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AFINITE KROMATGORAFISI

o Matrise protein ile siki bag yapabilecek bir ligand baglanir.
o Bu liganda ilgili protein baglanir, digerleri baglanmadan ¢ikar.

o Coziinebilir ligand ile elue edilir.

ELEKTROFOREZ

Elektroforetik ayirma, yiiklii molekiillerin uygulanan bir potansiyel fark etkisi ile diferansiyel
hareketine dayanir. Pargaciklarin hareketi tagidiklart yiikle, sekil ve boyutu ile orantilidir.
Konveksiyon akimini dnlemek i¢in tampon (elektrolit) ¢ozelti bir tasiyiciya (kagit, seliiloz
tozlari, nisasta veya poliakrilamid jel) daldirilir. Proteinin tasiyicidaki yeri bir boya ile
belirlenir. Bu teknik daha cok kiiciik Olcekte uygulanmasina ragmen, biiyiik olcekte de
(preparatif) uygulanabilir. Preparatif elektroforezden sonra, ayrilan enzim destekten elue edilir
veya sirayla kolondan ayrilir. Kapiler elektroforez protein karigimlarinin ayrilmasi ve

analizinde artan bir uygulama alan1 bulmustur.



HIDROFOBIK ETKILESiIM KROMOTOGRAFISI

Sulu bir ¢evrede, hidrokarbon ve diger apolar molekiiller su ile degil birbirleriyle etkilesime
girerler. Protein yiizeyi yiiklii ve polar amino asit yan zincirleri igerir. Ancak bazi apolar yan
zincirler de vardir. Bu apolar zincirler bir¢ok proteinin apolar molekiillere baglanmasini saglar.
Bu etkilesimler hidrofobik etkilesim kromotografisinde 6nemlidir. Bu teknikte, proteinler oktil
vaya fenil-sepahrose gibi matrise hidrofobik etkilesimlerin daha kuvvetli oldugu yiiksek iyonik
kuvvette adsorplanir. Proteinin desorpsiyonu iyonik gerilimi azaltarak ve gerekirse hidrofobik
etkilesimleri zayiflatmak amaciyla organik ¢oziiciiler veya non-iyonik deterjanlar ekleyerek

gerceklestirilir.

COZUNURLUKTEKI DEGiSIME DAYANAN YONTEMLER

Bir bilesenin bir ¢oziiciideki ¢oziiniirliigli ¢oziinen-¢éziinen ve c¢oziicli-¢oziicli arasindaki
kuvvetlerin dengesine baglidir. Cozlinen-¢oziinen kuvveti baskinsa bilesen ¢oziinmez, aksi

halde ¢6ziiniir.
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