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proteinlerin iyonik ellisyonla kolondan ayriimasi.
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IYON DEGiSIM KROMATOGRAFiSi

Proteinleri olusturan amino asitler farkli ézellikleri olan yan zincirler icerir. Ornegin,
aspartik ve glutamik asit pH 7.0'de negatif ylkli asidik gruplar tasirken lizin, arjinin ve
histidin amino asitleri pozitif yukll bazik gruplar igerir. Her proteinin net yikl yapisindaki
ylUkli amino asitlerin miktarina ve bulundugu ¢ozeltinin pH'sina bagh olarak degisir.
Proteinler izoelektrik noktalarinin izerindeki pH'larda negatif, altindaki pH'larda ise pozitif
yukltdrler.

Biyolojik maddelerin ayriimasinda ilk kullanilan iyon degistiriciler ise selliilozik iyon
degistiricilerdir. Selliiloz hidrofilik oldugu icin, proteinleri denatiire etme egilimi azdir.
Pharmacia Fine Chemicals firmasi tarafindan gelistirilen ve modifiye bir dekstran olan
"Sephadex", capraz bagli bir agaroz olan "Sepharose" ve capraz bagl bir selliiloz olan
"Sephacel", kiiresel tanecikli ve yliksek gdzenekli ilk iyon degistiricilerdir. Son zamanlarda
cok cesitli matriksler kullanilmasina ragmen, protein ekstraksiyonu igin en ¢ok kullanilan
destek maddesi selliilozdur. Anyon degistiricilerde pozitif yiikli fonksiyonel gruplar olarak,
en fazla aminoetil, trietilaminoetil ve dietilaminoetil gruplan kullaniir. Katyon
degistiricilerde negatif ylkli gruplar olarak ise genelde siilfo ve karboksimetil gruplari
bulunur.

Saflastirma igin en uygun fonksiyonel grubu iceren matriksin segiminde, proteinin optimum
pH si da dikkate alinmalidir. Eger saflastirilacak protein pl dederinin lzerindeki pH'larda
daha kararli olan bir proteinse, anyon degistirici kullaniimal, aksi durumda katyon
degistirici tercih edilmelidir. pH 4-9'un diginda kararliigini koruyan enzim sayisi gok az
oldugundan iyon degisim kromatografisinde kullanilan matriks sayisi da sinirlhidir. En ¢ok
kullanilan adsorbanlar selliloz, agaroz ve dekstranin karboksimetil ve dietilaminoetil

turevleridir.



Proteinlerin Iyon-Degisim Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Proteinler, iyon degistiricilere iyonik etkilesimle tersinir olarak baglanir. Baglanan
proteinler ya tampon ¢ozeltinin iyonik gticii kademeli olarak arttinlarak ya da tampon
cozeltinin pH'I degistirilerek protein ylizeyindeki gruplarin yiikii yok edilir. Bu sekilde
kolondan ayri ayri elue edilebilirler. Bitiin bu islemler sirasinda iyon degistiricinin yukii
sabit kalacak bir pH araligi secilmelidir, yoksa tiim proteinler birlikte elue olur. Baglanma
glict proteinin izoelektrik noktasiyla ve toplam yuku ile ilgilidir.

Iyon Degistiricinin Secimi

Amfifilik maddeler olan proteinlerin net ylkleri ortamin pH'ina gore degisir. Dusiik pH
larda pozitif, ylksek pH larda negatif ve izoelektrik noktada ise sifir ylklldur. Proteinlerde
etkilesime giren yik gruplan 6zellikle, karboksil ve amino gruplar veya tersiyer amino
gruplaridir. Dolayisiyla anyon degistiriciler, proteinlerin — yikli karboksil gruplarini
baglarken protonlanmis amino gruplarini iterler. Genel kural olarak, aspartik asit ve
glutamik asit iceren proteinler anyon degisticilerle ayrilirken, lizin, arjinin ve histidin gibi
bazik amino asitler iceren proteinler katyon degistiricilerle ayrilabilir.

Genellikle ayrilmaya calisilan proteinin izoelektrik noktasi bilinmez ve bir protein
karisimindaki proteinlerin birbirlerinden ayrilabilmesi icin hangi tiir bir iyon degistirici
kullanilacagi ancak deneme yanilma yodntemi ile bulunabilir. Az miktardaki bir 6rnek,
tampon ¢ozeltide ¢oziiliir ve farkl iyon degistiricilerin bulundugu test tiiplerine esit olarak
koyulur. 10-15 dakika bekletildikten sonra santriflijlenerek ¢ozeltinin 280 nm de
absorbansi okunur. Relatif olarak en diistik absorbansi veren test tiipiindeki iyon degistirici

kullanilir.



