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KOLON KROMATOGRAFI YONTEMI iLE
GAMMA GLOBUL.IN ELDE EDILMESI

Aziz HACIBEKTASOGLU (**) Tuncer HAZNEDAROGLU (***)
Fikri KOCABALKAN (°) Alaaddin PAHSA (**)

Anahtar Terimler: Kolon kromatografi, immiinoglobulinler.

Key words: Column chromatography, Immunoglobulins.

OzZET

Ginumizde kromatografik yontemler plazma fraksinasyonu ve purifikasyonunda
siklikla kullaniimaktadir.

Bu calismamizda LKB-2137 Klasik kolon kromatografi sisteminin plazma fraksi-
nasyonuna uygunlugu, iyon degisimi kromatografisi ydntemi ile IgG purifikasyonu
yapilarak arastirilmigtir.

Calismamizin sonucunda klasik kolon kromatografi sisteminin analitik amagl plaz-
ma purifikasyonunun yanisira, yiksek islevli kolon sistemlerine adapte edildigi tak-
tirde, kiguk ¢apli kan bankalarinin ihtiyaci olan plazma Urinlerinin Gretiminde kul-
lanilabilece@i saptanmigtir.

SUMMARY

Seperation of Gamma Globulins by Column Chromatography
Technic

Today chromatographic methods are widely used for plasma purification and frac-
tionization.

This study shows that if a classical column chromatography system is adopted
to the high performance column systems it can also be used to produce some
plasma products for small bloodbanks as well as other plasma purification for ot-
other analytic purposes.

GiRiS
Plazma fraksinasyonu, plazmanin bilesiminde bulunan farkli isleviere sahip kompo-
nentleri, biyolojik 6zelliklerini koruyarak, dogal sekilleriyle homojen olarak elde et-

* GATA inf. Hast. ve KI. Bakt. ABD, Dog.Dr.
** GATA inf. Hast. ve KI. Bakt. ABD, Yrd. Dog. Dr.
*** GATA inf. Hast. ve KIb Bakt. ABD, Yrd. Dog. Dr.
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mek i¢in yapilan fiziksel ve kimyasal ayirma islemleridir (1,20). Bu islemlerin esas
amaci; kiymetli bir materyal olan kan plazmasindan, tedaviye daha elverigli, komp-
likasyonu olmayan, spesifik etkisi belli, inisial plazmadan daha yogun ve dayanikli
urtnler elde etmektir.

Plazma proteinlerini fraksiyonlarina ayirma iglemi ilk kez Cohn tarafindan gergek-
lestirilmigtir (2,10,31). Cohn, Soguk Etanol Fraksinasyonu olarak bilinen yontemi
ile plazma proteinlerini birbirinden ayirmay bagsarmistir.

immunolojideki gelismelere paralel olarak, immunglobulinlerin fiziksel ve kimya-
sal Ozelliklerinin daha iyi belirlenmesi plazma fraksinasyonu konusuna biyik bir
ilgi uyandirmistir (15). Bu amagla birbirinin modifikasyonu olan birgok yéntem ge-
ligtirilmistir. Bu yontemlerden birisi de Kromatografik yéntemdir.

Kromatografi, kimyasal bir karigimi olusturan farkli yapidaki maddelerin birbiri ile
karigmayan iki faz arasindaki dagihm dengelerine ya da segici etkilegsmelerine da-
yanarak ayrilmalarini saglayan, ayni zamanda bu maddelerin, nitelik ve nicelik agi-
sindan analizlerini gergeklestiren temel bir ayirma yéntemidir (19, 24, 28, 31, 35,
35, 37, 39, 41). Daha genel bir deyimle kromatografi, fiziksel ve kimyasal ézellik-
lerindeki farklardan yararlanarak, bir karigimi olugturan bilesiklerin birbirinden ay-
riimasidir (11). Kromatofrafik yéntemler yardimiyle baska yéntemilerle birbirlerin-
den aynimasi ¢ok gii¢, hatta imkansiz olan, biyolojik bir karisimda bulunan, hor-
mon, pigment, amino asid, lipid gibi maddelerin kisa stirede saf olarak ayrigtiril-
masi ve tespiti mimkiin olmaktadir. Ornegin; kromatografik yéntemler sayesinde,
eskiden, proteinlerin ginimiz dusincesine gore yeterli kabul edilemiyecek kali-
tatif analizi 6 ay slrerken, bugin ayni analiz 24 saattte % 2 den az bir hata ile
yapilabilmektedir (11,13,19). Kromatografik yéntemlerin diger bir 6zelligi de her-
hangi bir i1sitma islemine gerek géstermeden uygulanabilmeleri ve bu sekilde kim-
yasal bozunumlari kolay olan birgok biyolojik maddenin bozunmaya ugramadan
saflagtirimalarini saglamasidir.

Kromatografik ydntemler, faz tiplerine, uygulama bigimine ya da aynimanin da-
yandid ilkelere gore siniflandinlirlar (11,34,39,41). Kromatografik yéntemlerin faz
tiplerine gére siniflandirilmasi Tablo-1 de gérilmektedir.

—— lyon degistirme

—— Sterik segicilik
1. Jel filtrasyon
Sivi Kromatografisi F 2. Jel permeasyon

—— Swvi-sivi
(Ince tabaka kromatografisi)

Kromatografi Sivi-kat
(ince tabaka kromatografisi)

Gaz-sivi
L Gaz-kati

Gaz Kromatografisi }ﬁ




89

Son yillarda kromatografik yéntemlerle igG pirifikasyonunda, yiiksek islevli si-
vi kromatografisi sistemleri ve yeni gelistirilen basinca dayanikl (Sefadeks, Sefa-
roz vs.) iyon degistiriciler kullamiimaktadir (2,9,33). Bu yéntemlerle intravenéz yol-
la kullanima uygun IgG preparatlari hazirlanmaktadir. Kromatografik yéntemlerle
elde edilemeyen tek plazma proteininin faktér VIIl oldugu bildiriimektedir (31).

immunglobulinler, viicutta antijenle uyarilan B lenfositlerin bagkalagimi ile ortaya
¢ikan plazma hicreleri tarafindan sentezlenirler ve total plazma proteinlerinin %
20 sini olustururlar. (4,8,12,17,18,27,30).

Serum protein elektroforezinde anot’a dogru en hizli gé¢ eden protein molekdli
albimindir. Daha sonra sirasi ile alfa, beta ve gamma globulinler gé¢ ederler. Elek-
roforez seridi lizerindeki bu bantlar Tablo-2 de géruldugi gibi bir dansitometre yar-
dimiyle grafik olarak gizilebilir.

i

Albumin %7 <2 B

Albumin

Tablo-2: Serum protein elektroforezi ve dansitometrik grafik

Bagisik serumlar ve 6zgil antijeni ile karsilastirilarak absorbe edilmis serumlar kul-
lanilarak yapilan protein elektroforezinde immunglobulinlerin biyiik bir bélimd-
nin gamma globulin, az bir bélimunin ise alfa ve beta globulin zonunda yer aldi-
g1 gosterilmistir (3,6,8,27,36).

Biz, GATA infeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji ABD biinyesinde bulunan
Kolon Kromatografisi sistemini kullanarak, mevcut; sistemin plazma fraksinasyo-
nu alaninda kullanilabilirlik diizeyini arastirdik. Calisma literatiirlerinde tavsiye edil-
digi sekilde, 6nce plazmadan presipitasyon ydéntemi ile gamma globulin izole ettik

ve daha sonra elde ettigimiz bu gamma globulinden anyon degisimi kromatografi-
si yontemi ile IgG pirifikasyonunu sagladik.

GEREG VE YONTEM

Bu calisma, GATA infeksiyon Hastaliklar ve Klinik Mikrobiyoloji ABD immunoloji
Laboratuvari Kolon Kromatografisi bélimi ve Biyokimya ABD soduk oda labora-
tuvarinda yapilmigtir.

Calisma 3 agsamada gergeklestirildi.
1. Normal insan serumundan Amonyum Sulfat presipitasyon yéntemi ile gamma
globulin elde edilmesi.
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2. Elde edilen gamma globulin fraksiyonundan anyon degisimi kromatografisi yn-
temi ile igG purifikasyonu.

3. Ayrilan protein érneklerinin kalitatif ve kantitatif olarak Agar jel immunoelektro-
forez (AIE) ve Radial jel immunodiffiizyon (RID) yéntemi ile dederlendirilmesi.

Yaptigimiz galismalarda 6l¢um standartini saglamak amaciyle tek bir donérden ali-
nan kan kullaniimigtir. Bu amagla saglikh bir donérden usuliine uygun olarak ali-
nan 200 ml. venéz kan, 20 dakika oda Isisinda bekletildikten sonra 15 dakika 3000
devirde santrifij edilerek serumu ayrildi. Serum kaba bir filtreden gegirilerek su-
zilda ve 15 ml. lik fraksiyonlar halinde agzi kapali gode’lerde -20 C de dondurula-
rak saklandi. Kullanim zamaninda oda sisinda ¢ézuldu.

Kan serumu igindeki bitin globulinlerin ¢ékturiimesiigin % 50 oraninda doymus
Amonyum Sulfat, sadece gamma globulinlerin ¢ékturilmesi igin ise % 33 Iik Amon-
yum Sulfat kullaniimasi tavsiye edilmektedir (29).

Normal serumdan amonyum sulfat presipitasyon yontemi ile gamma globulin el-
de edildikten sonra, spesifik ig’lerin elde edilmesi icin anyon degisimi kromatog-
rafisi sistemi galistirildi. Bu iglem igin LKB 2137-316-Column, LKB 2132 MicroPe-
rpex pump, LKB 2111 MultiRac ve LKB 2210 Potentiometric Recorder cihazlari-
nin birlestiriimesi ile olusan kromatografi sistemi, anyon degisimi kromatografisi
icin Sekil-3 de géruldagdi gibi dizayn edildi.

. Akim adaptori

kromatografi kolonu

Jel [~
e Recorder
< V//
3-yollu
valr
> - - _— Damla sayici
ornek hﬁ}
uyqula- i
ma \
Peristatik ; 3
pompa u.v. Fraksiyon toplayici

analizer

Tampon

solusyon

Sekil-3: Anyon degisimi kromatografi sistemi
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immunglobulin fraksiyonunda ideal sartlarin saglanabilmesi igin ¢aligmalar 6zel
soguk odada yapildi. Fraksinasyon sonucunda (IgG olmasi muhtemel olan) 150
tip icinde toplanan siipheli 6rneklerden kayit cihazinda (recorder’da) elde edilen
piklere karsilik gelenler alinarak RID ve AIE ydéntemleri ile kalitatif ve kantitatif ta-
yinleri yapilarak serumdaki dederi % mg olarak élguldi.

BULGULAR

% 33.3 amonyum sulfat kullanilarak elde edilen presipitasyon kademelerinde, ini-
siyal serum, son uriin ve supernatantlara ait serum albumin, serum globulin de-
gerleri Biuret yontemiile, Immunoglobulinlerin de@erleri RID yéntemi ile digulerek
asagidaki tabloda gosterilen degerler elde edildi.

S.Alb  S.Glob IgG IgA IigM

OLCUM @)  (Gri) (% mg) (%mg) (%mg)
I. Serum 4.6 3.3 1250 210 280
Supern-1 4.2 1.1 250 85 103
Supern-2 0.1 0.3 250 42 32
Gamma Global Presipitati — 1.8 848 100 142
% Protein Kaybi 100 45.46  32.16  47.01 49.20

Amonyum sulfat presipitasyon yontemi safhalarinda élgiilen serum proteini ve ig degerleri

Amonyum sulfat presipitasyon yonteminde elde edilen gamma globulln presnplta-
tinda spesifik ig’leri karakterize etmek amaciyla, IgM, igA, igG agir zincir antise-
rumlari ve spesifik plazma protein anti-serum kullanilarak AIE yéntemi uygulandi.

Gamma globulin presipitatindaki spesifik immunglobulinlerin AIE (Agar jel immu-
noelektroforez) yéntemi ile gésterilmesi asagidaki sekilde gérildugu gibidir.

I: IgM’ye ait presipitasyon banti IV: Gamma globulin presipitatinin, spesifik
ll: IgA’ya ait presipitasyon bant  plazma protein anti-serumu ile elde edilen
lll: IgG’ye ait presipitasyon banti  presipitasyon banti
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2 ml. gamma globulin presipitati kromatografi kolonuna uygulandi. Eliisyon sonu-
cunda, elde edilen nimuneler, fraksiyon toplaynsi yardimi ile 1.5 ml.lik fraksiyon-
lar halinde tiplere toplandi. Calisma sonunda asagidaki sekilde gorilen orjinal kro-
matogram elde edildi.

Kromatogramdaki verilerin de@erlendiriimesi amaciyle gikarilan emiilsiyon profili
asag@idaki sekilde gérildiga gibi gikarildi.

Separsyon Siresi : 12 saat

(M) Nacl 0.4

0.0. 280
=)
il

Te 0.2

IgA + IgG

0 b==——= T e B e ]

Tipe No : 100
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Yukaridaki sekilde géruldiigl gibi separasyon sonunda 3 temel pik olustu. Birinci
pik 11-20 no’lu fraksiyonlar arasinda tespit edildi. Fraksiyon toplayicisi aletten te-
spit edilen tlpler alinarak kalitatif ve kantitatif analizleri yapildi.

Separasyon sonunda olusan 3 temel pik’ten sirasiyle; birinci pik’te IgG, ikinci pik’-
te IgG + IgA, Uglincu pikte IgM’in ayrilmasi beklenir. Belirtilen 3 pikteki 6rnekler
RID yéntemiile arastirildi. Birinci pikteki sonuglar Tablo-8 de, ikinci pikteki sonug-
lar Tablo-9 da, Uglincu pikteki sonuglar Tablo-10 da gdsterilmektedir.

Ig IgG IgA IgM

TN* R R®> %mg R R° %mg R R® %mg
11 3.8 1445 250 0 0 0 0 0 0
12 43 1850 375 0 0 0 0 0 0
13 44 1935 418 0 0 0 0 0 0
14 3.8 1445 250 0 0 0 0 0 0
15 35 1225 250 0 0 0 0 0 0
16 3.2 1025 250 0 0 0 0 0 0
17 3.1 9.6 250 0 0 0 0 0 0
18 3.0 9.0 250 0 0 0 0 0 0
19 3.1 9.6 250 0 0 0 0 0 0
20 3.0 9.0 2.0 0 0 0 0 0 0

* T.N.: Tup Numarasi

Tablo-9:
ikinci pik’teki fraksiyonlarin RIiD yontemi ile degerlendirilmesi

Ig IgG IgA igM

TN* R R %mg R R> %mg R R %mg
58 3.1 9.6 42 34 1155 250 0 0 0
59 3.4 1155 42 36 12.95 250 0 0 0
60 3.2 1025 42 32 1025 250 0 0 0
61 4.1 16.88 488 0 0 0 0 0 0
62 4.1 16.88 48.8 0 0 0 0 0 0
63 3.8 1445 42 0 0 0 0 0 0
64 35 1225 42 0 0 0 v 0 0
65 3.1 9.6 42 0 0 0 0 0 0
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Tablo-10:
Ugiincii pik’teki fraksiyonlarin RIiD yontemi ile degerlendirilmesi

Ig IgG IgA IgM
TN* R R %mg R R° %mg R R®> %mg

79 38 1445 32 0 0 0 0 0 0
80 39 1520 32 0 0 0 0 0 0
81 42 1769 492 0O 0 0 0 0 0
82 40 1608 320 0 0 0 0 0 0
83 38 1445 32 0 0 0 0 0 0
84 35 1225 32 0 0 0 0 0 0

TARTISMA VE SONUG

Serum proteinlerinin purifikasyonunda, iyon degisimi, jel filtrasyonu ve afinite kro-
matografisi ydntemleri en ¢ok kullanilan yéntemlerdir (10).

Mc Pherson, Fahey ve Hudson, deneysel amagh kli¢lik hacimli kolonlarda yapi-
lan purifikasyon galismalarinda, presipitasyon yéntemleri ile kromatografik yéntem-
leri kombine sistemler halinde kullanarak iyi sonug¢ aldiklarini bildirmislerdir (14,
23, 26).

Biz de calismamizda, kolon sistemlerinin 6zelliklerine uygun olarak, immunglobu-
lin purifikasyonunda, amonyum sulfat presipitasyon ydntemi ve anyon degisimi kro-
matografisi ydéntemini entegre sistemler olarak kullandik.

Elde ettigimiz bulgularin 1siginda; yéntemin deneysel amagl fraksinasyon iglem-
lerinde 6zellikle serumdan IgG purifikasyonunda yararh bir yéntem oldugu séyle-
nebilir. Ancak, son uriin oraninin gok diisiik miktarda olmasi, ayrica presipitatdaki
tuzun dializle uzaklastirlmasinin uzun sire almasi, bakteriyel kontaminasyon y6-
ninden risk olusturmasi ydontemin baslica dezavantajlarini olsturmaktadir. Bazi otér-
ler, tuzdan arinma isleminde jel filtrasyon yénteminin kullaniimasini d6nermektedir
(21). Yapilan bazi galismalarda ise amonyum sulfatin, rivanol ile kombine edilerek
kullanilmasinin verimi artirdigi gibi, dializ stiresini de kisalttigi gésterilmistir (22,32).

Fraksinasyon isleminin ikinci kademesinde, seperasyon islemi sonucunda kayit
cihazinda elde edilen kromatogram Goodman ve Tombs tarafindan, elde edilen
iki boyutlu analiz bulgulari ile uyumlu olarak bulundu (38).

Fraksiyone edilen numunelerin RID ydntemi ile yapilan kantitatif analizlerinde pr
IgG izole edilmesine karsin (birinci pik’te), ikinci pik’te IgA + 1gG karigimi ve son
pik’te minimal diizeyde IgM saptanmistir. Bu kromatografik analiz verileri iyon de-
gisimi kromatografisi ydnteminin serumdan saf IgG izolasyonunda basarni ile kul-
lanilabilecedini gdstermesi bakimindan anlamlidir. Ancak, analitik ya da tanisal
amagla diger immunglobulinlerin purifikasyonu gerekirse yéntemin degisik fraksi-
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nasyon yéntemleri ile kombine edilmesi gereklidir. Curling ve Fahey serumdan IgG
disindaki Ig fraksiyonlarinin ayirimi igin, iyon deg@isimi kromatografisi yénteminin
izoelektrik fokusleme veya jel filtrasyonu yéntemi ile kombine edilergk kullaniima-
sini dnermektedirler (9, 14).

Elde edilen IgG fraksiyonlarinda, literatlrde belirtildigi gibi IgG’nin minimal diizeyde
Transferin ile kontamine olmasi beklenebilir. Ancak bunu saptamak mimkin ol-
mamistir. Hasko ve arkadaslart IgG’nin transferin ile konteminasyonunun, ikinci
basamak olarak uygulanacak katyon degisimi kromatografisi ydntemi ile gidebile-
cegini bildirmislerdir (21).

Yoéntemin uygulanmasi ile aldigimiz olumlu sonuglar, gelecekte yapmay! disin-
dugimiz calismalara rehber olacak niteliktedir.

Bu sistemin ileri Ulkeler transflizyon nerkezlerinde oldudu gibi, yliksek islevli ko-
lon sistemlerine adapte edilerek kullaniimasi ile (lkemizde plazma fraksinasyonu
konusunda énemli bir adim atilacagdi kanisindayiz. Burada, kromatografik ydntem-
lerin gok hassas ve ideal oranlarda separasyon saglamasina karsin, uygulanmasi
icin ¢ok genis bilgi ve tecriibe gerektirdigini ve vurgulamak isteriz.
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