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Oz

Bu galismada, protein saflastirilmasina yardimci olacak
yeni poly(HEMA-co-GMA) veya pHEMA-GMA destek
kat1 yapilart hazirlandi. Hazirlanan pHEMA-GMA yap1
malzemelerin yilizeyi IDA ve NTA gibi farkli fonksiyonel
gruplarin baglanmasi ile modifiye edildi. Modifiye edilen
kriyojel yapilarindan nikel (Ni II) metal iyonu gegirildi. Ni
metali ile selatlanan monolitik kriyojel yapis1 SEM ve FT-
IR ile karakterize edildi. Metal selatli kriyojel yapilarin
GFP floresan protein baglama caligmalar1 UV-vis ve
floresan spektrofotometresi ile yapildi. Bu kriyojellerin
UV-vis ve floresan spektrofotometresi ile %45 ve %75
oraninda protein bagladiklar tespit edildi. Ve bu sonuglar
SDS PAGE yontemi ile gorsellestirilerek desteklendi.

Anahtar kelimeler: p(HEMA-GMA), SDS page, Nikel,
IDA, NTA

1 Giris

Adsorpsiyon protein molekiiliiniin kalitesini 6nemli
derece etkileyen bir faktdrdiir. Bu nedenle protein
molekiillerinin ~ adsorpsiyonu son yillarda biyoloji,
biyoteknoloji, biyokimya, biyomiihendislik ve ¢evre bilimi
gibi bircok alanda 6nemli rol oynamaktadir [1]. Protein
adsorpsiyonunda kullanilabilecek malzemelerin yeniden
kullanilmast hem maddi hem de zaman bakimindan oldukga
kolaylik saglayacaktir. Adsorpsiyon islemlerinde kolon
dolgu malzemeleri oldukea ilgi gérmektedir. Basta proteinler
olmak iizere biyolojik molekiillerin ayrilmasinda yaygin
olarak kullanilan kolon dolgu malzemeleri, tekrar tekrar
kullanilabilirligi basta olmak iizere bircok avantaj
saglamaktadir [2,3]. Protein saflagtirma genel olarak tiim
organizmadan, dokulardan, genellikle hiicrelerden veya
birka¢g proteinden miitesekkil kompleks c¢ozeltilerden
istenilen polipeptidin izole edilerek elde edilmesi islemlerine
verilen isimdir.

Proteinlerin ayrilmasi ve saflagtirilmasinda bugiin birgok
farkli gelismis teknik tercih edilmektedir. Bu tekniklerin tek
bagina veya birbiri ile baglantili olarak birka¢inin birlikte
kombine bir sekilde kullanilmasi ile hedeflenen proteini saf
halde elde etmek mimkiindir [4]. Kromatografinin
proteinlerin  saflagtirilmast  i¢in  kullanimi  1960’larda
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baglamistir. Daha Oncesinde proteinleri bulunduklari
ortamdan ayirabilmek icin kiiciik partikillii sistemler
kullanilmugtir [5]. Bu alanda en ¢ok tercih edilen ayirma ve
saflagtirma yontemi afinite kromatografisidir. Afinite
kromatografisi biyoafinite, immunoafinite, DNA afinitesi,
lektin afinitesi, boronat afinitesi, biyomimetik afinite ve
metal iyonu afinitesi gibi ¢esitli alt dallara ayrilmaktadir
[6,7]. Afinite kromatografisi igin yapisinda hem metal
selatlagtirict ajan hem de kriyojel yapiminda kullanilacak
yeni monomerler ilgi gormektedir [8, 9].

Kriyojel yapiminda kullanilacak monomerler ile protein
yapilar1 lizerinde bulunan imidazol halkalar1 arasinda giiglii
bir koordinasyon olusturulabilmesi hedeflenmis ve basarilt
sonuglar almmustir [10, 11, 12]. Bu ¢aligmalar 1s181nda etkili
bir ayirma yapmas igin kolon malzemeleri Pb%*, Co?*, Cu?*
ve Ni?* gibi farkli gecis metali ile uygun sartlarda
selatlandirilip yeni immobilize metal afinite kolonlar
hazirlanmaktadir [13]. Ardindan hedef protein kolonlara
yiiklenmekte ve farkli tamponlarin hareketli faz olarak
kullanilmasi ile saflastirma islemleri gerceklestirilmektedir
[14]. Kriyojel esasli malzemeler sahip olduklari biiyiik
gozenek c¢aplarindan (genelde 10-200 um) dolay: diisiik geri
basing ve direng (kiitle transferine karsi) gdsterme gibi
avantajlart olmasina ragmen, bu durum proteinlere karsi
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diistik kapasite sergileme gibi bir dezavantaja yol agmaktadir
[15, 16]. Kolonlarin ayirma yetenekleri, son zamanlarda en
popiiler proteinlerden biri olan yesil floresan proteine (GFP)
kars1 aragtirilmaktadir.

Yesil floresan protein (GFP), mavi ila ultraviyole
araliginda 1s18a maruz kaldiginda parlak yesil floresan
sergileyen 238 amino asitten (26,9 kDa) olusan bir
proteindir. Yesil renkte parlayan benzer proteinler bircok
deniz organizmasinda bulunur [14]. GFP, hayvanlara veya
diger tiirlere transgenik tekniklerle aktarilabilir ve aktarildig:
genomlarda ve yavrularinin genomunda tutulabilir. Bugiine
kadar GFP, insan hiicreleri dahil olmak lizere bakteriler,
mayalar, mantarlar, baliklar ve memeliler dahil olmak iizere
birgok tiirde ifade edilmistir [11].

Bu ¢aligmada, poliHEMA-GMA) monomerler yiizeyleri
aktiflestirilmek i¢in IDA ve NTA ile modifiye edildi.
Modifiye edilen kriyojel yapilardan Ni metali gegirilerek
selatlanma iglemi gergeklestirildi. GFP'nin adsorpsiyonu ve
saflagtirilmasi i¢in bu metal gelatli yapilar ilk kez kullanildi.
Ilk kez kullanilan bu yapilar igin adsorpsiyon kosullari
saglanarak  metal  gruplar1  {izerindeki  baglanma
mekanizmalar1  degerlendirildi.  GFP'nin  baslangig
konsantrasyonundaki adsorpsiyon dengesi, bir dizi toplu
deneyde elde edildi. Deneysel veriler, farkli adsorpsiyon
modelleri agisindan analiz edilerek degerlendirildi. Son
olarak, GFP'nin saflastirilmast uv, floresan
spektrofotometresi ve SDS PAGE ile belirlendi.

2 Materyal ve metot

2.1 Materyal

2-hidroksietil metakrilat (HEMA), Glisidil metakrilat
(GMA), Nikel metali, Immino diasetik asit (IDA) ve
Nitrilotriasetik asit (NTA) Merck ve Sigma’dan temin edildi.

2.2 Yontem
2.2.1 Metal immobilize monolitik kriyojellerin
hazirlanmasi

1,3 ml HEMA ve 100 pl GMA ile 0,283 g MBAAm 10
ml suda birbirine karistirilarak ¢dziindiiriildii. Uzerine 20 mg
APS ve ardindan 25 pl TEMED eklendi. Reaksiyon 1 dk
karistirildi. Elde edilen karisim hemen plastik bir siringaya
alind1 (Havasiz sekilde). Karigim -12 0 C’de 24 saat inkiibe
edildi. 24 saatin sonunda -12 0 C den alinan kriyojeller 2 saat
oda sicakliginda bekletildi [17]. Reaksiyona girmeyen
monomerleri ve baglaticilart uzaklastirilmak i¢in elde edilen
kriyojeller 200 ml su ile 3 kez yikandi. Selatlama maddesi
IDA’nin kovalent imbolilizasyonu 6 saat boyunca 75 0 C’de
peristaltik bir pompa yardimiyla kriyojelden 50 ml IDA
soliisyonu gegirilerek gergeklestirildi. Reaksiyona girmemis
IDA %5’lik asetik asit soliisyonu ve su ile ard arda yikandi.
Elde edilen IDA ve NTA immobilize kriyojellerine Ni metali
ile selatlanma iglemi uygulandi. Sirasiyla IDA- ve NTA-
kriyojele Ni2+ iyonlar1 yiiklendi. Ni selatasyonu 2 saat
boyunca 25 oC de peristatik pompa kullanilarak kriyojelden
100 ml Ni(II) soliisyonu gegirilerek gergeklestirildi [8].

2.2.2 Hazirlanan kriyojellerin karakterizasyonu
2.2.2.1 Taramali elektron mikroskobu (SEM)

IDA ve NTA ile modifiye edilmis pHEMA-GMA
kriyojellerin morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile incelendi. SEM goriintiileri alinacak kriyojel
numuneleri oncelikle 5 nm Au ile kaplandi. Kaplanan
kriyojeller yaklastk 1 mikron mesafeden SEM ile
goriintiilenerek rapor edildi [17].

2.2.2.2  Fourier déniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-
IR)

Kolon dolgu maddesi olarak hazirlanan dort farkl
kriyojel yapist ve bu kriyojel yapilarindan protein gegirilen
yapilarin FT-IR sonuglari, Fourier doniisiimii kizilGtesi
spektroskopik (FT-IR) teknikler ile analiz edildi. FT-IR
spektroskopisi, protein molekiiliinii ve farkli kriyojel yapilari
arasindaki olasi etkilesimlerini kanitlamak igin 4000-400
cm? arasinda taramalar gdzden gegirildi ve elde edilen
spektrumlar rapor edildi [16].

2.2.3  Adsorpsiyon ve floresan ¢alismalari

Calisma kapsaminda hazirlanan kriyojel kolonlarin
kromatografik uygulamalar1 proteinlerin ayrilmasinda ve
saflagtirilmasinda kullanilan adsorpsiyon tekniklerinden
yararlanilarak  yapildi  [18]. Segilen kolon dolgu
malzemesinin protein baglama verimliligi incelendi.
Oncelikle immobilize metal kriyojel kolonu; uygun ¢aplarda
kesilerek 20 mM fosfat, 50 mM NaCl pH:8 tamponu ile
yikanarak denge haline getirildikten sonra derisik 20 mL
GFP (25 pL) igeren ¢ozeltiye ilave edilerek oda sicakliginda
ve bir saat sireyle 175 rpm etkilestirildi. UV-Vis
spektrofotometresinde (Shimadzu UV 1800) adsorpsiyon
oncesinde ve sonrasinda 476 nm dalga boyunda olgiilen
GFP’ye ait absorbans degerleri kullanilarak tutunan protein
miktart tespit edildi. Ayrica kolondan gegirilen GFP proteini
UV ve giin 1g181nda goriintiilenerek kaydedildi [4, 19, 20].

Ayrica; IDA, NTA ve bunlarin metal gelath kriyojellerini
igeren kolonlardan gegirilen GFP floresan proteinin floresan
yogunlugu floresan spektrofotometresi (Hitachi F-7100)
kullanilarak 6l¢iildi.

2.2.4 Sodium dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi
(SDS-PAGE)

SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel
Elektroforez), proteinlerin molekiiler kiitlelerine gore
ayrimina izin veren bir yontemdir. Ayn1 zamanda matriks
olarak bilinen medyum poliakrilamid temelli devamsiz bir
jeldir. Buna ek olarak, SDS kullanilir. Yaklagik 1.4 gram
SDS 1 gram proteine baglanir, yani her bir aminoasite 2 SDS
molekiilii baglanmis olur. SDS yiizey aktif madde olarak
davranir, proteinlerin kendi tasidiklar1 yiiklerin {izerini
kaplar ve boylece proteinlerin kendi yiikleri kaybolmus ve
ayrim yilk temelinde ger¢eklesmemis olur. Ayrica pozitif
yiikler de ayirma jelinin bazik pH’1 ile yiliksek oranda
indirgenir. Belli bir elektrik alanin varliginda proteinler
anottan katoda dogru ilerler bu ilerlemenin hizi molekiiler
kiitlenin biiytikliigii ile degisir. Bu basit prosediir proteinlerin
molekiiler kiitle temelinde hassas ayrimina olanak saglar.
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SDS PAGE ydntemi ile kolondan gegirilen protein yiiriitiildi
ve kaydedildi [8].

3 Bulgular ve tartisma

Bu ¢alismada da GFP proteini igin Ni selatli IDA ve NTA
kriyojelleri hazirlandi. Elde edilen kriyojel yapilar1 Sekil
1’de saf pHEMA, IDA bagli pHEMA ve Ni metali ile
selatlanmis IDA bagli pHEMA ve Sekil 2°de saf pHEMA,
NTA bagli pHEMA ve Ni metali ile selatlanmis NTA bagl
pPHEMA olarak gorsellestirilmistir.

\

Sekil. 1. Kriyojel yapist (a. pHEMA kriyojel b. IDA-
pHEMA Kriyojel c. IDA-Ni-pHEMA Kriyojel )

Sekil. 2. Kriyojel yapisi (a. pHEMA kriyojel b. NTA-
pHEMA Kriyojel c. NTA-Ni- pHEMA Kriyojel )

Hazirlanan IDA ve NTA modifiyeli pHEMA kriyojelleri
FT-IR ve SEM ile incelendi. FT-IR c¢aligmasi, farkli
yapilardaki kriyojelerin yapisal ozelliklerindeki
degisiklikleri ve/veya bu kriyojellere protein baglanmasi
iizerine yap1 karakterizasyonu agiklamak icin yapildi.
Protein-kriyojel  etkilesimlerinin  olusturdugu  yeni
spektrumlar, proteinin kriyojele baglandigini gdsteren bir
kanit olarak rapor edildi. Serbest IDA, HEMA+IDA, Ni-
IDA+HEMA, NTA, HEMA+NTA ve Ni-NTA+HEMA
etkilesiminin FT-IR spektrumlart Sekil 3 ve Sekil 4°de
gosterilmistir. Sekillere bakildiginda, serbest IDA ve NTA
kriyojellerinde 3099 cm* civarinda meydana gelen piklerin
GFP proteinin baglanmasi ile pik siddetinde ciddi bir azalma
oldugu agikg¢a goriilmektedir. Serbest GFP proteininin 3000
cm?! civarindaki amino bandmin, kriyojel ile baglanmasi
sonucu kayboldugunu da gostermektedir [10]. Serbest IDA
ve NTA kriyojellerinin 1700 ve 500 cm?® dalga boyu
arasinda  verdigi farkli pik degerlerinin, protein
baglandiginda kaydigi ve pik degerinin olduk¢a azaldig
gozlendi [10, 15]. Bu durum agik¢a, GFP floresan
proteininin kriyojel yapilar ile etkilesim i¢inde oldugunu
gostermektedir.

Kriyojellerin yiizey morfolojisi, FT-IR 6l¢iimlerindeki
degisimleri desteklemek amaciyla SEM ile de 6lgiildi. FT-
IR arastirmasinin sonuglarinin SEM analiz sonuglart ile
yakindan baglantili oldugu bilinmektedir. Kriyojel yapilar
SEM goriintiisiinde genellikle bosluklu, piiriizlii ve daginik

yapilar gostermektedir. Sekil 5’de ve Sekil 6’da gortldigi
iizere IDA kriyojel yapis1 NTA kriyojel yapisina oranla daha
dalgali ve piiriizlii bir yapiya sahiptir. NTA yapist ise daha
az yogunlukta dalgali bir morfolojik yap1 yani daha az
ptriizlii yap1 igermektedir. Bu morfolojik yap1 farkliliklart
kriyojellerin protein baglama kapasitesiyle birebir dogru
orantil1 olabilir.
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Sekil. 3. IDA ve IDA+Ni kolonundan gecen GFP’nin
FTIR grafigi
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Sekil. 5. IDA Kriyojelin SEM goriintiisii
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Sekil. 6. NTA Kriyojelin SEM goriintiisii

Karakterizasyonu tamamlanan IDA ve NTA kriyojellerin
metal selathh yapilarindan GFP proteini  gegirilerek
adsorpsiyon ¢alismalar1 yapildi. GFP proteinin farkli
modifiyeli kolonlardan gegirilerek 280 nm’de protein
baglama oranlar1 adsorpsiyon degerleri 6l¢iilerek hesaplandi.
Bunun i¢in, 280 nm’de absorbans degerleri UV-vis
spektrofotometresi ile Ol¢iildii. Sonuglara bakildiginda
protein  yogunlugu dikkate alinarak kolon dolgu
malzemelerinin  GFP  proteini  baglama  kapasitesi
karsilagtirildi [14, 15]. Sekil 7°deki grafige bakildiginda Ni
selatli kolon dolgu maddelerinin daha fazla protein bagladigi
280 nm’de meydana gelen absorbans degerindeki azalma ile
tespit edildi. Ayrica, Ni metali selath NTA ve IDA
kriyojelinin 280 nm’deki absorbans degeri NTA ve IDA
kriyojeline nazaran daha diisiik kaydedildi. Bu sonug nikel
selathi kriyojelin GFP protein baglama kapasitesinin metal
selat igermeyen kriyojellere oranla daha yiiksek oldugunu
acikca gostermektedir. Ni selatli NTA kriyojelinin yaklasik
%45 oraninda protein bagladigi, Ni selatl IDA kriyojelinin
ise %75 oraninda protein bagladigi 280 nm’deki absorbans
degerlerinden belirlendi.

0,25

— Ni+IDA+GFP
—— IDA+GFP
\f N ——GFP
0,2
NTA+GFP
_ —— Ni+NTA+GFP

Absorbans

220 250 280 310 340 370 400
Dalga boyu (nm)
Sekil. 7. Ni selath IDA ve NTA p(HEMA)
kriyojellerinden gegirilen GFP floresan proteinin UV-vis
spektrofotometre grafigi

Floresan spektrofotometresi kullanilarak alinan protein
konsantrasyonundaki 6l¢limde meydana gelen azalma UV
sonuglarmi desteklemektedir (Sekil 8). Floresan olglim
sonuglara bakildiginda metal selath kriyojellerden gecirilen
GFP proteininin floresan degerleri metal selat icermeyen

kriyojellere oranla daha diisiiktiir. Kolondan gecirilmeyen
GFP proteininin emisyon degeri yaklagtk 4500 cm
civarinda alinirken, Ni selath kriyojellerden gecirilen GFP
proteininin floresan yogunlugunda yaklasik %50 ve %75
oraninda azalma meydana geldigi gézlemlendi. Bu azalma,
Ni gelatli kriyojellerin GFP floresan proteini baglama
kapasitesinin daha fazla oldugunu kanitlamaktadir (Sekil 8).

5000
—GFP ——GFPIDA
5 1000 ——IDA+Ni+HGFP  ——NTA+GFP
g
_: —— NTA+Ni+GFP
5 3000
]
0
>
g
a 2000
Y
2
w
1000
']
470 500 530 560 590

Dalga boyu (nm)

Sekil. 8. Ni gelathh IDA ve NTA p(HEMA)
kriyojellerinden gegirilen GFP floresan proteinin floresan
spektrofotometre grafigi

IDA+Ni ve NTA+Ni kriyojel kolonlardan gegirilen GFP
floresan proteininin hem UV hem de giin 15181nda goriintiileri
alindi  (Sekil 9). Sekil 9’a bakildiginda kolondan
gecirilmeyen protein (1) gegirilen proteinlere kiyasla hem
UV hemde giin 1s1iginda belirgin olarak farklilik
gostermektedir. 4 numarali sisede Ni-IDA kriyojeli igeren
kolondan gegirilen protein bulunmaktadir. Nikel selatli IDA
kriyojeli diger kriyojellere oranla daha fazla protein
yakalamistir. Bu durum metal selatlarin protein baglama
kapasitesini arttirdigini agikga gostermektedir. ilk kez bu
calisma kapsaminda yapilan Ni selatli NTA kriyojeli (6) ise
metal selatl olmayan NTA (5) kriyojeline oranla daha fazla
GFP proteini bagladigr goézle goriillecek derecede fark
edilmektedir. Bu sonuglar, ilk kez yapilan Ni selatli kolon
dolgu malzemelerinin protein saflagtirmada olduk¢a 6nem
kazanacagini desteklemistir.

Sekil. 9. GFP proteininin kolondan gegirilmeden dnce ve
sonra; giin 15181 (a) ve UV 15181 (b) altindaki goriintiisii
(a.1. Derisik GFP a.2. Seyreltilmis GFP a.3. IDA yiikli
kolondan gecirilen GFP miktart a.4. IDA+Nikel yiikli
kolondan gegirilen GFP miktar1 a.5. NTA yiikli kolondan
gegirilen GFP miktar1 a.6. NTA+Nikel yiiklii kolondan
gegcirilen GFP miktari, b fotografi da ayn1 miktarlarin UV
151k altindaki goriintiistidiir.)
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Hazirlanan kolon dolgu maddesinin GFP floresan
proteinini baglamasi igin yapilan adsorpsiyon ve floresan
calismalar1 kaydedildi. Bu calismalari desteklemek amaciyla
SDS PAGE yapildi. GFP floresan proteini ve kolondan
gecirilen GFP proteini SDS PAGE’de yiiriitiildii ve sonuglar1
Sekil 10°da sunuldu. Sonuglara bakildiginda serbest ve Ni
selatli IDA ve NTA kriyojel iceren kolonlardan gecirilen
GFP floresan protein derisimine bagli olarak bant kalinlig1
ile agiklanmaktadir. 3. sirada kolondan gegirilmek iizere
hazirlanan GFP proteini bulunurken, 4 ve 5’de IDA ve Ni-
IDA kriyojelleri igeren kolonlardan gegirilen GFP proteini
bulunmaktadir. Ni metali selatli IDA kriyojeli GFP proteini
baglama kapasitesi daha yiiksek oldugu meydana gelen
bandin yogunlugundan agikc¢a belli olmaktadir. Bandin daha
az yogun olmasi protein miktarinin azaldigini agikca
gostermektedir. Ayrica 6. sirada kolondan gecirilmek iizere
hazirlanan GFP proteini bulunurken 7 ve 8 numaralt
kuyucukta NTA ve Ni-NTA kriyojel i¢eren kolonlardan
gegirilen GFP proteini yiiriitiilmiigtiir. 6 numarali bandin 7
ve 8 numarali banda nazaran daha yogun oldugu
goriilmektedir. Ni selatli kriyojellerin serbest IDA ve NTA
igeren kriyojelleri kiyasla daha fazla protein bagladigi tekrar
belirlenmistir.

— - —
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Sekil. 10. GFP proteininin kolondan gegirildikten dnce ve
sonra SDS page goriintiisii (1. GFP, 2. Boyali GFP, 3.
Seyreltilmis GFP, 4. IDA’l1 kolondan gegirilen GFP, 5.
Ni-IDA’l1 kolondan gegirilen GFP,6. Seyreltilmis GFP, 7.
NTA’lI1 kolondan gegirilen GFP, 8. Ni-NTA’l1 kolondan
gegcirilen GFP)

4 Sonuclar

Protein saflastirma islemlerinde elde edilmek istenilen
proteininin digerlerinden ayrilmasi yogunlukla
kromatografik  metotlarla  yapilmaktadir.  Saflastirma

islemlerinde  benzer ozellik gosteren  molekiillerin
birbirinden ayrilmasi arastiricilarin karsilastiklart en biiyiik
zorluklardan  biridir.  Genellikle protein  saflastirma
islemlerinde proteinin saf bir sekilde elde edilebilmesi icin
iki veya daha fazla kromatografik siirecin ard arda
yuriitiilmesi gerekmekte, bu da verim ve aktivite kayiplarina
yol agmaktadir. Rekombinant olarak elde edilen proteinlerde
bu sorun genellikle bir afinite Tag’imnin polipeptid zincirine
ilave edilmesi sayesinde tek basamakta ve yiliksek verimde
saflastirma yapilabilen afinite kromatografisiyle
agtlmaktadir [11]. Bu amagla en yaygim olarak kullanilan
afinite kromatografi rezinleri arasinda Ni-NTA Agaroz,

Talon, GST gibi rezinler bulunmaktadir. Bu rezinler arasinda
metal afinite temelli kolon dolgu malzemeleri ¢ogunlukla
tercih edilmektedir. Protein saflastirma kolonlarinda giiglii
metal baglayici selatlarin recine yiizeyinde bulunmasi,
recinelerin afinite temelli protein saflagtirilmasinda yiiksek
verim ve segicilik saglamaktadir [5, 14]. Dolayisi ile 6nerilen
bu calisma kapsaminda; yapisinda Nikel (Ni2+), Bakir
(Cu2+) ve/veya Kobalt (Co2+) gibi gecis elementleri ile
giiclii metal selat kompleks yapilar1 olusturabilen NTA ve
IDA ile modifiye edilmis ve Ni metali ile selatlanmis yeni
kriyojeller hazirlandi. Bu islem igin, diisiik sicaklik ile
jellesme yontemi uygulanarak 4 farkli metal afinite temelli
monolitik kolon hazirlandi ve karakterize edildi. Saflagtirma
igslemleri i¢in rekombinant His- Tagged yesil floresan protein
(6xHis-GFP) arastirildi.

Elde edilen farkli kriyojeller ile GFP proteini baglama
sonuglari karsilastirildiginda metal selatlt kriyojellerin, saf
kriyojellere oranla daha fazla oldugu agik¢a goriilmiistiir. Ni
selatll NTA ve IDA modifiyeli kriyojeller sirayla %45 ve
%75 oranla GFP proteini baglamistir. Sonug olarak, bu
basar1  kriyojellerin  ticari  olarak  kullanilmasini
hedeflemektedir.
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