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Amag: Rekombinant protein lretiminde hiicre parcalama asamasi, elde edilecek protein miktari ve kalitesi
agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu ¢alismada, sonikasyon ve yiiksek basing yontemlerinin etkinligi, rekombinant
SpdAZ proteini lreten E. coli BL21 hiicresi E. coli NAZ lizerinde test edilmistir.

Yontem: Bu c¢alismada, E. coli NAZ hiicrelerinden total protein ekstraksiyonu, yiiksek basing yéntemi ve
sonikasyon yéntemi ile yapilmistir. Ug, 6 ve 9 tekrarli olarak yapilan islemlerde, yiiksek basing yéntemi; 5000,
10000 ve 20000 psi basinglarda uygulanmustir. Sonikasyon islemi ise 50 khz ultrasonik ses ile yapilmistir.
Pargalama isleminin degerlendirilmesi igin kontrol grubu olarak islem yapilmayan kiltir kullaniimigstir.
Hiicre parcalanmasinin etkinligi, lizatlarin seri seyreltilip kati besiyerine ekilmesiyle canli hiicre sayilarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesi, santrifiij edilen ve filtrelenen lizatlarin, DNase agar testi ve DNA kesim analizleri
ile degerlendirilmistir. Protein miktari, Bradford yéntemiyle 6l¢ilmdistiir.

Bulgular: Her iki yontemde de tekrar sayisi arttikga canli bakteri sayisinin azaldigi gézlenmistir. Sonikasyonda, 9
tekrardan sonra canli bakteri sayisi 1022 cfu/ml’den, 1016 cfu/ml’ye diiserken, yiiksek basingta 20000 psi‘de 108
cfu/ml’ye kadar azalma olmugtur. Enzim aktivitesinin korunmasi icin yapilan DNase agar testinde sonikasyon
lizatiyla 7 mm, yiiksek basing lizatiyla ise 23 mm zon ¢api 6l¢iilmiistiir. DNA kesim testinde yiiksek basing lizati,
sonikasyona gére %19 daha etkin bulunmustur. Elde edilen protein miktarlari, sonikasyonla en fazla 12320 mg/
ml, yiiksek basingla ise 16570 mg/ml olmustur.

Sonug: Rekombinant protein eldesinde hiicrelerin par¢alanmasi, enzim aktivitesi ve protein yapisinin korunmasi
igin kritik 6neme sahiptir. Hiicre par¢calama basamadinda, yiiksek basing yontemi canli hiicre sayisi, enzim
aktivitesi ve total protein miktari agisindan sonikasyondan daha Ustiin bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Rekombinant protein eldesi, Sonikasyon, Yiiksek basing

ABSTRACT

Objective: The cell disruption step in recombinant protein production is critical for the quantity and quality of
the protein obtained. In this study, the effectiveness of sonication and high-pressure methods was tested on E.
coli BL21 cells producing recombinant SpdAZ protein.

Methods: This study assessed the effectiveness of sonication and high-pressure techniques on E. coli BL21 cells
expressing recombinant SpdAZ protein.Cell disruption was performed using high pressure (5000, 10000, and
20000 psi) and sonication (50 kHz) methods, with 3, 6, and 9 repetitions. A control group with no treatment was
included to evaluate the disruption efficiency. The degree of cell lysis was measured by counting live cells after
serial dilution and plating, and enzyme activity was tested with DNase agar. DNA fragmentation and protein
concentration were also analyzed.

Results: Both methods showed a decrease in live cell counts as the number of repetitions increased. After 9
cycles, sonication reduced live bacteria to 1016 cfu/ml, while high pressure (20000 psi) reduced it to 108 cfu/ml.
Enzyme activity, as indicated by the DNase test, revealed a 23 mm zone for high-pressure lysates compared to 7
mm for sonication. DNA fragmentation analysis showed that high-pressure treatment was 19% more effective.
Protein concentrations reached 16570 mg/ml for the high-pressure method versus 12320 mg/ml for sonication.
Conclusion: The disruption of cells is crucial for maintaining enzyme activity and protein structure in
recombinant protein production. In the cell disruption phase, the high-pressure method was found to be
superior to sonication in terms of live cell count, enzyme activity, and total protein yield.
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GIRIS

Rekombinant proteinler hem protein yapida yeni
ilaglarinin gelistirilmesi hem de ilag hedeflerinin
belirlenmesi agisindan hayati 6neme sahiptirt®.
Rekombinant proteinlerin Uretiminde maksimum
Grin eldesi i¢in, plazmid ve konak hicrenin
secimi, gen aktarimi, gen aktarilan hicrelerin
Uretimi, parcalanmasi ve rekombinant proteinlerin
saflastirilmasi  asamalarinin  optimal kosullarda
yapilmasi dnemlidir.

Hicre yapisinin tamamen bozulmasi, biyoteknolojinin
ve biyolojik Griinlerin Gretimiyle ilgili alt slreclerin
onemli bir parcasidir. Hicrelerin bozulmasi, istenilen
Grlnlerin gikarilmasi ve geri alinmasi icin gereklidir
ve biyolojik Grinlerin geri kazanimini énemli dlgtide
artinir. Saflastirilmak istenen biyolojik Grinler hiicre
disina atilabildigi gibi, hiicre icinde veya periplazmik
alandadabulunabilir. Hiicrede bulunan triinlerin elde
edilmesinde ilk asama hiicrelerin pargalanmasidir
ve cesitli hlcre pargcalama yontemleri mevcuttur.
Hicrelerin  parcalanmasi icin, homojenizsyon,
sonikasyon, yiksek basing yontemi, 6gtitmek, cam
boncukla vortekslemek, dondurma c¢ozdirme gibi
mekanik yontemler ile enzimle sindirmek, deterjan
ya da organik ¢ozlcilerle lize etmek gibi mekanik
olmayan yontemler kullaniimaktadir®3),

Sonikasyon ve yiksek basing sistemleri gibi
mekanik hiicre parcalama yontemleri, hicre
sispansiyonlarinin  hizli  bir sekilde isleme tabi
tutulmasini  saglamaktadir. Bunun yani sira bu
yontemler, tim hiicre tirlerine uygundur®®,

Emilsiyon olusturmak igin tasarlanan cihazdan
uyarlanan vyuksek basing sisteminde, mikrobiyal
suspansiyon ilk 6nce pozitif deplasmanl bir pompa
kullanilarak basinca maruz birakilir. Basing, ince bir
delik veya halka seklindeki bosluktan gecilerek hizla
serbest birakilir. Bundan sonra, hiicre slispansiyonu,
hlcrenin parcalanmasini daha da arttirmak icin
kati bir ylzeye carpar. Yiksek basing sisteminde

kullanilan vananin tasarimi emilsiyon hazirlamada
ve Gram negatif bakterilerin hiicre butlnlGginin
bozulmasinda biyiik 6nem arz etmektedir?”. Yiksek
basing sisteminde, basarili hiicre pargalanmasinin
saglanabilmesi icin, basing saliniminin hizi ve
buyukligi 6nem tasir”®),

Yuksek basingli homojenizatorler uzun zamandir
mikroorganizmalarin hicre bitinliginin bozulmasi
islemlerinde kullanilmaktadir. Bakteri hcreleri,
40-250 ml'lik hacimleri islemeye uygun, sirekli
dolumlu bir Fransiz presi kullanilarak yiksek
basin¢li homojenizasyon yoluyla verimli bir sekilde
parcalanabilir®,

igne uclu sonikasyon, yiiksek yogunluklu ultrasonik
dalgalarin  kullanildigi  bir  hlcre pargalama
yontemidir. Ultrasonik dalgalar, 15-20 kHz'den daha
yuksek bir frekanstaki sesi ifade eder ve sivilarda
kavitasyona neden olur. Sonikasyon, mikrobiyal
hiicre parcalanmasinin bir yontemi olarak uzun
zamandir taninmakta olup yaygin olarak kullanilan
bir laboratuvar teknigidir®. Ses dalgalari, sivi hiicre
siispansiyonuna batirilmis titresen bir prob iceren
bir cihaz kullanilarak iletilir. Probun mekanik enerjisi,
anlik olarak olusan ve ige dogru patlayan mikroskobik
buhar baloncuklarinin olusumunu baslatir, bu da bir
ornegin icinden sok dalgalarinin yayilmasina neden
olur. Asiri isinmayi 6nlemek icin, ultrasonik islem buz
banyosuna batirilmis bir 6rnege coklu kisa patlamalar
halinde uygulanir. Sonikasyon ydnteminin optimal
calisma hacmi 100 mililitreden az olan hicrelerdir®,
Sonikasyon isleminin bilinen avantajlari, tim
hiicreleri  etkili bir sekilde parcalayabilmesi,
nikleaz gerektirmeden kromozomlari kesebilmesi
ve yiksek oranda hiicre parcalamasini saglamasi
iken, islem sirasinda olusan isi proteinleri degrade
edebilmekte, glrilti kaynakl saglik problemlerine
yol agmaktadir®.

Bu calismamizda uygulamalarda sikilikla kullanilan
hiicre pargalama yontemlerinden olan, sonikasyon
ve yiksek basing yontemi tekniklerinin rekombinant
protein eldesindeki performanslari karsilastirilmistir.
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GEREC VE YONTEM

Yontem karsilastirilmasinda kullanilan E. coli NAZ
susu: E. coli BL21 hiicresine pET30a QspdAZ plazmidi
aktarilarak elde edilen rekombinant E. coli NAZ susu
kullaniimigtir.

Hicrelerin  hazirlanmasi: Toplam 1000 ml Luria-
Bertani (LB) besiyerine spdAZ genini iceren E. coli
NAZ1n gecelik kiltirinden 1/20 oraninda inokdle
edilmis ve 37°C’de OD600’deki absorbans degeri OD
0.6-0.8 oluncaya kadar inkiibe edilmistir. indiiksiyon
icin 1 mM izopropil-B-D tiyogalaktopiranozit (IPTG)
eklenmis ve bir gece boyunca 37°C’de calkalanarak
kiltire birakilmistir.

Hicre lizatlarinin  eldesi: Gecelik inklibasyonun
ardindan, 50 mililitrelik falkonlara kultir bélinerek,
+4°C’de 5000 rpm’de on dakika sanriflij edilmis,
peletlere 45 mililitre 1X fosfat buffer saline eklenerek
homojenize edilmistir. Elde edilen slspansiyon (g
ayri falkona her birinde 15 ml sitispansiyon olacak
sekilde bolinmastir. Elde edilen slispansiyonlara 1X
PBS eklenerek hacim 50 mililitreye tamamlanmistir.
Suspansiyonlardan bir tanesi, baslangictaki canh
bakteri yogunlugunun tespiti icin higbir isleme
tabii tutulmamustir. Elde edilen ikinci stispansiyon,
Sonopuls (Bandelin Electronics, Almanya) cihazi
yardimiyla, bir dakika boyunca %50 gl¢ ile
sonikasyon islemine tabii tutulmus, her pargalama
isleminin ardindan ornekler bir dakika bekletilmistir.
Sonikasyon islemi 3, 6 ve 9 tekrarh olacak sekilde
yapimistir. Sonikasyonla parcalama islemi
sonrasinda canli hiicre sayimi yapmak amaciyla
steril ependorflara birer ml lizat alinmistir. Kalan lizat
ise sonraki islemlerde kullanilmak amaciyla -20C
saklanmistir. Elde edilen Uglncl sispansiyon ise,
LM10 Mikrofluidizer” (Microfluidics, MA, ABD) cihaz
kullanilarak yiiksek basing sistemi yontemi ile, 5000
psi, 10000 psi ve 20000 psi basingta 3, 6 ve 9 tekrarh
olacak sekilde pargalama islemine tabii tutulmustur.
Parcalama sonrasinda her lizattan birer ml 6rnek canli
hiicre sayimi igin steril ependorflara alinmistir. Kalan
lizatlar ise -20°C’da saklanmistir. Tum parcalama
islemleri proteinlerin 1s1 ile denatlirasyonlarini
onlemek amaciyla buz icerisinde gerceklestirilmistir.
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Canh kalan hicrelerin tespiti: Bu amagla, steril
ependorflara ayrilan lizatlar kullanilimistir.  Elde
edilen lizatlardan 100ul alinarak 900 pl PBS iceren
tlplere aktarilmis ve seri dilisyonlar (10%... 102?)
hazirlanmistir. Seri dilisyonlardan 100 pl alinarak
“tryptic soy agar”a yayma ekim gerceklestirilmistir.
Hicbir isleme tabii tutulmayan siispansiyonda da ayni
islem gerceklestirilmistir. Gecelik inkiibasyondan
sonra 30-300 koloni arasinda koloni olusan
dilisyondaki koloniler sayilarak ml’deki canh hiicre
sayisi  belirlenmistir. Canli  bakteri sayimindan
sonra kalan 0.9 ml lizatlar 15000 rpm.de 30 dakika
santrifiijlendikten sonra 0.22 mikronluk siringa ucu
filtreden gecirilmis ve sonraki enzim aktivitesini
belirleme ve protein  miktarini  hesaplama
islemlerinde kullaniimigtir.

Enzim aktivitesinin DNaz agarda degerlendirilmesi:
Sonikasyon ve yiiksek basing sistemi yontemi ile
hazirlanan ve filtrelenen lizatlardan 10 pl alinarak
DNaz agara damlatilmis, damlanin kurumasi
beklendikten sonra 37°C’de gecelik inkibasyona
birakilmistir. inkiibasyon siirecinin ardindan agar
Gzeri 1 N hidrojen klorir ile kaplanmis ve olusan
seffaf zon caplari dlgilmustar.

Enzim  aktivitesinin  DNA  degradasyonu ile
degerlendirilmesi: Bu amag icin ticari olarak
satilan lambda faj DNA (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullaniimistir. DNA 6rneginden 3 pg (10 pl)
alinmig, ayri ependorflarda sonikasyon ve yiiksek
basin¢g yontemiyle elde edilen filtratlardan onar pl
eklenmistir. Kontrol olarak, ayri bir ependorf igindeki
DNA Uzerine 10 pl dH,O eklenmistir. Ependorflar,
37°C'de 1 saat inkibasyona tabi tutulmustur.
inkiibasyon sonucunda érnekler %1’lik agaroz jelde
gorintilenmistir.

Totalproteinmiktarinindl¢imi: Buamacgigin, Bradford
spektrofotometrik 6lgimiinden yararlaniimistir. 96
kuyucuklu ELISA mikrotitrasyon plagina 150 pl %0.01
(w/v) Coomassie Brilliant Mavisi G-250; %4.7 (w/V)
etanol; %8.5 (w/v) fosforik asit karisimi eklenerek
Uzerine, 50 pl 6rnek yiklemesi yapilmistir. Karisim
bes dakika oda isisinda bekletilmistir. inkiibasyon
siirecinin ardindan 595 nm dalga boyunda Thermo
Multiskan FC® (Thermo Fischer Scientific, ABD) cihazi


http://rpm.de

Z. Erdem Aynur ve B. Bozdogan, Sonikasyon ve basingla rekombinant protein eldesi

ile olgim alinmistir®, Sonuglar “Bovine Serum
Albumin” standardi kullanilarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Canh kalan hicre sayisinin tespiti: Hicbir isleme
tabii tutulmayan, slspansiyondaki canli hicre
sayisi 3x10%2 cfu/ml olarak belirlenmistir. Ug tekrarh
yapilan sonikasyon isleminin ardindan canh kalan
hiicre sayisinda herhangi bir azalma gorilmezken
alt1 tekrarh sonikasyon islemi sonucunda canh kalan
hiicre sayisi 102 cfu/ml, dokuz tekrarli sonikasyon
isleminde ise, 10% cfu/ml yogunlukta canh bakteri
hicresi sayilmistir. Boylece sonikasyon yontemiyle
maksimum canl bakteri azalmasi 6 log olarak
hesaplanmistir.

Ug tekrarli yapilan vyiksek basing ydnteminde,
5000 psi basingta 8x10® cfu/ml, 10000 psi basingta
9x10* cfu/ml, 20000 psi basingta 3.2x10%* cfu/ml
canli hiicre kaldig belirlenmistir. Tekrar sayisi alti ve
dokuz oldugunda sirasiyla 5000 psi basingta 2x10%°
ve 3x10% cfu/ml, 10000 psi basingta 5x10% ve 5x10%°
cfu/ml, 20000 psi basingta 1x10*? ve 1.82x10® cfu/
ml canh hiicre kaldigi saptanmistir (Tablo 1). Yiksek
basingla maksimum canli hiicre azalmasi 14 log
olarak hesaplanmistir.

Enzim aktivitesinin DNaz agarda degerlendirilmesi:
Parcalama sonrasil enzim aktivitesi
degerlendirmelerinde U¢ ve alti tekrarh yapilan

Tablo 1. Yiiksek Basing Sistemi yonteminde farkli basing ve
tekrar sayilarinda canli kalan hiicre sayilar

Tekrar Sayisi  Basing (psi) Canli kalan hiicre miktari (cfu/ml)

3 5000 8x10%
3 5000 9x10%
3 5000 3.2x10%
6 10000 2x10%
6 10000 5x10%
6 10000 1x10%
9 20000 3x10%
9 20000 5x 10%°
9 20000 2 x 108

sonikasyon islemlerinde enzim aktivitesi
saptanmazken, dokuz tekrarli yapilan sonikasyon
isleminde DNaz agarda 6lgiilen zon ¢api 7 mm olarak
bulunmustur (Resim 1). Yiksek basing yonteminde

Resim 1. Sonikasyon islemi sorasinda DNaz agarda enzim
aktivitesinin degerlendirilmesi

3S: Ug tekrarli sonikasyon iglemi; 6S: Alti tekrarli sonikasyon iglemi; 95:
Dokuz tekrarli sonikasyon iglemi.

Resim 2. Yiiksek Basing Yontemi iglemi ile hiicre pargalamasi
sonrasinda DNaz agarda enzim aktivitesinin degerlendirilmesi
A: 5000 psi basing; B: 10000 psi basing; C: 20000 psi basing. 3X: Ug tekrarl
islem; 6X: Alti tekrarli islem; 9X: Dokuz tekrarli islem.
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5000 psi basingta yapilan islem sonucunda (g
tekrarli olanda 7 mm, alti tekrarli olanda 9 mm ve
dokuz tekrarli olanda 12 mm zon ¢api OlgiImistir
(Resim 2a) 10000 psi basing g tekrarlida 9 mm, alti
tekrarlida 13 mm ve dokuz tekrarlida 16 mm zon
capi olgulmustir (Resim 2b). 20000 basingla yapilan
islemlerde ise Uc¢ tekrarli 12 mm, alti tekrarlida 18
mm ve dokuz tekrarlida 23 mm zon gapi 6lgilmustar
(Resim 2c).

Enzim  aktivitesinin  DNA  degradasyonu ile
degerlendirilmesi: Degerlendirme ticari lambda faj
DNA’sinin degrade edilmesi ile test edilmistir. Bu
¢alismadadahemsonikasyondahemdeyiiksek basing
yonteminde enzim aktivitesi saptanmistir (Resim
3). Sonuglar Imagel® programi ile analiz edilmistir.
Analiz sonucunda, ylksek basing yodnteminde
sonikasyona goére, %19 oraninda absorbans azalmasi
gozlemlenmistir.

Total protein miktarlarinin tayini: Bradford yontemi
ile 6lgulen total protein miktarlariise hem sonikasyon
hem de yiksek basing sistemlerinde g tekrarli olan
uygulamada en az olurken dokuz tekrarlida en yiiksek
dizeyde Olgllmustir. Protein miktari acisindan,

Resim 3. Enzim aktivitesinin DNA degradasyonu ile
degerlendirilmesi

A: Escherichia coli total DNA'si; B: Escherichia coli DNA’sinin dokuz tekrarli
sonikasyon islemi sonrasinda elde edilen lizatla muamelesi; M: Marker;
C: Escherichia coli total DNA'si; D: Escherichia coli DNA’sinin dokuz tekrarli
20000 basing altinda pargalanmasi islemi sonrasinda elde edilen lizatla
muamelesi.
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dokuz tekrarh yapilan ylksek basing yonteminde
elde edilen total protein miktari 5000 psi basingta,
8000 mg/ml, 10.000 psi basingta, 12745 mg/ml ve
20.000 psi basing igin, 16570 mg/ml olurken, dokuz
tekrarli sonikasyon isleminde bu miktar 12320 mg/
ml olarak bulunmustur.

TARTISMA

Hicre pargalanmasi (lizis), hicre bultinltginin
bozularak hicre ig¢i materyallerin  (DNA, RNA,
proteinler ve organeller gibi) serbest birakildigi bir
sirectir. Hicre lizisi, molekiler biyoloji, biyoteknoloji
ve biyokimya alanlarinda, 6zellikle protein
saflastirma, patojen tanisi, ilag taramasi ve cesitli
biyomolekillerin analizi gibi sireglerde kritik bir
rol oynar®¥, Bu slregte kullanilan hiicre pargalama
yontemi, hem sire¢ boyunca yapilacak saflastirma
adimlarini hem de analiz edilecek hedef molekiiller
ve elde edilecek nihai Grinlerin kalitesini dogrudan
etkiledigi bilinmektedir”.

Hicre batinlGginin bozulmasi icin mekanik ve
kimyasal yontemler kullanilmaktadir.  Mekanik
yontemler, hiicre zarini pargalamak igin dis kuvvet
kullanir ve bu kuvvetler genellikle 1si, basing ve
ses enerjisi gibi kaynaklardan elde edilir. Kimyasal
yontemler ise deterjanlar veya c¢ozilciler gibi
kimyasal ajanlar kullanarak hiicre zarini bozar. Diger
bir yontem ise enzimatik yontemlerdir, hiicre yapisini
olusturan protein veya seker baglarinin yikilmasiyla
hicre butlunliglu bozulur. Bu ydntemler arasinda
rekombinant protein elde edilmesi igin bu proteinlere
zarar vermeyen sonikasyon ve ylksek basing hiicre
parcalama teknikleri tercih edilmektedir. Sonikasyon,
ultrasonik dalgalarin hiicrelere iletilerek mekanik
enerjiye donustiridlmesiyle c¢alisir.  Bu  eneriji,
hicre duvarlarini pargalayarak igerigin serbest
hale gelmesini saglar. Ancak, sonikasyon islemi
sirasinda meydana gelen 1si, 6zellikle proteinlerin
denatlirasyonuna neden olabilir. Ayrica, yuksek
hiicre yogunluklarinda sonikasyonun verimliligi
disebilir, ¢linkl ultrasonik dalgalarin tiim hiicrelere
ulagsmasi zorlasir®?. Calismamizda, mikro akiskan
temele dayanan yiiksek basing sistemi ve ses ile
hlcre pargalama yontemi olan igne uclu sonikator
kullanilmis ve sonuglar analiz edilmistir. Mikro akiskan
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temelli yliksek basing sistemi ile igne uglu sonikasyon
yonteminin karsilastirdigimiz calismamizda, mikro
akiskan temelli yliksek basing sistemi ¢ok daha Ustilin
bulunmustur.

igne uclu sonikatérler, ultrasonik dalgalarin hiicrelere
iletilerek mekanik enerjiye donustirilmesiyle calisir.
Bueneriji, hiicreduvarlarini pargalayipigerigini serbest
hale getirir. Bakteri ve maya hiicrelerinde Urettirilen
rekombinant drinlerin elde edilmesinde siklikla
kullanilan bir ydntemdir3*_ igne uclu sonikasyon ile
yapilan parcalamalarda, 6zellikle yiksek yogunluklu
kiltirlerde verimlilik orani distk olmaktadir.
Yiksek hiicre yogunluklari, sonikasyonun etkili bir
sekilde tim hicrelere ulagsmasini engellemekte,
parcalanma verimliligini azalmaktadir®?. Mikro
akiskan temele dayali ylksek basing yonteminde
ise, yuksek basing altinda hiicrelerin hizli ve etkili
bir sekilde parcalanmasi saglanmaktadir. Bu sayede,
hicre duvarlar ve zarlar etkili bir sekilde kirillarak
hiicre icerigi serbest kalmaktadir®>®), Calismamizda,
Mikroakiskan temelli ylksek basing sistemi ile
yapilan hiicre pargalanmasinda, parcalanan hiicre
sayisinin (1.82x108 cfu/ml), sonikasyonla elde edilen
(10%* cfu/ml) hiicre sayisindan 8 log daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Bu, mikroakiskan sistemin hicreleri
daha homojen ve etkili bir sekilde parcaladigini
gostermektedir. Bu ydontemde, hiicre duvarlarinin
parcalanmasi, proteinlerin yapisal bitUnlGgina
koruyarak yiiksek saflikta protein elde edilmesine
olanak tanirt*”:1#),

Hucre duvarlari ve zarlarin etkili bir sekilde kirilmasi,
proteinlerin yapisal bitlnligini koruyarak ve
denatdirasyon riskini minimize ederek yliksek saflikta
protein elde edilmesini saglamaktadir*”:2#),

Sonikasyon islemi sirasinda meydana gelen 1si,
ozellikle igne uglu sonikatérlerde, proteinlerin
denatilirasyonunaneden olabilmektedir. Yiksek enerji
yogunlugu ve slre uzunlugu, proteinlerin yapisal
bltlnluguni bozmakta ve proteinlerin fonksiyonel
ozelliklerini kaybetmesine yol acabilmektedir*,
igne uclu sonikatorler genellikle belirli bir bolgeye
odaklanarak calisirlar. Bunun sonucunda buiyik
hacimlerdeki hiicrelerin, esit sekilde pargalanmasi
zorlasabilir.Budurum, bazihiicrelerinsonikasyonetkisi

disinda kalmasina dolayisiyla daha dusik verimlilikte
hicre parcalanmasina yol acabilmektedir®°2Y,
Sonikasyonun etkili olmadigi durumlarda ve asiri
isinma gerceklestiginde proteinlerin gikis verimliligi
disebilmektedir. Yine bazi durumlarda, proteinler
sonikasyon islemi sirasinda yapisal degisikliklere
ugramakta ve etkinlikleri azalabilmektedir®°2Y,
Sonikasyon islemi, kontaminasyon riskine de acik
olan bir sistem olup, proteinlerin islenmesi ve analiz
edilmesi sirasinda zorluklar yaratabilmektedir??.
Mikroakiskan temelli yliksek basing sisteminde ise,
uygulanan basing seviyesi hassas bir sekilde kontrol
edebilir. Bu sayede, hiicrelerin homojen bir sekilde
parcalanmasi ve proteinlerin optimum sekilde
serbest birakilmasi saglanir. Bu kontrollii pargalama
hem hiicre pargalanma verimliligini artirir hem de
proteinlerin ylksek saflikta ve aktif formda elde
edilmesini saglar®?4. Mikroakiskan yuksek basing
sistemi, genellikle dislik termal etkilerle calismaktadir
bu sayede proteinler, isi denatiirasyonundan olumsuz
etkilerinden  korunabilirler®>?®,  Calismamizda,
enzim aktivitelerinin degerlendirilmesi acisindan,
mikroakiskan temelli yiksek basing sisteminin,
sonikasyon yontemine gore daha {stin oldugu
tespit edilmistir. Bu Gstinligin temel nedeni, ylksek
basing sisteminin hiicre pargalanmasinda ¢ok daha
etkin olmasi ve bu yontemde, hiicre pargalama
sirasinda olusan isinin sonikasyona kiyasla cok daha
disuk seviyelerde kalmasidir. Yiiksek basing sistemi,
hicreleri yiksek basing altinda hizli ve etkili bir
sekilde parcalayarak enzimlerin ¢cevreye salinmasini
saglar. Bu yontem, hiicre butlinlGgini daha verimli
bir sekilde bozarken, ayni zamanda islem sirasinda
minimum 1si Uretir. DUsuk sicaklk, enzimlerin dogal
yapisini ve aktivitesini koruyarak, daha dogru ve
yiuksek enzim aktivite olglimleri elde edilmesine
olanak tanir. Sonikasyon ise, ultrasonik dalgalar
kullanarak hicreleri pargalar, ancak bu sirecte
onemli miktarda isi agiga cikar. Yiksek isi, enzimlerin
denatlire olmasina veya aktivitelerinin azalmasina
yol agabilir, bu da sonikasyon yontemiyle elde edilen
enzim aktivitelerinin, ylksek basing yontemiyle
elde edilen sonuglara gore daha disik olmasina
neden olabilir. Calismamizda, enzim aktivitelerinin
degerlendirilmesi agisindan, mikroakiskan temelli
Yiiksek basing sisteminin, sonikasyon yontemine gére
daha Ustlin oldugu tespit edilmistir. Bu Ustlinlik,
yuksek basing sisteminin hiicre pargalanmasinda
daha etkin olmasindan ve hiicre parcalama sirasinda
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olusan 1sinin sonikasyona kiyasla ¢cok daha dusik
seviyelerde kalmasina bagh olabilir. Bu da enzimlerin
dogal yapisini ve aktivitesini koruyarak, daha dogru
ve ylksek hassasiyette enzim aktivite dl¢timleri elde
edilmesine olanak tanimaktadir.

Calismamiz sonucunda hiicre pargalanmasinda,
protein aktivitesinin korunmasinda ve agiga cikan
protein miktarinda yiiksek basing sisteminin
sonikasyon yontemine gore daha iyi sonuglar verdigi
ortaya ¢ikmustir.
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