4. Hafta: CoOzinurlestirme ve  Berraklastirma:  Membran  proteinlerinin
cozunurlestiimesi icin deterjan uygulamalari ve kullanilan deterjanlarla ilgili
parametreler.
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Gen miihendisliginde bakteri hiicrelerinde (6zellikle E.coli) yiksek diizeyde protein
Uretilmektedir. Hiicre parcalanmasindan sonra santrifiijle elde edilen protein agregatlari
%50 safliktadir. Ancak genelde aktif formda degildir. Organellerdeki protein, monomerik
veya multimerik yapida, indirgenmis veya yukseltgenmis olabilir. Bu elde edilen protein
agregatlari 6nce ¢oOzillir daha sonra (¢ boyutlu yapi olusumu saglanarak dogal
aktivitelerine ulastirilir. Ilk asamada hiicreler, sonikasyon, fransiz basing hiicresi veya
lizozim-deterjan uygulamasiyla slispanse edilir. C6ziinme basamaklarinda dikkat edilmesi
gereken degiskenler, pH, inklibasyon sicakligi, ¢oziicii ile islem stiresi, ¢ozliciiniin iyonik

icerigi, ¢ozliclinlin derigimi, toplam protein miktaridir.

Ekstratin Optimizasyonu

Hlicre parcalanmasi saglanip ekstrakt elde edildikten sonraki islemlerde saflastirilacak
proteinin kendi 6zellikleri yaninda, iginde bulundugu cozeltideki diger maddeler ve diger
proteinler de oldukca 6nemlidir. Bdyle bir ortamda diger proteinler yaninda, fosfolipidler,
nukleik asitler gibi yukli bilesikler ve iyonlar da bulunmaktadir. Bir hiicre sitoplazmasinin
iyonik guicti 0.15-0.2 M arasindadir. Bu sartlar altinda sitoplazmik proteinler ¢éziinmus
durumda ve hareket halindedir. Tim ¢6zlndr hiicre bilesenlerinin ekstrakte edilebilmesi
icin kullanilan tamponun iyonik gict ve pH'si fizyolojik sartlara yakin olmalidir. Mitokondri,
lizozom, peroksizom gibi organellerin izolasyonunda ozmotik strese bagn yikilimi 6nlemek
amaciyla izoosmotik ortam kullaniimalidir. Iyonik tuz ¢ézeltileri, membrandaki periferal

proteinleri uzaklastirdidi icin kullaniimamalidir.

MEMBRAN PROTEINLERININ EKSTRAKSIYONU
Membran proteinlerinin saflastiriimasinda deterjanlar ¢ok fazla kullanilir. Membrana bagli

proteinlerin ¢ozlinlrlestiriimesinde kullanilan deterjanlarin, hidrofilik bas gruplar ve
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hidrokarbon zincirleri iceren hidrofobik kuyruk kisimlari vardir ve ylzey aktif amfifilik
molekdillerdir. Periferal proteinler ortamin iyon siddeti ve pH'I degistirilerek kolayca
¢ozunur hale getirilir. Bu proteinler genellikle sulu ortamda c¢6zinlir ve kolayca
membrandan ayrilir. Integral membran proteinleri, membrana hidrofobik kisimlari ile bir
veya daha fazla bdlgeden baglidir. Membran proteinlerinin ¢dzlinir hale gelmesinde

deterjanlar ve proteolitik enzimler kullanihr.

Deterjanlar, ¢dzlindrlestirme ajani olarak etki gostermelerinin yanisira elektroforetik
yontemlerde, membran proteinlerinin kristallendiriimesinde, immunoassay veya diger
protein ve enzim analiz ortamlarinda katki maddesi olarak da kullanilir. Deterjanlarda
molekiiliin hidrofobik ve hidrofilik kisimlari bir arada oldugu igin, miseller olusturarak
cozinurlik sadlarlar. Bunlarin hidrofobik kisimlari diiz, dallanmis zincirli veya steroid
iskeletlerden olusabilir. Hidrofilik kisimlar ise iyonik, non iyonik, basit veya kompleks

olabilir.

Deterjanlarla ilgili bazi tanimlamalar asagida verilmektedir.

Deterjan Agregasvon Sayisi

Deterjanlardaki ortalama monomer molekull sayisina agregasyon sayisi adi verilir ve bu
sayl deterjan konsantrasyonu arttikca artar.

Kritik Misel Konsantrasyonu (CMC)

Miseller deterjan molekllerinin apolar kisimlarinin i¢ merkeze, polar kisimlarinin ise dig
merkeze yobnelmesiyle olusmustur. Duslk deterjan konsantrasyonlarinda yalnizca
monomerler, yiksek deterjan konsantrasyonlarinda ise hem monomer hem de miseller

denge halindedir.

Kritik Misel Sicakhigi (CMT)
Deterjan ve ¢ozliciden olusan sistemin hidrate kristalin formdan izotropik misel formuna
donistigu sicakliktir. CMT, deterjan-¢oziicli sisteminin sicaklik ve konsantrasyona bagimli

faz diyagramlarindan bulunabilir. CMT vyaklasik olarak kristalin hidrokarbon zincirinin
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eridigi noktadir. CMT safsizliktan cok etkilenir. Bazi yayinlarda rastlanilan Kraft noktasi

(TK) inda CMC de CMT ye esdegerdir.
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Deterjan Segimi

Deterjan segiminde en 6nemli nokta, protein veya enzimi fonksiyonel formda tutabilmektir.
Bu nedenle proteinin ¢Ozlinlirlik ve kararlligini garanti altina alabilecek kosullar
saglanmalidir. Sicaklik, pH, iyonik siddet, ve proteinin spesifik iyon gereksinimleri g6z
Oonune alinmalidir. Bu nedenle deneme vyanilma ydntemleriyle gerekli galismalarin
yapilmasi gerekir.

Deterjan-Protein Etkilesimi

Deterjanlarla proteinlerin etkilesmeleri genel termodinamik yasalara uygun olarak
gergeklesir. Deterjanlarin uzun zincir gruplar proteinlerle hidrofobik, bas gruplari ise

hidrojen bagi ve iyonik etkilesimlere girerler. YUkl deterjanlar proteinlerin hidrofobik



bolgeleri disinda diger bolgelerle de etkilesime girer. Sodyum dodesil siilfatin (SDS)
proteinleri denatire edici etkisi katyonik deterjanlardan fazladir.

Yumusak bir deterjan olan Triton X-lI00, membran proteinlerinin ¢dzlintrlestiriimesinde
yaygin olarak kullaniimaktadir.

Tampon Etkisi

Cozlinurlestirmede kullanilacak tampon derisimi en az 25 mM ve pH'l pKa degerine yakin
olmalidir. Uzun zincirli karboksilik asitlerin iki degerlikli katyonlarla ¢dziinmez kompleks
olusturmalar da iyon degistirici kromatografi ve elektroforez uygulamalarinda sorun
yaratmaktadir.

Sicakhik Etkisi

Sicakliga bagh olarak deterjan 6zelliklerinde farklililar olabilmektedir. Bulutlanma noktasi
olarak tanimlanan sicaklikta miselde meydana gelen genislemeyle deterjanlar susuz faza
ayrilirlar. Bu etki, protein saflastirmada Ustlnlik saglasa da elektroforetik yontemlerde
oldugu gibi bolgesel 1sinmalar deterjan 6zelliklerinin dolayisiyla deneysel sonuglarin farkl

olmasina neden olacaktir.



