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OZET

Romatoid artrit (RA) viicudun kendi bagisiklik sisteminin saglikli hiicrelere
saldirdii bir otoimmiin bozukluktur. Diinya niifusunun %]1-3’ iinde RA
goriilmektedir. Son yillarda RA hastalar1 i¢in tedavi yontemlerinde oldukca yol
katedilmistir. Bu yontemlerden biri olan immiinoadsorpsiyon yontemi ile, plazmadan
sadece patojen antikorlar uzaklastirilmaktadir. Ligand olarak Staphylococcal Protein
A ile afinite kromatografi uygulamalari, antikor saflagtirilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Protein A, antikorlarin Fc kisimlarina spesifik olarak baglanan bir

proteindir.

Sunulan calismada, RA tedavisine yonelik protein A takili-Poli(2-hidroksietil
metakrilat) kriyojel hazirlanmustir. {lk basamakta yigm polimerizasyon teknigi ile
plastik siringada monomerin sulu ¢ozeltide donmasiyla (donmus-polimerizasyon)
PolitHEMA) kriyojel hazirlanmistir. Buz eridikten sonra PolitHEMA) kriyojelinde
10-200 pm  gozenek Dboyutunda birbiriyle baglantili  makrogozenekler
olusturulmustur. Daha sonra CNBr ile aktive edilip spesifik ligand olarak protein A
baglanmistir. Hazirlanan protein A takili-PoliltHEMA) kriyojel yiizey alan 6l¢iimleri,
sisme testleri, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve FTIR ile karakterize
edilmistir. Protein A takili-poli (HEMA) kriyojelinde maksimum immiinoglobiilin G
(IgG) adsorpsiyonu pH 7.4’ te 83.2 mg/g olarak bulunmustur. insan plazmasindan
adsorpsiyon incelendiginde ise daha da yiiksek adsorpsiyon kapasitesi elde edilmistir
(98.7 mg/g). PolitHEMA) kriyojelin spesifik olmayan IgG adsorpsiyonu ise 0.38
mg/g olarak belirlenmistir. Adsorbe olan IgG 0.1 M Glisin-HCl (pH 3.5) tamponuyla
% 85 saflikta elile edilmistir. Sicaklik deneylerinde 37°C’ de maksimum IgG
adsorpsiyon kapasitesi (98.8 mg/g) gdzlenmistir.

Immobilize edilen protein A miktar1 artikca adsorplanan romatoid faktdriin
de artig1 gozlenmistir. insan Serum Albumin (HSA) ve IgG protein karigimi ile insan

plazmasi i¢in hesaplanan Rg degerleri sirasiyla 2.28 ve 2.63 olarak bulunmustur.



Kan uyusabilirlik ¢aligmalarinda pihtilasma zamani (CT), aktive kismi
tromboplastin zamani (APTT), protrombin zamani (PT) ve fibrinojen zaman1 (FT)
tayin edilmis, protein A takili-Poli (HEMA) kriyojellere ait biitiin pihtilagsma

zamanlarinin poli (HEMA) kriyojele gore arttig1 gdzlenmistir.

Protein A takili- PoliltHEMA) kriyojel ile 10 kez adsorpsiyon/desorpsiyon
yapildiginda IgG adsorpsiyon kapasitesinde belirli bir azalma olmadan tekrar

kullanilabilir oldugu goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Romatoid Artrit, Kriyojeller, Antikor saflastirma,

Protein A, Immiinoglobiilin G
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disorder in which the immune system
of the body attacks healthy cells. RA prevails among 1-3 % of the world population.
In recent years, the RA treatment methods have advanced greatly. One of the
methods involving the removal of only pathogenic antibodies out of the plasma is
immunoadsorption. Affinity chromatography applications utilizing Staphyloccal
Protein A as the ligand have been widely used in antibody purification. Protein A is a

protein which binds specifically to Fc domain of the antibodies.

In the present study, protein A immobilized poly(2-hydroxyethyl
methacrylate) cryogel was prepared. Firstly, poly(HEMA) cryogel was prepared by
bulk polymerization which involves freezing of the monomer in aqueous solution in
a plastic syringe. After thawing, adjacent pores of 10-200 pum in size formed in the
matrix of poly(HEMA) cryogel. The cryogel was then activated by cyanogen
bromide (CNBr) followed by immobilization of protein A. The protein A
immobilized poly(HEMA) cryogel was characterized by surface area measurements,
swelling tests, scanning electron microscopy (SEM) and FTIR. The maximum IgG
adsorption by the immobilized cryogel was found to be 83.2 mg/g at pH 7.4. Higher
adsorption capacity of IgG (as high as 98.7 mg/g) was reached by the cryogel when
human plasma was used. The non-specific IgG adsorption onto the poly(HEMA)
cryogel was about 0.38 mg/g. The IgG adsorbed was eluted using 0.1 M glycine-HCl
buffer (pH 3.5) with a purity of 85 %. Maximum IgG adsorption capacity was

determined to be 98.8 mg/g at 37 °C in temperature experiments.

It was observed that the rheumatoid factor increased as the immobilized
protein A in the cryogel was increased. The computed Rs values for a mixture of
Human Serum Albumin (HSA) and Immunoglobulin G (IgG) proteins and human

plasma were 2.28 and 2.63, respectively.

It was observed that the factors of Clotting Time (CT), Active Partial
Tromboplastine Time (APTT), Protrombine Time (PT) and Fibrinogen Time (FT)
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increased with protein A immobilized poly(HEMA) cryogel as compared to
poly(HEMA) cryogel.

Protein A immobilized poly(HEMA) cryogel used for repetitive
adsorption/desorption of IgG without noticeable decrease in IgG adsorption capacity

after ten cycles.

KEY WORDS: Rheumatoid arthritis, Cryogel, Antibody purification, Protein A,

Immunoglobulin G
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1.GIRIS

Romatoid artrit (RA) eklemlerde agri, sertlik, sisme ve hareket zorlugu gibi
rahatsizliklara neden olan kronik bir hastaliktir. Ayn1 zamanda bobrek, sinir sistemi,
kalp, akciger, goz ve deri gibi diger organlarda da etkisini gosterir'. Bu hastalik
diinya popiilasyonunun % 1-3’ iinii olusturur®. Daha 6nceleri RA, genel olarak cogu
hastada oOldiiriicii olmadigi i¢in Onemsenmemistir. Bununla birlikte yapilan
aragtirmalarla bu hastalig1 tagiyan insanlarin dmriiniin diger insanlara gore 3-18 yil

daha kisa oldugu belirlenmistir’*.

RA tedavisinin basarili olabilmesi icin erken teshis ve eklem hasarlari
olusmadan 6nce etkili bir tedavi uygulanmasi gereklidir. Anti-enflamatuvar ilaglar
ilk tercih olabilir. Fakat eklemlerinde kalic1 ve uzun siireli siglikler goriilen hastalar
icin hastaligin seyrini degistiren ilaglar kullanilir. Diisiik doz kortikosteroidler
semptomlarin kontrol altina alinabilmesi, eklem islevinin saglanmas1 ve hastaligin
ilerleyisinin yavaslatilmas1 amaciyla kullanilabilir. Eklem dis1 organ tutulumu da
varsa yiksek doz kortikosteroidler ve diger ilaclarin kullanilabilecegi

belirtilmektedir’.

Son yillarda RA hastalarinin tedavisinde yeni yontemler gelistirilmistir.
Tedavinin ana amaci belirtilerin ortadan kaldirilmasi ve hastanin yasam kalitesini iyi
diizeyde koruyabilmektir. Tedavi amach kullanilan yontemlerden biri olan plazma
degisimi uzun yilar plazmadaki patojen maddelerin uzaklastirilmasi icin kullanilan
tek yontem olmustur. Ancak fazla miktarda plazma degisimine ihtiyag
duyuldugundan pek secici bir yontem degildir. 1980’ 1i yillarda plazma degisimine
alternatif olarak immiinoadsorpsiyon yontemi onerilmistir®. Immiinoadsorpsiyon
yonteminde, plazmadan sadece patojen antikorlar uzaklastirilmaktadir. Boylelikle
plazma degisiminde karsilagilan bazi sorunlar (albiimin takviyesinden kaynaklanan
sorunlar gibi) ortadan kalkmaktadir. Ayrica, immiinoadsorpsiyon plazma
proteinlerinde (albiimin ve pihtilasma faktorleri gibi) kayiplara neden olmayan daha

secimli bir yontem olarak biiyiik bir 6nem tasimaktadir’,



Antikorlar aragtirma, tedavi ve klinik uygulamalarda proteinlerin en ¢ok
kullanilan sinifidir. Tiim memelilerin immiin sistemlerinin regiilasyonunda merkezi
bir rol oynarlarg. Ligand olarak Staphylococcal Protein A ile afinite kromatografi
uygulamalar1, antikor saflastirilmasinda yaygm olarak kullanilmaktadir’. Protein A
antikorlarin Fc kisimlarina spesifik olarak baglanan bir proteindir. IgGs; hari¢ insan
IgG’ lerinin hepsine kuvvetlice baglanir. Buna ilaveten, antikorlar protein A’ ya

noétral kosullarda baglanir ve diisiik pH’ da elue edilirler'’.

Gecmigste protein A agaroz, polistiren, sefaroz gibi matrislerle kullanilmistir.
Ancak bu matrislerin cogunun kanla uyusabilirliginin ve mekanik kararliliklarinin
diisik olmasindan dolayr uygulamalarda kullanilmaya elverigli olmadiklar1

belirtilmigtir' "2

Monolitik kolonlar, kolon etkinliginde azalma olmaksizin analitlerin yiiksek
hizda ayrilmasina olanak veren yeni nesil kromatografik ortam olarak
tanimlanabilirler. Geleneksel kolonlara gore diisiik akis direnci monolitik kolonlarin
en Onemli avantajlarindandir. Gozenekli monolitler protein saflastirilmasi i¢in dnemli
avantajlar sunmaktadir; genis yiizey alan, kisa difiizyon yolu, diisiik basing diismesi
ve hem adsorpsiyonda hem de eliisyonda kisa alikonma zaman1 potansiyel avantajlar1
arasinda sayilabilir. Monolitik kolonlarin uygulanabilirligini belirleyen kritik
faktorler gdzenek yapisinin homojenligi ve monolitik kolonlarin her seferinde ayni

sekilde iiretilebilmeleridir'?.

Son zamanlarda biyolojik molekiillerin saflagtirilmasi icin
siipermakrogdzenekli  monolitik  kolonlarin ~ kromatografi  ortam1  olarak
hazirlanmasina yOnelik c¢aligmalar literatiire girmistir. Siipermakrogdzenekli
monolitik kolonlar kismen donmus ortamda radikalik polimerizasyon ile
hazirlanmaktadir. Kismen donmusg ortamda olusan buz kristalleri porojen olarak rol
almakta ve bu ortamda monomerler ve baslatici, ¢oziinmiis olarak kiiciik bir
fraksiyonu olusturmaktadir. Sistem donmus bir buz kiitlesine benzemekle birlikte
polimerizasyon iglemi donmamis kisimda etkin olarak gerceklesmektedir. Eridikten

sonra siirekli jel (kriyojel; kryos=buz) olusmaktadir. Meydana gelen



siipermakrogtzenekli kriyojeller, gdzenek boyutlar1 5-100 um arasinda degisen
birbirine bagh gozenek ag1 icermektedir. Genis, bagli gbzenekler kriyojellere, 6zgiin
siingersi yap1 Ozelligini kazandirmaktadir. Siipermakrogdzenekli monolitlerin
siingersi morfolojisi onlar1, bilinen sert yapili monolitlerden tamamen farkli
yapmaktadir. Stipermakrogézenekli monolitlerin kontrollii  tiretimleri, farkl
ozelliklerde kriyojellerin iiretimine olanak vermektedir. Polimerizasyon kosullariin
degistirilmesi (6zellikle donma sicakligi, monomer derisimi, ¢capraz baglayici orani)
monolitin  Ozelliklerine ©6nemli oranda yans1maktad1r14'15. Poli(2-hidroksietil
metakrilat) [PolitHEMA)] yiiksek biyolojik uyusabilirligi nedeni ile biyolojik
uygulamalarda en yaygin olarak kullanilan polimerlerdendir. Bu polimerlerin

mekanik olarak dayaniklilig1 ve kanla uyusabilirlikleri oldukga yiiksektir.

Bu calismada immiinoadsorpsiyon teknigi icin Oncelikle Poli(HEMA)
kriyojelleri hazirlanmig, CNBr ile aktive edilmistir. PolilHEMA) hidrofilik karakteri,
iyi kan uyusabilirligi, spesifik olmayan protein etkilesimleri, yiiksek kimyasal ve
mekanik direnci, mikrobiyal ve enzimatik ataklara direnci gbz Oniine alinarak temel
matriks olarak secilmis ve daha sonra buna spesifik ligand olarak kullanilacak
protein A molekiilii baglanmistir. Kriyojellerin karakterizasyon calismalar1 olarak;
FTIR ile yap1 analizi, yiizey alam 0Ol¢iimleri, taramali elektron mikroskop (SEM)
fotograflar1 ve sisme davranisi belirlenmesi yapilmistir. Bir sonraki asamada, IgG
adsorpsiyon dinamikleri (pH, akis hizi, sicaklik, derisim etkisi vb.) belirlenmistir.
Insan plazmasindan PoliHEMA) ve protein A takili-PolitHEMA) kriyojellerin kan
uyumluluk ¢aligmalari, romatoid artritli ve saglikli kandan Romatoid Faktor (RF) ve
IgG adsorpsiyon calismalart yapilmistir. IgG adsorpsiyonundan sonra saglikli kan
plazmasi Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile
test edilmistir. Hizl1 Protein S1vi Kromatografisi (FPLC) ile HSA ve IgG ¢alismalar1

yapilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1.0TOIMMUNITE VE OTOIMMUN HASTALIKLAR

2.1.1.0toimmiinite

Immiin sistemin baslica gérevi biinyenin kendisine yabanc1 antijenleri tanima
ve onlara kargi immiin cevap olusturmaktir. B ve T tipi lenfositler ile makrofajlar
immiin cevap olusumundan ve denetiminden sorumludur.'® Canlilar normalde kendi
doku antijenlerine karst immiin cevap vermemektedir. Ancak, bazi patolojik
durumlara bagh olarak hiicre reseptorlerinin bozulmasi ile veya immiin cevap
iriinlerinden bazilarinin degisik aktivite gostermesi ile, organizmada degisen doku
antijenlerine karst immiin cevap olusmaktadir. Organizmanin kendi doku
antijenlerine karst immiin cevap olusturmasina “otoimmiinite”, otoimmiinizasyonun

rol oynadig1 hastaliklara da “otoimmiin hastaliklar” denilmektedir.

2.1.2.0toimmiin Hastaliklarin Olusumunda Etkin Olan Faktorler

Otoimmiin hastaliklarin patogenezinde genetik, immiinolojik ve viral

faktorler rol oynamaktadir.

2.1.2.1.Genetik Faktorler

Ia (I region associated) antijenleri makrofaj ve lenfositlerde bulunan ve Major
Histocompatibility Complex (MHC) genleri tarafindan kontrol edilen antijenlerdir.
Ayrica otoimmiinitenin patogenezinde Human Leucocyte Antigen (HLA)’ lerini

yoneten gen lokuslarinin rolii oldugu belirlenmistir.

2.1.2.2.immiinolojik Faktorler

Otoantijenler baskilandiklar1 veya fonksiyonlar1 bozuldugu zaman otoimmiin

hastalik olugsmamaktadir. Yapisal olarak anomali kazanan otoantijenler veya ilac gibi



yabanci bir madde ile birleserek ¢arpraz reaksiyon verebilen otoantijenler, hiicre
membramnda molekiil yapisi degisen otoantijenler, Epstein-Barr virusu, bakteri
lipopolisakkaridleri gibi poliklonal aktivatorlerin T veya B lenfositlerini dogrudan

uyarmasiyla otoimmiin hastalik olusmaktadir'’,

2.1.3.0toimmiin Hastaliklar

Otoimmiin hastaliklar iyi huylu otoimmiiniteden patojenik otoimmiiniteye
dogru ilerlemenin meydana getirdigi hastaliklardir. Bu ilerleme hem genetik etkiler
hem de cevresel etkiler tarafindan belirlenir. Otoimmiin tahribi patojen bazi
hastaliklar ya da belirtilerin de otoantikorlar tarafindan ortaya ¢ikarilmasi yoniinden
otoimmiin hastaliklar1 aymrir. Patojen genellikle otoimmiin T lenfosit tarafindan
belirlenir. Hastaligin altinda yatan mekanizma ne olursa olsun neredeyse tiim
otoimmiin hastaliklar proteine baglanan otoantikorlarla iligkilidir. Ayrica bir¢ok
hastalik i¢in bu otoantikorlar hastalik baslamadan yillar 6nce serum numunelerinde
bulunur.

Otoimmiinite herkeste bir dereceye kadar vardir, ancak otoimmiinite atagi
dayaniklik kaybiyla iligkili olabilir. Bu genellikle zararsizdir ve tim omurgali
yasamin evrensel bir olgusudur. Otoimmiinite otoimmiin hastaliklar denilen bir ¢ok

hastaligin nedeni olabilir'®.

Otoimmiin hastaliklar klinik yOonden hastaligin bulundugu organlar
bakimindan 2 gruba ayrilir. Bunlardan bazilarinda hastalik bir organda
goriilmektedir. Tiroid hastaliklar1 (Hashimoto Hst, graves hst), pernisiydz anemi,
adison, juvenil diabet gibi bu otoimmiin hastaliklara “organa ©zgiil otoimmiin
hastaliklar” denir. Birden fazla organ tutulumu varsa buna “organa 6zgiil olmayan”
veya “sistemik otoimmiin hastaliklar” denir. Bunlara romatoid artrit, skleroderma ve

SLE 0rnek olarak verilebilir.

Organa 0zgiill otoimmiin hastaliklar, kiside daha siklikla beraber
goriilebilmektedir. Ornegin, hashimoto tiroiditi ile pernisiydz anemi, yine tiroidit

hastalarla adison hastaligt normalde beklenenden daha sik olarak beraber



goriilmektedir. Organa 0zgiil otoimmiin hastaliklarda, diger organa 06zgiil
hastaliklarda bulunan otoantikorlar hastalik olmadan da bulunabilmektedir. Ornegin
hashimoto tiroiditinde tiroid antikorlarinin yaminda mide antikorlarinin bulunmasi

gibi'’.

2.1.3.1.Sistemik Lupus Eritematozus (SLE)

Sistemik lupus eritematozus (SLE), normalde viicudu enfeksiyonlara ve
kansere karst korumakla gorevli olan bagisiklik sisteminin anormal ¢alismasindan
kaynaklanan kronik iltihabi bir hastaliktir. Cilt dokiintiileri, artrit, anemi, sara krizleri
ya da psikiyatrik hastaliklara neden olabilir ve siklikla bobrek, akciger ve kalp gibi i¢
organlarnt etkiler. SLE'de bagisiklik sistemi asir1 ¢alismaktadir ve ¢ok miktarda
anormal antikor iiretmektedir. Bu anormal antikorlar da hastanin kendi dokularina
saldirmaktadir. Lupusun nedeni tam olarak bilinmemektedir, fakat kalitsal nedenler,
cevre ve hormonal degisikliklerin roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir. SLE'nin
goriilme sikligt 40-50:100.000 arasindadir. SLE hastalarinin  %80'den fazlasi

kadindir'%,

Semptomlarmin cok cesitli olmasi nedeniyle, tam1 genellikle zordur. SLE'nin
tipik ozellikleri sunlardir:
v' Yanaklarin iizerinde kelebek seklinde cilt lekesi
v Giines goren cilt bolgelerinde beliren bir cilt lekesi
v Agiz ve burunda yaralar
v/ Bir ya da daha fazla eklemi tutan artrit
v Bobrek iltihab1
v Sara krizi gibi sinir sistemi bozukluklar1, ruh hastaliklar1 ve inme
v’ Ates, kilo kaybi, sa¢ dokiilmesi, el ve ayak parmaklarinda dolagim
yetersizligi, derin nefes alinca gogiis agris1 ve karin agrist sik goriilen
belirtilerdir.
Laboratuar testleri SLE tanisinda cok dnemlidir. Ozellikle, antiniikleer antikor
(ANA) testi SLE'de daima pozitiftir. Hastalik kendini yavas yavas gosterebilir, bu

nedenle kesin tan1 genellikle gecikirzl.



2.1.3.2.Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)

Tip 1 Diabetes Mellitus (TIDM) organ spesifik olan ve pankreatik iskelet
hiicresi ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) c¢evresinin T hiicre araciligiyla B hiicre
bozulmas1 gosterdigi bir otoimmiin hastaliktir. Glutamik asit dekarboksilaz (GAD)

onemli ve iyi karakterize edilen otoantijenlerden biridir*.

2.1.3.3.Scleroderma veya Sistemik Sclerosis

Sistemik sclerosis (SS) yaygin doku fibrozitine ve kan damarlarinda
bozukluga yol acan, deri, akciger ve bobrekler dahil bir ¢cok orgam etkileyen bir
sistemik otoimmiin hastaliktir. Genel olarak goriilme sikligi 30:100.000 kisidir.
Kadinlar, erkeklere gore 4 kat daha fazla yakalanma riski tasirlar ve siklikla 30-50
yas aras1 goriiliir. Sklerodermanin tanisi genellikle zordur ve uzun zaman alir, bunun

nedeni hastaligin pek sik goriilmemesidir™.

2.1.3.4.Behcet Hastalig:

[k kez 1937 yihinda Tiirk dermatoloji profesérii Dr. Hulusi Behget
tarafindan tarif edilen Behget hastalifi, agizda ve genital bolgelerde yaralara ve
gozde iltihaba yol agan kronik bir hastaliktir. Baz1 hastalarda artrite, damar iltihab1
ve tikanmalarina, sindirim kanalinda, beyin ve omurilikte iltihaba da neden
olmaktadir. Behget hastaliginin her hastadaki belirtileri farklidir. Bazi hastalarda
hastalik hafif seyreder ve sadece agizda ve genital bolgede iilserler bulunur.
Bazilarinda ise daha siddetlidir ve menenjite neden olabilir. Kuvvetli bulgular
genellikle ilk belirtiler basladiktan aylar, hatta yillar sonra ortaya ¢ikar. Bulgular
uzun bir siire devam edebilecegi gibi, birka¢ haftada da gecebilir. Tipik olarak

bulgular goriiliir, kaybolur ve tekrar ortaya cikar.

Behget hastaliginin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Bulgularin ¢ogunun

nedeni kan damarlarinin iltihaplanmasidir. Kan damarlarindaki bu iltihaplanmaya



bagisiklik sisteminin neden oldugu diistiniilmektedir, fakat bu reaksiyonu neyin
baslattig1 bilinmemektedir. Gelismesinde bagisiklik sistemi bozuklugunun yanisira,
kalitsal nedenlerin de etkili olabilecegi sanilmaktadir. Cevresel faktorlerin de (viriis

ya da bakteri gibi) duyarl kisilerde hastalig1 baslatabilecegi sanilmaktadir™*.

2.1.3.5. Sjogren Sendromu

Sjogren sendromu kuru goz ve kuru agiz bulgular1 gosteren kronik bir
hastaliktir. Genellikle romatoid artrit, lupus eritematozus, skleroderma ve
polimiyozit gibi romatizmal hastaliklarla birlikte bulunur. Hastalifin nedeni tam
bilinmemektedir. Ancak hastaligin esas olarak immiin sistemdeki bozukluktan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bagisiklik sistemi, hastaliklara karsi viicudun
korunma mekanizmasidir. Sjogren sendromunda bagisiklik sisteminin normal
kontrol mekanizmasinda bir bozukluk vardir, bunun sonucu olarak asir1 miktarda
beyaz kan hiicreleri yapilir. Lenfosit ad1 verilen bu hiicreler gozyas1 ve tiikiiriik
bezlerine giderek bu dokularda harabiyet yapar. Bu nedenle de hem tiikiiriik
bezlerinde hem de gbz yas1 bezlerinde salgida azalma yani kuruluk meydana gelir.
Ayn1 zamanda bu hiicreler otoantikorlar salgilar ve bunlar kanda tespit edilebilir.
Bu otoantikorlar bagisiklik sisteminin diizgiin ¢aligmadiginin bir gostergesidir ve
tikiiriik ile gdzyas1 bezlerinde harabiyet yapma potansiyeline sahiptir. Sjogren
sendromunda eklem, akciger, bobrek, sinir, tiroid, karaciger ve beyin gibi diger

organlarda da tutulum goriilebilir.

Sjogren sendromu herhangi bir yasta goriilebilirse de en fazla 45 yasin

tizerindeki kadinlarda ortaya ¢ikmaktadir. 20 yas altinda ise ¢cok nadirdir®.

2.1.4. Romatoid Artrit (RA)

RA hem eklemsel hem de sistemik belirtileri olan bir otoimmiin

2627 .
", Romatoid

rahatsizligidir. Tam patojenisi hala bilinmemektedir ve tedavisi yoktur
artritin  sebebi bugiin hala bilinmese de, uzunca bir siire enfeksiyondan

stiphelenilmistir. Gida alerjileri veya disaridan organizmalar sebebiyle olabilir.



Onceleri Mycoplasma, Erysipelothrix, Epstein-Barr viriisii, parvoviriis B19 ve
kizamik¢ikdan kuskulanilmig fakat bunlarin hi¢biri epidemiyolojik arastirmalarda
desteklenememistir. Diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi, “hatali kimlik”
teorisi, zararli bir organizmanin bagisiklik yanitina yol actifini ve geride o
organizmaya spesifik antikorlar biraktifin1 varsayar. Bununla birlikte antikorlar
yeterince spesifik degildirler. Antikorlar, bu durumda (RA’da), sinovyuma kars1 bir
bagisiklik saldirisina gecgerler zira sinovyumdaki bazi molekiiller en basta bagisiklik
yanitinin olusmasina yol agan zararli organizmadaki bir molekiile ‘benzemektedir’
bu fenomene molekiiler taklit¢ilik denir. Bununla birlikte fiziki veya duygusal

etkiler, stres ve yetersiz beslenme hastalikta rol oynayabilir.

Otoimmiin bozukluklardan etkilenmis bireyin, yabanci molekiillerden
kendisini uzaklastirabilecek yeteneginde bir defekt olmasi gerekir. Bircok hiicrede
0z-tamma Ozelligini saglayacak markerler bulunur. Bununla birlikte, baz1 marker
siniflar1 romatoid artritin olugsmasina izin verir (bunu engellemez). RA’ I
hastalarin %90’ mda HLA-DR4/DR1 grubu olarak bilinen marker grubu bulunurken,
bu grup RA’ It olmayan kontrollerin sadece %40’inda bulunur. Boylece, kuramsal
olarak, RA, spesifik markerlarla genetik olanak ve otoimmiin yant1 tetikleyecek bir

enfeksiyoz olay seklinde bir (hastaliga kars1) duyarlilik (agiklik) gerektirmektedir.

Bir kere tetiklendi mi bagisiklik yanit1 sinovyumun enflamasyonuna sebep
olur. Enflamasyonun erken ve orta molekiiler medyatorlerlerine (aracilarina), timor
nekroz faktorii alfa (TNF-a), IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-15 interlokinleri, degisebilir.
Bunlara biiyiime faktorii beta, fibroblast biiyiime faktor ve trombosit-tiirevi biiylime
faktorii dahildir. Romatoid artritin modern farmakolojik tedavileri bu medyatorleri
hedef alir. Enflamatuvar reaksiyon olustuktan sonra, sinovyum kalinlasir, kikirdak ve

altta yatan kemik parcalanmaya baslar (Sekil 2.1).

Hastaligin seyri hastadan hastaya biiyiik oranda c¢esitlilik gosterir. Bazi
hastalar orta seviyeli kisa-donem semptomlara sahipken, ¢ogunda hastalik hayat

boyunca gelisim gbsterirzg.



Normal Eklem

Kakirdak Tendon

Sinovyum
Kemik Smovyal S
Eklem Kapsiilii Kemik

Romatoidal Artritin
Eklem Uzerindeki Etkisi

Kemik Kavbi/Erozyon
| Kaikirdak Kaybs

Sinevyum Enflomasyonu

Kemik Kayh
(Genel)

Sismis Eklem Kagpsili

Sekil 2. 1. RA tarafindan eklem bozulmasi 28

HLA-DRB zinciri iizerindeki ortak epitop QKRAA’ nin varligi ve romatoid
faktoriin bulunmast RA’ nin uzun vadeli sonuglar1 hakkinda bir 6ngorii saglar. RA’
nin diger potansiyel katki yapan faktorleri dolagim yapan IgM anti IgG Advanced

Glycation End (AGE) iiriinlerinin varhgidir® >,

Enflamasyon eklem kisminin kalinlagmasina neden olur ve asir1 sinoviyal s1vi
olusturur. Sinoviyal sivi hareket sirasinda eklemleri rahatlatan ve koruyan bir
yaglayicidir. Doku enflamasyonu ve sinoviyal sivi toplanmasi eklem agrisi,
biikiilmezlik ve sismeye neden olur. Iltihapli sinoviyal, sinoviyal sivi icinde
ilerleyerek kemik ve kikirdaga atak yapabilecek enzimleri olusturur. Diger artrit

(eklem) tiirlerinin aksine RA’ nin etkisi sadece eklemlerle sinirli degildir ve tiim

10



viicutta problemler olusturabilir. Zamanla eklem acis1 artar ve eklemler deforme
olabilir. FErken tedavi dejenerasyonu yavaslatabilir ve acinin hafifletilmesini

saglayabilirlg.

RA ii¢ asamada ilerler:
1. Ik asamada sinoviyal zarin sismesiyle eklem etrafinda aci, sicaklk,
biikiilmezlik, kizariklik ve sisme meydana gelir.
2. lkinci asamada hiicrelerin hizli boliinmesi ve gelismesiyle sinoviyal
kalinlagsmasi olusur.
3. Ugiincii asamada iltihapl hiicreler kemigi ve kikirdag sindirebilen enzimler

salgilar, cogu zaman eklem yeri sekil degistirir, ac1 artar, hareket kaybolur.'®

RA’ nin Evreleri

Ara evre lleri avre

Sekil 2. 3. RA’ mn ileri asamalar1 ®

Otoimmiin hastaliklar kadinlarda erkeklerden daha yaygindir (Sekil 2.4).
Kadinlarda bulunan 6strojen hormonunun bazi otoimmiin hastaliklarina neden
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica bir otoimmiin hastaligin varligi bagka bir otoimmiin

hastaligin gelisme ihtimalini artirmaktadir™.
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Graves disease
Rheumatoid arthitis ;
Hashimoto's thyroiditis
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Pemidous anemia |
Multiple sclerosis | |
Glomemlonephritis | | Kadin
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200 400 600 800 1000 200
Oran/100000

Sekil 2. 4. ABD’ de 1996’ da en yaygin 10 otoimmiin hastaligin goriilme siklig 3

Cografi yerlesime ve irka bakilmaksizin RA’ nin tiim diinyada ortalama
goriilme siklig1 yaklasik %1 (%0,3-2,1) civarinda iken Sahra alt1 Afrika kirsalinda
yasayanlarda ve Karayipli siyahlarda daha az goriiliir. Hastalik herhangi bir yasta
ortaya ¢ikabilirse de hastalarin %80’ inde 35-50 yas arasinda ortaya ¢ikmaktadir.
Kadinlarda, erkeklere oranla 2-3 kat daha fazla goriiliir ve yas ilerledikce cinsiyet
farki kaybolur35. Cinsiyet farkliliginin temel nedeni bilinmemekle birlikte, muhtemel
hormonal durumun immiin fonksiyon {izerine olan etkileri ile iliskili oldugu

diisiiniilmektedir®.
2.1.4.1.Klinik Bulgular

RA baglangicta el, el bilekleri ve ayaklar1 daha sonra ise tiim sinoviyal
eklemleri simetrik olarak tutabilen kronik, poliartikiiler bir hastaliktir. Asil tutulum
yeri sinoviyum olmakla birlikte hastalarin hemen tamaminda sistemik belirtiler de
goriiliir. Hastaligin ilk yillarinda klinik cizelgeye agri, sislik, 1s1 artigi, hareket kayb1
gibi inflamasyon bulgular1 hakimken ileri donemde, hastaligin kontrol altina
almamadig kisilerde deformiteler ve eklem instabilitesi fonksiyon kaybina yol

37
acar” .
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2.1.4.1.1 Baslangi¢ Tipleri

Sinsi baslangic: Cogu hastada (yaklasik %55-65) baslangi¢ sinsi olup halsizlik,
yorgunluk, hafif ates gibi sistemik bulgular eklem bulgularmdan once goriilebilir*®,
Semptomlar haftalar, aylar boyunca gelisir. Hasta siklikla ilk olarak bir eklemin
tutuldugunu daha sonra diger eklemlerin tutuldugunu ifade edebilir. Asimetrik
tutulum nadir degildir ancak hastaligin ilerleyen evrelerinde simetrik tutulum daha
belirgin hale gelir. Sabah tutuklugu agridan bile 6nce baslayabilir. Sebebi uyku
sirasinda  inflame dokular igerisinde ©dem sivisinin birikmesidir. Eklem
inflamasyonuna spesifik olarak sabah tutuklugu en az 30-45 dakika kadar devam

eder.

Akut veya subakut baslangi¢: Hastalarin %8-15' inde akut baslangic goriiliir. Sinsi
baslangica gore daha az simetri vardir. Diger eklemlerde agr1 ortaya g¢ikarken
semptomlar artig gosterir. Hastalarin %15-20" sinde ise subakut baslangic vardir.

Semptomlar giinler veya haftalar i¢inde ortaya cikar®’.

Tek veya az sayida eklemi tutan baslangi¢c: Nadir goriilen baslangic sekillerinden
biridir. Bu tiir baglangi¢ daha cok gen¢ kadin hastalarda goriiliir. Diz veya dirsek gibi
bir veya birkac eklemin kronik veya aralikli tutulumu vardir. Genellikle akut faz
yanitt yoktur ve Romatoid Faktdr (RF) negatiftir. Diger hastaliklar1 diglamak icin

sinoviyal biyopsi gerekebilir*.

Sistemik baslangic: Daha c¢ok orta yash erkeklerde goriilen bir baslangi¢ seklidir.
Agirlikli bulgular eklem disindadir ve ates, anemi, kilo kaybi, halsizlik, kas agrilari,
plorezi, perikardit, dokiintii ve organ biiyiimeleri goriiliir. Teshis poliartritin

yerlesmesi ve malignite dahil diger nedenlerin dislanmast ile konulur™.

Palindromik baslangi¢: Ortalama iki-li¢ giin siiren, diizensiz araliklar ile
tekrarlayan akut mono veya oligoartikiiler artrit ile karakterizedir. Tutulan eklemler
genellikle eritemlidir ve bu da gut tanisina yol acar. Ataklar sirasinda akut faz yaniti

vardir ancak ataklar arasinda normal bulunur. Bu tiir baglangic gdsteren hastalarin
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yarisinda bir ka¢ aydan 20 yila kadar degisen siire icinde klasik RA tablosunun

olustugu bildirilmistir*.

Polimiyaljik baslangic: Ileri yastaki kisilerde goriiliir. Sabah tutuklugu ile omuz ve
kalga ¢evrelerinde agr1 6n plandadir. Zaman icinde eklem bulgularinin yerlesmesi ile

40
tan: konur .

2.1.4.2. Eklem Tutulumu

Eklem agris1 hastalarin cogunda ana sorundur ve hastaligin seyrini
belirlemede ve tedavinin etkinligini degerlendirmede 6nemli bir parametredir®'.
RA'da eklem tutulumunu gésteren fizik muayene bulgular sislik, hassasiyet ve islev
kaybidir. Bu bulgular RA tanist koymak i¢in kullanildigr gibi sis ve hassas eklem
sayilar1 hastaligin aktivitesini degerlendirmede ve klinik c¢aligmalarda tedavi

etkinligini degerlendirmede kullanilir.

2.1.4.3.Eklem Disi Tutulum

RA hastalarinin yaklasik %40' inda hayatlarinin bir doneminde eklem dis1
tutulum bulgular1 goriiliir. Eklem dis1 tutulum RF pozitifligi ve baz1 populasyonlarda
HLA-DR1 ve DR4 genleriyle iligkili bulunmustur. Ayrica eklem dis1 tutulum

olanlarda mortalite 5 kat artmistir**.

2.1.44. Tam

RA tanmis1 dikkatli anamnez, fizik muayene bulgulari ve laboratuar testler
temeline dayanan kriterlere ve ayirici tanitya gore konulmalidir. Amerikan
Romatizma Dernegi (American College of Rheumatology, ACR) tarafindan 1987
yilinda yeniden gozden gegcirilmis olan tam olgiitleri bireysel vakalarin tanisindan

ziyade bilimsel caligmalar i¢in tan1 dlgiitii olarak kullanilmaktadir (Cizelge 2.1)%.
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Cizelge 2. 1. ACR tam Slgiitleri **

Kriter

Tanimlama

1.Sabah Tutuklugu

Eklem ve cevresinde en az bir saat siiren sabah

sertligi

2. Ug veya daha fazla eklem

bolgesinde artrit

Doktor tarafindan gozlenen en az ii¢ eklem

bolgesinde yumusak doku sisligi veya sivi

3. El eklemlerinde artrit

El bilekleri, metakarpofalengeal veya proksimal

interfalengeal eklemlerinden en az birinde sislik

4. Simetrik artrit

Viicudun iki yaninda aymi eklem bdlgelerinin

ayn1 anda tutulmast.

5. Romatoid nodiiller

Doktor tarafindan belirlenen kemik veya
ekstansor  yiizeyler  veya  jukstaartikiiler

bolgelerde subkutan nodiiller

6. Serum romatoid faktor

pozitifligi

Herhangi bir metodla gosterilen anormal
miktarda serum romatoid faktorii. Normal

kisilerin %5'inden azinda pozitif olabilir.

7. Radyolojik degisiklikler

Posterioanterior el ve el bilek grafilerinde RA
icin tipik degisiklik olarak kabul edilen erozyon

veya esit olmayan dekalsifikasyon bulgulari

Bu kriterlere gore bir hastanin RA oldugunu soyleyebilmek icin yedi

kriterden en az dordii bulunmalidir. Tlk dort kriter en az alt1 hafta boyunca mevcut

olmalidir.

Laboratuar testlerinden tam kan sayiminda hafif lokositozla beraber normal
beyaz kiire dagilimi vardir. Trombositoz, normokrom normositer veya normokrom
mikrositer hafif anemi olabilir. Idrar testleri genellikle normaldir. Eritrosit
sedimantasyon hiz1 30 mm/saat veya daha iizerinde ve C-reaktif protein (CRP) 0.7
pg/ml iizerindedir, a-1 ve a-2 globiilin seviyelerinde artig saptanabilir. Antiniikleer
antikor (ANA) %25 hastada pozitif bulunabilir. Kompleman seviyeleri normal veya
yiiksektir. RF RA'l1 hastalarin %70-80' inde pozitif olarak saptanabilir. Serumda RF

negatifligi hastaligin erken evrelerinde %30 civarindadir. Seropozitif hastalar ve bazi
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seronegatif hastalarda anti siklik sitriilin peptid (anti-CCP) pozitif olabilir. RF

pozitifligi yapabilecek RA dist hastaliklar Cizelge 2.2 de dzetlenmistir***.

Cizelge 2. 2. RF pozitifligi yapan durumlar

RA, SLE, skleroderma, karisik bag dokusu
Romatizmal hastaliklar hastaliklari, Sjogren sendromu, juvenil RA,
psoriatik artrit, gut

AIDS, enfeksiy6z mononiikleoz, hepatit B ve C,

Viral enfeksiyonlar )
influenza, asilama

. . Tripanozomiazis, malarya, sistozomiazis,
Paraziter enfeksiyonlar .
filariazis

Tiiberkiiloz, lepra, sifiliz, brusella, subakut

Kronik bakteriyel enfeksiyonl
ontk bakiertyel enfekstyoniar bakteriyel endokardit, salmonella

Lenfoma, 16semi, myelom, kemoterapi ve

Kanserler ,
radyoterapi sonrasi
Diger hiperglobulinemik Kriyoglobulinemi, karaciger hastaligi,
durumlar sarkoidoz
Saglikli bireyler 60 yas tizerinde %5-25, genel popiilasyonda %1,3-4

2.1.4.5. Radyografik bulgular

RA'da radyolojik bulgular erken ve ge¢ evre bulgular1 olarak ikiye ayrilabilir.
Erken evrede; yumusak doku sisligi (en ¢ok proksimal interfalengeal eklemleri ve
ulnanin stiloid ¢ikintis1 iizerinde gozlenir), periartikiiler osteopeni (subkondral olarak
goziikiir), eklem araliginda daralma (tim eklem yiizeyi boyunca) ve eklem
ylizeyinden ziyade eklem kenarlarinda goriilen erozyonlardir. Geg evrede ise tanidan
yillar sonra ortaya ¢ikan bulgular vardir. Subluksasyon ve luksasyonlar bu dénem

icin tipiktir. En sik goriilen deformasyon parmaklarin ulnar deviasyonudur“.
2.1.4.6. Hastaligin Seyri ve Prognoz

RA' nin seyri olduk¢a degiskendir ve her hasta i¢in tahmin yapmak giictiir.
Yapilan ¢aligmalarda hastalarin %30' unda uzun siiredir devam eden hastaliga

ragmen erozyon gelismezken, %30' unda ilk 1 y1l i¢inde kemik erozyonlar1 gelistigi

gosterilmis ve bu oran 3 yillik takipte %70' e glkm1§t1r47.
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RA' da

v’ kadin cinsiyet,

v' sinsi baslangig,

v' simetrik hastalik ¢izelgesi,

baslangictaki hastalik aktivitesinin uzun olmas,

erken donemde bircok eklemde siv1 toplanmasi,

kilo kayb1 ve istahsizlik gibi genel semptomlarin varligi,
romatoid nodiillerin erken ortaya ¢cikmasi ve tekrarlamas,
eklem dis1 bulgularin varligi,

radyolojide erozyonlarin erken ortaya ¢ikmasi,

RF' nin erken pozitiflesmesi ve yiiksek titrelerde olmasi,
kriyoglobulinemi, HLA-DR4 ve DR-1'in pozitif olmasi,
yliksek eritrosit sedimantasyon hizi,

trombositoz, eozinofili,

Anti-R33 ve APF pozitifligi,

hastanin kendine yardimi reddetmesi ve negatif tutumda olmasi,

dogru ve uzun siireli temel tedavi verilmemesi,

AN N N N NN Y N N N N N

ozellikle uzun etkili ilaglara olumlu cevap alinamamasi

kétii prognoz gostergeleridir”"*,

2.1.4.7. Tedavi

RA tedavisinde amag; eklem yapilarinin korunmasi ve hasarin 6nlenmesi,
yasam kalitesinin ve fonksiyonlarin korunmasi, agri ve inflamasyonun en aza
indirilmesini hedeflemektir. Hastalara medikal tedavi yaninda yasam tarzi
modifikasyonu, uygun egzersiz, egitim gibi konularda da destek olunmalidir. RA
tedavisinde kullanilan ilaglarin higbiri hastaligi tamamen ortadan kaldiramamaktadir.
Yine de son yillarda RA' nin tedavisinde ¢ok olumlu degisiklikler olmustur. Bunlar,
hastaligin erken tam ve tedavisinin uzun vadedeki prognoza olumlu katkisi, 6zellikle
erken hastalikta ilaclarin kombine kullanilmasinin tek tek kullamlmasindan daha

etkili olduklarinin gosterilmesi ve biyolojik etkili ilaglarin kullanima girmesidir.
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Tedavide kullamlan ilaglar; Nonsteroid Anti-Inflammatuar ilaglar (NSAID), hastalig1

modifiye edici ilaglar ve kortikosteroidlerdir™.

Nonsteroid Anti-Inflammatuar flaclar (NSAID): Siklooksijenaz enzimini
inhibe ederek terdpatik etkilerini gosterirler. Hem analjezik hem de anti-inflamatuvar
etki gostererek eklem agrisim1 ve sabah tutuklugunu azaltirlar. Ancak hastalifin
seyrini degistirebildikleri ya da eklem hasarini1 6nleyebildikleri gosterilememistir. Bu
ylizden uzun donem tedavide hastaliZi modifiye edici ilaclarla birlikte

kullamlmalidirlar®®,

Hastalig1 modifiye edici ilaclar (DMARD): Bu grup ilaglar yavas etkilidir,
etkileri haftalar, aylar sonra ortaya ¢ikar, inflamasyonu baskiladiklarindan akut faz
gostergeleri olan CRP ve sedimantasyon hizinda diisiis saglarlar. Hastalig
baskiladiklarindan fonksiyonel kapasitede iyilesme saglarlar ve radyolojik olarak
erozyon gelisimini ve radyolojik kotiilesmeyi onlerler. Bu ilaglar; antimalaryaller
(klorokin ve hidroksiklorokin), altin tuzlari, D-penisilamin, siilfasalazin ve
immiinsupresiflerdir (azatioprin, siklofosfamid, metotreksat ve leflunomid). Son
zamanlarda gelistirilmis biyolojik ajanlar da (TNF-a blokeden) bu grupta yer

almaktadir>,

Kortikosteroidler: Diisiik doz, nabiz ve intraartikiiler olarak kullanilir.
NSAID 'ye gore daha potent antiinflamatuvar olmalarinin yaninda diisiik dozda

hastaligi modifiye edici etkileri de mevcuttur®.

2.1.4.8. Otoantikorlar

Ayn1 otoimmiin hastaliklarin olugsma siklig1 yiiksek degilse de hastaligin
popiilasyonu biiyiiktiir*®, Klinik hastaligin ortaya ¢ikmasindan cok once goriilen
serum otoantikorlar1 otoimmiin hastaliklarin karakteristik bir 6zelligidir (Cizelge
23.). Nielen ve ark.”® RA hastalarn iizerinde yaptiklar1 calismada hastalik
baslamadan ortalama 4-5 yil 6nce alinan serum numunelerinde romatoid faktor yada

anti siklik sitriilin peptid (anti-CCP) antikorlar1 bulmuslardir. Bu testlerin negatif
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tahmini degeri % 75, pozitif tahmini degeri % 100 diir. Bu nedenle saglikli

insanlarda otoantikorlarin bulunmasit otoimmiin hastaliginin isareti olabilir veya

belirli otoantikorlar hasta bir insandaki hastaligin derecesini gbsterebilir5 0,

Cizelge 2. 3. Otoimmiin hastaliklarinda serum antikorlar >

Organ spesifik hastahklar
Adison hastaligi

Karin hastaligi

Tip 1 diyabet

Graves hipotroidi
Hashimoto tiroidi
Mysthenien gravis
Goodpasture sendromu
Pemphigus vulgaris
Pemicious anemi
Primary biliary cirrhosis

Vitiligo

Multip sclerosis

Bilinen antijenler
21-hidroksilaz

Doku transglutaminaz

GAD-65, insiilin, 1A-2A
Tiroidi uyaran hormon reseptorii
Tiroid peroksidaz, tiroglobiilin
Asetilkolin reseptorii

Tip IV kollajen

Desmoglein 3

H/KATPaz, inristik faktor

E2 PDC

Tirozinaz, SOX-10

Miyelin basic protein, myelin oligodentrik

glikoprotein

Sistemik hastaliklar

Sistemik lupus eritematozus

Sjogren sendromu

Romatoid artrit
Dermatomiyosis/polimyositis
Yaygin sistemik sclerosis

Limited Sistemik sclerosis (CREST)

Bilinen antijenler

Spliceosomal snRNP, Ro/La (SSA/SSB)
partikiil, histon ve ana DNA

Ro/La riboniikleer partikiil, muskarinik
reseptor

Citrulinated siklik peptit, [gM

t-RNA sentetaz

Topoizomeraz

Sentromer protein

(CREST)= calcinosis, Raynaud’s phenomenon oesophegal dysmotility sclerodactyly

and telangiectasia
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2.1.4.9.Romatoid Artrit Otoantikorlari

RF hastanin kendi IgG molekiillerinin Fc kismina dogru yonlenen bir IgM
antikorudur. RF’ ler klasik olarak denatiire IgG kapli jelatin pargaciklara sahip bir
agglutianation assay kullanilarak belirlenir, ancak ELISA’ lar giderek daha ¢ok
kullanilmaktadur'®. RF wvarligt hala RA icin Onemli bir marker olarak
kullanilmaktadir. RF cok hassas bir marker olmasina karsin spesifitesi diisiiktiir.”!
RA hastalarin % 80’ i RF pozitif ise de bu antikorlar spesifik degildir ve bir ¢ok
otoimmiin romatoidik hastaliklar ve enfeksiyonlarda olusur'®. Her ne kadar RF' nin
hastalik i¢in spesifitesi orta derecede ise de, hala RA tamisi i¢in onemlidir ve ACR

tarafindan tamsal kabul edilen tek serolojik markerdir™.

Son yillarda RA tanisinda kullanilabilecek bazi umut verici otoantikorlar
tanmimlanmaya baglanmistir. Bazilari RA i¢in spesifik olmayip, baska bir¢ok
hastalikta da goriilebilirken; bazilar1 RA icin ¢ok spesifiktir ve sadece RA varliginda
tespit edilebilir. Anti periniikleer faktor (APF), diferansiye yanak mukoza
hiicrelerinin sitoplazmasindaki graniillerin protein kismina kars1 olusan antikorlardir.
Antikorun diizeyleri indirekt immiin floresans yontemiyle Ol¢iilmektedir. APF
Olciimii teknik olarak giic olmasi nedeniyle, rutin tami kriteri olarak tercih

edilmemektedir.

Anti filaggrin antikorlar1 (AFA), profilaggrin, yanak mukoza hiicrelerinin
keratohiyalin graniillerinde bulunur. Hiicre farklilasmasi sirasinda filaggrin alt
birimlerine parcalanir. Daha sonra filaggrin yapisindaki arginin aminoasit kalintilari
enzimatik olarak modifikasyona ugrayarak sitriilin amino asidi olusur. Filaggrin' in
otoantijenik yapis1 icin sitriilin mutlaka gereklidir. APF ve AFA testlerinde filaggrin
antijenine kars1 otoantikorlar tespit edilir. AFA’ da tipki APF gibi analiz

yontemindeki teknik zorluklardan dolay1 yaygin olarak tercih edilmemektedir.
Anti keratin antikorlar1 (AKA), bir epitel proteini olan filaggrin'e kars1 olusan

antikorlardir. AKA’ da APF antikorlar1 gibi ayn1 antijene karsi olusur. AKA, indirekt

immiinfloresans yontemi ile tayin edilir. APF' de oldugu gibi bu antikorlarin
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tayininde de benzer zorluklarla karsilagildigindan RA i¢in potansiyel tam1 marker1

olabilmelerine ragmen teknik giicliiklerden dolay1 tercih edilmemektedir.

Kalpain, kalsiyum bagmli bir notral sistein proteinazdir. Romatoidli
sinoviyal dokuda fazlaca goriilen bir proteazdir ve kikirdak yikiminda temel rol
oynamaktadir. Sinovyum inflamasyonunda kalpain diizeyleri artar. Kalpastatin,
kalpain'in dogal bir inhibitoriidiir. RA’ I1 olgularin serumunda kalpastatin’ e kars1

otoantikorlar saptanabilmektedir.

Antiniikleer antikorlar (ANA), hiicresel proteinlere ya da niikleik asitlere
kars1 yonlenmis otoantikorlardir. Adina ragmen bu antijenlerden bircogu kismen
yada tamamen hiicre sitoplazmasinda bulunur. En sik olusan ANA, DNA-protein
yada RNA-protein kompleksiyle reaksiyona girer. Genellikle IgG antikorlarina
yiiksek afinitesi olan bu otoantikorlar otoantijen tarafindan yiiriitiilen bir T-hiicresine

bagimli iglem tarafindan iiretilir.

Anti-p68 (BIP) (agir zincire baglanan protein) antikorlar1 denilen antijen 68
endoplazmik retikulumun bir matriks proteinidir (endoplazmik retikulum molekiiler
saperon) ve immiinoglobiilinlerin hafif zincirine baglanir. RA’ 11 hastalarda BIP’ e

yanit olarak artan bir T-hiicresi artis1 gdzlenir.

RA33, 33 kDa molekiil agirlikli bir antijendir. Anti-RA33 antikorlara RA'l

hastalarin serumlarinda saptanabilmektedir.
Sa proteini, bir lif proteini olan vimentin'in sitriilin iceren formudur. Bu
acidan Sa, filaggrin/ siklik sitriilin peptid (CCP) otoantijen ailesinin igerisinde yer

alabilir. Hastaligin erken doneminde Sa antijenine rastlanabilir.

Anti-CCP antikorlari, sitriilin peptidlerine kars1 olusan otoantikorlardir. Anti-

CCP diger parametrelere gore birka¢ nedenden dolay1 daha avantajlidir.
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Anti-CCP, APF ve AKA kadar 6zgiil bir testtir. Diger parametrelere gore
analiz kolaylig1 avantaji vardir. Immiinofloresans metoduna bagh teknik zorluklar
anti-CCP i¢in ELISA ydntemi ile asilmistir. Anti-CCP antikorlari, RA' da ¢ok erken
evrede serumda saptanabilmektedir. Bu otoantikorlar, RA icin prognoz takibinde
kullanilabilecek iyi bir parametre olarak goziikmektedir. RA’ I1 hastalarin % 80’
ninde anti-CCP antikorlar1 bulunmaktadir. Spesifikligi yaklasik % 95-98, duyarlilig
% 65’ tir. Ayrica erozif RA’ nin gelismesini tahmin etmek icin pozitif bir anti-CCP

testi kullanilmaktadir ve bu tahmini deger RF’ yi tamamlar.

Anti-CCP antikorlar1 erozif ve erozif olmayan RA ayirici tanisinda ¢ok giiclii
bir parametredir. RA' da anti-CCP, RF ile birlikte bakildiginda prognoz takibi
acisindan cok daha etkili olabilir. Anti-CCP pozitif olan RA' I1 olgularda radyolojik
olarak eklem hasari, negatif olanlara gore daha belirgindir. Bu, anti-CCP
antikorlarinin prognoz acisindan 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu antikorlarin

belirli araliklarla tayini klinik takipte faydal olabilir™.

Ozellikle sitriiline hedeflere kars1 olusan antikorlar (anti-keratin veya anti-
filaggrin antikorlar1, sentetik sitriilin peptidlerine karst olusan antikorlar) RA icin
yiiksek spesifiteye sahiptir.52 Bir seri kikirdak proteininden biri olan gp39, tam
olarak tanimlanamamakla beraber, son giinlerin ilgi konusudur™. Ustelik iimit verici
tanisal marker olmanin Otesinde, bu otoantikorlar veya altta yatan otoimmiin

reaksiyonlar, RA' nin patogenezi hakkinda da bize bilgi verirler’>.

Hastalik tan1 ve izleminde en sik kullanilan otoantikorlar, ¢ift sarmal DNA’ya
karst (anti-dsDNA), anti-Ro/SSA (SS; Sjogren sendromu), anti-La/SSB, anti-Sm
(smooth muscle), anti-RNP (riboniikleoprotein), anti histon, anti sentromer, anti-Jo-1
(anti histidil tRNA), anti Scl-70 (sistemik skleroz-70kDa/anti topoizomeraz-1) olarak
sayilabilir. Bu otoantikorlarin klinik yayginlig1 ve hastaliklarla olan iliskileri Cizelge

2.4’de dzetlenmistir™.

Otoantikorlar cesitli otoimmiin romatizmal hastaliklarda tan1 koydurucu
oldugu kanitlanmis araclardir. Bununla birlikte, RA i¢in spesifikligi yiiksek bir

otoantikor heniiz tanimlanmamigstir. Otoimmiinite ve otoantikorlar RA gelisiminde
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onemli olaylar1 yansitmaktadir; ancak patogenezi tam olarak anlayabilmek icin ve

tanisal olarak bu serolojik markerlardan faydalanabilmek icin daha ileri caligmalara

ihtiya¢ vardir.

Cizelge 2. 4. Otoantikorlarin klinik yaygmhgi ve hastaliklarla olan iliskileri >°

Tlgili Hastalikta Saptanma

Otoantikor Tliskili Hastahk . apt
Sikhig1 (%) ™
ANA Sistemik Lupus SLE etkin donem 95-100
SLE durgun dénem 80-100
[lagla uyarilmis SLE 100
Mikst bag dokusu hastaligi(MBDH) 100
Romatoid artrit (RA) 20-40
Progresif sistemik skleroz 85-95
Polimiyozit, Dermatomiyozit 30-50
Sjogren sendromu 70-80
Kronik Aktif hepatit 30-40
Ulseratif kolit 25
Diger romatizmal hastaliklar 20-50
ds DNA SLE 50-60
RA, MBDH 5
SSA (Ro) SLE 15-30
Sjogren sendromu 60
Yeni dogan lupusu 100
Sjogren sendromu 30
SSB (La) SLE 30-50
Sm SLE 25-30
RNP MBDH 95-100
Sistemik skleroz 20
SLE 25-40
Scl-70 Skleroderma 20-30
Jo-1 Polimiyozit 25-45
Sentromer CREST sendromu (skleroderma) 80
Histon llagla uyarilmis SLE 90
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2.2. IMMUNOGLOBULINLER

2.2.1. Immiinoglobiilinlerin Yapisi

Immiinoglobiilinler de denilen antikorlar yabanci bir madde yani bir antijen
varligina karsilik olarak bagisiklik sisteminin iirettigi proteinlerdir. Antikorlarin
antijenlere spesifik baglanmasi yabanci isgalinin varligin1 gosterir ve bu isgalci
patojenin aktivitesini yok etmeden sorumlu olan bagisiklik sistemini harekete
gec;ir'ur.58 Antikorlar, antijenlerle uyarilan B lenfositlerin bagkalasimi ile ortaya ¢ikan
plazma hiicreleri (plazmosit) tarafindan olusturulurlar. Antikorlar bir erigkin

serumundaki protein miktarinin % 25’ini olustururlar™.

Glikoprotein yapisindaki immiinoglobiilinlerin biyolojik 6zelliklerinin hemen
hepsi yapilarindaki polipeptit birimlerine bagldir. Immiinoglobiilinlerin iki temel
islevi vardir. Bunlardan birincisi spesifik antijenlerine baglanmaktir. Ikinci grup
islevi arasinda komplemani aktive etmek, opsonizasyon, sinyal iletimi gibi iglevler

vardir. Bu islevlerin herbirisi immiinoglobiilinin degisik bolgeleri ile iliskilidir®.

Insan serumunda degisik biyolojik 6zelliklere sahip bes degisik antikor sinifi
vardir. En yiiksek derisimde bulunan antikor IgG’ dir. Diger antikor siniflar1 IgA,
IgM, IgD ve IgE’ dir. Biitiin antikorlar, molekiil agirligir 25 kDa olan hafif (L) bir
zincir ve molekiil agirligi 50-77 kDa olan bir agir (H) zincir olmak iizere iki degisik
tiirdeki polipeptit zincirlerinden olugur. Hafif zincir k ve A olmak iizere iki degisik
tiirde bulunabilir ve antikorlarin biitiin siniflarinda vardir. Diger yandan agir zincir
tiirii bir immiinoglobiilinin smifin1 belirleyen zincirdir. IgG’ nin agir zinciri y olarak
adlandirilirken IgA, IgM, IgD ve IgE immiinoglobiilinlerin agir zinciri sirastyla a, p,

& ve ¢ olarak adlandirilir’® !,

IgG, IgA ve IgD sinif1 globiilinlerde Y molekiiliiniin govde kisminda Cy2 ve
Cu3 olmak iizere iki adet (Cul ile birlikte 3 adet), IgM ve IgE globiilinlerin govde
kisminda ise Cy2, Cy3 ve Cy4 olmak iizere ii¢ adet, (Cyl ile birlikte 4 adet) sabit

kivrim bulunur®.
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L polipeptit zincirleri iizerinde bir degisken Vi bir de degismez Cp bolgesi
bulunur. L zincirleri, {iizerindeki C; bolgelerinde goriillen kimyasal yap1
degisikliklerine bagl olarak iki tipe ayrilir. Bunlardan birisi A (lamda) digeri k
(kappa) tipleridir. Bu yap1 degisiklikleri antijenik ayrim saglar.

Bir immiinoglobiilin molekiiliindeki L polipeptit zincirleri ya A ya da « tipi
zincirlerden olusmustur. Aym immiinoglobiilin molekiilii tizerinde hem A hem de «
tipi zincirler bir arada bulunamazlar. Bir hayvandaki x tipi zincir tasiyan
immiinoglobiilinlerin sayisinin, A tipi zincir tagiyan immiinoglobiilinlerin sayisina

orani her tiir canli i¢in degismezdir. Bu oran insanlarda 2:1° dir.

Immiinoglobiilinlerdeki H zincirlerinde, H zincirlerinin C bolgeleri arasindaki
stereokimyasal ve serolojik ayirimlara gore 5 ayr1 yap1 saptanmistir. Bunlar 'y (gama),
o (alfa), pw (mii), & (delta) ve & (epsilon) olarak adlandirilmaktadir.
Immiinoglobiilinlerdeki H zincirlerinin yapis1 o immiinoglobiilinin sinifim belirler.
IgG’de vy, IgA’da a, IgM’de p, IgD’de o ve IgE’de ise € agir zinciri bulunur.

Immiinoglobiilinlerin tiim yapisinda bulunan kisimlar sunlardir:

IgG’de H zincirleri olarak 2 adet vy zincirleri ve bir de iki adet L zincirleri
bulunur. Bu L zincirleri de bir IgG molekiilinde ya A ya da x yapisindadir. Buna
benzer sekilde monomer yapisindaki IgE’de iki adet €, IgD’de iki adet & yapilarinda
H zincirleri ile her birinde ya A ya da k yapisinda ikiger adet L zincirleri bulunur.

Polimer yapisindaki IgM ve dimer yapisindaki IgA immiinoglobiilinlerindeki H ve L

zincirleri daha ¢ok sayidadir.

H zincirleri arasinda ve H zincirleriyle L zincirleri arasindaki baglantiyi
olusturan disiilfit baglarimin sayisi ve baglanti yerlerinin gosterdigi degisikliklere
gore IgG sinifinda 4 alt simif vardir: 1gGy, 1gGa, 1gGs, 1gG4. Bu alt siniflar1 olusturan
agir zincirler de vy, Y, 13, Y4 diir. IgG smifim1 olusturan IgG alt siniflar1 su oranda
bulunur: IgG; % 66, IgG; % 23, I1gGs % 7 ve 1gG4 % 4.

IgA smifindan da IgA; ve IgA, olarak iki alt smf tanimlanmistir.

Immiinoglobiilinlerin cesitli dzellikleri Cizelge 2.5.’de gbrulmektedirsg.
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9¢

Cizelge 2. 5. Immiinoglobiilinlerin 6zellikleri 39

Ozellikler IgG, IgG, IgG; IgG, IgM IgA IgD IgE
Molekiil agirlig 150.000 900.000 170.000 / 180.000 200.000
400.000
Normal serumdaki 1000-1500 60-180 100-4000 3-5 0.01
Yogunluk (mg/100ml)
Serumdaki yar1 miir (Giin) 23 5 6 3 2.5
Salgilarda bulunma - - - - - ++ - -
Plasentadan gecme + + + + - - - ?
Komplemani baglama 2+ 1+ 3+ - + - - -
Hiicrelere baglanma + - + - - - - ?
Mononiikleerlere baglanma
Notrofillere baglanma + - + + - + - -
Mast ve Bazofillere - - - ? - - - +++
baglanma
T ve B lenfositlere b. + + + + (+) (+) - (+)
Plaketlere b. + + + + - - - ?
ACIKLAMA Enfeksiyonlara Enfeksiyonlara Mukozalarda Antikor 6zelligi  Allerjide deri
kars1 geg¢ olusur, kars1 erken salgilanan  saptanamamuistir. ve diger
uzun siireli kalir. olusur. Kisa Ig’dir. Yeni dogan ve dokular1
siireli kalir. lenfoblastik duyarhlastirir.
l6semide lenfosit Allerjide
yiizeylerinde miktar artar.

saptanir.



22.1.1.IgA

Serumdaki immiinoglobiilinlerin %15-20’sini olusturur. Insan serumundaki
IgA’ larin %80’i monomer seklindedir. Tiikiirlik, kolostrum, siit, trakebronsial ve
genitoiiriiner seromiikoz salgilarda bulunan immiinoglobiilinlerin cogunu olusturur®.

2.2.1.2. IgM

Serumdaki immiinoglobiilinlerin %10’unu olusturur. Pentamer seklinde bes

alt iiniteden olusur. Biiyiik kism1 primer immiin yanitta olusur (Sekil 2.5) %%,

pAgIr

Zincirler \

J Zinciri

IgM

Sekil 2. 5. IgM’ nin yapis1 *
2.2.1.3. Igbh
Serumda eser miktarda bulunur. Total plazma immiinoglobulinlerinin %

1’den daha azim olusturur. Dolasimdaki B lenfositlerinin yiizeyinde bulunur. Antijen

uyarimiyla meydana gelen B hiicre farklilagsmasinda rol aldig: samlmaktadir®.

27



2.2.14. IgE

Serumda ¢ok az miktarda bulunur, genellikle mast hiicresi ve bazofil
ylizeyinde bulunur. Bu immiinoglobiilin helmitlere kars1 aktif bagisiklikta ve astim,

saman nezlesi gibi cabuk tip asir1 duyarlilikta etkilidir®,

2.2.1.5. IgG

Elektron mikroskopu ile incelendiginde IgG molekiili Y harfi biciminde
goriiliir. Ikiser ikiser aym yapida olmak iizere IgG molekiilii dort adet polipeptit
zincirinden olusur (Sekil 2.6). Biitiin antikorlar, molekiil agirligr 25 kDa olan hafif
(L) bir zincir ve molekiil agirligt 50 kDa olan bir agir (H) zincir olmak {izere iki
degisik tiirdeki polipeptit zincirlerinden olusur™. IgG molekiilinde L zincirler Y
harfinin kollarinda, H zincirler ise hem kollarinda hem de gdvdesinde bulunurlar.
Kollardaki hafif ve agir zincirler arasinda ve godvdedeki iki agir zincir arasinda
bulunan disiilfit baglar1 polipeptit zincirlerini birbirlerine baglarlar. IgG molekiiliinde
1320 adet aminoasit bulunur. Agir zincirde 446, hafif zincirde ise 214 aminoasit
saptanm1§t1r60. Kollardaki hem L hem de H zincirlerinin bir uglar1 -NH, ile
sonlandiklarindan dolay1 bu uglara amino terminal uglar, zincirlerin diger uglart ise -
COOH ile sonlandiklarindan bu uglara da karboksil terminal uglar adi verilir. Her
polipeptit zincirinin amino terminal uca yakin kisimlar1 6zgiil antijene baglanma
bolgesi olup buna bagli olarak aminoasit sirasinda, diger bdlgelere gore cok
degisiklikler goriiliir. Bu nedenle bu bolgelere degisken bolge (V) denir. Polipeptit
zincirlerinin geri kismi nispeten degismez durum gosterdiginden degismez bdlge (C)
adin1 alir. Her polipeptit zincirinin iizerinde disiilfit baglariyla baglanmak suretiyle
olusturulan kivrim alanlar1 bulunur. Degisken bolgede bulunan kivrim alanlarina V
kivrimlar1 denir. Bunlardan H zinciri iizerindekine Vy, L zincirleri tizerindekine Vi,
kivrimlar1 adi verilir. Degismez bolgedeki kivrim alanlarina C kivrimlar1 denir. 'Y
bicimindeki immiinoglobiilin molekiiliiniin kollarinda, V bdlgesinin hemen altinda,
sabit bolgedeki H zinciri tizerindeki kiviima Cyl, aym bolgede L zinciri tizerindeki

.. 59
kivrima Cp, kivrimlart ad1 verilir”.
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Antijen Baglama

Bolgesi Antijen Baglama

Bolgesi

Hinge Bolgesi

CHO
/

Degisken Bolge

CH2 Sabit Bolge

Fc

o ~00C COO0™

Sekil 2. 6. IgG molekiiliiniin sematik gosterimi

Immiinoglobiilinlerin fonksiyonlarinin incelenmesi icin IgG molekiiliinii,
Y’nin kollarmin, gdvdeyle birlestigi yerden ii¢ parcaya aywran papain enzimi ile
yapilan caligmalarda molekiiliin kollarina isabet eden, antijenin baglandig1 degisken
bolge ve amino terminal uclarinin bulundugu pargalara (iki adet) Fab parcalari
(antijen baglayan fragman) adi verilir. Y seklindeki molekiiliin biyolojik aktivite
gosteren efektor kivrimlarini tagiyan gévde kismina Fc parcasi (kristalize olabilen
fragman) adi verilir. Fab parcasinda hem H hem de L polipeptit zincirleri, Fc

parcasinda yalniz H zincirleri bulunur.

Pepsin enziminin etkisinde ise Y molekiilii kollarin hemen altindan ayrilarak
bir tarafta kalan iki kol ve kisa bir parca govdeden olusan parcaya F(ab) parcasi
denir. Pepsinin etkili oldugu bélge c¢ok esnek bir bolge olup baglanti (mentese:
hinge) bolgesi adi verilir (Sekil 2.6).
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Immiinoglobiilin G’nin alt siiflarinin serum diizeyleri (mg/ml), IgG; igin 5-
12, IgG, i¢in 2-6, IgGs i¢in 0.5-1, IgG4 i¢in 0.2-1’dir. Serumdaki toplam IgG miktari,
v' kronik graniilom 6zelligi gosteren enfeksiyonlarda
v' tiim enfeksiyonlarda
v" hiperimmiinizasyonda
v’ yetersiz ve dengesiz beslenmede (ciddi)
v' serum proteinleri arasindaki normal dengenin bozulmasinda (dysproteinemia)
v" agirt duyarlilik, graniilomlar, deri hastaliklar1 ve 1gG miyelomu ile baglantili
hastaliklarda ve
romatoid artrit’te artarken;
kanda IgG yoklugu ile belirgin genetik hastalikta (agammaglobiilinemia)
lemfoid aplasia’da
secici IgG, IgA eksikliginde
IgA miyelom’da

D N N N NI NN

Bence Jones proteinemia’da (Basta multiple myeloma olmak iizere bazi
kemik iligi hastaliklarinda idrarda goriilen protein cisimcikleri)

v" kronik lemfoblastik 16semi’de azalr.

IgG alt gruplarinin eksikliklerinde, IgG diizeyi normal sinirlarda olup alt grup
yetmezligi vardir. Ciddi vakalarda IgG alt gruplarini igeren immiinoglobiilin tedavisi

kullanilir™.

Antikorlar, ya monoklonal (mAbs) ya da poliklonal (pAbs) olarak iiretilir.
Hiicrenin klonlar1 tarafindan tek bir antikor iireten ve bu nedenle ayni olan
antikorlara mAbs denir. Degisik hiicre dizileri tarafindan iiretilen antikorlar pAbs
degisik antijen baglama 6zelliklerine sahip heterojen bir antikor karigimi olusturur’®,

2.2.2. Teropatik (Iyilestirici) Antikorlar

Giinlimiizde monoklonal antikorlar asilardan sonra ikinci biiyiik

biyofarmosotik {iriin kategorisini olusturur. Klinik deneme asamasinda olan
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biyofarmosotiklerin % 20’ si bu {iriin grubuna aittir® Bugiin piyasada yaklasik 20
monoklonal antikorun cogu kanser hastaliklarinin tedavisinde kullamilmaktadir.
Diger ana hedef gostergeler arasinda immiin ve iltihaph rahatsizliklar vardir®™.
Monoklonal antikorlarin gelistirilmesi sirasinda yukarida anlatilanlar gibi hastalik
tedavisindeki hedef spesifikligi daha uygulanabilir bir hale getirmektedir. Antikora
dayali olan terapilerin amac1 patojenik enfeksiyonu ya da hedef hastaligi elimine

etmek ya da notralize etmektir.

Teropatik antikorlar etkilerini ti¢ farkli sekilde gosterebilir; Birinci alternatif,
antikorun belli bir molekiiliin etkisini, drnegin biiyiime faktorii ya da herhangi bir
diger aracin etkisini bloke etmesidir. Buna antikorun, faktoriin kendisine yada
faktoriin reseptoriine baglanmasiyla ulagilir. Ikinci alternatif, hedef molekiilii elemine
edebilecek bir molekiilii tasiyacak sekilde antikorun belli hiicre gruplarina, 6rnegin
kanser hiicresine karsi yonlendirilmesinin hedeflenmesidir. Ugiincii alternatif,
antikorun ornek olarak hiicre boliinmesi yada hiicre 6liimiine (apoptosise) neden
olabilen bir sinyal molekiilii olarak davranmasidir®. Teropatik antikorlar disinda
teropatik kullanim alan1t olan bir ¢ok fiizyon proteini vardir. Romatoid artritin
tedavisinde kullanilan Enbrel bunlara bir ornektir. Bu molekiil bir antikorun Fc
bolgesinden olusuyorken Fab bolgeleri iki tiimor kangren faktdr (Tumor necrosis

factor, TNF) reseptorleriyle yer degistirirés.

2.2.3. Antikorlarin Uretilmesi ve Saflastiriimasi

Teropatik antikorlarin giicleri nispeten diisiiktiir ve bu nedenle yiiksek
dozlarda verilmelidir. Ayrica tedavi ¢cogu kez kronik hastaliklar i¢in kullanilir. Bu
nedenle piyasa talebini karsilamak amaciyla her yil 10-100 kg gibi biiyiik miktarlarda
saflagtirilmig iriin iiretilmelidir. Her hasta icin ¢ok miktarda tiriiniin gerekli olmasi
monoklonal antikorlarin en pahali ilaglar arasinda yer almasina neden olur. Bir hasta

icin yillik maliyet 35.000 dolara ulagabilir®.

Antikor iiretimi talebini karsilamak icin olduk¢a verimli ve tutarh iiretim

islemlerine bagvurmak gerekir. Giiniimiizde piyasada bulunan monoklonal antikorlar
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biiyiik oranda benzer islemlerle iiretilir ve ¢ogu kez iki ana asamada gergeklestirilir:

yukar1 dogru hiicre yetistirmesi ve asagt dogru saflastirma iglemleri.

Monoklonal antikorlar i¢in en popiiler iiretim sistemi rekombinant memeli
hiicre kiiltiiriidiir. Bu amacla en cok kullanilan hiicre tiirleri Chinese hamster ovary
(CHO) ve murine myeloma (NSO) dir. Asag1 dogru islemler iiriindeki safsizliklari
elemine etmek amaciyla yapilir. Bu safsizliklar dimerler, agregatlar ve iiriiniin
degisik izoformlart gibi iriin iliskili ya da konak hiicre proteini (HCP), niikleik
asitler (DNA, RNA), tutuklama basamagindan li¢ edilen protein A ve hiicre kiiltiirii
ortam bilesenleri gibi islem iliskili olabilir®. Asag: dogru islemler ya santrifiijle ya
da mikrofiltrasyon yoluyla hiicre uzaklastirmasiyla baglar. Sonraki basamak
normalde protein A’ mnin ligand oldugu afinite kromatografisiyle tutuklama
basamagidir. Geriye kalan safsizliklar1 uzaklastrmak i¢in iyon degistirme
kromatografisi gibi ek kromatografi basamaklari ¢ogunlukla kullanilir. Uretim
islemlerinde kromatografi basamaklarinin disinda filtrasyonun ara operasyonu olan

viral temizlik de vardir®.

2.24. IgG’ nin Tip Uygulamalari

1940° larda Cohn ve arkadaglarinin, insan kanimi fraksiyonlayarak ©nemli
proteinlerin eldesini saglayan kimyasal prosesi gelistirmeleriyle ilk immiinoglobiilin
cozeltileri (sadece intramuskular kullanima uygun olan) elde edilmistir”. Bu gelismeyi
takip eden on yil icinde, cesitli primer immiin yetmezliklerin genetik temeli tanimlanmis
ve karakterize edilmistir. Bu buluglar insan immiinoglobiilinlerin diizenli olarak hastalarin
tedavisinde kullamlabilmelerini saglamis, boylece hastalarin yasam kalitesi yiikseltilmis ve
yasam siireleri artirdmistr. Takip eden c¢alismalarda, tedavi amagh spesifik
immiinoglobiilin preperatlar1 ve profilaksiye karsi spesifik patojenler (hepatit B, tetanoz

ve bogmaca) tiretilmistir. Biitiin bu hiperimmiinoglobiilinler kas i¢i yolla uygulanmislardir.
Enjeksiyonlarin ac1 verici, dozlarmn smirlt ve tekrarmi zor olusu, enjekte edilen

immiinoglobiilinlerin kas icerisindeki proteazlar tarafindan pargalanmasi, geriye kalan

immiinoglobiilinlerin, enjeksiyondan hemen sonra kan dolasimina girmesinden dolay1 bu
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tiir uygulamalar, hem hasta hem de tedaviyi uygulayan kisi icin bazi zorluklar
olusturmustur. IgG'nin ¢okmesi nedeniyle immiinoglobiilinlerin dogrudan kana
enjeksiyonunun, tehlikeli sonuglara yol agtig1 goriilmiistiir. Takip eden ilk calismalar kismi
enzimatik (pepsin ve papain proteazlar1) sindirim ile immiinoglobiilinlerin dogrudan

intravendz uygulamalarina olanak saglamistir.

1970 li yillarin sonlarina dogru bu preparatlar kolaylikla uygulanmaya baglamistir.
1980 li yillarin baginda Barandun ve arkadaslari, gen¢ bir otoimmiin trombositopeni ve
hipergammaglobiilinemi hastasinda intravendz immiinoglobiilin tedavisini uygulamis ve
farkli bir uygulama alam acmislardu®. Son yillarda yapilan calismalarda intravenoz
immiinoglobiilinler, ¢esitli primer ve sekonder immiin yetmezliklerin, AIDS hastalarinin,
prematiire, kemik iligi kanseri, kronik lenfotik l16semi hastalarinda, ilik ve karaciger
nakillerinde, riskli karin bolgesi cerrahi operasyonlarindan sonra ve yaniklarin tedavisinde

kullanilmaya baslam1§t1r69.

2.2.5. Insan Plazmasindan IgG Ayrilmasi

2.2.5.1. Cohn Metodu

Proteinlerin etanol-su karisimlarindaki ¢oziiniirliiklerinin farkina dayali tiim
plazma protein fraksiyonlanmasi i¢in Cohn yOnteminin gelistirilmesi ayirma
islemleri i¢in gerceklestirilen en biiyiik basarilardan birisidir®’. Bu yontem iizerinde
cok kiigiik degisiklikler yapilarak gerceklestirilen fraksiyon IV-4 + V c¢okelegini
veren ybntem,70 daha kolay bir fraksiyonlama i¢in Fraksiyon IV’iin elimine edildigi
ve etanol kullamiminin azaltildig: Kistler ve Nitschmann metodu,”""? Fraksiyon II
izerine yapilan gallsma,73 diger plazma proteinlerinin denatiire edilerek albiiminin
daha izl saflastirilmasina olanak veren 1s1-etanol yontemi'* kayda deger calismalar
arasindadir. Etanol/pH degisimi ile her basamakta elde edilen protein gruplari,

Cizelge 2.6." da verilmistir.
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Cizelge 2. 6. Cohn sisteminde plazma proteinlerini dagilimi

Fraksiyon %Etanol pH Proteinler
I 8-10 7.2 Fibrinojen, Faktor VIII, Fibronektin, Clq, Clr, Cls
II + III 25 6.9 IgG, IgA, IgM, Faktor II, VII, IX, X ve globiilinler
o- ve B-globiilinler, AT-III, a ;-antitripsin, IgM,
V-1 18 52 & : pain. 18
komplement bilesenleri
a- ve B-globiilinler, transferrin, seriiloplazmin,
V-4 40 5.8
Haptoglobiilin
v 40 4.8 Albiimin, o - ve B-globiilinler

Cohn fraksiyonlama sisteminin avantajlar1 yontemin esasinin basitligine
dayalidir. Basit reaktifler kullamlmasi, biiyiik Olcekte etanol fraksiyonlamasinin
olumlu ge¢cmisi ve iiriinleri, yontemin kullaniminin halen devam etmesinin en temel

nedenleridir. Yontemin avantajlar1 Cizelge.2.7’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 2. 7. Cohn fraksiyonlama sisteminin avantajlari

Etanol ucuzdur ve kolaylikla temin edilebilir

Islem ve iiriinler kabul edilmistir

Uriinlerin terdpatik kullanim igin giivenli oldugu kabul edilebilir
Bakteriostatik kosullarda fraksiyonlama yapilir

Kesikli/siirekli sistemlerde kolaylikla uygulanabilir

Biiyiik dlcekli kesikli iiretime uygundur

Yaygin kullanimi olan bir yontemdir

Cohn yontemi, islem siireci, lirlin gereksinimleri, iiriin spesifikasyonlart ve
fabrikanin {iretimi devam ettirmesi i¢in gerekli servis ve bakimdan kaynaklanan
dezavantajlara da sahiptir. Bu faktorler endiistrisi iyi gelismis iilkelerde probleme
neden olmazken digerlerinde Cohn yOnteminin siirekli devam ettirilmesi sorun

olusturabilir. Yontemin dezavantajlar1 Cizelge 2.8°de dzetlenmistir.
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Cizelge 2. 8. Cohn fraksiyonlama sisteminin dezavantajlar1

Bir litre plazmaya karsilik iki litre etanol kullanilmalidir

Sogutma sistemi gereklidir

Soguk alanlar ve sogutmali tanklar gereklidir

Sivi/katt ayirma el kontrollii, siireksiz sistemde gerceklestirilmektedir
Protein denatiirasyonu gerceklesir

S1vi fazda protein kayiplar1 gerceklesir (%60-%70’1 cokelekte)
Kiiciik dl¢ekli iiretime uygun degildir

Yiiksek kalitede baglangic materyaline gerek vardir

2.2.5.2. IgG’ nin Cok Basamakli Ayrilmasi

Yontem 1983 yilinda Berglof, Eriksson ve Curling tarafindan soguk etanol
yontemiyle elde edilene esdeger veya ondan daha iyi oOzellikte albiimin ve
immiinoglobiilin G ayirma i¢in gelistirilmistir”. Bu yontemde baslangic metaryali
olarak kryosiipernatant kullamilmaktadir. Plazma -20 °C’de depo edilir ve
kullanilmadan 6nce 4 °C’de normal olarak eritilir. Sayet plazma IgG saflastirmak i¢in
kullaniliyorsa, pH 7.0’de DEAE-Sepharose CL-6B kolonondan 0.02 M fosfat
tamponu ile IgG’ nin eliisyonunun ardindan pH 4.5’de 25 mM asetat tamponu ile
albiimin iceren fraksiyon elde edilir. Desorbe edilen IgG 0.02 M fosfat tamponu ile,
(pH 5.8) SP-Sephadex C-50 iizerine adsorbe olur ve 0.15 M glisin ile (pH 9.0)
desorbe edilir.

2.3. AFINITE KROMATOGRAFISI

Modern biyoteknolojide karsilagilan en ©nemli sorunlardan biri de
biyomolekiillerin (proteinler, enzimler, hormonlar, antikorlar ve antijenler gibi)
bulunduklar1 ¢ok bilesenli karmasik ortamlardan (kan, viicut sivilar1 ve mikrobiyal
kiiltiir ortamlar1 gibi) secici olarak kazamlmasi ya da saflagtirilmasidir. Bu
molekiillerin elde edilmesinde tiim maliyetin % 50-80° ini ayirma ve saflagtirma
islemleri olusturmaktadir. Giiniimiizde laboratuvar ya da endiistriyel 0Olgekli

yaklasimlarda boyut, elektriksel yiik, yogunluk gibi ayirt edici Ozelliklerden
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yararlanilarak biyomolekiiller saflastirilmaktadirlar. Bu amacla ¢ok degisik
yontemler gelistirilmis olmasina ragmen halen konuyla ilgili yogun arastirmalar
devam etmektedir. Klasik ayrrma yontemlerinde “segicilik’ten, bir baska deyisle

“molekiiler tanima” kavramlarindan bahsetmek giigtiir.

Proteinler, antikor ve antijenler, ilaclar ve hiicreler gibi bircok biyolojik
yapiin biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinden yararlanarak izole edilmesinde ve
saflagtirnlmasinda kullanilan “afinite kromatografisi”, saflagtirma teknikleri arasinda
seciciligi ve duyarliligi ile essiz bir yer tutmaktadir. Klasik yontemlerden farkli
olarak, bu teknikte biyolojik molekiiller cok secici olarak “Biyolojik Tanima”

yetenegine sahip “ligandlar” kullanilarak saflagtirilmaktadir’®.

Afinite kromatografi bir biyolojik ligand (drnegin: substrat, enzim yada
hormon) ya da onun sentetik bir analogu ile protein molekiilii tizerindeki
komplementer baglanma bdlgesi arasinda olan 6zgiin etkilesimi esas alan gii¢lii bir
protein saflastirma yontemidir. Burada sdz konusu etkilesim antikorlarin antijenlerle,
enzimlerin substrat anologlariyla ve de hormonlarin reseptérleri ile olan etkilesimleri
tiriindendir. Afinite kromatografisinde kullanilan biyolojik etkilesimler Cizelge 2.9’

da verilmistir.

Cizelge 2. 9. Afinite kromatografisinde kullanilan biyolojik etkilesimler

Ligand Ligandla Etkilesen Protein

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Inhibitor Enzim (ligandlar genellikle substrat veya kofaktor cesitleridir)
Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre yiizey reseptorleri, zar

proteini, hiicre
Niikleik asit Niikleik asite bagl protein (enzim veya histon)

Hormon, Vitamin = Reseptor, Tastyici protein

Seker Lektin, enzim veya diger seker baglh proteinler
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Afinitenin genis alanda degisik uygulamalar1 nedeniyle alt afinite teknikleri
ortaya ¢ikmis ve bazilar1 kendilerine 6zel isimler almislardir. Cizelge 2. 10 da bu

tekniklerden bazilar1 verilmistir.

Cizelge 2. 10. Afinite kromatografisinin alt baghklar

[ 1.Hidrofobik Kromatografi
2.Immunoafinite Kromatografisi
3.Kovalent Afinite Kromatografisi
4. Metal-Selat Afinite Kromatografisi
5.Molekiiler Baskilama Kromatografisi
6.Membran Bazli Afinite Kromatografisi
7.Afinite Kuyruk Kromatografisi
8.Lektin Afinitesi
9.Boya Ligand Afinite Kromatografisi

10.Reseptor Afinitesi

Afinite Kromatografisi 11.Zayif Afinite Kromatografisi

12.Perfiizyon Afinite Kromatografisi
13.Tiyofilik Kromatografi
14.Yiiksek Performans Afinite Kromatografisi
15.Afinite Densite Pertubasyon
16.Kiitiiphane Tiirevli Afinite
17.Afinite Coktiirme
18.Afinite Elektroforezi
19.Afinite Kapiler Elektroforezi

20.Santrifiij Afinite Kromatografisi
K21.Afinite Repulsion Kromatografisi

Bu yontemde ayrilacak olan molekiilii iceren ham karisim kolondan gegirilir.
Belirlenen deneysel kosullarda immobilize olan afinite ligandu ile etkilesime girecek uygun
gruplart bulunmayan molekiiller kolondan alikonmadan cikarlar, afinitesi olanlar ise
kolonda adsorbe olurlar. Daha sonra adsorplanan molekiillerin, ortam kosullarinin
degistirilmesi ile (pH, iyonik kuvvet, sicaklik degisimi veya iire, guanidin gibi ayristiric
ajanlar ile) veya ligand c¢ozeltisinin kullanilmasi ile kolondan ayrilmasi saglanir. Ligand ile
saflagtirilan molekiil arasinda kompleks olusumu iyonik etkilesim, hidrofobik kuvvetler,
London dispersiyon kuvveti, dipol dipol etkilesimi veya yiik-transfer etkilesimleri gibi
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genel molekiiler kuvvetler ile gerceklesir. Bu kuvvetlerden birkagimn aym zamanda

gerceklesmesi 6zgiil bagin seciciligi ve etkinligini olugturan en temel etmendir.

Ligandin kovalent olarak baglandig1 kat1 destek, kromatografik kolonda sabit faz
olarak kullanilir. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi Sekil 2.7 de verilmistir.

Matriks

0 Adsorpsiyon

/ + I
Desorpsiyon

%_-) Amn ile

Sekil 2. 7. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi

Ligand

BUIBYIX

2.3.1. Matriks Secimi

Afinite kromatografisinin gelismesindeki en onemli etmenlerden birisi de kati
desteklerin gelistirilmesi olmustur. Kati destegin dogru secilmesi, matriks ve afinite ligandi
arasindaki kovalent bag kromatografik ayrmanin belki de en 6nemli basamagmi teskil
etmektedir. Kati destek immobilize edilen ligand ve adsorplanacak biyomolekiiliin
kararhlig1 tizerine de 6nemli etkiye sahiptir. Kat1 destek bazi durumlarda ligandin kendisi
de olabilir (6rnegin lektinlerin saflagtirlmasi icin polisakkaritlerin kullamlmasi gibi). Cok
sayida farkli tiirde destek malzemesi, bunlarin aktive edilmis formlart ve hemen kullanima

hazir hale getirilmis afinite sorbentleri ticari olarak mevcuttur (Cizelge 2.11).
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Cizelge 2. 11.Afinite kromatografisi i¢in bazi kat1 destek tiirleri

Tiir Kimyasal Yap

Biyopolimerler Agaroz, Dekstran, Seliiloz

Sentetik kopolimerler Poliakrilamid, poli (HEMA), polistiren
[norganik malzemeler Gozenekli cam, demir oksit (magneto jeller)
Biyopolimer/sentetik kopolimerler Agaroz, poliakrilamid

Inorganik malzemeler/organik kopolimerler  Silika/hidrofilik kopolimerler

Kati destek agagida belirtilen 6zelliklere sahip olmahdir:

Coziinmemelidir.

Uygun gecirgenlige ve biiylik i¢ ylizey alanina sahip olmahdir.
Yiiksek sertlige ve uygun partikiil formuna sahip olmaldir.
Non-spesifik adsorpsiyon diisiik olmalhdir.

Afinite ligandmnin baglanmasi i¢in fonksiyonel gruplar icermelidir.

AN e

Ligand immobilizasyonu, adsorpsiyon, desorpsiyon ve rejenerasyon kosullarma
kars1 kimyasal olarak kararh olmalidir.

7. Mikrobiyal ve enzimatik ataklara karsi dayanikli olmahdir.

8. Hidrofilik karakterde olmalidir.

2.3.2.Afinite Ligandin Sec¢imi

Afinite kromatografisinde kullanilabilecek bir ligandin iki kosulu saglamasi

gereklidir;

1- Saflastirilacak madde ile spesifik ve tersinir bir kompleks olusturmalidir.
2- Bilesik, matriksle kovalent olarak baglanmasina olanak verecek

fonksiyonel gruplar icermelidir.
Bu iki kosulu saglayan ¢ok sayida bilesik mevcuttur. Afinite kromatografisi

prensiplerinin pratige uygulanmasinda kullamlabilecek biiyiik cesitlilik, yontemin

etkinligini belirler.
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Bu etkinligi saglayan faktorler sunlardir:

v Istenilen amaca gore 6zel olarak uyarlanarak kullanilabilecek ligandlarimn
cesitliligi,
v" Grup-spesifik ligandlarin kullanimi,

v" Bir maddenin saflagtirilmasi i¢in kullamilabilecek ligandlarin gesitliligi.

Ligandlara ornekler Cizelge 2.12° de verilmistir. Afinite ligandlar1 oldukca
farklh tiirlerde kimyasal bilesikler olabilir. Proteinler ve antikorlar gibi yiiksek
molekiil agirlikli molekiillerin yanisira substratlar gibi basit, diisiik molekiil agirlikll
bilesikler de afinite ligandi olarak kullanilabilir. Ayrica herhangi bir biyolojik
fonksiyonu olmayan basit molekiillerin de kullanimi miimkiindiir. Hemoglobin
saflastirilmasi icin kat1 destege bagli imidazol ve grup-spesifik ligand olarak genis

uygulama alani bulan reaktif boyalar bu tiir ligandlara 6rnek olarak verilebilir’ 2,

Cizelge 2. 12. Afinite kromatografisinde kullanilan bazi ligand siniflar

Uygulama alam Ligand

Enzimler, substratlar ve analoglari, iiriinleri,

Enzimoloji (enzimler, inhibitorler, inhibitorleri, allosterik efektorleri, kofaktorler,

kofaktorler) antikorlar, biyolojik fonksiyonu olmayan
maddeler

Peptitler Enzimler, antikorlar

Immiinoloji Haptenler, antijenler, antikorlar

Protein Kimyasi (reseptorler, Hormonlar, vitaminler, steroidler, lektinler,

tagima proteinleri, glikoproteinler)  lipidler, antikorlar, mono- ve polisakkaritler

Niikleik asit bazlari, niikleozidler,
Niikleik asitler, niikleotidler
oligoniikleozidler, dihidroksiboril tiirevleri

Hiicre ve viriislerin 3 ' '
' ' Antijenler, antikorlar, lektinler, hormonlar.
fraksiyonlanmas1 ve izolasyonu

Afinite ligandlar1 spesifite ve kapasite bakimindan oldukca genis bir dagilima

sahiptirler. Antijen-antikor etkilesimi gibi yiiksek afiniteli etkilesimler ve enzim-
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substrat etkilesimleri gibi daha diisiik afiniteli etkilesimler afinite kromatografisinde

kullanilabilir.

Dar bir secicilik aralifina sahip veya monospesifik bir ligandin kullanilmas1
yiiksek bir etkinlik ve saflikta tek bir bilesigin saflastirilmasina olanak verir. Ancak,
bu aym zamanda saflastirnllacak her madde i¢in ©Ozel bir ligand-matriks
kombinasyonu gerektireceginden bir dezavantajdir. Dolayisiyla grup-spesifik
ligandlar cok daha biiyiik pratik 6neme sahiptir83. Tek bir afinite matriksi ile ¢ok

cesitli maddelerin saflastirilmasina olanak verirler.
2.3.3.Uzaticx Kollar

Genellikle diisiik molekiil agirlikli ligandlarin kullanildigi durumlarda (M A<5000)
sterik engellemelerin giderilmesi amaciyla tasiyiciya baglanan bilesikler uzatici olarak
adlandirtlir (Sekil 2. 8).
Bu tiir tagtyicilarin sentezi icin iki yontem vardir;
1. Uzatict tagtyiciya baglanir ve aktivasyon ile uzaticimin ug grubuna ligand baglanir.

2. Sentezin ilk basamaginda uzatici siibstitiient olarak baglanir. Ikinci basamakta yan

zincir iizerinden matriks aktivasyonu gerceklestirilir.

—I ia
(a) (b}

Sekil 2. 8. Uzatic1 kolun fonksiyonunun temeli (a) baglanmama, (b) zayif etkilesim,

(c)

(c) ligand ve substrat arasinda optimum etkilesim
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Her iki yontemin de avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Basit olmasi nedeniyle
daha ¢ok ilk yontem kullamlir. Dezavantaji sentezlenen matriksin heterojenligidir. Polimer
analogu reaksiyon iizerinden basamakli sentez sonucu, matrikste kalan siibstitiiye olmamig
uzaticilar hidrofobik veya iyonik etkilesimlere girerek non-spesifik baglanmaya neden
olurlar. Spesifik olmayan etkilesimler uzaticinin zincir uzunluguna ve yapisina baghidir.
Ayrica pozitif yiiklii amin azotunun olusmasi etkilesimin bozulma olasiligim artirir. Cok
sayida uzatict kol ve bunlarin degisik matrikslere baglanmasi arastirdmistir. Bazi
karakteristik 6rnekler Sekil 2.9 da 6zetlenmistir.

(a) — ﬁ— O—CH,— CH,——OH
0
(b) —Si— (CHy3;— NHp
(©) ——NH— (CHp);—NH, n=2-12
(d) —NH— (CHy)7—COOH  n=2-12
e — O— CH,—— CH—CH)
© N
o]

(H — NH— (CHp)3— NH— (CHp)3—— NH)

OH |(|) OH
(2) —NH— CHy— |CH— CHy—NH— C— CHy——NH— CH;——CH—CH;——NH,
(h) — NH— CHy— |T_ NH— ﬁ‘— NH— CH;— COOH

0 o]
0 fr OO0

Sekil 2. 9. Afinite kromatografisinde kullanilan baz1 uzatici kollar:

(a) Hidroksialkilmetakrilat; (b) 3-aminopropilsilan; (¢) w,w’- diaminokarbonikasit;
(d) w-aminokarbonikasit; (e) bisokziran; (f) 3,3’-diaminopropilamin;

(g) 1,3-diamino-2-propanol; (h) oligopeptitler; (i) diazonyum tuzlari.
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2.3.4. Aktivasyon Yontemleri

Ligandlarin destek materyallerine immobilizasyonu icin ¢ok cesitli yontemler
bulunmaktadir. En sik kullanilan yontem, agarozun siyanojen bromiir ile
aktivasyonudur. Bu yontem cok yaygin kullanilmasina ragmen, ligandin izoiire
izerinden baglanmasi, saflagtirma islemi sirasinda bazi problemlere neden

olmaktadir. Bu problemler; yiikten dolay1 non-spesifik baglanma ve izoiire baginin

kararsizligindan dolayi, ligand sizmasidir®

7
OH % .
A %: CNBr —O—NC +HoN-ligand
OH /
7
COOH .
DCC E*O— K +HzN-ligand
NHS
COOH
OH
. PNPOCOCI o-@-o @—NOz +HzN-ligand
OH
OH f
DSC 0O-C-O-N +HzN-ligand
OH

Sekil 2. 10. Degisik aktive tagiyicilara ligand immobilizasyonu:

H

O-C-NH-ligand

AN

3

NH-ligand

O-C-NH-ligand

O-C-NH-ligand

S

(A) siyanat ester, siyanojen bromiir aktivasyonu ile elde edilen izoiire tiirevi;
(B) amid tiirevi ile sonu¢lanan N-hidroksi siiksinimit asit esteri;
(C) ve (D) p-nitro-fenilkloroformat aktivasyonu sonucu elde edilen p-nitro-fenil

ve N-hidroksi siiksinimit karbamat tuirevleri
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Afinite kromatografisinin ilk uygulanmaya bagladigi zamanlarda en cok
kullanilan aktivasyon yOntemlerinden biri de, ligandin matrikse N-hidroksi
stiksinimid gibi aktif esterler iizerinden baglanmasini saglayan ybntemlerdirgs. Aktif
esterlerin hazirlanabilmesi i¢in matriksin karboksil gruplar1 icermesi gerekmektedir.
Bu matriksler, kolaylikla agaroz iizerindeki hidroksil gruplarinin, siyanojen bromiir,
aktif karbonatlar ve istenen uzatici kol uzunluguna gore w-amino asitlerle aktive

edilmesiyle hazirlanabilirler (Sekil 2.10).

Bu yontemlerin kararliik  problemleri nedeniyle,86 N,N,N,N-
tetrametil(sitksinimid) uroniyum tetrafloroborata dayali yeni bir yOntem
gelistirilmistir87. Bu tiir aktive edilmis matrikslere kovalent olarak baglanmis

ligandlar kararli amid baglar1 olustururlar.

Diger bir aktivasyon yontemi, polisakkaritlerin de aktivasyonunda kullanilan,
hidroksil fonksiyonel gruplarina sahip polimerlerin N-N disiiksinimidilkarbamatla
(DSC) aktivasyonudur. Bu tiirevler fizyolojik pH'da niikleofillerle reaksiyona
girmekte ve ligand kararli karbamat bagi ile matrikse baglanmaktadir. Cesitli
ligandlarin (enzimler, enzim inhibitorleri, antijenler, ve antikorlar) biyolojik
aktivitelerini kaybetmeden immobilizasyonu aktive karbonat tasiyicilarla miimkiin

olmaktadir®®,

2.4. HEMOPERFUZYON

Hemoperfiizyon ila¢ zehirlenmeleri ve kronik bobrek yetmezliklerinde
basariyla kullanilan bir tedavi yontemidir. Bu uygulamalarin yanisira karaciger
yetmezligi, sizofreni, siroz, vb. gibi metabolik kokenli ve nedeni tam olarak
bilinemeyen hastaliklarin tedavisinde ve Ozellikle son yillarda kanser ve benzeri
hastaliklarda patojenik antikorlarin kandan uzaklastirilmasinda da yaygin olarak

uygulanmaktadir (Sekil 2.11).
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Kan Pompasi

Hemoperfiizyon
Kolonu

Graniiller

Sekil 2. 11. Genel bir hemoperfiizyon semas1

Hemoperfiizyonun temel prensibi, kandaki hiicre ici veya hiicre dis1 zehirli
veya zararlt metabolik atiklarin aktif karbon, iyon degistirici regineler, polialdehitler,
silika jel, vb. gibi adsorbanlara adsorplanarak ekstrakorporal dolasim sisteminde

uzaklastirilmasi esasina dayanir.

Hemoperfiizyon ilk kez 1964 yilinda Yatzidis tarafindan uygulanmstir®.
Daha sonra Dunea ve Kolff, hemoperfiizyonu iireli hastalarda kullanmislardir™. Bu
caligmalarda sorbent olarak aktif karbon kullanilmistir. Aktif karbonun klinik
uygulamalarda gosterdigi ince partikiil salimi1 gibi sorunlarin dniine gecmek i¢in yine
ilk kez Yatzidis tarafindan aktif karbon graniiller seliiloz asetat ile kaplanmis ve bu
partikiiller ile doldurulmus hemoperfiizyon kolonlar1 akut ve kronik bobrek
hastalarina uygulanmistir.”’ Daha sonra yiiriitiilen calismalarda aktif karbon ve diger
sorbentler hem sorbentin kan ile uyusabilirligini arttirmak hem de pratik
uygulamalardaki salim sorunlarinin dniine gecebilmek icin cok degisik malzemelerle
(akrilik polimerler, kollodion, naylon, polietilenglikol, jelatin, vb.) kaplanm1§t1r92'94.
Bu bilgilerin 15181 altinda piyasada hemoperfiizyon icin uygun ¢ok sayida sistemin
oldugu goriilmektedir. Fakat bu c¢aligmalarin hepsinde kullanilan sorbentler

nonspesifik sorbentlerdir. Yani spesifik olarak kandan istenilen malzemeyi

uzaklastirma yetenegine sahip degildirler.
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Hemoperfiizyon tedavisinde giiniimiizde klasik sorbentlerin yerini biyolojik
ve/veya kimyasal olarak modifiye edilen spesifik sorbentler almaktadir. Bu spesifik
sorbentler kanser ve benzeri hastaliklarin tedavisine yonelik patojen antikorlarin
kandan uzaklastiriimasinda uygulanmaktadir’'®. Kanserli hasta serumunda bulunan
bagisiklik sistemini baskilayict patojenik antikorlar antitiimor aktivitesini inhibe

ederek, ilac ile tedaviye kars1 direng olustururlar''

. Bu nedenle kanser tedavisi gbren
hastalardan, bagisiklik sistemini baskilayic1 ve ¢ok giiclii inhibisyon aktivitesine
sahip bu patojen antikorlarin uzaklastirilmalar1 gerekmektedir. Bu amacla spesifik
sorbentlerin kullanildig1 ve patojenik antikorlarin uzaklastirilmasinin amaglandigi
hemoperfiizyon yontemleri 5nem kazanmaktadir'®. Ozellikle 1958'de, protein-A'mn
Jensen tarafindan "Staphylococcus aureus" bakteri hiicrelerinden izole edilmesi ve
yapisal analizleri sonucu, bu proteinin immiinoglobulinlere ilgisinin ¢ok yiiksek

oldugunun gosterilmesinden sonra, ¢aligmalar "Protein-A immobilize" sorbentler

izerinde yogunlagmistir.

Hemoperfiizyon tedavisinde spesifik sorbentlerin kullanildigi1 bir bagka
uygulama SLE hastaliginin tedavisidir. Bu hastaligin en 6nemli klinik gostergeleri,
deri ve bobreklerde neden oldugu bozukluklardir. Tedavide ge¢ kalinirsa hemolitik

. C o . .« . . 103,104
anemiye ve merkezi sinir sisteminde de 6nemli tahribata neden olmaktadir " "".

SLE hastaliginin temel nedeni, viicudun bagisiklik sisteminin heniiz tam
olarak bilinmeyen sorunlar yiiziinden kendi DNA'sina karsi patojen antikorlar
olusturmasidir'®'%”. SLE hastaligmin tedavisi i¢in hasta plazmasindaki anti-DNA
antikorlarinin uzaklastirilmalart gerekmektedir. Bu amagla, DNA immobilize
spesifik sorbentlerin kullamildig1 ekstrakorporeal hemoperfiizyon sistemleri ile
patojen anti-DNA antikorlarimin viicuttan uzaklastirilmalari, alternatif ve etkin bir

hemoperfiizyon tedavi yontemi olarak nem kazanmaktadir'®.

Bir bagka hemoperfiizyon uygulamast koroner kalp hastaliklarinin
(atheroskleroz) tedavisinde, hastalarda lipoprotein diizeyini diistirmektir. Kandaki
yiiksek kolesterol seviyesinin kalp damarlarin1 6zellikle ana damarlar1 daralttigi uzun

stiredir bilinmektedir. Kolesterol, steroid hormonlar ve hiicre membraninin yapisinda
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yer alan ve akiciligini diizenleyen, viicut islevleri i¢cin az miktarlarda ihtiya¢ duyulan
lipid smifi bir maddedir. Viicudun kendisi tarafindan {iretildigi gibi besinler
araciligiyla da viicuda alinir. Hidrofobik karakteri yiiksek bir madde olan kolesterol,
kanda lipoproteinler tarafindan tasinir. Bu amagla, diisiik molekiil agirlikli heparin
immobilize spesifik sorbentlerin kullanildig1 ekstrakorporeal hemoperfiizyon
sistemleri ile kolesteroliin viicuttan uzaklastirilmasi, etkin bir tedavi yontemi olarak

degerlendirilmektedir.

2.5. BIYOMALZEMELER VE BiYOLOJIK UYUSABILIRLIK

2.5.1. Biyomalzeme-Kan-Doku Etkilesimi

Biyomalzeme, biyolojik sistemle kisa-uzun siireli etkilesen materyalleri
tanimlayan bir sozciiktiir. Bir kalp kapakcigi, hemodiyaliz membrani, kontak lens,
kan torbasi, hatta hastanelerde kullanilan test tiipleri biyomalzeme olarak
degerlendirilebilir. Polimerler basta olmak {izere, metaller, seramikler, dogal doku

boliimleri, vb. bir¢cok degisik uygulamada biyomalzeme olarak uygulanmaktadir.

Bir malzemenin biyolojik uygulamalarda kullanilabilmesi i¢in, kullanilacag:

yere bagl olmakla birlikte su 6zellikleri tasimasi gerekir:

Biyolojik sistemle uyusabilir olmalidir.
Toksik, alerjik, kanserojen, vb. yan etkiler yapmamalidir.

v Kullanilacag1 amaca gore istenilen fonksiyonel, mekanik ve diger 6zelliklere
sahip olmal1 ve bunlar1 yeteri siire korumalidir.

v Kolaylikla saflagtirilabilmeli, sekillendirilebilmeli ve steril edilebilmelidir.

Biyomalzemenin biyolojik c¢evreyle uyumunu ifade eden “biyolojik
uyusabilirlik”, siiphesiz, biyomalzeme uygulamalarinda ilk aranan Ozelliktir.
Biyomalzeme yalnizca dokularla temas ediyorsa “Doku Uyusabilirligi”’, kan ile

temas ediyorsa “Kan Uyusabilirligi” 6n planda degerlendirilir. Birgok durumda hem
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doku hem de kanla temas s6z konusudur. Ornegin, yapay damar protezlerinde,

damarin i¢inden kan akarken, dis tarafi ise dokuyla temastadir.

Biyomalzemelerin kanla temas ettigi durumlarda biyolojik sistemin (kanin)
cevab1 Sekil 2.12°de verilmektedir. Kanla yabanci cisim (biyomalzeme) temas
edince, ylizeye once iyonlar ve proteinler, daha sonra kan hiicreleri (trombositler)
gider. Materyal kanla uyusabilir ise genellikle albiimin molekiillerinin yiizeye tercihli
olarak yapismasiyla ylizey pasifize edilir. Sonradan gelen trombositler yiizeyde
onemli bir morfolojik degisime ugramadan otururlar. Bu durumda materyal viicut
tarafindan kabul edilmistir. Kanla uyusmayan durumda ise, yiizeydeki trombositler
hizla morfolojik degisime ugrarlar, yiizeyde yayilir ve iclerindeki aktif kimyasallari
salar. Bu diger hiicreleri cagirir ve pihtilagma mekanizmasin1 harekete gegirir.
Yiizeyde cok sayida hiicreyi hapsetmis olan kan pihtis1 yigin1 (trombus) olusur.
Trombuslarin yiizeyden kopmasi emboli ile kan damarlarinin tikanmasi ve oliime
kadar giden olaylar zincirini baslatir. Bu yabanci materyalin viicut tarafindan

reddedilmesidir.

KAN-BIYOMATERYAL ETKILESMESI

«— PROTEIN ADSORPSiYONU

A 4

TROMBUS OLUSUMU
Fibrin % Eritrosit + Trombosit

A 4

A 4

< EMBOLI OLUSUMU

A 4

A
r v

L, IYILESME MATERYAL UYUSMAZLIGI

Sekil 2. 12. Kan-biyomalzeme etkilesimi

Yabanci cismin (biyomalzeme, mikroorganizma, vb.) dokuyla temasi ise
Sekil 2.13’de sematize edilen olaylara yol agar. Dokunun yabanci cisme cevabi
fiziksel (yiizey alam, sekil, hareket, vb. gibi) ve/veya kimyasal (disar1 sizan kimyasal
bilesenleri, biyodegradasyon iiriinleri, vb. gibi) nedenlerden ortaya ¢ikabilir. Uyar1

48



cesitli yollarla viicudun koruma sistemlerine iletilir. Bolgede kan akis miktar: artar,
kan akis1 ile bolgeye gelen koruyucu hiicreler hizla goéreve baslar. Yabanci cisim
kiiciik ise (Ornegin bir mikroorganizma) viicut savunmasinda gorevli lokositler,
makrofajlar, vb. yabanci cismi yutup enzimleri ile yok etmeye calisirlar. Cisim
fagosite edilemiyorsa, etraf1 fibroz bir dokuyla enkapsiile edilir veya icinde fibroz
doku biiylimesi gozlenir. Bu uzun zamanda, viicudun enzim sistemleri ile ortadan
kaldirilabilir. Siddetli uyusmazlik durumu doku nekrozu, tiimér olusumu, vb. gibi

onemli sonuglara yol agar.

YABANCI CiSME DOKU CEVABI

KIiIMYASAL UYARIYLA FiZiKSEL UYARIYLA
(Biodegradasyon iiriinleri, (Yiizey ozellikleri, vb.)
safsizliklar, vb.)

v S . ey
ILTIHAPLANMA FAGOSITOZ Fibrin tabakast ile kapsiilasyon
,, N
SIDDETLI iLTIHAPLANMA ILERI FIBROZ
\ DOKU NEKROZU
_GRANULOMA
TUMOR OLUSUMU

Sekil 2. 13. Yabanci cisme doku cevabi

2.5.2. Polimerik Biyomalzemeler

Biyomalzemeler arasinda en yaygin olarak kullanilan grubu polimerik
biyomalzemeler olusturur. Polimerik biyomalzemelerin en 6nemli avantaji kimyasal
yapilar1 nedeniyle ¢cok degisik bilesim ve ozellikte, karmagik geometrik sekillerde ve

yapilarda hazirlanmasi ve biyolojik sistemlere uygulanmasidir (Cizelge 2.13).
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Cizelge 2. 13. Polimerik biyomalzemelerin sekilleri, bilesimleri ve tibbi kullanimlar1

Ozellikleri Ornekler Kullammmlan

a) Yumusak
Tiipler, Diyaframlar, Kaplamalar,

Diisiik su sorpsiyonu SR, PU, PVC
Kalp Pilleri, Kan Torbalar1

Yiiksek su sorpsiyonu  Poli(HEMA) Kontak Lens, Kaplamalar

Kontak Lens, Yapay Dis ve Ortopedik
b) Amorf, sert PMMA

Malzemeler
¢) Yari Kristalin PET, PP, PTFE Ameliyat Iplikleri, Yapay Damar

Biyolojik Parcalanabilir Ameliyat
Naylon, PGA, PE |
Iplikleri

2.5.3. Modifiye ve Biyofonksiyonel Biyomalzemeler

Polimerik biyomalzemelerin kullanim amacina gore cok degisik yiizey
ozelliklerine sahip olmasi gerekir. Bu nedenle polimerik biyomalzeme yiizeylerine
fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal yontemlerle cok sayida biyomolekiil baglanabilir.
Bu amagla kullanilan biyomolekiiller ve immobilize sorbentlerin baglica uygulama

alanlar1 Cizelge 2.14° te topluca verilmistir.

Cizelge 2. 14. Immobilize biyomolekiillerin ve hiicrelerin uygulama alanlar1

Biyoreaktorler (Endiistriyel, Biyotibbi), Biyoayirma,

Enziml
fetmier Biyosensorler, Teshis Kitleri, Biyolojik Uyusabilir Yiizeyler

[laclar Tromborezistan Yiizeyler, ila¢c Dagitim Sistemleri
Antikorlar ve Diger  Biyosensorler, Teshis Kitleri

Afinite Ayirimlari (proteinler, hiicreler), Hedeflenmis Ilac

Afinite Ligandl
fofte Ligandian Dagitim Sistemleri
Niikleik Asitler DNA Problari
Hiicreler Biyoreaktorler (endiistriyel), Yapay Organlar, Biyosensorler

Polimerik biyomalzemelerin yiizey modifikasyonunda kullanilan baslica

immobilizasyon yontemleri ise Cizelge 2.15.’de topluca sunulmustur.
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Cizelge 2. 15. Biyomolekiil immobilizasyon yontemleri

1. Fiziksel Adsorpsiyon

a) Van der Walls

b) Elektrostatik

¢) Afinite

d) Adsorpsiyon ve Capraz Baglanma
2. Fiziksel Hapsetme

a) Bariyer Sistem

b) Hidrojeller

¢) Dispers (matriks) Sistemler

3. Kovalent Baglanma

a) Coziinebilir Polimer Konjugeler
b) Kat1 Yiizeyler

¢) Hidrojeller

2.5.4. Biyospesifik Sorbentler

Modern biyoteknolojide karsilagilan en ©Onemli sorunlardan birisi de

biyomolekiillerin (protein, hiicre, enzim vb.) spesifik olarak bulunduklar1 ortamdan

kazanilmasi1 veya saflagtirilmasidir. Bu amacla cok degisik yontemler ileriye

siiriilmiis olmasina ragmen halen konuyla ilgili

yogun aragtirmalar devam

etmektedir. Giiniimiizde en yaygin kullanilan ayirma yontemleri Cizelge 2.16." da

verilmistir.

Cizelge 2. 16. Ayirma teknolojileri

Temel Yaygin Ornekler

Boyut Filtreler, Membranlar, Partikiller, Jeller

Yogunluk Sedimantasyon, Santrifiijleme, Yiizdiirme

Yiik Iyon Degistirme Regineleri, Elektrokinetik Sistemler
Biyospesifik Partikiiller veya Makromolekiiller ile Ligandlar Arasi
Afinite Etkilesim
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Cesitli maddelerin teshisi, saflastirilmasi, izolasyonu amaci ile kullanilan

kromatografik yontemler ve ayirma prensipleri Cizelge 2.17° de zetlenmistir'>.

Cizelge 2. 17. Kromatografik teknikler

Yontem Temel

Biyoafinite Kromatografisi Biyolojik Se¢imlilik
Iyon Degistirme Kromatografisi Yiik

Jel Gegirgenlik Kromatografisi Boyut

[zoelektrik Odaklama Kromatografisi ~ izoelektrik Nokta
Hidrofobik Kromatografisi Hidrofobik Etkilesim
S1vi Kromatografi Coziiniirliik

2.6. KRIYOJELLER

Makrogozenekli polimerik materyaller biyoteknolojide, biyomedikalde ve

eczacilik biliminde biyik ilgi gdrmektedir' ™!

Makrogozenekli polimerik
materyallerin sentezine klasik yaklagimlar, indiiklenmis faz dagilmasini, gaz veya
s1v1 porojenlerin kullanimu, siiper kritik uygulamalar veya kalip sentezlerini icerir''"”
5. Son zamanlarda kriyotropik jellesme teknigi negatif sicakliklarda hidrofilik

makrogozenekli materyallerin hazirlanmasinda kullanlir' '8,

Bu polimerik
gozenekli materyaller kriyojeller olarak bilinirler. Kriyojeller pratik olarak bir jel

olusturan Onciillerden iiretilir ve bir¢ok degisik morfoloji ve gbzeneklere sahiptirler.

Kritropik jellesme (kriyoyapilanma) potansiyel olarak jellesme kapasitesi
olan sistemlerin kriyojenik isleme sokulmasiyla meydana gelen spesifik tiirdeki jel
olusumudur. Kriyojelin temel 6zelligi; sicakligin diisiiriilmesiyle jellesme meydana
geldiginde, kriyojellesmeyi sogutmayla olusan jellesmeden ayirt eden ¢oziiciiniin
zorunlu kristallenmesidir (6rnegin c¢oziiciiniin herhangi bir faz gecisi olmadan

meydana gelen agaroz ya da jelatin ¢ozeltisinin jellesmesi).

Kriyojellerin (makrogdzenekli jeller olarak tanimlanabilir) olusumunda yar1

donmus sulu ortamda buz kristalleri gdzenekli bir yap1 olusturur. Kalip buz
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kristallerin erimesinden sonra gozenekler birbiriyle baglanmis olur. Sistemin biiyiik

cogunlugunda gozenekler birbiriyle baglantili ve yiiksek esneklige sahiptir. Klasik

jellerin (¢ozeltileri homofaz sistemler iken) aksine kriyojeller heterofaz sistemde

119

polimerlesir. Kriyojellerde makro ve mikrogdzenekli yapilar da olabilir™ .

Cizelge 2. 18. Kriyojel sistemlerin potansiyel uygulamalarina bakis 1o

Monomer/Polimer o Por . ; .
B . Gosterim  Boyutu  Morfoloji Kullanim Islemleri
Onciilleri (um)

Akrilamid PAAmM 1-200  Siingerimsi Kiiciik parcagik igeren
ve elastik stvilarin
kromatografisi; hiicre
kiiltiirii icin kaliplar
Akrilamid Ast- 1-100  Siingerimsi Kiiciik parcagik iceren
PAAm ve elastik stvilarin
kromatografisi
Dimetilakrilamid pDMAA 1-120  Siingerimsi Kiiciik parcagik igeren
ve elastik stvilarin
kromatografisi; hiicre
kiiltiirii icin kaliplar
Polivinilalkol m-PVA 1-80 Siingerimsi Hiicre kiiltiirii icin
ve elastik bozulmayan veya
monolitik
kromatografi ortami
icin kaliplar
Polivinilalkol b-PVA 0.1-1 Elastik Mekanik olarak
kafesleme yoluyla
hiicrenin
immobilizasyonu.
Enzimlerin kimyasal
olarak
immobilizasyonu
Hidroksietilmetakrilat ~HEMA 1-200  Siingerimsi Hiicre kiiltiirii icin
ve elastik kaliplar
Dekstran metakrilat Dex-MA 1-100  Siingerimsi Hiicre kiiltiirii icin
ve elastik kaliplar
Hidroksietilmetakrilat HEMA- 1-100  Siingerimsi Hiicre kiiltiirii icin
LL-asetat-Dekstran LLA-D ve elastik bozulabilen kaliplar
Dekstran Agaroz Ags-MG 1-100  Siingerimsi Hiicre kiiltiirii icin
ve elastik kaliplar
Polietilenglikol PEG 1-100  Siingerimsi Hiicre kiiltiirii icin
ve elastik kaliplar
N-izoproppil NIPAAM 1-100  Siingerimsi Hiicre kiiltiirii icin
akrilamid ve elastik kaliplar
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Kriyojeller yiiksek esneklik ve siingersi morfolojisiyle, yiiksek ve diisiik
molekiil agirlikli Onciillerle hazirlanan ve sulu ortamda serbest radikal,
polimerizasyon ile negatif sicaklikta iiretilir' 7118120121
yapilar1 poliakrilamid (pAAM), polihidroksimetakrilat (pHEMA), polietilenglikol

(PEG), dextranmetakrilat, polivinilalkol (PVA) temeline dayanir (Cizelge 2.18)
117,121-124

Kriyojellerin siingersi

1980’ 1i yillarda bilinmesine ragmen biyoayirma 6zellikleri son zamanlarda

fark edilen kriyojeller disk, monolitik kolon ve tabaka seklinde dizayn edilir''® '*°,

2.6.1. Kriyojellerin Hazirlams1 ve Karakterizasyonu

Coziiciiniin  kristallenme hiz1 ve kimyasal reaksiyon (kriyojellesme) hizinin
uygun bir sekilde kontrol edilmesi uygun Ozelliklere sahip kriyojellerin
hazirlanmasina olanak saglar. Kriyojel sistemde, biiyliyen buz kristalleri porojen
olarak ve erimesinden sonra birbirine bagli gozenekler i¢in kalip olarak
davrandiklarindan dolayt tipik olarak kriyojeller, -10 ile -20 °C gibi diisiik
sicakliklarda sulu ortamda iretilir. Reaksiyon karigimi sogutuldugunda donmus
monolitik blok iki ana par¢adan olusur. Kimyasal reaksiyon donmamig s1vi mikrofaz
icinde gerceklesir. Reaktif icermeyen ¢Oziiciiniin kristalleri donma sirasinda biiyiir,
donmus cergevenin siirekli bir sistemi olusana kadar diger kristallerle birlesir.
Kimyasal reaksiyonlar bittikten sonra erime ile birlikte sistem sivi ¢oziicii ile
dondurulmus siirekli makrogozenekli kanallar iceren bir matriksten olusur (Sekil

2.14)".

Yaridonmus reaksiyon ortaminda ¢6ziinmiis reaktifler (jel onciilleri) kimyasal
reaksiyonun gerceklestigi donmamis sivi mikrofaz icinde yogunlasir. Boylece
polimer zincirleri gozeneklerden gozenek duvarlarina tasinarak kriyojeller
olusturulur. Klasik bir jel i¢indeki polimer derisimi ile karsilastirildiginda gézenek
duvarlar1 daha yiiksek bir polimer konsantrasyonuna sahip olur. Gézenek duvarlari
icindeki artan polimer konsantrasyonu kriyojelin mekanik sertliginin yeterli olmasini

<1 117,122, 124
saglar " 7
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Dondurulmus
¢cozeltide Eritme
polimerlesme

. monomer ve baglatici

buz kristalleri

polimer baslama sekli

<
&
. ¢apraz bagl polimer jel

‘ ) stipermakrogézenek

Sekil 2. 14. Kriyojellesme olay1 "’

-20 °C’ de sulu ortamda serbest radikal polimerlesmesi ile hazirlanan kriyojel
monolitlerinin tipik gézenekli yapilar1 ve ayni yolla ama atmosfer sicakliginda (20

°C) hazirlanan klasik bir jelin yapist Sekil 2.15. *de gosterilmistir' .

55



Kriyojelin gézenek yapis1 100 um’ ye kadar biiyiikliigii olan genis, birbirine
bagli makrogozeneklerden olusurken, klasik jel homojen ve mikrogdzeneklidir.
Degisik jel onciillerinden hazirlanan kriyojellerin sisme derecesi ayni kosullarda ama

yiiksek sicaklikta hazirlanan jellerin sisme derecesinden en az 3-6 kez daha azdir

(Sekil 2.16.) '*°.

Negatif sicakliklarda jellesmeyle hazirlanan degisik kriyojeller Cizelge 2.18’
de verilmistir. Hazirlanan kriyojellerin cogu esnektir, siingersi yapidadir ve negatif
sicakliklarda sulu ortamda serbest radikal polimerlesme reaksiyonuyla uygun bir

sekilde kontrol altinda tutularak kriyojeller istenen ozellikte iiretilebilir' '™ ',

Biiyiik (kapiler boyutta) ve birbirine olduk¢a bagh gozeneklerin varligindan
dolayr kriyojellerin cogu gozenekli yapiya zarar vermeden kurutulabilir ve sonra

hizla tekrar sisirilebilirler. Kriyojellerin kurutularak saklanabilmesi en ©Onemli

ozelliklerini olu sturur1 9

O Kriyojeller

40 O Geleneksel jeller
=
2 i
s i
o}
: i
17
7S
4
s 20
=
=]
-~
=
oh
| 1] L Al e

0 -

pAAmM PVA Dex-MA Ags PEG HEMA

Sekil 2. 16. Kriyojeller ve jellerin sisme dereceleri 1
Kriyojeller olduk¢a elastik maddelerdir. Esnek ve siingersi yapilarindan

dolay1 pAAM kriyojeller biiyiik deformasyonlara dayanabilirler ve mekanik olarak
zarar gormeden % 80’ e kadar kolayca sikistirilabilirler. Ancak klasik pAA jeller %
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30° dan az sikistirildiklarinda kolayca tahrip olurlar. Sikistirilma kalktifinda

kriyojeller hemen eski sekline geri donerler' ™",

2.6.2. Hidrodinamik Ozellikler

Bir sistem i¢inde siviyr yiiriitmek icin gereken basing olabildigince az
olmalidir. Sabit bir ortamdan diisiik akis direncini siirdiirmek i¢in en az 1.5-2 um
boyutlarinda gozeneklerden akis olmasi gereklidir. 0.3 um’den daha kiiciik yaricapl
ortalama gozenegi olan kromatografik ortam olarak kullanilan maddeler i¢in diisiik

126,127

bir akis hizin bile durdurmak i¢in ¢ok yiiksek bir basin¢ uygulanmaktadir

Tipik olarak monolitler, kiiciik gozenekler (gerekli etkilesimler icin belirli
ylizey alami saglayan) ile gozeneklerdeki akis (sivinin akmasini saglayan) arasinda
uygun bir denge olan sert yapilardir. Yiizlerce mikrometreyi bulan birbirine bagl
gozeneklere sahip olan elastik ve siingersi kriyojel monolitler sert yapilara sahip olan
diger monolitik sistemlerle (polimetilmetakrilat monolitleri) karsilagtirildiginda
temel olarak farkli gbzenekli bir yapiya sahiptirler. Biiyiik ve oldukga birbirine bagl
makrogozeneklerin varliindan dolayr kriyojel monolitik kolonlarin siv1 akis direnci
cok diisiiktiir. pAAM kriyojel monolitik kolonlarin geri basinct kriyojellerin
gozeneklerine baghdir. Kriyojellerin gozenek biiyiikliigli, gozeneklerin birbirine
baglanmasi, gdzenek duvarlarmmin kalinligi ile birlikte kriyojel monolitlerin akig

direncini kontrol eder'2%!28-130,

2.6.3.Gozenek Ozelliklerinin Kontrolii

Kriyojellerin gozenekli yapisi 6zellikle pAAM kriyojellerin donma sicakligi
(Td), ¢Oziinmiis monomerlerin derisimi, baslangic reaksiyon karisim igerigi
(amonyumpersiilfat, TEMED) ve kullanilan ¢oziicii ile kontrol edilir.'”® Donma
sicakligl, Td (diisiik sicakliktaki termostat i¢inde kurulan sicaklik olarak tanimlanir)
ve kullanilan ¢oziicli, gbzenekli yapiy1 etkiler. pAAM kriyojellerinin hazirlanmasi
sirasinda donma sicakligini -10 °C ile -30 °C’ ye diisiirmek bu kriyojel monolitlerin

akis yolu ozelliklerini ve jellesme verimini azaltir. -20 °C’ ye kadar olan diisiik
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sicakliklarda kriyojel olusumu sirasinda kriyojellerin monomer doniisiim orani
(jellesme verimi) % 70-90 civarindadar. """ G il gdzenek boyutu
dagilimma sahip olan pAAM kriyojellerin olusmasi 2 islemin birlesimi yani
donmamis sivi mikrofaz icindeki makrogdzeneklerin olugmasi (¢oziicii kristalleri
gozenek olarak davrandiklarinda) ve donmamis sivi fazda sentezlenen polimerin faz

ayriminin birlesmesiyle meydana gelir118’133.

Serbest radikal polimerlesme reaksiyonlarinda baglatici amonyum persiilfat
(APS) ve aktiflestirici TEMED’ in derisimleri, polimerlesme hizi ve olusan
polimerin molekiill agirlig1 iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Polimerlesme
reaksiyonu monomerlerin polimer zincirlerini ¢capraz baglamak i¢in serbest radikaller
olusturmak iizere APS ve TEMED arasindaki reaksiyonla baglar. Serbest radikal
polimerlesme reaksiyonu yoluyla negatif sicakliklarda kriyojeller hazirlanirken 2

olas1 durumu goz ard1 etmemek gerekir:

1) Jellesme meydana gelmeden dnce ¢dzeltinin donmasi

2) Onceden jellesmis karisimin donmasi

Polimerlesme hiz1 reaksiyon karisimindaki baglatict sistemin miktar1
tarafindan kontrol edilir. Boylece reaksiyon karisitmindaki baglatic1 sistemin miktar1
degistirilerek biiyiikk ve birbirine oldukc¢a bagh gozenekli pAAM kriyojeller ve
birbirine az baglanmis (kapali) ve biiyiik gozenekli pAAM kriyojeller hazirlanir. Ilk
durumda kopolimerlesme islemi reaksiyon ortamimin donmasindan sonra geriye
kalan donmamig mikrofazin icinde gerceklesir ve birbirine olduk¢a bagli bir
makrogodzenekli yapinin olusmasini saglar. Bu yapilar partikiil iceren sivilarin,
mikrobiyal hiicrelerin veya hiicre Kkiiltiir reaktorlerin kromatografik monolitik

sorbentleri olarak basariyla kullanilmaktadir''®,

PAAM kriyojellerin hazirlanmasi sirasinda monomerlerin konsantrasyonunu
% 6’ dan % 15° e cikarmak pAAM kriyojeller i¢indeki gézenek hacmini % 90’ dan
% 80’ e disiiriir. pAAM kriyojellerin hazirlanmasi sirasinda baslangi¢c reaksiyonu

icindeki monomer konsantrasyonunu % 6’ dan % 20’ ye ¢ikarmak gozenek duvarinin
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kalinligini artirir ve gozeneklerin birbirine baglanmasini azaltir. G6zenek duvarinin
kalinligi yogunluklariyla birlikte pAAM kriyojellerin makroskopik mekanik
ozelliklerini belirlerken gdzenek boyutu ve gbzenek duvarinin yogunlugu polimer

govdesine kimyasal olarak baglanan ligantlarin ulasabilmesini etkiler.'"’

PAAM kriyojellerin gozenek Ozellikleri kriyojellerin hazirlanmast igin
kullanilan ¢apraz baglayicinin icerigine ve tiiriine baghdir. Hidrofobik MBAAm’ nin
daha hidrofilik dialiltartaramit (DATAm) ile yer degistirmesi sisme yetenegi daha
yiiksek olan ve daha yiiksek akis direncine sahip olan elastik ve siingerimsi pAAM
kriyojellerin olusmasina neden olur. Bu durum daha kalin ama daha az yogun

gdzenek yapilarimin olusmasindan dolay: olabilir'"”.

2.6.4.Degisik Enstriimental Teknikler Kullanarak Kriyojel Yapisinin Analizi

Degisik gozenekli kriyojel dizayn ederken kriyojellerin gozenekli yapisi ve
gozenek boyutu dagilimi {izerinde calismak icin uygun teknikler bulmak 6nemlidir.
Hidrofilik maddelerin gézenekli yapisini analiz etmek icin yaygin teknikler yoktur.
Kriyojellerin gozenekli yapis1 optik mikroskop (OM), taramali elektron mikroskop
(SEM), cevresel taramali elektron mikroskop (ESEM) ve aym odakli mikroskop
(CM) gibi degisik enstriimental teknikler kullanilarak tayin edilir. OM ve CM’ de
kriyojelin goriiniir olmas1 icin, kriyojel bir boya ya da floresan bir prob ile

renklendirilmelidir.

SEM teknigi kriyojellerin gdzenekli yapisinin analizi i¢in uygun bir metottur.
Numuneleri SEM analizi icin kullanirken, meydana gelen kriyojellerin gbzenekli
yapisinin bozulmasi dnemli degildir ve kriyojellerdeki gbzenek duvarlarinin mekanik
kararhligindan dolayr ince gozenekli yapi korunmaktadir. pAAm kriyojellerin SEM
analizi kriyojellerin tipik yapisinin yogun ve gézenekli olmayan duvarlarla ¢evrili
mikrometre boyutundaki birbirine bagli gdzeneklerden olustugunu gostermektedir

(Sekil 2.17).
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ESEM teknolojisinin énemli avantaji ise numunenin yavas yavas dehidre
olmasmmi  saglarken maddenin yapisinda meydana gelen degisiklikleri
gozlemleyebilmektedir. pAAm kriyojelleri icin yiiksek dehidrasyon derecelerinde
elde edilen ESEM goriintiileri, yiizlerce mikrometre boyutunda birbirine bagli ve

ince yogun gbézenek duvarlarina sahip olan makrogdzenekli yapiyr gosteren SEM

117,118,120,122

goriintiilerine benzerdir (Sekil 2.17)

- ] 2! “ E_._' : ! N \ “ X
Sekil 2. 17. Farkli enstriimental teknikleri kullanarak kriyojel gozenek yapilari:

a) Optik Mikroskop (OM), b) Odakli Mikroskop (CM), ¢)Taramali Elektron
Mikroskop (SEM) ve d) Cevresel Taramal1 Elektron Mikroskop (ESEM) 19

2.6.5. Kriyojellerin Yiizey Kimyasi

Biyoparcaciklarin kromatografisi icin dizayn edilen pAAm kriyojellerin

toplam hacminin yaklagik % 90-93’ iinii olusturan biiyiik gozenek hacmi ve biiyiik
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gozenek boyutu, hedef molekiillere baglanacak yilizey alaninin sinirli olmasina neden
olur. Ayrica pAAm kriyojellere dayali olan kromatografik matrislerin kapasitesi,
genellikle AAm ile kopolimerize olan fonksiyonel monomerin derisimine baglhdir.
Ko-monomerin derigiminin fonksiyonel grupla artmasi ¢cogu kez kirillgan ve esnek
olmayan kriyojellerin olusmasina neden olur. Esnek ve siingerimsi yapida kriyojel
hazirlamak icin ko-monomerin derigimi % 0.08-0.20 mol arasinda tutulur. Ancak
fonksiyonel gruplarin ¢ogu hedef substrat ile etkilesemez ve 0.02-0.08 mmol/ml’ lik
iyon degistirme kapasitesi protein baglanma kapasitelerinin 0.1-0.4 mg/ml’yi

133
agsmamasina neden olur ™.

Kriyojellerin yiizeyine fonksiyonel bir ligand takmak i¢in degisik yollar
bulunmaktadir. Ligand, pAAm kriyojellerde bulunan reaktif gruba ya olusum
sirasinda dogrudan ya da bir uzatici kol (spacer) yoluyla fonksiyonel grup iizerinden

baglamrm.

2.6.6. Kriyojellerin Uygulamalari

Temel olarak immobilize hiicreler ve enzimlerle yapilan biyokatalizde,
partikiil iceren akigkanlardan hedef molekiillerin ayrilmasinda, hiicre organellerinin,
virlislerin, mikrobiyal ve memeli hiicrelerinin kromatografisinde ve memeli hiicre
kiiltiirleri icin ti¢ boyutlu matriks olarak biyomedikal uygulamalar1 bulunmaktadir.
Mikrokiire formunda hazirlanan kriyojeller ise Ozellikle mikrobiyal hiicrelerin ve
enzimlerin immobilizasyonu ic¢in kullanilmaktadir. Makrogozenekli monolitler (1-
100um’ lik gozenekli) viriislerin, hiicre organellerinin, mikrobiyal ve memeli

hiicrelerinin ayrilmasinda kalip olarak kullamlmaktadir' .

2.7.PROTEIN A

Staphylococcal Protein A (SPA), Gram pozitif bakteri Staphyloccus aureus’
un ylizeyinde bulunan ve hiicre duvanyla iligkili olan bir protein bolgesidir. SPA
insan, tavsan ve kobay gibi degisik tiirlerdeki IgG’ ye karst yiliksek afinite

gosterirken inek ve fare gibi tiirlerin IgG’ siyle zayif etkilesir (Cizelge 2.19) B34135
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SPA’ y1 kodlayan gen Uhlen ve calisma arkadaglar tarafindan belirlenmistir. BeSpA
Sekil 2.18" de gosterildigi gibi ii¢ degisik bolgeden olusur. 5 bolgesi baglanma
sirasinda igslem goren sinyal dizisidir; bes homolog IgG baglanma alanlar E, D, A, B

ve C; bir hiicre duvarina tutunma bolgesi XM’ dir3%1¥,

Cizelge 2. 19. SPA’ nin IgG baglamasi '*

Tiir Altsiniflar Protein A
Insan IgG, ++

IgGs ++

IgG3 -

IgGy ++

IgA Degisken

IgDh -

IgM Degisken
Tavsan Fark yok ++
Kobay IgGy ++

IgG, ++
Sigir +
Fare IgG, +

IgGoa ++

I gG 2b +

IgG3 +

[eGM Degisken
Tavuk IgY -

Giiclii baglanma ++, orta etkilesim +, zayif veya etkilesim yok -.

Immiinoglobiilin baglanma

S E D A B C X M

z

Sekil 2. 18. Staphylococcal protein A '*!

SPA’ daki beg alandan her biri yaklagik olarak 58 aa olan anti paralel ii¢ a-
sarmal demet seklinde dizilmistir ve ii¢ boyutlu yap1 hidrofobik bir cekirdek yoluyla
kararh hale gelmistir. Alanlar tahmini 10* lik (M'l) afinite sabitiyle (K4) birbirinden
bagimsiz olarak IgG, IgG, ve IgGy4’ tin Fc kisimlarina baglanabilirken I1gGs; ile zayif

olarak etkilesebilirler'**. Ayrica her alan belirli antikorlarin Fab kisimlarina karsi
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143 IgG molekiiliiniin Fc kisminin baglanma merkezi B alani

yiiksek afinite gosterir
ile ilgili bir calismada belirlenmis ve sarmal 1 ve sarmal 2’ nin 11 artik igerdikleri
gbsterilmistir144. Ayrica D alani iizerinde yapilan bagka bir ¢calismada Fab baglanma

kisminin Fe baglanma kismindan farkli bir yerde oldugu gosterilmistir' .

Protein ligandlar1 matrikslere baglanirken, dogrudan ya da dolayh
immobilizasyon ve ligand yogunlugu gibi bazi konular dikkate alinmalidir. Bir
proteinin recineye immobilizasyonu -NHS, tiyol ve epoksi gibi degisik gruplar
izerinden yapilabilir. Dolayli bir immobilizasyon hem ligand kararliligit hem de
ligand sizintis1 minimizasyonu i¢in yararlt olabilecek coklu baglanma noktalar:
saglayabilir. Ancak bu yaklasimin bir dezavantaji ¢oklu baglanma noktalarinin
proteinin fonksiyonel gruplariyla karigabilmesidir. Bu sorunun iistesinden gelmek
icin kullanilan bir strateji, 6rnegin; proteine tiyol grubu takarak yonlendirilmeli daha
sonra immobilizasyon yapilmalidir. Reginenin kapasitesi ligand yogunluguna
baghdir, ancak sterik etkiler de Onemlidir. Daha ©Once bir matriksin dinamik
kapasitesinin ligandin yonelmesine ¢ok bagli oldugu gosterilmistir. Ayrica bazi
calismacilar protein ligandlarinin mono ve dimerinin hedef proteinlere karsi benzer

baglanma kapasiteleri gosterdigini belirtmislerdir**">",

2.8. IMMUNOADSORPSiYON

Immiinoadsorpsiyon bir hastamin kan plazmasmdaki patalojik maddeleri
secici olarak uzaklastirmak i¢in aferez ile birlikte kullanilan bir ekstrakorporal
(viicudun disinda kalan) kan prosediiriidiir ve patojenlerin secici olarak
uzaklastirllmasim saglar (Sekil 2.19). Plazma degistirilmesi secici olmayan bir
metottur ve birkag litre plazmanin (ortalama 60 ml/kg) uzaklastirilmasini ve bunun
yerine albumin gibi esdeger miktarda plazma bilesenlerinin kullanilmasini gerektirir.
Immiinoadsorpsiyonda normal plazma proteinleri seyreltiimez, bu nedenle daha
yiiksek plazma hacmi islem gorebilir. Boylelikle patojen miktar1 hizla azaltilir, hatta

bazi rahatsizliklarda deteksiyon limitinin altina diiser.
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Ekstrakorporal immiinoadsorpsiyon yaklasik yirmi yildir bilinmektedir, ama
sadece yakin zamanda hekimlerin dikkatini cekmistir. Ciinkii plazmaferez bir¢ok
otoimmiin hastaliginda etkisini gdsterememistir. Bu nedenle arastirmalar patojenik
antikorlarin ve dolasim yapan immiin komplekslerinin eliminasyonu icin

kullanilabilecek diger araglar iizerine odaklanmustir'®.

Immiinoadsorpsiyon, plazmaferez icin bilinen yan etkileri en aziyla hastanin
dolagimindaki biiyiik miktarlardaki immiinoglobiilinleri elemine edebilir. Buna
karsin, klasik plazma degistirilmesi antikorlar1 ve diger plazmatik faktorleri % 50-75

uzaklastirir'>'.

)]
| 1

W) 3
r['- L

crerer

Sekil 2. 19. immiinoadsorpsiyon kolonu ve hiicre seperatorii '®

2.8.1. Protein A Immiinoadsorpsiyonu

Immiinoadsropsiyon teknigi, afinite kromatografisinin calisma prensibine

dayanir'*

. Uzaklastirilacak madde, matriks denilen ve ¢oziiniir olmayan bir kat1 faza
bagli olan ligand tarafindan spesifik olarak ve tersinir bir sekilde adsorbe edilir.
Kolonun istenilen maddeyi tutmasimi garantilemek icin secici immiinolojik afinite
kullanilir. Bu spesifiklik uzaklastirilacak maddeyle etkilesimi ya giiclii afinite
(protein A veya sentetik peptit) ya da bir antijen-antikor reaksiyonuna yol acan

(insan immiinoglobiilinlerine karsi koyun immiinoglobiilinleri) yiiksek spesifikte
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karakterize edilen ligandin dogasina baghdir. Protein A molekiil agirligr yaklasik
42.000 Da olan ve bes immiinoglobilin baglanma merkezi tasiyan bir Staphylococus
aureus membran proteinidir. Protein A’ nmin herhangi bir kaynaktan elde edilen
immiinoglobiilinlerin Fc kisimlarm giiclii afinite gdstermesi onemli bir 6zelligidir ve
immiinoglobiilinlerin Fab kisimlarin ise afinitesi zayiftir. Protein A’ ya baglanmalar1
yetersiz (% 30-80) olsa da ve bireyden bireye degisse de protein A 1gG; ,IgM ve IgA
dahil tiim immiinoglobiilinlerle etkilesir. Protein A dolagim yapan immiin

komplekslere kars1 da giiclii bir afinite gbsterir153.

Fransa’ da etki mekanizmalar1 ve kullanma sekli farkli olan iki protein A
immiinoadsorpsiyon sistemi vardir. Immiinoadsorba® sisteminde protein A otomatik
rejenerasyona ugrayan ve verilen bir hastada tekrar tekrar kullanilabilen iki safaroz
kolonuna baglanir. Donemleri goriintiilemek icin ©6zel bir elektronik cihaz
kullanilmaktadir. Immiinosorba® terapisiyle olusan biiyiik immiinoglobiilin azalmas1
(IgG’ ler icin % 90’ a kadar) nedeniyle yararh etkinin meydana geldigi

diistiniilmektedir.

Prosorba® sisteminde protein A, rejenerasyona ugramadigindan sadece bir
kez kullamlan bir silika kolonuna baglanir. Kan bir hiicre seperatoriiyle pompalanir
ve bu sekilde elde edilen plazma, kan hiicreleriyle bir araya gelmeden ve viicuda geri
donmeden Once silika protein A kolonundan gegilir. Her bir donemde islem goren

plazma miktar1 yaklagik 1250 ml’ gibi kii¢iik bir degerdir.

RA’ 11 hastalarin Prosorba® ile tedavisinin etki mekanizmas1
bilinmemektedir. IgG’ nin ve dolagim yapan immiin kopleksinin biiyiik miktarlarda
azalmas1 miimkiin degildir, ciinkii islem goren plazma hacmi kiiciiktiir. Kolon
doymasi dolagim yapan immiinoglobiilinlerin yaklasitk % 1.5 ine karsilik gelen
sadece 462 mg immiinoglobiilin tutulduktan sonra meydana gelir. Ayrica, Prosorba®
kolonundan gectikten sonra IgG ya da dolasim yapan immiin kompleks seviyelerinde
onemli diisiisler meydana gelmemektedir. Ancak az miktarda IgG ve dolasim yapan
immiin  komplekslerinin  ekstraksiyonu  yararh  immiinodiizenleyici  etki

gbsterebilir15 3154
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2.8.2. Romatoid Artrit Tedavisine Yonelik Protein A Immiinoadsorpsiyon

RA tedavisi i¢in yeni patofizyolojik kavramlar ortaya cikmistir. Tumor
necrosis factor (tiimor kangren faktor) alfa (TNFoa)’ min romatizmal sinovyum (eklem
stvist) iltihabinda anahtar rol oynadigim saptamasina yonelik ¢aligmalar, sonradan
etkili olduklar1 kanitlanan anti TNFo maddelerin gelistirilmesine yol agmlstlrlss'l%.
Ancak, TNFa inaktivasyonu bagisiklik sistemini ¢okerterek enfeksiyon riskini artirir.
Anti-filaggrin otoantikor iiretimine yapilan son vurgularla birlikte bu dezavantaj RA’
It hastalarin tedavisinde alternatif bir tedavi olarak plazma degisimine olan ilgiyi

artirabilir™’.

Uzun yillar boyunca plazma degisimi patojenik etkilere sahip maddelerin
plazmasinin uzaklastirilmasini saglayan tek teknik olarak kabul edilmekteydi. Ancak
plazma degisimi RA’ 11 hastalarda kismi ya da hayal kirici sonuclar vermistir.**'>°
Plazma degisimi secici olmayan bir metottur ve birka¢ litre (ortalama 60 ml/kg)
plazmanin uzaklastirilmasini ve bunun yerine ayn1 hacimde albumin gibi bir plazma
proteini konulmasini gerektirir. 1980’ lerde immiinoadsopsiyon otoimmiin hastalig
olan hastalarin plazmalarindaki zararli maddeleri uzaklastirmada plazma
degistirilmesine bir alternatif olarak onerildi. iImmiinoadsorpsiyonun neden oldugu
olas1 hastaliklar mysothenra, otoimmiin trombositopenik purpura, pihtilagsma faktorii
inhbitor iiretimi, SLE ve idyopatik dilated cardiomyopathy gibi fiziksel, kimyasal ya
da immiinolojik tekniklerle uzaklastirilabilen faktorlerden kaynaklanan otoimmiin

ko sullalrdlrmo'165

. Albiimin ya da pihtilasma faktorleri gibi plazma proteinleri
uzaklastirllmadigindan immiinoadsorpsiyon, plazma degistirilmesinden daha

secicidir.

Immiinoadsorpsiyon kronik ve siddetli RA olan kisilerdeki semptomlari
iyilestirir. Immiinoadsorpsiyon sirasinda hastamin kolundan kan cekilir ve kan
hiicrelerini plazmadan ayiran bir hiicre ayirict makineden gecirilir. Ayrilan plazma
daha sonra protein A’ nmin plazma i¢indeki antikorlara baglanarak onlar1 etkili bir

sekilde uzaklastiran imiinoadsorpsiyon kolonundan gecirilir. Sonra antikorlardan
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temizlenen plazma, ayrilan kan hiicreleriyle tekrar birlestirilir ve hastanin diger
kolundan viicuda geri verilir. RA olan hastalar bu teknikten faydalanir, ciinkii
enflamasyona neden olan antikorlar sistemden uzaklastirilir. Ancak prosediir hem
pahali hem de =zaman alicidir. Dolagimdan immiinoglobiilinlerin basitce
uzaklagtirilmalarimin  immiin islemin durdurulmasmi saglamasi zorunlu degildir.
Patolojik otoantikorlarin yeniden dagilmasiin iistesinden gelmek icin yeterince
islem gbrmiis plazma hacimleriyle tekrarli tedavi dongiileri kullanilmalidir. Oniki

hafta boyunca haftada bir iki saat siiren bir tedavi siireci bulunmaktadir'®.

2.9. ONCEKIi CALISMALAR

Li ve arkadaslar1 (1998) Protein A ile IgG arasindaki dogal baglanma
ylizeyini dikkatlice analiz ederek IgG’ ye kars1 afinite gosteren bir ligand dizayn
etmisler. Bu molekiilii protein A’ nin anahtar dipeptidi Phe-132; Tyr-133 ii taklit
ederek yapmuslar. Olusan molekiiliin insan IgG’ sini secici olarak tutabildigini
gostermislerdir'®. Bu ¢alismay: takiben, Teng ve arkadaslari (2000) sonraki bir
caligmada ligand1 daha da saflastirmis, olusan oncii ligandin insan IgG’ sine karsi
1.4x10° M™" Ik bir afinite sabitiyle baglandigim bulmuslardir. Uretilen matriksin

51.9 mg IgG/g nemli agirlik kapasitesine sahip oldugunu belirtmislerdir'®’.

Palombo ve arkadaslari (1998) SPA’nin IgG’ nin baglanan domainini taklit
etmesi amaciyla bir peptit kiitliphanesi iiretmislerdir. Peptidleri kat1 faz ile
etkilestirerek yeni peptidlerden birinin (TG19318) IgG saflagtirmasi i¢in afinite
ligand1 olarak davrandigimi gostermis, ayrica peptidin diger immiinoglobiilinlere

kars1 da afinite gosterdigini belirlemislerdir'®®.

McCue ve arkadaslar (2003) Gozenek biiyiikliigii 700 °A ile 1000 °A olan
iki degisik protein A ortami incelemislerdir. Bu ortamlardaki IgG’ lerin adsorpsiyon
denge verileri batch teknigi ile oOlciilip, Langmuir izoterm modeli kullanilarak
iligkilendirilmistir. Daha kii¢iik por ¢apina sahip olan materyal icin daha yiiksek bir

statik kapasite bulmuslardir'®.
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Girot ve arkadaslar1 (2004) Kromatografik yontemle, ligand olarak 2-
merkapto-5-benzimidazolsiilfonik asit (MBISA) kullanarak antikorlarin ayrilmasini
calismuslardir. Iyon siddeti, pH ve sicaklik kosullarinda antikor adsorpsiyonuyla ilgili
baz1 karakterizasyon islemleri yapmiglardir. Bu ligandin pH 5.2 ve 5.5 arasinda
antikorlar1 cok kolay adsorbe ettigini, desorpsiyonun ise pH 8.5-9.5 arasinda
gerceklestigini, pH 8.5%in iizerinde %100 antikor desorpsiyonunun gerceklestigini

belirtmislerdir' ™.

Newcombe ve arkadaslarm  (2005) Sentetik  kromatografinin
uygulanabilirliligini koyun serumundan biiyiik 6lcekli poliklonal IgG saflagtirarak
arastirmiglardir. Optimize sartlar altinda MAsorbent® A2P ile, seyreltilmemis koyun
serumundan IgG baglamay1 ~27 mg/ml, IgG saflastirmay1 % 95’ in iistiinde albiimini
ise ~ %1 olarak gozlemlemislerdir. Elde edilen sonuclara dayanarak MAsorbent®
A2P’ nin, protein A kromatografisi ve sodyum siilfat coktiirmesine alternatif olarak

uygulanabilecegini gbstermislerdirm.

Katoh ve arkadaslar1 (2007) Protein A afinite kromatografisi ile antikor
saflagtirma icin ortamda silika da kullanarak etkili ve biiyiik Olcekli saflastirma
amaciyla gdzenek boyutu, gbzenek hacmi ve silika ortaminin baglama yogunlugunu
optimize etmislerdir. G6zenek boyutunu 70-140 nm arasinda, yiizey alanini ise 26-67
mz/g olarak bulmuslar. Bovin ve insan IgG adsorpsiyon kapasitesini ve dinamik

baglanma kapasitesini sirasiyla 94, 720 cm/s olarak bulmuslardir.

Gozenek boyutu 110 nm olan silikali protein A ortaminin kiitle aktarim hacim
katsayisim1 capraz bagl agaroz ortamlarinin katsayillarindan dort kat daha biiyiik
olarak bulmuslardir. Bu yiizden yiiksek yiizeysel sivi hizlarinda yiiksek dinamik

baglanma kapasitesi bulmuslardir'”?.

Ghose ve arkadaslarn (2007) Protein A kromatografisi ile, degisik
antikorlarda ve Fc-fiizyon proteinlerinde gdzlenen dinamik baglanma kapasitelerinin
farkli olmasimin nedenini arastrmak icin bir dizi ¢alisma yapmuglardir. Bu

biyomolekiillerin dinamik baglanma kapasiteleri degisik protein A faz materyalleri
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kullanilarak belirlenmistir. Protein A’ nin degisik domainlerine baglanmasi sirasinda
protein A ici sterik etkileri tahmin etmek i¢in baglanma stokiyometri ¢alismalarini

yapmuislardir.

Calismada kromatografik yiizey iizerindeki bitisik ve takili olan protein A
ligandlar1 arasinda sterik engel oldugu bulunmustur. Calismacilar protein A i¢i ve
aras1 sterik engellerin gerekgesini cesitli antikor ve Fc fiizyon proteinleri arasinda

gbzlenen baglanma kapasitelerindeki farklilik ile aglklamlslardlr173.

Cao ve arkadaslar1 (2007) Seliilloza bagli domain-protein A(CBD-ProA)
kullanarak manyetik seliiloz mikrokiireler (MCMYS) {izerine antikorlar1 tutuklamak
icin yeni bir metot gelistirmislerdir. Antikorlar ile MCMS arasindaki biyospesifik
baglanti kimyasal bag ile karsilastirildiginda kolay ve basit hazirlama, toksik
bilesiklerin eliminasyonu ve oldukga etkili antikor kullanim1 gibi 6nemli avantajlara
sahiptir. Bu metodun uygulamasim degerlendirmek amaciyla protein adsorpsiyonu,
antikor etkinligi ve matriksin tekrar kullanmilabilirligi gibi parametrelerin ayrintili
analizi i¢in interferon a-26" y1 (INFa-26) bir model hedef olarak se¢mislerdir.
Optimizasyon ve karakterizasyondan sonra INFa-26 ham hiicre lizatindan tek
basamakta capraz bagh anti INFa-26" y1 IgG protein A-CBD-MCMS ile basariyla
saflagtirmiglardir. Bu yontemle izole edilen INFa-26’ nin toplam safligim % 95.5
immiinolojik ve biyolojik numunelerin aktivite kazanimint % 91.9, spesifik antiviral

aktiviteyi ise 2.67x10® IU/mg olarak bulmuslardir'’*.

Shukla ve arkadaslar (2007) Disiik pH kosullarinda agregat olusumuna
kars1 olduk¢a duyarli olan bir Fc fiizyon proteinin agregasyon kinetigini
calismislardir. Ayrica c¢alismada protein A kromatografisinin  monoklonal
antikorlarin ve Fc filizyon proteinlerinin biiyiik 0lcekli saflastirilmast icin
uygunlugunu tartismiglardir. Genellikle beklenilenin aksine bu proteinde bir¢ok
farkl1 kosullar altinda birinci dereceden agregasyon kinetigi gbzlemisler. Agregasyon
hiz sabitlerinin karsilagtirilmasiyla eliisyon tamponuna cesitli katki maddelerinin

etkisi olabilecegini gostermislerdir. Eliisyon tamponuna uygun derigimlerde (<2M)
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tire katilmas1 ve protein A kolonunun diisiik sicaklikta ¢aligmasinin agragasyon
sorununa etkili ¢oztimler sagladigini bulmuslardir'”.

Nilsang ve arkadaslar (2007) Monoklonal antikorlarin (mAb) {iretimi i¢in
hibridoma hiicreleri kiiltiirlemek amaciyla silipermakrogbzenekli bir kriyojel
biyoreaktor gelistirmislerdir. J1 epitopuna (GERGAAGIAGPK; aminoasitler, 551-
564) kars1 antikor salgilayan hibridoma kolonun gézenekli yatak matriksinde (10 ml
yatak hacmi) monoklonal antikorlar1 immobilize etmislerdir. 48 saat inkiibasyondan
sonra hiicreleri matrikse baglayip kriyojel icinde yetistirerek, hiicreler 15 giin
boyunca lag fazinda bekletilerek siirkiilasyon ortamina mAb’ nin salgilanmasi
saglanmis. Bu arada glukoz tiiketimi ve laktik asit iiretimini de takip etmislerdir.
Eksponensiyel faz sirasinda (~20 giin) hiicrelerin giinliik 0.75 mM glukoz tiiketip,
2.48 mM laktik asit ve 6.5 pg/ml mAb {irettigini belirtmislerdir. Kriyojel kolonun 36
giin boyunca siirekli calistirllmasindan sonra mAb derisiminin 130 ug/ml’ ye

ulagtigim tespit ederek, saflastirmadan sonraki mAb verimini ise 67.5 ug/ml olarak

bulmuslardir.

Ortam degistirildikten sonra bile kriyojel kolonundaki hiicrelerin aktifligini
hala korudugunu ve uzun siire mAb iiretiminin nispeten kararli oldugunu tespit
etmislerdir. Bu nedenle siipermakrogdzenekli kriyojellerin iiretken hibridoma hiicre

kiiltiirii icin bir destek malzemesi olarak yararli olabilecegi sonucuna varmislardir' .

Schubert ve Freitag (2007) Cin Hamster Ovary (CHO) hiicrelerinde bir
rekombinant insan antikoru (IgG;-alt tiirii) iireterek, antikor saflastirmasi i¢in protein
A/G kromatografisini kullanmiglardir. Tek bir kromatografik basamakla %90 verimle
saflik elde ederek, alternatif bir eliisyon maddesi olan arginin ve afinite ligand1 olan

protein G’ nin verimi ve saflig1 arttirmadigini tespit etmislerdir.

Daha sonra yeni bir seramik floroapatiti sabit fazlar i¢in denemisler.
Hidroksiapatit kullanildiginda ve pH 6.0 dan 8.2’ ye (antikorun izoelektrik noktasi
(pD) 8.3) cikarildiginda antikorun tutulma zamam azalirken verimi %71’ e kadar
cikmistir. Floroapaitte ise hareketli fazin pH’ 1 artikca tutulma miktar1 artmig ve pH

7.0° da bir maksimuma ulasmistir. Jelde herhangi bir kontaminasyon eseri
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gozlememislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada, afinite (protein A) ya da apatit
kromatografisiyle bir antikorun tek bir kromatografik adimda yiiksek bir verimle elde

edilebilecegini belirtmislerdir'”.

Agostino ve arkadaslar1 (2008) Ticari protein A sorbentlerle, protein A
taklitli sentetik peptitler (D-PAM) kullanarak bu peptitlerin karm boslugu sivilar1 ve
hiicresel iist sivilardan IgG’ yi yakalama kapasitesini ve monoklonal antikor
saflastirmada  uygulanabilirligini calismiglardir. Ayrica  D-PAM ile
immiinoglobiilinler arasindaki etkilesimi karakterize ederek termodinamik
parametreleri (denge ayrisma sabiti K4 ve entalpi degisimi AH ) izotermal titrasyon

kalorimetri (ITC) yontemi ile belirlemislerdir.

Hazirlanan afinite kolonlarda tek bir kromatografik adimda % 90’ dan fazla
antikor aktivitesi tamamen geri kazanilarak monoklonal antikorlar tutulmustur.
Kullanilan peptidlerin es zamanl1 olarak IgG molekiiliine sirasiyla 3.4, 6.2 ve 3.4x10"
M™ lik denge baglanma sabiti ile ( Ky) ve -1.3, -4.2 ve -4.1 kcal/mol entalpi

degisimi ile (AH) baglandigim gostermislerdir'’®,

Ma ve Ramakrisha (2008) Calismalarinda protein A/G takili elektrospun
regenerated cellulose (RC) nanofiber membramn fiziksel yapisi, ylizey kimyas1 ve [gG
saflastirma kapasitesine bagli olarak karakterize etmislerdir. Membran iizerine
immobilize edilen ligand (protein A/G) miktarim 9. saatte 30 pg/mg ve membranin
IgG baglama kapasitesini 18 pg/mg olarak ol¢miislerdir. BSA’ 11 ortamda da, afinite
membramnindan IgG saflastrmas1 yaparak IgG/BSA karisimindan BSA’ nin

tamamen uzaklastirildigin1 SDS-PAGE ile analiz etmislerdirm.

Ribeiro ve arkadaslar (2008) Nikel immobilize edilmis polietilen vinil
alkol (PEVA) hollow fiber memran kromatografisi ile insan IgG saflastirilmasi
iminodiasetik aist (IDA), (Tris (2-aminoetil)amin) (TREN) gibi selatorler ile MOPS-
asetat ve Tris-HCI tampon sistemlerinin etkisini incelemislerdir. Baglanma
calismalar1 farkli sicakliklarda calisilmis, adsorpsiyon izotermleri ise Langmuir

modeline gore analiz edilmistir. Ni (I[)-TREN-PEVA hollow fiber membranin insan
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IgG’ si igin Ni (II)-IDA-PEVA kompleksinden daha diisiik kapasiteye ancak benzer
secicilige sahip oldugunu belirtmislerdir. Tris-HCl ile (100-700 mM) pH 7.0” da %98
safliga ulagilmig, maksimum kapasite ise 25 °C’ de 204.6 mg IgG/ kuru membran
olarak hesaplanmustir. Sicakligm artmasiyla Kd azalmis (1.7x10™" ten 5.3x10°) ve
bu azalmayr da artan sicakliga bagli olarak afinitenin de arttigi seklinde
aciklamiglardir. Entalpi degisiminin pozitif degerde (26.2 kj/mol) olmasim ise afinite
membramndaki IgG adsorpsiyonun endotermik bir reaksiyon oldugu seklinde

aglklamlslardlrlgo.

Boi ve arkadaslar1 (2008) Monoklonal antikor iiretimi i¢in insan IgG’ sine
kars1 degisik bir baglanma kapasitesi gOsteren yeni afinite membranlari
incelemislerdir. Membranlar1 saf IgG cozeltileri ve IgG; iceren hiicre kiiltiirii
stvistyla test ederek, ayirma kapasitesi iizerine akis hiz1 ve IgG derisiminin etkisini
incelemislerdir. Bu yeni yiiksek kapasiteli afinite membranlarimin klasik, boncuk
dayali kromatografik kolonlarin dezavantajlarindan kacinmak igin alternatif bir

yontem oldugunu belirtmislerdir'®'.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastrma kapsaminda yapilan deneysel caligmalar1 bes ana grup altinda

toplamak miimkiindiir. Bu ana gruplar:

v" Poli(2-hidroksietil metakrilat) [Poli(HEMA)] kriyojellerin hazirlanmast,

v Poli(HEMA) kriyojellerin CNBr aktivasyonu ve protein A ligand baglanmasi,
v Poli(HEMA) kriyojellerin karakterizasyonu,

v RA hasta plazmasindan antikor uzaklastirma davraniginin incelenmesi,

v

Adsorbentin adsorpsiyon ve desorpsiyon kapasitesinin incelenmesidir.
3.1. Kullanilan Kimyasallar

Protein A (Staphylococcus aureus’ dan, Cowan Strain [; Uriin No: P-6031),
2-hidroksietil metakrilat (HEMA), insan serum albumini (HSA), sigir serum albumin
(BSA), Immiinoglobiilin-G, anti-IgG ~ Sigma (Sigma Chemical Co., ABD)
firmasindan temin edilmis ve kullanilana kadar 4°C’ de muhafaza edilmistir.
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) Fluka AG (Isvicre) firmasindan temin
edilmigtir. Caligmada kullanilan diger kimyasallarin hepsi Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmistir ve analitik safliktadir. Deneylerde kullanilan
su, yiiksek akigh seliiloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters ozmoz
Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve ardindan Barnstead D3804
NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon
sistemi kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen saf suyun (deiyonize su) direnci 18
MQ/cm’dir. Deneylerde kullanilacak cam malzemeler bir gece boyunca 4 M nitrik

asitte bekletilmistir.
3.2. Siipermakrogozenekli Kriyojellerin Hazirlanmasi
Poli(HEMA) kriyojelin hazirlanmas1 asagida agiklanmaktadir:

Monomerler (1.6 ml HEMA ve 0.3 g N,N’-metilen-bisakrilamid (MBAAm))

diiyonize suda (5 ml) ¢odziinmiistiir. Coziinmiis oksijeni elimine etmek i¢in bu
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karisim 5 dakika vakumda birakilmistir. Monomerlerin toplam derisimi % 12 (w/v)
olmustur. Serbest radikal polimerlesmesi amonyumpersiilfat (APS)-TEMED cifti ile
olusturulmustur. APS ( 25 mg, toplam monomerlerin % 1° i (w/v)) eklendikten sonra
cozelti bir buz banyosunda 2-3 dakika sogutulmustur. TEMED ( 20 pl, toplam
monomerlerin % 1’ i (w/v)) eklenip reaksiyon karigimi 1 saat karigtirilmistir. Sonra
reaksiyon karigimi altinda kapali bir ¢ikis olan plastik siringaya ( 5 ml, i¢ ¢ap1 0.8 cm
) birakilmistir. Polimerlesme cozeltisi 24 saat -16° C’ de dondurulup sonra oda
sicakligina getirilmistir. 200 ml suda yikandiktan sonra kriyojel kullanilincaya kadar

% 0.02 sodyum azid (NaN3) iceren tampon icinde saklanmigtir.

3.3. CNBr Aktivasyonu

Protein A icin aktif baglanma merkezleri hazirlamak amaciyla PolitHEMA)
kriyojel siyanojen bromiir (CNBr) ile aktive edilmistir. Aktivasyon isleminden 6nce,
PolitHEMA) kriyojel yaklasik 24 saat destillenmis su i¢cinde birakilip 0.5 M NaCl
cozeltisi ve su ile yikanmistir. 2 ml 0.5 M sodyum karbonat (NaHCO3) tamponu (pH
10.5) eklenip yavas¢a karistirtlmistir. Karisim ¢eker ocaga konulup pH elektrodu bu
cozeltiye daldiridmistir. CNBr 6zenle tartilip ¢ozeltiye eklenmistir. Bu ¢ozeltinin pH’
st 4 M NaOH ile 11.5° e hizla ayarlanip aktivasyon reaksiyonu boyunca pH 10.5-
11.5 arasinda tutulmustur. CNBr ¢ozeltisi kolondan 1.0 ml/dak hizla oda sicakliginda
(25°C) gecirilip aktivasyon islemi 60 dakika siirdiiriilmiistiir. Aktivasyon isleminden
sonra agir1 aktivasyon maddesini uzaklasgtirmak i¢in PoliHEMA) kriyojel 0.1 M
NaHCO:s ile yikanip kriyojel yiizeyinde kalan aktif gruplar (6rn. izolire) 1 saat etanol
amin (pH 9.1) ve FeCl; cozeltisiyle etkilestirilerek bloke edilmistir. Sonra CNBr ile
aktive edilmis PolitHEMA) kriyojel 0.5 M NaCl cozeltisiyle dort kez yikanmastir.
Son basamakta kriyojel soguk sodyum sitrat tamponuyla (0.1 M; pH 6.5)

yikanmuistir.

3.4. Protein A Baglanmasi

Protein A baglanmasinda sicaklik kontrolii i¢in su ceketli cam kolon igeren bir
stirekli sistem kullanilmistir. Kriyojel 100 ml su ile yikandiktan sonra 50 ml karbonat

tamponuyla (pH 10) 1.0 ml/dak akis hizinda 1 saat etkilestirilmistir. Sonra 50 ml
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protein A ¢ozeltisi (2.0 mg/ml, pH 6.5) 1.0 ml/dak akis hizinda 2 saat kriyojel
kolonundan gecirilmistir. Kriyojele baglanan protein A miktari, protein A
derisimindeki azalma ol¢iilerek ve bunun adsorbe oldugu diisiiniilerek (PolitHEMA)
kriyojeline adsorbe olmus protein A miktar1) Lowry Metodu'™ ile olciilerek
hesaplanmistir. Protein 6rnegi (200400 ul) fosfat tamponuyla (25 mM; pH 7.4) 1.0
ml’ ye seyreltilmistir. Sonra 1 ml taze hazirlanmis Lowry reaktifi eklenmistir. Oda
sicakliginda 30 dak inkiibasyondan sonra 500 pl taze hazirlanmig Folin-Ciocalteu

reaktifi (FCR) eklenip vorteks ile karigtirilmigtir.

Ayni sekilde kor olarak protein yerine, kullanilan protein kadar 200-400 ul
%3 sodyum dodesilsiilfat (SDS) cozeltisi fosfat tamponuyla (25 mM; pH 7.4)
hazirlanmigtir. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 730 nm’ de
absorbans okunmustur. Bilinen protein A derisimiyle kalibrasyon egrisi
hesaplanmistir. Kriyojelden protein A sizintis1 icin 24 saat fosfat tamponu kriyojel
kolonundan gecirilmistir. Bu islemden sonra birakilan protein A sivi fazda

spektrofotometrik olarak 280 nm’ de dl¢itilmiistiir.

3.5. Kriyojelin Karakterizasyonu

3.5.1. Sisme Deneyi

Poli(HEMA) ve protein A takili-PoliltHEMA) kriyojellerin sisme davranislari,
deiyonize su igerisindeki denge sisme oranlarmnin belirlenmesi ile hesaplanmistir.

Denge sisme oraninin belirlenmesinde uygulanan yontem kisaca su sekildedir:

Baslangigta kuru olan kriyojel dikkatlice tartildiktan sonra, 50 ml damitik su
iceren bir behere konulmustur. Sabit sicaklikta 25+0.5 °C de 2 saat bekletildikten
sonra, kriyojeller ortamdan alimis ve SCALTEC marka terazi (Almanya) ile (1x10™
hassasiyetli) tartilmistir. Kuru ve sismis kriyojellerin agirliklart kaydedilmistir.

Polimerik kriyojellerin su igerigi asagida verilen denklem ile hesaplanmistir:

Sisme oram = (Wg-Wo)/Wo 3.1)
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Burada; Wo: kriyojelin kuru agirhigr (g) Ws: kriyojelin sistikten sonraki

agirhigi (g).

Kriyojellerin makrogozeneklilik yiizdesinin belirlenmesi i¢cin uygulanan

yontem kisaca su sekildedir:

Denge sisme oranina ulagsmis olan kriyojel 6rnekleri (W) tartilmistir. Daha
sonra sismis kriyojel Orne8i bir enjektor icerisine alinmistir. Kriyojellerin
makrogozeneklerinde bulunan suyun uzaklastinlmas1 igin kriyojel enjektor
yardimiyla sikilmig ve kriyojeller (W) tartilmistir. Asagida verilen esitlik
kullanilarak kriyojellerin sahip oldugu makrogdzeneklerin yiizdesi hesaplanmistir.

Makrogdzenek miktar1 (%) = [(W;-W2)/W] x 100 3.2)

3.5.2. Yiizey Morfolojisi

PolitHEMA) ve protein A takili-PolitHEMA) kriyojellerin kesit yapis1
taramali elektron mikroskobu (SEM) (JEOL, JSM 5600, Tokyo, Japonya)
kullanilarak incelenmistir. Ilk olarak, kriyojellerin gozenek yapisimin korunmasi igin
kriyojeller kararli hale getirilmistir. Bu amag¢ icin, kriyojel 6rnekleri gece boyu 0.15
M sodyum kokadilat ¢ozeltisi icerinde (% 2.5 glutaraldehit igeren) bekletilmistir. %
I’lik osmiyum tetraoksit igerisinde 1 saat bekletildikten sonra, kriyojel ornekleri
kademeli olarak etanol igerisinde dehidrate edilmis ve kritik sicaklik kurutucusunda
+10°C’de sitilmigtir. Bu asama, gecis sivist olan etanoliin sivi karbondioksit ile
degisimi icin yapilmistir. Sicaklik daha sonra, +40°C’ ye (100 atm basing altinda)
yiikseltilmistir. Bu islem sirasinda; sivi karbon dioksit dogrudan gaz formuna
gecirilmis ve Ornegin buharlasma 1sis1 veya yilizey gerilim kuvvetleri dolayisiyla
zarar gormesi Onlenmistir. Basincin 1 atm’ye yiikseltilmesi ile birlikte kuru kriyojel
ornekleri elde edilmistir. Son agama olarak, kriyojel 6rnekleri ince altin tabaka ile

kaplanmis ve SEM goriintiileri alinmstir.
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3.5.3. Yiizey Alam Olciimleri

PolitHEMA) ve protein A takili-PolitHEMA) kriyojellerin spesifik yiizey
alan1 BET cihaz1 (Quantochrome SI, Automated Surface Area and Pore Size
Analyzer, Quantochrome, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Kriyojel ornekleri
dikkatlice tartilmig ve 6rnek haznesine yerlestirilmistir. Daha sonra, 6rneklerin azot
atmosferinde 150°C’de 1 saat gazi alinmistir. Gaz adsorpsiyonu -196°C’ de ve
desorpsiyonu oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Desorpsiyon basamaginda elde
edilen sonuglar, spesifik yiizey alani hesaplamalarinda kullamilmistir. Kriyojellerin
sahip oldugu gozenek hacmi ve ortalama gézenek c¢api Barrett, Joyner, Halenda

(BJH) modeli'® uygulanarak belirlenmistir.

3.54. FTIR Cahsmalari

PolitHEMA) ve protein A takili-PolitHEMA) kriyojellerin yap1 analizi FTIR
spektrofotometresi (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japonya) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amacla, kriyojel ornekleri oda sicakliginda kurutulmustur.
Daha sonra, kriyojel 6rnekleri havanda doviilerek toz haline getirilmistir. Toz haline
getirilen 6rnek (2 mg) potasyum bromiir (KBr, 98 mg, IR Grade) ile karistirilmis ve
pelet haline getirilmistir. Peletlerin FTIR spektrumu 450-4000 cm’ dalga boyu

araliginda cekilmistir.
3.6. Kan Uyusabilirlik Calismalar
3.6.1. Pihtilasma Zamam (CT)

PolitHEMA) ve protein A takili-Poli(HEMA) kriyojeller, oda sicakliginda 0.1
M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7.4) dengeye getirilmis, daha sonra 0.5 M NaCl
cozeltisi ve deiyonize su ile yitkanmistir. Taze donmus plazmanin (0.1 ml), 2 dakika

siireyle 37 °C’ de sitilmasiin ardindan ortama polimer konularak karigtirilmastir.

Pihtilasma zamani fibrometre yontemi kullanilarak tayin edilmistir'®*.
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3.6.2. Aktive Kismi Tromboplastin Zamamn (APTT)

PolitHEMA) ve protein A takili-Poli(HEMA) kriyojeller, oda sicakliginda 0.1
M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7.4) dengeye getirilmis, daha sonra 0.5 M NaCl
cozeltisi ve deiyonize su ile yitkanmistir. Taze donmus plazmanin (0.1 ml), 2 dakika
siireyle 37 °C’ de 1sitilmasinin ardindan, Ogiitiilerek toz haline getirilen polimer
ortama konulmustur. Kismi tromboplastin (0.3 ml, bioMerieux, Marcy-I" Etoile,
Fransa), aym sekilde 2 dakika siireyle 37 °C’ de 1sitmadan sonra plazma igerisine
ilave edilmis, daha sonra kriyojel ile etkilestirilmistir. 30 saniye sonra bu ortama
CaCl, cozeltisi (0.1 ml, 0.025 M) ilave edilmis ve aktive kismi tromboplastin zamani

(APTT) fibrometre yontemi kullanilarak tayin edilmistir'®.

3.6.3. Protrombin Zamam (PT)

PolitHEMA) ve protein A takili-Poli(HEMA) kriyojeller, oda sicakliginda 0.1
M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7.4) dengeye getirilmis, daha sonra 0.5 M NaCl
cozeltisi ve deiyonize su ile yitkanmistir. Taze donmus plazmanin (0.1 ml), 2 dakika
stireyle 37 °C’ de 1sitilmasinin ardindan ortama kriyojel eklenmistit. Tromboplastin
(0.2 ml, bioMerieux, Marcy-I"Etoile, Fransa), ayn1 sekilde 2 dakika siireyle 37 °C’ de
isitmadan  sonra plazma igerisine ilave edilmis, daha sonra polimer ile
etkilestirilmistir. 30 saniye sonra bu ortama CaCl, ¢ozeltisi (0.1 ml, 0.025 M) ilave

edilmistir. Protrombin zaman1 fibrometre yontemi kullamlarak tayin edilmistir'®.

3.6.4. Fibrinojen Zamam (FT)

PolitHEMA) ve protein A takili-Poli(HEMA) kriyojeller, oda sicakliginda 0.1
M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7.4) dengeye getirilmis, daha sonra 0.5 M NaCl
cozeltisi ve deiyonize su ile yitkanmistir. Taze donmus plazmanin (0.1 ml), 2 dakika
siireyle 37 °C’ de isitilmasiin ardindan ortama kriyojel eklenmistir. Fibrinojen

zamani fibrometre yontemi kullanilarak tayin edilmistir'®*.
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3.7. IgG Adsorpsiyon Dinamiklerinin Belirlenmesi

Protein A takili-PolitHEMA) kriyojele sulu ¢ozeltiden IgG (ticari olarak
temin edildi) adsorpsiyonu siirekli sistemde calisilmistir. Kriyojel, 30 ml su ile
yikandiktan sonra 0.1 M NaCl iceren 25 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile 30 dakika
dengeye getirilmistir. Daha sonra hazirlanan IgG c¢ozeltisi 2 saat kolondan
gecirilmistir. Adsorplanan IgG miktar1 280 nm’de UV-absorbansdaki diisiis izlenerek
belirlenmistir. Akis hiz1 (0.5-4.0 ml/dak), baslangic IgG derisimi (0.1-2.0 mg/ml),
ortam pH’ 1 (4.0-9.0) ve sicaklik (4-37°C) parametrelerinin IgG adsoprsiyonuna

etkileri incelenmistir.

3.8. Kan Plazmasindan IgG Saflastirma

Hepatit B, HIV I, II ve hepatit C’ nin negatif oldugu kan 6rnekleri kan
vericisinden alinmigtir. Kan 6rnekleri EDTA igerikli tiiplerde —20°C de saklanmuistir.
Kan ornekleri 0.1 M NaCl igeren 25 mM fosfat tamponunda (pH 7.4) seyreltilip
kullanilmigtir. Seyreltme oranlar1 1/2 ve 1/10 dur. 14.8 mg/ml IgG iceren 50 ml kan 1
saat slireyle 1.0 ml/dak akis hiziyla kriyojel kolonundan gecirilmistir. Protein A takili
Poli(HEMA) kriyojele adsorplanan IgG miktar1 ELISA yontemi ile belirlenmistir. Bu
amagla insan anti-IgG’ si (Sigma, 1-9384) 50 mM NaHCOs c¢ozeltisi (pH 9.6) ile
1000 kez seyreltilmis ve 12 saat boyunca 40 °C' de polivinilkloriir (PVC) mikrotitre
plakalarma adsorbe edilmistir. Plakalar % 0.05 Tween 20 (yikama tamponu) iceren
25 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile yikanmig ve % 0.05 Tween 20, % 1.5 sigir
serum albumin (BSA) ve % 0.1 sodyum azid iceren fosfat tamponu (pH 7.4) ile
bloke edilmistir. Ornekler (2.5 ml, 0.5 ml 1 M trisodyum sitrat ¢ozeltisi ile notralize
edilmis) ve belirli miktarlarda IgG iceren kontrol 6rnekleri ortama ilave edilmis ve 1
saat 37 °C’ de bekletilmistir. Baglanan IgG, biotin ile isaretlenmis anti-insan IgG ve
bunu takiben peroksidaz konjuge streptavidin ve o-fenilendiamin kullanilarak

belirlenmistir. Absorbans 492 nm’de olciilmiistiir.
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3.9. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE jeli diizgiin bir yiizey olusmas1 amaciyla iki elektroforez caminin
arasina dokiilmiistiir. Jel iki cam arasmna dokiilmeden Once camlar iyice

temizlenmistir. Bu amacla, camlar yikandiktan sonra etanol ile silinmistir.

Jeli hazirlama asamasinda (% 5) paketleyici (stacking) jel hazirlanip iki cam
arasina dokiilmiistir. Dokme isleminden sonra jelde Orneklerin yiiklenebilecegi
bosluklar yaratmak amaciyla tarak yerlestirilmistir. Jel dokiiliirken hava kabarcigi
olusmamasina dikkat edilmistir. Jelin polimerlesmesi icin bir saat beklenmistir. Jel
polimerlestikten sonra tarak dikkatlice ¢ikarilmis ve iki cam arasindaki jel
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Kuyucuklar i¢inde kalan jel artiklart yiiriitme

tamponu ile temizlenmistir.

Protein A takili-PolitHEMA) kriyojelinden gecen kan Ornekleri jele
yiiklenmistir. Yiikleme igleminden sonra, 6rnekler 120 V’ de yiiriimeye birakilmistir.
2 saat sonunda yiiriitme durdurularak, jel boyanmadan ©nce uygun c¢ozeltiye
alimmigtir.  SDS-PAGE jeli asetik asit-metanol-su (1:5:5, v/v/v) karisiminda
Coomasie Brillant Blue R 250 boyasi ile boyanmistir. Yiiriitme isleminden sonra jel
Coomasie Blue boyasina alinarak bu ¢ozeltide gece boyu bekletilmistir. Daha sonra
boyayr uzaklastirmak amaciyla jel, etanol-asetik asit-su (1:4:6, v/v/v) karigimindan
meydana gelen boya ¢ikarma cozeltisi ile iki kez 15’er dakika yikanmigtir. SDS-
PAGE jeli saklamak amaciyla gece boyu saklama ¢ozeltisine alinmistir. SDS-PAGE
jeli Shimadzu dual-wavelength flying spot scanning densitometer (Shimadzu, Tokyo,

Japan) kullanilarak taranmistir.
3.11. FPLC Calismasi

Protein A takili-PolitHEMA) kriyojelin (yaricap:1.0 cm, uzunluk: 5.0 cm)
yarigmal1 proteinlere karsi segiciligi FPLC ile test edilmistir. FPLC’ de ayirma UV

dedektor sistemi donatilmig ile AKTA-FPLC (Amersham Bioscience, Uppsala,
Sweden) ile gerceklestirilmistir. Kullanilan FPLC cihazi M-925 karistiricisi, P-920

80



pompasi, UPC-900 monitorii, INV-907 enjeksiyon valfi ve Frac920 fraksiyon
kolektorii icermektedir. Ayirma islemi protein A takili-PolitHEMA) kriyojelli GE
Healthcare (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden) kolonu (10/10, 19-5001-01)
ile yapilmistir. FPLC’ nin A ve B hareketli fazlar1 sirasiyla 0.1 M NaCl iceren 25
mM fosfat tamponu (pH 7.4) ve 0.1 M glisin-HCI tamponlart (pH 3.5) ile
hazirlanmigtir. Kromatografik ayirma dogrusal gradienti 3 ml/dak akis hizi ile
gerceklestirilmistir. % 100’ liilk A hareketli faz1 ile 7 dak’ ik baslama siiresinden
sonra, B hareketli fazinin miktar1 % 0’ dan % 100’ e kadar 1 dak icerisinde dogrusal
gradientli olarak artirilmistir. % 100’ liikk B hareketli fazi 5 dak siireyle uyguladiktan
sonra kolondan 8 dak boyunca % 100’ lik A hareketli faz1 gecirilmistir. Tiim
tamponlar ve karigimlar kullanilmadan 6nce filtre edilmistir. 2 ml protein karigimi
kolona uygulanarak sistemin absorbans1 280 nm’ de kaydedilmistir. Ayirma islemi
ise oda sicakliginda yapilmistir. to, belirleyici olarak KBr kullanilmigtir. Kapasite (k')

ve ayirma (o) faktorleri

k' = ( tg-to)/to, (3.3)
o=k, K, (3.4)

denklemleri kullanilarak hesaplanmistir. tg proteinin alikonma zamani t, ise
belirtecin (KBr) alikonma zaman, k' IgG i¢in kapasite faktorii ve k,' ise HSA gibi

bir yarismali proteinin kapasite faktoriinii belirtmektedir. Rg ayirim giicii ve teorik

plaka sayis1 (N) asagidaki esitlik kullanarak hesaplanmistir.

N =5.54 (tr/wo.5)° (3.5)
Rg =2 (tr2- tr,1)/(W2t+W1) (3.6)
wos karsilik gelen pikin taban yar1 uzakligi, tr; ve trp bitisik iki pikin alikonma

zamanlari, w; ve w; iki yakin pikin taban cizgisindeki genisligidir.

3.10. Romatoid Artritli Plazmadan Antikor Uzaklastirma

Romatoid artritli hastadan alinan kan 6rnekleri alinip 1/1, 1/2, 1/4, 1/10 ve 1/

20 oranlarinda fizyolojik cozelti (% 0.9 NaCl) ile seyreltilmistir. Seyreltilmis ve
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seyreltilmemis kan Poli(HEMA) ve farkli miktarlarda protein A yiiklii protein A
takili-PolitHEMA) kriyojel kolonundan 25°C’da 2 saat siireyle 1 ml/dk akis hizinda

gecirilmistir. Adsorplanan antikor miktar1 ELISA yontemi ile belirlenmistir.

3.12. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

IgG desorpsiyonu i¢in 0.1 M glisin-HCI tamponu (pH 3.5) desorpsiyon ajani
olarak kullanidmistir. IgG adsorplanmis protein A takili-PolitHEMA) kriyojelin
desorpsiyon ajani 1 ml/dk akis hizinda 1 saat siireyle kolondan geg¢irilmistir.
Desorpsiyon ortamindaki IgG miktar1 280 nm’ de spektrofotometrik yontem ile
belirlenmistir. Desorpsiyondan sonra kriyojel 50 mM NaOH ile yikanmis, 0.1 M
NaCl iceren 25 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile dengeye getirilmistir. Desorpsiyon
ortamindaki IgG konsantrasyonu ile kriyojeldeki adsorbe olmus IgG miktarindan

desorpsiyon oram hesaplanmistir.

Protein A takili-PoliltHEMA) kriyojelin tekrar kullanilabilirliginin
belirlenebilmesi icin aymi adsorbentle adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii 10 kez
tekrarlanmistir. Her desorpsiyon islemi sonrasinda, protein A takili-Poli(HEMA)

kriyojel, rejenerasyon ve sterilizasyon icin 50 mM NaOH c¢ozeltisi ile yikanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sisme Deneyi

Poli(HEMA) ve protein A takili-PoliltHEMA) kriyojeller, capraz-bagh ve
hidrofilik yapida matrikslerdir. Capraz-bag derecesine ve matriksin hidrofilitesine

bagli olarak yapilarina su alarak siserler.

Yapilan calismalarda PoliHEMA) kriyojeli i¢in makrogdzenek miktar1 %
71.6 olarak bulunmustur. Protein A takili-PoliHEMA) kriyojel ig¢in ise
makrogdzenek miktarinin % 64.8 oldugu bulunmustur. PolitHEMA) ve protein A
takili-PolitHEMA) kriyojellerin denge sisme orani ise sirasiyla 8.56 ve 7.74 g H,O/ g

polimer olarak bulunmustur.

Makrogozenek miktarindaki bu azalma iki sekilde agiklanabilir:

L Protein A Staphylococcus aureus bakterisinin hiicre duvar proteinidir. Protein
A’nin hidrofobik karakterde oldugu bilinmektedir'®’. Polimerik kriyojelin
yapisina hidrofobik bir proteinin immobilizasyonu, kriyojelin hidrofilitesini

azaltmis ve denge sisme orani diismiistiir.

ii. Polimerik kriyojellere protein A immobilizasyonu sonucunda kriyojelin

gozenekliliginin azalmasi denge sisme oraninin diismesine sebep olmustur.

PolitHEMA) kriyojel opak, siingerimsi ve esnek bir yapiya sahiptir.
Gozeneklerin i¢inde biriken suyu uzaklastirmak igin kriyojel el ile kolaylikla
sikistirilabilir. Kurutulmus kriyojel parcasi suya daldirildiginda suda islanir ve 1-2

saniye icinde orijinal biiyiikliik ve seklini alir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. Sismis ve kurutulmug PolitHEMA) kriyojel

4.2. Yiizey Morfolojisi

Stipermakrogtzenekli PoliHEMA) kriyojel APS/TEMED varliginda
MBAAmM’ nin donmus haldeki kopolimerlesmesiyle {iretilmistir. Poli(HEMA)
kriyojelin {iizerindeki hidroksil gruplart protein A ile modifiye edilmistir.
PolitHEMA) ve protein A takili-PolitHEMA) kriyojellerin gdzenek yapisinin SEM
goriintiileri sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de verilmistir. PolitHEMA) kriyojel,
gozenekli olmayan ve ince polimer duvarlara ve hareketli fazin akmasi i¢in kanal
olusturan biiylik, siirekli ve birbirine bagl (10-200 um c¢apmdaki) gozeneklere
sahiptir. Matriksin gdzenek boyutunun protein molekiillerinden ¢ok biiyiik olmasi
proteinlerin kolaylikla gecmesini saglar. Hareketli fazin gbzeneklerde konvektif akigi

nedeniyle kiitle aktarim direnci pratik olarak ihmal edilebilir derecededir.
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30 ) N
ik Mag= 511X EHT=30.00kV Signal A=SE1 /

[ Mag= 560X EHT=30.00kV Signal A=SE1

Sekil 4. 2. Poli(HEMA) kriyojelin SEM mikrofotografi
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30um

Mag = 1.06 KX EHT =30.00 kV Signal A = SE1

Sekil 4. 3. Protein A takili-PolitHEMA) kriyojelin SEM mikrofotografi
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4.3. Yiizey Alam Olciimleri

PolitHEMA) ve protein A takili-PolitHEMA) kriyojellerin spesifik yiizey
alam BET yontemi ile sirasiyla 11.98 m?*/g ve 20.18 m?%g bulunmustur. Bu artis
polimerik kriyojellere protein A immobilizasyonu sonucunda kriyojelin yiizey

alaninin artmasi ile agiklanabilir.

4.4. FTIR Cahsmalan

Poli(HEMA) ve protein A takili-PolitHEMA) kriyojellere ait FTIR
spektrumlar1 Sekil 4.4 te verilmistir. Sekilde goriildiigli gibi, protein A takili
Poli(HEMA) kriyojeller 1558 cem” ve 1656 cm™ de amid bandlarina (-CONH)
sahiptir. PoliHEMA) kriyojellerle karsilastirildiginda bu bandlarim hem siddeti
artmis hemde genislemistir. Bu durum kriyojel yapisindaki protein A’nin varligini

gostermektedir. Ayrica hidroksil bandinda da (-OH) yayvanlagsma goriilmektedir.

Poly(HEMA)

% T

115928

282,24 172646 75007
25 024,21
519,58
20 2951,60

139101
14195378
15 1558,16

1656,53 1251,02 107750
10 1277,66
341775

172495 1160,68

0.0
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4500)

Sekil 4. 4. PoliHEMA) kriyojel ile protein A takili-PolitHEMA) kriyojelin FTIR

spektrumu
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4.5. Kan Uyusabilirlik Calismalar

Bir biyomalzeme, tibbi cihazlarda kullanilan veya istenen bir zaman
araliginda istenen bir uygulama yOntemi icin canli sistemle temas halinde
kullanilmak iizere tasarlanan bir malzemedir. Polimerik biyomalzemeler tip ve

eczacilik alanlarinda siklikla kullanilmaktadir.'**'®

Bu uygulamalar arasinda, ¢ok
sayida degisik implantlar (vida, ¢ivi, plaka gibi ortopedik malzemeler) veya diger
destek malzemeler (6rnegin damar graftlar, yapay kalpler, intraokiiler lensler, eklem
ve gogiis protezleri), ekstrakorporal tedavi ve diger klinik destek araclar1 (6rnegin
hemodiyaliz setleri, hemoperfiizyon kolonlari, kan oksijenlendirilmesinde kullanilan
membranlar), kontrolli ila¢ salim sistemleri (6rnegin deri alt1 ilag salim sistemleri,
mikrokiireler, membranlar ve kapsiiller) ve klinik teshis kitleri (genellikle tastyici

olarak) sayllabilirwo.

Biyomalzemelerin, medikal uygulamalarda kullanilabilmeleri icin belirli bazi
kriterleri saglamalar1  gerekmektedir. Kullanim siiresi ve yerine gore
biyomalzemelere kan ve doku ile uyusabilirlik, karsinojenisite, mutajenisite,

biyodegradasyon ve mekanik kararlilik gibi bazi test yontemleri uygulamrlgl.

Biyomalzeme kan ile temas ettiginde, yiizeye ilk once kiiciik molekiiller (su
ve iyonlar gibi) gelir. Bu olay1 plazma proteinlerinin adsorpsiyonu takip eder (Sekil
4.5). Biyomalzeme yiizeyine ilk adsorplanan protein molekiiliiniin miktar1 ve tiirii
ardindan gelecek olan pihtilasma basamaklarini (intrinsik yol iizerinden) ve
komplement aktivasyonunu (intrinsik ve ekstrinsik yol {izerinden) belirler’*"™*. Bu
nedenle bir biyomalzemenin kan uyusabilirligini belirlemek i¢in yapilmasi gereken

oncelikli islemler pihtilagma zamanlar1 testleridir.

Biyomalzemelerin biyouyumlulugunu arttirmak i¢in ¢ok yogun ¢aligmalar
gerceklestirilmektedir. Bunlar arasinda;
i) iyi yikama etkisine sahip alet tasarimi
ii) diizenlenmis fabrikasyon teknigi

iii) kan ile uyumlu yeni nesil polimerlerin gelistirilmesi sayilabilir.
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«  [HUCRE-PROTEIN ETKILESIiMI}

_ o §7
PROTEIN TABAKASIE ==, 8 \

BlYOMALZEME

Sekil 4. 5. Kan-Biyomalzeme Etkilesimiw5

Son  zamanlarda,  biyotip alaninda  kullanilacak  polimerlerin
biyouyumlulugunu arttirmak ve bozunma sonucu agiga c¢ikacak bilesiklerin
toksisitesini azaltmak iizere kullanilan bir yontem polimer yap1 iskeletine biyolojik

molekiil aminoasit segmentleri takilmasidir'®®.

Protein A takili-PolitHEMA) kriyojelin kan uyusabilirliklerini belirlemek i¢in
in-vitro pihtilagma zaman (CT), aktive kismi tromboplastin zamam (APTT),
fibrinojen zamani1 (FT) ve protrombin zamani (PT) deneyleri yapilmistir. Kontrol

amaciyla ayn1 deneyler PoliHEMA) kriyojeli icin de yapilmustir.

APTT intrinsik kan pihtilasma faktorlerinin biyoaktivitesini gosterir. PT
biyomalzeme yiizeyindeki ekstrinsik kan pihtilasma faktorleri ile ilgilidir. CT ile in-

vitro pithtilagsma zamani belirlenir.

Cizelge 4.1’ de bu deneyler sonucunda elde edilen pihtilasma degerleri
verilmigtir. Cizelgeden goriildiigii gibi protein A takili-PolilHEMA) kriyojeli
PolitHEMA) kriyojel ile karsilagtirildiginda PT ve CT degerleri biraz azalirken
APTT ve FT degerleri biraz artmistir. Pihtilasma zamanlar1 kontrol plazma ile
karsilastirildiginda ise artma gozlenmistir. Fakat bu azalma viicut tarafindan tolere

edilebilir bir diizeydedir. Bu sonuglar, yeni sentezlenen protein A takili-PoliltHEMA)
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kriyojellerin kan uyusabilirliklerinin iyi olmasi ve literatiirle karsilastirildiginda

benzer sonuglarin elde edilebilmesi ile aglklanabilirm.

Sonug olarak afinite adsorbentinin hazirlanmasi i¢in PoliHEMA) yapisina

ligand olarak baglanan protein A’ nin iki 6nemli 6zelligi goriilmektedir:

IIk olarak; Protein A ilavesinin PolitHEMA) kriyojellere gore kan uyusabilirligini
arttirdigr goriilmektedir. Kan uyusabilirliginin artmast sonucunda bu kriyojellerle,
herhangi bir medikal uygulamada (6rnegin kanser destek tedavi sistemlerinde), viicut

tarafindan gosterilen olas1 istenmeyen reaksiyonlarin azalmasi,

Ikinci olarak; Spesifik olmayan protein adsorpsiyonunun diisiik olmasindan dolayi

uygulama sirasinda protein kaybinin az olmasidir.

Cizelge 4. 1.Pihtilagma siireleri (saniye)

Deney APTT PT CT FT

Kontrol Plazma 27.8 122 15 14.1
Poli(HEMA) 26.2 125 16.6 121
Protein A takili-Poli(HEMA) 29.3 124 164 183

4.6. IgG Adsorpsiyonuna CNBr Derisiminin Etkisi

PolitHEMA) kriyojelin hidroksil gruplarina protein A’ y1 kovalent olarak
baglamak amaciyla, aktivasyon ajam olarak CNBr kullamlmistir. Sekil 4.6’ da
PolitHEMA)’ nin CNBr ile aktivasyonu ve ligand baglanmasi sematik olarak
gosterilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi aktivasyon sirasinda once ara iiriin siyanat
esterleri, daha sonra aktivasyon kosullarina gore son iiriin olarak degisik oranlarda
baslica imidokarbomat, izoiire ve karbamat tiirevleri olusur. Bu tiirevlerden karbamat
inert olup bu grup iizerinden polimere ligand baglanmasi miimkiin degildir.
Karbamat gibi izoiirenin de yiizeyde varligi istenmez. Ciinkii izoiire kararsiz bir

yapidir. Yiizeyin elektrostatik olarak yiiklenmesine, iyon degistirici gibi
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davranmasina yol agar. Bu da ozellikle yiizeyin nonspesifik adsorpsiyonunu arttirict
bir unsurdur, istenmez. Imidokarbomat grubu ise reaktiftir ve ligand baglanmasi bu

grup iizerinden olur'.

i
—C—NH,

Karbamat (inert)

NH
OH  cNBr L
— 0—C=N —» K~0—C—0-
Poli(HEMA) Siyanat Esteri Izotre
(cok reaktif)
_C=NH
—o0

Imidokarbomat (reaktif)

|
| | |

NH (0]
] o_ I .
O—C—N—Ligand _C=NH-Ligand O—C—N—Ligand
H —0 H
[zoiire Tiirevi N-siibstitiile imidokarbomat N-siibstitiie karbomat

Sekil 4. 6. Poli(HEMA) kriyojele CNBr aktivasyonu ile ligand baglanmasi'?

IgG adsorpsiyonuna CNBr derisiminin etkisini belirlemek icin CNBr
derisimi 10-100 mg/ml araliginda degistirilmistir. Sekil 4.7’ de goriildiigii gibi artan
CNBr derisimi ile IgG adsorpsiyon kapasitesi 50 mg/ml’ ye kadar once artmakta,
daha sonra adsorpsiyon kapasitesi onemli miktarda azalmaktadir. Aktivasyon
ajaninin derisiminin artmasi, kriyojel iizerindeki ligand yogunlugunu arttirmaktadir.

Yiizeydeki ligand miktar1 adsorpsiyon kapasitesi ile dogru orantilidir. Ancak
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ylizeydeki ligand miktarinin asirisi sterik engel ve liganda erisim problemlerine

sebep olmaktadir.

100
3 80 -

[=)

=

S

g

> 60

£

O

Z0

= 40 -

[+

=

S

(="

S

§ 20 -

<

0
0 20 40 60 80 100

CNBr Derigimi (mg/ml)

Sekil 4. 7. IgG adsorpsiyonuna CNBr derisiminin etkisi. Protein A yiikleme: 56
mg/g; Akis hizi: 0.5 ml/dk; IgG derisimi: 1.5 mg/ml; pH 7.4 fosfat tamponu; T: 25°C

Adsorpsiyon  kapasitesi  degerleri  incelendiginde = maksimum IgG
adsorpsiyonu 50 mg/ml CNBr derisiminde elde edilmistir. Bu deger optimum CNBr
derisim degeri olarak kabul edilmis ve IgG adsorpsiyon dinamiklerinin

belirlenmesinde 50 mg/ml CNBr derisimi ile aktive edilmis kriyojeller kullaniimistir.

4.7. Protein A Derisiminin Etkisi

Cizelge 4.2. PolilHEMA) kriyojelde IgG adsorpsiyonu {iizerine protein A
derisiminin etkisini gostermektedir. Kriyojel yapisindaki siipermakrogdzeneklerden
ileri gelen ylizey alan1 azalmasi ligand yogunlugunun artmasiyla telafi edilmektedir.
Protein A yiizey yogunlugu yani birim kiitledeki protein A molekiilleri sayisi
arttiginda PolitHEMA) kriyojel iizerine adsorplanan IgG miktar1 6nce artmakta,

sonra neredeyse en yiiksek degere ulasmaktadir. Maksimum IgG adsorpsiyon
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kapasitesi ise 83.2 mg/g dir. Protein A derisiminin artmasimin IgG adsorpsiyonunu
arttirmasi beklenir. Ancak olas1 geometrik (yani sterik) etkiden dolayr bu durum her

zaman avantajli olmayabilir.

Protein A her biri degisik, memelilerin immiinoglobiilinlerin Fc bdlgesine
baglanabilen bes benzer domain icerir. Her bir ¢Oziiniir protein A molekiilii 2
molekiil IgG ye baglanabilir. Sterik engel ikiden fazla IgG molekiiliiniin immobilize
protein A molekiiliine baglanmasin1 engeller. Protein A yogunlugu daha ¢ok olursa
sterik engel nedeniyle IgG molekiilleri bu reseptorlere ulasamaz. Cizelge 4.2. ayrica
farkli protein A derisimine sahip PolitHEMA) kriyojel {izerine adsorplanan
IgG/protein A agirhik oranmm gostermektedir. Calisan tiim protein A yiizey
yogunlugu icin bu oran 2.0 civarindadir. Bu aralik literatiirlerle uyumludur.
Sedimantasyon verileri ve yiizey gerilim Olglimleri kullanilarak 1:2 protein A-IgG
baglanma stokiyometrisi elde edilmigtir'**'*”. Ayrica insan IgG’ sinin protein A’ ya

baglanma orani 3.3: 1 olarak bildirilmistir*®.

Cizelge 4. 2. IgG adsorpsiyonu {iizerine protein A derisiminin etkisi: IgG derigimi;

2.0 mg/ml; fosfat tamponu (pH 7.4); T: 25°C.

Yiiklenen protein A miktar1 Adsorbe olmus IgG IgG/protein A
(mg/g) miktar1 (mg/g) agirlik oram
25.2 33.5 1.32
26.9 38.9 1.44
28.7 49.3 1.72
29.8 52.9 1.77
56.0 83.2 1.49

4.8. Basin¢ Azalmasi

Bir sistemdeki siviy1 siiriiklemek i¢in gereken basing azalmasi olabildigince
az olmalidir. PolitHEMA) kriyojel kolonuyla geri basing deneyleri denge ortami
olarak su i¢inde yapilmistir. Lineer akis hizlar1 40-382 cm/saat arasinda bulunmustur

(Sekil 4.8). Her bir akis hiz1 i¢in 1 dakikaligina kolondan su gecirilmistir. Biiyiik ve
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birbirine oldukca baglh makrogézeneklerin varligindan dolay1 politHEMA) kriyojelin
swv1 akis direnci cok diisiiktiir. PolitHEMA) kriyojel kolonun geri basincinin diisiik

olmas1 gozenekli yapida birbirine baghh makrogézeneklerin biiylikk oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4. 8. Degisik akis hizlarindaki basing azalmasi

4.9. Akis Hizmin Etkisi

Protein A takili-PolitHEMA) kriyojel kolonunda akis hizinin artmasiyla
adsorbe olmug IgG miktar1 azalmasi Sekil 4.9°da verilmistir. Akis hizinin 0.5
ml/dak’ dan 4 ml/dak’ ya artmasiyla adsorpsiyon kapasitesi 83.2 mg/g’ den 58.9
mg/g’ ye diismektedir. Akig hizinin artmasi ile kolondan gegen protein ¢ozelti hacmi
artmakta ve bundan dolayr proteinin kriyojel kolonundan alikonma zamani
azalmaktadir. Akis hizi azaldiginda kolonun temas siiresi uzar. Bu nedenle IgG
molekiillerinin kriyojel gbzenek duvarlarina yayilmast icin ve protein A’ ya
baglanmak icin daha cok zaman alacagindan daha iyi bir IgG adsorpsiyon kapasitesi
elde edilir. Ayrica kolonun c¢aligmasi i¢in kriyojel siirekli olarak taze bir IgG

cozeltisiyle temastadir. Sonu¢ olarak kolon i¢indeki protein A takili-Poli(HEMA)
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kriyojeli tabakasiyla temasta olan ¢ozelti i¢indeki IgG derisimi nispeten sabittir.
Ayrica kriyojel yapisi icindeki makrogdzenekler agik, birbirine bagli ve genis bir
kanal olusturacak sekildedir. Hareketli IgG faz1 bu kanallardan gegerek IgG
molekiillerini konveksiyon yoluyla aktif baglanma merkezlerine (yani protein A
molekiillerine) tasir. Bu sonug¢ geleneksel dolgulu kolonlarindan ¢ok daha hizli bir
sekilde hareketli IgG faz1 ile sabit PoliHEMA) kriyojel fazi arasinda kiitle

aktarilmasini saglarzm’zoz.
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Sekil 4. 9. IgG adsorpsiyonuna akis hizinin etkisi. Protein A yiikleme: 56 mg/g; 1gG
derisimi: 1.5 mg/ml; pH 7.4 fosfat tamponu; T: 25°C

4.10. IgG Baslangic¢ Derisiminin Etkisi

IgG derisiminin adsorpsiyon kapasitesi iizerine etkisini belirlemek amaciyla,
cozeltideki IgG derisimi 0.1-2.0 mg/ml araliginda degistirilmistir (Sekil 4.10).
Sekilde goriildiigii gibi, ¢ozeltideki IgG derisiminin artmasiyla, birim kriyojel bagina
adsorplanan IgG miktar1 artmaktadir. Maksimum IgG adsorpsiyonu 1.5 mg/ml

derisimde gerceklesmistir. Artan IgG derisimi ¢ozelti ile kriyojel arasindaki siiriicii
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kuvveti (derisim gradyentini) artirmaktadir. Bundan dolay1 artan IgG derisimi ile
birlikte adsorpsiyon kapasitesi artmaktadir. Daha sonra yiizeydeki aktif bolgelerin

dolmasiyla birlikte dengeye ulagmaktadir.
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Sekil 4. 10. IgG adsorpsiyonuna IgG baslangic derisiminin etkisi. Protein A
yiikleme: 56 mg/g; Akis hizi: 0.5 ml/dk; pH 7.4 fosfat tamponu; T: 25°C

4.11. Adsorpsiyon Izotermleri

Molekiillerin adsorbentle etkilesimini karakterize etmek icin Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon modelleri uygulanmistir. Adsorpsiyon izotermleri denge
halinde cozeltideki iyonlarin derigimi ile kati faza adsorplanan iyonlarin miktari

arasindaki baglantiyi tammlar®®.

Langmuir adsorpsiyon modeli molekiillerin belirli sayida, her biri yalnizca

tek molekiil baglayabilen bolgelere baglandigini varsayar. Bu noktalarin enerji
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bakimindan da esdeger oldugu ve komsu bolgelerle adsorplanan molekiiller arasinda
etkilesim olmadigi Varsay111r204. Langmuir adsorpsiyon izotermi Esitlik 4.1. ile
tanimlanir. Denge verilerinin esitlige uygulanmasiyla dogrusal bir grafik elde
edilmesi, asagidaki esitlikle tanimlanan Langmuir modelinin bu sistemlere

uygulanabilecegini gostermektedir:
Q=Qmax.b.Ceg/(1+bCv) “4.n
Esitlikte Q, adsorbente baglanan IgG miktar: (mg/g); Ceq, cOzeltideki denge
IgG derisimi (mg/ml); b, Langmuir sabiti (ml/mg) ve Qumax, adsorpsiyon kapasitesini
(mg/g) gostermektedir. Esitlik dogrusallastirilirsa asagidaki denklem elde edilir.

Ce/Q = 1/(Q,,,. b) + Ceg/Q, .. 4.2)

IgG adsorpsiyonu i¢in deneysel verilerin grafigi Sekil 4.11°de verilmistir.

0,04
< o002 |
S
. y = 0,0098x + 0,0062
R? = 0,989
0,00
0 1 2 3
Ce

Sekil 4. 11. IgG’nin Langmuir adsorpsiyon izotermi. Protein A yiikleme: 56 mg/g;
Akis hizi: 0.5 ml/dk; IgG derisimi: 1.5 mg/ml; pH 7.4 fosfat tamponu; T: 25°C
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Elde edilen korelasyon katsayisi (R*) 0.989 olarak bulunmustur. Langmuir
adsorpsiyon modelinin bu afinite adsorbent sistemine uygulanabilir oldugu
goriilmiistiir. Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Q, ) ve Langmuir sabiti sirasiyla
102.1 mg/g, 1.58 ml/mg olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).

Freundlich izotermi adsorpsiyon dengesini tanimlayan esitliklerdendir”®.
Freundlich esitligi adsorbente tanecik adsorpsiyon enerjisinin komsu baglanma
bolgelerinin dolu olup olmadigina bagh olarak degistigini varsayar. Deneysel esitlik

asagidaki sekildedir;
Qeq= K Ceq " 3)

Bu esitlikte Q,, adsorpsiyon miktari (mg/g), Ceq ¢Ozeltideki adsorbent
derisimi (mg/l) dir. K¢ ve 1/n sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon
siddetini gosteren Freundlich sabitleridir. Bu esitlik her iki tarafin logaritmasi

almarak daha kullanigh hale getirilebilir:

aneq =In Kg+ 1/n InC, 4.4)

Deneysel verilerin Freundlich modeline uygunlugu da incelenmistir. Bu
amagla InC.q nin aneq’ye kars1 grafigi cizilmistir (Sekil 4.12). Grafigin dogrusal
cikmasi Freundlich adsorpsiyon izoterminin uygulanabilirligini gosterir. Adsorpsiyon
sabitleri kesim noktas1 ve egimden hesaplanabilir. Freundlich sabitleri K degeri 56.1
ve n degeri 1.98 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Kr ve n degerleri sulu ortamdan
IgG’ nin kolayca ayrilabildigini ve dolayisiyla tercihli adsorpsiyonu gosterir. Kg
degeri adsorbentin adsorpsiyon kapasitesinin bir gOstergesidir; egim, 1/n,
adsorpsiyon kapasitesine derisimin etkisini gostermektedir ve adsorpsiyon siddetini

ifade eder. Goriildiigii iizere n degerleri adsorpsiyon islemi icin yeterince yiiksektir.
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y = 0,5032x + 4,0272
R? = 0,894

In Ceq

Sekil 4. 12. IgG’nin Freundlich adsorpsiyon izotermi. Protein A yiikleme: 56 mg/g;
Akis hizi: 0.5 ml/dk; IgG derisimi: 1.5 mg/ml; pH 7.4 fosfat tamponu; T: 25°C

Langmuir ve Freundlich izotermleri i¢in hesaplanan degerler, Cizelge 4.3’ te
verilmistir. Korelasyon katsayilari, adsorpsiyon isleminin Langmuir modeli ile

tanimlanabilecegini gdstermektedir.

Cizelge 4. 3. Langmuir ve Freundlich izotermlerinin adsorpsiyon katsayilar1

Langmuir Adsorpsiyon Izotermi Freundlich Adsorpsiyon Izotermi
Q, . = 102.1 mg/g Kr=56.1

b =1.58 ml/mg n=1.98

R*=0.989 R*=0.894

Cizelge 4.4 te PoliHEMA) kriyojelin maksimum adsorpsiyon kapasitesi
(Qmax) ile ticari olarak bulunan adsorbentler gibi baz1 diger afinite adsorbentlerin
maksimum adsorpsiyon kapasitelerinin bir karsilagtirilmasi verilmistir. Protein A
takili-PolitHEMA)’ min adsorpsiyon kapasitesi diger adsorbentlerle karsilastirilabilir
diizeydedir. IgG adsorpsiyon kapasitelerinin farkli olmas1 yapi, reaktif fonksiyonel
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gruplari, ligand miktar1, gozeneklik, gozenek boyutu, gézenek boyutu dagilimi ve

erisilebilir yiizey alan1 gibi adsorbent 6zelliklerinden ileri gelmektedir.

Cizelge 4. 4. Degisik adsorbentlerin IgG’yi adsorplama kapasitelerinin karsilastirilmasi

Adsorbent Ligand g:lnga/l; Kaynak
Seliiloz Protein A 11.7 =06
Seliiloz nanofiber Protein A 18.0 207
Polimetilmetakrilat ~ Cu’' 543 208
Poli(HEMA) L-histidin 44.8 209
Poli(HEMA) Metakriolamidohistidin 73.8 210
Eupergit, Affigel Protein A 20.1 21
Poli(HEMA) o NPzt cot 79.6 212
Poli(HEMA) Protein A 24.0 213
Poli(kaprolaktam) Protein A 28.3 214
Poli(etilen) Fenilalanin 50.0 215
Sepharose 4B L-Histidin 0.23 216
Poli(etilen vinil alkol) L-Histidin 77.7 217
Polisiilfon Protein A 8.8 218
Sartobind Protein A 0.51 219
Polimetilmetakrilat Protein A/G 6.6 220
Poli(vinil alkol) Protein A 132 221
Sepharose 6B 3-Aminofenol 4-Amino-1-naftol 52.0 222
Poli(HEMA) Concanavalin A 69.4 223
Sepharose CL 6B Biomimetik ligand 7.0 24
Sepharose 4B Biomimetik ligand 25.0 2
Seliiloz 4-Merkapto etil pridin 30 e
Poli(etilen vinil alkol) Merkapto metil imidazol 16 7
Seliiloz 4-Merkapto etil pridin sulfonik asit 30 228
Poli(AAm-AGE) Concanavalin A 25.6 229
Agaroz Bisiklik heteroatomik ligand 29.2 20
Poli(HEMA) Protein A 88.1 Bu calisma
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4.12. IgG Adsorpsiyonuna pH Etkisi

IgG adsorpsiyon kapasitesine pH nin etkisini belirlemek amaciyla ¢ozelti
pH’s14.0-9.0 araliginda farkli tampon ¢ozeltileri kullanilarak degistirilmistir. Cozelti
pH’s1 pH 4.0-6.0 i¢in 25 mM asetat, 6.0-9.0 i¢in 25 mM fosfat ve 7.0-9.0 i¢cin 25 mM
Tris-HCI tamponlar1 kullanilmistir. IgG adsorpsiyonunun pH ile degisimi Sekil 4.13°
te verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi, maksimum IgG adsorpsiyonu pH 7.0 Tris-
HCI tamponunda gozlenmistir. Bu durum, IgG molekiiliiniin protein A ligand ile
etkilesimi icin en uygun konformasyonuna Tris-HCI tamponunda (pH 7.0) sahip

olmasi ile aciklanabilir.

—— asetat

—a— fosfat

[a—

(94

(e)
T

—=— tris-HCl

100
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W
=)

0
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Sekil 4. 13. IgG adsorpsiyonuna pH etkisi. Protein A yiikleme: 56 mg/g; Akis hizi:
0.5 ml/dk; IgG derisimi: 1.5 mg/ml; T: 25°C.
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4.13. Sicakhik Etkisi

Sicakligin IgG adsorpsiyon kapasitesine etkisi Sekil 4.14° te verilmistir. Tlim
sicakliklarda Van der walls kuvvetinin etkisiyle olusan ve spesifik olmayan IgG
adsorpsiyonu (0.38 mg/g) c¢ok diisiiktiir. PolitHEMA) kriyojelin iistiine IgG’ nin
fiziksel adsorpsiyonunda 6nemli bir sicaklik etkisi goriilmemistir. Ancak, protein A
takili-PolitHEMA) kriyojelin denge adsorpsiyonu sicakliktan oldukca etkilenmis ve
ve 37°C’ de (98.8 mg/g) maksimum IgG adsorpsiyon kapasitesi gozlenmistir.
Sicakligin 4 °C’den 37 °C’ ye artmasiyla birlikte adsorpsiyon kapasitesi yaklasik %
125 artmustir. Bu durum protein A takili-PolitHEMA) kriyojelinin IgG baglanma
etkilesiminin hidrofobik etkilesimlerde beklendigi gibi entropi tarafindan
olusturulmadigim ve dnceki sonuglarla uyumlu oldugunu gbsterir231. Protein A-IgG
etkilesimlerinde hidrofobik kuvvetler baskin olmaktadir. Dolayisiyla sicakligin
artmasiyla IgG adsorpsiyonun artmast ve genellikle sicakligin diismesiyle protein
eliisyonu artmaktadir. Hidrofobik etkilesimler tizerinden olusan Van der walls cekme

kuvveti, sicakligin artmasiyla etkili olmaktadir.
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Sekil 4. 14. IgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. Protein A yiikleme: 56 mg/g; Akis
hiz1: 0.5 ml/dk; IgG derisimi: 1.5 mg/ml; pH 7.4 fosfat tamponu

102



4.14. Kan Plazmasindan IgG Saflastirma

Insan plazmasindan IgG adsorpsiyon degerleri Cizelge 4.5’ te gosterilmistir.
Goriildiigii gibi fosfat tamponuyla seyreltilen insan kanindan elde edilen IgG
adsorpsiyon kapasitesi diisiiktiir. Fakat seyreltilmemis kan i¢cin protein A takili-
PolitHEMA) kriyojelinin IgG adsorpsiyonu yiiksektir (88.1 mg/g’ a kadar).
Baglanan ve elue edilen proteinin bilesimi SDS-PAGE ile 6lciilmiistiir. Proteinin
yaklasik % 85’ nin IgG olmas1 albumin gibi diger proteinlerin ¢ok miktarda varligina

ragmen makrogozenekli adsorbentin spesifikliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4. 5. Insan plazmasindan IgG adsorpsiyonu: Seyrelmeden once IgG

konsantrasyonu: 14.8 mg/ml

. Adsorpsiyon
Seyrelme Ajani Kapasitesi (mg/g)
Seyreltilmemis plazma 88.1 £0.97
Seyreltilmis plazma (seyreltme oram: 1/2, fosfat tamponu, 63.9 + 1.20
pH7.4)
Seyreltilmis plazma (seyreltme orani: 1/10, fosfat tamponu, 94 + 045

pH 7.4)

Protein A takili-Poli(HEMA) kriyojelden elue edilen IgG’ nin safligi SDS-
PAGE ile belirlenmistir. Sekil 4.15° te goriildiigii gibi Sira 2° de goriilen IgG, Sira 3’
te protein A takili-PolilHEMA) kriyojelinden gectikten sonra hemen hemen
kaybolmustur. Sira 4’ te ise saflastirilan IgG goriilmektedir. Saflastirilan IgG’ nin
safligt % 95.3-% 96.7 arahiginda bulunmustur. Insan plazmasindan IgG’ nin geri

kazanilmast % 80.7 oarak bulunmustur.
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Siral Sira Sira3 Sirad

205:Da

116 kD a

97 kDa
24kDa

66 kDa

55kDa

45kDa

36kDa

Sekil 4. 15. SDS-PAGE ile saflagtirma, Sira 1. Biomarker (Sigma), Swra 2. IgG
saflagtirllmadan onceki 1/10 serum, Sira 3. IgG saflastirildiktan sonraki 1/10 serum,

Sira 4. Desorpsiyon edilen 6rnek. Her sirada uygulanan 6rnek miktar esittir.

Afinite saflastirmada kriyojel kolonun iistiinliigiinii gdstermek i¢in, kan direk
protein A takili-PolitHEMA) kriyojelinden ge¢irilmistir. Bu islem icin kan EDTA-
antikuagulan tiiplerinde toplanmigtir. Pihtilasmamis kan (2 ml) 1 ml/dak akis hiziyla
kolondan ge¢irilmis ve 50 ml izotonik tampon ile yikanmistir. Kanin protein A takili-
PoliHEMA) kriyojelden gecisi swrasindaki islemin fotograflar1 cekilmistir (Sekil
4.16).
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Sekil 4. 16. Kriyojel kolonundan tam kan gegisi. Kolon 1: uygulamadan onceki
kolon; Kolon 2-6: islem esnasindaki kolon; Kolon 7: uygulamadan sonraki kolon;

Kan miktart: 2 ml; Akis hizi: 1.0 ml/dak

Kan 2 pym’ den 20 pym’ ye kadar farkli boyutlar1 olan hiicrelerden meydana
gelmektedir. Bu ylizden kan akiginin protein A takili-PolitHEMA) kriyojelinden
tikanmaya sebep olmadan homojen bir sekilde izotonik sartlarda kolona uygulandigi

gbzlenmistir.

Kriyojellerin stipermakrogézenekli yapis1 kanin icerdigi tiim kan hiicrelerinin

232

dogrudan ilerlemesine olanak saglamaktadir™“. Kriyojelin makrogézenekli boyutu

kan hiicrelerinin kolonda engellenmeden ilerlemesini olanakli kilmaktadir.

4.15. FPLC Calismasi
Sekil 4.17° de goriildiigii gibi protein karigimindan HSA ve IgG ayrilmasi

sirastyla 1.94 dak ve 9.58 dak olarak bulunmustur. Sekil 4.18° de goriildiigii gibi
insan plazmasindan HSA ve IgG ayirmasi ise sirasiyla 1.84 dak ve 9.54 dak olarak

105



bulunmustur. tg, N, k', o, Rg degerleri Cizelge 4.6’ da verilmistir. Ikili protein
karisimi1 ve insan plazmasi icin hesaplanan Rg degerleri sirasiyla 2.28 ve 2.63 olarak

hesaplanmigtir.
Bir kromatografi sistemindeki iki pikin birbirinden iyice ayrilmasi i¢in Rs
degerinin 1’den yiiksek olmasi1 gerektiginden HSA ve IgG ayrma degerleri

sonuglarinin iyi oldugu kabul edilebilir.

Cizelge 4. 6. Kromatografik ayirma verileri

tr N K a R

IeG 9.58 130.35 6.85 - -
Protein karisimindan

HSA 1.94 10.95 0.59 11.61 2.28

. IgG 9.54 164.64 6.82 - -
Insan kan serumundan

HSA 1.89 14.71 0.55 12.4 2.63

mAU IgG

140
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100
80
60

40

20

0.0 5.0 10.0 15.0 min

Sekil 4. 17. HSA ve IgG’ nin protein A takili-PolitHEMA) kriyojelinde FPLC ile
ayrilmasi. Akis hizi: 3.0 ml/dak; Protein konsantrasyonu; 0.5 mg/ml; Dalga boyu;
280 nm
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Sekil 4. 18. Insan kan serumunda HSA ve IgG nin protein A takili-Poli(HEMA)
kriyojelinde FPLC ile ayrilmasi. Akis hizi: 3.0 ml/dak; Dalga boyu: 280 nm

4.16. Romatoid Artritli Plazmadan Antikor Uzaklastirma

Romatoid artritli kanda romatoid faktor degisimi Sekil 4.19” da gosterilmistir.
Goriildiigii gibi adsorplanan romatoid faktdr seyreltilmemis kanda gdzlenmistir.
Sekil 4.20° de ise farkli derisimlerde immobilize olan protein A miktarinin
adsorplanan romatoid faktore etkisi verilmektedir. Immobilize olan protein A miktar1

artikca adsorplanan romatoid faktoriin de artig1 gézlenmistir.
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Sekil 4. 19. RF baslangi¢ derisiminin etkisi. Protein A immobilizasyonu: 5.6 mg/g;
hacim: 10 ml; polimer: 0.11 g
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Sekil 4. 20. Baglanan protein A miktarinin adsorplanan romatoid faktore etkisi.

Hacim: 10 ml; polimer: 0.11 g
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4.17. Kriyojelin Tekrar Kullanilabilirligi

Tekrar kullanilabilirlik afinite adsorbentleri icin ¢ok Onemlidir. Bir test
sisteminin dizayninda afinite adsorbentin kimyasal kararliligina dikkat edilmelidir®.
Protein A takili-PolitHEMA) kriyojelin kararliligim ve tekrar kullanilabilirligini
belirlemek icin kriyojel kolonu 10 kez kullanilmistir. Sterilizasyondan sonra bir
adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiinde kriyojel 50 mM NaOH cozeltisi ile 30 dakika
yikanmigtir. Daha sonra kriyojel saf su ile 30 dakika yikanip, sonraki adsorpsiyon-
desorpsiyon dongiisii i¢in 25 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile dengeye getirilmistir.
Sonuglardan goriildiigii gibi adsorbe olmus IgG’ nin yaklasik % 95’1 desorbe
olmaktadir. Sekil 4.21° de goriildiigii gibi kriyojelin adsorpsiyon kapasite degerleri

hemen hemen sabit kalmis ve degismemistir.

Protein A takili-PolilHEMA) kriyojeli tekrar kullanilabilirlik ve kararliligiyla

iyi bir performans gostermistir.
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Sekil 4. 21. Protein A takili-PolitHEMA) kriyojelin tekrar kullanilabilirligi. Protein
A yiikleme: 56 mg/g; Akis hizi: 0.5 ml/dk; IgG derigimi: 1.5 mg/ml; pH 7.4 fosfat
tamponu; T: 25°C
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5. SONUCLAR

v

PoliHEMA) ve protein A takili-PolilHEMA) kriyojeller, capraz-bagli ve
hidrofilik yapida matrikslerdir. PolitHEMA) kriyojeli i¢in makrogdzenek
miktart % 71.6 olarak bulunmustur. Protein A takili-PolitHEMA) kriyojel i¢in

ise makrogdzenek miktarinin % 64.8 oldugu bulunmustur.

Poli(HEMA) ve protein A takili-PoliltHEMA) kriyojellerin denge sisme orani ise
strastyla 8.56 ve 7.74 g H>O/g polimer olarak bulunmustur.

PolitHEMA) kriyojel opak, siingerimsi ve esnek bir yapiya sahiptir.
Gozeneklerin i¢inde biriken suyu uzaklastirmak i¢in kriyojel el ile kolaylikla
sikistirilabilir. Kriyojelin sikistirilmis pargasi suya daldirildiginda suda islanir ve

1-2 saniye i¢inde orijinal biiyiikliik ve seklini alir.

SEM goriintiilerinden goriildiigii gibi PoliHEMA) kriyojel, gbzenekli olmayan
ve ince polimer duvarlara ve hareketli fazin akmasi i¢in kanal olusturan biiyiik,
siirekli ve birbirine baghh (10-200 pm ¢apindaki) gozeneklere sahiptir. Bu
gozenekler nedeniyle kriyojel oldukca biiyiik ylizey alanina sahiptir. Ayrica, bu
gozenekler difiizyon direncini azaltmakta ve yiiksek i¢ ylizey alami nedeni ile

kiitle transferini kolaylastirmaktadir.

PolitHEMA) ve protein A takili-PolitHEMA) kriyojellerin spesifik yilizey alani
BET yontemi ile sirasiyla 11.98 mz/g ve 20.18 m2/g bulunmustur.

PolitHEMA) ve protein A takili-PolitHEMA) kriyojellerin yapis1 FTIR
spektroskopisi ile incelenmistir. Protein A takili-PolitHEMA) kriyojeller 1558
cm” ve 1656 cm” de amid bandlarma (-CONH) sahiptir. Poli(HEMA)
kriyojellerle karsilagtirildiginda bu bandlarin hem siddeti artmis hemde
geniglemistir. Bu durum kriyojel yapisindaki Protein A’min  varliini

gostermektedir. Ayrica hidroksil bandinda da (-OH) yayvanlasma goriilmektedir.
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Protein A takili-PolilHEMA) kriyojellerin pihtilasma zamanlar1 PolitHEMA)
kriyojel ile karsilastirildiginda PT ve CT degerleri biraz azalirken APTT ve FT
degerleri artmistir. Pihtilasma zamanlar1 kontrol plazma ile karsilastirildiginda
ise biraz artma gozlenmistir. Fakat bu azalma viicut tarafindan tolere edilebilir
bir diizeydedir. Bu sonuclar, yeni sentezlenen protein A takili-PolitHEMA)
kriyojellerin kan uyusabilirliklerinin iyi olmas1 ve literatiirle karsilastirildiginda

benzer sonuclarin elde edilmesi ile agiklanabilir.

Sentezlenen polimerik adsorbentlere ©nemli derecede hiicre yapismasi
gozlenmemistir. Bu durum protein A takili-PolitHEMA) kriyojellerin kan hiicre
yapigmasina direngli oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, iyi nontrombojenik
ozellikleri nedeniyle, protein A takili-Poli(HEMA) kriyojellerin ekstrakorporal

tedavi amach biyomedikal uygulamalarda kullanimi i¢in umut vericidir.

IgG adsorpsiyonuna CNBr derigiminin etkisini belirlemek i¢cin CNBr derigimi
10-100 mg/ml araliginda degistirilmistir. CNBr derisimi ile IgG adsorpsiyon
kapasitesi 50 mg/ml’ ye kadar once artmakta, daha sonra adsorpsiyon kapasitesi

onemli miktarda azalmaktadir.

PolitHEMA) kriyojelde IgG adsorpsiyonu iizerine protein A yogunlugunun
etkisi incelendiginde protein A yiizey yogunlugu (yani birim kiitledeki protein A
molekiilleri sayis1) artiginda PolitHEMA) kriyojel {lizerine adsorplanan IgG
miktar1 Once artmakta, sonra neredeyse en yiiksek degere ulagsmaktadir.

Maksimum IgG adsorpsiyon kapasitesi 83.2 mg/g dir.

Bir sistemdeki siviy1 siiriiklemek i¢in gereken basing azalmasi olabildigince az
olmalidir. Lineer akis hizlar1 40-382 cm/saat arasinda bulunmustur. Poli(HEMA)
kriyojel kolonun geri basincinin diisiik olmas1 gdzenekli yapinin birbirine baglh

makrogozeneklerin biiyiik oldugunu gostermektedir.
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Protein A takili-PolitHEMA) kriyojel kolonunda akis hizinin artmasiyla adsorbe
olmus IgG miktar1 azalmistir. Akis hizinin 0.5 ml/dak’ dan 4 ml/dak’ ya
artmasiyla adsorpsiyon kapasitesi 83.2 mg/g’ den 58.9 mg/g’ ye diismektedir.

IgG derisiminin adsorpsiyon kapasitesi iizerine etkisini belirlemek amaciyla,
cozeltideki IgG derisimi 0-2.0 mg/ml araliinda degistirilmistir. Cozeltideki IgG
derisiminin artmasiyla, birim kriyojel basma adsorplanan IgG miktar

artmaktadir. Maksimum IgG adsorpsiyonu 1.5 mg/ml derisimde gerceklesmistir.

Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) deneysel verilerden protein A takili-

Poli(HEMA) kriyojel i¢in 83.2 mg/g olarak bulunmustur. Langmuir adsorpsiyon

modeli ile Qmax ve Langmuir sabiti sirasiyla 102.1 mg/g, 1.58 ml/mg olarak

bulunmustur. Korelasyon Kkatsayisi (R*) 0.989" dur. Korelasyon katsayisi
Langmuir adsorpsiyon modelinin bu sisteme uygun oldugunu gostermektedir.
Freundlich modeline uygunluguna bakildiginda ise Freundlich sabitleri Kr degeri
56.1 ve n degeri 1.98 olarak bulunmustur. Korelasyon katsayisi (R?) 0.894” dur.

PolitHEMA) kriyojelin maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) ile ticari
olarak bulunan adsorbentler gibi bazi diger afinite adsorbentlerin maksimum
adsorpsiyon kapasiteleri karsilastirilmistir. Protein A takili-PolilHEMA)’ nin
adsorpsiyon kapasitesi diger adsorbentlerle karsilastirilabilir diizeydedir. IgG
adsorpsiyon kapasitelerinin farkli olmasi yapi, reaktif fonksiyonel gruplari,
ligand miktari, gozeneklik, gozenek boyutu, gozenek boyutu dagilimi ve

erisilebilir yiizey alam gibi adsorbent 6zelliklerinden ileri gelmektedir.

Adsorpsiyon kapasitesine pH etkisini gostermek icin farkli tampon sistemleri
kullanilmis ve pH 4.0-9.0 arasinda calisilmistir (4.0-6.0 icin 50 mM asetat, 6.0-
9.0 icin 50 mM fosfat ve 7.0-9.0 i¢in 50 mM Tris-HCI). Protein A takili-
PolitHEMA) kriyojelin maksimum IgG adsorpsiyonu pH 7.0 Tris-HCI

tamponunda gozlenmistir.
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PolitHEMA) kriyojelin spesifik olmayan IgG adsorpsiyonu (0.38 mg/g),
calisilan biitiin sicaklik degerlerinde cok diisiiktiir. Protein A takili-PoliltHEMA)
kriyojelin denge adsorpsiyonu sicakliktan oldukca etkilenmis ve 37°C’ de (98.8
mg/g) maksimum IgG adsorpsiyon kapasitesi gdzlenmistir. Sicakligin 4 °C’den

37 °C’ ye artmasiyla birlikte adsorpsiyon kapasitesi yaklagik % 125 artmistir.

Fosfat tamponuyla (pH 7.4) seyreltilen insan kanindan elde edilen IgG
adsorpsiyon kapasitesi diisiiktiir. Fakat seyreltilmemis kan i¢in protein A takili-
PolitHEMA) kriyojelinin IgG adsorpsiyonu (88.1 mg/g’ a kadar) yiiksektir.

Baglanan ve elue edilen proteinin bilesimi SDS-PAGE ile Olclilmiistiir.
Proteinin yaklasik % 85’ nin IgG olmasi albumin gibi diger proteinlerin cok
miktarda varligina ragmen makrogdzenekli adsorbentin spesifikliginin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Saflastirilan IgG’ nin saflign % 95.3-% 96.7
araliginda bulunmustur. Insan plazmasimdan IgG’ nin geri kazanilmas: % 80.7

olarak bulunmustur.

Afinite saflastirmada kriyojel kolonun iistlinliiginii gostermek i¢in, kan direk
protein A  takili-PolitHEMA) kriyojelinden  gecirilmistir. ~ Kriyojelin
makrogdzenekli boyutu kan hiicrelerinin kolonda engellenmeden ilerlemesini

olanakli kilmaktadir.

Protein A takili-PolitHEMA) kriyojelin yarigmali proteinlere karsi segiciligi
FPLC ile test edilmistir. Protein karistmindan HSA ve IgG ayrilmasi sirasiyla
1.94 dak ve 9.58 dak olarak bulunmustur. insan plazmasindan HSA ve IgG
ayirmasi ise sirasiyla 1.84 dak ve 9.54 dak olarak bulunmustur. Ikili protein
karigim1 ve insan plazmasi icin hesaplanan Rg degerleri sirasiyla 2.28 ve 2.63
olarak hesaplanmistir. Bir kromatografi sistemindeki iki pikin birbirinden iyice
ayrilmast icin Rs degerinin 1’den yiiksek olmasi gerektiginden HSA ve IgG

ayirma degerleri sonuglarimin iyi oldugu kabul edilebilir.
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v' omatoid artritli kanda romatoid faktér degisimi seyreltilmemis kanda
gozlenmistir. Farkli derisimlerde immobilize olan protein A miktarinin
adsorplanan romatoid faktor {izerine etkisine bakildiginda immobilize olan

protein A miktar1 artikca adsorplanan romatoid faktoriin de artig1 gozlenmistir.

v' Tekrar kullanilabilirlik afinite adsorbentleri i¢in ¢cok dnemlidir. Protein A takili-
PolitHEMA) kriyojelin kararliligini ve tekrar kullanilabilirligini belirlemek icin
kriyojel kolonu 10 kez kullanilmistir. Adsorbe olmus IgG’ nin yaklasik %95’i
desorbe olmaktadir. Protein A takili-PolitHEM A )kriyojelin adsorpsiyon kapasite
degerleri hemen hemen sabit kalmis ve degismemistir. Protein A takili-
Poli(HEMA) kriyojeli tekrar kullamlabilirlik ve kararliligiyla iyi bir performans

gostermistir.
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