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ÖZET 

Günümüzde kromatografik yöntemler plazma fraksinasyonu ve purifikasyonunda 

sıklıkla kullanılmaktadır. 

Bu çalışmamızda LKB-2137 Klasik kolon kromatografi sisteminin plazma fraksi

nasyonuna uygunluğu, iyon değişimi kromatografisi yöntemi ile lgG purifikasyonu 

yapılarak araştırılmıştır. 

Çalışmamızın sonucunda klasik kolon kromatografi sisteminin analitik amaçlı plaz

ma purifikasyonunun yan ısıra, yüksek işlevli kolon sistemlerine adapte edildiği tak

tirde, küçük çaplı kan bankalarının ihtiyacı olan plazma ürünlerinin üretiminde kul

lanılabileceği saptanmıştır. 

SUMMARY 

Seperation of Gamma Globulins by Column Chromatography 

Technic 

Today chromatographic methods are widely used tor 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 alsa be used to produce some 

plasma products tor small bloodbanks as well as other plasma purification tor ot
other analytic purposes. 

GİRİŞ 

Plazma fraksinasyonu, plazmanın bileşiminde bulunan farklı işlevlere sahip kompo

nentleri, biyolojik özelliklerini koruyarak, doğal şekilleriyle homojen olarak elde et-
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mek için yapılan fiziksel ve kimyasal ayırma işlemleridir (1,20). Bu işlemlerin esas 
amacı; kıymetli bir materyal olan kan plazmasından, tedaviye daha elverişli, komp
likasyonu olmayan, spesifik etkisi belli, inisial plazmadan daha yoğun ve dayanıklı 
ürünler elde etmektir. 

Plazma proteinlerini fraksiyonlarına ayırma işlemi ilk kez Cohn tarafından gerçek
leştirilmiştir (2, 10,31 ). Cohn, Soğuk Etanol Fraksinasyonu olarak bilinen yöntemi 
ile plazma proteinlerini birbirinden ayırmayı başarmıştır. 

İmmunolojideki gelişmelere paralel olarak, immunglobulinlerin fiziksel ve kimya
sal özelliklerinin daha iyi belirlenmesi plazma fraksinasyonu konusuna büyük bir 
ilgi uyandırmıştır (15). Bu amaçla birbirinin modifikasyonu olan birçok yöntem ge
liştirilmiştir. Bu yöntemlerden birisi de Kromatografik yöntemdir. 

Kromatografi, kimyasal bir karışımı oluşturan farklı yapıdaki maddelerin birbiri ile 
karışmayan iki faz arasındaki dağılım dengelerine ya da seçici etkileşmelerine da
yanarak ayrılmalarını sağlayan, aynı zamanda bu maddelerin, nitelik ve nicelik açı
sından analizlerini gerçekleştiren temel bir ayırma yöntemidir (19, 24, 28, 31, 35, 
35, 37, 39, 41). Daha genel bir deyimle kromatografi, fiziksel ve kimyasal özellik
lerindeki farklardan yararlanarak, bir karışımı oluşturan bileşiklerin birbirinden ay
rılmasıdır (11 ). Kromatofrafik yöntemler yardımıyla başka yöntemlerle birbirlerin
den ayrılması çok güç, hatta imkansız olan, biyolojik bir karışımda bulunan, hor
mon, pigment, amino asid, lipid gibi maddelerin kısa sürede saf olarak ayrıştırıl
ması ve tespiti mümkün olmaktadır. Örneğin; kromatografik yöntemler sayesinde, 
eskiden, proteinlerin günümüz düşüncesine göre yeterli kabul edilemiyecek kali
tatif analizi 6 ay sürerken, bugün aynı analiz 24 saattte % 2 den az bir hata ile 
yapılabilmektedir (11, 13, 19). Kromatografik yöntemlerin diğer bir özelliği de her
hangi bir ısıtma işlemine gerek göstermeden uygulanabilmeleri ve bu şekilde kim
yasal bozunumları kolay olan birçok biyolojik maddenin bozunmaya uğramadan 
saflaştırılmalarını sağlamasıdır. 

Kromatografik yöntemler, faz tiplerine, uygulama biçimine ya da ayrılmanın da
yandığı ilkelere göre sınıflandırılırlar (11,34,39,41 ). Kromatografik yöntemlerin faz 
tiplerine göre sınıflandırılması Tablo-1 de görülmektedir. 

Sıvı Kromatografisi 

Kromatografi 

Gaz Kromatografisi 

İyon değiştirme 

Sterik seçicilik 
1 . Jel filtrasyon 
2. Jel permeasyon

Sıvı-sıvı 
(İnce tabaka kromatografisi) 

Sıvı-katı 
(İnce tabaka kromatografisi) 

Gaz-sıvı 
Gaz-katı 



89 

Son yıllarda kromatografik yöntemlerle İgG pürifikasyonunda, yüksek işlevli sı
vı kromatografisi sistemleri ve yeni geliştirilen basınca dayanıklı (Sefadeks, Sefa
roz vs.) iyon değiştiriciler kullanılmaktadır (2,9,33). Bu yöntemlerle intravenöz yol
la kullanıma uygun lgG preparatları hazırlanmaktadır. Kromatografik yöntemlerle 
elde edilemeyen tek plazma proteininin faktör VIII olduğu bildirilmektedir (31 ). 

İmmunglobulinler, vücutta antijenle uyarılan B lenfositlerin başkalaşımı ile ortaya 
çıkan plazma hücreleri tarafından sentezlenirler ve total plazma proteinlerinin % 
20 sini oluştururlar. (4,8, 12, 17, 18,27,30). 

Serum protein elektroforezinde anot'a doğru en hızlı göç eden protein molekülü 
albüm indir. Daha sonra sırası ile alfa, beta ve gamma globulinler göç ederler. Elek
roforez şeridi üzerindeki bu bantlar Tablo-2 de görüldüğü gibi bir dansitometre yar
dımıyle grafik olarak çizilebilir. 

1 1 1 1 
Albumin °'1 °'2 /3 

Albumin 

Tablo-2: Serum protein elektroforezi ve dansitometrik grafik 

Bağışık serumlar ve özgül antijeni ile karşılaştırılarak absorbe edilmiş serumlar kul
lanılarak yapılan protein elektroforezinde immunglobu!inlerin büyük bir bölümü
nün gamma globulin, az bir bölümünün ise alfa ve beta globulin zonunda yer aldı
ğı gösterilmiştir (3,6,8,27,36). 

Biz, GATA İnfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji ABD bünyesinde bulunan 
Kolon Kromatografisi sistemini kullanarak, mevcut; sistemin plazma fraksinasyo
nu alanında kullanılabilirlik düzeyini araştırdık. Çalışma literatürlerinde tavsiye edil
diği şekilde, önce plazmadan presipitasyon yöntemi ile gamma globulin izole ettik 
ve daha sonra elde ettiğimiz bu gamma globulinden anyon değişimi kromatografi-
si yöntemi ile lgG pürifikasyonunu sağladık. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma, GATA İnfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji ABD İmmunoloji 
Laboratuvarı Kolon Kromatografisi bölümü ve Biyokimya ABD soğuk oda labora
tuvarında yapılmıştır. 

Çalışma 3 aşamada gerçekleştirildi. 
1. Normal insan serumundan Amonyum Sulfat presipitasyon yöntemi ile gamma

globulin elde edilmesi.
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2. Elde edilen gamma globulin fraksiyonundan anyon değişimi kromatografisi yön
temi ile İgG purifikasyonu.

3. Ayrılan protein örneklerinin kalitatif ve kantitatif olarak Agar jel İmmunoelektro-
forez (AİE) ve Radial jel İmmunodiffüzyon (RİD) yöntemi ile değerlendirilmesi.

Yaptığımız çalışmalarda ölçüm standartını sağlamak amacıyla tek bir donörden alı
nan kan kullanılmıştır. Bu amaçla sağlıklı bir donörden usulüne uygun olarak alı
nan 200 mi. venöz kan, 20 dakika oda ısısında bekletildikten sonra 15 dakika 3000 
devirde santrifüj edilerek serumu ayrıldı. Serum kaba bir filtreden geçirilerek sü
züldü ve 15 mi. lik fraksiyonlar halinde ağzı kapalı gode'lerde -20 C de dondurula
rak saklandı. Kullanım zamanında oda, ısısında çözüldü. 

Kan serumu içindeki bütün globulinlerin çöktürülmesi için % 50 oranında doymuş 
Amonyum Sulfat, sadece gamma globulinlerin çöktürülmesi için ise % 33 lük Amon
yum Sulfat kullanılması tavsiye edilmektedir (29). 

Normal serumdan amonyum sulfat presipitasyon yöntemi ile gamma globulin el
de edildikten sonra, spesifik İg'lerin elde edilmesi için anyon değişimi kromatog
rafisi sistemi çalıştırıldı. Bu işlem için LKB 2137-316-Column, LKB 2132 MicroPe
rpex pump, LKB 2111 MultiRac ve LKB 221 O Potentiometric Recorder cihazları
nın birleştirilmesi ile oluşan kromatografi sistemi, anyon değişimi kromatografisi 
için Şekil-3 de görüldüğü gibi dizayn edildi. 

3-yollu

valf
\ 

➔--

örnek
uygula

ma

Je 

Peristatik 

pompa 

Tampon 

solüsyon 

Akım adaptörü 

kromatografi kolonu 

Recorder 

__ Damla sayıcı 

u.v. Fraksiyon toplayıcı 

analizcr 

Şekil-3: Anyon değişimi kromatografi sistemi 
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İmmunglobulin fraksiyonunda ideal şartların sağlanabilmesi için çalışmalar özel 
soğuk odada yapıldı. Fraksinasyon sonucunda (İgG olması muhtemel olan) 150 
tüp içinde toplanan şüpheli örnekl!=lrden k_ayıt cihazında (recorder'da) elde edilen 
piklere karşılık gelenler alınarak RID ve AIE yöntemleri ile kalitatif ve kantitatif ta
yinleri yapılarak serumdaki değeri % mg olarak ölçüldü. 

BULGULAR 

% 33.3 amonyum sulfat kullanılarak elde edilen presipitasyon kademelerinde, ini
siyal serum, son ürün ve _supernatantlara ait serum albul'!lin, serum globulin de
ğerleri Biuret yöntemi ile, lmmunoglobulinlerin değerleri RID yöntemi ile ölçülerek 
aşağıdaki tabloda gösterilen değerler elde edildi. 

ÖLÇÜM 

i. Serum
Supern-1 
Supern-2 
Gamma Global Presipitatı 
% Protein Kaybı 

S.Alb S.Glob lgG lgA 
(gr/1) (Gr/1) (% mg) (0/omg) 
4.6 3.3 1250 210 
4.2 1.1 250 85 
0.1 0.3 250 42 

1.8 848 100 
100 45.46 32.16 47.01 

lgM 
(0/omg) 

280 
103 
32 

142 
49.20 

Amonyum sulfat presipitasyon yöntemi safhalarında ölçülen serum proteini ve İg değerleri 
Amonyum sulfat presipitasyon yönteminde elde edilen gamma globulin presipita
tında spesifik İg'leri karakterize etmek amacıyla, lgM, İgA, !gG ağır zincir antise
rumları ve spesifik plazma protein anti-serum kullanılarak AIE yöntemi uygulandı. 

Gamma globulin presipitatındaki spesifik immunglobulinlerin AİE (Agar jel immu
noelektroforez) yöntemi ile gösterilmesi aşağıdaki şekilde görüldüğü gibidir. 

., 

\a ...• '  

.. 

·)· � - .,

1: lgM'ye ait presipitasyon bantı 
il: lgA'ya ait presipitasyon bant 

111: lgG'ye ait presipitasyon bantı 

-

•

I

• II

• III

. 
IV 

iV: Gamma globulin presipitatının, spesifik 
plazma protein anti-serumu ile elde edilen 
presipitasyon bantı 
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2 mi. gamma globulin presipitatı kromatografi kolonuna uygulandı. Elüsyon sonu

cunda, elde edilen nümuneler, fraksiyon toplayıısı yardımı ile 1.5 ml.lik fraksiyon

lar halinde tüplere toplandı. Çalışma sonunda aşağıdaki şekilde görülen orjinal kro

matogram elde edildi. 

:;f_ .'�-
�l�ı-------

---! j. 
! i,-r--

.: ! i 
-:- : -- i -- ı-----;-��=-

,-

Kromatogramdaki verilerin değerlendirilmesi amacıyle çıkarılan emülsiyon profili 

aşağıdaki şekilde görüldüğü gibi çıkarıldı. 

Sepacsyon Süresi : 12 saat 

0.6 

0.5 N 

C, 

o 
0.4 

0.3 

0.2 

o. 1 
---

---

o --------

11.10 20 

Tüpe No : 100 
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Tablo-10: 
Üçüncü pik'teki fraksiyonların RİD yöntemi ile değerlendirilmesi 

lg lgG lgA lgM 

T.N* R R
2 

% mg R R
2 

% mg R R
2 

% mg 

79 3.8 14.45 32 o o o o o o 

80 3.9 15.20 32 o o o o o o 

81 4.2 17.69 49.2 o o o o o o 

82 4.0 16.08 32 .0 o o o o o o 

83 3.8 14.45 32 o o o o o o 

84 3.5 12.25 32 o o o o o o 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

Serum proteinlerinin purifikasyonunda, iyon değişimi, jel filtrasyonu ve afinite kro
matografisi yöntemleri en çok kullanılan yöntemlerdir (1 O). 

Mc Pherson, Fahey ve Hudson, deneysel amaçlı küçük hacimli kolonlarda yapı
lan purifikasyon çalışmalarında, presipitasyon yöntemleri ile kromatografik yöntem
leri kombine sistemler halinde kullanarak iyi sonuç aldıklarını bildirmişlerdir (14, 
23, 26). 

Biz de çalışmamızda, kolon sistemlerinin özelliklerine uygun olarak, immunglobu
lin purifikasyonunda, amonyum sulfat presipitasyon yöntemi ve anyon değişimi kro
matografisi yöntemini entegre sistemler olarak kullandık. 

Elde ettiğimiz bulguların ışığında; yöntemin deneysel amaçlı fraksinasyon işlem
lerinde özellikle serumdan lgG purifikasyonunda yararlı bir yöntem olduğu söyle
nebilir. Ancak, son ürün oranının çok düşük miktarda olması, ayrıca presipitatdaki 
tuzun dializle uzaklaştırılmasının uzun süre alması, bakteriyel kontaminasyon yö
nünden risk oluşturması yöntemin başlıca dezavantajlarını olşturmaktadır. Bazı otör
ler, tuzdan arınma işleminde jel filtrasyon yönteminin kullanılmasını önermektedir 
(21). Yapılan bazı çalışmalarda ise amonyum sulfatın, rivanol ile kombine edilerek 
kullanılmasının verimi artırdığı gibi, dializ süresini de kısalttığı gösterilmiştir (22,32). 

Fraksinasyon işleminin ikinci kademesinde, seperasyon işlemi sonucunda kayıt 
cihazında elde edilen kromatogram Goodman ve Tombs tarafından, elde edilen 
iki boyutlu analiz bulguları ile uyumlu olarak bulundu (38). 

Fraksiyona edilen numunelerin RID yöntemi ile yapılan kantitatif analizlerinde pür 
lgG izole edilmesine karşın (birinci pik'te), ikinci pik'te lgA + lgG karışımı ve son 
pik'te minimal düzeyde lgM saptanmıştır. Bu kromatografik analiz verileri iyon de
ğişimi kromatografisi yönteminin serumdan saf lgG izolasyonunda başarı ile kul
lanılabileceğini göstermesi bakımından anlamlıdır. Ancak, analitik ya da tanısal 
amaçla diğer immunglobulinlerin purifikasyonu gerekirse yöntemin değişik fraksi-
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nasyon yöntemleri ile kombine edilmesi gereklidir. Curling ve Fahey serumdan lgG 
dışındaki lg fraksiyonlarının ayırımı için, iyon değişimi kromatografisi yönteminin 
izoelektrik foküsleme veya jel filtrasyonu yöntemi ile kombine edilerek kullanılma
sını önermektedirler (9, 14). 

Elde edileiı lgG fraksiyonlarında, literatürde belirtildiği gibi lgG'nin minimal düzeyde 
Transferin ile kontamine olması beklenebilir. Ancak bunu saptamak mümkün ol
mamıştır. Hasko ve arkadaşları lgG'nin transferin ile kontr.minasyonunun, ikinci 
basamak olarak uygulanacak katyon değişimi kromatografisi yöntemi ile gidebile
ceğini bildirmişlerdir (21 ). 

Yöntemin uygulanması ile aldığımız olumlu sonuçlar, gelecekte yapmayı düşün
düğümüz çalışmalara rehber olacak niteliktedir. 

Bu sistemin ileri ülkeler transfüzyon merkezlerinde olduğu gibi, yüksek işlevli ko
lon sistemlerine adapte edilerek kullanılması ile ülkemizde plazma fraksinasyonu 
konusunda önemli bir adım atılacağı kanısındayız. Burada, kromatografik yöntem
lerin çok hassas ve ideal oranlarda separasyon sağlamasına karşın, uygulanması 
için çok geniş bilgi ve tecrübe gerektirdiğini ve vurgulamak isteriz. 
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