1. Hafta: Protein Saflastirmasinin  Genel Ozellikleri: Protein saflastirma

laboratuvarinin genel 6zellikleri, saflagtirma islemlerinde kullanilan tamponlarin
Ozellikleri, hlicre ici, hilicre disi ve membran proteinlerinin saklama kosullari.

Prof. Dr. Sule Pekyardimci

Proteinler bircok hastaligin teshis ve tedavisinde kullaniimaktadir ve yeni ilaglarin
hazirlanmasi icin de oldukca 6nemlidir. Proteinlerin bu amaclarla kullanilabilmesi icin de
yapisinda bulunan aminoasit bilesimi ve dizilisinin, molekil agirhginin ve diger fiziksel
Ozelliklerinin bilinmesi yani yapisinin aydinlatiimasi gerekir. Yapi aydinlatiimasi igin de
proteinin saflastirnimasi gerekir. Bir proteinin bir hlicre ve dokudan saf olarak izolasyonu
oldukga glig bir olaydir. Proteinin konsantrasyonu duislikse binlerce farkli protein arasindan
istenen proteini ayirarak saf halde elde etmek icin bu proteine uygun saflastirma
tekniklerinin cok iyi belirlenmesi gerekir.
Saflastirma islemine baslamadan Once saflastirilacak proteinin nerede kullanilacaginin
bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Clnkl yapilacak islemler ona goére belirlenir. Yapilan her
saflastirma basamagindan sonra ortamda bulunan protein sayisi azalmalidir.
Protein saflastirmasi 5 basamakta incelenir.

a) Saflastirma kaynaginin belirlenmesi ve hazirlanmasi

b) Proteinin dzelliklerinin arastiriimasi

c) Saflastirma ve protein tayin yontemlerinin belirlenmesi

d) ilk izolasyonlar

e) Son izolasyonlar
Kaynagin hazirlanmasi icin saflastirilacak protein veya enzimin izole edilecedi kaynagin
belirlenmesi gerekir. Kaynak belirlenirken hticre tipi, saflastirilacak proteinin intraselller
mi, ekstraselller mi veya membran proteini mi oldugu, ayrica ortamda proteazlarin veya
glikozidazlarin olup olmadigi belirlenir. Protein kaynagi olarak kuiltiir ortami kullanilacaksa
kdltir hacminin daha fazla olmasi igin daha fazla hicre Uretilimesi gerekir.
Saflastirilacak proteinin 6zelliklerinin saflagtirmaya baslanmadan 6nce belirlenmesi de ¢ok
onemlidir. Saflagstirma basamaklarinda yapilacak islemler proteinin 6zellikleri gbz dniine

alinarak diizenlenmelidir.



Intraselller proteinler hiicre lizisi ile alinir. Bu islem hiicrenin pargalanmasidir.
Cozinebilen proteinler hiicre lizatlarindan genellikle amonyum stilfat veya polietilen glikol
coktirmesiyle ayrilir.
Rekombinant proteinler hicrede genellikle hatali katlanmis sekilde ve inaktif ¢dzlinmez
agregatlar halinde bulunur.
Renattirasyon isleminde ilk adim inclusion bodies adi verilen bu inaktif proteinleri 6M ure
ile cdzmektir. Bu islem hizli ve guvenilir bir ydntemdir. Daha sonra denatiire edici madde
diyalizle veya kromatografik yontemlerle ortamdan uzaklastirilarak protein tekrar dogal
aktif haline gevrilir. Bu yeniden katlanma ve aktif hale gelme islemi 7-10 glin strebilir.
Daha yliksek saflastirma islemleri icin genellikle kromatografik ydntemler uygulanir. Bu
islemler 4 sinifta toplanir

a) Iyon — degisim Kromatografisi

b) Hidrofobik Kromatografi

c¢) Afinite Kromatografisi

d) Jel Filtrasyon Kromatografisi
Proteinlerin  saflagtinlmasinda bugiin  kullanilan yéntemler oldukgca gelismistir.
Saflagtirmada kullanilan yontemlerden bir veya birkagi arka arkaya kullanilarak protein saf
veya safa yakin bir sekilde elde edilir. Bugtin pek ¢ok enzim ve proteinin saf olarak kristal
halde izolasyonu gergeklestirilmistir. Bir doku veya hilicre gurubundan proteinleri izole
edebilmek igin dncelikle yapilmasi gereken bazi iglemler vardir.
Bunun igin 6nce saflastiriimak istenen proteinin en fazla bulundugu doku veya hiicre grubu
belirlenir. Ilgilenilen proteini kararli halde tutacak tampon cozeltiler kullanilarak doku ve
hiicreler homojenize edilir. Saflastinlacak proteinin bulundugu yere gore hiicre
membraninin veya hiicredeki diger organel membranlarinin da pargalanmasi gerekebilir.
Daha sonra elde edilen bu homojenat santrifiijlenerek Ustte kalan stipernatant kismi alinir,
bdylece sulu ortamda coziinen proteinler hiicre partikillerinden arindirilir. Elde edilen
protein karigimi slpernatant halinde alinir ve saflastirma yontemleri kullanilarak
proteinlerin saf olarak izolasyonu gergeklestirilir.
Alfa amilaz, proteaz ve lipazlar genellikle bakteriyal kultlir Grinleridir ve ¢ok miktarda

uretilir. Bu tar islemlerde maliyeti azaltmak igin kismi saflagtirma yapilir.
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Ancak arastirma ve analiz amagh kullanilacak proteinlerin aktiviteleri ortamda bulunan
bozucu maddelerden etkilendikleri icin yliksek saflikta olmalidir.

Protein saflastirma yontemlerinin biyik bir cogunlugu protein ve enzim galismalarinin en
fazla calisildigi dénem olan 1960-1970 yillar arasinda bulunmustur.

Herhangi bir protein saflastirma islemine baslamadan &6nce temel laboratuvar
malzemelerinin sadlanmasi, uygulanacak protein saflastirma isleminde saflastirilacak
protein veya enzimlerin genel 6zelliklerinin 6grenilmesi ve buna uygun olarak yapilacak
islemlerin ve kullanilacak yontemlerin belirlenmesi gerekmektedir. Bunlarin disinda tiim bu
parametrelerin birbirlerini nasil etkileyebilecekleri, girisim etkilerinin olup olmayacadi da
géz oOndne alinmalidir. Dolayisiyla protein saflastirma asamalarinda kullanilabilecek
ekipman, gerekli tamponlar, protein tayin yodntemleri, girisim yapabilecek maddelerin
uzaklastinlmasinin nasil yapilacagi énceden planlanmalidir.

Protein Saflastiriimasi icin Laboratuvar Donanimi
Protein saflastirilmasi ve karakterizasyonu ile ilgili calismalar yapilacak bir laboratuvarda
gerekli olabilecek materyaller sunlardir.
1- Kimyasal maddeler
2- Cam ve plastik malzemeler
3- Klglk cihazlardan olugsan ekipmanlar
4- Fraksiyonlama iglemlerinde kullanilan aygitlar
5- Olciim ve tayinlerde yararlanilan aletler
Tuzlar, tamponlar, tlpler, pipetler, karistiricilar, su banyolari ve benzeri materyaller
genellikle her biyokimya laboratuvarinda bulunan, en az maliyetli, en sik kullanilan en
temel malzemelerdir. Bir laboratuvar olusturulurken pahali cihazlara da gereksinim
duyulacaktir. Ancak planlama yapilirken, kompleks bir cihazin calismasini destekleyecek
daha basit ekipmanlar yeterli oranda temin edilememisse sdz konusu cihazin alimi
ekonomik agidan uygun olmayacaktir. Temel ekipmanlarin sayi ve oraninin laboratuvarda
calisacak kisi sayisiyla da iliskili oldugu g6z 6niine alinmalidir.
Protein saflagtiriimasi ve karakterizasyonuna ydnelik bir laboratuvarda gerek duyulan

madde, malzeme ve cihazlar asagidaki sekilde 6zetlenebilir;



Kimyasal Maddeler: Tuzlar (genellikle klorlir formu), sodyum ve potasyum fosfatlar,
amonyum silfat, tris ve diger organik tamponlar, EDTA, asit ve bazlar, indirgeme
reaktifleri (2-merkaptoetanol, ditiyotreitol, glutatiyon), proteaz inhibitérleri, deterjanlar,
gliserol, cesitli iyon degisim ve jel filtrasyon recineleri.

Cam ve Plastik Esyalar: Cok farkl boyutlarda tipler, erlen ve beherler, huni ve pipetler,
pastor pipetleri, mikropipetler (6zellikle kliglik hacimler igin), cam-plastik siseler,
kavanozlar, stizgegler, buz banyolari, tek ve cift ceperli kolonlar.

Bir Kullanimhik Malzemeler: Diyaliz torbalari, plastik eldivenler, tartim kagit ve kaplari,
filtre kagitlari, aliminyum folyo, pH kagidi, cam pamugu, siringa ve igneler, isaretleme
bantlari, plastik kivetler.

Kiigiikk Cihazlar ve Aksesuarlari; Isiticilar, bekler, zaman sayaclari, vorteks
kanstiricilar, manyetik karistirici ve manyetik barlar, blender, terazi, vakum pompasi,
peristaltik pompalar ve hortumlari, pH-metre ve elektrotlari, cam ve kuartz kivetler,
makas ve benzerleri malzemeler.

Bilyiik Cihazlar: Saf su ve bidistile su cihazlari, buz dolabi, derin dondurucu (-20°C ve
miimkiinse -70°C), buz makinasi, inkiibatorler (su banyolu ve banyosuz, calkalamali ve
calkalamasiz olabilir), termostatlar, kriyostat, otoklav, soguk oda, liyofilizat6r, santrifiijler
ve ultrasantrifiij, sonikatdr, ultrafiltrasyon sistemi, UV ve gorinir bdlge
spektrofotometreleri, jel elektroforez cihazi, refraktometre, kondiktometre ve fraksiyon
kollektord.

Yukaridaki cihazlardan bazilari oldukca pahali aygitlardir. Hepsinin birden saglanmasi
mimkiin olmayabilir. Ozellikle kisith kaynaklar durumunda en zorunlu ihtiyaclari iyi
belirlemek cok énemlidir. Ornedin bir spektrofotometre, liyofilizatdr gibi cihazlarin olmasi
oldukca 6nemlidir. Ancak soguk oda ya da su banyolarinin olmamasi, kriyostat, termostat
ve cift geperli kolonlar varliginda islerin yiriimesi agisindan biyiik bir engel degildir. Bazi
kompleks cihazlarin birka¢ laboratuvar ile birlikte ortak kullanimi veya bu hizmetin bir
merkez laboratuvar tarafindan saglanmasi da uygulanan bir yéntemdir.

Bu amacla biyokimya ve molekiler biyoloji laboratuvarlarinda sik kullanilan cihazlardan
bir tanesi santrifiijlerdir. Ozellikle degistirilebilir rotorlarla biyiik ve kiigiik hacimli 6zel

siselere sahip sogutmali ve vyiliksek hizli santrifiijler ¢ok sik kullanilirlar. Protein
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saflastinimasina yonelik calisacak bir laboratuvarda blylk hacimli bir santriftj,
ekstraktlarin hazirlanmasi gibi baslangic adimlarinda zaman tasarrufu saglar. Ozellikle
hiicre ici organellerin icerdikleri bazi proteinlerin eldesi amaciyla fraksiyonlanmalari s6z
konusu oldugunda, ultrasantrifiijlere (100.000 rpm) gereksinim duyulur. Ancak oldukca
pahali olmalari, genelde birkac laboratuvar tarafindan ortak kullanimlarini zorunlu
kilmaktadir.

Santriflijleme isleminin dncesinde ve sonrasinda blenderler, homojenizatorler, sonikatorler
ve basing hicreleri gibi aletler de kullanilir. Bunlardan, proteinlerin kaynak materyalinden
izolasyonlari sirasinda ve santriflijleme islemlerinden sonra gokeleklerin homojen hale
getirilmesinde yararlanilir.

Protein fraksiyonlama ydntemlerinden en 6nemlilerinden biri de kolon kromatografisidir.
Kolon kromatografisini pratik bir sekilde uygulayabilmek igin farkh boyutlardaki tek ve gift
ceperli kolonlar, anyon ve katyon degistirici regineler (DEAE-Seliiloz ve CMC gibi), farkli
por blylkligindeki hidroksiapatit, hidrofobik jeller gibi kolon matriks maddeleri en cok
kullanilan materyallerdir. Protein fraksiyonlarinin toplanmasinda c¢ok sayida tip ile
zamandan bliyilk tasarruf saglayacak bir fraksiyon kollektoriiniin olmasi oldukca 6nemlidir.
Ayrica peristaltik pompalar, gradient olusturucular, UV monitorleri ve kondiktometre
ozellikle protein ellisyonunun saglikli bir sekilde yiriimesi ve kromatografik islemin
gidisinin izlenmesi agisindan énemlidir. Protein saflastiriimasi igin, ayarlanabilir sabit akim
(0-50 mA) ve sabit voltaj (0-200 V) fonksiyonuna sahip bir glic kaynadi ve izoelektrik
fokuslama igin uyarlanabilir bir jel elektroforez cihazi fraksiyonlama iglemlerinde ileri bir
asamayi gostermektedir.

Enzim veya protein icin karakteristik tayin yontemleri ve ayrica ortamda bulunan toplam
protein miktarinin belirlenmesi igin tayin yonteminin belirlenmesi gerekir. Bunun igin
protein veya enzime uygun, hizli ve oldukga hassas yontemler secilmelidir.

IIk saflastirma basamaklarinda proteinler sudan ve diger hiicre komponentlerinden ayrilir.
Bu basamakta protein konsantrasyonu arttinlir, gerekirse hiicre lizisi yapilir ve denatiire
olan protein ve enzimler igin tekrar katlanma gerceklestirilir.

Ekstraselliler proteinlerin diger hiicre artiklarindan arindiriimasi igin genellikle

ultrafiltrasyon veya adsorbsiyon yontemleri kullanilir ve saflastirilacak protein konsantre
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edilir. Intraselller proteinler hicre lizisi ile alinir. Bu islem hicrenin parcalanmasidir.
Cozinebilen proteinler hiicre lizatlarindan genellikle amonyum siilfat veya polietilen glikol
coktirmesiyle ayrilir.

Rekombinant proteinler hicrede genellikle hatal katlanmis sekilde ve inaktif ¢ozlinmez
agregatlar halinde bulunur.

Renattirasyon isleminde ilk adim inclusion bodies adi verilen bu inaktif proteinleri 6M ure
ile cdzmektir. Bu islem hizli ve glvenilir bir yontemdir. Daha sonra denattire edici madde
diyalizle veya kromatografik yontemlerle ortamdan uzaklastirilarak protein tekrar dogal
aktif haline gevrilir. Bu yeniden katlanma ve aktif hale gelme islemi 7-10 glin strebilir.
Protein saflastiriimasi islemlerinde saflagtirmanin gidisini izleyebilmek icin bazi dlgiim ve
tayinlerin yapilmasi gerekmektedir. Protein konsantrasyonunun belirlenmesinde, bakteri
kiltrlerinin bliyumesinin izlenmesinde, enzimatik aktivite tayinlerinde en sik kullanilan
cihaz spektrofotometredir. Ozellikle UV ve gdriinir bolgede (200-800 nm) &lgiim
yapabilen bir spektrofotometre temel cihazlardan biridir.

GOrunlr bolgedeki o6lgimlerde cam, UV bolgedeki olgimlerde ise kuartz kivetler
kullanilmaktadir. Kiguk hacimler icin mikroklvetlere (0,2 ml), ayrica hiicre blylimesinin
izlenmesinde ve boyar drneklerle yapilan g¢alismalarda da bir kullanimlik kiivetlere gerek
vardir. Kullanilacak spektrofotometrenin termostatik 6lcim aparatinin bulunmasi 6zellikle
bazi enzimatik analizler igin biyiik yarar saglar. Bazi enzimatik analizlerde ise radyoizotop
isaretleme tekniklerinin kullaniimasi gerekebilir. Refraktometre, sukroz ve gliserol gibi
maddelerin kullanildigi gradient santrifiijleme tekniklerindeki gradientler, kondiiktometre

ise kromatografik kolonlardaki tuz gradientlerinin élglilmesinde kullaniimaktadir.

TAMPONLAR
Saflagtirma iglemlerinin bitiin asamalarinda proteini denatlirasyondan korumak icin pH'i
kontrol etmek ve uygun bir degerde tutmak oldukca 6nemlidir. Bu islem ancak bir denge
uyarinca proton alan veya veren tamponlar kullanilarak yapilabilir. Tamponlar belli bir
konsantrasyon aralijinda calisan maddelerdir.
Bir tamponun tamponlama kapasitesi, asidik ve bazik formlarinin esit oldugu yerde, yani

Ka dedgerinde maksimumdur. Herhangi bir tamponun tamponlama kapasitesi
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konsantrasyona badlidir ve pKa civarinda +1 pH birimlik sapma cercevesinde
hesaplanabilir. Maksimum tamponlama kapasitesine pH = pKa sartlarinda ulasilr.
Secilecek tampon konsantrasyonu ise uygulanacak islemle iliskilidir. Ornegin fazla
miktarda protonun salindigi bilinen bir sistemde yiiksek tampon konsantrasyonlarina gerek
vardir. Eger tampon, tamponlama araliginin sinirnda kullanilacaksa daha yiiksek
konsantrasyonlara gerek duyulur. Genellikle 20-50 mM'lik konsantrasyonlar yeterlidir. En
uygun tamponun belirlenmesinde de pekcok faktdr gozéniine alinmahdir. En iyi tamponun
seciminde birinci adim saflastirilacak proteinin optimum pH'sinin belirlenmesidir. Bu
sayede protein molekulli ve pH iligkisi konusunda yorum yapilabilmesi, bdylece amaca
uygun tampon ve pH araliginin belirlemesi kolaylasir. Tamponlama kapasitesinin yiiksek
oldugu pKa degeri civarinda calisabilme olasiliklari arastirimalidir. Anyonik veya katyonik
tiirlerin secimi calismanin amacina uygun yapilmalidir. Ornegin uygulanacak bir anyon
degisim kromatografisi igin katyonik bir tampon tercih edilmelidir. Segilecek tamponun
kimyasal reaktivitesine de dikkat edilmelidir. Mesela primer amin grubu igeren tamponlar
(Tris gibi) protein ya da amino asit analizlerinde girisim yapabilirler ve bazi enzimleri
inaktive edebilirler.

Tamponlarin biyokimyasal aktiviteleri de tampon segiminde ¢cok dnemlidir. Ornegin fosfat
tamponlarindaki fosfat bir bilesen olarak biyokimyasal reaksiyonlara katilarak herhangi bir
enzimi aktive ederken bir digerini inhibe edebilmektedir. Genelde inorganik tamponlar
"Good" tamponlarina goére daha fazla yan etkiye sahiptir. Ornegin fosfat tamponu,
karboksipeptidaz, lreaz, birgok kinaz ve dehidrogenaz tirl enzimleri inhibe eder. Borat
tamponlari mono ve oligosakkaritlerle, nlkleik asitlerin riboz birimleriyle ve bazi
niikleotidlerle kovalent kompleksler olusturabilir. Tris ve diger primer amin tamponlari ise
aldehit ve ketonlar ile schiff bazi olugturur.

Tamponlarin metallerle komplekslesmesi ek bir sorun ortaya cikabilir. inorganik tamponlar
da bu konuda da édnemli sorunlara yol acabilirler. Enzimatik aktivite icin zorunlu metallerle
selat olusturabilirler. Bunlara ilave olarak tamponlarin toksik olmamasi (barbiton ve
kokodilat tamponlar gibi), protein absorbansinin izlendigi 280 nm de absorbsiyon
vermemesi (maleat tamponu gibi) istenir. Kullanilacak tamponun enzimatik reaksiyonlarin

izlenmesinde caligilacak spektral bélgede absorbsiyonunun olmamasi gereklidir. Yine glisin
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ve tris gibi cogu primer amin esasli tamponlar Bradford gibi boya-bagdlama esasli protein
tayinleriyle girisim yaparlar.

Ayrica bir tamponun pKa degerinin sicaklikla degismesi dezavantaj olarak kabul edilir. Tris
tamponu bdyle bir 6zellige sahiptir; 0°C de pH'si 8.85 iken 25°C de pH 8.00 dir. Tim bu
etkiler g6z 6niine alindiginda Good ve arkadaslari tarafindan gelistirilen “Good” tamponlari
(HEPES, BIS-TRIS, MES, MOPS VE PIPES gibi), genelde inorganik tamponlara gore daha
az yan etkiye sahiptir. Bunlar biyolojik ve kimyasal olarak reaktif ve toksik olmamalari, UV
bélgede absorbsiyon gostermemeleri, pKa'larinin sicaklia ve iyonik siddete ¢ok bagimli
olmamasi, metal iyonlari ile selat olusturma kapasitelerinin dislik olmasi gibi
Ozelliklerinden dolayi tercih edilmektedir. "Good" tamponlarindan HEPES, EPPS, ve BICIN
Lowry ydntemi ile protein tayininde pozitif bir girisim etkisi gdsterir. Ancak bunlar klasik
tamponlardan oldukca pahali olduklari icin blylik hacimlerde tampon kullaniminin gerekli
oldugu islemlerde ekonomik dedildir.

Protein saflastiriimasi ve karakterizasyonu galismalarinda uygun bir pKa degerine sahip bir
tampon belirlendikten tampon konsantrasyonu dogru olarak belirlenmelidir. Yiiksek iyonik
kuvvet ozellikle enzim aktivitesini azalttigi icin mimkiin olan en disiik konsantrasyon
secilmelidir. Tercih edilen bir tamponun hangi konsantrasyonda kullanilabilecegine karar
vermek icin 10-20 mM'lik bir tamponun pH'sindaki degisimin, protein ilavesinden yeterli
bir slire sonra o6lgilmesi gerekir. pH birimi degisimi +0,05 civarinda ise 10-20 mM'lik
konsantrasyonun uygun olduguna karar verilir. Ancak pH birimi degisimi +0,1 den
blyikse tampon konsantrasyonunun da 50 mM civarinda olmasi gerekmektedir.

Protein saflagtirmalari sirasinda bazen tamponun hizli bir sekilde uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Bu durumda ucgucu tamponlar kullaniimaktadir. Bunlar &zellikle
elektroforezde ve iyon degisim kromatografisinde tercih edilir. Bu tamponlar piridin
haricinde dusik UV bdlgede absorbans vermezler. Amino asit analizlerinde de tampon
konsantrasyonu ¢ok yiiksek olmadigi siirece ninhidrinle girisim yapmazlar.

Protein saflastirmasi islemlerinde kullanilacak tamponlar distile veya bidistile suyla
hazirlanmalidir.

Tamponlarin biiyiik bir gogunludu (tris ve sodyum asetat gibi) tampon tuzunun ¢ozilmesi

ve HCl veya NaOH ile pH'In ayarlanarak son hacme tamamlanmasi ile hazirlanir.
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Tamponlarin hazirlanmasiyla ilgili olarak kitaplarda standart hazirlama receteleri
bulunmaktadir.

Tampon hazirlarken kullanilacak pH metrelerin mutlaka ticari pH standartlariyla kalibre
edilmesi gerekmektedir. Hazirlanacak tamponda monovalent katyonlarin girisim etkisinden
supheleniyorsa veya calismada monovalent katyonlarin etkisi incelenecekse pH ayarlama
amacina yonelik titrasyon tetrametilamonyum hidroksit ile yapilabilir. Benzer sekilde bir
tamponun bileseni olarak ortamda bulunabilecek klortir, asetat, silfat ya da glutamat gibi
anyonlarin enzim aktivitesi ya da protein-DNA etkilesmeleri Uzerine belirgin etkiler
yapabilecekleri unutulmamalidir.

Protein Kararlilig ile Saklama Kosullarinin Iliskisi

Yeni bir protein saflastirma islemiyle ilgili olarak yapilmasi gereken en &nemli
arastirmalardan biri kararllk ile saklama kosullarinin iligkisinin incelenmesidir. Genel
olarak saflagtirma basamaklari arasindaki saklama periyotlarinin kisa olmasi istenir. Ancak
her zaman bdyle bir imkan olmayabilir. Bu nedenle bir saflastirma isleminde her bir
adimdan sonra, saflastirilacak proteinin kararlihg ile saklama kosullari iligkisi
incelenmelidir. Bunun igin, kiigik porsiyonlardaki protein g¢ozeltileri farkli kosullar altinda
(buz iginde, dondurarak, oda sicakliginda, kararliigi arttinc bir reaktif varliinda ya da
yoklugunda) tutulur ve farkli saklama siirelerinden sonra aktiviteleri dlgiliir. Bazi saklama
kosullar proteinin kararlilidi icin gok olumlu ancak ileriki saflastirma adimlari igin olumsuz
niteliklere sahip olabilir. Ornedin -20°C de %50 lik gliserolde saklama, kararlilik igin uygun
kosular saglar. Ancak daha ileri saflastirma adimlari s6z konusu ise ilave bir diyaliz islemiyle
ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu nedenle daha c¢ok son saklama adimlari igin
kullanighidir. Son saklama adimlarinda yliksek konsantrasyonda gliseroliin yanisira,
stabilize edici substrat ilavesi ve serum albumini gibi proteinler katilabilir. Saklama
kosullarinin secimi kararlilik icin neyin etkili olduguna ve saflastirilmis proteinin daha sonra
hangi amacla kullanilacagina baglidir. Oncelikle ilgilenilen, enzim aktivitesinin incelenmesi
ise serum albumininin olumsuz bir etkisi yoktur. Buna karsilik yapisal bir inceleme
planlaniyorsa bu yol secilemez. Protein kararliligi ile saklama kosullarinin iliskisinde dikkat
edilmesi gereken 6nemli bir konu da, protein gézeltilerinin dondurma-g¢ézme islemlerinden

etkilenebilecegidir. Saflastirmanin son adimindan sonra liyofilizasyon isleminin
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uygulanmasi ve proteinin kuru preparat seklinde saklanmasi en saglikli yoldur. Ancak bu
muamkiin olmazsa dondurarak saklamak gerekir. Boyle durumlarda dondurma ve ¢dzmenin
cok kisa stirelerde gerceklestirilmesi, miimkiin oldugunca tekrardan kaginilmasi ve 6zellikle
saflagtirmanin ara adimlarinda uygulanmasina dikkat edilmelidir. Ayrica protein ¢dzeltileri
cam tlp veya kaplarda saklanmamalidir. Yapilan calismalar protein fraksiyonlarinin
saklanmasinda, polipropilen esasli plastiklerin cam veya polietilen gibi diger plastiklerden

daha glivenli oldugunu gostermistir.

10



