerigine sahip
CB-PHEMA mikrokiireler (10,76 mg CB/g mikrokiire) ile adsorplanan RuBisCO
miktar1 dikkate deger Olciide azaldi. Bu sonu¢; PHEMA mikrokiirelerin yiizeyine
immobilize edilen CB molekiillerinin miktar1 arttikca, CB molekiillerinin kendi
aralarindaki etkilesimin de arttigim1 ve bu nedenle adsorplanan protein miktarinin
azalmis olabilecegini diisiindiirdii. RuBisCO adsorpsiyon ¢aligmalar1 i¢in en yiiksek
RuBisCO adsorpsiyon kapasitesine sahip CB-PHEMA mikrokiireler (10,44 mg CB / g
polimer) kullanildu.
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c
&0 5
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= 9.98 mg/g
£ 4
= 10.76 mg/
76 m

g 8.93 mg/g g
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[=o]
=
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2
=
=
|
=
£
S
[
=
-

0

0 0.5 1 L5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

Cibacron Blue F3GA derisimi (mg/mlL)

Sekil 3. CB igeriginin CB-PHEMA mikrokiireler iizerine RuBisCO adsorpsiyonuna
etkisi (Baslangi¢ RuBisCO derisimi: 0,3 mg/mL; CB-PHEMA mikrokiire miktari: 0,05
g ; ¢Ozelti hacmi : 3 mL; pH: 8,0; sicaklik : 22 °C; adsorpsiyon siiresi : 24 saat).

3.2. Adsorpsiyon ¢alismalart
pH etkisi

Protein molekiillerinin ve/veya adsorbanin yiikiinii etkiledigi i¢in, ortamin pH degeri
adsorpsiyon ¢aligmalarinda 6nemli bir parametredir. RuBisCO proteini ve CB molekiilii
farkli pH degerlerinde farkli yiikler tasimaktadir. Ortamin pH degerinin CB-PHEMA
mikrokiireler iizerine adsorplanan RuBisCO miktarina etkisi Sekil 4’te gosterildi.
RuBisCO 5,5’ten daha kiigiik pH degerlerinde ¢6ziiniir olmadigi i¢in, adsorpsiyon
caligsmalar1 fosfat tamponlar1 (0,1 M) kullanilarak hazirlanan RuBisCO ¢ozeltileri ile pH
5,5-9,0 araliginda gergeklestirildi. Ayrica RuBisCO ¢6zeltilerine (pH 5,5-9,0) derisimi
0,1 M olacak sekilde NaCl eklenerek RuBisCO adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi
arastirildi.
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Sekil 4. pH degerinin CB-PHEMA mikrokiireler iizerine RuBisCO adsorpsiyonuna
etkisi (Baslangi¢ RuBisCO derigimi: 0,15 mg/mL; CB-PHEMA mikrokiire miktar1: 0,05
g ; ¢cozelti hacmi : 3 mL, sicaklik : 22 °C, adsorpsiyon siiresi : 24 saat).

Sekil 4’te goriildiigii gibi ortamin pH degeri arttikga adsorplanan RuBisCO miktar1
dikkate deger 6l¢iide azaldi. RuBisCO’nun izoelektrik noktasi (pl) 5,5-6,0’dir [24] ve
izoelektrik noktada RuBisCO proteininin net yiikii sifirdir. 6,0’dan biiyik pH
degerlerinde ise RuBisCO net bir negatif yiike sahiptir. CB molekiilleri de yapisinda yer
alan siilfonat gruplar1 nedeniyle negatif yiike sahiptir. Dolayisiyla, pH 5,5 ile 9,0
arasinda negatif yiik tastyan CB ve RuBisCO arasinda elektrostatik bir itme soz
konusudur. Bu nedenle, pH arttikca CB-PHEMA mikrokiireler iizerine adsorplanan
RuBisCO miktarinin azaldig1 diistiniilmektedir. RuBisCO c¢ozeltilerine NaCl ilave
edilmesi ile tim pH degerlerinde adsorplanan RuBisCO miktarinda bir miktar artis
g6zlendi. Bu sonug, Na* iyonlarinin CB ve RuBisCO molekiillerinde bulunan negatif
yikli gruplara baglanarak negatif yik yogunlugunu azalttifini ve dolayisiyla
elektrostatik itmenin azalmasi ile adsorplanan RuBisCO miktarinin artmasina neden
oldugunu diistindiirdii. Bu kosullarda CB ve RuBisCO molekiilleri arasinda hidrofobik
etkilesimler ve Van der Waals etkilesimlerinin daha etkin hale gelecegi agiktir.

Baslangi¢ RuBisCO derisiminin etkisi

Baslangi¢c RuBisCO derisiminin CB-PHEMA mikrokiirelere RuBisCO adsorpsiyonuna
etkisi, 0,2 mg/mL-1,0 mg/mL RuBisCO derisim araliginda ve ti¢ farkli sicaklikta (4°C,
22 °C ve 35 °C) incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil 5’te verildi. Baslangi¢ RuBisCO
derisiminin artmasiyla adsorplanan RuBisCO miktar1 arttr. 1,0 mg/mL (pH 6,0)
baslangic RuBisCO derisiminde CB-PHEMA mikrokiireler iizerine adsorplanan
RuBisCO miktari, 4 °C, 22 °C ve 35 °C sicakliklarda sirasiyla 28,79 mg/g, 33,59 mg/g
ve 37,54 mg/g olarak belirlendi.
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Sekil 5. Baslangic RuBisCO derisiminin CB-PHEMA mikrokiireler tizerine RuBisCO
adsorpsiyonuna etkisi (CB-PHEMA mikrokiire miktari: 0,05 g ; ¢dzelti hacmi :3 mL,
pH: 6,0, adsorpsiyon siiresi : 24 saat).

PHEMA mikrokiireler de ayni RuBisCO derisim araliginda (0,2 mg/mL-1,0 mg/mL)
22°C sicaklikta RuBisCO adsorpsiyonu i¢in kullanildi. PHEMA mikrokiireler iizerine
adsorplanan RuBisCO miktar1 belirlenerek, 22°C sicaklikta CB-PHEMA mikrokiireler
tizerine adsorplanan RuBisCO miktar1 ile karsilastirildi (Sekil 6). 0,2 mg/mL ile 1,0
mg/mL derisim araliginda PHEMA mikrokiireler {izerine adsorplanan RuBisCO
miktari, tim baslangi¢ derisimleri icin CB-PHEMA mikrokiireler {izerine adsorplanan
RuBisCO miktarindan disiiktiir. 22°C sicaklikta ve 1,0 mg/mL RuBisCO derisiminde
adsorplanan RuBisCO miktari, PHEMA ve CB-PHEMA mikrokiireler i¢in sirasiyla
13,65 mg/g ve 33,59 mg/g olarak belirlendi. Bu sonug, CB ile RuBisCO proteini
arasinda elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, Van der Waals etkilesimleri ve
hidrofobik etkilesimlerin ortak etkisinden kaynaklanan spesifik bir etkilesim oldugunu
agikca kanitladi.
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Sekil 6. Baslangi¢c RuBisCO derisiminin PHEMA ve CB-PHEMA mikrokiireler iizerine
RuBisCO adsorpsiyonuna etkisi (CB-PHEMA ve PHEMA mikrokiire miktari: 0,05 g ;
¢ozelti hacmi :3 mL, pH: 6,0, sicaklik: 22 °C; adsorpsiyon siiresi : 24 saat).
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Temas siiresinin etkisi

Temas siiresinin adsorplanan CB-PHEMA mikrokiirelere adsorplanan RuBisCO
miktarma etkisi ti¢ farkli sicaklikta (4°C, 22 °C ve 35°C) arastirildi. Adsorplanan
RuBisCO miktar1 yaklasik 180 dakikada denge degerine ulasti (Sekil 7). Bu sonug
adsorpsiyonun oldukca hizli gergeklestigini gosterdi. Adsorplanan RuBisCO miktari
yiikselen sicaklik degeri ile artti. Adsorplanan RuBisCO miktar1 4 °C, 22 °C ve 35 °C
sicaklik igin sirasiyla 25,23 mg/g, 29,15 mg/g ve 32,35 mg/g olarak belirlendi. Elde
edilen sonuglar CB-PHEMA mikrokiirelere RuBisCO adsorpsiyonunun endotermik
oldugunu gosterdi.

35

Adsorplanan RuBisCO miktar1 (mg
/g polimer)

10 —|-22C
5 | —4—35C
0 T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zaman (dk)

Sekil 7. Temas siiresinin CB-PHEMA mikrokiireler iizerine RuBisCO adsorpsiyonuna
etkisi (Baslangi¢ RubisCO derigimi: 0,8 mg/mL, CB-PHEMA mikrokiire miktari: 0,5 g
; ¢ozelti hacmi :30 mL, pH: 6,0, adsorpsiyon siiresi : 24 saat).

3.3. Izotermal, kinetik ve termodinamik analizler

Adsorpsiyon mekanizmasinin aydinlatilmasinda adsorpsiyon verilerinin Kinetik ve
izoterm modellere uygunlugunun arastirilmasi biiyiik bir 6neme sahiptir. Kinetik,
izoterm ve termodinamik parametrelerin belirlenmesi ile analit ve adsorban arasindaki
etkilesimin kuvveti belirlenebilir. Ayrica, entalpi degisimi (4AH"), entropi degisimi (45°),
ve serbest enerji degisimi (A4G") degerleri ile sirasityla adsorpsiyon prosesinin dogasi,
adsorpsiyon sisteminin diizensizligi ve adsorpsiyonun kendiginden gerceklesebilirligi
ongoriilebilir. CB-PHEMA mikrokiireler {izerine RuBisCO adsorpsiyonu i¢in ii¢ farkli
sicaklikta elde edilen adsorpsiyon verileri kullanilarak izotermal, kinetik ve
termodinamik analizler yapildi.

0,2 mg/mL ile 1,0 mg/mL RuBisCO derisim araliginda ti¢ farkli sicaklikta (4 °C, 25°C
ve 35 °C) elde edilen adsorpsiyon verilerinin Langmuir, Freundlich ve Dubinin—
Radushkevich (DR) izoterm modellerine uygunlugu arastirildi. Langmuir izoterm
modeline gore; adsorpsiyon tek tabakali, adsorban yiizeyi homojen ve adsorban
yilizeyindeki baglanma bolgeleri es enerjilidir. Langmuir izoterminin dogrusal denklemi
Esitlik (2)’deki gibidir [25].
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Ce 1 Ce
de QLKL QL

)

Esitlik (2)’de; C, cozeltideki denge RuBisCO derisimini (mg/L); g, denge aninda
adsorplanan RuBisCO miktarin1 (mg/g); @, ylizeydeki tek tabakali adsorpsiyon i¢in
maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/g) ve K; baglanma bdlgelerinin afinitesiyle
ilgili Langmuir denge sabitini (L/mg) ifade etmektedir.

Freundlich izoterm modeli, heterojen baglanma bolgeleri igeren adsorbanlarda
adsorpsiyon prosesini agiklamak i¢in kullanilmaktadir [26]. Freundlich izoterm
modelinde baglanma bdlgeleri es enerjili degildir. Ayrica adsorbat molekiilleri arasinda
etkilesim miimkiindiir. Freundlich izoterm modeli Esitlik (3)’te verilen denklem ile
ifade edilir.

1
Inq, = InKy + ;lnCe (3)

Esitlik (3)’te; K; Freundlich denge sabitini [(mg/g)(L/mg)""], C, ¢bzeltideki denge
adsorbat derisimini (mg/L), g, denge aninda adsorplanan adsorbat miktarini (mg/g) ve n
Freundlich sabitini (birimsiz) ifade etmektedir. Langmuir ve Freundlich izoterm
modelleri siklikla kullanilmasina ragmen adsorpsiyon mekanizmasini agiklayamaz.
Dubinin-Radushkevich (DR) izoterm modeli adsorpsiyon serbest enerjisini hesaplamak
icin kullanilir. DR izoterm modeline ait denklem Esitlik (4) ‘teki gibidir [27].

InQ, = InQpg — Kpr€? (4)
Esitlik (4)’te; Q. g mikrokiire basina adsorplanan mg RuBisCO miktarin1 (mg/g), Qpr
maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/g), K,z DR sabitini (mol?/J?) ve € ise Polanyi
potansiyelini (J/mol) ifade etmektedir.

Polanyi potansiyeli Esitlik (5) kullanilarak hesaplanmaktadir.
e =RTin(1+—) (5)

Esitlik (5)’te; R gaz sabitini (J/mol K), T ¢ozelti sicakligini (K), C, ise ¢ozeltideki denge
RuBisCO derisimini (mg/L) ifade etmektedir.

Adsorpsiyon serbest enerjisi Ef, ise Esitlik (6) yardimiyla hesaplanmaktadir.

1

Efe = J=2Kpr (6)

CB-PHEMA mikrokiirelere RuBisCO adsorpsiyonu icin belirlenen Langmuir ve
Freundlich izoterm wverileri Tablo 1’de Ozetlendi. 4°C, 22°C ve 35°C sicaklikta;
Freundlich izoterm modeli i¢in elde edilen korelasyon katsayilari, Langmuir izoterm
modeli i¢in elde edilen korelasyon katsayilarindan daha yiiksektir. Bu nedenle, CB-
HEMA mikrokiireler iizerine RuBisCO adsorpsiyonu Freundlich izoterm modeline
uygundur. RuBisCO adsorpsiyonu heterojen baglanma bolgelerinde ¢ok tabakali olarak
gerceklesmekte ve heterojen yiizey tizerinde adsorpsiyon 1sis1 ve ilgisi (afinitesi) esit
dagilmamaktadir. DR izoterminden hesaplanan Ef, degerleri, 4°C igin 3,790 kJ/mol,
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22°C i¢in 3,750 kJ/mol ve 35°C igin 3,900 kJ/mol’diir (Tablo 1). E¢. degerlerinin 8
kJ/mol’den kiiciikk olmasi CB-PHEMA mikrokiirelere RuBisCO adsorpsiyonunun
fiziksel adsorpsiyon oldugunu gosterdi [28].

Tablo 1. CB-PHEMA mikrokiirelere RuBisCO adsorpsiyonuna ait izoterm
parametreleri.

Langmuir izoterm modeli

Sicaklik (K) 277 295 308
Qdeneysel (mg/g) 28,79 33,59 37,54
QL (mg/g) 57,8 83,3 208,3
KL (L/mg) 2,403 1,690 0,530
R? 0,9308 0,8983 0,8034
Freundlich izoterm modeli

Sicaklik (K) 277 295 308
Kr(mg/g)(L/mg)¥/n 54,61 71,03 83,21
n 1,453 1,297 1,112
R? 0,9949 0,9896 0,9975
DR izoterm modeli

Sicaklik (K) 277 295 308
Q deneysel(ma/qg) 28,79 33,59 37,54
Qpb-r (Myg/Q) 34,63 43,80 49,20
Kb-r X108(mol?/J?) 3,490 3,560 3,290
E (kJ/mol) 3,790 3,750 3,900
R? 0,9565 0,9707 0,9743

Kinetik ¢alismalar 4 °C, 22° C ve 35 °C sicaklikta gergeklestirldi. Sicakligin 4°C’den
35°C’ye yiikselmesi ile CB-PHEMA mikrokiirelere adsoplanan RuBisCO miktarinin
artmasi, adsorpsiyonun endotermik oldugunu gosterdi. 0,8 mg/mL baglangic RuBisCO
derisiminde ti¢ fakli sicaklikta elde edilen adsorpsiyon verilerinin yalanci-birinci derece
[29] ve yalanci-ikinci derece [30] kinetik modele uygunlugu arastirildi. Kinetik
modellere ait denklemler sirasiyla Esitlik (7) ve Esitlik (8)’deki gibidir.

Yalanci birinci derece log(q. — q¢) = logq, — 2303 (7)
t 1

1
Yalanci ikinci derece — = >+ —t (8)
qt k2qe de

Esitlik (7) ve Esitlik (8)’de; k, (1/dk) ve k, ((g/mg)/dK) sirasiyla yalanci-birinci derece
ve yalanci-ikinci derece adsorpsiyon hiz sabitini, t zaman1 (dk), 0, ve 0, ise sirasiyla

dengede ve herhangi bir t (dk) aninda adsorplanan RuBisCO miktarini1 (mg/g) ifade
etmektedir. Esitlik (7) ve Esitlik (8) kullanilarak hesaplanan kinetik parametreler Tablo
2’de gosterildi. Yalanci-ikinci derece model i¢in elde edilen korelasyon katsayisi
degerlerinin daha biiyiik olmas1 (>0.9989) ve deneysel olarak elde edilen g, (deneysel)
degerlerinin ¢alisilan tiim sicakliklarda hesaplanan q, degerlerine yakin olmasi,
RuBisCO adsorpsiyon prosesinin yalanci-ikinci derece kinetik modele uygun oldugunu
gosterdi.
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Tablo 2. CB-PHEMA mikrokiirelere RuBisCO adsorpsiyonuna ait Kinetik parametreler.

Yalanci-birinci derece Kinetik model

Sicaklik (K) 277 295 308
Qe deneysel (MQ/Q) 25,24 29,15 32,36
ge(mg/g) 7,948 9,867 11,860
k1 (1/dk) 0,0053 0,0032 0,0035
R? 0,9195 0,8771 0,9161
Yalanci-ikinci derece kinetik model

Sicaklik (K) 277 286 298
e deneysel (MQ/Q) 25,24 29,15 32,36
ge (Mg/g) 25,32 29,30 32,60
k2 x 10° ((g/mg)/dK) 2,91 1,67 1,37
R? 0,9998 0,9999 0,9989

CB-PHEMA  mikrokiirelere RuBisCO adsorpsiyonuna iliskin  termodinamik
parametreler; Gibbs serbest enerji degisimi (AG"), entalpi degisimi (AH") ve entropi
degisimi (4S°) Van’t Hoff esitligi kullanilarak hesaplandi.

AS° AH® 1
InK =———(3) ©)
AG® = AH’ — TAS® (10)

Gibbs serbest enerji degisimi (AG") degerleri; 4°C, 22°C ve 35 °C sicaklik i¢in sirasiyla
-9,22 kj/mol, -10,44 kJ/mol ve -11,33 kJ/mol olarak belirlendi. Negatif AG" degerleri
CB-PHEMA mikrokiirelere RuBisCO adsorpsiyonunun kendiliginden gergeklestigini
gosterdi. Ayrica, AG’ degerlerinin artan sicaklik ile azalmasi RuBisCO
adsorpsiyonunun yiiksek sicakliklarda daha istemli oldugunu kanitladi. Entalpi degisimi
(AH") +9,661 kJ/mol olarak hesaplandi ve RubisCO adsorpsiyonunun endotermik
dogasim1 kanitladi. Entropi degisimi (4S°), +68,14 J/mol.K, RuBisCO adsorpsiyon
prosesi sirasinda sistemin diizensizliginin arttigin1 gosterdi.

3.4. CB-PHEMA mikrokiirelerin tekrar kullanimi

CB-PHEMA mikrokiireler RuBisCO adsorpsiyonunda 6 kez tekrar kullanildi. Tekrar
kullanim sirasinda; CB-PHEMA mikrokiirelere adsorplanan RuBisCO miktar1 sirasiyla
15,33; 15,28; 15,30; 15,32; 15,30 ve 15,29 mg/g olarak belirlendi. Desorpsiyon ajani
olarak 1M etilen glikol ¢ozeltisi kullanildi. Elde edilen sonucglara gore; CB-PHEMA
mikrokiiler RuBisCO adsorpsiyon kapasitesinde belirgin bir azalma olmaksin tekrar
tekrar kullanilabilmektedir.

3.5. Ispanak protein ekstraktindan RuBisCO adsorpsiyonu

CB-PHEMA mikrokiireler ile RuBisCO adsorpsiyonu SDS-PAGE analizleri ile takip
edildi. Bu amagla; saf RuBisCO igeren ¢ozeltiler (1 mg/mL, 3 mL, pH 6,0) ve ispanak
protein ekstrakti (3 mL, pH 6,0) mikrokiireler (CB-PHEMA ve/veya PHEMA) ile
muamele edildi. Adsorpsiyon dncesi ve sonrast ortamdan alinan protein drnekleri SDS-
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PAGE ile analiz edildi. Sekil 8 (a)’da; adsorpsiyon Oncesi (1) ve adsorpsiyon sonrasi
(2,3,4) saf RuBisCO ¢ozeltilerinden alinan protein 6rneklerinin SDS-PAGE analizi ile
elde  edilen  protein  bantlart  goriilmektedir. ~ Adsorpsiyon  ¢alismalari;
0,259, 0,59 ve 1,0 g CB-PHEMA mikrokiire kullanilarak gergeklestirildi. SDS-PAGE
jelde 55 kDa ve 15 kDa molekiil agirliginda olmak tiizere iki bant gozlendi.
RuBisCO’nun bitki yapraklarindaki toplam ¢oziiniir proteinlerin %50 sini olusturdugu
tahmin edilmektedir [31]. RuBisCO kloroplastlarin stromasinda bulunur ve bitki tiiriine
gore kloroplast proteinlerinin %15-50 sini olusturur [32]. Yiiksek bitkiler, algler ve
siyanobakterilerde RuBisCO iki farkli alt birimin sekiz adet kopyasindan olusur (Form |
RuBisCO). Biiyiik alt birim 55 kDa ve kiigiik alt birim ise 15 kDa molekiil agirligina
sahiptir [33]. CB-PHEMA mikrokiireler ile saf RuBisCO ¢ozeltilerinden adsorpsiyon
sonrasinda protein bantlarinin  yogunlugunun azaldigi ve bant yogunluklarindaki
azaligin, artan CB-PHEMA miktari ile arttig1 belirlendi.

CB-PHEMA CB-PHEMA PHEMA
1 2 3 +4 1 2 1 2
SSKDA we s

5SS kDawe-

15kDa=- 28 15 KDa me-
(a) Saf RubisCO (b) Ispanak protein ekstrakt

Sekil 8. Saf RuBisCO c¢ozeltilerine ve 1spanak protein ekstraktina ait SDS-PAGE jeller:
(a) adsorpsiyon oncesi (1) ve 0,259 (2),0,59 (3) ve 1,0 g (4) CB-HEMA mikrokiire
ile adsorpsiyon sonrast RuBisCO ¢ozeltisinden alinan protein 6rneklerine (b)
adsorpsiyon 6ncesi (1) ve 0,5 g (2) CB-HEMA/PHEMA mikrokiire ile adsorpsiyon
sonrasi 1spanak protein ekstraktindan alinan protein 6rneklerine aittir.

Ispanak protein ekstrakti ise; 0,5 g CB-PHEMA ve 0,5 g PHEMA mikrokiire ile
muamele edildi. Adsorpsiyon 6ncesi ve sonrasi 1spanak protein ekstrakti 6rnekleri SDS-
PAGE jelde yiiriitiildii. Sekil 8 (b)’de adsorpsiyon oncesi (1) ve adsorpsiyon sonrasi (2)
protein ekstraktindan alinan protein orneklerinin SDS-PAGE jel goriintiileri verildi.
Adsorpsiyon Oncesi 1spanak protein ekstraktina ait SDS-PAGE jeller incelendiginde
(Sira 1); ekstrakt igerisinde farkli molekiil agirligina sahip ¢ok sayida proteinin oldugu,
ancak 55 kDa ve 15 kDa molekiil agirligindaki protein bant yogunluklarinin RuBisCO
varligi nedeniyle olduk¢a yiiksek oldugu goriildi. CB-PHEMA mikrokiireler ile
adsorpsiyon sonrasinda (Sira 2), 55 kDa ve 15 kDa molekiil agirligindaki bant
yogunluklarmin dikkate deger oOlgiide azaldigi, ancak PHEMA mikrokiireler ile
muamele edilen protein 6rneklerine (adsorpsiyon sonrasi) ait SDS-PAGE jelde (Sira 2);
aynt molekiil agirliklarindaki protein bant yogunluklarinda belirgin bir azalmanin
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olmadig: tespit edildi. Bu sonug, CB molekiilleri ile RuBisCO arasinda spesifik bir
etkilesim oldugunu agik bir sekilde kanitladi. Hayvansal ve bitkisel hiicrelerde
biyobelirte¢ olarak kullanilan reseptdr ve/veya sinyal/diizenleyici proteinler genellikle
nispeten diisiik bollukta bulunmakta ve bu proteinler yiiksek bollukta bulunan proteinler
tarafindan maskelenmektedir [10, 34, 35]. Bitki proteom calismalarinda, fotosentetik
bitki dokularinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek fonksiyonel proteinlerin
saptanmasinda RuBisCO ¢ok 6nemli bir sinirlayict proteindir [10]. Bu ¢alismada elde
edilen sonuglar, fotosentetik bitki dokularinda yiiksek bollukta bulunan RuBisCO
proteininin uzaklastirilmasinda kullanilabilecek alternatif bir yontemin gelistirilebilmesi
icin iimit vadetmektedir. Ote yandan, CB-PHEMA ile muamale edilmis 1spanak
proteinlerinin yiriitiildiigii jelde, adsorpsiyon oncesi gozlemlenen ¢ok sayida farkl
proteinin bandinin da yogunluklarinin azaldig: tespit edilmistir. Bu sonug, CB-PHEMA
mikrokiirelerin ~ RuBisSCO  yaninda  baska  proteinleride  adsorplamasindan
kaynaklanmaktadir. Iimmunafinite tekniginde de; ligand olarak kullanilan antikorlarin
yiiksek seciciliklerine ragmen, hedef protein yaninda ¢ok sayida protein immun afinite
kolonlarna adsorplanmaktadir. Insan albiimin antikorlar1 igeren immumafinite kolon
kullanilarak insan plazmasindan albumin uzaklastirildiginda, albumin ile birlikte 32
adet farkli proteinin kolona adsorplandigi belirlenmistir [36]. Ayni ¢alismada, CB boya
ligand: igeren ticari bir kolon ile insan plazmasindan albumin uzaklastirilmis ve albumin
ile birlikte 60 adet farkli proteinin kolona adsorplandigi tespit edilmistir. Bu nedenle
ileride yapilacak ¢alismalarda; CB-PHEMA mikrokiireler ile RuBisCO adsorpsiyonu
sirasinda 1spanak protein ekstraktindan RuBisCO ile birlikte adsorplanan proteinlerin,
2D jel elektroforezi ve LC/MS/MS ¢alismalari ile belirlenmesi uygun olacaktir.
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