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Neo-natal FcRn reseptor, insanda FCGRT geni tarafindan kodlanan ve
molekiil kiitlesi 46 kDa olan bir proteindir. IgG-Fc reseptorii olarak da
bilinmektedir ve major histokompatibite kompleksi (MHC) smif I yapisina
benzemektedir. FCRn reseptorii, anne-¢cocuk arasinda gergeklesen IgG
dongiisiiniin gdzlenmesinde etkin rol oynayan tek reseptordiir velgG antikoruna
Fc bolgesinden baglanmaktadir. Ayrica; asidik pH (6.0-6.5)’da baglanma
gozlenirken fizyolojik pH ya da daha yliksek pH’larda etkinlik gézlenmemektedir.
Bu nedenle; Fc reseptorlerinin aymrmmi ve saflagtirilmasi, immunoglobulin
yapisinda olan ilag tasiyici, ayirma ve diagnostik platformlarin gelistirilmesinde
onemli rol oynayacaktir.Bu c¢alisma kapsaminda; neonata 1FcRn reseptdriiniin
insan plasentasindan ayirimi ve saflastirilmasi i¢cin IgG yapisinin bir monomer
ligand olarak kullanildigi ve fotosensitif polimerizasyon yoluyla sentezlendigi
P(IgG-co-HEMA) kriyojel kolon hazirlanmistir. Bu dogrultuda; ilk olarak
plasenta epitelyum dokusundan &zellikle sinsitiyotrofoblastlarin bulundugu
boliimlerden alinan kesitler Triton X 100 ile homojenize edilmistir. Daha sonra;
IgG-FcRn etkilesiminin asidik pH’larda gerceklesip fizyolojik pH’larda
gerceklesmemesinden yararlanilarak ve P(IgG-co-HEMA) kriyojelinin kolon
malzemesi olarak kullanildigr Hizli Protein Sivi Kromatografisi (FPLC) ileFcRn
reseptOriiniin aymrimi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler:FcRn, IgG, Fotosensitif Kriyojel, FPLC
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The neo-natal FCRn receptor is a protein that in humans is encoded by

FCGRT gene and has 46 kDa molecular weight. It is also known as lgG-Fc
receptor and is similar to major histocompatibility complex (MHC) class I. In
early studies, FCRn is the only receptor which plays an active role in 1gG
circulation realized between mother and fetiis. Moreover, FCRn receptor binds to
Fc domain of IgG with high affinity to FcRn at acidic pH (<6.5) but not at
physiological pH (7.4). For this reason, separation and purification of FcRn, the
development of drug delivery, separation and diagnostic platforms which are
structure immunoglobulin and alternative technological researches.

In this study, P(IgG-co-HEMA\) cryogel column has been prepared for the
separation and purification of neonatal FCRn receptor from the human placenta. In
this direction, the sections that have, extracted from epitelium cells of placenta,
especially from syncytiotrophoblasts, have homogenized by Triton X 100. Then,
these paration of FcRn receptor has carried out by Fast Protein Liquid
Chromatography (FPLC) using P(lgG-co-HEMA) cryogel column starting point
that the interaction of IgG-FCcRn receptor realizes at acidic pH but not at
physiological pH.

Keywords:FcRnreceptor, 1gG, cryogel, FPLC
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1.GIRIS

Biyolojik zenginliklerin biyoteknolojik iirtinlere doniistiiriilmesi 1990’1
yillarda ivme kazanmistir. Giintimiizde ise, saglik sektoriinde katma degeri yiiksek
iriinlere doniisebilecek teknolojik arastirmalar arasinda yerini almaktadir.
Biyoteknoloji, yapilan bilimsel c¢aligmalarin kisa siirede saglik {irlinlerine
dontistiiriilmesiyle birlikte bir anlamda kendi talebini kendi yaratir hale gelmistir.
Enzim, antikor, protein gibi biyolojik materyallerin canli dokulardan ayirimi ve
saflastirilmast sonucunda viicut dongiisiiniin isleyisi daha iyi anlasilmis ve
hastaliklarin tan1 ve tedavilerinde yeni nesil biyolojik materyaller kullanilmaya
baglanmistir.  Biyoteknoloji ve  nanoteknolojinin  biyomedikal arenaya
uygulanmasi yeni teshis ve tedavi edici sistemlerin gelistirilmesinde oldukca
biliyiik potansiyele sahiptir. Bu teknolojinin gelismesiyle hastalik ve risk
sartlarmin erken tanimlanmasi, daha az zarar ve daha kisa siirede iyilesme
zamaninin saglanmasi ve daha diislik fiyatla daha kabul edilebilir saglik-bakim
saglanmas1 miimkiin olacaktir.

Bagisiklik saglayici proteinlerden olan immunoglobulin ailesine, yiiksek
secicilik goOsteren protein A molekiilii, Staphylococcus aureus (S. aureus)
bakterisinin hiicre duvarindan saflastirilmaktadir. S. aureus gram pozitif bakterisi
olup hastanelerde ¢ok¢a goriilmekte ve iiremesini engellemek i¢in kati 6nlemler
almmaktadir. Bu nedenle; immunoglobulin G (IgG) molekiiliine afinite gosteren
ve higbir toksik etkisi olmayan Fc reseptorlerin memeli dokusundan izole edilmesi
biiyilk onem tasimaktadir. Ayrica ticari olarak temin edilebilen protein A
molekiiliiniin maliyeti ¢ok yiiksektir. Tiim bunlara ek olarak Fc reseptorleri
merkezi sinir sisteminde kan—beyin bariyerinin endotel hiicrelerinde bulunurlar.
Beyinde bulunan amiloid plaklarin beyin bariyerindeki girislerin tikanmasi sonucu
ortaya c¢ikan Alzehimer, Parkinson gibi merkezi sinir sistemi hastaliklarinin
tedavisinde kullanilabilirlikleri arastirilmaktadir. Fc reseptorler, devam etmekte
olan calismalara ciddi bir alternatif olusturarak merkezi sinir sistemi
hastaliklarinin engellenmesi ve Alzehimer hastalarinin tedavisinde ¢igir agacak

niteliktedir.
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Fc reseptorleri, bazi ilaglarla konjuge olarak kan dolasimina katilir ve ilag
tagiyict sistem olarak kullanilirlar. Bu nedenle, Fc reseptorlerin nano boyuta
getirilerek ilag tagima sistemi olarak kullanilmasinin sagladigi yararlara
bakildiginda: 1) Coziiniirliigii diisiik etkin maddeleri ¢oziiniir hale getirmekte ve
boylece biyoyararlanimlarini arttirmaktadirlar, 2) Gerekli bolgede etkin maddenin
toplanabilmesini saglamak igin viicutta yeterli derecede wuzun bir siire
kalabilmektedirler, 3) Nanometre boyutlarinda biiyiikliige sahip olmalari, onlarin
zaylf damarlanmanin oldugu bdlgelerde birikmelerine olanak saglamaktadir, 4)
Spesifik ligandlar baglanarak hedeflendirilebilmektedirler, 5) Biiyiik miktarlarda,
kolaylikla ve tekrarlanabilir bir sekilde iiretilebilmektedirler, 6) I¢lerindeki etken
maddeyi biyolojik ortamda inaktivasyondan koruyabilmektedirler ve istenmeyen
yan etkiler gozlenmemektedir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismada, ilk asamada insan plasentasinin
epitelyum dokusunda bulunan sinsitiyotrofoblastlardan kesitler alinarak, Triton X
100’de homojenizasyonu saglanmistir. Daha sonra; makro gozeneklerine IgG
tutturulmus fotosensitif kriyojel kolon hazirlanmistir. Hazirlanan bu kriyojel
kolonun igerisine gomiilen IgG proteinin yapisinda bulunan Fc bolgesi ile
plasentadan homojenize edilen FcRn reseptorlerinin etkilesimi ile ayirimi ve
saflastirilmast hedeflenmistir. FcRn reseptorlerinin hamilelik sirasinda anneden
fetlise bagisiklik saglayicit IgG molekiillerinin ge¢mesine aracilik etmeleri, kan
beyin bariyerini kolaylikla agabilmeleri, yetigkinlerde ise bagirsak lumenlerinden
immunoglobulinlerin ge¢isini saglamalar1 nedeniyle ayirim ve saflastirilmasi son
derece onemlidir. Bu amagla; fotosensitif yolla sentezlenmis 1gG kriyojel kolonlar
kat1 destek materyali olarak kullanilarak hizli protein sivi kromatografisi (FPLC)
cihazi ile FcRn reseptorlerinin insan plasentasindan aymrimi gerceklestirilmistir.
Calismanin sonunda; elde edilen verilere gore FPLC cihazi ile IgG kriyojel kolon
kullanilarak insan plasentasindan ayirimi saglanan FcRn reseptorlerinin standart
FcRn reseptorler ile kiyaslandiginda daha az maliyetle ve yiiksek saflikta elde

edildigi gézlemlenmistir.
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1.1 Proteinler

Proteinler, aminoasitlerin belirli tiirde, belirli sayida ve belirli dizilis
sirasinda karakteristik diiz zincirde birbirlerine kovalent baglanmasiyla olusmus
polipeptitler ve aminoasitlerin polimerleridirler. 20 standart aminoasit, protein
yapisinin dilinin yazildig1 bir alfabe gibi diisiiniilebilir; bdylece tiir olarak ¢ok
sayida protein oldugu anlasilir ki yeryiiziinde biitiin canlilardaki protein tiirlerinin
bir milyon kadar oldugu tahmin edilmektedir [1, 2].

Proteinler, biitiin hiicrelerde ve hiicrelerin biitiin kisimlarinda bulunurlar;
bir bakteri hiicresinde yaklasik 4000 tiir protein bulunmaktadir. Proteinler,
inanilmaz derecede bircok islev goriirler; yasamsal biitiin islevler proteinlere
baghdir. Enzimler ve polipeptit hormonlar, metabolizmanin diizenlenmesinde
onemlidirler. Kastaki kontraktil proteinler hareketi, kemikteki kollajen ise
kalsiyum fosfat kristallerinin depolanmasin1 saglar. Kanda albiimin ve
hemoglobin tasima gorevi alwken; immiinoglobiilinler bakteri ve viriislerin

yikilmasinda gorev alirlar [1].

1.1.1. Proteinlerin yapisindaki baglar

Proteinlerin yapilarinda kovalent baglar ve kovalent olmayan baglar
bulunmaktadir. Proteinlerin yapilarinda bulunan A.kovalent baglar, peptit baglari
ve disiilfid baglar1; B.kovalent olmayan baglar ise hidrojen baglari, iyon baglar1
ve hidrofob baglar (apolar baglar)’dir[2].

A) Kovalent Baglar,proteinlerin yapisinda bulunan kovalent baglarm alt grubu
olan peptit baglar1 ve disiilfit baglarina asagida kisaca deginilmektedir.
o Peptit baglar1 (Sekil 1.1), bir amino asidin a-karboksil karbonu ile bir

baska amino asidin a-amino azotu arasinda olusan C-N baglaridir:
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Sekil 1.1.Proteinlerdeki peptit baglarinin gdsterimi[2]

Peptit bagmin uzunlugunun C=N c¢ift baginin uzunlugundan biiyiik, C—N
tek baginin uzunlugundan kii¢iik olmasi nedeniyle bu bagin kismen c¢ift bag
oldugu kabul edilir[3].

. Disiilfid baglari(Sekil 1.2), iki sistein kalintisi arasinda, stlthidril (tiyol, -
SH) gruplarinin H kaybetmeleri sonucu olusan S-S baglaridir.

Disiilfid baglarinin bir protein molekiiliiniin seklinin olusmasinda ve
korunmasinda oOnemli etkisi vardir. Disiilfid baglari, bir polipeptit zinciri
icerisinde kurulabilir veya cesitli polipeptit zincirlerinin birbirine baglanmasini
saglayabilir. Disiilfid baglari, riboniikleaz, oksitosin ve vazopressinde ayni
polipeptit zincirinde bulunur; insiilinde ise iki ayri polipeptit zincirini birbirine
baglar [2,3].

~— Disulfit bag (

. Y
]I\'H (sistin) & (.‘_j_)
H CH, CH,—CH
C=0 HN_
b : b

Sekil 1.2. Proteinlerdeki disiilfit baglarinin gosterimi [3]

B) Kovalent Olmayan Baglar, proteinlerin yapisinda bulunan kovalent olmayan
baglarin alt gruplar1 asagida kisaca agiklanmistir;

J Hidrojen baglar1 (Sekil 1.3), polipeptit zinciri olusturan peptit baglarmdaki
rezonans veya mezomeri durumu nedeniyle, oksijenlerin bilinen keto gruplarindan
daha negatif, azotlarin ise pozitif 6zellik tagimasinin sonucu olarak, bir polipeptit

zincirdeki bir peptit diizleminde bulunan oksijen atomu ile bir baska peptit bagi
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(o]
veya diizlemindeki azot atomu arasinda aradaki uzaklik yaklagik 2,7 A

oldugunda, hidrojen kopriisii seklinde (C=0O---H---N) olusan baglardir:

Hidrojen bagi kompleksi
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Sekil 1.3. Proteinlerdeki hidrojen baglarmin gosterimi [2]

o Iyon baglar, polipeptit zincirlerindeki asidik ve bazik aminoasit
kalintilarinin fonksiyonel gruplarinin fizyolojik pH’da tamamen veya kismen

iyonlasmig halde bulunmalarinin sonucu olarak, elektronegatif ve elektropozitif

gruplar arasinda gelisen elektrostatik ¢cekim kuvveti ile (COOi ------ H3N+) olusan
baglardir [4].

o Apolar baglar (hidrofob baglar),polipeptit zincirindeki amino asit
kalmtilarmin metil grubu, alifatik grup, siklik grup gibi apolar kisimlarinin
birbirlerine yeter derecede yakin olmalar1 halinde gegici bir polarite
gostermelerinin sonucu ortaya ¢ikan ve Van der Waals-London ¢ekme kuvveti

diye bilinen zayif ¢ekme kuvveti ile (CH,-+---CH,) olusan baglardir. Hidrofobik

etkilesimler gercek bag degildirler. Elektron paylasimi yoktur. Hidrofobik
etkilesimler, proteinlerin i¢ kisimlarinin kararli olarak devamliliginin

saglanmasinda rol oynar [3-5].
1.1.2. Protein molekiillerinin yapisi

Proteinlerin molekiil yapilar1 incelendiginde dort alt birimde toplandig:

bulunmustur. Bunlar primer (birinci), sekonder (ikinci), tersiyer (iiglincii) ve
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kuarterner (Dordiincli) yapilardir. Bu dort yapir asagida ayrinti bir sekilde
incelenmistir:

. Primer (Birinci) Yapisi, bir proteinin primer (birinci) yapist ( Sekil 1.4),
bir protein i¢in karakteristik ve genetik olarak tespit edilmis olan amino asit
dizilisidir; belirli tiirde, belirli sayida, belirli dizilis sirasinda amino asitlerin
birbirlerine peptit baglariyla baglanarak olusturduklari bir polipeptit zinciri
bicimindeki yapisidir:

*“2
«f
ﬁ?‘—
..'E}_

Sekil 1.4. Proteinlerin primer yapisi [2]

Bir proteinin primer yapisinin olugmasinit ve siirdiiriilmesini saglayan,
peptit baglaridir. Bir proteinin primer yapisinda, peptit baglar1 ile birbirine tek
baglarla bagl bir atomlar zinciri olusmustur; diger atom ve kalintilar bu atomlar
zincirinin disinda ve degisik yonlerde bulunurlar [2].

. Sekonder (ikincil ) Yapisi, bir proteinin sekonder (ikinci) yapis1 (Sekil
1.5), yar1 sertlesmis polipeptit zincirlerinin biikiilmeler ve katlanmalarla
olusturduklar1 6zgiin kangallar bigimindeki yapisidir.

Bir proteinin sekonder yapisinin olusmasini ve siirdiiriilmesini saglayan,
primer yapi ile meydana gelen polipeptit omurgasinin 6zelligi ve yan baglardan
Ozellikle hidrojen baglaridir.

Bir proteinin primer yapisi, yani polipeptit zinciri omurgasi olusur
olusmaz, 6zgilin dizilis swrrasindaki aminoasit kalintilarmin R- yan gruplarindan
uzanan 6zel kimyasal gruplar, 6zgiin olarak yonelim gostermektedirler. Proteinler
icin, gelisi giizel kangallanim, o-heliks yapis1 ve B-konformasyonu veya
kirmah tabaka yapisi olmak {izere lic degisik sekonder yapi tanimlanmaktadir
[2,4,6].
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Sekil 1.5. Proteinlerin Sekonder Yapisi[6]
. Tersiyer (Uciincii) Yapisi, bir proteinin tersiyer (iiciincii) yapist (Sekil

1.6), polipeptit zincirinin, sekonder yap1 olusumundan sonra, daha 6nce agiklanan
baglayici giliclerin hepsinin toplami ile uzayda daha ileri yonelimler veya lifler
halinde diizenlenme sonucu olusan globiiler veya fibriler yapisidir.

Bir proteinin tersiyer yapisinin olusmasima ve bu yapinin siirdiiriilmesine,
primer ve sekonder yapmin olugsmasma katilan baglardan baska Van der Waals
¢ekimleri ve iyon baglar1 da katilir. Boylece, lic boyutlu, tam konformasyonlu ve

yogunlagmis protein molekiilii meydana gelir [7,8].
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Sekil 1.6. Proteinlerin Tersiyer Yapisi[7]

. Kuarterner (Dordiincii) Yapisi, bir proteinin kuarterner (dordiincii)
yapisi, primer (Sekill.7), sekonder ve tersiyer yapiya sahip polipeptit zincirlerinin
daha biiytlik yapili agregatlar halinde biraraya gelmesiyle olusan yapidir.

Her proteinin kuarterner yapisi olmayabilir, fakat molekiil agirligi 100.000’nin
iizerinde olan bir protein genellikle kuarterner yapiya sahiptir. Bir proteinin
kuarterner yapisini olusturan polipeptit zincirlerinin her birine alt birim veya
monomer denir; bu monomerler, hidrojen baglari, Van der Waals ¢ekmeleri ve
iyon baglar1 etkisiyle polimerize olmuslardir. Bir proteinin kuarterner yapisini
olugturan monomerlerin tersinir diizlesmeleri veya ayrilmalari, konformasyon
degisikligine yol agar. Proteinlerin spesifik biyolojik fonksiyonlar1 bunlarin
konformasyonlarina bagli oldugundan, konformasyonda meydana gelen

degisiklik, proteinin biyolojik aktivitesinin kaybolmasina neden olabilir [8].
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Sekil 1.7. Proteinlerin Kuarterner Yapisi[8]

1.1.3. Proteinlerin ozellikleri

Proteinlerin genel 6zellikleri agagida verildigi sekilde siralanabilir:

1) Proteinler, ¢esitli etkilerle denatiire olurlar.
2) Proteinler, amfoter maddeler yani amfoter elektrolit veya amfolittirler.
Proteinler, amfolit olma 6zellikleriyle ilgili olarak da ¢esitli 6zelliklere sahiptirler.
Proteinlerin;

a) Hem baz hem asit baglama,

b) Hem negatif iyon hem pozitif iyon baglama,

c) Su baglama ve bagli suyu verme,

d) Elektriksel alanda farkli hizlarda go¢ etme 6zelligi bulunmaktadir.
3) Proteinler, polipeptit zincirindeki peptit baglarmin su girisi ile yikilmasi

sonucu hidroliz olurlar [1].
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1.1.4. Proteinlerin biyolojik rollerine gore veya fonksiyonel olarak

siiflandirilmalar

Proteinler biyolojik rollerine gore veya fonksiyonel olarak katalitik
proteinler, tasiyic1 proteinler, besleyici proteinler, kontraktil proteinler, yapisal
proteinler, savunma proteinleri, diizenleyici proteinler ve diger proteinler olmak

iizere sekiz gruba ayrilmaktadirlar. Bu sekiz grup asagida kisaca incelenmektedir:

o Katalitik proteinler, biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden enzimler,
yiiksek derecede spesyalize proteinlerdir. Amilaz, pepsin, lipaz 6nemli katalitik
protein veya enzim ornekleridirler[1,5].

. Tasiyic1 proteinler (transport proteinleri), spesifik molekiilleri veya
iyonlar1 baglayip bir organdan bir bagka organa veya hiicre membranmin bir
tarafindan diger tarafina transport eden proteinlerdir. Serum alblimin, en 1iyi
bilinen tastyici proteindir; bilirubin, kalsiyum, yag asitleri ve bir¢ok ilag serum
albiimine baglanarak tasinir. Hemoglobin, oksijen tasiyan; lipoproteinler, lipid
tastyan; transferrin, demir tasiyan onemli tasiyici protein ornekleridirler. Biitiin
organizmalarin plazma membranlarinda ve intraselliiler membranlarinda bulunan
tastyic1 proteinler, glukoz, aminoasitler ve diger maddeleri baglarlar; bunlar
membranin bir tarafindan diger tarafina tasirlar[5].

o Besleyici ve depo proteinler, yumurta akinin esas proteini ovalbiimin,
siitiin esas proteini kazein besleyici proteinlerdir; bir¢ok bitki tohumu da ¢imlenen
tohumun biiylimesi i¢in gerekli besleyici proteinleri depolamistir. Ferritin, demir
depolayan proteindir.

o Kontraktil proteinler, kasilabilen veya kendiliginden hareket edebilen
proteinlerdir. Miyozin ve aktin, iskelet kaslarmin kontraktil sisteminde ve ayni
zamanda bir¢ok kas olmayan hiicrede islev gérmektedir. Tubulin, mikrotubilleri
olusturan proteindir. Hiicrelerde bulunan mikrotubuller, hiicreleri yiiriitmek i¢in
kamg1 ve kirpiklerdeki dynein proteini ile birlikte hareket eder[6].

J Yapisal proteinler, tendonlarin ve kikirdagin temel yapi tasidirlar ve ¢ok
yiiksek gerilme giiciine sahip kollajen olusturmaktadirlar. Ornegin; kdsele, hemen

hemen saf kollajendir. Ligamentler, iki boyutta gerilme yeteneginde bir yapisal

10
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protein olan elastin icerirler. Sag, tirnak ve tiiyler, keratin icerirler. Ipek liflerinin
ve Orlimcek aglarinin esas komponenti fibroindir. Baz1 boceklerin kanat eksenleri,
resilinden yapilmistir[5].

o Savunma (defans) proteinleri, organizmalar1 diger tiirler tarafindan
istilaya karsi savunan ve hasardan koruyan proteinlerdir. Immiinoglobiilinler,
omurgalilarin  lenfositleri tarafindan  yapilan, spesialize (6zgiillesmis)
proteinlerdir; organizmayi istila eden bakterileri, virlisleri veya bagka tiire ait
yabanci proteinleri  (antijenler) tanmiyabilirler ve presipite edebilirler
(¢Oktiirebilirler) veya notralize edebilirler. Fibrinojen ve trombin gibi kan
pihtilagsma proteinleri, vaskiiler sistem yaralandiginda yaralanan yerin kan pihtisi
ile kapatilarak kan kaybmin oOnlenmesini saglarlar. Yilan zehirleri, bakteriyel
toksinler ve risin gibi toksik bitki proteinleri, ayni zamanda savunucu
fonksiyonlara sahip gibi goriinmektedirler [5,6].

Savunma proteinlerinin fibrinojen, trombin ve bazi zehirler dahil bazilari, ayni
zamanda enzimdirler.

. Diizenleyici proteinler, selliiler diizenleme veya fizyolojik aktiviteye
yardim eden proteinlerdir. Insiilin, biiyiime hormonu gibi bazi1 hormonlar,
diizenleyici proteinlerdir; insiilin, seker metabolizmasinin diizenlenmesinde
etkilidir; bliylime hormonu ise biiylimenin diizenlenmesinde etkilidir. Bir¢ok
hormonal sinyal i¢in selliiler yanita, siklikla G proteinler denen, GTP-baglayan
proteinler smifi araci olur. Baz1 diizenleyici proteinler, DNA’y1 sarar; enzimlerin
ve RNA molekiillerinin biyosentezini diizenlerler.

. Diger proteinler, fonksiyonlar1 heniiz daha fazla bilinmeyen ve kolayca

smiflandirilmayan gok sayida proteindir [4, 5].

11
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1.1.5. Proteinlerin yapilarina gore simiflandirilmasi

Proteinler yapilarina gore ii¢ temel grupta siniflandirilmaktadirlar. Bunlar
basit, bilesik ve tiirev proteinlerdir. Asagida bu ii¢ grup hakkinda temel bilgiler
verilmektedir:

A) Basit Proteinler, yalnizca aminoasitlerden olusmustur; hidroliz olduklarinda
sadece amino asitleri veren, polipeptit zincirleri yapisindaki proteinlerdir. Basit
proteinler, degisik niteliklerine gore alt gruplara ayrilarak incelenirler. Bunlar
globiiler proteinler, skleroproteinler, fibrinojenler ve miyozinlerdir.

J Globiiler Proteinler, molekiilliiniin iic boyutlu sekli rotasyon elipsoid
biciminde olan proteinlerdir. Globiiler proteinler de albiiminler, globiilinler,
globinler, glutelinler, prolaminler, protaminler, histonlar gibi alt gruplara ayrilirlar
[5].

. Skleroproteinler (Albiiminoidler), suda, noétral tuz c¢ozeltilerinde,
seyreltik asit ve alkalilerde ve saf alkolde ¢oziinmezler; pepsin ve tripsin gibi
enzimlere direncglidirler; hayvansal kaynakhidirlar. Boynuz, kil, yiin, sa¢c ve
tirnaklarda bulunan keratin; bag doku, kemik, kikirdak ve tendomlarda bulunan,
organizma proteinlerinin yarisindan ¢ogunu olusturan kollajen; ligament ve diger
destek dokularda bulunan elastin; ipek fibrini, dnemli skleroproteinlerdir[9].

o Fibrinojen, kan plazmas: i¢inde ¢6ziinmiis olarak bulunur; kanin
pihtilasmasi sirasinda gorev alir [10].

o Miyozin, kasta bulunur; kasin kasilmasinda gérev alir [11].

B) Bilesik Proteinler (Konjuge Proteinler), amino asitlerden olugsmus polipeptit
zincirlerinin prostetik grup denen yapilara baglanmasiyla olusmus; hidroliz
edildiklerinde amino asitlerden baska degisik nitelikte kimyasal maddelerde veren
proteinlerdir. Bu proteinler glikoproteinler, proteogkikanlar, lipoproteinler,
fosfoproteinler, niikleoproteinler, metalloproteinler ve kromoproteinler olmak
iizere gruplara ayrilnaktadirlar. Bu yedi grup hakkindaki temel bilgilerden asagida
s0z edilmektedir:

J Glikoproteinler, prostetik grubu karbonhidrat olan bilesik proteinlerdir; %
1-80 arasinda degisen oranda karbonhidrat igerirler. Glikoproteinlerin genellikle

karbonhidrat oran1 % 4’ten az olanlarma glikoprotein; % 10-20 arasinda
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degisenlere mukoprotein, karbonhidrat oran1 proteinden fazla olanlarma mukoid
ad1 verilir [1, 3, 8]

Tez c¢aligmasinda kolon materyali olarak kullanilan IgG molekiili
glikoprotein ailesinin bir alt smifi olan immunoglobulinlerin bir ¢esitidir.
Immunoglobulinler ve IgG hakkinda ayrintili bilgi Béliim 1.2 immunoglobulinler
baslig1 altinda verilecektir.

e Proteoglikanlar, %80-95 gibi ¢ok yiiksek oranda karbonhidrat i¢eren bilesik
proteinlerdir [12].

e Lipoproteinler, proteinlerin lipidlerle olusturdukar1 bilesik proteinlerdir; degisik
oranlarda trigliserid, kolestrol ve fosfolipid icerirler. Lipoproteinler, 6nemli
oranlarda lipid icermelerine karsin suda ¢oziiniirler, boylece kandaki lipidleri
tagirlar. Lipoproteinin protein kismina apolipoprotein veya apoprotein denir.
Proteinler fosfolipidlerle olusturdular1 suda ¢6ziinmeyen bilesik proteinler,
proteolipidlerdir; 6zellikle miyelinin yapisinda bulunurlar [13].

e Fosfoproteinler, prostetik grup olarak fosfat igeren bilesik proteinlerdir.
Fosfoproteinlerde, proteinin yapisindaki serin, tirozin ve treonin gibi aminoasidi
kalmtilarmin hidroksil gruplar1 fosforik asitle esterlesmistir. Siitte kazein;
yumurtada vitellin, livetin ve fosvitin; balik yumurtasinda ihtulin 6nemli
fosfoprotein drnekleridirler [14].

e Niikleoproteinler, protaminler, histonler ve diger basit proteinlerin niikleik
asitlerle baglanmasi1 sonucu olusmus bilesik proteinlerdir. Niikleprotaminler, en
basit niikleoproteinlerdir; niikleik asit ile proteinler, arjinin- fosfat bag: ile
baglanmustir, balik spermalarinda boldurlar. Niikleohistonlarda da niikleik asit ile
proteinler, arjinin-fosfat bagi ile baglanmistir; balik spermalarinda ve Kkus
eritrositlerinde boldur. Yiiksek niikleoproteinler, ribozomlar, kovalent bagli RNA-
protein, DNA- protein bilesiminde sitoplazma ve mitokondrilerde bulunurlar [5].

e Metalloproteinler, prostetik grup olarak Fe, Cu, Zn gibi agir metalleri i¢eren
bilesik proteinlerdir. Demirli metalloproteinlerden ferritin ve transferin, bakirli
metalloproteinlerden seruloplazmin, nemli metalloprotein 6rnekleridir [5,15].

e Kromoproteinler, metal-porfirin kompleks sistemleri ile olusmus bilesik
proteinlerdir. Hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar, peroksidaz, demir igeren

onemli kromoprotein 6rnekleridirler. [5].
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C) Tiirev Proteinler, ilk iki protein grubunda yer alan proteinlerin belirli etkilerle
degismeleri sonucu olusan proteinlerdir; primer tiirev proteinler ve sekonder tiirev
proteinler olmak tizere iki alt grupta incelenirler.

o Primer tiirev proteinler, peptit baglarina dokunmadan, asit, baz ve 1s1
gibi etkilerle protein molekiillerinin degismesi sonucu olusmus tiirev proteinlerdir;
denatiire tip proteinler olarak da adlandirilirlar. Suda ¢6ziinmeyen bu proteinlerin
seyreltik asitler ve enzim etkisiyle olusanlarima protean denir; asit ve alkalilerin
stirekli etkisiyle olusanlarina metaprotein denir; kaynatma, ¢alkalama, UV 1sinlar1
ve etanol etkisiyle olusanlarina pihtilasma protein veya koagule proteinler denir
[6, 8, 15].

J Sekonder tiirev proteinler, peptit baglarini kismen yikan asit veya
enzimlerin etkisiyle olusan tiirev proteinlerdir. Peptit baglarinin bu sekilde
parcalanmasiyla protein molekiilleri, gitgide daha kiiclik parcalara boliiniirler.
Boyle bir parcalanmada biiyiik pargalara proteoz (albliminoz) denir; kiiglik
parcalara pepton denir; daha kiiciik zincirler de polipeptitler ve peptitlerdir.
Sekonder tiirev proteinler, kaynatmakla ¢okelmez veya 1s1 ile pihtilasmazlar

[5,15].

1.2. immunoglobiilinler

Immiinglobiilinlerin tiimii antikor degildir. Protein elektroforezinde
immiinglobiilinlerin ¢ogu y-globulin, pek azi da y-p arasinda veya B-globulin
zonunda yer alr [16]. Immiinglobiilinlerin temel yapis1 Y harfine
benzetilmektedir. Yapisal olarak iki agir zincir (H) ve iki hafif zincir (L)’den
olusmaktadir. Agir zincirler glikozil yapidadir. Bir proteinaz olan papain ile
immiinglobiilinler, L zinciri ve H zincirinin N-terminal ucundan olusan Fab ve H
zincirin C-terminal kismini olusturan kristallesebilen Fc kisimlarma ayrilir. Fab
parcasi antijenle birlesir, Fc parcasi ise non-spesifik olarak Fc reseptorii tasiyan
hiicrelere baglanabilir ve kompleman aktivasyonundan sorumludur. Agir zincirler,
birbirlerine ve hafif zincirlere disiilfit baglar1 ile baghdirlar. 1gG, IgD ve IgE
tetramer yapiya sahip iken IgM ve IgA disiilfit baglarina ilaveten J peptidleri ile
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de bagh multimer yapiya sahiptir. Merkezinde mentese olarak ifade edilen bolgesi
immiinglobiilinlere yiiksek hareket imkani saglanmaktadir [16, 17].

H ve L zincirlerinde degiskenlik gosterebilen amino termal bir u¢ (V
bolgesi) ile sabit bolge (C bolgesi) olan karboksi terminal kismi bulunur. H zinciri
dort alt gruba (VH, CH1,CH2, CH3) ve L zinciri iki alt gruba (CL and VL) ayrilir.
Ayrica H zincirlerinin C bolgesindeki antijenik farkliliklarma gore 5 ayri izotipe
ayrilir; (y, a, p, 0 ve € olmak {lizere, L zincirleri ise kappa (k) veya lambda ()
olmak tizere iki tipte bulunurlar. Antikorlar IgG(y),IgM(p), IgA(a), IgE(e) ve
IgD(8) olmak iizere 5 izotip olarak ayrilan immiinglobiilinlerden olusmustur [16-
20].

Immiinoglobiilinlerin gesitleri ve biyolojik aktiviteleri incelendiginde IgA,
IgM, IgD, IgE, IgG molekiillerinden s6z etmek gerekir. Bu bes immunoglobulin
sirastyla incelendiginde;

. IgA, Peyer plaklarin submukozasi, tonsil ve submukozal lenfoid dokudaki
B hiicrelerinden tiretilmektedir. Mol agirligit monomer i¢in 160 kilo dalton (kD),
dimer i¢in 400 kD olan, plazmada % 90 monomer formunda ve viicud
sekresyonlarinda hemen tamamen dimer olarak bulunan bir immiinglobiilindir.
Cok az bir kismi da polimer olarak bulunabilir. Plazmadaki total
immiinglobiilinlerin % 10-15 kadarmi IgA olusturur. IgA’nin antijenik farklilik
gosteren IgA1 ve IgA2 olmak tizere 2 alt smifi bulundugu saptanmistir [21-23].
IgA antikorlar1 hem dolasimda, hem de dokularda bulunur. IgA, esas itibariyle
mukoza sekresyonlarinin major immiinglobiilinidir ve bu nedenle; sekresyon
(mukus) ile ortiilii dis ylizeylerde organizmanin lokal immun savunmasindan
sorumludur. Gozyasi, tiikriik, trakea, brons, burun, vajen, barsak sekresyonlari,
safra ve siitte en yiiksek diizeyde IgA bulunur.

° IgM, normal serum immiinglobiilinlerinin % 10’unu olusturur. Insanda
[gM’nin, IgM1 ve [gM2 olmak iizere iki alt sinift vardir. Molekiil agirligi 900 kD
kadar olan pentamerdir. J zinciri tasiyan polimerler olusturarak
poliimmiinglobiilin reseptorler araciligi ile epitelyumal yiizeylere gecebilirler.
Diger antikorlar gibi, oligomerik bir proteindir; ya membrana bagh olarak

eksprese edilir veya sekrete edilen formlar seklinde bulunur [19, 20].
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J IgD, molekiil agirligi yaklagik 180 kD bir monomerdir. Plazmadaki
immiinglobiilinlerin % 0,2—1 kadarin1 olusturur. IgM ile birlikte B lenfosit
yiizeyinde yer alir. IgD proteolitik enzimlere ve 1stya karst dayanikli degildir ve
plasenta yolu ile anneden ¢ocuga ge¢mez. Asil fonksiyonun ne oldugu iyi
anlagilamamistir. Ancak; bazi antijenlere (insiilin, penisilin, siit proteinleri, difteri
toksoidi, niikleer antijenler ve tiroid antijenleri) karsi antikor aktivitesi IgD
tarafindan saglandigi ve immun sistemin gelismesinde IgD nin rolii oldugu
diistiniilmektedir [21-23].

J IgE, molekiill agirligt 190 kD olan bir monomerdir. Total serum
immiinglobiilinlerinin %0,004’t IgE dir. Solunum ve sindirim mukozas1 IgE
yapan hiicrelerden zengindir ve bu mukozalarin dis salgilarinda IgE antikorlar
bulunur. IgE smifi antikorlar mast hiicrelerine ve bazofillere baglanarak onlar1

duyarlandirirlar. Alerjik hastaliklarm major immiinglobiilinidir [22-23].

1.2.1. 19G

Tez calismasinda IgG molekiilii, Fc reseptorlerin kromatografik aymrimimda
kolon dolgu maddesi olarak kullanildigi daha ayrintili bilgi vermesi gerekir.

IgG molekiilii (Sekil 1.8), mol agirligr 150 kD olan bazik tinitten yapilmis
monomerdir. Bu molekiiller kanda dolasan antikor molekiillerinin % 75’ini
olusturur. IgG1, IgG2, 1gG3 ve [gG4 olmak iizere, antijenik farklilik gosteren 4 alt
smif bulundugu gosterilmistir. Alt siiflar arasindaki antijenik farkliliklar, distilfid
baglarinin pozisyon ve sayisindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. IgG1 total
IgG miktarinin % 60-70’ini, IgG2 % 14-20’sini, 1gG3 % 4- 8’ini ve 1G4 %2—
6’smi olusturur [20, 21].

IgG molekiilii tripsin, papain ve pepsin ile protolitik olarak pargalanabilir.
Papain ve tripsin molekiiliin agir zincirini etkiler ve bir Fc parcasi iki Fab parcasi
ortaya c¢ikar. Birgok hiicre ylizeyinde IgG icin Fc reseporleri bulundugu
belirlenmigtir. Bu reseptorler araciligi ile IgG molekiilleri, immun kompleksin ve
partikiiler antijenlerin opsonizasyonunu gii¢lendirirler. IgG antikorlar1 antiviral,

antitoksik aktiviteye sahiptir, etkili birer opsonindirler ve islev i¢in komplemana
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gereksinimleri yoktur. IgG yarilanma siiresi plazma proteinleri arasimda en uzun

olandir ve 23 giin kadardir [22].

A s2 G0
NeuAc a2 — 6 Gal B 1 —| GIcNAcB1—2Manu1\6 Fuc(x1\
GlcNAc p 1— 4 Man 1 — 4 GIcNAc B 1 — 4 GlcNAc — Asn-297
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Sekil 1.8. IgG molekiikiiniin yapisinin sematik olarak gosterimi [21]

IgG, plasentadan gecebilen tek immiinglobiilindir ve yenidoganin ilk
haftasinda koruyucu etkilerini gdsterir. intrauterin yasamda, anneden fetusa gegen
IgG antikorlari, dogumdan sonraki birkag ay siiresince, titreleri giderek azalmakla
beraber, bebekte kalirlar. Plazmada bulunan IgG, ransiidasyon (sizma) ile
eksternal sivilara da gegebilir. Annenin emzirdigi ilk siitten (kolostrum),
serumdan sizmis I1gG, bebegin bagirsak mukozasindan gegerek dogumu izleyen
ilk giinlerde pasif bagisikligi giiglendirir. IgG, beyin-omurilik sivisma (BOS)
enflamasyon durumunda bile, cok az miktarda gegebilir. IgG’nin enflamasyonda
bile BOS’a gecisinin ¢ok zayif olusu nedeniyle, ansefalit ve menenjitlerde pasif

immiinoterapinin yarari tartismalidir [23].
1.3.  Reseptor Proteinler
Biyokimyada reseptor veya almag, birbiriyle kismen Ortiisen iki anlama

karsilik gelir. Birinci anlamiyla reseptor,sinyal transdiiksiyonunda yer alan bir

proteindir, hiicre digsindaki bir sinyali hiicre i¢ine tasir. Sinyalin bir bi¢imden
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baska bir bi¢cime doniismesini saglayan protein hiicre disinda olabilecegi gibi
hiicre i¢inde de olabilir. Reseptore baglanan molekiile ligand denir, bu bir peptit
(6rnegin bir norotransmitter), bir hormon, bir ilag, veya bir toksin olabilir. Bu
baglanma olunca reseptdr bigimini degistirir ve hiicresel bir tepki meydana gelir.
Reseptorler bir hiicrenin ya plazma membrani (hiicre ylizey reseptorleri)
ya sitoplazmada ya da cekirdekte (g¢ekirdek reseptorii) gomiilii olan ve segici
molekiilin bir ya da daha cok spesifik molekiille etkilesebildigi protein
molekiilleridir. Reseptor proteinler sitoplazmada, hiicre membranlarinda ve

¢ekirdek membraninda bulunmaktadirlar [24].

1.3.1.Sitoplazmik reseptorleri

Sitoplazmik receptdr proteinler, steroid hormonlarina hassasiyet
gostermektedirler. Reseptorleri aktive eden ligandlar, gen ekspresyonunu

ayarlandigi hiicre ¢ekirdegine girebilirler.

1.3.2. Hiicre yiizey reseptorleri

Hiicre yiizey reseptorleri, membran reseptorleri ya da transmembran
reseptorleri olarak bilinmektedirler. Hiicre ve dis diinya arasindaki iletigimi
saglayan integral membran proteinleri olarak 6zellesmektedirler. Hiicre disi sinyal
molekiileri (genellikle hormonlar, ndrotransmitterlar, sitokinler, biiylime faktorleri
ya da hiicre tanima molekiilleri) hiicre membraninda spesifik reseptorii aktive
ederler ve ikinci bir mesajci, fizyolojik bir tepkinin uyarilmasinda, hiicreye sinyal
gonderir [25]. Bu islem, sinyal iletimi olarak adlandirilmaktadir. Baglanma, hiicre
icindeki kimyasal bir yiikle baslatilmaktadir. Bu yolla reseptorler hiicreler arasi
iletisim ve sinyal iletiminde essiz ve onemli bir yere sahiptir [26]. Yapisal ve
fonksiyonel benzerlikleri baz alindiginda membran reseptdrleri ii¢ gruba
ayrilmaktadirlar: A) Iyon kanalliyla baglanan reseptdrler, B) G protein ile

baglanan reseptorler, C) Enzime baglanan reseptorler ( Sekil 1.9)
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Sekil 1.9. Hiicre yiizey reseptdrlerinin sematik olarak gosterilmesi; A) iyon kanalli baglanmis

reseptorler; B) G protein baglanmis reseptorler; C) enzim baglanmis reseptorler [25]
A) Iyon kanahyla baglanan reseptorler

Bazi kimyasal sinyaller ligandla agilan iyon kanallarina (Sekil 1.10)
baglanirlar. Bunlar spesifik iyonlarm akisina ( Ca®*, Na?* gibi) izin veren ya da
engelleyen kanallardir ve baglanan liganda gore agik ya da kapali olarak
konumlanirlar. Bdylece istenilen ligand baglanirken digerleri baglanmazlar. Iyon

kapili kanallar ndrona bir norotransmiter aracigiyla baglanabilir ve komsu

hiicrelere bir sinir impulsunun yayilmasi ve ndronun depolarizasyonuna sebep

olan Na?* i¢ akisina izin verebilir [27].

Baz1 iyon kanallari, kimyasal sinyalden g¢ok elektiriksel sinyale tepki

gosterirler. Kalp kasindaki kalsiyum kanallari 6dnemli bir ornektir ve onlari

IVERSITESI

engelleme yetenekleri bogaz anjini, hipertansiyon ve bazi kardiyak aritmilerine

tedavi gelistirilmesinde rol alir [28].
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Sekil 1.10. Tyon kanalli reseptorlerin sematik gosterimi [28]

Bu reseptorler elektriksel olarak uyarilabilen hiicreler arasinda hizh
sinaptik sinyalleri olustururlar. Iyon kanalli ile baglanan reseptorler glikoprotein
alt birimlerinden olusmaktadirlar. Her bir alt birim, hiicre dis1 bir hidrofilik alanin

yani sira dort hidrofobik alandan olusmaktadir [29].
B) G proteini ile birlestirilmis reseptorler

G proteni ile birlestirilmis reseptorlerin (GPCRs) (Sekil 1.11) temel
fonksiyonu, hiicre i¢i sinyaller ile hiicre dis1 uyarilarin uyumlu olmasini
saglamaktir. Bu reseptorler, biiyiik ve farkl bir protein ailesini olusturmaktadir.
Memeli genomlerindaki en biiyiik ve en kapsamli protein aileleri arasindadir [30].

Birgok farkli memeli hiicre yiizey reseptorleri, trimetrik bir sinyal
uyumlastiricist olan G protein ile birlesir. Bu reseptorlere ligand baglanmasi G
proteinlerin baglanmasiyla aktive edilir ki bu hiicre icinde ikincil bir mesajin
olusmasi i¢in efektdr enzimi islevsel hale getirir. Biitliin GPCR’ler plazma
membranmin sitosolik yiizii tizerindeki C-terminal segmenti ve ekzoplazmik
yiiziindeki N-terminal segmenti ile yedi membran ylizeyini kapsayan bilgeden
olusmaktadir. Bu biiyiik reseptor ailesi gozdeki 11k aktivite edici reseptorleri

(rodopsinleri) ve genel olarak memeli burundaki 200 kadar koku reseptorlerini
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icermektedir. Ayni1 zamanda c¢esitli hormonlar1 ve norotransmiterlar ig¢in ¢ok
sayida reseptorden olusmaktadir. Bu reseptorler, farkli ligandlar tarfindan aktive
edilmelerine ve farkli hiicresel cevaplar olusturmasina ragmen, hepsinin ayni

sinyal yolunu izledikleri diisiiniilmektedir [31, 32]

Sinyal
baglan

G protein
baglan

Aktiflestirilmis
G protein

Sekil 1.11. G-protein baglanmis reseptorlerin sematik gosterimi [32]

C)Enzim baglanms reseptorler,

Hiicre yiizey reseptorlerinin ikinci olarak en bilinen tiridir (Sekil 1.12).
Biiylime, iireme, farklilasma ya da hayvan hastaliklarinda hiicrelerin
kurtarilmasimi1 destekleyen hiicre dis1 sinyal proteinlerindeki rollerine gore
tamimlanirlar [33]. Bu sinyal proteinler, topluca biiyiime faktorleri olarak
adlandirilirlar ve genelikle ¢ok kiigiik derisimlerde yerel alicilar olarak rol alirlar.
Sinyallere verilen cevaplar genellikle yavastir ve gen ekspresyonunda sonug
olarak degisiklige sebep olan bir¢ok hiicre i¢i sinyallere gerek duyarlar. Enzim
baglanmis reseptorlerin hiicre iskeleti lizerindeki hizli etkilerinin sekil degisikligi
ve hiicrelerin yer degistirmesiyle kontrol edildigi bulunmustur. Bu hizli cevaplara
sebep olan hiicre dis1 sinyaller genellikle yayilamazlar fakat hiicrenin siiriiklendir
yiizey tlizerine etki edebilirler. Hiicre yenilenmesi, farklilagma, go¢ ve hayati

hastaliklar kansere neden olabilen temel olaylardir ve enzim baglanmis reseptorler
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dogrultusunda sinyalin anormalligi bu hastalik sinifinda 6nemli rol oynamaktadir

[33].

sinyal
baglan

inaktif enzim

Substrat /{

Enzim kullanimi sonucu
olusan Grin

Sekil 1.12. Enzim baglanmig reseptorlerin sematik gosterimi [33]

1.3.3. Cekirdek reseptorleri

Cekirdek reseptorleri (Sekil 1.13), embriyonik gelisim, organ fizyolojisi,
hiicre farklilagmas1 ve homeostazi kontrolleri gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlari
iceren Dbliylik bir transkripsiyon faktorlerinin siiper ailesidir [34]. Normal
fizyolojisi digsinda ¢ekirdek reseptorleri kanser, diyabet, romataid artrit, ashm ya
da hormon direngli sendromlar gibi bir¢ok patolojik kosullarda 6nemli rol aldig:
tanimlanmaktadir  [35]. Bu yiizden, =zaten biyiik tarihlerine ragmen,
transkripsyonel diizenleyici modern biyomedikal aragtirmalar ve ilag kesiflerinde

hala biyiik ilgi gérmektedirler [35-37].
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Sekil 1.13. Cekirdek reseptorlerinin sematik gosterimi [36]

Cekirdek reseptorleri, spesifik DNA diizenleyici elementlerin baglanabilirler
ve transkripsiyonun spesifik diizenleyicisi olarak rol alan ¢dziinebilir
proteinlerdir. Diger transkripsiyon faktorlerine karsin, c¢ekirdek reseptorlerinin
aktivitesi, biyolojik membranlara kolayca niifuz edebilen ilgili liganlar-kiigiik
lipofilik molekiillere baglanmasiyla ayarlanabilirler. Son yillarda tanimlanan
birka¢ ¢ekirdek reseptorii bilinen herhangi bir liganda sahip degildir. Yeni
endokrin diizenleyici sistemlerin kesfedilmesine sebep olabilecekleri diisiincesi,
ailesiz reseptorler olarak adlandirilan bu reseptorler biiyiik ilgi toplanmasina

neden olmaktadir [38].
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1.4. FcRn Reseptor

Neo-natal FcRn reseptorii, essiz bir o-=zinciri ve PBz-mikroglobulin
(B2M)’den olugsan major histokompatibilite sinif 1 homologudur ve bu sayede
bir¢cok antikora kolaylikla baglanabilir [39, 40]. FCRn, anneden fetiise ya da yeni
dogana pasif bagisiklik transferinde kullanilan IgG-Fc reseptorleridir. Bu reseptor,
anneye ait kan dolasimindan plasental sinsityotrofoblastlar araciligiyla IgG’lerin
fetlise tasinmasinda ve siitten kesilmemis yeni doganlarin ince bagirsaklarindan
kolostrumda ve siitte transitozla tasinan IgG’lerin emilimini saglayarak bebegin
kan dolagimma ge¢mesini saglar (Sekil 1.14). Buna ek olarak FcRn, baglanan
IgG’nin s1v1 fazda 6ziimsenmesi ve kan dolasimia tekrar geri aktarilmasiyla IgG
serum derisiminin ayarlanmasina etki etmektedir [39-41]. FcRn’nin transsitotik ve
koruyucu fonksiyonlari, pH’a baghdir ve bu etki IgG ile baglama 6zelligi ile
dogrudan ilgilidir. FcRn, bagirsaklarda ya da endozomlarda 1gG ile hafif asidik
pH’da baglanirken fizyolojik pH’larda baglanmazlar [42, 43].

Anne kani

N » Y

Anneden
gelen lgG

Sinsityotrofoblast

sityotrofoblast

Fetiis kan

insi fohl
Sinsityotrofoblast dolagim

Sekil 1.14. Plasenta epitelyum dokusunda IgG-FcRn etkilesimi [42]

FcRn reseptorleri, plasental yolla anneden fetiise IgG molekiilii gegisini
saglamasmim yani sira yetiskinlerin bagirsaklarinda, merkezi sinir sistemi kan
beyin bariyerinde ve bobreklerde IgG tasimasi ve lizozomal bozunmanin
engellenmesinde etkin rol oynamaktadir. Yetigskin bagirsaklarinda, IgG-antijen
kompleksi bagirsak lumeninden epitelyum doku igersine alinir ve burada FcRn-
IgG etkilesimi gergeklestikten sonra laminal propiyadan geger. Daha sonra lenf

diigiimiinde antijen yok edilerek IgG tekrar kan dolasimina katilmak iizere
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dongiiyli tekrarlar [42,44]. Sekil 1.15 ‘de yetiskinlerin bagirsak lumeninde
gerceklesen IgG-FcRn etkilesimi gosterilmistir.

Laminanin
altindakl
tabaka

-

lent digamine ’J

‘ saklanmas

Sekil 1.15.Yetiskin insan bagirsaginda IgG-FcRn etkilesimi [44]

Merkezi sinir sisteminde (CNS), kan beyin bariyeri, beyinin patojenlere ve
toksinlere karsi gelistirdigi homeostatik bir savunma mekanizmasidir. Kompleks
ve oldukca diizenli yapidaki kan beyin engeli, periferindeki maddelerin
biyokimyasal, fizikokimyasal ve yapisal Ozelliklerini koruyarak beyin
parankimas1 i¢ine istenen molekiillerin gegisinde bariyer segciciligini
olusturmaktadir [50]. Bu nedenle; FcRn’nin CNS endotelyum ve koroid damar
aginda yiiksek seviye bulunmasi silirprizdir. Bununla birlikte, FcRn reseptorleri
bakteremi gibi patojenik durumlarda CNS iltihaplanmasmin engellenmesinde
onemli role sahip olabilir. Kan beyin bariyeri, bakteremi siiresince {iretilen
Tiimor-nekroz faktorii (TNF) gibi bir¢ok iltithaplanmanin arabulucularina karsilik
gecici olarak agilabilir. Bu durumlarda, IgG merkezi sinir sistemine akin eder ve
FcRn reseptorleri, CNS’de biriken IgG molekiillerinin yeniden kan dolagimindaki
IgG transsitoz rezervlerine geri donmesine aracilik ederler (Sekil 1.15). Ayrica;

CNS’de amiloid plaklarmin birikmesi sonucu ortaya ¢ikan Alzeheimer hastaligi
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Fc-IgG baglanma mekanizmasiyla engellenmektedir. Nihai hedefler arasinda
Alzheimer hastaliginin erken tan1 ve tedavisine aracilik etmek ve yeni nesil

diagnostik sistemler gelistirmek yer almaktadir [44].
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Sekil 1.16. Merkezi sinir sistemi kan beyin bariyeri epitelyum dokusunda IgG-FcRn etkilegimi
[44]

FcRn reseptorlerinin insan bdbregi glomerular epitel hiicrelerinde ve
proksimal tubuler hiicrelerin firgamsi kenarlarinda bulundugunu ifade edilmistir.
Glomeriil seviyesi ve nefronlarin yakin boliimlerindeki epitelyum dokular bir ¢esit
bariyer gorevi iistlenirler ve epitel dokuda bulunan Fc reseptorler, IgG ve albiimin
serum proteinlerine baglanarak kan dolasimina tekrar katilmalarmi saglar.
FcRn’nin, bobrek epitel hiicrelerinde IgG antikorunu ¢ift yonlii tasindigi i¢in idrar
yollarinin  mukozal bagisikliginda ve tiibiiller sividan IgG’nin tekrar

adsorpsiyonuna olanak sagladig: diistiniilmektedir [43].

1.5. Protein Saflastirma Yontemleri

Bir hiicre ve dokudan istenilen bir proteinin saf halde izole edilmesi
oldukca gii¢ bir olaydir. Proteinin derisimi diisiikk ise binlerce farkli protein
arasindan ayirmak ve saf halde elde etmek i¢in bu proteine uygun olan saflagtirma
tekniklerinin secilmesi gerekir. Proteinlerin saflastirilmasinda bugiin kullanilan
yontemler oldukca gelismistir. Saflastirmada kullanilan ydntemlerden bir veya

birkag1 arka arkaya kullanilarak protein saf halde veya safa yakin bir sekilde elde
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edilmektedir. Bugiin pek¢ok enzim ve enzim olmayan proteinin saf ve kristal
halde izole edilmesi basarilmistir [45, 46].

Bir proteinin amino asit kompozisyonunu ve diziligini, molekiiler agirlhigmni ve
diger fiziksel Ozelliklerini ¢alismak i¢in Oncelikle proteinlerin saflastirilmasi
gerekir.

Proteinlerin  saflastirilma  yontemlerini  bes temel baslhik altinda
toplayabiliriz. Bunlar; kromatografik yontemler, elektroforez yontemleri, kiitle
spektroskopisi, ELISA ve santriflij yontemleridir.

Bu tez caligmasinda, insan plasentasindan Fc reseptorlerin aymriminda ilk
olarak kromatografik yontemlerden afinite kromatografisi kullanilmistir. Daha
sonra; ayirimi saglanan Fc reseptorler elektroforez yontemlerinin alt grubunda yer

alan SDS-PAGE yontemi ile saflastirilmistir.

1.5.1. Kromatografik yontemler

Kromatografi: Farkli fazdaki denge esasia dayanarak, bir hareketli faz ile
bir sabit faz yardimiyla karigimin bilesenlerine ayrilmasi islemidir. Hareketli faz,
sabit faz ve bilesenlerine ayrilacak karisim ile kimyasal tepkimeye girmeyen
uygun bir ¢ozelti olabilir; sabit faz olarakta genellikle farkli ¢aplarda tanecik
biiyiikliikleri olan kristal veya amorf yapidaki maddeler kullanilir. Islem sirasinda,
bilesenlerine ayrilacak derisik haldeki karisim, sabit fazin baslangi¢ bolgesine
konur; sonra sabit fazin baslangic bolgesinden ileriye dogru harcketli faz
ilerletilir. Hareketli faz, ilerleyisi swrasinda ¢ozdiigii karisimdaki maddeleri de
sabit faz {iizerinde degisik hizlarda ilerletir; bilesenler, sabit fazin farkl
bolgelerinde tutulurlar ve bdylece birbirlerinden ayrilirlar.  Ayrilma
mekanizmalarina gore ve ayirict materyale gore gesitli kromatografi teknikleri
vardir [47, 48].

27



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Ayirma mekanizmalarina gore kromatografi ¢esitleri sunlardir:
e Iyon degisim kromatografisi,
e Jel filtrasyon kromatografisi,
e Adsorpsiyon kromatografisi,
e Partisyon kromatografisi,
e Affinite kromatografisi
Ayiricl materyale gore kromatografi cesitleri sunlardir:
a) Diizeysel kromatografi
e Ince tabaka kromatografisi
e Kagit kromatografisi
b) Kolon kromatografisi
e Gaz kromatografisi (GC)
e Sivi kromatografisi (LC)
e Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Tez calismamiz kapsaminda aymrim yontemi olarak afinite kromatografi
kullanilirken ayirict materyale gore sivi kromatografisinin alt grubu olan hizli
protein sivi kromatografisi (FPLC) kullanimistir. Afinite kromatografisi asagida
ayrintili olarak agiklanmaktadir (FPLC yontemi ise Bolim 2.2.1°de ayrmtili
olarak ele alinmaigtir).

Afinite Kromatografisi (Sekil 1.17), ¢ok kompleks bir karisim ig¢inde
bulunan bazi proteinler afinite kromatografisi sayesinde tek basamakta oldukg¢a
saf halde elde edilirler. Afinite kromatografisinde polisakkarit yapisindaki agaroz
taneciklerine kimyasal bir reaksiyon ile bir enzim in koenzimi baglanir. Uzerine
koenzim baglanmis olan agaroz tanecikleri, kolon dolgu maddesi olarak
kullanulir. Protein karigimi, bu kolona uygulandigi zaman yalniz ilgilendigimiz
enzim proteinleri koenzimin serbest ucuna spesifik olarak baglanmaktadir. Bu
baglanma kovalent bir baglanma degildir. Diger proteinler koenzimin serbest
ucuna baglanma 6zelligine sahip olmadiklar1 i¢in kolondan ayrilirlar. Daha sonra
serbest koenzim igeren ¢ozelti kolona ilave edildiginde, agaroz taneciklerine bagh
koenzime baglanmis olan enzim molekiilleri bu defa rekabetten dolay1 ¢ozelti ile

birlikte gelen serbest koenzime baglanarak kolondan ¢ikar. Boylece koenzime
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spesifik olarak enzim proteini, diger yiizlerce proteinden afinite kromatografisi

yardimiyla tek basamakta saflagtirilmis olmaktadir [47].
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Sekil 1.17. Afinite Kromatografisi
1.5.2. Elektroforetik yontemler

Elektroforez, proteinler izoelektrik noktalarindan farkli bir pH degerine
sahip elektriksel bir alanda farkli go¢gme hizlarina dayanarak ayirma yontemidir.
Elektriksel alan igersindeki goc; elektrik akiminin siddetine, net yiike, molekiiliin
sekline, soliisyonun iyonik giiciline, viskozitesine ve sicakligina baghdir. Go¢ hizi,

protein molekiilii iizerindeki yiikiin biiyiikliigii ile dogru orantilidir. Iyonik
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bilesiklerin iyonlagmasi, elektroforezin temelini olusturur. Zit yiikteki elektrotlere
dogru farkli hizlarda hareket eden degisik yiikteki iyonlar elektriksel alanda
birbirinden ayrilirlar. Protein iizerindeki yiiklerin birbirini dengeledigi pH’ya o
proteinin izoelektirik noktasi (p1) adi verilir. Bu pH’da proteinler hem anot, hem
katottan ayni kuvvetle cekildikleri i¢in proteinlerin bu pH’daki hareketleri sifir
olur [48, 49].

Elektroforezde bir hareketli bir de hareketsiz faz vardir. Sabit faz olarak
kagit, asetat, seliiloz, poliakrilamid, agaroz gibi dolgu maddeleri kullanilir. Sabit
ortamdaki en 6nemli 6zellik molekiillerin porlardan kolaylikla gegmesine dayanir.
Hareketli faz olarak genellikle tamponlar kullanilir. Elektroforezin diger
yontemlerden farki, bir elektiriksel alan yaratilmasidir. Protein ¢ozeltisi bu
elektriksel alanda farkli hizlara bir elektrotdan digerine hareket ederek molekiil
agirliklarina ve tasidiklar1 elektrik yiiklerine gore birbirlerinden ayrilirlar. Daha

sonra boyama yaparak protein bantlar1 goriiniir hale getirilir.

Sekil 1.18. Elektroforezde kullanilan materyaller [49]
Elektroforez cesitleri, kulanilan ayrma ortamlarinin cinsine gore cesitli

elektroforez teknikleri kullanilmaktadir. Kagit elektroforezi, seliilloz asetat

elektrodorezi, agar jel elektroforezi, nisasta jel elektroforezi, poliakrilamid
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elektroforezi (Native ve SDS’li), izoelektrik odaklama (IEF) ve 2D elektroforez
bunlarin arasinda sayilmaktadir.

Bu c¢alisma kapsaminda; aymrimi saglanan Fc reseptorlerin  saflik

derecesinin tayin edilmesinde elektroforez c¢esitlerinden poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilmigtir. Bu dogrultuda poliakrialamid jel elektroforezi
ayrintili olarak asagida ele alinmaktadir:
o Poliakrilamid jel elektroforezi, poliakrilamidin bir baglayict (genellikle
bis akrilamid) ile polimerize edilmesi sonucu olusturulur. Bdylece rastgele
biliyliyen poliakrilamid ve bis akrilamid derisimleri olusacak jelin yogunlugunu,
vizkozitesini, elastikiyetini ve mekanik dayanikliligimi belirler. Bu derisimlerin
arttirilmasiyla olusan agin sikli§1 da artmakta, buna bagli olarak gézenek capi
azalmaktadir. Boylece i¢inden yiiriiyecek makromolekiillerin  hareketi,
biiyiikliiklerine (molekiil agirliklarina) gore smiflandirilmis olmaktadir.

Poliakrilamid jel elektroforezi dogal poli akrilamid jel elektroforezi (ND-
PAGE), sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) olmak
iizere ikiye ayirilmaktadir. Bu calismada SDS-PAGE yontemi kullanilarak Fc
reseptorlerin saflik derecesi kontrol edilmistir.

A) ND PAGE, proteinlerin dogal yapilarin1 bozoucu ajanlar kullanilmadan
yapilan poliakrilamid jel yontemidir. Saflik derecesinin tayini i¢in kullanildigi
gibi direk olarak saflastirma islemi olarak da kullanilabilir.
B) SDSPAGE, sodyum dodesil siilfat (SDS), anyonik bir deterjan olup iki
aminoasitte bir peptit zincirine baglanarak protein molekiillerini olusturan alt
birimleri birbirinden ayirir. Ayrica (-) yik tasidigindan peptitlere de yiiksek
oranda (-) yik kazandirir. Boylece elektrik yiikii agisindan karisim igersindeki
biitiin protein molekiilleri esit duruma getirilir. Jel derigimi arttirilarak protein
molekiillerinin molekiil agirliklarina gore ayrigmalar1 saglanwr. SDS-PAGE
yontemi proteinlerin safligmin kontrolii, molekiil agirliklarmin saptanmasi ve
derigim ¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir [5, 49, 50].
SDS- PAGE’in kullanim amaglar1 asagidaki gibi siralanabilir;
*  Molekiil agirhig: tayini,
* Protein safliginin kontroli,

* Proteinlerin alt birimlerinin belirlenmesi,
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* Aminoasit dizisinin tespiti,
* Bir proteinin izo enzimlerinin belirlenmesinde,
* Tirler aras1 benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesinde.

» Genetik hastaliklarin teshisinde kullanilmaktadir.

Boliim 2.5.1.’de SDS-PAGE ile ilgili jel hazirlanmasi, yiiriitme tamponun

hazirlanmasi gibi daha ayrintil bilgi verilmektedir.

1.5.3. Kiitle spektrometresi

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden
yiiklii partikiilleri kiitle/ yiik (m/z) oranlarma gore diger yiiklii partikiillerden ayirt
ederek analizleme asasina gore calismaktadir. Molekiiller normalde yiikli
partikiiller degillerdir ve kiitle spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri
uyararak yiiklii iyonize molekiiller haline doniistiiriirler. Yiiklii molekiiller stabil
degillerdir ve diger molekiillerle veya bir ylizey ile temas ettikleri zaman
fragmentlerine pargalanir ve yiiklerini kaybederler. Olusan her bir iyon spesifik
bir molekiiler kiitleye ve yiike sahiplerdir ve m/z degerlerinin yogunlugu
(intensite) kars1 gosterdigi bir spektrum ile bilesik tanimlanmaktadir. Her bir
iyonun yogunlugu detektére ulasan miktar1 ile orantiidir ve her bilesigin
spektrumu kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu elde edilen
spektrum referans spektrumu ile karsilastirilarak tanimlanir. Proteinlerin kiitle
spektrometresi ile tanimlanmasi karisimdaki bireysel peptidlerin kiitleleri ile
kiyaslama vasitasi ile gergeklestirilir. Proteinlerin ve peptidlerin  kiitle
spektrometrelerinde; genelde peptid dizi analizleri, protein tanimlanmasi
(identifikasyonu) ve haritalam, molekiiler kiitle ve Ozellikle post translasyonel

modifikasyonlarin belirlenmesi easatir [51].

1.5.4.Enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA yontemi 6zgiil antijen-antikor baglanmasini, antikorlara alaklen

fosfataz veya horseradish peroksidaz gibi bir enzim baglayarak bu enzim
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substratini renkli iirlinlere doniistiiriilmesi suretiyle gdosterilmesi esasina dayali bir
immiinokimyasal 6l¢tim teknigidir. ELISA yonteminde 6zgiil antikor kullanilarak
ornekteki antijenin miktarmni, O6zgiil antijen kullanilarak Ornekteki antikorun

miktarini 6lgebiliriz [5,52].

1.5.5. Santrifiigasyon yontemleri

Protein saflastirmada kullanilan satrifiigasyon yontemleri densiti gradient
(zonal) ve diferansiyel santrifligasyon olamak tizere iki grupta toplanmaktadirlar.
A) Densiti Gradient (Zonal) Santrifiigasyon, bir protein karisimini
santrifiigasyon yontemi ile ayirmak icin tiip igerside siikroz gibi bilesiklerle bir
derisim gradienti yaratilir. Bunun i¢in plastik tiip icersinde en yogundan en az
yoguna dogru bir siikroz gradienti meydana getirildikten sonra tiipiin en iizerine
protein karigimi ilave edilir. Bu sekilde hazirlanmis olan tiip yliksek devirde
santrifiij edilecek olursa her bir protein kendi dansitesi ile ayni olan sukroz
bolgesine toplanacaktir. Tiip icersinde farkli bantlar halinde ayrilmis olan
proteinler daha sonra tiipiin alt1i igne ile delinip toplanarak veya tiip
doldurulduktan sonra bu bantlar buz halinde kesilerek ¢ozdiiriiliir ve bu sekilde
proteinler birbirlerinden ayrilmis olur.

B) Differansiyel Santrifiigasyon, diferansiyel santrifligasyon ile bir
karistmda bulunan partikiiller boyutlarindaki farkliliklara bagli olarak
ayrilmaktadir. Homojenat relatif santiflingal kuvvet (RCF) arttirildikga

fraksiyonlarina ayrilmaktadir.

1.6. Kriyojel

Kriyojel, monomerik ve polimerik Onciilerin uygun c¢oziiciilerdeki
cozeltilerinin dondurulmasi sirasinda sekillenen jel matrisidir. Kriyojel sézctigii
Yunanca koékenli olup, -kryos- (buz, soguk) ve —gel- (jel)sozciiklerinin bir araya
getirilmesinden meydana gelmistir. Dolayisiyla; sogukta yapilan jel anlamini
tagimaktadir. Kriyojeller birbirine baglantili biiyiik gozeneklere sahiptir. Bu

gozenekler, pratik olarak, herhangi bir biiyiikliikteki ¢6ziinenin difiizyonuna, ayni
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zamanda nano partiikiillerin ve mikropartikiillerin kiitle gecislerine izin verirler.
Kriyojellerin yap1 iskeletine bakildiginda siinger morfolojisine sahip oldugu
goriilmektedir. Yani; birbirine baglantili gézenekli siirekli bir yap1 kriyojellerin
temel yapismi olusturur. Bu siinger seklindeki gozenek sistemi, ¢Oziinenlerin
kriyojellerin i¢inden madde kaybi olmadan gegislerini saglar. Kriyojellerin temel
yapisi, osmotik basinglari, kimyasal ve mekanik dayanikliligiyla birlestirildiginde,
biyolojik nanopartikiillerin, mikropartikiillerin (plazmidler, viriisler, hiicre
organelleri) ve hatta biitiin hiicrelerin kromatogrofisi i¢in bu yapilar1 ilgi gekici
parcaciklar haline getirir.

Kriyojeller, karyotropik jelasyon islemiyle iiretilirler. Karyotropik jelasyon
islemi, daha ¢ok dondurma-eritme seklinde gergeklestirilen bir islemdir. Kriyojel
hazirlama siirecinin temel basamaklarindan bahsetmek gerekirse, kriyojel
olusturmak i¢in ilk 6nce monomer, monomer karisimlar1 veya polimer uygun bir
coOziiciide ¢oziilerek homojen ¢ozeltisi seklinde hazirlanir. Bu ¢ozelti icerisine
uygun capraz baglayici1 ve gerekli tepkime baslatici da eklenir, hazirlanan
homojen karisim belirli bir siire dondurucuda bekletilerek, karigimin donmasi
saglanir. Daha sonra; buz halindeki karisim oda sicakligina alinarak polimer
icinde olusan buz kristallerinin erimesi ve bir yandan da kriyojel olusumu baslar.
Polimer igerisindeki buz kristalleri iyice eridiginde, madde oda sicakligina
geldiginde, elde edilen birbirine baglantili gozeneklerden olusan {iriin, kriyojeldir
(Sekil 1.19). Kriyojel hazirlama sirasinda oncii olacak maddeler se¢ilirken 6nemli
bir nokta; termotropik jellerin kriyojel hazirlanmasinda oOncii olarak

kullanilamayacagidir.
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Sekil 1.19. Kriyojel olusum Siireci [53]

1.6.1. Jel ve kriyojel arasindaki farkhhklar

Jel adi altma birlesen polimerik materyaller, makromolekiilleri genis
mesafeli bag yolu ile baglanmis ve zaman i¢inde de§isime ugramayan polimer-
¢oziicii sistemleridir. Polimer aglarinin baglant1 intermolekiiler baglarin yapisina
gore jeller iki gruba ayrilabilir: Kimyasal ve fiziksel jeller.

Kriyojeller herhangi bir kimyasal sekilde olabilirler: Kovalent, iyonik ya
da kovalent olmayan kriyojeller. Dondurma—kurutma polimerik materyalleri
seklinde diisiiniilerek hazirlanan jeller de kriyojellere benzer olarak makro ve
mikro yapida gozenekler icerirler. Coziicii kristallerinin (genellikle sulu sistemler
icin buz) siiblimlesmesi sonucu elde edilen dondurulmus ¢o6ziicii, polimerik
materyalde yani olusan jelde birbirine bagh gézenekler sistemi olusturur. Fakat;
bunlar sadece ince objeler (filmler, ince tabakalar) seklinde iiretilebilirler. Bu
jellerin silindirler halinde tretilmesi teknik agidan pek pratik degildir. Diger
taraftan kriyojeller, bloklar, silindirler, tiipler, graniiller ve diskler olmak tizere
istenilen her sekilde tiretilebilirler (Sekil 22).
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Sekil 1.20. Farkl sekillerde tiretilen kriyojeller [53]

Ayrica bunlara ek olarak, kriyojellerin iiretimi diger dondurma-kurutma ile
tiretilen jellerin tiretiminden daha basittir. Ciinkii; ¢6ziicli hareketi i¢in kriyojel
iiretiminde indirgenmis basing gerekli degil iken, diger jel iiretiminde ¢oziicli
hareketi i¢in indirgenmis basing gereklidir.

Birbirine bagl genis gézeneklerden olusan bir sistem, kriyojellerin temel
karakteristik 6zelligidir. Coziinenlerin bilinen homo faz jellerin igindeki
diftizyonunun aksine, siinger seklindeki gézenek yapisina sahip kriyojeller (Sekil
1.20), ¢oziinenlerin kriyojel i¢inden madde kaybi olmadan gegislerine olanak
verir. Diger tiir jellerde, ¢0ziinen, jel igerisinden gecerken madde kaybma ugrar
[53]
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Sekil 1.21. Kriyojellerin siingerimsi gézenek sekli

1.6.2. Kriyojellerin uygulama alanlar

Kriyojeller, sahip olduklar1 essiz yapisiyla kan hiicrelerinin ayiriminda
afinite matriksi olarak, memeli hiicrelerinin kiltir ortami olarak, doku
miihendisliginde ve giinlik hayatta filtre ve membran olarak kullanimlariyla
karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica; kromatografik alanda kolon dolgu maddesi olarak
kullanildiklarinda kolonda geri basing olusturmadiklarindan verimli ayirimlar elde
etmede kromatografi malzemesi olarak kullanilmaktadirlar [53]

Kan hiicrelerinin aymriminda afinite matriksi olarak kullanimlarina
bakildiginda; dimetil akrilamit, N-izopropil akrilamitten sentezlenen kriyojellere
protein-A, antibody yada metal ligandlar gibi spesifik ligandlar immobilize
edildiginde segici baglanmayla ayrilmas: istenen hedef hiicrelerin (kok hiicre,
kanser hiicreleri, makrofajlar) kromatografisi i¢in kullanim alanmin oldugu

goriilmektedir (Sekil 1.22).
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Sekil 1.22. Kan hiicrelerinin kromatografik olarak kriyojel kolondan gegirilmesi [53]
1.6.3. Kriyojellerin karakterizasyonu

Farkli monomerler kullanilarak sentezlenen kriyojellerin, taramali elektron
mikroskobuyla (SEM), Fourier dontisiimlii infrared spektroskopisi (FT-IR) nin
azaltilmis toplam yansima (ATR) moduyla, azot adsorpsiyon porozimetri (BET)
yontemiyle ve sisme testlerinin  uygulanmasiyla  karakterizasyonlari
gergeklestirilmektedir.

SEM cihazi ile analiz sonucu elde edilen goriintiilerle kriyojel yapisindaki
gozenek dagilimi, gozenek boyutlari, yapiyr meydana getiren gézenek orgiisii gibi
bilgiler elde edilmektedir. SEM ile goriintiileme yapmak i¢in ilk dnce Odrnekler
kurutulur ve ardindan altin ile kaplama yapilmaktadir.

FT-IR analizi ile sentezlenen kriyojeldeki fonksiyonel gruplar aydmlatilir
ve buna gore, kriyojel gozeneklerinin amaca yonelik bir madde i¢in
modifikasyonunun gergeklestirilip gerceklestirilemeyecegi  belirlenmektedir.
Kriyojellerin FT-IR spektrumlar1 kati halde, IR spektroskopi cihazinin ATR
modunda ¢alisilarak alinmaktadir. Bu yontemde kuru haldeki kriyojeller kristal
iizerine konulur ve flizerine infrared 15131 gonderilerek maddenin spektrumu
alinmaktadir.

Azot adsorpsiyon porozimetri yontemiyle, kriyojelin ylizey alani, gdzenek
boyutu, gdzenek hacmi, parcacik boyutu ve gdzenek dagilimi gibi Ozellikleri

belirlenmektedir. BET metoduna gore yapilan analizlerle -198 °C deki siv1 azot

38



@ ANADOLU UNIVERSITESI

ortamuinda azot (N) gazi adsorpsiyonu teknigine dayali olarak katilarm m?g™
olarak ylizey alanlar1 6l¢iilebilmektedir.

Sisme testiyle, kriyojellerin hidrofilik karakter gostermeleri nedeniyle
hacimlerinin % 150 sine kadar su tutma kapasiteleri bulundugundan, sentezlenen
kriyojele 0zgli bilinyesinde su tutma kapasitesi ve su tuttugunda hacmindeki
esneme miktar1 belirlenebilmektedir. Bir kriyojel kolonda su tutma kapasitesinin
fazla olmasi kolonun istenilen siingerimsi gozenek yapisina sahip oldugunu
gostermektedir. Esneme orani fazla oldugunda ise kriyojel kolonun gdzenek
boyutu kolondan gegecek her molekiiliin boyutuna uyum saglayabilecegi ve hedef
molekiil kolondan gegerken gdzenekli yapmnin herhangibir zarar gérmeyecegi
anlamina gelmektedir. Boylece; kriyojel kolonlar tekrar tekrar kullanilarak diisiik

maliyette ve yiiksek saflikta liriinler elde edilmis olacaktir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Standart FcRn reseptor (mouse monoclonal B-8), Santa Cruz Bioteknoloji
firmasindan temin edilmistir. Doku Ornekleri Eskisehir Kadin Dogum Devlet
Hastanesi’nden temin edilmistir. Akrilamit (AAm, %99) Sigma—Aldrich’ten
temin edilmistir. Amonyum Persiilfat (APS), N, N'- Metilen bisakrilamit
(MBAAmM) Fluka, Chemica ve N, N, N', N'- Tetrametiletilendiamin (TEMED)
Fluka, BioChemica firmalarindan elde edilmistir. 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA), tris hidroksimetil aminomethan (Tris) Merck firmasindan elde
edilmistir. Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat ve potasyum dihidrojen fosfat Riede-
de Haen ve sodyum dodesil siilfat Alfa Aesar firmasindan temin edilmistir.

Tiim cam malzemeler kullanilmadan Once seyreltilmis nitrik asitle
yikanmistir. Deneylerde kullanilan su; yiiksek akish seliiloz membranli Branstead
(Dubuque, 1A) Ropure LP®ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklagtirma ve dolgulu iyon
degisim sistemi kullanilarak saflastirilmistir. Tampon ve 6rnek ¢ozeltileri 0.2 pm

membran’dan (Sartorius, Gottingen, Germany) gegirilerek filtre edilmistir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Adsorpsiyon-desorpsiyon ¢aligmalar1 igin hazirlanan standart FcRn
reseptor ¢ozeltilerinin absorbanslari, Biotek marka Synergy Hydrid Reader (H1)
model  mikroplate  okuyucu  kullanilarak  6lgiilmiistiir. Cozeltilerin
homojenizasyonu i¢in Bandelin Sonorex ultrasonik banyo kullanilmigtir.
Cozeltilerin pH degerleri WTW Series pH 730 Inolab- pH-metresi ile
ayarlanmistir. Kriyojel karakterizasyon islemi i¢in Zeiss Ultra Plus SEM, Bruker
IFS 66 Vv/S marka FTIR ve Quantachrome Nova 2200e marka BET cihazi
kullanilmigtir. Ayirma ve saflastirma basamaginda Amersham Biosciences Akta

FPLC model hizli protein s1v1 kromatografisi cihazi kullanilmigtir. Saflastirilan Fc
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reseptorlerin  karakterizasyonunda Thermo Scientific EC 250-90 SDS-PAGE
elektroforez giic kaynagi ve Cleaver Scientific Ltd. SDS- PAGE kiiveti

kullanilmaistir.

2.1.3. Hizh protein sivi kromatografisi (FPLC)

Proteinler, biitiin canli varliklarn en Onemli ve hiicrelerinde en bol
bulunan organik bilesiklerdir. Biitiin biyolojik olaylarda Onemli gorevler
iistlenmislerdir: Enzimatik katalizleme, mekanik hareket, koruma, tasima ve
depolama gibi. Proteinlerin yapi—fonksiyon iligkisini belirleyip yasamsal alanda
kullanmak birincil amagtir ve insan viicuduna verilecek protein ¢cok saf olmalidir,
aksi takdirde bir¢ok yan etkiye yol agabilir. Bu nedenle proteinlerin saflastirilmasi
onemlidir.

Hizli protein s1vi kromatografisi (FPLC), sivi kromatografisinin bir formu
Oolup vyiiksek performans sivi kromatografi gibi kompleks karisimlardan
proteinlerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda, proteinlerin ve diger biyomolekiillerin
ayrilmasinda tamamlayici sitem olarak kullanilmaktadir. Sivi kromatografisinde
aymma etki eden biitiin mekanizmalar (iyon degisim, jel filtrasyon, jel
gegirgenlik, hidrofobik etkilesim, adsorsbsiyon vb.) FPLC ‘de de gegerlidir [54].
S1v1 kromatongrafisi’ nin ¢esidi olan FPLC’ nin ¢6ziicii hizi, ¢oziiciilerin sabit akis
oranin1 Kontrol eden pompa tarafindan ayarlanmaktadir. FPLC’de kullanilan
kolon tipi ayirma ¢esitine gore belirlenmektedir.

Yiiksek basmgli sivi kromatografisinden farkli olarak daha diisiik
basinglarda calisir ve genellikle cam veya teflon bilesenlerden olusur. Cihaz
genellikle biyokimya ve enzimoloji alanlarinda kullanilir. FPLC ile kullanilan
kolonlar; makromolekiilleri, yilik, boyut, hidrofobidite veya biyotanima esaslarina
gore ayrilabilirler. Bu nedenle; amaca yonelik uygun bir kolon segmek gereklidir.
Sistem, protein, peptid vb. aymrimlarini kisa siirede gerceklestirebilen bir hizli
performans sivi kromatografi sistemidir. Ayni zamanda mikro diizeyde
saflagtirma ve preparatif bazda HPLC analizleri yapmak i¢in uygundur. Cihaz,
ayrilan tiirlerin UV absorbansini 6lgmekle birlikte; ortamin iletkenlik ve pH

Ol¢timiinii de yapabilmektedir [55].
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FPLC cihazi dort bilesenden olusmaktadir. Bunlar; pompa, UV-Vis
dedektdr, kolon, enjektor birimi ve fraksiyon toplama parcalarindan olusmustur

FPLC cihazinda asagida belirtilen tiirden dedektorler kullanilabilir;

UV-Vis dedektor; Ksenon flag lambasi hem UV hem goriiniir bolge
araliginda calisir (190-700 nm). Cift yollu akis hiicresi dinamik absorbans
araligini 10-5’den 40 AU’nin iizerine kadar genisletir. Floresans dedektoriiyle
luminesans, fosforesans, kemiliiminesans ve bioluminesans Ol¢iimleri
miimkiindiir. Kirilma Indisi Dedektdrii; polimer, hidrokarbonlar, karbonhidratlar,
alkoller ve yag asitleri gibi absorbans yapamayan bilesiklerin analizi i¢in idealdir.

FPLC cihazinda kullanilan pompa, gii¢lii mekanik motoru sayesinde 4000
psi (275 bar) geri-basinglarma kadar dadikada 50 mL sivi pompalayabilir.

FPLC cihazindaki fraksiyon toplayicisinda 18 mm capindaki tiipler icin
144 parga kapasitesi vardir.

FPLC cihazinda farkli analiz metotlar1 i¢in farkli kolonlar kullanilabilir.

Iyon- degistirme metodu igin; Hiprep 16/10 sefaroz XL ve Hiprep 16/10
SP sefaroz XL kolonlar1 bulunur. Sefarozla 6nceden paketlenmis Q XL ya da SP
XL ortami, 20 mL preparatif anyon ve katyon- degisim kolonlar1 yiliksek yiikleme
kapasitesi ve hizli eliisyon saglar. Jel filtrasyon metodu i¢in; Hiload 16/60
superdex 200 pg ve Hiload 26/60 superdex 75 pg kolonlar1 bulunur. Seperdex /%
kolonu prep peptidler, daha biiyiik proteinler, oligosakkaritler yani Mr 3000-
70000, i¢in uygundur; Superdex 200 kolonu ise prep antikorlar ve Mr 10000-
600000 i¢in uygundur.

FPLC’ de hazirlanan 6rneklerin 6zelliklerine bakildiginda, 100 pL-5mL
arasinda berrak ve safsizliklardan arindirilmis sivi 6rnegin FPLC sistemine
enjeksiyonu yapilabilir. Biliniyorsa Ornek igerisindeki protein miktar1 veya
derigimi de verilmelidir. Analizi yapilacak 6rnek, FPLC cihazina enjeksiyon ile

verilir ve hareketli faz sayesinde ayirimin yapilacagi kolona tasmir [55].

2.1.4. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), bir¢ok dalda arastirma-gelistirme
calismalarinda kullanimi yaninda, mikro elektronikte yonga iiretiminde, sanayinin

degisik kollarinda hata analizlerinde, biyolojik bilimlerde, tip ve kriminal
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uygulamalarda yaygm olarak kullanilmaktadir. Ilk ticari taramali elektron
mikroskobu 1965'de kullanilmaya baglanmig, bundan sonra teknik gelismeler
birbirini izlemistir. SEM goriintii, yiiksek voltaj ile hizlandirilmig elektronlarin
numune lizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune yiizeyinde
taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan c¢esitli girisimler
sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal
giiclendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot 1sinlar1 tiipiiniin ekranina
aktarilmastyla elde edilir [56].

Malzeme arastirmalarinda en ¢ok kullanilan cihazlardan bir tanesi SEM” dir.
Bunun en biiylik nedeni, numune hazirlama isleminin ¢ok kolay olusu ve hatta
bazi durumlarda numune hazirlama isleminin gerekmeyisidir. Modern taramali
elektron mikroskoplarinda boyutlar1 birka¢ cm’ye ulasan numuneler rahatlikla
incelenebilir. Ayrica; SEM hem parlatilmis hem de piiriizlii yiizeylerden net
goriintiiler verebilir. SEM ile birlikte enerji-dispertif-x 1smlar1 dedektori
kullanmak suretiyle, numune tizerindeki kii¢iik parcaciklarin (fazlarin) kimyasal
analizlari yapilabilir. Smirlayic1 bir takim faktorlerine ragmen, SEM analiz
yontemleri malzemeler hakkinda pratik olarak degerli bilgiler vermektedir [57].

SEM cihazi ¢alisma prensibi incelendiginde optik kolon, numune hiicresi ve
goriintiileme sistemi olarak ii¢ temel kisimdan olugmaktadir.

o Optik Kolon( Sekil 2.2), Elektron demetinin kaynagi olan elektron
tabancasi, elektronlar1 numuneye dogru hizlandirmak i¢in yiiksek gerilimin
uygulandig1 anot tabakasi, ince elektron demeti elde etmek icin kondenser
mercekleri, demet numune tlizerinde odaklamak i¢in objektif mercegi, bu mercege
baglh cesitli capta aparatiirler ve elektron demetinin numune yiizeyini taramasi

i¢cin tarama bobinlerinden olusmaktadir.
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Elektron demeti -«—— Flektron tahancasi

A
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T —— o unlastirma lensi
TV ekrani

-— Anot

Gerisacihm elektron
dedektdr

ikincil elektron dedektor

Numune platformu — Numune

Sekil 2.2.Taramal: elektron mikroskobu optik kolonun ¢aligma mekanizmasinin sematize edilmesi
[58].

o Goriintii  Sistemi (Sekil 2.3), elektron demeti ile numune girisimi
sonucunda olusan ¢esitli elektron ve 1sinlar1 toplayan dedektorler, bunlarin sinyal
¢ogalticilar1 ve numune yiizeyinde elektron demetini goriintii ekraniyla senkronize
tarayan manteyik bobinler bulunmaktadir.

SEM cihazinda goriintii olusturmak i¢in elektron tabancasi isitilmis bir
katot, tek delikli bir kusun levha ve anot gereklidir. Elektron tabancasindan ¢ikan
elektronlar anoda yonlendirilirler ve SEM kolonuna girerler. Elektronca
olusturulan 151k demeti elektromanyetik bobinlerce odaklandirilir. Bu islem
sirasinda genellikle, mercekler kullanilir ve daha sonra hizli bir sekilde
numunenin i¢inde ileri ve geri incelenir. inceleme diger bobinlerce kontrol edilir.
Isik demetinin tiim yolu vakim altinda tutulur ve boylece elektronlar hava

molekiilleri ile etkilesmezler [57].
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Wehlnet silindiri (-)
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Sekil 2.3.Taramali elektron mikroskobunda goriintii olusumunu saglayan elektron tabancalarinin

sematik gosterimi [57].

. Elektron Isik Demeti(Sekil 2.4), numuneye ¢arptiginda ii¢ ¢esit
durum meydana gelir. Bunlar;

- Geri dagilim elektronlar1

- Ikincil elektronlar

- X-1ginlar1

Elektron demeti

Numune ylzeyi

Ikincil elektronlarin

Auger elektronlarinin
elde edildigi hacim. (D=1004)

elde edildigi hacim (D=10A4)

Geri sacilan elektronlarin
elde edildigi hacim (D=1-2u)

\X—@mlarmm

elde edildigi
hacim (D=5u)

Sekil 2.4. SEM cihazinda elektron 151k demeti gesitlerinin sematik gosterimi [58].

Geri dagilim elektronlari, yiizey atomlarmnin ¢ekirdekleri ile saptirilirlar.
Gelen elektronlar ile incelenen numunedeki atomlarin ¢ekirdekleri ile arasindaki
elastik (enerji transferi olamayan) carpismalar nedeniyle olusurlar. Ikincil
elektronlar, gelen elektronlar ile iletkenlik bandindaki zayif bagh elektronlar veya
valans elektronlar1 arasindaki, elastik olmayan (enerji transferine yol agan)

carpismadan dolayr meydan gelir [57]. X-igmlari, her element ve kabuk igin
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spesifik, kendine Ozgiin enerjiye ve dalga boyuna sahiptir. X-igmlarmi
tanimlamak i¢in kullanilan iki teknik; enerji yayan 11 analizi (EDX) ve dalga
boyu yayan 1sin1 analizidir (WOX).

2.2.  Yontem

Sunulan tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel galismalar genel olarak

ii¢ baslik altinda toplanabilir:
1.P(1gG- co- HEMA) Kriyojel Kolon Hazirlanmasi

e P(IgG-co-HEMA) Kriyojel Kolon Karakterizasyon Islemleri
2.Insan Plasentasindan FcRn reseptérlerinin Saflastirmasi

e insan Plasentasinin Homojenizasyon Islemi

e insan Plasentasindan FcRn Reseptérlerinin Kromatografik Ayirimi

e Saflastirilan FcRn Reseptorlerinin Karakterizasyon Islemi

3.Adsorbsiyon-Desorpsiyon Calismalari

2.2.1.P(1gG- co- HEMA) kriyojel kolon hazirlanmasi

FcRn reseptorlerinin - kromatografik aywriminda kullanilmak {izere
biyouyumlu, biiylik gézenekli ve geri basing tiretmeksizin ayirim saglayan p(IgG-
c0-HEMA) kriyojel sentezlenmistir. ilk asamada, 260 pL HEMA’ya, 740 pL
deiyonize su eklenerek ilk faz olusturulmustur. Olusan karisim, ultrasonik
karistirictya konularak homojenizasyon saglanmis ve daha sonra 56,6 mg
MBDDM’e 2 mL deiyonize su eklenerek ikinci faz elde edilmistir. Olusan
karigimin homojenizasyonu saglandiktan sonra iki faz birlestirilmis ve tlizerine 2
mL 2000 ppm IgG eklenerek coklu karistiricida homojenizasyon saglanmistir
Daha sonra, buz banyosunda bir siire beklenerek iizerine sogukta polimerlesmenin
baslamasina yardimci olan 5 mg APS eklenmis ve coklu karistirict 10 dak.
bekletilmistir. -18 °C’de bekletilen kolon hazneleri igerisine homojenize olmus
karisim konulmus ve sogukta polimerlesmeyi saglayan 4 pL. TEMED eklenerek -
12 °C’de buz banyosunda 2 saat bekletildikten sonra -18 °C’de 24 saat
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bekletilmistir. Elde edilen kolon materyali, fotosensitif P(lgG-co-HEMA)
kriyojelidir (Sekil 2.5).

2000ppm P{1gG-co-HEMA) ezt

100pL MAT-RU-MAT
00LMAPS gzt 25l |

60 dk. Azot Ortaminda
i karigmas saglanir.

2ml Ornek

260l HEMA | 95-BMEVIBAAM

740 L ; : | ,
e ool B 1)4mgAPS | 25 TEMED | —

+ -

. /
F10- 15 dk, ultrasyonik |

banyoda bekletilir, z

| 24 saat 4%de bekletilir,

Sekil 2.5. Fotosensitif P(IgG-co-HEMA) kriyojel sentezinin sematik gosterimi

2.2.1.1. P(IgG-co-HEMA) kriyojel kolon karakterizasyon islemleri

Bu tez kapsaminda P(IgG-co-HEMA) kriyojel kolonun karakterizasyonu
nedeniyle yapilan deneysel ¢alismalar sisme testi, ylizey morfolojisi analizi, BET
yontemi ile yiizey analizi, FTIR analizi olmak iizere dort alt baslhik olarak

incelenmistir.

. Sisme Testi

Fotosensitif yontemle gozeneklerine IgG gomiilii kriyojellerin su tutma
orani sisme testleriyle belirlenmistir. Bu islem i¢in kriyojel alinarak etiivde 60 °C
‘de 3 saat siireyle kurutulmustur. Kuru kriyojel tartilarak icersinde 10 mL
deiyonize su bulunan behere atilmig ve bir giin siireyle bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda sismis kriyojel tartilarak sisme orani bulunmustur. Kriyojellerin sigsme

orani esitlik 2.1°e gore hesaplanmustir.

47



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Sisme orani(%) = [I—m’i’E’M] x100 (2.1)
Myru

. Yiizey Morfolojisi Analizi

Gozeneklerine IgG gomiilii kriyojellerin ylizey morfolojisi, Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) (Zeiss Ultra Plus) kullanilarak belirlenmistir.
Ornekler analiz edilmedem dnce kurutulmustur. Kuru kriyojeller 6rnek haznesine

yerlestirilmis ve altin ile kaplandiktan sonra SEM ile goriintiileri alinmistir.
. BET Yontemi ile Yiizey Analizi

1 g kriyojel tartilarak BET yontemiyle yiizey analizi yapan Quantachrome
Nova 2200e marka cihaza yerlestirilmistir. Stv1 azot ile muamele edilerek ilk 6nce
kriyojellerin gozeneklerinde bulunabilecek su uzaklastirildiktan sonra yapinin
fiksasyonu yapilmistir. 10 noktaya analiz yapilarak kriyojelin 1 graminm yiizey

alan1 bulunmustur.

J FTIR- ATR Analizi

Kolon igersinde FcRn hapsedilmis ve hapsedilmemis kriyojellerin FTIR
spektrumlari, FTIR spektrometresinde ATR modu kullanilarak elde edilmistir.
Kriyojeller oda sicakliginda kurutulmus ve FTIR spektrumlar1 ¢ekilmistir.

2.2.2. Insan plasentasindan FcRn reseptorlerin saflastiriimasi

Sunulan tez kapsammdan Insan Plasentasindan FcRn reseptdrleinin
saflastirilmas1 amaciyla gerceklestirilen deneysel c¢alismalar; insan plasentasinin
homojenizasyon islemi, FcRn reseptorlerin kromatografk ayirimi, saflastirilan
FcRn reseptorlerin karakterizasyonu olmak iizere {i¢ alt baslik altinda

toplanabilmektedir.
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2.2.2.1. insan plasentasinin homojenizasyon islemi

Eskisehir Kadin Dogum Devlet Hastanesinden saglanan insan plasentasi
epitel dokusunda bulunan sinsitotrampoblastlarindan kesitler almmistir. Bu
islemden sonra epitel doku kesitleri daha kiiciik pargalar haline getirilerek 100 mL
Triton X 100 ¢ozeltisi i¢ersinde 48 saat bekletilmistir. Boylece; epitel dokuda
bulunan FcRn reseptdrleri ve diger proteinler homojenize olarak Triton X 100

¢Ozeltisine ge¢cmis olur.

2.2.2.2. insan plasentasindan FcRn reseptorlerinin kromatografik ayirim

Homojenize protein karisimindan FcRn reseptorlerinin aymrimini saglamak
icin FPLCcihaz1 ve kolon dolgu maddesi olarak goézeneklerine IgG gomiilmiis
P(IgG-co-HEMA) kriyojel kullanilmstir. Yapilan testler sonucunda optimum akis
hizt 1.5 mLdk™ olarak belirlenmistir. Tutma ¢ozeltisi olarak 20 mM sodyum
fosfat (pH 6.5) tamponu kullanilmistir. FcRn reseptorleri tutma ¢ozeltisi
yardimiyla P(IgG-co-HEMA) kriyojel kolona tasmmustir. Asidik pH’larda I1gG
molekiiliiniin Fc kolu ile FcRn reseptorlerinin birbirlerine yiiksek secicilik
gosterdigi bilinmektedir. Bu oOzellikten yararlanilarak hazirlanan P(1gG-co-
HEMA) kriyojel kolonda FcRn reseptorleri hapsedilirken protein karigiminda
bulunan diger biyolojik materyaller kolona tutunmadan sistemi terk etmistir. FcRn
reseptorleri, IgG molekiiline fizyolojik ve bazik pH‘larda afinite
gostermemektedir. Bu 6zellikten yararlanilarak 20 mM sodyum fosfat (pH 7.4)
tamponu eliisyon c¢ozeltisi olarak  kullanilmistir.  Boylece; IgG-FcRn
reseptorlerinin  etkilesimi inhibe edilerek P(1gG-co-HEMA) kriyojel kolonda
tutulan FcRn reseptorlerinin kolondan uzaklastirilmasi saglanmis olur (Sekil 2.6).
Kolondan ¢ikan FcRn reseptorleri toplama kabina aktarildiktan sonra
liyofilizasyon islemine tabi tutularak eliisyon c¢ozeltisinin uzaklastirilmasi

saglanmigtir.
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Sekil 2.6. Insan Plasentasindan FcRn reseptérlerinin FPLC cihazi ile ayriminin sematik gdsterimi

2.2.2.3.Saflastirllan FcRn reseptorlerinin karakterizasyon islemi

Insan plasentasindan kromatografik aymrimi  gerceklestirilen FcRn
reseptorlerinin karakterizasyonu sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel (SDS-

PAGE) elektroforezi ile gergeklestirilmistir.

. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS- PAGE)

SDS-PAGE, denatiire edici maddeler (6rnegin; sodyum dodesilsiilfat, B
merkaptoetanol) kullanilarak proteinlerin poliakrilamid jelde ayrilmasini saglayan
bir tekniktir. Polipeptidlerin ilerleme hizlari, sadece i¢ elektriksel yiikleri
tarafindan degil, ayn1 zamanda molekiil agirliklar1 tarafindan da belirlenmektedir.
Bu teknikte, proteinler denatiirasyona ugrayarak {i¢ boyutlu yapidan linear yapiya
doniiserek poliakrilamid jelde ayrilirlar. SDS-PAGE‘nin en Onemli yarari,
polipeptidlerin molekiil agirliklarmin belirlenmesine olanak vermesidir. Molekiil
agirhigr bilinmeyen protein 6rnek, molekiil agirligi bilinen standart proteinlerle
birlikte, ayni jel lizerinde yanyana ceplere uygulanir ve ayr1 hatlarda elektroforetik
olarak ayrilir. Boyama sirasinda jelde gozlenen bantlarin karsilastiriimas: ile

proteinin molekiil agirligi hakkinda bir fikir edinilebilir.
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Calismanin amacina uygun olarak dikey jel elektroforezi hazirlanmistir.
Cam plaklar arasma 1.5 mm’lik aralik birakilarak, jelin dokiilmesi i¢in dokiim
ayagina cam plaklar monte edildi. Ayristirma ve yiirlitme jeli olarak % 10’luk
poliakrilamid jel hazirlanmis ve cam plaklar arasina jel ¢ozeltisi dokiilmiistiir.
Daha sonra orneklerin jel iizerinde ilerleyebilecegi kuyucuklarin olugmasini
saglayan tarak dikkatlice yerlestirildi ve jel polimerlesmeye birakildi Jel
polimerlestikten sonra, tarak dikkatlice ¢ikarilmis ve ornekler uygulanmadan 6nce
kuyucuklara rezervuar tamponu ile doldurulmustur.
Polimer matriksi hazirlamak i¢in, akrilamid, N, N’-metilen bis akrilamid jel
monomerleri, TEMED ve APS ise polimerizasyon baglaticilari olarak
kullanilmastir.

Kullanilan ¢ozeltilerin igerikleri ve hazirlanis sekli asagida verilmistir;:

A) Rezervuar Tamponu (0.025 M Tris, % 0.1 SDS, pH 8.3)
Tris2.5¢

Glisin 72 g

SDS (% 10) 50 mL, H,0 5 L’ye tamamlanmustir.

B) Poliakrilamid Jel Tamponu (pH 8.8)
3 M Tris-HCI; 9.075 g Tris, 12 mL 1 M HCI ile karistirihip pH 8.8’e ayarlandiktan

sonra, bidistile su ile 25 mL’ye tamamlanmustir.

C) Akrilamid- Bisakrilamid Stogu (30/0.8)
9 g akrilamid, 0.24 g bisakrilamid tartilmis ve bidistile su ile 30 mL’ ye

tamamlanmuistir.

D) % 1.5 Amonyum Persiilfat (APS)
0.045 g APS tartilip, bidistile su ile 3 mL’ye tamamlanmistir (taze olarak

hazirlanmistir).

E)5xSDS-PAGE yiikleme ¢ozeltisi;
% 20 SDS....ooiiieire e 25 mL
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LM TEIS e 0.5mL

0.1 MEDTA. ... 0.5mL
0.8 M B-Merkaptoetanol................. 5mL
1 mgmL™ Bromfenol mavisi............ 1mL

Yukarida belirtilen maddeler karistirildiktan sonra karigimm pH” s1 8.0°¢e

ayarlanmis ve su ile 10 mL’ye tamamlanmaistir.

F) % 10’ luk poliakrilamid jel (40 mL);

Akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi..........c.cccveeveennenee. 13.3 mL
Jel taMPONU......oiiiic 5.0 mL

% 10 ‘Tuk SDS....oooee e 0.4 mL

90 L5 APS. ..o 2.0 mL
TEMED.......oo e 0.015 mL
HoO e 19,285 mL

SDS-PAGE i¢in molekiil agirligi standardi olarak bovin serum albumin
(BSA), lizozim ve ticari FcRn receptorleri kullanilmistir. 20 pL 6rnek, 6ul 5 x
SDS-PAGE yiikleme ¢dzeltisi ile karistirilmistir. Ornekler 90 sn, standartlar ise 60
sn kaynar su banyosunda bekletilerek denatiire edildi ve sogumaya birakilmstir.
Ornekler 4uL olacak sekilde, kuyucuklara otomatik pipet ile uygulanmstir.
Kuyucuk bas1 20 mA akim verilerek elektroforez baslatilmis ve isaret boya bandi
jelden ¢ikmadan elektroforez islemi durdurulmustur.

Jel elektroforez kabininden ¢ikarildiktan sonra boyama ¢ozeltisi i¢ine
konulmus ve 48 saat siire ile boya icerisinde birakildiktan sonra, boyama
cozeltisinden ¢ikarilarak distile su ile yikanmistir. Daha sonra, boya ¢ikarma 1
¢Ozeltisinde 3-4 saat siire ile karistirici ile ¢alkalanarak bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda boya ¢ikarma c¢ozeltisi II’ye alinmis ve boylece jel yiizeyindeki boya

tamamen uzaklastiginda sadece protein bantlar1 boyali kalmistr.

A) Kullanilan boya ¢ozeltileri asagida verildigi sekilde hazirlanmistir. Boyama

cozeltisi (% 0.025 CBBR, % 40 Metanol, % 7 Asetik asit) 0.5 Coomassie brillant
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blue R-250, 800 mL metanol i¢inde ¢o6ziiliinceye kadar karistirilmis ve 140 mL
asetik asit ilave edilip hacim, su ile 2 litreye tamamlanmustir.
o Boya ¢ikarma ¢ozeltisi I ( % 50 metanol, % 10 asetik asit)

500 mL metanol tizerine 100 mL asetik asit ilave edildikten sonra toplam
hacim su ile 1 litreye tamamlanmistir.
o Boya ¢ikarma ¢ozeltisi 11, ( % 5 metanol, % 7 asetik asit)

100 mL metanol lizerine 140 mL asetik asit ( glasial) ilave edildikten sonra

toplam hacim su ile 2 It ‘ye tamamalanmistir.

2.2.3. Adsorbsiyon—-Desorpsiyon ¢cahismalari

Sulu ¢ozeltilerden, FcRn reseptdrlerin adsorpsiyonu kesikli sistemde
caligilmistir. Adsorpsiyon-desorpsiyon galismalari i¢in baslangi¢ derisimi etkisi,
pH etkisi ve akis hiz1 caligmalar1 gergeklestirilmistir. Baslangi¢ derisimi etkisini
incelemek tiizere bir seri FcRn reseptdr standart cozeltisi pH 6.5 fosfat
tamponunda mikroplate okuyucuda okutulmus ve kalibrasyon grafigi elde
edilmistir. Daha sonra 4 mg IgG tutturulmus kriyojellerden standart c¢ozeltiler
gegirilerek tekrar mikroplate okuyucuda (Biotek marka Synergy Hydrid Reader
(H1)) okutulmus ve FcRn reseptorlerinin derisimi spektrofotometrik olarak 280
nm’de tayin edilmistir. Cihazin cevabi1 bilinen derisimdeki FcRn standart
cozeltileri ile periyodik olarak kontrol edilmistir. Birim kiitle basina,
gozeneklerine IgG tututurulmus kriyojellere adsorplanan FcRn reseptorlerinin

miktarlarinin hesaplanmasinda 2.2 esitligi kullanilmistir.

Q = [(Co- C)XV] /m (2.2)

Bu esitlikte Q, birim polimer kriyojel basina adsorplanan FcRn miktarini
(mgg™), Co ve C sulu ¢ozeltideki HA’nin baslangic ve son derisim degerlerini
(mgL™), V sulu ¢bzelti hacmini (mL) ve m ise kullanilan kriyojellerin kiitlesini

(9) vermektedir.
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2.2.3.1. IgG tutturulmus kriyojellerin FcRn adsorpsiyonuna pH etkisi

IgG tutturulmus P(lIgG-co-HEMA) kriyojellerin, FcRn reseptor
adsorpsiyonuna pH etkisini incelemek i¢in pH 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 da adsorpsiyon
caligmalar1 spektrofotometrik yontemle izlenerek yapilmistir. Her bir pH’ta gram
polimer basina adsorbe olan FcRn miktarlar1 belirlenerek, FcRn adsorpsiyonu igin

en uygun pH degeri belirlenmistir.

2.2.3.2.P(1gG-co-HEMA) kriyojellerin FcRn adsorpsiyonuna akis hizinin

etkisi

P(IgG-co-HEMA) kriyojellerinin FcRn reseptorleri adsorpsiyonuna akis
hizmin etkisi FPLC’de c¢aligilarak incelenmistir. Hazirlanan P(1gG-co-HEMA)
kriyojel FPLC de kolon dolgu maddesi olarak kullanilmis ve 0.7; 0.8; 0.9; 1; 1.1;
1.2; 1.3; 1.4; 1.5 mLdk™ akis hizlarinda ¢alisilarak HA nin ayrimi i¢in optimum

akis hiz1 belirlenmistir.
2.2.3.3. IgG tuturulmus Kkriyojelllerden FcRn reseptorleri desorpsiyon

Kriyojel gozeneklerine adsorbe olan FcRn reseptorleri, 20 mmol pH 7.4
fosfat tampon kullanilarak desorbe edilmistir. Desorpsiyon c¢alismalarinda
desorpsiyon reaktifi, kriyojelden periyodik olarak gecirilmistir. Kolondan ¢ikan
¢oOzelti icerisine alinan FcRn spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Kriyojel
kolonlardan FcRn reseptorlerin desorpsiyon yiizdelerinin hesaplanmasida 2.3

esitligine kullanilmistir.

Deszorpsiyon ortarmna salinan FcRn
x 100 (2.3)

Desorpsiyon =
psy (%] Adsorplanan FcRn

FcRn adsorpsiyonu i¢in hazirlanan kriyojellerin tekrar kullanilabilirliginin
test edilmesi amaciyla FcRn adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢aligmalar1 10 kez ayni

kriyojel kolonda gergeklestirilmistir.
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3. SONUCLAR, TARTISMA ve ONERILER

3.1. P( 1gG-co-HEMA) Kriyojel Kolon Karakterizasyonu

3.1.1. Sisme testi

P(IgG-co-HEMA) kriyojellerhidrojeller gibi ¢apraz baglanmis hidrofobik
matrikslerden olusurlar. Bu yiizden capraz baglayic1 oranina ve matriksin
hidrofobisitesine bagli olarak sisebilirler, fakat sulu ortamda ¢6ziinmezler.
Gozeneklerinde 1gG iceren P(IgG-co-HEMA) kriyojelin denge sisme degeri 14,44
g H20/g kriyojelolarak bulunmustur. P(IgG-co-HEMA) kriyojel opak, elastik ve
stingerimsi yapiya sahiptir. Bu kriyojel, gézeneklerinde bulunan suyu elle basing
uygulanarak kolaylikla disariya verebilir. Basing uygulanmis kriyojel pargasi su
icersine birakildiginda birka¢ saniye icersinde suyu gozeneklerinde depolayarak
normal seklini ve boyutunu alir. Alkan ve arkadaslarmin siipermakroporlu
p(HEMA) kriyojele tututulmus protein A molekiilii ile antibadi saflastirmasi
yaptiklar1 ¢alismada, p(HEMA) kriyojellerin sisme testi sonuglarinda 1g polimer
basina 8,56 g H,O g™ hapsedildigi hesaplanmustir [59]. Ozgiir E. ve ark.‘nin SLE
plazmadan anti-dsDNA’nin in vitro tasinmasi icin P(HEMA) kriyojeller iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada ise sisme testi sonuglar1 6,86g H,O/g kriyojel olarak tayin
etmislerdir [60]. Son olarak Bereli N ve ark.’nm, anti LDL antibadi baskilanmis
P(HEMA) kriyojellerle ilgili ¢calismalarinda kullanilan kriyojellerin sisme oranlar1
8.89 g H,0/g kriyojel olarak tayin edilmistir. Literatiirde yer alan ¢aligmalardan
yola ¢ikarak c¢alismamizda kullanilan kriyojellerin sisme oranlarmin daha 6nce
yapilan ¢alismalara gore olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir [61]. Bu avantaj
dogrultusunda P(IgG-co-HEMA) kriyojellerin daha c¢ok gozeneklere sahip
olmasinin yani swra gézenek boyutunun da diger kriyojellere gore daha biiyiik

oldugu yorumu yapilabilmektedir.
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3.1.2. Yiizey morfolojisi analizi

Swringa tiiplinde sentezlenen kriyojelik kolonlarin, SEM ile yiizey
morfolojisi incelenmistir. Elde edilen ilk goriintiller (Sekil 3.1) kriyojelik
materyallerin tipik yapisini gostermektedir. P(1gG-co-HEMA) kriyojeller, mobil
fazm kriyojel kolondan gegmesini saglayan birbirleriyle baglantili biiyiik porlara
sahiplerdir. Matriksin gozenek biiylikligii FcRn reseptorlerinin boyutundan daha
biiyiik olup kolondan FcRn reseptorlerinin gegisi kolaylikla gergceklesmektedir.
Kriyojel gézenekleri boyunca ¢ozeltinin konvektif akisi neticesinde kiitle transfer
direnci goz ardi edilebilir. Bu gozenekli yap1 kromatografik prosesler i¢in uygun
akig hizlar1 kullanilarak polimer basincina maruz kalinmaksizin mobil faz akisina
izin vermektedir [62]. Boylece geri basing olmaksizin diisik basinglarda

kromatografik ayirim gergeklestirilebilmektedir.

A)

WD = 74 mm
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D)

)= 75mm

Sekil 3.1. Farkli bilyiitme oranlarinda P(HEMA) kriyojel SEM goriintiileri A) 100X; B)200X;
C)500X; D)1007 X

3.1.3. BET yontemi ile yiizey alani ol¢timii

1938 yilinda gelistirilen bu adsorpsiyon izotermine gore molekiiller
adsorbanin yiizeyine birden fazla tabaka halinde adsorbe olur. BET denklemi,
Langmuir denklemine bagl oldugu gibi adsorbant yiizeyinin tiniform oldugunu
kabul eder. Bir adsorpsiyon alanindaki adsorpsiyon, komsu alandaki adsorpsiyona
etki etmez. Buna ilaveten adsorpsiyon enerjisinin birinci tabakay1 tuttugu kabul
edilmistir. Fakat adsorpsiyon enerjisi, birinci tabakaya ilave yeni tabakalarin
olusmasina olanak tanimaktadir.

P(HEMA) kriyojellerin spesifik yiizey alani BET yontemi ile 25.92 m?g™
bulunmustur. Baydemir ve ark.’nin [63], “Siipermakroporlu P(HEMA) tabanli
kriyojeller bilrubin baskili partiikiil gomiilmesi” adli ¢aligmasinda PHEMA
kriyojellerin yiizey alami 14.2 m’g™ bulunmustur. Bereli ve ark.’nmn [64], "UO,
uzaklastirilmas: i¢in glutamik asit iceren PHEMA kriyojel diskler” adli

calismasinda ise BET analiz sonuglar1 20.2 ng'l olarak bulunmustur. Sunulan tez
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kapsaminda elde edilen ylizey alani verileri ile diger iki ¢aligmanin verileri
karsilastirildiginda bu tezde elde edilen verilerin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Buradan yola ¢ikarak sentezlenen PHEMA kriyojellerin yiizey alanlarinin daha
yiilksek oldugu ve gozeneklerine daha fazla IgG molekiilii tutunabilecegi
anlasilmaktadir. Goze c¢arpan bir diger avantaj olarak ise PHEMA kriyojel
gozeneklerine daha fazla IgG tutunmasi sonucunda saflastirilmast amacglanan
FcRn reseptorlerinin aymriminin diger ¢aligmalarda kullanilan kriyojellere gore

daha yiiksek oranlarda gergeklestirecegi diistiniilmektedir.

3.1.4. FT-IR analizi

Gozeneklerine IgG tutturulmus ve IgG tutturulmamis metakrilamit temelli
kriyojellerin FTIR spektrumlar1 (Sekil 3.2) alarak, kriyojelin gozeneklerine IgG

partikiillerinin baglanip baglanmadig1 tespit edilmistir.

59



@ ANADOLU UNIVERSITESI

A)

B)

Sekil 3.2. A) Gozeneklerine IgG tuturulmamis P(HEMA) kriyojelin FTIR spektrumu; B)
Gozeneklerine IgG tutturiulmig P(HEMA) kriyojelin FTIR spektrumu

Hafifletilmis toplam yansitma (ATR; Attenuated Total Relectance)
yontemi kullanilarak analiz  gerceklestirilmistirBu  yontem; absorbsiyon
bantlarinin dalga boyunda azalma meydana getirerek daha az emekle ve 6rnek
kalinligindan bagimsiz olarak sogurganligi ¢ok fazla olabilen farkli maddelerin

spektrum analizlerine olanak saglayabilmektedir.

Gozeneklerine IgG molekiilii tuturulmamis ve gozeneklerine IgG

molekiilii tutturulmus P(HEMA) kriyojel kolonlarin, ATR modunda ¢ekilen FTIR
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spektrumlari karsilastirildiginda ilk spektrumda gdzlenen 3600-3200 cm™ arasinda
gozlenen pik OH- bandina ait pik olup ikinci spektrumda modifikasyondan dolay1
siddetinde azalma gozlenmistir. 2960-2870 cm™ gozlenen pik ise C-H gerilme
titresimi olup ikinci spektrumda siddetini kaybettigi goriilmektedir. 1860- 1760
cm™ arasinda her iki spektrumda gézlenen pik ise C=0 gerilme titresiminde olup
ikinci spektrumda pikin daha keskin ve belirgin oldugu gozlenmektedir. Her iki
spektrumda da gézlenen 750-700 cm™ arasindaki pikler ise C-H diizlem ici egilme
ve diizlem dis1 egilme pikleridir. iki spektrum karsilastirildiginda OH-, C-H ve
parmak izi bolgesindeki C-H piklerinde gozlenen pik siddetindeki azalma ve
kaymalar ve C=0O pik siddetindeki artis P(HEMA) kriyojel kolona IgG

modifikasyonun basari ile gerceklestirildigini diisiinmemizi saglamaktadir.

3.2. 1IgG Immobilize Kriyojellerde Adsorpsiyon Cahsmalari
3.2.1. FcRn reseptorlerin baslangi¢ derisiminin etkisi

Sekil 3.3’te P(IgG-co-HEMA) kriyojel gozeneklerine adsorplanan 1gG
molekiillerinin FcRn baslangi¢ derisimine etkisi verilmistir. P(IgG-co-HEMA)
kriyojelde birim kiitlesi basmna adsorplanan IgG miktari, FcRn baslangic
derisiminin artirilmasiyla artis géstermektedir. Kriyojel kolonun, etkin baglanma
bosluklarnin  doygunluga ulasmasi, FcRn derisiminin 9 mgL ™ degerine
yiikseltilmesine kadar devam etmektedir. pH 6.5’te fosfat tamponu kullanilarak
P(1gG-co-HEMA) kriyojellerin igerisinde tutunan maksimum FcRn reseptorii

miktar1 0.4 mgg™ olarak bulunmustur.
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Sekil 3.3. P(1gG-co-HEMA) kriyojel kolon gozeneklerine tuturulan IgG molekiillerinin FcRn

baslangi¢ derisimi ile degisimi
3.2.2. pH etkisi

Sekil 3.4’te P(IgG-co-HEMA) kriyojelin, FCRn adsorpsiyonu farkli pH
araliklarinda incelenmistir. Kriyojel kolonda FcRn’nin adsorplandigi optimum pH
degeri olarak pH=6.5 degeri bulunmustur. Bu pH da adsorplanan FcRn miktar1 0.4
mgg” olarak bulunmustur. Literatirde yer alan calismalarda IgG-FcRn
etkilesiminin asidik pH’larda birbirlerine secigilik gosterdiklerini ileri siirerken
fizyolojik ve bazik pH’larda ise herhangi bir etkilesim gerceklesmedigi
goriilmektedir [65,66]. Elde edilen pH grafigi dogrultusunda kriyojel
gozeneklerine tuturulmus IgG molekiilleri ile FcRn reseptorleri arasindaki

gerceklesen en kuvvetli etkilesim pH6.5’te gerceklesmektedir.
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Sekil 3.4. FcRn adsorpsiyonuna pH etkisi
3.2.3. Akis iz etkisi

FcRn adsorpsiyonu ile ilgili akis hiz1 ¢aligsmalari, porlarma IgG tuturulmus
kriyojelin FPLC cihazinda kolon olarak kullanilmasi ve hazirlanan 0,04 mgg™
FcRn ‘nin farkli akis hizlarinda gecirilmesiyle elde edilen pik alaninin
karsilagtirilmasi ile yapilmistir. Akis hizi tespit edilirken ayirim igin belirlenen
optimum pH degerinde adsorplanan maksimum FcRn miktar1 olan 0.04 mgg™
kullanilmistir. FPLC cihazinda 0.5; 0.8; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5;3 mLdk *¢de akis
hizlarnda calisilmis ve maksimum adsorpsiyonun 1.5 mLdk™ da oldugu

saplanmustir.

3.2.4. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, adsorbent ile her bir protein molekiiliiniin
etkilesiminin karakterize edilmesinde kullanilmaktadir. Esitlikte iki faz oldugu
zaman adsorpsiyon izotermi kat1 faz iizerinde adsorplanan protein miktar1 ve sivi
fazdaki protein derigimi arasinda iligki kurulmasini saglar.

FcRn adsorpsiyonunu incelemek amaciyla yapila deneyler dogrultusunda
elde edilen wveriler Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerine
uygulanmigtir. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalniz bir molekiili

tutmaya elverigli belirli sayida tanimlanmis bdlimlere molekiillerin adsorbe
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oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bolimlerin es enerjiye sahip oldugu ve yakin
boliimlerdeki adsorbe olmus molekiiller arasinda higbir iliski olmadigi
varsayilmaktadir.

Adsorpsiyon izotermleri, adsorpsiyon 6zelliklerinin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Langmuir adsorpsiyon izotermi Esitlik 3.1 de ifade
edilmektedir.

Langmuir denklemi, esitlik 3.1°de verilmistir.
Q= Qmaxb Ceqf (1 +bCeq) (3.2)
Bu esitlikte;
Q = Adsorbana adsorplanmis FCcRn derisimi (mmolg™)
Ceq= Cozeltideki FcRn denge derisimi (mgL™)

b = Langmuir sabiti (ng'l)

Qmax= Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mmolg™)’ni ifade etmektedir.
Bu denklem esitlik 3.2 ile asagidaki gibi lineerlestirilebilir.

1/Q = [1/ Qmaxb][1/ Ceq] + [1/ Qmax] (3.2)
1/Q’ ya kars1 1/Ceqgrafige gegirildiginde; kesim 1/Qmax, egim ise 1/Qmaxb’yi

vermektedir. Sekil 3.5’te FcRn molekiilliiniin adsorpsiyonu i¢in Langmuir

adsorpsiyon modelinin grafigi verilmistir.
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Langmuir izotermi
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Sekil 3.5. FcRn molekiilii i¢in Langmuir Adsorpsiyon Modeli

FcRn reseptoriinin  Langmuir adsorpsiyon 6zelliklerini degerlendirmek
amactyla kesikli sistemde bir seri deneyler yapilmistir. Deneysel veriler
sonucunda, Kriyojel gézeneklerine tuturulmus IgG molekiilleri i¢in korelasyon
katsayist (R®) 0,992 gibi yiiksek bir deger, maksimum adsorpsiyon kapasitesi
30,76 mgg™ ve Langmuir sabiti ise 312,469 mgolarak bulunmustur.

Adsorpsiyon c¢alismlarinda sisteme uygulanan bir diger adsorpsiyon modeli
ise Freundlich izotermidir. Freundlich denklemi ideal olarak temiz ve homojen
olmayan kat1 yiizeylerdeki adsorpsiyonlar i¢in Alman Fizikokimyaci1 Herbert Max
Finlay Freundlich (Esitlik 3.3) tarafindan deneysel c¢alismalara bagl olarak
tiretilmistir [62].

INQ = InK¢t+ n.INCgq (3.3)

Bu esitlikte;
Q = Adsorbana adsorplanmis FcRn derisimi (mgg™)
Ceq= Cozeltideki FcRn denge derisimi (mgL™)
n = Freundlich adsorplanma yogunlugu

K= Freundlich adsorplanma kapasitesi olarak ifade edilmektedir.
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Freudlich adsorpsiyon izoterminde InQ’ya karst InCeq grafige
gecirilmektedir. Grafik incelediginde y eksenini kestigi noktadan Kr degeri ve
denklemin egiminden ise n sabiti bulunabilir. Sekil 3.6’da P(IgG-co-HEMA)
kriyojel kolonda FcRn adsorpsiyonunu ifade eden Freundlich adsorpsiyon

modelinin grafigi verilmistir.

Freundlich izotermi

3,5

2,5
y=1,220x+ 1,097

R?=0,965

InQ
(R

1,5

0,5

InCeq

Sekil 3.6.FcRn reseptorleri igin Freundlich Adsorpsiyon Modeli

Cizelge 3.1’de P(IgG-co-HEMA) kriyojelin, Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon izotermlerinin sonugler1 karsilastirilmali olarak verilmistir. Elde
edilen grafiklerin regresyon sabitlerine (R? bakildiginda Langmuir icin
hesaplanan degerin (0,992), Freundlich igin hesaplanan degerden (0,965) daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Bu da FcRn adsorpsiyonunun Langmuir izotermine
uygun oldugunu gostermektedir. Bu verilerden yola ¢ikarak baglanma bdlgesi

iceren bir yiizey lizerine tek tabakali bir adsorpsiyon gerceklestigi diisiiniilebilir.
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Cizelge 3.1.Kriyojel gozeneklerine tututurulmus IgG molekiillerinin FcRn adsorpsiyonunu

gosteren Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerinin karsilagtiriimasi

Deneyse Langmuir Freundlich
I

Q Qm B R Ks N R
(mgg™ | (mgg™ | (Lmg™) (Lg™)

Kriyo 28,54 30,76 312,469 0,995 | 2,9954 | 1,2202 | 0,965
jelde
FcRn

3.2.5. Kriyojel gozeneklerine tutturulmus IgG molekiillerinin FcRn reseptorii

baglanma etkinliginin dl¢iilmesi

Scatchard analizi, proteine afinite gdsteren ligandla arasindaki iligkinin
hesaplanmas1 i¢in 1949 yilinda George Scatchard tarafindan gelistirilmistir.
Scatchard analizi, adsorplanan maddenin karakteristik 6zelliklerinin ve cesitli
parametrelerin incelenmesi agisindan Langmuir ve Freundlich izotermlerine gore
daha giivenilir sonuglar verebilen dogrusal bir grafiktir. Scatchart grafiginde
gozlenen egrilerin dogrusalliktan sapmamasi, s6z konusu adsorpsiyon isleminin
Langmuir izotermine daha ¢ok uydugunu gosterir [48]. Baska bir deyisle, bir
adsorpsiyon izotermi i¢in tiiretilmis Scatchart egrisinden, Langmuir ve Freundlich
modellerinin uygunlugu hakkinda yorum yapilabilir. Scatchart denklemi esitlik

3.4’de verilmistir.

B/C = Bmax/ KD‘ B/ KD

Bu esitlikte;
B = Polimere baglanan IgG miktarim ( mmolg *adsorban),

C = Serbest FcRnderisimini (mmolL™),
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Bmax= Maksimum baglanma kapasitesini (mmolg*adsorban),

Kp = Ligandin ayrisma sabitini ifade etmektedir.

Bu ¢aligmada Scatchart analizi (Sekil 3.7) gerceklestirilmistir. Elde edilen
grafikten K, degeri 16890 M™ ve R? degeri 0,973 olarak hesaplanmustir.
Maksimum ligand-degisim etkilesme sayisi olan Qmax ise elde edile grafik
denkleminden yola ¢ikilarak yapilan hesaplamalar sonucunda 5,8 pmolg™ olarak
bulunmustur. M. Basu ve ark.’nin immunoafinite kromatografisi ile IgE
molekiiliiniin alt birimi olan Fc bolgesinin ayrimini gerceklestirmislerdir. Yapilan
calismada, ayirim sonrasinda Scatchart grafigi dogrultusunda baglanma sabitleri
0,67x10"° ve 0,24x10"° olarak bulunmustur. Bu calismadaki baglanma
sabitlerinin, aymrimini sagladigimiz Fc reserptorlerin baglanma sabitlerine gore
daha yiiksek ¢ikmasimin sebebinin, ayirim sirasinda maliyeti yiiksek ticari kolon
kullanilmis olmasndan ve doku farkliligindan oldugu kaynaklandigi

diistiniilmektedir [67].

Scatchart Grafigi

0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

y=-0,168x + 0,099
R?=0,973

Q/Ceq

0] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Q(mg/g)

Sekil3.7. FcRn baglamasina iliskin Scatchard grafigi
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3.2.6. Desorpsiyon ve tekrar kullamilabilirlik

Kriyojel gozeneklerine tuturulmuslgG molekiillerine pH’ a bagl afinite
gosteren FcRn reseptorlerinin sabit fazdan desorbe edilmesinde 0,1 M fosfat
tamponu pH=7.4 kullanilmistir. Desorpsiyon calismalar1 gergeklestirilirken 25
mLdesorpsiyon c¢ozeltesi kriyojel kolondan periyodik olarak gecirilmistir.
Kolondan gegen eliisyon ¢ozeltisi yardimiyla elde edilen FcRn reseptorleri,
spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. 1 saat sonunda adsorplanan FCRnN
reseptorlerinin % 35’1, 10 saat sonunda ise %96 ‘simatriksten ¢Ozelti ortamina
geri alimmustir.

Gozeneklerine IgG tuturulmus P(HEMA) kriyojel kolonun, FcRn ayirimi
icin tekrar tekrar kullanilanilabilecegi Sekil 3.8’de gozlemlenmektedir. On kez
tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon c¢alismasi sonucunda elde edilen grafik
dogrultusunda ilk alt1 ¢alismada adsorplanan FcRn reseptorlerin geri kazanimi %
100 olarak elde edilmistir. Onuncu ¢alismanin sonrasinda ise FcRn molekiiliiniin
% 96°s1 geri kazamlmistir. Bu sonuctan yola c¢ikarak sentezlenen P(IgG-co-
HEMA) kriyojel kolonun tekrar kullanilabilirligi oldukga yiiksek oldugu
sOylenebilir. Bu avantajdan yararlanilarak daha uzun siire kullanilabilen, daha

diisiik maliyetlerde kolon sentezlenmesi gergeklestirilebilmektedir.

12

10 A

Q(mg/g)
(=]

Tekrar Sayisi

Sekil 3.8. Kriyojel gozeneklerine adsorplanan IgG molekiillerin rejenerasyonu
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Alkan H. ve ark.’nin 2009 yilinda yaptiklar1 protein A immobilize edilmis
stipermakroporlu poli(hidroksietilmetakrilat) kriyojel ile antibadi saflastiriimasi
adli ¢alismada, P(HEMA) protein A kriyojel kolon sentezlenmistir. Kriyojel
kolonda tutulan maddenin desorbe olma giiciini O6lgmek amaciyla
gerceklestirdikleri ¢aligma sonucunda ayirimi saglanan maddenin % 95’1 geri
kazanilmistir [60]. Elde ettikleri sonuglar bu ¢aligmadan elde ettigimiz sonuglara
hemen hemen paralellik gostererek her iki ¢aligmada da kriyojel kolondan ayirimi

saglanan maddenin desorbe edilme oranmin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

3.3. Insan Plasentasindan FcRn Reseptorlerin Saflastiriimasi

3.3.1. insan plasentasindan FcRn reseptorlerinin kromatografik ayrimi

FCcRn reseptorlerinin insan plasentasindan kromatografik ayirimi, FPLC
cihaz1 kullanilarak yapilmistir. FPLC cihazinda, kolon dolgu maddesi olarak,
gozeneklerine IgG tuturulmus kriyojel kullanilmistir. Ayirim igleminin
gerceklestirilmeside, IgG ve FcRn reseptorlerin pH ‘a bagh olarak gosterdikleri
afiniteden yararlanilmistir. FcRn reseptorlerinin, asidik pH’larda (pH<6.5) P(IgG-
co-HEMA) kriyojel kolonda adsorplanirken, fizyolojik ve bazik pH’larda
(pH>7.4) IgG ile etkilesim gostermeyip kolondan ayrilmasi saglanmistir.
Desorpsiyon sonucunda elde edilen FcRn molekiilleri FPLC cihazi fraksiyon
kaplarinda toplanmistir. Kromatografik aymrim isleminde hareketli faz olarak 0.1
M fosfat tamponu ( pH= 6 ve pH= 7.4) kullanilmis ve akis hiz1 1.5 mL dak™
olarak ayarlanmistir. Insan plasentasmdan izole edilen FCRn reseptdrlerinin
kromatogrami (Sekil 3.9) incelendiginde 1,69 dakikada gelen pik, kriyojel kolona
tutunmadan gegen insan plasentasidaki diger proteinlerdir. Alikonma zamani
12,05 dak. olan 2. pikin ise FcR reseptoriine ait pik oldugu bulunmus ve bu
dakikada kolondan c¢ikan sivi fraksiyon kabinda toplanarak 48 saat siire ile
liyofilizasyonu yapilmistir. Liyofilizasyon islemiyle kolondan ¢ikan ve FcRn
reseptorlerini igceren ¢Ozeltinin ¢oziiclisii azot atmosferinde ucgurularak kati

partikiiller elde edilmistir. Elde elden bu partikiillerin FcRn olup olmadigini
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anlamak icin SDS-PAGE elektroforezi ile analiz yapilarak sonuglar ticari FcRn

reseptorleri ile kargilastirilmistir.

Quinur011:10_UV.

mAU

5.0

0.0

Sekil 3.9. FPLC cihazinda P(IgG-co-HEMA) kriyojel kolon kullanilarak FcRn reseptérlerinin

ayirim kromatogrami

Sekil 3.9 ‘da elde edilen kromatogramin alikonma zamanlarindan
yararlanilarak, kromatogramlara ait aywricik sabitleri (Rs), kapasite faktorleri (k\),
secicilik faktorleri (o) ve teorik plaka sayilar1 (N) asagida verilen denklemler

kullanilarak hesaplanmastir.

2(t; —t4) (3.5)
£ Wa + W4
L Ig — Iy (3.6)
Tt
o= E (3.7)
iy
o yE 3.8
N =554 ( i ) (38)
Was

Bu esitliklerde t;, FCRn reseptorleri ig¢in alikonma zamani, t; Kkolona
tutunmadan gecen protein karigimi, to kolonda tutunmayan tiir i¢in 6lii zaman, wy,

ikinci pikin taban genisligi, w1 ise ilk pikin taban genisligidir. Tabaka sayisini
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hesaplarken kullanilan wos degeri ise ilk pik maksimum yiiksekliginin yar1
yiksekligindeki pik genisligine karsilik gelmektedir [62].

Bu esitliklerden yola ¢ikilarak protein ayirmmi icin bulunan R, K, o ve N
degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir. Bu ¢izelgede goriildiigli gibi protein ayirimi
icin bulunan Rs ve a degerlerinin (2,313 ve 5,01) birden biiylik olmasi, hazirlanan
kolonun iyi bir segicilik faktoriine ve iyi bir aywriciliga sahip oldugunu
gostermektedir. Ertiirk ve ark.’nin [68] gerceklestirdikleri “Hitrap r protein A
kolon iceren hizli protein sivi kromatografisi ile IgG alt birimlerinin afinite
ayrilmasi1 ve karakterizasyonu” adli ¢alismada IgG molekiilii Fab ve Fc olmak
iizere alt birimlerine ayrilmistir. Ayirim sonucunda FPLC kromatogramindan elde
edilen Fc alt biriminin aymrmmnm gergeklestigi pike ait tg, N, k, Ry sirasiyla
incelendiginde 11.64, 1089.60, 7.31 ve 4.7 olarak bulunmustur. Veriler
karsilagtirildiginda teorik tabaka sayisinin sunulan bu c¢alismada daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. N degeri kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan ¢ikan
pikin sivri ve dar olmasi ve piklerin birbirlerinden iyi ayrilmast ile ilgilidir. Iyi bir
ayirim i¢in tavsiye edilen N degerinin ise 2000 ‘den biiyiik olmasidir. Bu teorik
bilgi dogrultusunda yapilan ¢alisma degerlendirildiginde sentezlenen P(IgG-co-
HEMA) kriyojel kolonun amacina uygun olarak yiiksek aymrim ve saflastirma

giictine sahip oldugu yorumu yapilabilmektedir.

Cizelge 3.2. FcRn reseptorlerinin kromatografik ayirma verileri

3

tr N k A Rs
FcRn 8,63 2640,6 7,63 5,01 2,313
Tutunmayan | 1,69 48,45 1,52
protein
karisimi
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3.3.2.Saflastirilan FcRn reseptorlerin karakterizasyonu

Bu tez kapsaminda saflastirilan FcRn reseptorleri poliakrilamid jel
elektroforezin bir ¢esiti olan SDS-PAGE yontemi kullanilarak karakterizasyon

islemi gerceklestirilmistir.

o Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS- PAGE)

SDS-PAGE, protein yapilarint molekiil biiyiikliikklerine gore ayiwran bir
ayristirma teknigidir. Deneylerde Amersham Pharmacia marka mini elektroforez
cihazi kullanilmistir. Hazirlanan % 10‘luk akrilamid jel iki cam arasma 70 mm®
hacminde dokiilmiistiir. Jel i¢cine kuyucuk acici tarak yerlestirilerek her bir
kuyucuga sirasiyla ticari ve saflastirilan FcRn reseptorleri 10 pLL olacak sekilde
enjekte edilmistir. Yiirlitme tamponu tankin i¢ine dokiildiikten sonra giic kaynagi
calistirilmig ve jel basina 10 mA akim sabit kalmak tizere elektrik verilmistir.
Numunelerin yiiriimesi 6 saat 15 dk stirmiistiir. Daha sonra jel 24 saat boyunca
boya ¢ozeltisinde bekletildikten sonra 5;7;100 oraninda metanol, asetik asit ve
distile sudan olusan yikama ¢6zeltisi ile jel ylizeyindeki boya uzaklastirilmistir.

Sekil 3.10°da SDS-PAGE elektroforez yontemi kullanilarak %10’luk
akrilamid jel tizerinde yiiriitiilen ticari ve saflastirilan FcRn reseptorlerinin spotlari
goriilmektedir. FcRn reseptoriin molekiil kiitlesi 46 kDa’dur. Jelin sag tarafinda
goriilmekte olan spot ticari FcRn molekiiliine ait olup sol tarafta goriilen spot ise
insan plasentasinda kromatografik ayirimi gercgeklestirilen FcRn reseptorleridir.
SDS-PAGE sonucunda elde edilen jel goriintiisiinden yararlanilarak ticari ve
saflagtirilan FcRn reseptorlerinin spotlarmin 46 kDa’da ve ayni hizada oldugu
goriilmektedir. Ayrica; ticari FcRn’nin, SDS-PAGE’te tek spot verdigi
goriilmektedir. Aymrimi yapilan FcRn molekiiliiniin yiiridiigii alana bakildiginda
da ticari FcRn gibi tek spot verdigi gézlemlenmektedir. Bu veriden yola ¢ikarak
kromatografik ayirimi gerceklestirilen FcRn molekiiliiniin saflik derecesinin

oldukg¢a yiiksek oldugu yorumu yapilabilmektedir.
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Ticari FcRn
Reseptdr

Sekil 3.10. SDS-PAGE yontemi ile saflastirilan FcRnkarakterizasyonu
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