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OZET

PROTEOMIK CALISMALARDA ALBUMIN UZAKLASTIRILMASINDA
KARAYOSUNLARININ KULLANILABILIiRLIGININ ARASTIRILMASI

Efe SAMLI

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Adnan ERDAG
2014, 87 sayfa

Caligmalarda kullanilmak tizere Antitrichia californica Sull., Pterogonium gracile
(Hedw.) Sm., Hypnum cupressiforme Hedw. ve Homalothecium sericeum (Hedw.)
Bruch, Schimp. & W.Giimbel tiirlerine ait karayosunlari, 2012 yili Ekim ayinda
Aydin/Kogarli mevkiinden toplandi. Deney materyalinin karakterizasyonu igin
SEM goriintiileme, FTIR spektrumlar1 ve Elementer Analiz gibi tekniklerden
faydalanildi. Karakterizasyonu gergeklestirilen bitki partikiilleri, proteinlere karsi
pseudo-spesifik afinite gosteren bir ligand olan IMEOQ ile silanlandi. Bu ¢alismada
protein yapidaki BSA'min, karayosunu partikiilleri tarafindan tutulmasi
hedeflenerek, bu ama¢ dogrultusunda silanlanmis ve silanlanmamis bitki
partikiilleri ile adsorpsiyon denemeleri gerceklestirildi. Adsorpsiyonun maksimum
oldugu, sicaklik, inkiibasyon siiresi, ortam pH'l, BSA baslangi¢ derisimi ve iyonik
siddet gibi deney sartlarmin tespit edilmesini amaglayan denemeler sirasinda
deney ortamima protein salimi gerceklestigi gozlendi. Bitkisel partikiillerin
yikanmasi ile bu durumun istesinden gelinmeye ¢alisilsa da yikanan bitkiler ile
gergeklestirilen deneylerde tekrar ortama protein salimi gergeklestigi tespit edildi.
Bu nedenle ortama protein salan bitkisel materyalin proteomik ¢alismalarda

albiimin uzaklagtirma icin kullanilmasinin uygunsuz olduguna karar verildi.

Anahtar sozciikler: Proteomik, Albiimin Uzaklagtirma, Karayosunu, IMEO,
BSA
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ABSTRACT

A RESEARCH ON USAGE POSSIBILITY OF MOSSES FOR ALBUMIN
REMOVAL IN PROTEOMIC STUDIES

Efe SAMLI

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Adnan ERDAG
2014, 87 pages

Antitrichia californica Sull., Pterogonium gracile (Hedw.) Sm., Hypnum
cupressiforme Hedw. and Homalothecium sericeum (Hedw.) Bruch, Schimp. &
W.Gilimbel moss materials were collected from Aydin/Kocarli location in October,
2012. Characterization of the plant materials were carried out by using technics
such as SEM imaging, FTIR spectrums and Elemental Analysis. Characterized
plant materials were silanized by IMEO, which is a pseudo-specific ligand for
protein affinity. In this study, the BSA protein adsorption capability of both
silanized and non-silanized plant materials were tried. During the experiments for
revealing the maximum adsorption of BSA to the plant material by testing certain
parameters such as temperature, incubation time, pH, BSA initial concentration
and ionic strength, it was found out that there have been a protein release to the
test medium. This release was tried to be prevented or removed by washing the
plant material. The washed plant material still released protein to the medium.
Thus it was concluded that the plant material releasing protein to the medium is

improper for its use in albumin removal for proteomic studies.

Key words: Proteomics, Albumin Removal ,Moss, IMEO, BSA.
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1. GIRIS:

Karayosunlar1  basit yapili bitkiler olup, boylar1 birkag milimetreden
(Ephemeropsis  Goebel), bir metreye kadar degisen uzunluklarda olabilir
(Polytrichum commune Hedw. ve 70 cm boylanabilen Dawsonia superba Grev.)
(Crum, 2001). Fontinalis antipyretica Hedw. var. gigantea (Sull.) Sull. tiirii ise 2
metreye kadar boylanabilir (su akimi dogrultusunda biiytime) (Demir, 2011).

Sorbent olarak biyolojik ajanlarm kullanilmas1 uzun yillardir arastiricilarin ilgisini
cekmistir. Glinlimiizde de sorbent olarak bitkilerin kullanilmas1 giderek
yayginlagmaktadir. Diisiik maliyetle elde edilebilmeleri ve geri doniistiiriilebilir
olmalari, islemin genel verimi acgisindan 6nem tasimaktadir. Ozellikle tarimsal
faaliyetlerden olusan atigin bol ve diisiik maliyetli olusu arastiricilar1 bu konularda
caligma yapmaya itmistir. Fitosorbentler ile yapilan ¢alismalar atik sulardan agir
metallerin, boyalarm ve petrol tiirevlerinin temizlenmesi seklinde ana gruplara
ayrilabilir (Demir, 2011).

Atiksulardan agir metallerin temizlenmesi amaciyla yapilan c¢aligmalar arasinda
Cr(VD) tutulmast ig¢in, Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze meyveleri
kullanilmas1 (Vaghetti vd., 2008), Pinus sylvestris L. kozalaklarinin kullanilmasi
(Ucun vd., 2002), fisttk kabugunun kullanilmas: (Witek-Krowiak vd., 2011),
Passiflora edulis Sims meyve kabugunun kullanilmas: (Jacques, 2007), Cocos
nucifera L. (hindistan cevizi) lifi kullanilmasi1 (Gonzales vd., 2008), Ni(Il)
tutulmas1 i¢in Azadirachta indica A. Juss. yapraklarmin kullanilmasi
(Bhattacharyya vd., 2009), Moringa oleifera Lam. kabugu kullanilmasi1 (Reddy,
2011), Cochlospermum gossypium (L.) DC. sakiz1 kullanilmas1 (Vinod vd., 2010),
Cd igin su bitkisi olan Hydrilla verticillata (L. f.) Royle (Bunluesin vd., 2007),
Scolymus hispanicus L. (Barka vd., 2010) kullanilmasi, Cu(Il) tutulmasi igin
Acacia leucophala Link aga¢ kabugu tozu (Munagapati vd., 2010), Arachis
hypogaea L. meyve kabugu kullanilmasi (Witek-Krowiak vd., 2011), Pb i¢in
Pinus sylvestris kozalagi (Ucun vd., 2003), Phaseolus vulgaris L., Ficus religiosa
L. yapraklar1 (Ozcan vd, 2009) kullanimi 6rnek olarak verilebilir. Atiksulardan
boyar madde uzaklastirilmasi i¢in Araucaria angustifolia (Vaghetti vd., 2008),
Pyracantha coccinea M. Roem. meyvesi (Akar vd., 2009), Ananas comosus (L.)
Merr. yapraklari (Chowdhury vd., 2011), Paulownia tomentosa (Thunb.) Steud.
(Deniz ve Saygideger, 2010), Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb (Sentiirk vd.,
2010), Thuja orientalis L. (Akar vd., 2008), Cupressus sempervirens L.



(Fernandez vd., 2010), Capsicum annuum L. tohumlart (Tunali Akar vd., 2011),
islenmemis zeytin atig1 (prina) (Akar vd., 2009) ve Phaseolus vulgaris L.
kullanilan bitkilerden bazilaridir.

Karayosunlar1 yiizey yapilar1 ve kolay erisilebilir olmalar1 sebebiyle fitosorbent
olarak cesitli ¢alismalarda kullanilmislardir. Karayosunlar1 kullanilarak yapilan
calismalara Cd(II) ve Cr(Ill) tutulmasi i¢in Hylocomium splendens (Hedw.)
Schimp. kullanilmasi (Sar1 vd., 2008), 137Cs ve 90Sr tutulmasi i¢in Funaria
hygrometrica Hedw. kullanilmas1 (Balarama Krishna vd., 2004), Pd igin
Racomitrium lanuginosum (Hedw.) Brid. (Sar1 vd., 2009) kullanilmasi, Co ve Sr
i¢in Rhytidiadelphus squarrosus (Hedw.) Warnst. (Maresova vd., 2011)
kullanilmasi, atiksulardan boyar madde uzaklastirilmast i¢in Dicranella varia
(Hedw.) Schimp. kullanilmas: (Akkaya ve Ozer, 2005) 6rnek olarak verilebilir.

Diinya iizerinde genis yayilima sahip bir karayosunu olan Sphagnum’un agir metal
tutma Ozellikleri cesitli calismalarla belirlenmistir (Brown vd., 2000). Bu amagcla
Amerikan Maden Biirosu yaptigi caligmalarda gozenekli polisiilfon kiirecikler
iizerine immobilize edilmis mikroorganizmalara ek olarak immobilize Sphagnum
da denemistir. Bu sekilde ¢inko, kadmiyum ve diger metallerin secici olarak
ortamdan uzaklastirildig1 sonucuna ulasilmistir (Ferguson vd., 1989). Sphagnum
L. un ticari olarak kullamim ise genellikle petrol iriinlerinin ortamdan
uzaklastirilmasina yonelik olmustur. Ozellikle kuru haldeyken hidrofobik
ozellikler kazanan Sphagnum, petrolii tutma oOzelligi dolayisi ile kirlenmis
alanlarin temizliginde kullanilmaktadir. Su iizerinde kaldig1 icin su Ustii kirliligin
temizlenmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Bu {iriinler genellikle toz haline
getirilerek hazirlanmig olarak piyasaya siiriilmiistiir. Hyro-Weed (Innovative
Technologies Group LLC), Peat-sorb (Zorbit Technologies Inc.), Oclansorb Plus
(Hi Point Industries Ltd.), Enviropeat (Envirotech Solutions) ve Norvec'teki
Kallak Torustrofabrikk'in turbalik alanlardan hasat ettigi bitkisel materyaller bu
amacla gelistirilmis, petrol irlinleri ve kimyasal kirliligin temizlenmesi igin

kullanilan ticari {iriinlerdir. (Demir, 2011).

Baz1 karayosunu tiirlerinde yaprak hiicrelerinin yiizeylerinde siislemeler
bulunmaktadir. En yaygin goriilen siisleme tipi papillalardir. Genel tanimiyla
papilla, hiicre yiizeyindeki farkli sekillere sahip ¢ikintilardir. Basit, C-sekilli veya
dallanmis yapida olabilirler. Benzer sekilde mamillalar da hiicre limeninin digari
dogru ¢ikarak olusturdugu cikmtilardir (Buck ve Goffinet, 2000). Bu yapilarin en



onemli 6zelligi yiizey alanini 6nemli 6l¢iide artiriyor olmalaridir. Yogun papillaya
sahip bir yapragin yiizey alan1 6nemli dlgiide artarak tutunmasi istenen molekiil
icin avantaj olusturur (Demir, 2011)

Gelisen tiim bitki hiicrelerinin etrafi polisakkartlerce zengin bir primer g¢eper ile
cevrilidir. Tohumlu trakeofitlerin primer ¢eperleri seliilloz hemiseliiloz ve pektin
cok miktarda bulunmak iizere bunun yaninda yapisal glikoproteinler, mineraller,
enzimler ve fenolik esterler de icerir (Carpita ve Gibeaut, 1993). Biryofitlerin
ceper yapisi ise ¢ok daha az bilinmektedir. Ornek olarak her ne kadar genetik ve
fizyolojik olarak Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Shimp. yakindan
inceleniyor olsa da sasirtici sekilde hiicre ¢eperine ¢ok az ilgi gdsterilmistir (Lee
vd., 2005). Primer hiicre ¢eperi bitkilerde genel olarak seliiloz mikrofibriller ve
bunlan birbirlerine baglayan ksiloglukanlardan meydana gelir. Bu yap1 ¢eperin
fiziksel dayamikliligimi saglar. Pektin ag1 ise hiicrelerin birbirlerine yapigsmasimi
saglar, pordziteyi ve iyonik durumu etkiler. Pektin ag1 ayn1 zamanda glikan ¢apraz
bagh selilloz agmin o6zelliklerine ve ¢eper yapilanmasina etki eder. (Lee vd.,
2005). Karayosunu hiicre ¢eperinin kimyasal yapisindan daha genisce
bahsedilecek olursa asagidaki kisimlara ayrilarak incelenmesi uygun olur.

1.1. Karayosunu Hiicre Ceperinde Bulunan Molekiiller
1.1.1. Seliiloz

Ana yapt olarak 5-20 nm’lik mikrofibriller halinde bulunur. B-1,4 bagli D-glukoz
tnitelerinden meydana gelir. Seliilozun genel yapisint gosteren Sekil 1.1.'de
kesikli ¢izgi ile gosterilen baglar zincirler arasindaki hidrojen baglarini, noktalama
ile gosterilen baglar ise zincir igerisindeki hidrojen baglarini ifade etmektedir
(Festucci-Buselli vd., 2007). Roberts ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 ¢aligmada
kullanilan tim karayosunlarinda seliilozun ¢eper yapisinda bulundugunu
belirtmistir.



Glukoz

Sekil 1.1. Seliiloz molekiiliiniin yapisi ve bir glukoz molekiiliiniin bu yap1
icerisinde gosterimi (Festucci-Buselli vd., 2007'den degistirilerek)

1.1.2. Hemiseliiloz

Seliiloz mikrofibrillerini birbirine baglayan nétr polimerlerdir. Degigken bir yapiya
sahiptirler, seyreltik asit yada bazlarla bile hidrolize ugrayabilirler. Hemiseliiloz

bir ¢ok farkli molekiil grubunu icerir:
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Sekil 1.2. Hemiselilloz molekiilleri a. Ksiloglukan b. p-1,4-Ksilan c.
Glukoronoksilan (www.brenda-enzymes.org'dan degistirilerek)



1.1.2.1. Ksiloglukan

Ksiloglukanlar (Sekil 1.2.a.) matriks polisakkaritleridir. Seliiloz aglarini (Sekil
1.1.) capraz baglayarak ceperin yapisal diizenlenmesinde ve porézitesinde rol
alirlar (Kremer vd., 2004). XXXG yada XXGGG gibi ¢esitli dallanma tiplerine
sahip olabilirler. Propper ve Fry (2003)'in gerceklestirdigi ¢caligmada bir¢ok farkl
karayosunu Orneginde tespit edilmistir. Calismada ayrica ksiloglukanin tiim kara
bitkilerinde bulundugu belirtilmistir.

1.1.2.2. Ksilanlar

Rediikleyici uglara sahip degildirler. Yakin zamanda yapilan ¢alismalar Funaria
hygrometricanin da i¢inde bulundugu alti karayosunu tiiriinde ksilana spesifik
epitoplarin tespit edilmedigini gostermekle birlikte (Carafa vd., 2005), ksilana
spesifik epitoplar Physcomitrella patens'te CoMMP (kobalt(II)-degistirmeli matris
metaloproteinaz) ile tespit edilmistir (Roberts vd., 2012). Ayrica seker baglanma
analizleri biryofit ¢eperinde [-1,4-bagh ksilan (Sekil 1.2.b.) varligini ortaya
koymustur (Moller vd., 2007). Glukoronoksilan (Sekil 1.2.c.) ve B-1,4-D-ksilan
yan dallar1 bulunabilir. Bunun yaninda Kulkarni ve arkadaslarinin (2012)
gergeklestirdigi caligmada immiin yontemler ile yaprak hiicrelerinde ve aksiller
tilylerde ksilan tespit edilirken, protonemal filamentler ve gdvdede ksilana

rastlanmamugtir.

1.1.2.3. Mannanlar

Mannanlar kimyasal analizi gergeklestirilen birgok karayosununun g¢eper yapisinda
bulunmaktadir (Geddes ve Wilkie, 1971; Popper ve Fry, 2003) ve Physcomitrella
patens tiiriinde CoMMP, kimyasal analiz ve immiinoetiketleme ile tespit edilmistir
(Liepman vd., 2007; Moller vd., 2007; Nothnagel ve Nothnagel, 2007; Lee vd.,
2011; Roberts vd., 2012). Glukomannanlar (Sekil 1.3.) gymnospermlerin sekonder
ceperlerinin biiyilik bir kismii meydana getirmektedir (tiim ¢eperin %10'), dikotil
¢eperlerinin ise daha az bir kismin1 meydana getirir (%3-5) (Matheson, 1990).
Glukomannanlarin (Sekil 1.3. b,c) bir egreltinin sekonder ¢eperinin %15 kadarim
meydana getirdigi tespit edilmistir (Bremner ve Wilkie, 1971). Karayosunlarinda
ise Mannoz (Sekil 1.3.) %15°ten ¢ok daha yiiksek oranlarda bulunur. Bu agidan
kompozisyonel olarak biryofitlerin primer yapidaki ceperlerini egreltiler ile



angiosperm ve gymnospermlerin sekonder ¢eperlerine benzetmek daha dogru olur
(Popper ve Fry, 2003).
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Sekil 1.3. Mannan ve Uronik Asitler a. Mannoz b. Glukuronik asit c. Galakturonik

asit (www.brenda-enzymes.org'dan degistirilerek)

1.1.2.4. Uronik asitler

Popper ve Fry (2003) gergeklestirdikleri ¢alismada primitif karayosunlarinin
Glukuronik asit (Sekil 1.3.b.) ve Galakturonik asit (Sekil 1.3.c.) bakimindan ¢ok
zengin olduklarini, ancak daha gelismis ve kuruma toleranslar1 daha yiiksek olan
biryofitlerin bu maddeleri ¢ok az bulundurduklarini belirtmistir.

Sekil 1.4. Pektin (www.brenda-enzymes.org)



1.1.3. Pektin

Ceper yapisinda bulunan Ca gibi iyonlar pektin benzeri molekiillerin yap1 ve
ozelligini belirleyici niteliktedir. Pektin, 2 ana tip molekiilden olusur:

1.1.3.1. Homogalakturonan

Moller ve arkadaglarinin (2007) gergeklestirdikleri calismada P. patens'te
homogalakturonan (Sekil 1.5.) tespit edildigini ve c¢eper pektininde bulunan
homogalakturonanimn (Galakturonik asit polimeri) negatif ylklii uclara sahip
oldugunu belirtmistir. Konno ve arkadaslarinin (2010) gerceklestirdigi bir bakir
adsorpsiyonu deneyinde, pH 8,6 alkali ortamda homogalakturonanin beta
gruplarmin kesilmesiyle de bakirin serbest kaldig1 belirtilmistir. Deneyde Cu’nun
%40’tan fazlas1 homogalakturonan’a giiclii sekilde baglanmustir.
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Sekil 1.5. Homogalakturonan (Baz1 karboksil gruplart metillenmis halde)
(www.ccrc.uga.edu'dan degistirilerek)

1.1.3.2. Ramnogalakturonan

Arabinan ve galaktan (Sekil 1.6.a,b.) yan zincirlere sahiptir. Konno ve
arkadaglarinin (2010) gerceklestirdikleri deneyde bakirin geri kalan1 bu molekiiliin
ironik asit yan zincirlerine baglanmistir. Gergeklestirilen bircok c¢alisma ile
biryofit ¢eperinde ramnogalakturonan I (Ligrone vd., 2004; Kremer vd., 2004) ve
ramnogalakturonan II (Matsunaga vd., 2004) tespit edilmistir. B-1,4-galaktan, o-
1,5-arabinan ve gapraz baglanmis borat, 3-O-metilramnoz, 1,2,4,5-tetra-O-asetil-3-
O-metilramnitol, 5-keto-D-mannuronik asit, 2-O-metil-L-fukoz gibi ¢esitli
molekiiller (Sekil 1.6.) ramnogalakturonan’a bagli olarak bulunabilir.
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Sekil 1.6. Pektin molekiillerine bagli bulunabilen bazi gruplar a. Arabinan
b. Galaktan c. Ramnoz d. L-Ramnitol e. B-D-Mannuronik asit f. f-D-
Fukoz (www.brenda-enzymes.org'dan degistirilerek)

1.1.4. Glikoproteinler

Arabinogalaktan proteinleri, proteoglikanlarin, "hidroksiprolin bakimindan zengin
glikoproteinler" stiperfamilyasina dahil farkli ve heterojen bir grubudur (Lee vd.,
2005). Ceperde ramnogalakturonan’a bagli halde arabinogalaktan proteinleri
bulunur. Bu proteinler hiicrenin genislemesinde gorev yapar. Gergeklestirilen
bircok calisma ile biryofit hiicre ¢eperinde arabinogalaktan proteinleri tespit
edilmistir (Lee vd., 2005; Moller vd., 2007). Bu proteinlere bagli olarak 3-O-
metil-L-ramnozil, 1,3,6-galaktopiranozil, arabinofuranozil, arabinopiranozil, (1,4)-
glukoronopiranozil (Sekil 1.7.) bulunabilir (Roberts vd., 2012).
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Sekil 1.7. Baz1 glikoproteinler a. alfa-L-arabinofuranozil-(1,5)-L-arabinofuranoz b.
6-0-alfa-L-ramnozil-D-glukopiranoz (www.brenda-enzymes.org'dan
degistirilerek)



1.1.5. Lignin Benzeri Fenolikler

Kremer ve arkadaglarinin (2004) gerceklestirdikleri ¢alismada ligninin (Sekil
1.7.a.) karayosunlarinda bulunmadig1 belirtilmistir. Bu bulgu gerceklestirilen diger
caligmalar ile de paralellik gostermektedir (Proskauer, 1960; Hebant, 1974;
Ligrone vd., 2000). Ancak Physcomitrella patens'te, lignin biyosentez enzimlerini
kodlayanlara homolog genlerin kesfedilmesiyle lignin benzeri yapitaslarinin
karayosunlarinda bulundugu belirlenmistir  (Xu vd., 2009). Ligninler
heteropolimer hidrofobik fenolik bilesiklerdir. p-hidroksifenil (H), guaiacil (G) ve
sirinjil (S) tnitelerinin karbohidratlari birleserek lignini olustururlar ve bu sayede
ceper sertlesir (Ligrone vd., 2007). Biryofitlerde G+S yapisindaki molekiiller en
yliksek oranda bulunmaktadir.

Biryofit ¢eperinde bulunan fenolik bilesikler, ¢eperin asit hidrolizine kars1 direngli
olmasini saglar. Glime (2007), calismasinda biryofitlerin hayatta kalabilmek i¢in
cesitli  pigmentleri ve herbivorlardan korunmaya yarayan bilesikleri
bulundurduklarmi ifade etmis, UV 1sik ile inceleledigi Fontinalis antipyretica
yapraginda hiicre ceperinde floresans tespit ederek, bunun ceperdeki fenolik
bilesiklerden kaynaklandigini belirtmistir (Sekil 1.9.).
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Sekil 1.8. Lignin (Glazer ve Nikaido, 2007)
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Sekil 1.9. UV 151k altinda Fontinalis antipyretica hiicre ¢eperindeki floresans
(Glime, 2007).

Aragtirmalarimiz  teknik acidan incelendiginde, deneylerde kullanilan ana
yontemin afinite kromatografisi oldugu goriiliir. Afinite kromatografisi,
biyomolekiillerin tanimlanmasi, saflastirilmasi ve ayrilmasi igin iyi bilinen bir
yontemdir ve yiiksek spesifitede molekiiler tanima esasina dayanir. Bu metotta,
spesifik bir tanima 6zelligine sahip bir molekiil, uygun bir destege immobilize
edilir (Denizli ve Piskin, 2001). izole edilecek molekiil, matrikse immobilize
edilen tamamlayici ligand tarafindan secici bir sekilde tutulur. Afinite
kromatografisinde ligand stabilitesi giin gectik¢e dnem kazanmaktadir. Dolayisiyla
glinimiizde yiiksek molekiil kiitleli biyolojik ligandlar diisiik molekiil kiitleli
pseudo-spesifik ligandlar ile degistirilmektedir (Huang ve Carbonell, 1999; Gomez
ve Strumia, 2008; Ozkara vd., 2003).

Afinite kromatografisi bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup, saflastirilmasi
istenen molekiiliin, matriks adi verilen bir kat1 destek materyaline kovalent olarak
immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve
tersinir baglandigr bir tekniktir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000). Kullanilacak
ligandin saflastirilacak madde igin spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmalidir.
Ligand olarak enzimler, koenzimler, kofaktorler, antibadiler, aminoasitler,
oligopeptidler, oligoniikleikasitler ve niikleik asitlerin de (DNA, RNA) bulundugu
¢ok sayida biyofonksiyonel molekiil kullanilabilir (Denizli ve Piskin 2001).
Afinite kromatografisinin sematik gosterimi Sekil 1.10.’da verilmistir.



11

A
2 10¢

Desorpsivon

(HUTTRY

v

¢coziinir I|fj and ile

%- ’ ‘/desorbe edici tampon ile

Sekil 1.10. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi. (Tiirkcan, 2012)

Kat1 fazdaki baglama 6zelliginin 6zgiilliigli, se¢ici baglama maddesinin (ligand)
destek matriksine kovalent baglanmasiyla saglanir. Kati fazda 6rnekten istenen
madde se¢imli olarak tutulur. Baglanmayan maddelerin yikanarak kolondan
uzaklastirilmasindan sonra, ayrilan (tutunan, saflagtirilan vb.) madde, sivi (mobil)
fazin iyonik kuvveti veya pH’1 degistirilerek kolondan eliie edilir. Ligand ile ilgili
olarak aranilan anahtar 6zellik, destek matriksine kovalent bagli ligantin kolona
bagl kalabilmesi ve hedef molekiil serbest birakildiktan sonra da biyolojik olarak
aktif olabilmesidir (Tiirkcan, 2012).

Afinite kromatografisi enzim, antibadi gibi biiyiik molekiillerin saflastirilmasinda
veya kiiclik bilesiklerin ayrilmasinda kullanilir. Ayrica hiicre ayirma islemleri de
afinite kromatografisi teknikleri kullanilarak gergeklestirilebilir. Cizelge 1.1.’de
afinite kromatografisinin en ¢ok kullanmildigi biyolojik sistemler gosterilmistir
(Keha ve Kiifrevioglu 2000).



12

Cizelge 2.1. Afinite kromatografisinin kullanildig1 biyolojik sistemler. (Kegili,

20006)
Saflastirtlacak Madde Ligand
Enzim Substrat, inhibitér, kofaktdr
Antikor Antyen, viriis, hitcre
Lektin Polisakkant.  glikoprotein, hiicre  viizey
reseptorii. hiicre
Niikleik as1t Komplementer baz dizisi. niikleik  asit
polimeraz. baglayici protem
Hormon Reseptor protein
Vitamin Tastyici protein
Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik protein, lektin

Cizelge 1.2. Afinite kromatografisinin baslica 20 alt dali.

1. Hidrofobik kromatografi

11. Perfiizyon afinite kromatografisi

2. Immunoafinite kromatografisi

12. Tiyofilik afinite kromatografisi

3. Kovalent afinite kromatografisi

13. Yiiksek performans afinite
kromatografisi

4. Metal-selat afinite kromatografisi

14. Afinite yogunluk pertubation

5. Molekiiler baskilama afinite
kromatografisi

15. Kiitiiphane tiirevli afinite
kromatografi

6. Membran temelli afinite
kromatografisi

16. Afinite ¢oktiirme

7. Affinite kuyruk kromatografisi

17. Afinite elektroforez

8. Lektin afinite kromatografisi

18. Afinite kapiler elektroforez

9. Boya ligand afinite kromatografisi

19. Santrifiij afinite kromatografisi

10. Reseptor afinite kromatografisi

20. Afinite itme kromatografisi

Matriks, biyospesifik ligandin {izerine kovalent olarak baglandigi materyaldir.
Matrikse kovalent olarak baglanan ve ayrilmasi veya saflastirilmasi istenen
biyomolekiile 6zel, se¢imli afinite gdsteren ve onu spesifik olarak taniyip baglayan
maddelere ligand adi verilir. (Kegili, 2006)
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Biyomolekiillerin saflastiriimasinda birgok ligand kullanilmaktadir. Immobilize
edilmis lektin bircok glikoproteinin saflastirilmasinda  kullanilir. Hormon
reseptorleri hormonlarin, hormonlar da reseptorlerin saflastirilmasinda kullanilir.
Immiinoafinite ile antibadiler antijenlerin saflastirilmasinda kullanilir. Birgok
biyomolekiiliin ligand olarak kullanilmasi diisiiniilse de ¢ok pahali olmalar1 ve
kararliliklarinin  diisiik olmasi sebebi ile tercih edilmezler. Pseudo-spesifik
(biyomimetik) ligandlarin gelistirilmesi ile bu tip dezavantajlar biiylik Olciide
giderilmistir (Kegili, 2006).

Teknigin uygulanmasi asamasinda dikkat edilmesi gereken diger bir konu da
ligand-molekiil arasindaki afinitedir. Eger afinite c¢ok zayifsa adsorpsiyon
gerceklesmez. Buna karsin kuvvetli bir afinite olmasi durumunda adsorbe olmusg
proteinin yikanmasi zorlagacaktir. Uygun kosullarin elde edilmesi bu teknigin

verimli sekilde kullanilmasini saglayacaktir. (Demir, 2011)

Matriks secimi: Kat1 destegin ve matriks ile afinite ligandi arasindaki kovalent
baglanmanin dogru sekilde secilmesi, afinite kromatografisinin bagarisini
dogrudan etkilemektedir. Kat1 desteklerin immobilize afinite ligandinin kararlilig
iizerinde etkileri vardir. Bazi kati desteklerin kendileri de afinite ligandi
icerebilirler. Kromatografi isleminde kullanilacak tasiyici matrikste bulunmasi
gereken bazi 6zellikler su sekilde siralanabilir;

1. Coziiniir olmamalidir.
2. Yeterli gecirgenlige ve genis spesifik alana sahip olmalidir.

3. Baglanma, adsorpsiyon, desorpsiyon ve rejenerasyon kosullarina karst kimyasal
olarak kararli olmalidir.

4. Mikrobiyal ve enzimatik ataklara kars1 direngli olmalidir.

5. Afinite ligandlarinin baglanmasina izin verecek kimyasal reaktiviteye sahip

olmalidir.

6. Proteinlerin nonspesifik etkilesimlerinden etkilenmemek i¢in hidrofilik ve notral
karakterde olmalidir.

7. Endiistriyel uygulamalar i¢in ekonomik olmalidir.
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Ligand secimi: Afinite kromatografisinde kullanilabilecek ¢ok sayida ligand
vardir ve bunlarin bir ¢ogu biyolojik kokenlidir. Kolon iginde biyolojik ligand
kullanilmas1 nedeniyle bu ydntem biyoafinite kromatografisi veya biyospesifik
adsorpsiyon olarak da adlandirilabilir. Bircok biyolojik ligandin yiiksek spesifiteye
sahip olmasi, biyoafinite kromatografisini ¢ogu bilesigin saflastirilmasi icin ideal

yontem haline getirmistir.

Iyi bir ligand asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir:

1. Ligand izole edilebilecek sekilde protein ile tersinir kompleksler olugturmalidir.
2. Kromatografik uygulamaya uygun spesifiteye sahip olmalidir.

3. Izole edilen protein veya ligandi etkilemeden ortamdaki basit bir degisimle

kompleks kolayla ayrilabilmelidir.

4. Matrikse kolayca immobilize edilebilmek iizere birtakim kimyasal 6zelliklere

sahip olmalidir.

5. Kararli komplekslerin olusumu i¢in kompleks sabiti yeterince yiliksek olmalidir.
(Hage ve Ruhn, 2006)

Bazi durumlarda ligandla matriks arasma eklenebilen karbon zincirlerine Ara
kollar (Spacer arms) denir. Biyolojik maddelerin aktif bolgelerinin molekiiliin
derin kisimlarinda olmast durumlarinda destek matriksiyle liganda tutunan
maddeler arasindaki istenmeyen etkilesimleri dnlemek amaciyla matriksle ligand
arasina bir kol yerlestirilir. Bu arakolun uzunlugu kritiktir. Eger ¢ok kisa olursa
beklenen etkiyi gosteremez ve ligand, 6rnek igindeki hedef maddeleri baglayamaz.
Cok uzun olursa ayirma isleminin seciciligi azalir ve ara kol ile ornekteki
maddeler ile hidrofobik etkilesime girerler. Kiiciik ligandlar1 (enzim inhibitorleri)
dogrudan matrikse baglamak suretiyle hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda
baglanan maddeler arasinda sterik engellemelerden dolay1 kii¢iik ayirma kapasitesi
gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti kollari, etkili baglanmay1 kolaylastirmak icin
matriksle ligand arasina yerlestirilirler (Kegili, 2006).

Yiizey modifikasyonlar1 mikroelektronik, biyoteknoloji ve aymrma bilimi
alanlarinda aktif bir arastirma alamdir (Oztiirk vd., 2008; Ozkara vd., 2004; Canak
vd., 2004). Uygulamanin tiirline bagh olarak yilizey modifikasyonlari,
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fiziksel’kimyasal baglanma yada istenen molekiillerle yiizey kaplama seklinde
yapilabilmektedir (Singh ve Way, 2005). Yiizeylerin kimyasal yada fiziksel
modifikasyonlar1 ile adhezyon, 1slanabilirlik, biyo-uyumluluk ve ylizeyin
baglanma afinitesi gibi oOzellikler, 0zel gereksinimleri saglayacak sekilde
degistirilerek ayarlanabilmektedir (Ma vd., 2005). Modifiye materyaller
giinlimiizde iyi sekilde bilinmekte, biyoloji, tip ve ¢evre gibi bir ¢ok alanda
potansiyel  kullanimlar1 nedeniyle derinlemesine incelenmektedir. Bu
uygulamalara enzim (Guo vd., 2003) ve protein ayirmalart (Akgdl ve Denizli,
2004), RNA ve DNA saflagtirmalari (Elaissari ve Bourrel, 2001), kanser teshisi
icin rezonans goriintileme (MRI) teknikleri ile, kontrollii ilag tasiyicilar ve
hipertermi gibi uygulamalarla kanser terapisi (Sousa vd., 2001) ornek olarak
gosterilebilir.

Organik bilesiklerle partikiillerin yiizey modifikasyonlarinin gergeklestirilmesi
organik buhar yogunlastirma, polimer kaplama, siirfaktan baglama ve direkt
silanizasyon gibi farkli teknikler ile saglanabilmektedir. Direkt silanizasyon
stabilitenin arttirilmasi ve ylizey alan1 6zelliklerinin kontrolii agisindan ¢ekici bir
yontemdir (Takafuji vd., 2004). Silan bir baglama ajanidir ve ¢ift fonksiyonlu
molekiilii hem agik bilesik dolgu partikiillerine, hem de baglayici regineye baglanir
(Lin vd., 2000). Silan bilesikleri farkli desteklerin lizerindeki hidroksil gruplari ile
etkilesime girer (Soares vd., 2004; Gries vd., 1998; Oztiirk vd., 2007a). Literatiirde
silan molekiillerinin 6nce destek yiizeyinde yada solvent igerisindeki iz miktarda
su varligi ile hidrolize oldugu, daha sonra ise yiizey ile bir kovalent bag yaptigi
belirtilmektedir (Silberzan vd., 1991). Oztiirk ve arkadaslarinin  (2008)
gerceklestirdikleri c¢alismada IMEO molekiiliiniin pseudo-spesifik bir ligand

oldugu ve silanizasyon ajani olarak kullanildig: belirtilmistir.

Siirfaktan maddelerin, protein ve lipit membranlar i¢in denatiiran ve ¢oziiniirliigi
arttirict ajan olarak islevlerinin anlagilmasi amaciyla, siirfaktan maddeler ile
proteinler arasindaki etkilesim genis sekilde incelenmistir (Ananthapadmanabhan,
1993; Steinhardt ve Reynolds, 1969; Jones, 1975; Kaneshina vd., 1973; Nozaki
vd., 1974; Jones vd., 1975; Hiramatsu vd., 1977; Valstar vd., 2000; Valstar vd.,
2001; Vasilescu vd., 1999; Moriyama vd., 2003). Protein ile siirfaktan arasinda iki
ana etkilesim gozlenmistir. Bunlar, elektrostatik ilgi sayesinde spesifik baglanma
ve hidrofobik afinite nedenli olarak siirfaktanin proteinle isbirligi igerisindeki
birlikteligidir. Molekiiler diizeyde siirfaktan ile protein arasindaki etkilesim dnemli
bir arastirma alanidir. Ayni zamanda bu aragtirmalar, proteinlerin amino asit
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dizilimleri ile ifade edilen kendilerine 6zgii primer yapilara sahip kompleks
biyomakromolekiiller olmalari nedeniyle karmasik ¢aligmalardir. Siirfaktan
molekiillerin proteinlerin hangi bdlgelerine ve nasil baglandigi 6nemli bir
konudur. Diger bir 6nemli nokta ise siirfaktan maddelerin hangi yapisal 6zelliginin

bu molekiillerin proteine baglanmasini sagladigidir.

Lu ve arkadaglari (2006) tarafindan gergeklestirilen calismanin sonucunda,
BSA'nin siirfaktana baglanmasini saglayan en énemli faktoriin hidrofobik zincir
uzunlugu oldugu tespit edilmistir. Anyonik siirfaktanin alkil zincir uzunlugu
arttikca BSA daha yiiksek oranda siirfaktana baglanmistir. Cesitli kimyasal
gruplarin bagh oldugu anyonik siirfaktanlar arasinda yapilan karsilastirmada, grup

degisiminin biiyiik bir fark yaratmadig1 gézlenmistir.

Sharma ve arkadaslarinin (2010), BSA'nin selilloz ve gesitli seliiloz tiirevlerine
baglanmasinin  denendigi = ¢alismalarnda,  diger  selilloz tiirevleriyle
karsilagtirildiginda dogal seliillozun BSA sorpsiyonu igin gayet uygun bir yapida
oldugu belirlenmistir. Denenen seliiloz tiirevlerine BSA baglanma verimlerinin
yiiksekten diisiie dogru sirastyla Metil metakrilat, Seliiloz, Hidroksietil metakrilat
ve Glisidil metakrilat seklinde siralanabilecegi belirtilmistir.

Ayirma, bir karigimin birbirinden farkli iki veya daha fazla {iriin haline getirilmesi
islemi olarak tamimlanabilir. Ayirma islemi kimya, petrokimya ve farmasotik
sanayinde en biiylik maliyeti olusturan islemlerden biridir. Adsorpsiyonda tutma
isini yapan madde adsorban veya sorbent adini alir. Adsorpsiyon yonteminde
islemin verimi sorbentin kalitesi ve oOzellikleriyle dogrudan iliskilidir (Yang,
2003). Biyosorpsiyon islemi cansiz biyokiitlenin sorbent ve sorbat arasindaki
afinite iligkisine dayanan pasif bir olaydir (Volesky, 2007).

Biyoafinite kromatografisinin baslica amaci1 biyomolekiillerin saflastirilmasi ve
ayrilmasidir. Son yillarda biyoafinite kromatografisi sadece proteinlerin degil, ayni
zamanda niikleik asit ve hiicrelerin ayrilmasinda da basariyla uygulanmistir.

Protein Saflastirma: Proteinlerin saflagtirilmasi afinite kromatografisinin ana
amacidir. Biyoafinite kromatografisi tekniginin gelistirilmesi (matriks se¢imi,
metot gelistirilmesi), protein saflagtirmanin bir fonksiyonu olarak yapilmistir. Bu
alanda, proteinlerin saflastirilmasi ya gercek biyospesifik afinite ya da pseudo-
biyospesifik afinite kromatografisi ile yapilir. Ilk durumda ligand, bir substrat,
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kofaktdr, reseptdr veya antibadi olabilir. ikinci durumda ligand, basit (aromatik,
hidrofobik vb.) ya da kompleks etkilesimde bulunan sentetik ya da dogal bir
molekiildiir. Ornek olarak albiimin, dehidrojenazlar ve kinaz gibi pek ¢ok proteine

afinite gosteren immobilize edilmis Cibacron Blue verilebilir.

Hiicre Saflagtirma: Hiicre ayrimlar icin afinite kromatografisi, glutaraldehit,
aktiflenmis AcA ve Mersalil-Trisakril C iizerine immobilize edilmig antibadilerin
kullanimiyla basarili bir sekilde uygulanmistir. Avidin-Ultragel A4R de hiicre
ayrimi i¢in ilging ve ¢ok yonlii bir aragtir.

Elisyon, hiicre uygulamasina etki edebilecek iyonik kuvvet veya pH
degisimlerinin olmadig1 fizyolojik kosullarda gergeklestirilir. Ug tiir eliisyon soz
konusudur: Yarigmali eliisyon, mekanik eliisyon, c¢ift adsorpsiyon-desorpsiyon
mekanizmasi. Rekabete dayali eliisyon, ligand lektin oldugunda genellikle
sekerlerle gerceklestirilir. Mekanik eliisyon cam ¢ubuk kullanilarak yumusak bir
hizlandirmayla siispansiyonda gergeklestirilir. Cift adsorpsiyon mekanizmasi,
ligand ve jel arasinda ayrilabilir baglar igerir.

Niikleik Asit Ayirma: Niikleik asitler, diger biyomolekiillerle ¢ok sayida afinite
etkilesimlerine sahiptirler. Cift sarmallit DNA olusumu, piirin ve pirimidin bazlar1
arasindaki (Hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, yiik-transfer etkilesimleri
gibi) baz ¢iftlenme etkilesimleri sonucudur. Kromozomlarin olusumunda,
histonlarla DNA’nin birlesmesi ile DNA zincirinde ¢ok sayida enzimin davranisi
bu etkilesimlere birkag drnektir. Niikleik asitler li¢ farkli tiir etkilesimi igerir: Baz
etkilesimlerini tamamlayici, proteinlerle etkilesim, belirli aromatik molekdillerle
etkilesim. Protein ve enzimlerle biyoafinite, genellikle niikleik asitlerin
immobilizasyonuna dayanir. Bu afinite tamamlayici sistem, immobilize DNA
tizerine proteinlerin etkilesimiyle DNA’nin saflagtirilmasini agiklar. Yine de bazi
durumlarda histonlar DNA’nin ayrilmasi icin ligand olarak kullanilirlar. Niikleik
asitler ve bazi araomatik molekiiller arasindaki afinite mekanizmalari, piirin ve
pirimidin bazlar1 ve DNA sarmali ve disindaki elektrostatik etkilesim prosesleri
arasindaki etkilesim nedeniyledir. Bu olusum, yiik-transfer etkilesimlerini,
hidrofobik ve tamamlayici iyonik yiikleri igerir (Kegili, 2006).

Caligmamizda kullanilan teknik Pseudo-Spesifik Afinite Kromatografisidir.
1987°de Cram, Lehn ve Pederson’un Nobel Odiilii almasindan giiniimiize kadar
gecen donemde molekiiler tanima ifadesi biiyiik ilgi gdrmistiir. Molekiillerin
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biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinden yararlanarak ayrilma ve saflastirilmasinda
“Afinite Kromatografisi”, se¢imliligi ve duyarlilig1 ile essiz bir yer tutmaktadir.
Afinite kromatografisinde klasik ayirma yontemlerinden farkli olarak molekiilleri
secici olarak tamima yetenegine sahip ligandlar kullanilmaktadir. Afinite
kromatografisi ile proteinler, enzimler, hormonlar, antibadiler ve antijenler gibi
biyolojik molekiillerin saflastirilmasi bagsar1 ile gerceklestirilmistir. Ancak
endiistriyel boyutta diisiiniildiigiinde yontemin en 6nemli dezavantaji kullanilan
ligandlarin oldukga pahali olmasidir. Ayrica biyolojik ligandlar (proteinler, enzim
substratlar1 ve inhibitorleri, niikleik asitler ve hormon reseptorleri vb.) oldukca
biiyiikk molekiillerdir. Yasanan bu gibi sikintilar, seciciligi yiiksek ve daha ucuz
yontemlerin gelistirilmesi ile sonu¢lanmigtir (Tiirkcan, 2012). Son yillarda
biyomolekiillerin saflastirllmasinda  biyoligandlarin  yerine pseudo-spesifik
(biyomimetik) ligandlar kullanmilmaya baslanmistir. Biyomimetik ligandlarin
temelini molekiiler tanima olusturur. Ozellikle biyolojik tanima &zelligine sahip
yapilarin kesfi ve bu etkilesimlerin mekanistik olarak aydinlatilmasi ile molekiiler
tanima yetenegi olan yapay molekiillerin gelistirilmesi biiylik 6nem kazanmustir
(Kegili, 2006).

Biyomimetik ligandlar biyolojik molekiilleri taklit ederek saflastirilmasi istenen
hedef molekiil ile molekiiler tanima temeline gore etkilesebilen yapay
molekiillerdir. Bu tiir ligandlarin kullanildig1 afinite kromatografisi tiiriine
“Pseudo-afinite kromatografisi” denir (Keg¢ili, 2006). Pseudo-spesifik molekiiller,
ayirma ve saflastirmanin yam sira biyoteknoloji, tip ve biyoanalitik alanlarinda da
kullanilmaktadir. Pseudo-spesifik ligandlar biyoligandlara gore dnemli avantajlara
sahiptirler (Bueno, 1996). Bu avantajlar arasinda kolaylikla sterilize edilebilmeleri
ile kiigiik boyutlu, ucuz ve tekrar kullanilabilir olmalarin1 sayabiliriz. Aym
zamanda pseudo-spesifik ligandlarin afinite sabitleri diisiiktiir ve zayif afinite
ligand ailesine aittirler. Buna ragmen elektrostatik, hidrofobik ve Van der Waals
etkilesimleri ile hidrojen baglar1 gibi etkilerin tiimii, segici ve kuvvetli bir
baglanma ile sonuglanmaktadir. Uygulama esnasinda matriksten sizma durumunda
herhangi bir immiin cevaba neden olmamalari, pseudo-spesifik ligandlarin
biyoligandlara iistiinliiklerinden biridir (Huang ve Carbonell 2000; Baumbach vd,
2009). Ayrica bu ligandlar biyoligandlara gore daha kararli olup yiiksek
miktarlarda ve diisiik maliyette iiretilebilmektedirler.

Pseudo-spesifik ligandlar ilgili ilk caligmalar ligand olarak tekstil boyalariin
kullanilmasiyla gerceklestirilmistir. Tekstil boyalarinin en biiyiik 6zelligi, protein



19

yapisindaki dipeptit baglarimi taklit edebilmeleridir. Tekstil boyalarinin hedef
molekiile spesifitesini arttirmak i¢in uc¢ gruplar takilabilir ya da molekiiller
yeniden dizayn edilebilirler. Bu yeni tip boyalara “Biyomimetik boyalar” adi
verilir. Ik biyomimetik boya tripsin saflastirilmasi igin diaminometil benzen
grubu araciligtyla klorotriazin halkasini reaktive etmek icin benzamidin
kullanilmasiyla hazirlanmistir (Kegili, 2006).

Pseudo-spesifik afinite kromatografisi kullanilarak gerceklestirilen caligmalara
Huse ve arkadaslarmin (2002) ¢alismasi ile Oztiirk ve arkadaslarmin (2008)
caligmast  Ornek gosterilebilir. Huse ve arkadaslarnn (2002), PHEMA
(Poli(hidroksietil metakrilat)) nanopartikiillerinin hidrofilik yapilar oldugunu
belirtmistir. Calismada ayrica molekiiliin ticari olarak ulagilabilir ve ucuz olmasi,
toksik olmamasi, IgG (immiinoglobiilin G) ile spesifik etkilesime girebilen bir
pseudo-spesifik imidazol halkasina ve farkli kat1 matrikslere tutunmasini saglayan
-Si(OEt); seklinde bir yapiskan uca sahip olmasi 6zelliklerinden dolayr IMEO'nun
(3-(2-imidazoline-1-yl)propyl(triethoxysilane)) silanizasyon ajani olarak segildigi
belirtilmistir. Imidazol halkas1 (protein yapisindaki histidinin yan zincirleri),
hidrofobik etkilesim, van der Waals etkilesimleri, elektrostatik etkilesimler ve
hidrojen baglarim1 gosterebilen "amixed mod" etkilesim mekanizmasi ile
bilinmektedir. Oztiirk ve arkadaslarinin (2008) ayni ¢aligmasinda reaktif imidazol
iceren IMEQO, pseudo-spesifik ligand olarak kullanilarak, nanopartikiillere
kovalent olarak baglanmigtir. PHEMA-IMEO nanopartikiilleri IgGmin insan
plazmasindan afinite kromatografisi ile ayrilmasi amaciyla kullanilmistir. PHEMA
nanopartikiillerine IgG baglanmasi 5,2mg/g dir. PHEMA-IMEO nanpoarikiillerine
baglanma ise 843mg/g olarak ¢ok daha yiiksek bir deger bulunmustur. PHEMA -
IMEO partikiillerine IgG, baglanma kapasitesinde belirgin bir diisiis olmaksizin
tekrar tekrar ayrilip baglanabilmektedir. Spesifik olmayan etkilesimlerin
saptanabilmesi i¢in IgG' nin PHEMA nanopartikiillerine baglanmas1 da
gerceklestirilmistir. Spesifik olmayan baglanma 5,2 mg/g olarak bulunmustur.
Silanizasyon, IgG' nin baglanma oranini ¢ok arttirarak 843 mg/g' a yiikseltmistir.
Bu artisin IMEO molekiilii ile IgG arasindaki 6zel bir etkilesim dolayisiyla oldugu
aciktir. Plazmadaki IgG konsantrasyonu arttik¢a birim basina IgG baglanma oram
8 mg/mL civarma kadar yiikselir ve burada platoya ulasir. Bu noktaya kadar
gozlenen hizli artis ise silenize edilmis PHEMA nanopartikiillerine bagli IMEO
molekiilii ile IgG arasindaki yiiksek afiniteyi ifade etmektedir. Deneylerde IMEO
salimi gézlenmemesi IMEO molekiiliiniin PHEMA nanopartikiillerine giiclii bir
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sekilde immobilize oldugunu gdstermektedir. Yukarida incelenen calismalar I1gG
proteini ile gergeklestirilmistir. Calismamizda kullanilan BSA'nin (sigir serum
albiimininin) da protein yapida bir molekiill olmas1 dolayisiyla aym IgG gibi
davranacagir ve yiizeye baglanmis IMEO molekiilii sayesinde bitki ceperine

baglanma ilgisinin artacagi 6ngdriilmektedir.

Genis ¢apli DNA sekanslama biyomedikal arastirmalari kisa zamanda degisime
ugratmustir. Insan genlerinin bilyiik 6lgiide ortaya gikarilmasi ile birlikte, karmasik
biyolojik siireglerin anlagilmasi ve biyolojik problemlerin ¢oziilmesi igin bir
"fabrika" yaklagimi benimsenmek istenmektedir. 1990 yilindan itibaren biyolojik
kiitle spektrometrisi giiglii bir analitik metot olarak ortaya ¢ikmis ve protein
tayininde hemen hemen tiim siirlar1 ortadan kaldirmistir. Bu gelisme ile birlikte
insan genetik kodunun kolayca ulasilabilir hale gelmesi adeta yeni bir ¢agi
baslatmistir. Giinlimiizde gen iiriinlerinin fonksiyonel analizleri yada "fonksiyonel
genomik", proteinlerin genis ¢apli lokalizasyon, karakterizasyon ve etkilesim
caligmalar1 sayesinde, proteomik teknikler yardimiyla gelismektedir (Pandey ve
Mann, 2000).

Proteomik alani, bir arada bulunan yiiksek ¢esitlilikteki proteinlerin yapisal ve
fonksiyonel o6zelliklerinin tanimlanmasi ile ilgilenir ve giinlimiizde kompleks
protein karigimlarindaki proteinlerin tanimlanmasinda etkili bir yontem haline
gelmistir (Mann ve Jensen, 2003). Bu alan ¢ok hizli sekilde biiylimekte ve ayni
zamanda proteomik teknikleri yayginlastikca ve daha fazla biyolojik soruya cevap
aranmaya baslandik¢a ivme kazanmaktadir. Ancak proteomik alanmin hizh
ilerlemesi her ne kadar ilgi ¢ekici olsa da, beraberinde bir¢ok teknik sorun
getirmigtir (Wilkins vd., 2006).

Proteomikteki en Onemli gelisme, jel iizerinde ayrilmis proteinlerin
karakterizasyonu igin kiitle spektroskopisinin kullanilmaya baglanmasidir. Bu
sayede proteinlerin sadece gosterilmesi degil, ayrildiktan sonra analiz edilmesi de
mimkiin  olmustur. Kiitle spektrometrisi klasik yontem olan Edman
degredasyonunun yerini almisgtir. Yiiksek duyarliligi, protein karisimlarini analiz
edebilmesi, ve daha dogru sonuglar vermesi nedeniyle ayn1 zamanda protein
kimyas1 alaninda da bu sistem tercih edilmeye baglanmistir. Bu yontem jelde
ayrilmis proteinlerin, belirli bir sekansa spesifik olan tripsin gibi bir enzim ile
pargalanmasi prensibine dayanir. Analiz agamasinda peptitlerin proteinlere tercih

edilmesinin nedeni, jelde ayrilmis proteinlerin uzaklastirilmasi ve Kkiitle
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spektrometrisi ile analiz edilmesinin daha zor olmasidir. Ayrica proteinlerin
molekiil agirliklar1 genellikle veritabani tanimlamasi i¢in uygun degildir. Buna
karsin peptitler jelden kolayca uzaklastirilirlar ve az sayida da olsa belirli
peptitlerin bir arada tespit edilmeleri, kolayca bir proteinin tayin edilmesi igin

yeterlidir.

Veritabanlarinda biiyiikk miktarda genomik veri birikmeye basladik¢a, bilim
adamlar1 tamamen ortaya konmusg genetik kodun biyolojik fonksiyonu agiklamak
icin yetersiz oldugunu farketmislerdir. Hiicre normal olarak bir ¢ok metabolik ve
regiilator yol izi sayesinde hayatta kalmaktadir. Genler ile protein igerigi, yani
proteom arasinda direkt ve lineer bir iligki yoktur. Proteomik bilimi genomik
bilimi i¢in tamamlayici 6zelliktedir. Ciinkii proteomik, hiicrede asil iglevleri goéren
gen iriinlerini incelemeye odaklanmistir. Bu nedenle proteomik ila¢ liretimine
direkt olarak etki etmektedir, ¢iinkii tiim ilaclarin etki edecekleri hedefleri
proteinlerdir.

Genetik bilginin sekansinin agik¢a ortaya konmasi ile ortaya c¢ikan veri aslinda
burada fonksiyonel bir genin bulundugunu gostermez. Biyoenformatik biliminin
gelismisligine ragmen genomik veri igerisinden genleri dogru sekilde tespit etmek
zordur. Yakin akraba organizmalarin genomlarmin ¢ikarilmasi ile elde edilen
verileri karsilagtiran "karsilagtirmali genomik" her ne kadar bu problemin
¢Oziimiine yardimci olsa da, ana yapinin tespit edilebilmesi i¢in gdze alinan hata
pay1 ¢ok yiiksektir. Bu durum 6zellikle tamamen gézden kagabilecek kiiciik genler
ile, bilinen diger genlere homolog o6zellikte olmayan genler igin ortaya
cikmaktadir. Yakin zamanda gergeklestirilen bir c¢alisma ile Mycoplasma
genitalium'un 340 geni i¢in gergeklestirilen ¢ikarimlarda hata payinin en az %8
oldugu ortaya koyulmustur. Bu basit canliya gore cok daha genis olan insan
genomunun benzer bir hata payr ile degerlendirilmesi sonucunda ne gibi
sonuglarin  ortaya  ¢ikacagr  kolayca  Ongoériilebilir.  Genetik  sekans
degerlendirilirken bir gen {iriiniiniin proteomik teknikler ile dogrulanmasi agamasi
genomun anlamlandirilmasi i¢in bir ilk adim niteligindedir. Bunun yaninda DNA
sekansinda goriilmeyen izoformlar yada posttranslasyonel modifikasyonlar gibi
protein  modifikasyonlar1 ~ sadece  proteomik = metodoloji  sayesinde
belirlenebilmektedir. Sekans iizerinden ortaya cikarilmasi ¢ok zor olan gen
triinlerinin lokalizasyonu deneysel olarak belirlenebilmektedir. Proteoliz, geri
doniigtirme ve hiicre kompartimanlarinda tutulma gibi mekanizmalar ile

proteinlerin regiilasyonu genleri degil, gen iirlinlerini etkilemektedir. Son olarak
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protein-protein etkilesimleri ve organel gibi hiicresel yapilarin molekiiler
kompozisyonu sadece protein bazinda agikliga kavusturulabilmektedir (Pandey ve
Mann, 2000).

Pandey ve Mann (2000), calismalarinda proteomik arastirmalari ii¢ ana alana
ayirmugtir: Proteinleri ve post translasyonel modifikasyonlarini genis ¢apli olarak
tammlamak igin protein mikro karakterizasyonu, protein seviyelerinin
incelenmesiyle bir¢ok farkli hastalik i¢in potansiyel marker oOzelligindeki
proteinlerin karsilastirilabilmesini saglayan diferansiyel goriintiileme proteomik
caligmalar1, kiitle spektrometrisi ve "yeast two-hybrid system" gibi teknikler

kullanilarak protein-protein etkilesimlerinin arastirilmasi.

Viicutta kana temas eden her organ ve doku, kan igerisindeki proteinlerin miktarini
ve Ozelligini degistirmekte yada kana yeni proteinler eklemektedir. Bu sayede
serum proteomu organ yada dokularmm anormal yada patolojik durumlarini
yansitabilmektedir. (Petricoin  vd., 2002). Serum ve plazma hastalik
isaretleyicilerini goriintiilemek i¢in 6nemli ortamlardir (Steel vd., 2003; Tabar vd.,
2000). Serumda bulunan ve birgok hastaligin erken teshis, teshis, takip ve tedavisi
acisindan 6nemli olabilecek proteinlerin (isaretleyici proteinler) kesfedilebilmesi
icin proteomik metotlar gelistirilmistir (Zhou vd., 2002; Wultkuhle vd., 2002;
Petricoin vd., 2002; Liotta ve Petricoin, 2000; Prasannan vd., 2000; Emmert-Buck
vd., 2000). Gelismekte olan klinik proteomik ve genis ¢apli biyolojik tekniklerin
basarisi, proteinlerin hizli sekilde saflastirilma, 6n ayrilma ve analizlerine olanak
saglayacak sistemlerin gelistirilmesi ve ulasilabilirligine baghdir (Haney vd.,
2003). Cozeltiler igerisindeki proteinlerin analizi rutin olarak 2 boyutlu
poliakrilamid jel elektroforezi (2-D PAGE) ile gergeklestirilmektedir. Gliniimiizde
proteom bilgisini 2-D PAGE' den daha etkili sekilde ortaya ¢ikarabilen bir yontem
olmamakla birlikte, 2-D PAGE' in uygulanabilirligi, noktalarin birlesmesi ve
diisikk yogunlukta bulunan proteinlerin smirli gekilde goriintiilenebilmesi gibi
problemler nedeniyle smirlidir (Locke vd., 2002). Yine de jelde tespit edilen
proteinlerin  sayisim1  etkileyen tutarsiz Ornek yiikleme ve boyamanin
olmamasindan dolayi, analitik biitiinlik 2-D PAGE tekniginin dogasinda vardir
(Wilkins vd., 2006).

Medikal agidan bakildiginda, en zengin ve bilgi saglayan proteom kan serumuna
aittir. Cilinkil neredeyse tiim hiicreler kan ile baglantili haldedir ve herhangi bir

hasar ya da 6liim halinde hiicre igeriklerinin bir kismini kana salarlar (Anderson
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vd., 2004). Prensipte basit goriinmesine ragmen, pratikte serum proteomunu analiz
etmek oldukg¢a zordur (Veenstra vd., 2005). Serum, tuzlar, lipitler, eletrolitler,
peptit ve aminoasitler gibi kiiciik metabolitler seklinde ozetlenebilecek cesitli
molekiillerin haricinde, mililitre basina 60-80 miligram protein icerir (Chan vd.,
2004). Bu proteinler i¢inden alblimin, toplam protein miktarinin yiizde 50 ila
55'ini meydana getirir (Anderson ve Anderson, 2002). Albiimin ile birlikte diger
birkag protein (immiinoglobiilinler, transferrin, haploglobin ve lipoproteinler)
serumdaki tiim proteinlerin ylizde 90'm1 meydana getirir. Geri kalan %10'luk
kisim 12 proteinden meydana gelir. Ancak en sona kalan %1'den de kiigiik dilimde
biyo-isaretleyici olma potansiyeline sahip olduklar1 i¢in biiylik 6nem tasiyan,
diisiik yogunluktaki proteinler bulunur (Tirumalai vd., 2003). Yiiksek dinamizme
sahip bu ortamdaki protein analit konsantrasyonu, kiitle, izoelektrik nokta,
hidrofobiklik derecesi ve post translasyonal modifikasyonlar gibi protein
ozellikleri, serumun proteomik incelemeler amactyla kullanilabilecek en zor 6rnek

olmasina neden olur (Hortin vd., 2008).

Proteomikte en O6nemli asamalardan biri de protein Orneginin elde edilmesi ve
diizenlenmesidir. Genomda tespit edilen 100.000 gen igerisinden bir hiicrenin
ifade ettigi yaklagik 10.000 gen oldugunu diisiinelim, ki dokularda daha yiiksek
miktarlarda gen ifade edilir. Dolayisiyla biyolojik drneklerdeki protein gesidi
degisken olarak 1.000.000 gibi seviyelerde olabilir. En iyi 2 boyutlu jeller bile
ayni anda en fazla 1.000 proteini analiz edebilir. Bu durum ham bir protein 6rnegi
kullanildiginda sadece ¢ok yiiksek miktarda bulunan proteinlerin tespit
edilebilmesi ile sonuglanir. Ideal ¢dziim ise afinite bazli protein ayirma teknikleri
ile ham protein O6rneginin islenerek karmasikligimin azaltilmasidir (Pandey ve
Mann, 2000).

Alblimin koloit ozmotik kan basincina énemli dl¢iide katkida bulunan fizyolojik
fonksiyonlara sahiptir. Ayn1 zamanda i¢ ve dis kaynakli, safra asitleri, bilirubin,
amino asitler (6zellikle triptofan, tirozin ve sistein), metal iyonlar1 (bakir, ¢inko,
kalsiyum, magnezyum vb.), steroidler (progesteron, testosteron, aldosteron ve
kortizol), uzun zincirli yag asitleri ve ilaglar gibi bir¢cok maddenin tasinma,
dagitim ve metabolizmasinda rol alir (Akgdl vd., 2004). Albiimin, tan1 ve terapide
bir¢ok kullanima sahip bir plazma proteinidir (Karakog vd., 2009). Diinya ¢apinda
her yil yiizlerce ton iiretilen albiimin, giiniimiizde diger tiim farmas&tik
maddelerden daha yiliksek miktarda kullanilmaktadir (Avcibasi vd., 2010).
Alblimin uygulamas:t akut hastalarin sivi idaresinde 50 yili askin siiredir
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kullanilmaktadir (Norbert, 1976). Alblimin terapisi ABD' de hipovolemi yada sok
yanmalari,  hipoalbliminemi  yada  hipoproteinemi, cerrahi, travma,
kardiyopulmoner by-pass, akut solunum bozuklugu sendromu, hemodiyaliz, akut
nefroz, hiperbilirubinemi, akut karaciger yetmezligi, assit (ascites) ve akut
peritonit'te protein bakimindan zengin sivilarin ayrilmasinda, pankreatit,
mediastinit ve yaygin seliilit gibi rahatsizliklar icin lisansli bir yontemdir (Wilkes
ve Navickis, 2001). Alblimin uzaklastirmasi ve izolasyonu giiniimiizde kandan
Cohn'un klasik damitma metoduyla (Cohn vd., 1946) gerceklestirilebilmektedir.
Cohn'un metodu, proteinlerin ¢esitli pH, iyonik kuvvet ve sicakliklarda etanol
kullanilarak ¢oktiiriilmesi temeline dayanir. Ancak kan proteinlerinin endiistriyel
damitilmasinda kullanilan en eski yontem olan bu teknik, yiiksek oranda spesifik
degildir ve denatiire olmus proteinleri agiga ¢ikarabilir (Stotz vd., 1990). Akgdl ve
arkadaslarinin (2007) da calismalarinda belirttigi gibi, albiimin medikal kullanim
icin yiiksek saflik gerektirir. Biyoteknoloji, biyokimya, farmasétik bilimi ve tip,
proteinlerin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in daha yiiksek giivenilirlige sahip ve
daha etkili bir yonteme ihtiya¢ duymaktadir (Kassab vd., 2000; Altintas vd., 2006;
Oztiirk vd., 2007b.).

Ornegin karmasikliginn, yiiksek bollukta bulunan proteinlerin uzaklastirilmasi ile
azaltilmasi, mecburi olarak serum proteomu caligmalarmin ilk basamagini temsil
eder. On ayrrma ve albiimin uzaklastirilmasi analize giren protein miktarini
disiirdiigiinden, bu yontem ile diisikk yogunlukta bulunan proteinlerin gézlenmesi
ve bagil ifade edilme seviyeleri artirilmis olur (Locke vd., 2002). On ayirma veya
alblimin uzaklagtirma konusunda bir¢ok yontem agiklanmistir (Steel vd., 2003;
Haney vd., 2002; Locke vd., 2002). Ancak bu yontemler tekrar kullanilabilir
degildir ve monoklonal antikor temeline dayanan teknikler ise ¢ok pahalidir.
Izoelektrik yakalama (Herbert ve Righetti, 2000), cibacron mavi sepharose afinite
kolon kromatografisi (Travis vd., 1976) ve peptit afinite kolon kromatografisi
(Sato, vd., 2002), albiimin uzaklastirilmasi ile ilgili bir¢ok farkli stratejiden
bazilardir.

Son yillarda protein igeriginin belirlenmesinde plazmadan albiimin ve
immiinoglobulinlerin uzaklagtirilmasi1 i¢in birgcok ticari lriin gelistirilmistir.
"Aurum Serum Protein Minikit" (Bio-Rad, ABD), "ProteoExtract Albumin/IgG
Removal kit" (Merck, Almanya), "Multiple Affinity Removal Column" (Agilent
Technologies, ABD), "POROS Affinity Depletion Cartridges" (Applied
Biosystems, ABD) ve "Albumin-IgG Removal Kit" (Amersham Biosciences,
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Isvigre) bunlardan  bazilaridir. Albiimin  ve immiinoglobulinlerin
uzaklagtirtlmasinda ticari {rlinlerin bircogunda kullanilan temel yaklagim
alblimine kars1 afinitesi yiiksek bir tekstil boyasi olan Cibacron Blue F3GA,

immiinoglobulinler i¢in ise Protein A/G kullanmaktir.

Hacettepe  Universitesi Kimya Boliimii, Biyokimya Anabilim Dal
laboratuvarlarinda  yiiriitillen  ¢aligmalarda  ozellikle albiimin ve IgG
uzaklastirismasina yonelik polimerik malzemeler hazirlanmis ve etkinlikleri ticari
irtinler ile karsilastirilmigtir. Altintags ve arkadaslarinin (2007) c¢aligmasinda
plazmadan albiimin ve IgG'nin etkin olarak uzaklastirildigi rapor edilmistir.
Alblimini ayirmak i¢in Biyo-afinite yaklagimi kullanilmis ve %99,3 uzaklastirma
verimine ulagilmistir. Ticari bir malzeme olan "Aurum Serum Protein Minikit"
(Bio-Rad, ABD), albiimini maksimum %96,4 etkinlikle albiimini serumdan
uzaklastirmaktadir. Proteom analizi klinik aragtirmalarda yeni ufuklar agmasina
ragmen elde edilen veri miktarin1 ve duyarliligmi arttirmak i¢in daha alinmasi

gereken uzun bir yol vardir (Denizli ve Kiifrevioglu, 2010).

Bu tez ¢aligmasinin amaci, proteomik ¢alismalarda normalde sentetik polimerlerle
gergeklestirilen alblimin uzaklastirilmasi isleminin, biryofit dokularmin dogal
polimerler igeren hiicre ¢eperi kullanilarak gergeklestirilmesidir. Karayosunlarinin,
genis yayilisa sahip olmalar1 sebebiyle dogadan direkt olarak toplanabilmesi yada
kat1 veya siv1 ortamda kolaylikla kiiltiire edilebilmesi miimkiindiir. Bu sayede bu
yontem proteomik g¢aligmalar i¢in sentetik polimerlerden daha ekonomik bir yol
olarak arastiricilara sunulabilir. Ayn1 zamanda polimer sentezi sirasinda harcanan
hammadde, zaman ve emek de ortadan kaldirilmis olur. Bu yontemin bir diger
yarar1 da dogaya birakilacak muhtemel atiklarin sentetik degil zaten dogal olan bir
materyal olmasi ve geri doniisiimiiniin ¢ok daha hizli olmasidir. Karayosunu hiicre
ceperinin yapisal olarak sentetik HEMA polimerine benzemesi, hali hazirda
literatiirde bulunan pek ¢ok yiizey modifikasyonunun bu dogal hammadde igin de
kullanilabilir olmasini saglar. Bu sayede bu yontem sadece albiimin yada protein
adsorpsiyonu ile smirli kalmayarak birgok farkli biyoteknolojik islevde
kullanilabilir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Bitkilerin Toplanmasi

Calismalarda kullanilmak iizere iilkemizde ozellikle Bati Anadolu'da genis
yayilisa sahip olan Antitrichia californica Sull., Pterogonium gracile (Hedw.) Sm.,
Hypnum cupressiforme Hedw. ve Homalothecium sericeum
(Hedw.) Bruch, Schimp. & W.Glimbel tiirleri arastirma materyali olarak

kullanilmustir.

Belirlenen karayosunu tiirlerinin toplanmasi amaciyla 2012 yili Ekim ayinda
Aydin / Kogarli (Mersinbeleni kdyii - N 37° 37' 23.44", E 27° 39' 14.90" - 475 m
yukseklik) Mevkii’nde arazi g¢alismasi gerceklestirilmigtir. Arazi ¢alismasinda
toplanan bitkiler uygun plastik torbalara alinarak laboratuvar ortamina
getirilmistir. Bitki tiirlerinin teshisi Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Botanik Anabilim dalinda ilgili literatiir (Kiirschner,
2012) kullanmlarak uzmanlarca yapilmis ve birer 6rmmek Adnan Menderes
Universitesi Herbaryumu'nda (AYDN) korumaya alinmustir.  Orneklerin
herbaryum numaralari tabloda verilmistir.

Cizelge 2.1. Deneyde kullanilan bitkilerin Adnan Menderes Herbaryumu'na

kaydedilen 6rneklerinin herbaryum numaralari

Hypnum cupressiforme AYDN 3288
Homalothecium sericeum | AYDN 3289
Pterogonium gracile AYDN 3290
Antitrichia californica AYDN 3291

2.1.1.1. Arastirma materyallerinin (bitkilerin) 6zellikleri:

Hypnum cupressiforme: Yapraklari 2 mm uzunlugunda, uzun ve diizgiin bir uca
sahip ve belirgin sekilde kivriktir. Yapraklarda genellikle kosta bulunmaz. Siirgiin
uclan parlak yesil iken bitkinin daha alt kisimlar1 kahverengiye dogru dénen bir

goriliniime sahiptir. Bir gaga ile sonlanan kapstilleri sik¢a goriiliir.


https://de.wikipedia.org/wiki/Johann_Hedwig
https://de.wikipedia.org/wiki/Philipp_Bruch
https://de.wikipedia.org/wiki/Wilhelm_Philipp_Schimper
https://de.wikipedia.org/wiki/Wilhelm_Theodor_G%C3%BCmbel
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Homalothecium sericeum: Yesil yada sarimsi yesil ve uzun ana siirgiinler yere
yakin sekilde gelisir. Bu ana siirgilinler iizerinde 1slakken yukariya, kuruyken ana
strgiine dogru kivrilan yan siirgiinler bulunur. Kuru bitki 1slandiginda yan
strgiinler hizlica agilir ve {tzerlerindeki yapraklar da disariya dogru acilir.
Yapraklar 2.5-3 mm uzunlugunda, belirgin bir katlanmaya sahip, dar mizrak ucu
seklinde ve her iki kenarindan esit oranda diizgiin bir sekilde gelen uzun bir uca

sahiptir. Yaprak kenarlar1 az miktarda dislidir. Kapsiiller diiz ve silindiriktir.

Pterogonium gracile: Orta boyutlu kahverengimsi yesil dbekler halinde bulunur.
Ust kisimlarinda dallanmalar gosterir. Kuru iken birbiri iizerine kapanmis sekilde
olan yapraklar bikiye piiriizsliz bir goriiniim kazandirir. Ancak oram neminin
artmastyla yapraklart hemen agilir. 1-1.5 mm uzunlugundaki yapraklar ticgen
sekillidir. Genellikle yapragin dortte birine kadar uzanan bir kosta bulunduran
yapraklar, disli ve akut bir uca sahiptir. Kapsiil nadiren goriiliir.

Antitrichia californica: Bitkiler kuru oldugunda koyu yesil, nemli oldugunda
parlak yesil renktedir. Substrat {izerinde hali olusturan ve yayilan bir yapiya
sahiptir. Yapraklar1 kuru oldugunda imbrikat, nemli oldugunda dik-ag¢ik haldedir.
Ovat-lanseolat, u¢ kismi dentikulattir. Ulkemizin énemli bir kisminda yaygin
olarak ve biiyiik kiitleler halinde bulunur.

2.1.2. Kullamlan Ekipman

Bitki teshisi asamasinda stereo mikroskop ve arastirma mikroskobu (Olympus BX-
50) kullanilmigtir. Bitkilerin  kurutulma islemi etiivde gerceklestirilmistir.

Kurutulan bitkiler seramik havan ile par¢alanmustir.

Kurutma sonrasi ogiitiillen karayosunu Orneklerinin partikiil  boyutlarinin
belirlenmesi asamasinda Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimiinde
bulunan 500, 355, 250 ve 125 pum delik biiyilikliigline sahip elekler ve Ege
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Béliimiinde bulunan analitik eleme
makinesi (Retsch AS 200) kullanilmisgtir.

Parcalanmis olan kuru bitkilerin karakterizasyon calismasinda Ege Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Deri Miithendisligi Boliimiinde bulunan FTIR spektrofotometresi
(Perkin Elmer - Spectrum 100), Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme
Arastirma Merkezi’nde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, Quanta
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250 FEG) kullanilmigtir. Bitki 6rneklerinin igerisindeki suyun tamamen
uzaklastirilmasini gerektiren islemler dncesinde Ege Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii'nde bulunan liyofilizator kullanilmstir.

Rutin laboratuvar ¢alismalarinda karigtirma islemleri i¢in agisal karistirict ve ¢oklu
manyetik kanistirict (IKA Werke - RO 10), santrifiijleme islemi i¢in santrifiij
(Eppendorf AG - MiniSpin plus), tamponlarin pH ayarlamasi i¢in pH metre
(NeoMet ISTE pH-240L), absorbans Ol¢iimleri igin spektrofotometre (Thermo-
Evolution 60), orneklerin ¢éziinmesinde kullanilmak iizere ultrasonik banyo
(Bandelin Sonorex-RK 100 H), tartim iglemleri igin 0.1 mg hassasiyette terazi
(Kern ABS) ve otomatik pipetler (Eppendorf Research) kullanilmistir.

Adsorpsiyon denemelerinde kullanilan BSA, tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
kullanilan Sodyum Asetat, Sodyum Karbonat, Sodyum Sitrat ile Bradford Reaktifi
hazirlanmasinda kullanilan Coomasie Blue, Etanol ve fosforik asit gibi
kimyasallar Merck ve Sigma-Aldrich gibi ¢esitli firmalardan, bitki partikiillerinin
silanlanmasinda kullanilan IMEO ise Fluka'dan, temin edilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Bitkilerin Denemelere Hazirlanmasi

Toplanan karayosunu ornekleri yetistikleri ortam itibariyle yogun olarak tortu ve
dokiintii icermektedir. Ilerleyen ¢alismalarda sonuclari etkilememesi agisindan bu
tortularin miimkiin olabildigince ayiklanmasma c¢alisilmigtir. Bu amagla ilk
asamada bitkiler heniiz tam olarak kurumadan alt kisimlarinda yer alan kaba
tortular1 elle ve makasla ayiklanmistir. Buna ek olarak 6lii kisimlarin bozunumuyla
ortaya c¢ikabilecek istenilmeyen bilesiklerden sakinmak amaciyla canliligini
yitirmeye baglamis olan kisimlari kesilmis, canli ve nispeten temiz kisimlar
kurutulma asamasi i¢in ayrilmistir. Bu sekilde hazirlanan bitki 6rnekleri distile su
kullanilarak yikanmis ve yapraklarin arasinda kalmasi muhtemel tortulardan
olabildigince arindirilmaya calisilmistir. Yikama ve temizleme islemlerinden
gegirilen bitkiler kurutma kagidi iizerinde oda sicakliginda bekletilerek kabaca
nemini vermesi saglanmistir (Sekil 2.1.). Bitkiler son olarak 1 hafta siireyle 40 °C
sicaklikta etiivde tutularak kurutulmustur. Tamamen kuruyan bitkiler seramik

havan yardimu ile ezilmis ve toz haline getirilerek kavanozlarda saklanmustir.
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Kavanozlarda saklanan bitki drnekleri Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya
Boliimii arastirma laboratuvarinda elek analizine tabi tutulmustur.Elek analizi, toz
halindeki O6rnegin elek sistemine yukaridan yiiklenmesi ve cihazin titresimler
olusturmas1 sonucunda tanecik boyutlarina gore ayrilmasi islemidir. Elek analizi
icin kullanilan analitik eleme makinesi (Retsch AS 200 Digit), Sekil 2.2.'de
gosterilmistir. Analiz i¢in temel olarak 5 farkli tanecik boyu araligi tercih
edilmistir.

Cizelge 2.2. Elek analizinde kullanilan biiyiikliik araliklar

500 pm’dan biiyiik tanecik boyu

500 pm — 355 mm tanecik boyu

355 pm — 250 mm tanecik boyu

250 um — 125 mm tanecik boyu

125 pm’den kiigiik tanecik boyu

Sekil 2.1. Karayosunu 6rneklerinin 6n kurutma asamasi (Sekildeki 6rnek

Homalothecium sericeum tiiriidiir)
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Sekil 2.2. Analitik eleme makinesi

Olgiim islemine baslamadan &nce metal elekler yumusak uglu bir firga yardimiyla
temizlenerek, ve ardindan da distile sudan gecirilerek gozeneklerin agilmasi ve
varsa yabancit maddelerin uzaklastirilmasi saglanmigtir. Daha sonra kurutulan
elekler, sirasiyla 500 pm, 355 pm, 250 pm, 125 pm delik biiyiikligiine sahip
metal elekler ve metal toplama kabi, bilylik gozenekli elek en listte kalacak sekilde
cihazin lstline yerlestirilmistir. En {stteki metal elege bir tiire ait bitki 6rnegi
yerlestirildikten sonra cihaz 30 dakika siireyle % 80’lik sallama siddetiyle
calistirilmis ve toz haline getirilmis bitki parcaciklarinin eleklere dagilmasi
beklenmistir. Siire sonunda elekler dikkatlice cihazdan ayrilarak her elegin icerigi
kagit tizerine alinmig ve agirliklart tartilmistir (Sekil 2.3). Ayrim sonunda olusan
fraksiyonlar ayr kaplara alinarak muhafaza edilmistir (Sekil 2.4). Bu islem
Antitrichia californica, Homalothecium sericeum, Pterogonium gracile ve

Hypnum cupressiforme tirleri igin sirasiyla tekrarlanmigtir. Ayrim ve tartim iglemi
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sonucunda her tiir icin grafik olusturulmustur. Etkilesim ylizeyinin yliksek
olmasinin, adsorpsiyon isleminin verimini arttiracagi diisiiniilerek deneylerde 125

um'dan kiigiik boyuttaki partikiillerin kullanilmasina karar verilmistir.

Bu partikiillerle yapilan 6n denemelerde ortama protein salimi gerceklestiginin
tespiti tizerine deneylerde kullanilacak olan tiim bitkisel materyalin distile su ile
yikanarak proteinden arindirtlmasi saglanmistir. Ortama salinan protein miktarinin
tespit edilmesi ve yikamalar sirasinda elde edilen veriler kaydedilerek grafikleri
¢izilmistir.

BSA molekiiliiniin bitkisel partikiillerin yiizeylerine olan ilgisini attirmak igin
IMEO ad1 verilen silanlama ajani pseudo-spesifik bir ligand olarak kullanilmistir.
IMEO'nun bitki partikiillerinin ylizeyine baglanmasi isleminde, 3.5 g bitki igeren 1
mL bitki 6rnegi i¢in 0.5 mL IMEO, 2 mL'lik eppendorflarda 1 giin siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin ardindan bitki 6rekleri defalarca distile su
ile yikanarak baglanmamig IMEO'nun ortamdan uzaklastirilmasi saglanmaistir.

Sekil 2.3. Eleklere dagilmis olan bitki pargaciklari
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Sekil 2.4. Farkli tanecik boylarina sahip bitkilerin muhafaza edilmesi

2.2.2. Bitki Orneklerinin Karakterizasyonu
2.2.2.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) dl¢ciimleri

FTIR spektrometresi bir 151n ayirici, sabit ve hareketli aynadan olusan bir prensibe
sahiptir. Ornek {izerine gonderilen 1smlar yapiyr olusturan atomlar arasindaki
baglarda titresim olusturur. Farkli dalga boylariyla tarama yapildiktan sonra olusan
spektrum yorumlanarak yapinin igerdigi kimyasal gruplar hakkinda bilgi sahibi
olunur (Jiang, 2003). Bitkilerin FTIR spektrumlar1 FTIR spektrofotometresi
(Perkin Elmer - Spectrum 100) kullanilarak elde edilmistir (Sekil 2.5). Bu amagcla
yikanmis ve kurutulmus bitki parcalari liyofilize edilmistir. Daha sonra ornekler

cihaza yerlestirilerek FTIR spektrum 6l¢iimleri yapilmistir.
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Sekil 2.5. FTIR spektrofotometresi cihazi

2.2.2.2. SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) gozlemleri

SEM gozlemleri igin IMEO molekiilii ile silanlanmis Hypnum cupressiforme
tiiriine ait karayosunu 6rnegi kullanilmigtir. Silanlama islemi sonrasinda yikanip
kurutulan karayosunu ornegi daha sonra liyofilize edilmistir. Ornek iletkenlige
sahip olmadig1 i¢in inceleme bashg {izerine ¢ift tarafli iletken bant ile
yapigtirilarak sabitlenmistir. Yerlestirme isleminin ardindan iletkenligi artirarak
goriintlii kalitesini iyilestirme amaciyla altin kaplama asamasina gecilmistir. 10
dakika siireyle vakum ortaminda kaplamasi gergeklestirilen 6rnek daha sonra SEM
cihazinin igine yerlestirilmis ve goriintiilenmeye hazir hale gelmistir (Sekil 2.6).
SEM gozlemleri Quanta marka FEG 250 taramali elektron mikroskobu
kullanilarak gergeklestirilmigtir.
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Sekil 2.6. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) (izmir Yiiksek Teknoloji Ens.)

2.2.2.3. Elementer analiz

Silanlanmis Hypnum cupressiforme oOmegine IMEO molekiiliiniin baglanip
baglanmadigimin tespit edilebilmesi icin elementer analiz gerceklestirilmistir.
Elementer analiz, SEM goriintiisii alinmasi esnasinda, bitkinin genel gériiniimiinii
temsil edebilecek bir bdlgenin segilerek fotografinin c¢ekilmesi, ve bu fotograf
iizerinden o bolgede bulunan elementlerin kalitatif - yar1 kantitatif analizlerinin
gerceklestirilmesine olanak saglamaktadir.
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2.2.3. On Cahsma: Bitki Orneklerine Albiimin Adsorpsiyonu Kosullarimmn

Incelenmesi

Kurutularak toz haline getirilmis bitki drneklerinden 125 pm’den kiigiik partikiil
boyuna sahip olanlar adsorpsiyon (yiizeyde tutma) incelemeleri i¢in secilmistir.
Bitkilere BSA adsorpsiyonu deneyleri kesikli sistem kullanilarak incelenmistir. Bu
amacla bitkiler BSA ¢ozeltisi ile denge siiresi boyunca acgisal karistiricida
karigtinnlmistir.  Adsorpsiyona ortam pH'inin, BSA baslangic derisiminin ve

inkiibasyon siiresinin etkisi incelenmistir.

2.2.3.1. Bitki orneklerine albiimin adsorpsiyonuna pH’in etkisinin
incelenmesi

Farkli pH ¢ozeltilerinde (pH 1.2, 2.0 ve 8.0 fosfat tamponu; 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve
7.0 sitrat tamponu; 9.0 karbonat tamponu), derigimleri 0.25 mg/mL olan BSA
cozeltileri hazirlanmis, bu ¢ozeltilerden 1’er mL alinarak spektrofotometrede 280
nm’de absorbanslar1 okunmustur (silanlanmamis partikiillerle gerceklestirilen siire
denemesinde 0,5 mg/mL ve pH denemesinde 0,1 mg/mL derisimindeki BSA
cozeltileri kullanilmistir). 2 mL'lik eppendorflara, icerisinde 0,25 mg/mL BSA
bulunan 1,5 mL tampon cozelti ile 3 mg bitki 6rnegi konularak 2 saat siire ile
agisal karistiricida karistirtlmistir. Siire sonunda 6rneklerden 1’er mL alinarak 20
dakika siireyle 14,500 rpm’de santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatant alinarak
280 nm’de absorbansi okunmustur. Elde edilen verilerden asagidaki denklem
kullanilarak adsorpsiyon degerleri elde edilerek grafik olusturulmustur.

Q=[(Cp-O)V])/m

Esitlikte yer alan Q, birim bitki iizerine adsorplanan BSA kiitlesini (mg/g); C, bitki
ile etkilesime girmeden onceki BSA derisimini; C bitki ile etkilesime girdikten
sonraki BSA derisimini; V toplam hacmi (mL), m deneylerde kullanilan bitki
kiitlesini (g) belirtmektedir.

2.2.3.2. Bitki orneklerine albiimin adsorpsiyonuna inkiibasyon siiresinin

etkisinin incelenmesi

Albliminin belirli inkiibasyon siireleri sonunda bitkisel materyale baglanma
miktarlarinin tespit edilmesi amaciyla, bitki miktar1 3 mg, ortam pH'1 5.0 ve BSA
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baslangi¢c derisimi 0.25 mg/mL olmak iizere, 0, 15, 30, 60, 90, 120 dakikalik
inkiibasyonlar sonucunda 280 nm'de siipernatant absorbanslari oOlgiilmiis ve
adsorpsiyon miktara inkiibasyon siiresinin etkisini gosteren grafik c¢izilmistir.
Adsorpsiyonun en yiiksek oldugu siire segilerek diger deneylerde bu inkiibasyon

siiresi kullanilmastir.

2.2.3.3. Bitki 6rneklerine albiimin adsorpsiyonuna BSA baslangi¢c derisiminin
etkisinin incelenmesi

Adsorpsiyona BSA baslangi¢ derigiminin incelenmesi amaciyla derigimleri 15; 25;
35; 45 mg/mL olan BSA ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler 25°C’de, pH 5.0
sitrat tamponunda 2 saat boyunca bitki ile muamele edilmistir. Her derisimde
adsorplanan albiimin miktar1 hesaplanarak albiimin derisimine karsi adsorplanan
albiimin miktarin1 gosteren grafik ¢izilmistir. Bu grafikten bitkinin maksimum
adsorpsiyon kapasitesi bulunmustur. Bu verilerden bir Q degeri, yani mg bitki

basina adsorplanan g albiimin miktar1 tespit edilerek bir grafik ¢izilmistir.

2.3. Deneylerde Kullanilacak Maddelerin Hazirlanmasi Ve Standart
Grafiklerinin Cizilmesi

2.3.1. BSA Standart Grafiginin Cizilmesi

BSA standart grafiginin ¢izilmesi, deneylerde Ol¢iilen absorbans degerlerinin
derisim degerlerine g¢evrilmesi i¢in gerekli oldugu igin deneylere baslanmadan
once 0.05, 0.1, 0.2, 0.25, 0.5, 0.75 ve 1 mg/mL derigimlerde oldugu bilinen BSA
¢oOzeltileri hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilerin 280 nanometrede absorbanslari dlgiilerek
BSA standart grafigi ¢izilmistir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. BSA standart grafigi ve denklemi

Deneylerdeki 280 nm absorbans degerleri derisim degerlerine cevrilirken, grafikte
elde edilen denklem kullanilmgtir.

2.3.2. Bradford Reaktifi Cozeltisinin Hazirlanmas1 Ve Standart Grafiginin
Cizilmesi

40 mg Coomasie Blue boyasi 50 mL %95'lik etanolde ¢oziilmiistiir. Ardindan 45
mL %88'lik fosforik asit bu karigima yavas yavas eklenmistir. Soliisyon distile su

ile 1 L'ye tamamlanarak siiziilmiis ve siselenmistir.

Bradford reaktifi hazirlandiktan sonra 0.2, 0.175, 0.15, 0.125, 0.1, 0.075, 0.05,
0.02 mg/mL derisime sahip BSA standartlar1 hazirlanmigtir. Bu standartlarin
hazirlanan Bradford Reaktifi ile muamelesi sonunda spektrofotometrede 595
nm'de Olglimler anlinarak kaydedilmis ve Bradford Reaktifi standart grafigi
cizilmistir (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Bradford reaktifi standart grafigi ve denklemi

Bradford Reaktifi kullanilan deneylerdeki absorbans degerleri derisim degerlerine
cevrilirken, grafikte elde edilen denklem kullanilmgtir.
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Toplanarak kurutulan ve toz haline getirilen bitki ornekleri elek analizine tabi
tutulmus ve elde edilen fraksiyonlar ayri ayn tartilarak muhafaza edilmistir.
Yapilan tartim iglemleri sonucunda ortaya ¢ikan dagilim Sekil 3.1 — 3.4°de

sunulmustur.
Hypn umcupress l_f orme
50 - 47,2838
45 -
40 -
@ 337 180826
Zz 30 -
Z 2
& i; : 92674 98597
S . . 0.1741 0,041
0
<125 125-250 250-355 355-500 500< Toplam
Parcaak biiyiikliagii araliklar (um)

Sekil 3.1. Hypnum cupressiforme tiiriiniin elek analizi sonucu ortaya ¢ikan tanecik
dagilim grafigi

Hypnum cupressiforme igin deneylerde kullanilan 125 um alt1 tanecik boyutuna
sahip partikiiller (28,9 g) toplam kiitlenin (47,2 g) yaklagik

olusturmaktadir.

%61’1ini
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Homalothecium sericeum
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Sekil 3.2. Homalothecium sericeum tiiriiniin elek analizi sonucu ortaya ¢ikan

tanecik dagilim grafigi

Homalothecium sericeum igin deneylerde kullanilan 125 pm alt1 tanecik boyutuna
sahip partikiiller (18,9 g) toplam kiitlenin (36,5 g) yaklasik %51’ini
olusturmaktadir.

Pterogonium gracile

23,8778

]
h
1

]
=
1

9.1748

Bitki kiitlesi ()
7

0 I

<125 125-250 250-355 355-500 500< Toplam
Parcaak biiyiikliagii araliklar (um)

Sekil 3.3. Pterogonium gracile tiirliniin elek analizi sonucu ortaya cikan tanecik
dagilim grafigi
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Pterogonium gracile igin deneylerde kullanilan 125 pum alti1 tanecik boyutuna

sahip partikiiller (6,1 g) toplam kiitlenin (23,8 g) yaklasik %25’ini
olusturmaktadir.
Antitrichia californica
50 +
45 - 42,9614
40 -
B35 -
Z 30 -
=25
= 20 -
= 13,31 13,6306  13.1212
= 15 -
&
10 -
5 - 28996 1575
0 _
25 125-250  250-355 355-500 500< Toplam
Parcaak biiyiikliagii araliklar (um)

Sekil 3.4. Antitrichia californica tiiriniin elek analizi sonucu ortaya ¢ikan tanecik
dagilim grafigi

Antitrichia californica i¢in deneylerde kullanilan 125 pm alti1 tanecik boyutuna
sahip partikiiller (13,3 g) toplam kiitlenin (42,9 g) yaklasik %31’ini
olusturmaktadir.

Eleme islemi sonrasinda diger tanecik biiylikliiklerine sahip partikiiller tekrar
ogiitme islemine tabi tutularak kullanilabilmektedirler.

125 pum alt1 pargalarin mikroskobik goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 3.5 —
3.8). Eni 125 um altinda olan baz1 bitki pargalar1 elekten dik olarak
gegebildiginden bu dagilimda 125 pm’den biiyiik pargalar bulunabilmektedir. Bu
durum her eleme isleminde tekrar edebilecegi i¢in elde edilebilir en olas1 biiyiikliik
tasnifi olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.5. H. cupressiforme 125 mm elekten gecen parcalarin mikroskop goriintiisii

Sekil 3.6. H. sericeum 125 mm elekten gegen pargalarin mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.7. P. gracile 125 mm elekten gegen pargalarin mikroskop goriintiisii

Sekil 3.8. A. californica 125 mm elekten gecen parcalarin mikroskop goriintiisii
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3.1.1. Deney Ortamina Salinan Protein Miktarinin Tespit Edilmesi

Deneylerde kullanilacak olan 125 pm'den kii¢iik partikiil boyutuna sahip, ayr1 ayri
her tiir icin 3 mg bitkisel materyal, 1 mL distile su igerisinde 2 saat siire ile
inkiibasyona birakilarak iclerindeki proteinlerin ortama ge¢mesi saglanmistir. Bu
islem sonrasinda 20 dakika siire ile 14500 devirde santrifiijleri gerceklestirilen
orneklerin siipernatantlarinin hem 260, hem de 280 nm dalga boyunda
absorbanslari dl¢iilmiistiir. 280 nm'de dlgiilen absorbans degerleri ayrica bir fikir
edinilmek  iizere standart denklemi yardimiyla derisim  verilerine
dondstiirilmiistiir. Absorbans ve derisim verileri asagida verilen tabloda
gosterilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Bitkisel partikiillerin 2 saatlik inkiibasyonu sonunda deney

ortamlarimin 6l¢iimleri

L. Absorbans Derisim (mg/mL.)
Bitki Ornegi
280 nm | 260 nm 280 nm
Hypnum cupressiforme 0,372 0,404 0,65
Homalothecium sericeum 0,333 0,395 0,58
Pterogonium gracile 0,355 0,39 0,62
Antitrichia californica 0,296 0,409 0,52

3.1.2. Bitkisel Materyalin Yikanmasi

Bitkisel materyallerin yikanmasina P. gracile tiri ile baglanmistir. Yikamalar
sirasinda 1 g bitki 6rnegi dnce (24x1.5 mL'lilk eppendorf ile) 36 mL'lik hacimde
distile suya koyularak eppendorflarda yikanmaya baslanmistir. Belirli saat
araliklarinda eppendorflar santrifiijlenerek iist fazda 280 nm'de absorbans okunup,
alman {ist fazin yerine distile su koyularak yikama iglemine devam edilmistir. Elde
edilen veriler incelendiginde bu yikama hacminin yetersiz kaldig1 ve arttirilmasi
gerektigine karar verilerek bitkisel materyal 250 mL'lik hacimde saf suya
aktarilmis ve yikamaya devam edilmistir. Yikama siireci boyunca elde edilen tiim

veriler ile bir grafik ¢izilmistir (Sekil 3.9.).



45

]
1

Ortamdaki protein derisimi (mg/mL)

Yikama stiresi (saat)

Sekil 3.9. P. gracile tiirline ait bitki partikiillerinin yikanmasi sirasinda belirli
saatlerde ortamda olciilen protein derigimi

3.2. SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) Gozlemleri

Hypnum cupressiforme tiriine ait 125 pm alt1 silanlanmig partikiillerin SEM
goriintiilemesi  yapilmistir.  Orneklerin ~ gériintiilenmesi  asamasinda  yiizey
oOzelliklerini karakterize edebilecek bolgelerin secilmesine 6zen gdsterilerek ve
farkli biyiikliiklerde goriintii alinarak, fitosorbent olarak kullanilacak bitkilerin
ylizey morfolojileri hakkinda fikir sahibi olunmustur (Sekil 3.10. —3.13.).
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Sekil 3.10. H. cupressiforme 125 um alt1 partikiillerin SEM ile genel goriiniimii
(136x biiylitme)
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8.9 mm|1000x |BSED | 7.52e-6 mbhar IYTEMAM

Sekil 3.11. H. cupressiforme 125 nm alt1 partikiillerin SEM ile bitki yiizeyi genel
goriiniimi (1000x biiyiitme)
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Sekil 3.12. H. cupressiforme 125 um alt1 partikiillerin SEM ile partikiil yilizeyi
gbriiniimii (2500x biiyiitme)



49

HV WD [mag O] det ssure |

15.00 kV| 5.0 |10.0 mm| 5 000 x | BSED | 3.20e-6 mbar IYTEMAM

Sekil 3.13. H. cupressiforme 125 nm alt1 partikiillerin yilizey kivrimlarinin SEM
gOriintlisi (5000x biiyiitme)

3.3. Elementer Analiz

SEM goriintlisii alinmasi i¢in hazirlanan H. cupressiforme bitkisine ait olan ve
silanlama islemi gecirmis partikiillere IMEO molekilinin  baglanip
baglanmadigmin tespit edilmesi i¢in elementer analiz gerceklestirilmistir.
Elementer analiz sonucunda elde edilen veriler asagida gosterilmistir.
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Electron Image 4

25um

Sekil 3.14. Silanlanmis H. cupressiforme 6rneginde elementer analizin
gerceklestirildigi bolgenin SEM fotografi
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Sekil 3.15. Elementer analiz sonucunda elde edilen spektrum
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Cizelge 3.2. Elementer analiz sonucunda tespit edilen silisyum atomlarinin, C ve

O atomlarina adet ve kiitlece oranini gdsteren tablo

Element Kiitlece Yiizde Atomik Yiizde
C 51.17 58.68
O 46.89 40.37
Si 1.94 0.95
Toplam: 100.00 100.00

Gergeklestirilen elementer analiz ile IMEO ile ylizey modifikasyonu

gergeklestirilmis olan Hypnum cupressiforme yiizeyinde silisyum tespit edilmistir.

3.4. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrometre) Olciimleri

Bitki Orneklerinin yiizeylerinde bulunan kimyasal gruplarin tespit edilmesi i¢in

FTIR &lgiimleri gerceklestirilmistir. Incelenen bitki o6rneklerinin  FTIR
spektrumlari asagida verilmistir (Sekil 3.16 — 3.22).
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Sekil 3.16. Hypnum cupressiforme bitkisine ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.17. Homalothecium sericeum bitkisine ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.18. Pterogonium gracile bitkisine ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.19. Antitrichia californica bitkisine ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.20. Silanlanmis Hypnum cupressiforme bitkisine ait FTIR spektrumu

53



54

124.6 _
120 |
115 |

110

| \
. . oy
. — \ \/ I\/'/‘JllI |I'u'|‘ ,"M\“\JII
%T i | \\/ || /\\j L\/\/ ‘I || “ / \
/

\ I |'f oAl N
b bood "1 ™
85 \/ i L)\
U "I II‘ |I ‘L ‘J’I ‘t/ﬁ’ \M\I
80 v l‘ V | \w
75 | || I|
| |
70 ] \ |
\
640_ T T T L‘ll 1
4000.0 3000 2000 1500 1000 650.0

cm-1

Hypnum.sp - 1/15/2013
IMEO-Hypnum2.sp - 1/15/2013

Sekil 3.21. Silanlanmig ve normal Hypnum cupressiforme bitkisine ait FTIR
spektrumlarinin birlikte gosterimi
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Sekil 3.22. Tiim bitkilere ve silanlanmis H. cupressiforme 6rnegine ait FTIR

spektrumlarinin birlikte gosterimi

Bitki 6rneklerinin FTIR spektrumlarinin incelemesiyle elde edilen sonuglar su
sekildedir:

e Hidrojen bagi O-H gerilme titresim frekans1 3100-3500 cm™ arasinda
genis bir bant seklinde gozlenir (3311 cm™ deki bant).

e Alifatik bilesiklerde C-H gerilme titresim frekanslar1 3000 c¢m™’in biraz
altinda gézlenir (2917 cm™).

e Ayrica karboksilli asitlerde 3000 cm™ civarinda O-H gerilme titresim

frekansina ait band da gozlenir.

e Spektrumda 1600 cm’lerde gozlenen absorbsiyon bantlar1 C=0O grubuna

ait gerilme titresim frekansini belirtir. Ayrica 1600 cm™’lerde aromatik
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halka C-C gerilme titresim frekanslarina ait absorbsiyon bandlari

gbzlenebilir.

e 1300 cm’ civarinda C-O gerilme titresim frekansina ait bant
goriilmektedir.

e 1000-1200 cm™ arasinda ise O-H egilme titresim frekansina ait bandlari
gozlemek miimkiindiir.

e Eterlerde 1100-1200 cm’' arasinda gozlenen C-O gerilme band
belirgindir.

e Ayrica C-N gerilme band: ise 1300 cm™ civarinda belirgin bir bigimde

gozlenebilir.

e Aldehitlerde 1700 cm™’deki C=0O gerilme titresimi, 2800 cm™ civarinda
bir veya iki C-H gerilme bandi ile birlikte gozlenir.

e Ester, lakton ve karboksilli asitlerde C=0O gerilme titresimi 1100 cm™ -
1300 cm™ arasinda gikan C-O gerilme titresimi ile birliktedir.

Bu genel yaklasim g6z Oniine alinarak spektrumlar incelendiginde tiim tiirlerde
eter, ester ve aldehit gruplari, lakton halkasi, aromatik ve alifatik bilesikler ile
karboksilli asitlerin bulundugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu veriler de bitkisel yiizeyin
genel olarak hidrofobik 6zellikte olduguna isaret etmektedir.

3.5. Bitki Orneklerinin Albiimin Adsorpsiyonu Kosullarinin
Belirlenmesi

3.51. On Calsma: Silanlanmams Bitki Orneklerinin Adsorpsiyon

Kosullarmin Belirlenmesi

On deneme niteligindeki bu deneylerde heniiz yikanmamis olan Pterogonium
gracile ile pH, BSA baglangi¢ derisimi ve inkiibasyon siiresi deneyleri yapilarak
sonuclar grafiklere aktarilmistir.



57

3.5.1.1. Silanlanmamis Pferogonium gracile 6rnegi icin inkiibasyon siiresi
denemesi

Cift tekrarli olarak gerceklestirilen bu deneyde silanlanmamis P. gracile tiirline ait
bitki ornekleri kullanilarak 15, 30, 60, 90, 120 dakikalik inkiibasyon siireleri
sonucunda 280 nm dalga boyunda absorbanslar dlgiilerek, BSA standart denklemi
yardimiyla bu degerler derisim degerlerine ¢evrilmistir. Elde edilen veriler Cizelge
3.3."te gosterilmektedir.

Cizelge 3.3. Silanlanmamig P. gracile 6rneginde ortamda bulunan protein
derisiminin gegen siire ile degisimi (mg/mL cinsinden)

Deney grubu 1 0,5 0,849 0,826 0,849 0,84 0,845
Deney grubu 2 0,5 0,844 0,849 0,854 0,845 0,847
Kontrol grubu 0 - - - - 0,878

3.5.1.2. Silanlanmamis Pterogonium gracile 6rnegi icin BSA baslangic
derisimi denemesi

Bu denemede silanlanmamis P. gracile ornegi kullanilarak BSA baslangi¢
konsantrasyonunun bitki ylizeyine adsorpsiyonuna etkisi incelenmistir. Bu amacla
BSA baslangig¢ derisimi 15, 25, 35 ve 45 mg/mL olan deney gruplar1 kullanilmis
ve yapilan deneyde elde edilen veriler ¢izelgede gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Silanlanmamis P. gracile 6rneginde baslangi¢ konsantrasyonunun

adsorpsiyona etkisinin incelendigi deneyin sonuglari

Baslangic derigimi | 14,54 21,75 30,33 39,16
Son derigim 14,49 17,97 22,27 32,35
Q degeri 25,77 | 1890,35 | 40299 | 3402,64
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Bu veriler ile Q=[(Cy-C)V]/m formiilii yardimiyla (bkz. Kisim 2.2.3.1.) gram bitki
basina adsorplanan alblimin miktar1 hesaplanarak Q degerleri ile grafik gizilmistir
(Sekil 3.23.).
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Sekil 3.23. Silanlanmamus P. gracile bitkisi iizerine alblimin adsorpsiyonuna

baslangic derisiminin etkisi

Sekil 3.23.'te gorildiigii lizere bitki lizerine maksimum alblimin adsorpsiyonu 35
mg/mL baglangi¢ derisiminde gergeklesmistir.

3.5.1.3. Silanlanmamus Pterogonium gracile 6rnegi icin pH denemesi

Cift tekrarlh gerceklestirilen bu deneyde silanlanmamis P. gracile tiiriine ait bitki
ornekleri ile adsorbe olan albiimin miktarma ortam pH'min etkisi incelenmistir. Bu
amagla ortam pH"1 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 olan iki deney grubu icin 2 saatlik
inkiibasyonun ardindan 280 nm'de absorbans degerleri okunmus, ve BSA standart
denklemi ile bu degerler derisim degerlerine cevrilmistir. Elde edilen derisim

verileri Cizelge 3.5."te gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. Silanlanmamus P. gracile 6rneginde ortamda bulunan proteinin farkli

ortam pH'larindaki derisim degerleri (mg/mL cinsinden)

Deney grubu 1 0,33 0,38 0,45 0,62 0,68 0,69 0,63
Deney grubu 2 0,38 0,4 0,46 0,57 0,62 0,61 0,68
Kontrol grubu 0,27 0,33 0,33 0,52 0,56 0,53 0,58

Gi 0,14 0,13 0,07 0,1 0,08 0,13 0,09

Cizelge 3.5.'te goriilen deney gruplari, en alt satirda gosterilen C; baslangic
derisimlerinde BSA iceren ortamlarda, kontrol grubu ise sadece ilgili pH
seviyesindeki tampon ¢dzelti i¢erisinde, 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Gorildiigi gibi icerisine hic BSA koyulmamis ortamdaki kontrol grubu bitkileri
yine protein salimi géstermistir ve bunun sonucu olarak her iki deney grubunda da
gbzlenen son protein konsantrasyonu, baglangicta ortama eklenen miktardan daha
yiiksek miktarda ortaya ¢ikmustir.

3.5.2. Silanlanms Bitki Tiirleri icin Albiimin Adsorpsiyonu Kosullarinin
Belirlenmesi

Bu deneylerde IMEO ligand: ile yiizey modifikasyonlar1 gerceklestirilmis bitki
partikiilleri kullanilmigtir. Bu bitkiler IMEO ile muamele edilmeden Once
icerdikleri proteinleri tamamen birakana kadar yikanmislardir. 0,01M iyonik
siddet ve oda sicakligi sartlarinda gerceklestirilen deneyler 3 mg bitkinin deney
ortaminda 2 saatlik inkiibasyonu sonucunda 14500 rpm'de 30 dakika santrifiij
uygulanmustir. Ust fazlardan alinan 280 nm'deki absorbans verileri BSA standart
denklemine uygulanarak derisim verileri elde edilmistir. Bu sonuglar1 desteklemek
amaciyla bu ist fazdan bir miktar alinarak Bradford yontemi uygulanarak 595
nm'de absorbans degerleri alinmigtir. Her iki veri tiirii i¢in de ayr1 ayri tablolar
olusturulmustur.
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3.5.2.1. Hypnum cupressiforme tiirii icin Albiimin adsorpsiyonuna pH’in
etkisinin belirlenmesi

H. cupressiforme bitkisinde albiimin adsorpsiyonuna pH'mm etkisine ait tablo
asagida verilmistir (Cizelge 3.6.). Bradford reaktifi ile alinan sonuglar ise Cizelge
3.7.'da verilmistir.

Cizelge 3.6. Silanlanmig H. cupressiforme 6rneginde ortamda bulunan proteinin
farkli ortam pH'larindaki derisim degerleri (mg/mL)

Ortam pH'1
4 5 6 7 8
Deney grubu 1 0,121 0,138 0,152 0,159 0,146
Deney grubu 2 0,12 0,136 0,152 0,153 0,151
Kontrol grubu 0,112 0,124 0,164 0,162 0,157
G 0,139 0,136 0,146 0,151 0,159

Deneme Gruplar

Cizelge 3.7. Silanlanmig H. cupressiforme 6rneginde verilen pH degerlerinde
ortamda bulunan proteinin Bradford reaktifi ile elde edilen derigimi
(mg/mL)

Ortam pH"1
4 5 6 7 8
Deney grubu 1 0,184 0,234 0,239 0,246 0,238
Deney grubu 2 0,191 0,238 0,238 0,237 0,244
Kontrol grubu 0,164 0,195 0,23 0,231 0,232

Deneme Gruplari

3.5.2.2. Homalothecium sericeum tiirii icin Albiimin adsorpsiyonuna pH’m
etkisinin belirlenmesi

H. sericeum bitkisinde albiimin adsorpsiyonuna pH'in etkisine ait tablo asagida
verilmistir (Cizelge 3.8.). Bradford reaktifi ile alinan sonuglar ise Cizelge 3.9.'de

verilmistir.
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Cizelge 3.8. Silanlanmig H. sericeum 6rneginde ortamda bulunan proteinin farkl

ortam pH'larindaki derisim degerleri (mg/mL)

Ortam pH'1
4 5 6 7 8
Deney grubu 1 0,124 0,147 0,156 0,156 0,145
Deney grubu 2 0,121 0,148 0,162 0,153 0,144
Kontrol grubu 0,113 0,145 0,17 0,184 0,174
G 0,138 0,146 0,149 0,151 0,163

Deneme Gruplari

Cizelge 3.9. Silanlanmis H. sericeum 6rneginde verilen pH degerlerinde ortamda
bulunan proteinin Bradford reaktifi ile elde edilen derisimi (mg/mL)

Ortam pH'1
Deneme Gruplari
4 5 6 7 8
Deney grubu 1 0,19 0,249 0,265 0,264 0,249

Deney grubu 2 0,196 0,21 0,264 0,265 0,258
Kontrol grubu 0,179 0,206 0,259 0,256 0,269

3.5.2.3. Pterogonium gracile tiirii icin Albiimin adsorpsiyonuna pH’mn
etkisinin belirlenmesi

P. gracile bitkisinde albiimin adsorpsiyonuna pH'm etkisine ait tablo asagida
verilmistir (Cizelge 3.10.). Bradford reaktifi ile alinan sonuclar ise Cizelge

3.11.'de verilmistir.

Cizelge 3.10. Silanlanmis P. gracile 6rneginde ortamda bulunan proteinin farkli
ortam pH'larindaki derisim degerleri (mg/mL)

Ortam pH'1
4 5 6 7 8
Deney grubu 1 0,137 0,143 0,155 0,154 0,146
Deney grubu 2 0,137 0,144 0,148 0,156 0,141
Kontrol grubu 0,127 0,134 0,159 0,18 0,161
C 0,157 0,15 0,162 0,156 0,155

Deneme Gruplari
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Cizelge 3.11. Silanlanmis P. gracile 6rneginde verilen pH degerlerinde ortamda

bulunan proteinin Bradford reaktifi ile elde edilen derisimi (mg/mL)

Ortam pH"1
4 5 6 7 8
Deney grubu 1 0,197 0,205 0,202 0,234 0,248
Deney grubu 2 0,215 0,212 0,237 0,219 0,246
Kontrol grubu 0,17 0,174 0,237 0,239 0,246

Deneme Gruplar

3.5.2.4. Antitrichia californica tiirii icin Albiimin adsorpsiyonuna pH’mn
etkisinin belirlenmesi

A. californica bitkisinde alblimin adsorpsiyonuna pH'in etkisine ait tablo agagida
verilmistir (Cizelge 3.12.). Bradford reaktifi ile alinan sonucglar ise Cizelge
3.13.'de verilmistir.

Cizelge 3.12. Silanlanmis A. californica 6rneginde ortamda bulunan proteinin
farkli ortam pH'larindaki derisim degerleri (mg/mL)

Ortam pH"1
4 5 6 7 8
Deney grubu 1 0,129 0,155 0,162 0,157 0,134
Deney grubu 2 0,138 0,15 0,166 0,162 0,136
Kontrol grubu 0,127 0,141 0,175 0,185 0,172
G 0,152 0,155 0,157 0,149 0,152

Deneme Gruplari

Cizelge 3.13. Silanlanmis A. californica 6rneginde verilen pH degerlerinde
ortamda bulunan proteinin Bradford reaktifi ile elde edilen derigimi
(mg/mL)

Ortam pH"1
4 5 6 7 8
Deney grubu 1 0,194 0,239 0,257 0,26 0,265
Deney grubu 2 0,206 0,237 0,253 0,263 0,259
Kontrol grubu 0,168 0,198 0,252 0,26 0,261

Deneme Gruplari
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4. TARTISMA VE SONUC

Afinite kromatografisi, alblimin uzaklastirilmas1 i¢in gilinlimiizde birgok
aragtiricinm kullandig1 bir yéntemdir (Huse vd., 2002; Oztiirk vd., 2008). Bu
yontemde inert dolgu maddesi iizerine, tutulmasi istenen maddeye spesifik olan
ligandlar baglanarak ¢esitli ylizey modifikasyonlar1 da gergeklestirilmektedir. Bu
sayede tutulmasi istenen molekiil ile dolgu maddesi arasinda spesifik bir afinite
saglanabilmektedir. Ornegin Oztiirk ve arkadaslar1 (2008) gerceklestirdikleri
calismada IMEO molekiiliinii yar1 spesifik bir ligand olarak PHEMA polimeri
lizerine baglamig ve protein yapidaki IgG'nin insan plazmasindan izole edilmesi
amaciyla afinite kromatografisi teknigini kullanarak basarili sonuglar elde
etmislerdir. Ancak bu calismadaki gibi sentetik polimerlerin kullanilmasi durumu,
saflagtirma yada uzaklastirma isglemleri i¢in harcanan emek ve maddi kaynaga,
polimer sentezleme igleminin de eklenmesine neden olmaktadir. Bu sentez islemi,
endiistriyel 6l¢iideki iiretim de goz oniinde bulunduruldugunda, kaynak ve emek
kaybinin yani sira bir ¢ok kimyasal maddenin dogaya atik olarak birakilmasina da
neden olmaktadir. Tez ¢alismamiz, proteomik ¢aligmalardaki albiimin
uzaklastirma islemi i¢in inert kat1 destek maddesi olarak bu sentetik polimerler
yerine  karayosunu  partikiillerinin  kullanilabilirliginin ~ arastirilmasini
kapsamaktadir. Bu islem i¢in karayosunlarmin kullanilmasi, bitkilerin dogadan
toplanmasi, yikanmasi ve parg¢alanmasi disinda baska bir ugras gerektirmeksizin
albiimin uzaklagtirma igleminin gergeklestirilebilmesine olanak saglayacaktir.
Aym zamanda dogaya atik olarak kimyasal maddeler degil, sadece bitki
partikiilleri birakilacaktir. Bu amag¢ dahilinde ¢alismamizda dogada genis yayilisa
sahip karayosunu tiirleri kullanilmigtir. Kullanilan karayosunu tiirlerinin dogada
hali formunda saf birlikler halinde bulunmalar1 da dogadan toplanmalar1 agisindan
kolaylik saglamaktadir. Tiirler arasinda elde edilen bitkisel materyal miktar
acisindan bir karsilagtirma yapmak gerekirse (Kisim 3.1.), yapilan 6giitme ve
eleme islemleri sonrasinda 125 pm alti parcalarin kiitlesinin toplam kiitleye
oraninda Hypnum cupressiforme tiirii %61 ile ilk sirada gelmektedir. Bu tiirli %51
ile Homalothecium sericeum tirii takip etmektedir. Ayni 6glitme ve eleme
islemleri sonrasinda bu iki tliirden daha fazla miktarda 125 pm alt1 partikiil kiitlesi
elde ediliyor olmasi bu iki tiiriin tercih edilebilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

Gergeklestirilen SEM goriintiilemesinin sonucunda (Kisim 3.2.) da tespit edildigi

tizere karayosunlarinin yiizeylerinde ¢esitli girinti ve ¢ikintilarin bulunmasi, gerek



64

kolon uygulamalarinda basing diismesini azaltan, gerekse de adsorban etkinliginin

arastirildigi bu bitkilerin yiizey alanlarini artiran bir 6zellik olarak belirlenmistir.

Yapilan mikroskobik incelemeler sirasinda bitkilerin {izerinde temizlenmesi
miimkiin olmayan mikroskobik partikiiller gézlenmistir (Sekil 3.13.). Yikama
islemleri sonucunda bile temizlenemeyen bu partikiiller bitkilerin dogal ortamdan
almmalarinin sonucudur. Doku kiiltiiri teknikleriyle yetistirilen bitkilerde bu gibi
kirlilikler olmayacaktir. Elde edilen adsorpsiyon sonuglarmin degerlendirilmesi
asamasinda bitkilerin ylizeylerindeki adsorpsiyon bolgelerinin bir kisminin kirlilik
sebebiyle kapali olabilecegi, bunun da bitkinin adsorpsiyon kapasitesini
diistirebilecegi soylenebilir. Bu noktadan hareketle maliyet/verim incelemesi
yapilirken dogal ortamindan alinan bitkiler ile elde edilecek verim ile kiiltiire
almacak bitkilerden elde edilecek verim karsilastirilabilir (Demir, 2011).

IMEO molekiiliiniin bitki partikiiline baglanmis oldugunun kalitatif tespiti,
icerdigi silan grubunun yapisinda bulunan silisyumun bitki yiizeyinde goézlenmesi
ile miimkiin olmaktadir. Gergeklestirilen elementer analiz sonucunda bitki
ylizeyinde silisyum tespit edilmistir (Kisim 3.3.). Bu da IMEO'nun bitkiye
baglanmis oldugunu gostermektedir.

On deneme niteligindeki, Pterogonium gracile tiiriine ait bitki partikiilleri
kullanilarak gergeklestirilen, bitki yiizeyine albiimin adsorpsiyonuna inkiibasyon
siiresi, ortam pH'1 ve BSA baglangi¢ derisiminin incelendigi deneyler sonucunda
ortaya ¢ikan veriler bir biitiin halinde asagida yorumlanmaktadir:

[k olarak inkiibasyon siiresinin albiimin adsorpsiyonuna etkisinin incelendigi
deneyde (Kisim 3.5.1.1.), deneyin sonunda deney gruplarinda ortamda 0,84 mg/ml
protein, kontrol grubunda ise 0,87 mg/mL protein tespit edilmistir. Cizelge 3.3.'e
ilk bakista verilerin tutarsizlign dikkat ¢ekmektedir. Baslangi¢ derigimi olarak
icerisine 0,5 mg/ml BSA eklenerek deneye baslatilmis olan deney gruplari, deney
sonunda 0,845 civarinda, kontrol amaciyla sadece bitki ve distile sudan olusan
kontrol grubu ise baslangigta hi¢ protein eklenmemis olmasina ragmen deney
gruplarindan da yiiksek olarak 0,878 mg/ml protein icermektedir. Bu tutarsizlik
bitkiden ortama gegen protein miktarmin ne kadar oldugu konusunda siiphe
yaratmakla birlikte kalitatif agidan bakildiginda kontrol grubunda ortama protein
salinmasi zaten hig bir sekilde kabul edilebilir degildir. Ancak bu deneyde dikkat
¢eken bir diger nokta ilk 15 dakika sonunda da 2 saatlik siirenin sonunda da ayn
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miktarda proteinin ortamda bulunmasi olmustur. Bu durum ortama salinan protein
miktarinin zamanla artmadigim gosterdiginden, ortaya ¢ikan bu proteinin, bitki
parcalanmasi sirasinda hiicresel yapilarin biitiinliiglinin  bozulmasi nedeniyle
serbest kalmis olan hiicre i¢i materyal kaynakli oldugu diistinilmistiir. Bu
proteinlerin 125 pm'den kii¢lik boyutta partikiilleri iceren "bitkisel toz" igerisinde
serbest halde bulundugu tahmin edilerek bu durumun bitkisel materyalin
yikanmas1 sonucunda ortadan kaldirilabilecegi diisiiniilmiistiir. Deney sonundaki
degerlerin baslangic degerlerinden yiiksek ¢ikmasi nedeniyle Q degerleri de
negatif bulunmakta ve bir grafik de ¢izilememektedir. Bitkisel materyalin ortama
protein biraktifina dair ilk belirti bu deneyde ortaya c¢ikmistir. Bu sorunun
nedenleri ve bir ¢6ziim yolu diisiiniiliirken 6n deneme kapsaminda planlanmis olan

diger deneylere gegilmistir.

Normal bir insanda kanda bulunan albiimin miktar1 38,5 mg/ml oldugu ig¢in
(Oztiirk vd. 2008), BSA baslangic derisiminin adsorpsiyon miktarina etkisinin
incelendigi sonraki deneyde (Kisim 3.5.1.2.) 15 ila 45 mg/ml araliginda denemeler
gerceklestirilmistir. Deney sonuglarindan Q degerleri hesaplanarak sonuglar Sekil
3.23'te grafik ile ifade edilmistir. Sekilde goriilmektedir ki maksimum adsorpsiyon
35-36 mg/mL'lik BSA baglangi¢ konsantrasyonunda gerceklesmektedir. Bu
deneyde de Onceki deneydeki kadar bitkisel materyal kullanilmistir, dolayisiyla
bitkilerin ortama salmis olabilecegi protein miktar1 da 6nceki deneydeki miktar
kadardir. Ancak bu deneydeki yiiksek derisimlerde, onceki deneydeki diisiik
derisimlerde goézlenebilen derisim farki ihmal edilebilir bir deger olarak ortaya
cikacagindan farkedilemeyebilir. Bu nedenle bitkisel materyalin ortama protein
salip salmadigindan emin olunamaz. Bu durumun kesinlesmesi ancak tekrar diigiik
bir derisim ile g¢alisilir ise miimkin olacaktir. Her ne kadar derisim
ylkseltildiginde daha olumlu sonuglar elde edilse de, bu belirsizligin ortadan
kaldirilabilmesi i¢in sonraki tiim deneylerde BSA baglangi¢c derisiminin diisiik
tutulmasma karar verilmistir. Ciinkii amacimiz bu olumlu sonuglar1 bitkiden

ortama protein salimi gerceklesmeden elde edebilmektir.

Farkli ortam pH'larinda bitki yiizeyine gergeklesen adsorpsiyon miktarinin
incelendigi denemede (Kisim 3.5.1.3.) baslangi¢ derisimi yukarida belirtilen
nedenlerden dolayr 0,1 mg/ml seviyesine indirilmigtir. Ancak deney gruplarina
eklenen ve her pH araligi i¢in 1 mg/mL civarinda olmasi gereken BSA baslangi¢
derisimini ifade eden C; (baslangi¢ derisimi) satirindaki verilerin dengesizligi
dikkat ¢cekmektedir. Yine de otomatik pipetlerden kaynaklandigi diisiiniilen bu
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dengesizlik c¢ok diisiik derigimleri ifade ettigi icin deney verilerinin birbirleri
arasinda Kkarsilastirilmasina engel teskil etmemektedir. Bu deney ile incelenen
durum hangi pH araliklarinda bitkilerin daha az yada daha fazla protein
birakacaklari olmustur. Bu amagla pH 3 ila 9 araligindaki ortam pH'larinda
gerceklestirilen deney sonucunda kontrol grubunda, asidik pH'tan bazik pH'a
dogru giderek artan sekilde, pH 3, 4 ve 5'te 0,30 mg/ml, pH 6 ila 9 araliginda ise
0,54 mg/ml civarinda protein ortamda tespit edilmistir. Bu salimin belirli pH
araliklarinda neden daha yiiksek miktarda gergeklestigi, kullanilan
karayosunlarmin hiicre c¢eperi bilesenleri hakkinda kesin bir bilgi sahibi
olunmamasi nedeniyle anlasgilamamaktadir. Ancak tezin giris kisminda da
deginildigi gibi zayif asit yada bazlar ile hidrolize ugrayabilen molekiillerin
(hemiseliiloz gibi) c¢eper yapisinda bulundugu bilinmektedir. Protein salim
miktarindaki bu degisimin, bu sekilde asidik yada bazik pH'lardan etkilenen
molekiiller nedeniyle c¢eper yapisinin degismesiyle, dokudaki hiicrelerin
icerisinden yada ¢eperin kendi yapisindan ortama gegen proteinden kaynaklandigi

tahmin edilmektedir.

Silanlanmamis ve yikama igleminden ge¢memis Pterogonium gracile tiirline ait
partikiillerle gerceklestirilen, 6n deneme niteligindeki bu ii¢ deneyin sonucunda
bitkisel materyalden deney ortamina protein salimi gergeklestigi tespit edilmistir.
Bu sonuglar goéz oniinde bulundurularak bitkilerin, igerdikleri tiim proteini
kaybedene kadar distile su ile yikanmalarina karar verilmis ve bundan sonraki tim
denemelerde yikanmis bitkiler kullanilmistir. Ayrica sonraki deneyler farkli
otomatik pipetler kullanilarak gerceklestirilmistir.

Her ne kadar bu {i¢ 6n deneme gergeklestirilirken ortamdaki protein miktarinin
tespiti sadece 280 nm dalga boyunda Olgiilen absorbans degerleri kullanilarak
ortaya konmus olsa da, bu verileri destekleyecek nitelikte veriler daha sonraki
(silanlanmig partikiiller ile gergeklestirilen) deneylerde Bradford reaktifi
kullanilarak da elde edilmistir. Bunun yaninda proteinlerin 280 nm, DNA'nin ise
260 nm dalga boyundaki absorbans degeri ile tespit edildigi bilinmektedir. Ancak
bazi kaynaklarda bu her iki tip molekiiliin de, diger molekiiliin tespit edildigi dalga
boyundaki absorbans iizerine girisim yapabildigi belirtilmektedir (Nucleic Acid
and Protein Quantitation Methods, www.promega.com). Bu ihtimal géz 6niinde
bulundurularak bitkilerin yikama islemi Oncesinde distile su ile 2 saatlik
muameleleri sonucunda ortamdaki protein ve DNA miktarinin ayrn ayr tespit

edilmesi ve olas1 bir girisim etkisinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla hem 260, hem
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de 280 nm dalga boyunda absorbans degerleri incelenmistir (Cizelge 3.1.). Elde
edilen verilerin birbirinden bagimsiz degistiklerinin gdzlenmesi sonucunda boyle
bir girisim etkisinin meydana gelmedigi tespit edilmistir. Ayn1 ¢izelgede derisim
stitununda bitkilerden ortama salinan protein miktarinin ne denli yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Bu ¢izelgede ifade edilene benzer sekilde bitkisel proteinlerin
ortama en Yyiiksek miktarda gegisi Kisim 3.5.1.2.'deki Cizelge 3.5.'te pH=7
siitununda gozlenmistir. P. gracile tiirline ait bitkilerle gergeklestirilen pH
denemesine ait tabloda siitunda baglangi¢ derisimi 0,08 mg/mL olarak, deney sonu
derisimi ise 0,68 mg/ml olarak tespit edilmistir. Burada derisimdeki 0,6 mg/mL'lik
artig, bitkilerin distile suda inkiibe edilmelerinin sonuclarini ifade eden Cizelge
3.1.'de P. gracile satirindaki 0,62 mg/mL'lik derisim verisi ile yiiksek Olclide
paralellik gostermektedir. Diger deneylerde kullanilan farkli pH'lardaki tiim
ortamlarda gozlenen en yiiksek salimm pH 7 ve distile su ortaminda
gerceklesmesi, bitkilerin yikanmasi i¢in distile suyun uygun bir ortam oldugunu
gostermektedir.

Proteomik calismalarin eser miktardaki proteinlerin tespit edilmesini amagladigi,
Tirumalai ve arkadaglarinin (2003) da caligmalarinda belirttigi gibi sik¢a ifade
edilmektedir. Proteomik g¢aligmalar ile kesfedilen bu eser miktardaki proteinler
daha sonra hastaliklarin teshis edilmesi gibi (Petricoin vd., 2002; Steel vd., 2003;
Tabar vd., 2000) c¢ok onemli ve kritik amaclar i¢in kullanilmaktadir.
Karayosunlarinin, bu tez c¢alismasi kapsaminda ortaya koyulmak istenilen
potansiyel kullaniminin proteomik amagli alblimin uzaklastirma olmasi, bitkisel
materyalden deney ortamina olasi bir protein gecigini son derece sakincali
kilmaktadir. Bu nedenle bitkilerin ortama protein birakma durumunun ortadan
kaldirilmas1 amaciyla silanlanmis bitki partikiilleri kullanilarak yapilacak
denemeler O6ncesinde bir yikama islemi gergeklestirilmistir. P. gracile tiiriine ait
bitki partikiillerinin yikama islemi sonunda elde edilen verilerin gosterildigi
grafikte (Sekil 3.9.) de gorildiigii lizere son 24 saatte goOzlenen absorbans
degerlerinin bir degisim gostermemesinin iizerine yikamanin yeterli olduguna
karar verilmigtir. Ancak yikamanin bu son evresinde dahi ¢ok zayif ta olsa bir
absorbans 6l¢iilmistiir. Bu absorbansin ortama salinan bitki proteininden mi yoksa
bagka bir maddeden mi kaynaklandig1 kesin olarak bilinmemekle birlikte yikama

isleminde bir minimum degere ulasildig1 i¢in silanlama iglemine gegilmistir.

BSA molekiiliiniin bitkisel partikiillerin yiizeylerine olan ilgisini attirmak igin
IMEO adi verilen silanlama ajan1 pseudo-spesifik bir ligand olarak kullanilmaistir.
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Gergeklestirilen birgok c¢alismada (Huse vd., 2002; Oztiirk vd., 2008) IMEO
molekiiliiniin, proteinlerin adsorbana olan afinitesini arttirdigi belirtilmektedir.
Gergeklestirilen  silanlama islemi sadece yikanmis bitki partikiillerine
uygulanmustir. Silanlanmis partikiiller ile gerceklestirilen deneylerde de deney
grubu olarak silanlanmg partikiil, kontrol grubu olarak ise ayni tiire ait yikanmis
bitki 6rnegi kullanilmistir. Dolayist ile her iki 6rnek te yikanmis oldugu igin bu
deneylerde, 6n denemelerde go6zlenen bitkisel materyalden ortama protein
salimmin gerceklesmeyecegi ongoriilmiistiir. Ancak yapilan deneyler sonucunda
(Kisim 3.5.1.2.), P. gracile ile gergeklestirilen 6n denemelerde oldugu kadar
yiiksek miktarda (Cizelge 3.5. pH=7 siitunundaki 0,6 mg/mL'lik artig gibi) olmasa
da, bir miktar protein saliminin gergeklestigi gdzlenmistir.

Dort tiire ait yikanmis ve silanlanmis partikiillerle gergeklestirilen, ortam pH'inin
albiimin adsorpsiyonuna etkisinin denendigi bu dort deneyde (Kisim 3.5.2.) elde
edilen veriler genel olarak karsilastirildiginda, deney grubuna belirli miktarda
protein eklenmis olmasina ragmen deney sonunda ortamda kontrol grubuyla
yaklasik ayni1 miktarda protein tespit edilmistir. Benzer bir durum kisim
3.5.1.1.'deki inkiibasyon siiresi denemesinde de karsimiza ¢ikmistir. Ancak dikkati
¢eken bir diger nokta yikama igleminin etkisini ifade eden sekilde, yikanmamis
orneklerle gergeklestirilen denemelerde oldugu gibi C; degerlerinin {lizerinde deney
sonu protein derigimleri degil, C; degerlerinin altinda yada buna yakin degerlerin
gozlenmesidir. Bradford reaktifinin proteinler ile spesifik olarak etkileserek
ortamda protein varhigim gosterdigi bilinmektedir. Bu deneylerde bitkisel
materyalden ortama protein gecisi oldugu, Kisim 3.5.2. dahilindeki deneylerde
gerceklestirilen Bradford reaktifi uygulamalart sonucunda da kalitatif olarak

desteklenmektedir.

Silanlanmis bitki partikiillerine albiimin adsorpsiyonuna pH'in etkisinin
incelendigi bu 4 deneyin verileri tek bir grafikte karsilastirilacak olursa Sekil
4.1.'deki grafik ortaya c¢ikmaktadir. Grafikte gosterilen degerler, deneylerin
sonunda ortamda tespit edilen protein miktarindan deneylerin baglangicinda
ortama cklenen BSA miktarmin ¢ikarilmasi ile elde edilmistir. Yani bu deger
bitkinin ortama biraktig1 protein miktarindan adsorbe edebildigi protein miktarimin
cikarilmasina esdegerdir. Bir bagka deyisle grafik "bitkinin farkli ortam pH'larinda
protein uzaklastirma iglevine uygunlugu'nu ifade etmektedir. Dolayisi ile negatif
degerler, bitkinin protein adsorpsiyonuna daha uygun oldugunu gostermektedir.
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Grafik genel olarak incelenecek olursa, pH degeri 6 ila 7 oldugunda deney
sonunda ortamda en yiiksek miktarlarda protein kalmaktadir. pH degeri 5 iken ise
deney sonunda ortamda tespit edilen protein miktari, yaklasik olarak deney
baslangicinda ortama eklenen protein miktar1 kadardir. pH=4 ve pH=8'de ise
deney sonunda ortamda baslangictakinden daha az miktarda protein tespit
edilmistir. Ancak P. gracile tiiriine ait 6rnekler bu genellemeye uymamaktadir. Bu
tir ile gergeklestirilen deneylerde her zaman deney sonunda ortamdaki protein
miktar1 baglangictakinden azdir. Bu durum P. gracile tiiriine ait bitkisel
partikiillere daha fazla BSA adsorpsiyonu gerceklestigini ifade edebilecegi gibi,
adsorpsiyonun daha yiiksek oranlarda gerceklesmedigini, ancak bu bitki tiirliniin
yikama islemine diger bitki tiirlerine gore daha iyi cevap verdigini gosteriyor da
olabilir. Ortaya ¢ikan protein salim problemini bir yana birakacak olursak, Sekil
4.1.'den de gozlenebilecegi gibi bu dort tiir arasindan P. gracile tiiriine ait bitki
ornegi albiimin uzaklastirma islemindeki kullanim potansiyeli acisindan One
cikmistir. Ayrica BSA adsorpsiyponu icin diisiik pH degerleri yiiksek pH
degerlerine gore daha uygun ortamlar olugturmaktadir denilebilir.

Sonu¢ olarak proteomik amagli olan bu tez calismasim1 genel hatlaryla
degerlendirecek olursak, bitkisel materyalden deney ortamina protein gegisi biiyiik
bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir. Deneylerin sonucunda ortamda &lgiilen



70

absorbansin protein kaynakli oldugu Bradford reaktifi denemeleri ile de
desteklenmektedir. Bu protein salimmin bitkilerin uzun siireler boyunca
yikanmasindan sonra dahi ortaya c¢ikisinin nedeni bilinmemektedir. Ancak giris
kisminda da bahsedildigi gibi, hiicre ¢eperi asidik ve bazik pH'a kars1 duyarli olan
bir cok bileseni icermektedir. Bu ¢eper yapitaglarindan bazilarinin (6rnegin
Hemiseliiloz), belirli pH araliklarinda c¢eper yapisindan koparak deney ortamina
karisiyor olabilecegi, yada parcalanarak, kendisine bagli bulunan glikoprotein gibi
¢eper yapitaslarinin ortamda serbest kalmasina neden olabilecegi diistiniilmektedir.

Karsilagilan protein salim problemleri nedeniyle, bitkisel partikiillerde IMEO ile
gerceklestirilen yiizey modifikasyonunun BSA adsorpsiyonuna etkisi tespit
edilememistir. Her ne kadar daha yiiksek yogunlukta protein ¢dozeltileri
kullanilarak yapilacak deneylerde ortama salinan proteinin miktar: ihmal edilebilir
boyutlara diisecek de olsa (Kisim 3.5.1.2.), tezin proteomik amagli olmasi

nedeniyle bu deney sartlar1 denenmemistir.

Sekil 4.1.'de gozlendigi gibi, ortam pH'nimn 5 oldugu deneylerde deneyin
baslangicinda ortama eklenen ve sonunda ortamda tespit edilen protein miktarinin
ayni olmasi, BSA molekiiliiniin yiizeylere tutunma 6zelliginin yiizeyin (hiicre
¢eperinin ortam pH'mdaki) yapisina gore degiskenlik gdstermesinden dolay:
gerceklesmis olabilir. Mooney ve arkadaslar1 (1996) gerceklestirdikleri ¢calismada
0,05 mg/mL'nin altindaki konsantrasyonlarda BSA'nin genel olarak hidrofobik
ylizeylere tutunurken, sadece pH 5,5 civarinda bir noktada hidrofilik bir yilizeye
tutunmakta oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alisma BSA molekiiliiniin adsorpsiyon
Ozelliginin, tutundugu yiizeyin o6zelliginin yaninda ayni zamanda ortamdaki
protein derisimi ile de degisebildigini gostermektedir. Bu durum adsorpsiyon
mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasini daha da karmagik hale getirmektedir. FTIR
analizinin sonucunda bitkisel yapinin genel olarak hidrofobik oldugu tespit
edilmistir. Ancak bitkisel materyalden ortama salinan protein nedeniyle ortaya
¢ikan karmasik durum adsorpsiyon mekanizmasi hakkinda bir tahmin yapmay1

imkansiz hale getirmektedir.

Tezin girig kisminda incelendigi iizere bitki hiicre ¢eperi ¢ok sayida, farkl tiirlerde
ve yiiksek oranda polimerik materyalden olusur. Karayosunu geperlerinde bulunan
maddeler genel olarak incelendiginde bu yapida agikta bulunan g¢ok sayida
hidroksil (OH") ucunun oldugu goériiliir. Bu durum tez kapsaminda gerceklestirilen
FTIR analizi sonuglart ile de desteklenmektedir. Bu agidan karayosunu hiicre
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ceperi, HEMA olarak adlandirilan polimerik materyal ile yiiksek benzerlik
gostermektedir. Bu durum, HEMA polimeri kullanilarak gerceklestirilen
caligmalarin gelecekte bitki hiicre ¢eperi kullanilarak da gergeklestirilebilecegini
disiindlirmektedir. Benzer sekildle HEMA polimeri iizerinde gerceklestirilen
ylizey modifikasyonlar1 (6rnegin IMEO gibi ligandlar) bitki hiicre geperi i¢in de
kullanilabilecektir.

Bu tez caligmasinda karayosunu partikiillerinin adsorban olarak kullanildigt BSA
adsorpsiyonu, proteomik c¢alismalarda kullanilmasi amaciyla incelenmistir.
Caligmalar sirasinda karsilagilan bir ¢ok problemin sebebi, bu gibi alanlarda
bitkilerin  yeni yeni  kullanilmaya  baglanmasi  nedeniyle acikliga
kavusturulamamigtir. Bunlardan en o©nemlisi ise kesin ve dogru sonuglara
varilabilmesi i¢in Oncelikle deney ortaminda meydana gelen protein saliminin
nedeninin anlasilmasi, ve bu salimin ger¢eklesmeyecegi deney sartlarinin tespit
edilmesidir. Bir diger 6nemli nokta da literatiirde karayosunlarinin ¢eper kimyasi
hakkinda yeterli bilginin bulunmamasidir. Ceper kimyasi hakkinda yapilacak daha
ileri aragtirmalar ile albiimin uzaklastirmasi gibi islemlerde bitkisel hiicre
ceperinin sentetik polimerler yerine kullanilabilirligi daha dogru sekilde test
edilebilir. Gelecekte proteomik amacgli ve bitkilerin kullanilacagi bu gibi
caligmalara olanak saglayacak on c¢aligmalar gergeklestirilmelidir. Bu sayede
proteomik caligmalarda alblimin uzaklastirmast icin kullanilan polimerlerin
sentezlenmesi i¢in harcanan emek ve kaynak ile ortaya ¢ikan zararli kimyasal
atiklar ortadan kaldirilabilecektir.
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