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Tez Danismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

Temmuz 2015, 99 sayfa

Sap hastaligi, cift tirnakh hayvanlarda goérulen, ekonomik agidan buyuk bir 6neme
sahip olan viral ve ¢ok bulasici bir hastaliktir. Hastaligin Turkiye gibi endemik
olarak seyrettigi Ulkelerde, cografi ve ekonomik kosullardan dolayi hastalikla
mucadelede koruyucu asi uygulamalarinin buyik dnemi bulunmaktadir. Kullanilan
asllar 146 S partiktli olarak adlandirnlan tam virGs partikili konsantrasyonuna
gore formule edilmektedir. Etkin koruma saglayan ve kazangh bir asi Uretimi igin
uygun dozda formulasyon ¢cok énemlidir. Yeterli miktarda antijen icermeyen asilar
hayvanlarda istenilen dizeyde koruma olusturamamakta; ya da as! igerisine daha
fazla antijen konularak asi maliyeti gereksiz yere artirilmaktadir. Standart sapmasi
ve hata olasiligi dusuk, guvenilirligi yuksek bir test yontemi ile en uygun asi

formulasyonu gergeklestirilebilir.

Bu calisma ile Sap Enstitistiinde viral antijen miktarinin tespiti amaciyla rutin
olarak kullaniimakta olan 146 S testine alternatif olarak veya onunla birlikte
kullanilabilecek kromatografik bir yontem gelistiriimeye calisiimistir. Bu amacla
yapilan ¢alismada iyon degisim kromatografisinin kullanimina yer verilmis ve sap
virusunun izoelektrik pH degerine uygun olan ticari kolonlar kullaniimistir. Kolon

matriksi gucli katyonik yapiya sahip, anyon degistirici Q Sepharose XL



matriksidir. Ayni matrikse sahip HiPrep Q XL 16/10 ve HiTrap Q XL 5 mL kolonlari
ile FPLC (Fast protein liquid chromatography) cihazinda metot belirleme
calismalari yapiimis olup, sonraki deneylerde daha hizli ve uygun sonug¢ veren
HiTrap Q XL 5 mL kolonu kullaniimigtir. ElGent olarak 20 mM Tris-HCL + 1 M NacCl
(pH 7,5) tamponu kullaniimigtir. UV dedektor dalga boyu 254 nm degerinde daha
duzgun kromatogramlar elde edilmistir. Deneylerde akis hizi 5 mL/dk seviyelerine
kadar cikartiimistir. Basarili bir sekilde ayrimi yapilan piklerden fraksiyonlar
toplanmis ve RT-PCR, ELISA, CFT testleri yardimi ile kromatogramdaki 146 S
antijenini iceren pik belirlenmigtir. Devam eden g¢alismalarda nukleaz enzimi ile
muamele edilmis numuneler ile de ¢alisiimis olup konakgi hiicre DNA'sinin 146 S
pikine bir etkisi olmadigi gériimustir. Kromatogramdaki pikler Unicorn Manager
5.11 programi ile analiz edilmis ve pik alanlari hesaplanmigtir. Daha sonra
hesaplanan 146 S piki alan degeri ile numunelerin 146 S degerleri grafige
gecirilmis ve regresyon analizi Microsoft Excel yardimi ile yapilmis olup, yiiksek R?
degerleri (0,97- 0,98) elde edilmistir. Farkli derisimlerde numuneler ile deneyler
yapilarak test yonteminin dogrusalligi degerlendirilmis ve yapilan regresyon analizi

sonucuna gore 0,97-0,99 R? degerleri elde edilmistir.

Gergeklestirilen calismanin neticesinde; iyon degisim kromatografisi yontemi
kullanilarak, FPLC cihazinda, Q Sepharose XL kolonlari ile sap virGsunun basaril
bir sekilde ayirimi yapilmistir. Bu kapsamda gelistirilen test yonteminin Sap
Enstitisi’nde kullanilan 146 S testine alternatif olabilecek, tekrarlanabilir analiz
sonugclarinin elde edilebilecegi, kolay ve kisa surede uygulanabilen gecerli bir test

yontemi olarak kullanilabilecegi sonucuna variimistir.

Anahtar kelimeler: Sap Hastali§i, 146 S testi, iyon degisim kromatografisi, FPLC,

Sap virtsu.
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Foot and mouth disease (FMD), which is common among double-hoofed animals,
is a viral and very contagious disease having a major importance in economic
terms. Seen in countries as Turkey, where the disease is endemic, preventive
vaccination is of great importance in the fight against the disease due to the
geographical and economic conditions. Vaccinations used are formulated
according to the whole virus particle concentration called 146 S. The formulation of
vaccine production in proper dosage providing effective protection is very
important as well as being lucrative. Vaccines which do not contain enough
antigens are either unable to generate a sufficient amount of the desired level of
protection on animals; or increase the cost unnecessarily by enabling the producer
to put more antigen into vaccine. The optimal vaccine formulation whose standard
deviation and the error probability is low, can be performed via high reliability

testing method.

With the help of this study, it is tried to develop a chromatographic method for the
purpose of being used as an alternative to or together with the 146 S test, which is
used to determine the amount of viral antigen in the Foot and Mouth Disease

Institute as a routine. For this purpose, the uses of ion exchange chromatography



studies were included. Commercial columns which are suitable for isoelectric pH
of Foot and Mouth virus were used. A strong cationic matrix structure of the anion
exchanger Q Sepharose XL was selected as column matrix. The same matrix with
HiPrep Q XL 16/10 and HiTrap Q XL 5 mL column in FPLC (fast protein liquid
chromatography) was used to determine the method which will be followed. By
taking into account the results, the subsequent experiments were done with
HiTrap Q XL 5 mL column which gives more fast and relevant results 20 mM Tris-
HClI + 1 M NaCl (pH 7.5) buffer was selected as the eluent. More smooth
chromatograms were obtained in the case of 254 nm UV detector wavelength. In
the experiments, a flow rate was increased until the level 5 mL/min. Successfully-
separated fractions of the peak were pooled and by means of RT-PCR, ELISA,
and CFT tests the peak containing 146 S antigen was determined. Following
studies were carried out in samples treated with nuclease enzyme with host cell
DNA and it was shown to have no effect on the 146 S peak. Unicorn peaks in the
chromatogram were analyzed by Manager 5.11 software, the areas of 146 S
peaks were calculated. Then, the calculated peak areas was plotted versus 146 S
values obtained from 146 S test and regression analysis was performed by using
Microsoft Excel, subsequently high R? values (0,97-0,98) were obtained.
Verification of the testing method was evaluated via the experiments with different
concentrations of the samples and 0.97 to 0.99 R? values were obtained by

regression analysis.

As a result of study performed; the successful separation of Foot and Mouth virus
was realized in the FPLC device with Q Sepharose XL column by using ion
exchange chromatography. In this context, it was concluded that the developed
test method may be considered as an alternative to the 146 S test used at FMD
Institute. It can be used as a valid test method which can be applied easily and

quickly by giving reproducible results.

Keywords: Foot and mouth disease (FMD), 146 S test, lon exchange
chromatography, FPLC, Foot and Mouth virus (FMDV).
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS ve CALISMANIN AMACI

Sap hastaligi Ulkeler arasi canh hayvan ve hayvansal drln ticaretini olumsuz
yonde etkileyen, blyuk ekonomik kayiplara neden olan, cift tirnakli hayvanlarda
gorilen akut ve ¢ok bulasici, viral bir hastaliktir. Hastaligin etkeni Picornaviridia
ailesinden Aphthoviruslar grubuna dahil zarsiz bir virls olup tek zincirli RNA tagir.
Sap virusinin O, A, C, SAT 1, SAT 2, SAT 3 ve Asia 1 olmak Uzere 7 adet farkh
serotipi bulunmakta olup, serotipler arasinda ¢apraz koruma mumkuan degildir. Her
serotipin ¢ok sayida alt tipleri vardir. Virus, 8.500 nukleotide sahip, zarf tagimayan,
kibik simetrili ve yaklasik 30 nm buyukliginde viral RNA'yI ¢cevreleyen bir kapsite
sahiptir [1]. Kapsit, glikoprotein yapisinda olup VP1, VP2, VP3 ve VP4 olarak
isimlendirilen 4 buyuk proteininin 60 kopyasindan olugsmaktadir [2]. Viral RNA ile
onu cevreleyen kapsit yapisinin molekdl agirligi 8.000 kDa olup, virisin

sedimantasyon hizindan dolayi 146 S partikill olarak isimlendiriimektedir.

Hastalikla mucadelede Ulkelerin cografi ve sosyo-ekonomik durumlarina gore
cesitli kontrol stratejileri gelistirilmigtir. Hastaligin endemik olarak goéruldugu
ulkemizde cografi ve ekonomik kosullardan dolay! eradikasyonu mumkuin
olmamaktadir.  Hastaligin  kontroli  igin  koruyucu asilama  stratejisi
uygulanmaktadir. GUnimuzde Sap asisi antijeni ¢ogunlukla stspanse BHK-21
hicrelerinden Uretilir. Uretilen asi virtist filtrasyon teknikleri kullanilarak steril bir
sekilde inaktivasyona alinir. inaktif antijenler ultrafiltrasyon metodu ile konsantre
edildikten sonra bir dizi saflastirma islemine tabi tutulup formule edilinceye kadar
+4°C’de depolanirlar. Depolanmis olan antijenler, adjuvan madde ile formule

edilirler ve son Urln olarak asi siselerine taksim edilerek piyasaya surultrler [3].

Asi hazirlama asamasinda antijen-adjuvan formulasyonu ¢ok 6nemlidir. Uygun
dozda formulasyon igin karigima giren antijen sivisinin igerdigi antijen miktarinin
dogru bilinmesi gerekir. Aksi halde yeterli miktarda antijen icermeyen asilar
hayvanlarda istenilen dizeyde koruma olusturmaz. Bu durumun tersi olarak agi
fomulasyonu igerisine fazla antijen konulmasi durumunda ise maliyetler gereksiz
yere artar, verim duser. Sonu¢ olarak antijen miktarinin tayini kritik bir
parametredir. VirUsler igin miktar tayini yapmak, hiicre ve bakterilere nazaran daha
zordur. Bu nedenle miktar tespiti igin genellikle bazi dolayli virolojik testler (plak

test, komplement fiksasyon testi, hemaglutinasyon inhibisyon testi vb.)
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kullaniimaktadir. Ancak bu testlerde genel olarak viris miktarindan degil, secilen
aktivite igin belirlenen virus titresinden s6z edilir. Bununla birlikte arastirma-analiz
calismalarinda ultrasantrifij metodu da miktar tespiti igin yaygin sekilde
kullaniimaktadir. Dinyada ve uUlkemizde Sap virisi 146 S partikil miktarinin
belirlenmesi amaciyla sukroz yogunluk gradient santrifigasyon yontemi ve surekli
akis UV spektrofotometrenin bir arada kullanildidi bir test (146 S testi) basariyla
uygulanmaktadir. Aslinda bir saflastirma metodu olan bu testte, proteinler
ultrasantrifije tabi tutularak molekul agirliklarina gére kendi yogunluguyla ayni
degerdeki sukroz c¢ozeltisi igerisinde tabakalar halinde ayrigirlar. Numune
icerisindeki 146 S miktari pg/mL cinsinden ifade edilir. 146 S testi yUksek
hassasiyette olmakla birlikte, standart sapmasinin yuksek olmasi, manipulasyon
sirasinda tecribeye dayali is gucu gerektirmesi ve otomasyon sisteminin olmayigi
gibi dezavantajlara sahiptir. Bu durum buyuk agsi Ureticileri igin dogrudan ekonomik
kayip anlamina gelmektedir. Bu nedenle arastirmacilar viris miktarinin tespiti
amaciyla daha spesifik ve hassas sonuglar veren, standart sapmasi dlsuk, kolay
uygulanabilir ve operatér degisiminden etkilenmeyen yeni bir yontem gelistirmek
icin yogun ¢aba gostermektedirler [4]. Spitteler ve arkadaslar tarafindan yapilan
calismada jel filtrasyon (Size Exclusion Chromatography) kromatografisi

kullaniimistir [4].

Kromatografi, ayrilacak olan bilesenlerin iki faz arasinda dagildidi fiziksel ve/veya
kimyasal bir ayirma metodudur. Bu fazlardan bir tanesi genis ylzey alanli sabit bir
yatak (durgun faz), digeri ise sabit yatak boyunca degisik hizlarda hareket eden
(hareketli faz) bir gaz veya sividir. Kromatografide kullanilan yontemler ise
biyomolekiillerin farkl ézelliklerinden yararlanmaya yonelik olarak segilir. Ornegin,
biyomolekdillerin saflagtirilmasinda molekullerin buyukluklerinden (jel filtrasyon),
hidrofobisitelerinden (HIC veya RPC), molekullerin net elektriksel ylklerinden (iyon
degisim kromatografisi) veya biyolojik aktivitelerinden (affinite kromatografisi)

yararlanilabilir [5].

Sunulan tez g¢alismasi kapsaminda, Sap Enstitistinde viral antijen miktarinin
tespiti amaciyla rutin olarak kullaniimakta olan 146 S testine alternatif olacak veya
onunla birlikte kullanilabilecek kromatografik bir yontem gelistiriimeye c¢alisiimistir.

Bu amagla Spitteler ve arkadaslan [4] tarafindan yapilan ¢alisma temel alinmisg,



ancak farkl bir kromatografik yontemin (iyon degisim kromatografisi) aragtiriimasi

ongorulmastar.

lyon degisim kromatografisi ile proteinler iyonik yiiklerine gore birbirinden ayrilirlar.
Ayrilmanin temeli, ¢ozelti icerisinde bulunan yukli molekuller ile kolon matriksine
kovalent olarak bagli bulunan zit yukli molekuller arasinda, geri donusumla bir
adsorbsiyonun olusmasina dayanir. Bu nedenle, iyon degisim kromatografisinin
temeli, zit yiklG partikiller arasindaki gekime dayanmaktadir [5]. lyon degisim
kromatografisi oldukga genis bir uygulama alanina sahip, yuksek ¢ozunarlikla,
yuksek kapasiteli ve uygulamasi basit bir yontemdir. Bunlarin yani sira, yéntemin
kontrol edilebilir olmasi da basarli bir gekilde uygulanmasinin temel

nedenlerindendir.

Gergeklestirilecek calismanin neticesinde; Sap Enstitisinde yapilan 146 S
testinde karsilasilan problemlerin buyuk olgude asilacagi, yani tekrarlanabilir
analiz sonuglarinin elde edilebilecegi, uygulama hatalarina izin vermeyen, standart
sapmasi dusuk, kolay ve kisa slrede uygulanabilen kromatografik bir yontem
gelistiriimesi  ongorulmustur.  Ayrica gelistirilecek yontemin halihazirda Sap
EnstitisU antijen saflastirma prosesinde bulunmayan ve bu prosese son asama
olarak eklenmesi disunllen kromatografik yontem igin 6rnek teskil edecegi

dusunulmustdar.

Yapilan calismada Sap Enstitist Uretim prosesinden alinmis inaktif antijenler
kullaniimistir. Sap virusunun fiziko-kimyasal yapisinin arastirlmasindan sonra
uygun olan iyon degisim kolonlari satin alinmistir. Q Sepharose XL katyonik kolon
materyaline sahip anyon degistirici kolonlar ile ayirim metodu gelistirilmistir. TUm
calismalar FPLC (Fast Protein Liguid Chromatography) cihazi ile
gerceklestirilmistir. Numunelerdeki proteinlerin ayirimindan sonra RT-PCR
(Revers Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu), ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), CFT (Complement fixation test) testleri yardimi ile elde
edilen kromatogramlardaki 146 S antijeni piki tespit edilmigtir. Daha sonra 146 S
pik alanlarindan hesaplanan degerler, Sap Enstitisinde yapilan 146 S test

sonuglari ile karsilastirilmistir.



2. TEMEL BIiLGILER

Bu bolimde vyapilan caligma ile ilgili literatur bilgilerine yer verilmigtir. Bu
kapsamda ilk olarak sap hastaligi, sap virisu ve sap asisi Uretim prosesi hakkinda
bilgiler sunulmustur. Daha sonra sap virusU miktar tayininde kullanilan test
yontemleri ile ilgili agiklamalar yapilmis, devaminda ¢aligmanin temelini olusturan
kromatografik teknikler hakkinda bilgi verilmistir. Son olarak da kromatografi
yontemi ile analiz veya ayinm yapan, HPLC ve calismanin buyuk kisminda

kullanilan FPLC cihazlari ve kolonlari ile ilgili agiklamalar yapilmistir.
2.1. Sap Hastaligi

Sap hastaligi, Dinya Hayvan Saghg Orguti (OIE, Office International des
Epizooties) salgin hayvan hastaliklari listesinde bulunan ve uluslararasi hayvan ve
hayvansal urun ticaretinde en onemli kisitlama nedeni olarak kabul edilen bir
hastaliktir [6].

Sap hastaligi, sigir, koyun, kegi, domuz gibi ciftlik hayvanlarinin yani sira 70 kadar
yabani hayvan turinde de gorulen oldukga bulasici viral bir hastaliktir. Hastalik,
yuksek ates ve topallik ile karakterize olup 6zellikle dil, damak, meme ve koroner

bélgelerde vezikil olusumu gézlenmektedir [7].

Sap hastaliginin, st ve et veriminde azalma, genc¢ hayvanlarda yuksek mortalite,
yavru atma nedeni ile Uretkenlikte dusus, kronik enfekte ve verimsiz hayvanlarin
itlafi gibi olumsuz etkileri mevcuttur. Ayrica Uretici gelirlerinde azalma gibi yerel
etkilerinin yaninda i¢ pazarda hayvansal UrUnlerin azalmasina bagl olarak fiyat
artisi ve esdeder uriin temini ihtiyacinin ortaya c¢ikisi, ambargo nedeni ile ihracat
kaybi, eradikasyon politikasi nedeni ile itlaftan dogan dolayli masraflar gibi ulusal
dizeyde ekonomik etkileri de bulunmaktadir [8]. Virusun yayillma hizi ve virasin
antijenik kimligini degistirebilme kabiliyeti Ulkelerin et ve sut endustrileri igin endise

verici durumlarin ortaya gikmasina neden olmaktadir [9].
2.1.1. Sap virusunun genel 6zellikleri

Sap hastaliginin etkeni picornaviridae familyasinin aftovirus cinsinde yer alan

“Foot and Mouth Disease Virus” (FMDV)'dir. Etken, pozitif polariteli, tek iplikgikli ve



8.500 nukleotide sahip bir RNA virusu olup zarf icermeyen kubik simetrili ve

yaklagik 30 nm buyuklugunde viral RNA’yI gevreleyen bir kapsite sahiptir [10].

Sap virls genomu, yapisal ve yapisal olmayan proteinleri kodlayan tek bir
polipeptitten olusmustur. Bu polipeptit 3 pargadan meydana gelmistir. Bunlardan
P1 bdlgesi yapisal (kapsit) proteinlerin sentezinde, P2 ve P3 bdlgeleri ise
replikasyonda gorevli proteinlerin sentezinde rol oynarlar. Kapsit, glikoprotein
yapisinda olup VP1, VP2, VP3 ve VP4 olarak isimlendirilen 4 buyuk proteininin 60
kopyasindan olugmaktadir. Replikasyon sirasinda VP2 ve VP4 proteinleri VPO adi
verilen proteinin otokatalitik yolla ayrigmasiyla meydana gelir. VP1, VP2 ve VP3
her biri yaklasik olarak 24.000 Da molekul agirligina sahip olup kapsitin dis
yuzeyinde yer alirken VP4 ise 8.000 Da agirliginda olup kapsitin i¢ yluzeyinde yer
alir [2].

Konak hucrede viral protein sentezi sirasinda VPO, VP1 ve VP3 viral proteinleri
asimetrik olarak bir araya gelerek protomerleri, bu protomerlerin 5 tanesi bir araya
gelerek ise pentamer adi verilen yapiy! olustururlar. 12 pentamer de bir araya
gelerek yeni sentezlenen RNA molekulu ile birlesir ve tam virus partikGlinu
olustururlar [11]. Sekil 2.1.’de sap virusu kapsit yapisi ve viral proteinlerinin

sematik gosterimi sunulmustur.
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Sekil 2.1. Sap virusu kapsit yapisi ve viral proteinlerinin sematik gosterimi [12].



VP1 proteini 140-160 residuleri arasinda yer alan “Site A” veya “GH loop”u olarak
bilinen bir bolge tagimaktadir. Bu bolge antijenik olarak oldukga degisken 6zellikte
olup konak organizmada noétralizan antikorlarin olusumunda, dolayisiyla
immunolojik yanitin sekillenmesinde rol oynar. Ayrica bu bdlgede bulunan oldukga
esnek Arg-Gly-Asp (RGD) bdlgesi ile virtslerin konak hucrelere adsorbsiyonu ve
penetrasyonunda rol oynar. O1 BFS tipi sap virusinun X igini kristalografisi ile
elde edilmis yapisi Sekil 2.2.’de gortlmektedir [2].

Sekil 2.2. Sap virasunun X i1sini kristalografisi ile elde edilmis yapisi.

Sap virusu sahip oldugu RGD dizisi ile konak hlicre ylzeyinde bulunan a,f3
integrin reseptorleri vasitasiyla baglanti kurarak hicreye tutunmaktadir. Bu
proteinin tahribi virisun enfektivitesinde 6nemli dlgide azalmaya neden olmaktadir
[13]. Sekil 2.3.'te VP1 kapsit proteini ile integrin reseptorinin etkilesimi sematik

olarak gosterilmigtir.

Sekil 2.3. VP1 kapsit proteininin integrin reseptoérlerine baglanmasi.

Virus replikasyonu konak huicrenin sitoplazmasi igerisinde meydana gelir. Diger
Picornaviruslar gibi etkenin virulansina bagli olarak 4—6 saat gibi kisa inkubasyon
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periyodundan sonra yeni virionlar sekillenmeye baslar. Virus replikasyonu
sonucunda konak hucrelerde “cytopathic effect (CPE)” olarak isimlendirilen bir dizi
patolojik degisimler meydana gelir. Bu degdisimler, hicrelerin kiiresellesmesi, hicre
membraninda dejenerasyonlar ve son olarak hidcrenin erimesi (lizis) ile

sonuglanan biyokimyasal olaylardir [14].

Picornaviruslarla yapilan ¢alismalarda her bir inkibasyon periyodundan sonra her
bir hucreden yaklagik olarak 50.000 yeni viral partikilin sentezlendigi ve viral
genomdaki letal mutasyonlardan dolayl bunlarin ancak %0,1-2’sinin infektif

Ozellikte oldugu bildirilmigtir [1].

Sap virusu, virisin sedimentasyon hizi ve oOzelliklerine gére belirlenmis 4 adet

antijenik bilesenden olugsmaktadir. Bunlar;

- 146 S partiklli: RNA ile onu gevreleyen kapsit proteinlerinin her birinin 60

kopyasindan olusan ve molekul agirhgr 8.000 kDa olan tam virion,

- 75 S partiklli: Bos kapsit proteini olarak bilinen VPO, VP1 ve VP3

proteinlerinin 60 kopyasindan olusur,
- 12 S partikult: VP1-3 proteinlerinin olusturdugu pentamerik yapi,
- 3,8 S partiktlu: Molekul agirhgi 56 kDa olan RNA polimeraz’dir [15].

Sap virtsunun antijenik yapilari birbirlerinden farkli olan ve birbirlerine karsi ¢capraz
koruma goOstermeyen 7 ayri serotipi mevcuttur. Bunlar O, A, C, SAT-1, SAT-2,
SAT-3 ve ASIA-1'dir. Ayrica her bir serotip kendi icerisinde antijenik varyasyon

gOsteren alt tiplerden olusmaktadir [16].
2.1.2. Sap hastaliginin ekonomik 6nemi

Sap hastaligi Uluslararasi Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE)’'nin A grubu listesinde yer
almaktadir. Bu nedenle canli hayvan ve hayvansal urunler ile ilgili uluslararasi

ticarette en 6nemli kisitlayici hastalik sinifini olugturmaktadir [17].
Hastaligin lokal ve uluslararasi boyutta onemli etkileri asagida belirtilmistir:
Lokal boyutta;

- Sut endustrisinde %25’e varan verim kayiplari,



- Besi hayvanlarinin biyime hizinda %10-20 oraninda azalma,

- Sigir ve bufalolarda enfeksiyonu izleyen ilk bir ay icerisinde %60-70
oraninda gegici is gucu kayiplari,

- Ureme veriminde %10’lara varan kayiplar,

- Geng hayvanlarda (6zellikle kuzu ve domuz yavrularinda) yuksek mortalite,

- Kronik enfekte hayvanlarin verim kayiplari,

- Ciftliklerde surl gelistirme programlarinin uygulanamamasi,
Uluslararasi boyutta;

- Besi hayvanciliginin zarar gérmesi ve i¢ pazarin isteklerini karsilayamamasi
sonucu alternatif Grlnlerin fiyat artislari ve ithalat giderleri,
- Uluslararas! ticarette uygulanan ambargolar nedeniyle meydana gelen

ihracat kayiplari [8].
2.1.3. Endustriyel sap asisi uretim prosesi

Endustriyel sap virlsu uretimi, tim dunyada c¢ogunlukla buylk hacim sUspanse
hicre kuiltara ile yapilmaktadir. Monolayer hicre kultlrl sistemleri, genellikle
kiguk hacim Uretimler igin kullaniimaktadir. Hucre kultirlerinde BHK-21 C/13

hdcreleri yaygin sekilde kullaniimaktadir.

Blylk hacimde sap virusu Uretimi igin -196°C’de sivi azot igerisinde saklanan
tohum hdcrelerin birka¢ pasaj monolayer olarak g¢ogaltiimasinin ardindan bu
hicrelerin stispanse kultirlere adaptasyonlari saglanir. Stispanse ortama adapte
edilen bu hucreler bazi Olgek buyutme teknikleri kullanilarak yaklasik 3.000 L
hacime ulasabilen biyoreaktorlerde c¢ogaltilirlar. Virus kaltirG Gretimi igin, baylk
hacimlerde Uretilmis hudcre kaltard, besiyeri ortamindan gelen bazi virus

inhibitérleri ve serumun uzaklastirimasi amaciyla santrifaj edilir [18].

Santriflij edilen hlcreler, serum icermeyen virus uretme besiyerinde son hacimde
yaklasik 2x10° hiicre/mL olacak sekilde seyreltildikten sonra tohum virus ile 1 pfu
(plaque-forming unit)/100 hicre olacak sekilde enfekte edilirler. Asi virus Uretimi
37°C’de gergeklestirilir ve inkiibasyon sirasinda alinan numunelerde hicrelerin
CPE olugsumundan kaynaklanan élumleri ve yikimlarinin gézlemlenmesi ile birlikte

inkiibasyon sonlandirilir [18].



Uretilen asi virusu filtrasyon teknikleri kullanilarak steril bir sekilde inaktivasyona
alinir. inaktivasyonda uzun yillar formaldehit kullaniimasina ragmen bugiin hemen
hemen tim didnyada aziridin grubu bir ajan olan BEI (binary ethylene imine)
kullaniimaktadir. Bu asamada sicaklik, pH ve BEI kombinasyonu ile virtGsin
yaklasik olarak 48 saatte inaktivasyonu saglanmaktadir. inaktif hale gelmis viriisler
“antijen” olarak isimlendirilir. Bu inaktif antijenler ultrafiltrasyon metodu ile
konsantre edildikten sonra bir dizi saflastirma islemine tabi tutulup formile

edilinceye kadar 4°C’de depolanirlar [18].

Depolanmis olan bu saf antijenlerin istek tizerine monovalan, bivalan veya trivalan
olarak karigimlari hazirlanarak adjuvan madde ile formule edilirler ve son urin

olarak agi siselerine taksim edilerek piyasaya surulurler [3]. (Sekil 2.4.)
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2.2. Sap Virusiinun Tayininde Kullanilan Test Yontemleri

Sap virusu ile enfeksiyonlarinin  dogru tanisi gerek sap hastaliginin kontrol ve
eradikasyonu icin endemik bolgelerde, gerekse itlaf (stamping out) politikasinin
uygulandidi sap hastaligindan ari bdlgelerde bluylk énem tasir [19]. Sap virtsinin
tayininde kullanilan test yontemlerini iki grupta degerlendirmek dogru olabilir.
Bunlar 1930’ lu yillardan baglayan “geleneksel yontemler” ve gunumuz teknolojisi

imkanlarinda olan “yeni nesil yontemler” olarak agagida incelenmistir.
2.2.1. Geleneksel yontemler
Virus tanisinda kullanilan belli bagl geleneksel yontemler asagida agiklanmistir.

Komplement Fiksasyon Testi (CFT) : Bu teknik ilk defa 1929 yilinda, Ciuca
tarafindan kobay kokenli antiserum ve sap virusinun tiplendiriimesinde
kullaniimistir [16]. Daha sonralari sigir kdkenli viris, kobay antiserumu kullanilan
CFT ile basari ile tiplendirilebilmistir [20]. CFT o zamandan beri sap virtsu tiplerini
ayirt etmek igin yaygin olarak kullaniimigtir. Takip eden yillarda tupler yerine 96
gozlu test kaplarinin kullanildigr mikro-CFT testi gelistirilmigtir [21]. 1964-1965
yillarinda sap virusunun tiplendiriimesinde CFT, kobaylarda ¢apraz koruma testinin
yerini almistir. Daha sonra bu amacg igin mikro-CFT testi adapte edilerek
kullaniimaya baglanmistir. CFT hizli bir ydntem olmasina ragmen, test icin ylksek
miktarda virus gerekir ve yontem, test numunesinden kaynakli antikomplementer

aktivitelerden etkilenebilmektedir [22].

Virus izolasyonu : Sigir, koyun ve domuz orijinli primer hicre kulturlerinde sap
virusunun duyarhliklari gosterilmistir. Bununla birlikte sap virusu izolasyonu igin en
duyarh hiacre kultira sistemi primer sigir tiroid hucreleridir fakat bu htcrelerin
saklanma esnasinda dondurulup ¢6zdurilmesi ve tripsinle muamelesi sonucu

duyarhliklar kaybolmaktadir [23].

Revenson ve Segura buylk olgekte sap virusu antijeni Gretimi igin BHK hicre
kalturlerinin uygun oldugunu bildirmistir [24]. Monolayer BHK hicre kulturleri
suspanse kulturlere gore daha iyi bir buyume saglamaktadir. BHK-21 klon 13
hdcre hattinda sap virusunun seri pasajlari ile titresinde onemli artig saglanmigtir
[25]. IBRS-2 ve MVPK hicrelerinin asi Uretiminde BHK-21 kadar avantajli olmadigi
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bildirilmigtir [26]. Mishra ve ark., BHK-21 hucreleri klon 13 huicresi ile 3-7 seri

pasajlyla saha sap viruslerini adapte ettiklerini bildirmistir [27].

Sap virlsu saha izolatlari BHK-21 hdcreleri klon 13 hucre kultlrlerinde de
pasajlanabilir. Karakteristik sitopatolojik etki (CPE) ile gogalan virtsler 3-5 pasajla
adapte edilebilir [28]. CPE 48 saat icerisinde gorulebilir. Eger bu sure igerisinde
CPE gorulmemigse hicre dondurulup ¢ozdurulerek tekrar yeni bir hicre flaskina
pasajlanir ve 48 saat sureyle tekrar gozlemlenir. Virds izolasyonuna alternatif
olarak virls miktarini belirleyebilen plak test kullanilabilir [29]. Bununla birlikte
hacre kultura sistemlerinin  kullanimi zor ve zaman alicidir. El becerisi ve

biyoguvenlik kogullarini saglayan laboratuvar gerektirir.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) : ELISA bir¢ok bulasici hastalik
icin en ¢ok kabul goéren serolojik tekniklerden biri olarak 1975 yilindan bu yana
kullaniimaktadir.  Sap virlst antikorlarinin taranmasi amaci ile ilk defa Abu
Elzeinbu ve Crowther tarafindan kullaniimistir [30]. Daha sonra yakalayici sistem
olarak sap hastaligi gegirerek iyilesmis sigir serum immunglobulini, belirtici sistem
olarak anti-146S guinea pig serumu kullanilan bir sandvig ELISA, tiplendirme ve
sap virusi miktarinin dlcumuande kullaniimistir [31]. Yakalayici sistem olarak
iyilesmis sigir serum immunglobulini yerine tavsan anti-146S immunglobulinlerinin

kullaniimasiyla sandvi¢ ELISA’'nin duyarlihdi artmistir [32].

ELISA ve c¢esitli modifikasyonlari teshis, tiplendirme ve alt tip ayirimi amaciyla
kullaniimisgtir.  ELISA, CFT testinden daha  duyarli olmakla birlikte Mikro
Notralizasyon Testi (MNT) ile benzer duyarliliga sahip oldugu bildirilmistir [30, 33].
Sap hastaligi referans laboratuvari (FAO/WRLFMD) sap virGsu antijenlerinin
tespiti ve tiplendiriimesi amaciyla ELISA testini tercih edilen bir yontem olarak
Oonermektedir [22]. Bu testle numunenin laboratuvara gelmesinden sonraki 3-4
saat icerisinde sonug¢ alinabilmektedir. Negatif bulunan 6rnekler hicre kualttri
inokulasyonundan sonra tekrar ELISA ile test edilir. ELISA testi Komplement
Fiksasyon testine gore daha duyarli olmakla birlikte ¢ok sayida érnekte negatif
sonu¢ verdiginden hucre kultirh inokulasyonuna siklikla ihtiya¢ duyulmaktadir
[34]. Bu da testin sonuglanma suresini 4 gline kadar uzatabilmektedir. Sonug
olarak sap virusunun hizli ve guvenilir teshisinde PCR ve Real-Time PCR gibi

alternatif test sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

11



Revers Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) : Polimeraz
zincir reaksiyonu ilk ortaya ¢ikisindan bu yana en yaygin kullanilan nukleik asit
tabanl tani yontemidir [35]. RNA’ yiI hedef alan Revers Transkripsiyon-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu’ nun geligtiriimesi ile birlikte birgok arastirici $Sap Hastaligi
teshisinde bu yontemi konvansiyonel testlerle birlikte veya tek basina guvenilir bir
arag olarak kullanmaya baslamistir [36]. Sap virisunun polimeraz genini (3D)
tespit edebilen spesifik bir RT-PCR testi gelistirilerek valide edilmistir. Bu testin
analitik duyarhihgi tek pasaj hucre kultiru inokulasyonuna gore 1000 kat daha
yuksek bulunmustur [37]. Jel elektroforez ile analiz edilen PCR drunleri test igi
kontaminasyon riskine neden olabilir. Bununla birlikte PCR birgok avantaji ile diger
konvansiyonel testlere gére daha Ustiindir. Ornegin, kéti drnekleme nedeniyle
ortaya cikabilecek yanhs negatif sonuglar nadiren gorulir. Eger 6rnekte virls
mevcutsa RNA ekstraksiyonu esnasinda inaktive olacagindan diguk guvenlik
seviyesine sahip laboratuvarlarda da ¢alismak mumkundar. Ayrica virls
inokulasyonunda interferon ve bazi enzimatik inhibitérler hicre duyarlihdini
olumsuz etkiler. Sap virislu tanisinda RT-PCR ve hucre kiltlrQ virGs izolasyonu

cesitli galismalarda karsilastiriimigtir [38].

Bircok farkli doku 6rnegdinde nikleik asit tespitinde altin standart olarak kabul
edilen PCR yayginlasmis ve ¢ok dnemli bir arag haline gelmigtir. Duyarli, 6zgul,
hizli teshis ve viral RNA miktarinin dl¢ulebilmesi Real-Time PCR testini insan ve
hayvan viral patojenlerinin tespitinde vazgecilmez bir ara¢ haline getirmistir [39].
Real-Time PCR teknigi, daha hizli sonu¢ verebilmesi, daha ylksek duyarliliga
sahip olmasi, otomatize edilebilmesi, hedef materyalin miktari hakkinda bilgi
verebilmesi, “carry-over” kontaminasyonu en aza indirgemesi gibi Ozellikleriyle
konvansiyonel PCR’ a gbére daha avantajlidir. Real-Time PCR teknidi ile sap
virisinuin korunmus gen bdlgelerinin (5 UTR ve 3D polimeraz) spesifik Gniversal
primerler ve floresan isaretli problarla teshisi OIE tarafindan tavsiye edilmistir [40].
Spesifik prob kullanimi testin duyarliigini agaroz tabanh konvensiyonel PCR

testine gore arttirmigtir [41].

Tanisal PCR uygulamalarinin en ©6nemli problemi yanhs pozitif sonuglar
verebilmesidir. Bunun nedeni daha 6nce c¢ogaltiimis PCR drunleri ile ortamin
kontamine olmasidir. Real-Time PCR tekniginde test kapali tlp igerisinde

degerlendirilebildiginden ortamdan kaynakh kontaminasyon &nemli oOlglde
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engellenebilmektedir. insan kaynakli hatalari azaltmak amaciyla sap hastalg:
teshisinde kullanilan Real-Time testi otomatize edilmigtir. Bu amagla RNA
ekstraksiyon robotlari, PCR miksi hazirlayan otomatik sistemler kullaniimaktadir
[37]. Otomatize edilmis Real-Time PCR sistemi virls izolasyonu ile karsilastiriimis

ve epitelyal drneklerde virus izolasyonundan daha hassas oldugu bildiriimistir [42].
2.2.2 Yeni nesil yontemler

Viral Grlnlerin serilerinin piyasaya surtulmeden énce titresinin (konsantrasyonunun)
hesaplanmasi 6nem tagimaktadir, gunku bu, etkinlik ve glvenligin saglanmasi igin
kritik bir basamaktir. Her Grin grubu serisinin serbest birakilmasi igin gerekli
spesifik testler olsa da her bir olguda viristn tanimlanmasi, bilesimi ve etkinliginin
degerlendirildigi testler ve cihazlar Uluslararasi Uyum Komitesi (ICH) tarafindan

belirlenen standartlara uygun olmaldir [40].

Viruslarin etkinliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilan testler
Gegirimli Elektron Mikroskopisi (TEM), Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM),
Analitik Ultrasantriflij ve Dinamik Isik Sagilimi (DLS)’dir. TEM yuksek ¢oézunurluklu
sonu¢ vermekle birlikte pahali bir yontemdir. Ayrica olduk¢a yavas ve oOrnek
hazirlamasi zahmetlidir. Viras partikillerinin segiminde subjektiflige agiktir. Buna
karsin “Isik Sacilimi” yontemi olduk¢a hizhidir ancak 10 nm’nin altindaki virts

partikillerinin ayinminda basarisizdir [43].

AFFF-MALLS (Asymmetrical Flow Field Fractionation combined with Multiangle
Laser Light Scattering): Hidrate partikillerin buyUkliklerine gore ayrilmasi temeline
dayall bir yontemdir. Ardisik 3 basamaktan olugsmaktadir. Olcimiumi yapilacak
ornek birinci basamakta 350 pm’lik yuksek ayristirma kanalin alt yuzid boyunca yer
alan gozenekli membrana enjekte edilir. Sivi her iki ugtan girer ve gozenekli
membran boyunca ilerler, ikinci agsamada akis duzeni kanal Uzerinde laminar akis
ve membran Uzerinde c¢apraz akis (cross-flow) olacak sekilde devam eder.
Membran yuzeyinden difflize olan partikuller buyuklUklerine goére, kiiglk partikuller
daha once kolonu terk edecek sekilde ayrilirlar. Son asamada membran
uzerindeki akis durur ve kalan tum buyuk partikuller ve agregatlar kolondan ¢ikar.
Bu partikillerin UV absorbans dlgumleri ve MALLS dedektorleri ile analizi yapilr
[44].
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ES-DMA (Electrospray Differential Mobility Analysis): Biyolojik madde dreticilerinin
(asilarin, gen tedavi Urunlerinin) 20-200nm boyutta partikulleri oldukga konsantre
cOzeltilerde Olgebilmelerini saglayan bir testti. ES-DMA’nin avantaji partikll
bayukluk  dagiliminin dogrudan Olculebilmesine  olanak  saglamasi,
nanopartikullerin 6nemli populasyonlarinin hizla dl¢giimesine olanak saglamasi ve
0.3 nm kadar klUguk nanopartikullerin oOlculebilmesidir ki, bu olci en kuguk
virislerden bile daha kuguktlr. Buna ek olarak virUsler partiktl bayukligine gore
ayrilabilmekte ve boylelikle kontaminant virUsler ayni buyuklUkte olmadigi surece
tespit edilebilmektedir. ES-DMA son on yilda hem buyuk hem de kiguk capta pek
cok virlsun tespitinde kullaniimistir. Kitle spektrofotometresinden farkh olarak

DMA ayirimi, partikillerin yukanan buyukligine oranina gore yapmaktadir [43].

X-lsini Kirlmasi (X-ray diffraction, XRD): isometrik viriislerde gercek kristallerin
olusumu s6z konusudur. Nukleik asitin virls igerisindeki konumu, kapsomer
topografisi ve diger yapisal 6zellikler X isinlari ve Noétron dagitimi teknikleri ile
ortaya konmaktadir. Buradaki teknikler ¢cok komplike ve 6zellesmis tekniklerdir
[45].

Analitik ultrasantrifij: Bu teknigin uygulanabilmesi santrifuj hizlarinin 40.000 rpm
veya daha vyuksek degerlere c¢ilkmasiyla mumkan olabilmigtir.  Viruslarin
sedimentasyon davranislari fizikokimyacilara ve virologlara avantaj saglamistir.
Sedimentasyon hizi siklikla makromolekulin ya da partikulin konsantrasyonu ile
ilgilidir. UV saptayicilarin gelistiriimesi bu konudaki ¢alismalarda patlamaya yol
agcmistir. Sukroz gradiyentlerinde ultrasantrifGjun kullaniimasi yaklasik ve
kargilastirmali bir data analizine imkan vermektedir. Bu yaklagim analitik
ultrasantrifGjin yerine kullaniimaktadir ¢lUnkl daha az 06zellesmis ekipman
gerektirmektedir [45].

Elektroforez ve iyon Degisim Kromatografisi: Tim virlsler, elektrik alanda
sahip olduklari iyon yukine gore hareket ederler. Bunlarin yukleri siphesiz ki
bulunduklari sivinin pH’ina baghdir. Bu yuzden pH 4’Gn altinda tum karboksil
gruplari dissosiye olmamistir ve elektroforetik hareketlilige sahip degildir. Ayni
durum pH 17’in Uzeri icin de gegerlidir. Bununla birlikte proteinler ve blyuk
agregatlarin  elektroforetik hareketliligi, o6rnegin viral partiklllerin  toplam

bilesiminden ziyade yuzeyindeki polar gruplarin bilesimi tarafindan belirlenir.
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Elektroforez bu yuzden siklikla (ama her zaman dedgil) virislerin ve bunlarin alt

unitelerinin ayriminda yararl bir arag olmustur [45].

Plak yontemi: Enfektivitenin hesaplanmasinda kullanilir. Virolojide temel
yontemdir ayni zamanda teshis igin de dnem tasimaktadir. Basit, dogru ve yuksek
duzeyde tekrarlanabilir bir yontemdir. Kati bir destekte Uretilen tek tabaka hucre
Uzerine virls oOrnegi eklenir ve 1 saat igerisinde virisun hicreye tutunmasi
gergeklesir. Uzerine yari-kati agar eklenir plaklar viriisiin 6zelligine gére 1 gliinden
3 haftaya varan surelerde sekillenir. Plaklar gesitli sekillerde belirlenir. Eger virls
sitopatik etki yapiyorsa canli hucreler boyanarak bosluklar belirlenir. Bazi virsler
ise hucreyi 6ldurmez bu durumda hemaglutinasyon 6zelligine bagh olarak eklenen
eritrositler hicre ylzeyinde kiimelenirler. Bu yonteme “hemoadsorbsiyon yontemi”
denir. Ya da enfekte hilcreler birleserek “synsitium olusumu” gosterebilirler. Bunlar
mikroskopta gozlenebilir ve son olarak da hucre igindeki virus partikil miktarina
bagli olarak immunofloresan yontemi ve isaretli antikor yardimi ile tespit
edilebilirler [46].

Q-PCR Kantitatif PCR: Bu teknikte genlerin kopya sayisi hesaplanir ve her bir
kopyanin bir virise karsilik geldigi tahmin edilerek viris miktari belirlenir. Ancak
viris genomu oOlguldigunden ortalama boyut ve buyukluk dagilimi hesaplanamaz
[47].

2.3. Kromatografi

Kromatografi, kompleks karisimlardaki cesitli maddeleri birbirinden ayirmaya ve
tanimlamaya olanak veren ve bilim adamlarinin galismalarini kolaylastiran bir seri
ayirma yontemleri teknigidir. Tum kromatografik uygulamalarda bir "sabit faz" ve
bir "hareketli faz" bulunur. Bir karisimdaki maddeler hareketli faz ile surtklenerek
sabit faz izerinden taginir. Ornekteki maddelerin gé¢ etme hizlarinin farkli olmasi,
her bir maddenin sabit faz Uzerinde gruplasarak ilerlemesine yol acar, bdylece

karigsim icindeki maddeler birbirinden ayrilirlar.

Kromatografi, 20. ylzyilin baslarinda Rus botanikgisi Mikhail Tswett tarafindan
bulunmustur. Tswett, klorofil ve ksantofiller gibi c¢esitli pigmentleri iceren bir
¢Ozeltiyi, toz halinde kalsiyum karbonatla doldurulmusg bir cam kolondan gegirerek
birbirinden ayirmayi basarmigtir. Ayrilan maddeler kolonda renkli bolgeler halinde
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gruplar olusturdugu icin bu ayirma yontemine, renkli fotograf anlamina gelen
kromatografi (chromatography ) adini vermistir.

2.3.1. Kromatografik yontemlerin siniflandiriimasi
Kromatografinin siniflandiriimasi dort ana baslik altinda incelenebilir. Bunlar:

- Uygulama bigimine gore
- Faztipine goére
- Kullanim amacina gore ve

- Ayrilma mekanizmalarina gore yapilan siniflandirmalardir.

Uygulama bigimine gore:
- Duzlemsel kromatografi
o Kagit kromatografisi
o Ince tabaka kromatografisi (TLC)
- Kolon kromatografisi
o Gaz kromatografisi (GC)
o Yuksek basingl sivi kromatografisi (HPLC)

Faz tipine gore:
- Sivi kromatografisi
o Sivi-kati kromatografisi
o Sivi-sivi kromatografisi
- Gaz kromatografisi
o Gaz-kati kromatografisi

o Gaz-sivi kromatografisi

Kullanim amacina gore:
- Analitik kromatografi (Kalitatif kromatografi; Kantitatif kromatografi)

- Preparatif kromatografi (Karigimlardan saf madde elde etme)

Ayrilma mekanizmalarina gore:
- Adsorpsiyon kromatografisi
- Partisyon (Dagilma) kromatografisi
- lyon degisim kromatografisi

- Jelfiltrasyon (Size-Exclusion) kromatografisi
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- lyon cifti kromatografisi

- Afinite kromatografisi

kullanilan belli bash yéntemlerdir. Sunulan tez calismasinda kullaniimasi nedeniyle

asagida iyon degisim kromatografi yontemi detayli bir sekilde agiklanacaktir.
2.3.2. iyon degisim kromatografisi

lyon degisim kromatografisi ile ayristirmanin temeli, ¢ozelti icerisinde bulunan
yukli molekuller ile kolon matriksine kovalent olarak baglh bulunan zit yuklu
molekuller arasinda, geri donisumlu bir adsorbsiyonun olugsmasina dayanir. Bu
nedenle, iyon degisim kromatografisinin (lon Exchange Chromatography, IEC)
temeli, zit yikli partikiiller arasindaki cekime dayanmaktadir. iyon degisim
kromatografisi ile ayrigtirma islemleri genelde, iyon-degistirici kolon materyalleri ile
doldurulmus kolonlarda yuritilir [5]. iyon degisim kromatografisi ile ayrim igin
iyonik yapi sarttir. Bu ydntemle basit inorganik ve organik iyonlar birbirinden
ayrilacagi gibi enzimler, hormonlar ve nikleik asitler gibi biyolojik 6nemi olan
polielektrolitler de ayrilabilir [48]. iyon degisim kromatografisinin basarili bir sekilde
uygulanmasinin en temel nedenleri arasinda, oldukga genis bir uygulama alanina
sahip olmasi, yuksek c¢ozunurlik saglamasi, kapasite yuksekligi ve uygulama
basitliginin yani sira, metodun kontrol edilebilir olmasi sayilabilir.

lyon degisim kromatografi uygulamalari, birbirinden ayri bes adimdan

olusmaktadir.

1) Kolon materyalinin dengelenmesi: Bu adimda iyon-degistiricinin (kolon
materyalinin), ayristiriimak istenilen molekdlleri baglamasini saglamak igin,
ortamin pH ve iyonik kuvveti dengelenerek, baslangic kosullarina getiriimesi
saglanir. Bu dengeleme sonucunda, kolon materyali Gzerinde kovalent olarak bagl
bulunan iyon degistirici gruplar, degistirilebilen-iyonlar (genellikle klor veya sodyum
gibi basit anyonlar veya katyonlar) ile iligki halindedirler (Sekil 2.5.)

2) Ornegin yiiklenmesi ve adsorbsiyonu: Bu adimda, dengelenmis olan kolon
materyali Uzerine ornek yuklenir ve yuklenen ornek, hareketli faz ile iyon-
degistiricinin matriks yapisi boyunca degisim bolgesine diffize olur. Bu asamada

ornek igerisindeki uygun yUkli molekdller, degistirilebilen-iyonlarla yer degistirerek,
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kolon matriksine geri-donugimlu  olarak  baglanirlar.  Kolon  matriksine
baglanmayan molekuller ise kolonun dengelenmesinde ve ornegin yuklenmesinde

kullanilan hareketli faz (yikama tamponu) ile birlikte kolonu terk ederler (Sekil 2.6.).

3) Molekiillerin eliisyonu: Kolon materyaline geri-donusumlu olarak baglanmig
olan yikli molekdllerin kolondan ellGsyonu, ellisyon tamponunun pH’ sinin
degistiriimesi veya iyonik kuvvetinin artirimasi ile bagarilabildigi gibi, affinite
elisyonu ile de basarlabilir. Affinite elisyonunda kolona, iyon-dedistiriciye olan
affinitesi, yukli olan molekilin affinitesinden daha fazla olan bir iyonun
yuklenmesi ile ayirma islemi basarilir. Bu olayin ¢ok ani bir bicimde ve bir denge
prosesi seklinde olustugu dusunudlmektedir. Sekil 2.7.°de gosterilen 3. adimda,
kolon materyaline iyonik olarak bagh bulunan yukli molekdllerin desorbsiyonu,
elisyon sivisi igerisindeki tuz derisiminin dereceli olarak artiriimasi ile
saglanmistir. Tuz derigsiminin kademeli olarak artinimasi ise yukli molekullerin
baglanma derecelerine bagh olarak, bu molekuillerin sirasi ile kolondan
elisyonunu saglamaktadir. Yani, kolon materyaline baglanmis olan molekdlin
oldukca yuksek oranda elektriksel yuk ile yuklenmis olmasi, bu molekilin iyon-
degistiriciye ¢ok daha siki bir sekilde baglanmasina yol agacaktir. Bu nedenle,
iyon-degistiriciye siki bir sekilde baglanan bu molekulin elisyonu, daha zayif
olarak baglanan molekile oranla, daha ytksek tuz derisiminin uygulandigi noktada
gerceklesecektir. Bunun sonucu olarak da, kolon materyaline en zayif baglanan
yukli molekullerin elusyonu en 6nce, en kuvvetli baglanan molekdllerin elisyonu

ise en sonra gerceklesecektir [5] (Sekil 2.7.) .

4) Kolon materyalinin temizlenmesi: Uygulanan elliisyon kosullarina ragmen,
kolondan ayrilmayan molekullerin kolondan elisyonu saglanir. Bunun igin yuksek
tuz derisimine sahip ¢ozelti kolondan gegirilerek kolon materyali Uzerinde kalan

molekuller temizlenir (Sekil 2.8.).

5) Kolon materyalinin rejenerasyonu: Kolon materyalinin ve kolonun yeniden
kullaniimasi i¢in baglangi¢ kosullarina getirilmesi, yani yeniden dengelenmesidir
(Sekil 2.8).
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lyon degisim kromatografisi ile ayristirmanin temeli, farkli molekdllerin farkli iyonik
yuklere sahip olmalari, yuk yogunluklarinin fakli olmasi ve yuklerin molekuller
Uzerindeki dagihmlarinin  farklh olmasi nedeni ile iyon-degistirici ile farkh
derecelerde etkilesim gostermelerine dayanmaktadir. YUkl molekdller ile iyon-
degistirici arasindaki etkilesimler ise ortamin iyonik kuvvetinin ve pH’nin
degistirilmesi gibi faktérlerle kontrol edilebilmektedir. lyon degisim kromatografisi,
ornegin tek bir yaklid amino asit bakimindan dahi farkli olan iki protein molekullintn
ayristirlmasini  saglayan, gugcli bir ayristirma teknigidir. Bu nedenle,
biyomolekullerin yuk o6zelliklerindeki farkhhklar, bu kromatografi tekniginin

uygulanmasinda oldukg¢a dnemli bir yere sahiptir.

lyon degisim kromatografisinin uygulanmasinda arastirmaci, ilgilenilen bilesiklerin
ayristirimasinda iki yoldan birisini takip edebilir. Bunlardan birincisinde, ilgilenilen
bilesiklerin kolon materyaline baglanmasi saglanirken, kirleticilerin kolonu terk
etmesi saglanmaktadir. Ikincisinde ise kirleticilerin kolon materyaline baglanmasi
saglanirken, ilgilenilen bilegiklerin kolonu terk etmesi saglanabilir. Bu
yontemlerden daha siklikla kullanilani ise birincisidir. ClUnkU birinci yontem, hem
ilgilenilmekte olan bilesiklerin yogunlagtiriimasina, hem de daha etkili bir

fraksiyonlamanin yapilmasina imkan sunmaktadir [5].
2.3.2.1. iyon degistirici matriksler

lyon degisim kromatografileri, degisik iyonik gruplarinin kovalent olarak baglanmis
oldugu matriksler kullanilarak uygulanabilir. Matrikslere kovalent olarak baglanan
iyonik gruplar ise ya pozitif yukll ya da negatif yukladurler (Sekil 2.9.). Bu nedenle
iyon-degigtiricilerin, katyon- ve anyon degistirici matriksler olmak tzere iki tipi
bulunur. Katyon-degistirici matriksler, negatif yukllu fonksiyonel gruplara sahiptirler
ve bunlar, pozitif olarak yUkli katyonlari ¢ekerler. Bu iyon degistiriciler ayni
zamanda, asidik iyon-degistirici matriksler olarak da adlandirilirlar. Cunki bunlarin
negatif yukleri, asidik gruplarin iyonizasyonu sonucu olusur. Anyon-degistirici
matriksler ise pozitif yukli fonksiyonel gruplara sahiptirler ve bu gruplar, negatif
yUukli anyonlari gekerler. Genellikle pozitif ytkler, protonlarin bazik gruplarla
birlesmesi sonucu olustugundan, ayni zamanda bu tipteki iyon-dedgistiricilerini

tanimlamak igin “bazik iyon-degistirici matriks” terimi de kullanilr.
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Anyon degistirici Katyon degistirici

Sekil 2.9. iyon degistirici matriks tipleri [5]

Biyolojik bilesiklerin ayristirimasi amaci ile kullanilabilecek ilk iyon-degistiriciler
Peterson ve Sober (1956) tarafindan gelistirilen selliloz iyon-degistiriciler olmustur.
Selulozun hidrofilik 6zelligi nedeni ile bu tipteki iyon-degistiriciler, proteinlerin
denaturasyonuna ¢ok daha az neden olmaktadirlar. Fakat, ne yazik ki sellloz
iyon-degistiricilerin ¢cogu dusik kapasiteye ve selllozun dlzensiz sekli nedeni ile
de zayif akis kapasitesine sahiptirler. Bu problemlerin Ustesinden gelebilmek igin
ise ilk etapta capraz-bagli dekstran (Sephadex), agaroz (Sepharose CL-6B) ve
sellloz (DEAE Sephacel) temelli iyon degistirici matriksler geligtirilmistir. Bu iyon
degistirici matriksler kuresel formda ve oldukga gézenekli yapida olduklarindan,
hem matriksin akig Ozelliklerinin, hem de makromolekuller i¢in kapasitelerinin
artinlmasi saglanmistir. Daha sonralari jel teknolojisindeki gelismelere paralel
olarak, Sepharose High Performance®, Sepharose Fast Flow® ve Sepharose Big
Beads® gibi oldukga yuksek oranda capraz-bagli agaroz temelli matriksler ve
MonoBeads®, MiniBeads® ve SOURCE® gibi cesitli ticari sentetik polimer
matriksler gelistiriimistir. Bu modern matriksler ise iyon degisim kromatografilerinin
hem analitik hem de preparatif amagl olarak olduk¢a hizli, yliksek kapasiteli ve
yuksek ¢ozunarlukla bir kromatografi teknigi olarak kullaniimasina yol agmistir.
Gunumuzde ise mikropreparatif veya analitik ayristirmalar igin asin derecede
yuksek ¢ozunurlik saglayan MiniBeads gibi gozeneksiz, polimer matriksler de
bulunmaktadir [5].

lyon-degistirici matrikslerin érnekleri Cizelge 2.1°de veriimektedir. HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) icin uygun olan ve ¢ok c¢esitli iyonik gruplar
iceren, gapraz bagli iyon-degistiricilerini ise gunumuzde pellikiler ve gozenekli
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formlarda bulmak mumkundur. Polistiren, gozenekli silika veya hidrofilik poli-eter
kokenli olan gozenekli iyon-degistirici gesitleri ise proteinlerin ayristirlmasinda
Ozel bir dneme sahiptirler. Bu iyon degigtiriciler 5-25 pm araliginda partikul
HPLC ise 60°C’ye kadar

kararhdirlar. Kolon sicakhgdindaki artig, hareketli fazin viskozitesini dusureceginden

gaplarina sahiptirler. iyon-degigtiricilerinin  ¢ogu

ve bunun soncunda da ayrigtirma verimini artiracagindan, ayristirma iglemi

cogunlukla bu sicaklikta (60°C) gercgeklestiriimektedir.

Cizelge 2.1. iyon-degistirici matriks érnekleri [5].

Tipi Matriks Fonksiyonel grup Fonksiyonel grup adi
Agaroz
Zayif asidik Selliloz CH-O-COO™ Karboksi
(Katyon-degistirici) Dekstran CHy-O-CH,COO™ Karboksimetil
Poliakrilat
Kuvvetli asidik Seltiloz CH-O-S0Os3" Siilfo
(Katyon-degistirici) Dekstran CHx-O—CH,SO3 Suifometil
Polistiren CHx-O—CH,CH>CH2SO3~ Stilfopropil
Agaroz Polietilenimin
Zayif bazik Seltiloz CH~O-CH,CHuN'H; Aminoetil
(Anyon-degistirici) Dekstran CHz-O-CH,CHN'H(CH2CHs) Dietilaminoetil
Polistiren
CHz-O-CHoN'(CHa)s Trimetilaminometil
Seliloz CHz-O-CH,CHoN'(CH2CHa)s Trietilaminoetil
+
CH;—O—-CH,N(CH
Kuvvetli bazik 2 2NCH ), Dimetil-(2-hidroksietil) aminometil
(Anyon-degistirici) Dekstran CH,CH,OH
+
CHZ—O—CHZCHzfl\l(CHZCH3)2 Dietil-(2-hidroksipropil) aminoetil
Polistiren CH2<|:HCH3
OH

2.4. Kromatografi Yonteminin Kullanildigi Analiz Cihazlari

Bu baslikta, yapilan ¢alismalarda kullanilan HPLC ve FPLC cihazlari ve kolonlari

hakkinda bilgiler verilecektir.
2.4.1.HPLC cihazi ve kolonlar

HPLC (High Performance Liquid Chromatography), biyoteknoloji ve farmosaétik
endustrisi alaninda yapilan ¢alismalarin arastirma asamasindan kalite kontrol ve

onaylama asamasina kadar olan bdtin asamalarinda, molekullerin
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tanimlanmasinda, karakterizasyonunda ve saflagtinimasinda oldukga yaygin
olarak kullanilan bir kromatografi teknigidir. HPLC’nin bu kadar yaygin olarak
kullanilmasinin  nedenlerinden birisi, sivi icerisinde ¢6zunen molekullerin
ayristirlmasini ve saflastiriimasini saglayan esiz bir kromatografi teknigi olmasidir.
Bunun yani sira, 1970’li yillardan gunumuize kadar HPLC alaninda kaydedilen
gelismelere paralel olarak, arastirma konularinin temel amaci molekullerin
saflastirimasi ve karakterizasyonu olan biyoteknoloji ve biyokimya alaninda da

oldukga dnemli ilerlemelerin kaydedilmesine yol agmistir [5].
HPLC sistemleri :

HPLC sistemlerini olusturan ekipmanlar, Sekil 2.10.’da sematize edildigi gibi bir
hareketli faz rezervuari, pompa, enjeksiyon valfi, kolon, dedektér, veri kaydedici
sistem ve fraksiyonlarin toplanmasi arzu edildi§gi durumlarda ise bir fraksiyon
toplayicidan meydana gelmektedir. Boyle bir sistemin en 6énemli pargasini ise,
ornek molekullerinin  aynigtinimasinin  gerceklestirilecegi yer olan kolon
olusturmaktadir. Kolon igerisine doldurulmus olan gbézenekli durgun faz
materyallerinin partikll caplari olduk¢a kigik (3-10 pm) oldugundan, kolon
boyunca hareketli fazin akigli yluksek basing saglayan bir pompa araciligi ile
gerceklestirimektedir. Kromatografik proses, drnek materyalinin, drnek yukleme
valfi araciligi ile kolona yiiklenmesi sonucu baslamaktadir. Ornek molekillerinin
ayristirlmasi ise kolon boyunca molekillerin ve hareketli fazin pompalanmasi
esnasinda gergeklesmektedir. Ayristirimasi gergeklesmis olan molekuller
hareketli faz ile birlikte kolonu terk ederek (elue olarak) dedektor tarafindan dar bir
bant (veya pik) olarak belirlenecektir. Kolondan ellisyonu gergeklesen molekdillerin
dedektor aracihgi ile belirlenmesi onemlidir. Elisyonu gerceklesen molekullerin
secici veya genel olarak belirlenmesi ise kullanilan dedektorin tipine baglhidir.
Kolondan elte olan her bir molekul igcin dedektorde meydana gelen sapma, bir
grafik kaydedicide veya bilgisayar ekraninda goruntilenir ve bdylece kromatografik
ayristirmanin  kromatogrami elde edilmis olur. Ayrigtirimasi gergeklestirilen
molekullerin toplanmasi isteniyorsa, eluentin belirli hacimlerde veya zaman
araliklarinda toplanmasini saglayan bir fraksiyon toplayici kullaniimahdir.
Kromatografik verilerin toplanmasi, saklanmasi ve analizi i¢in ise genellikle

bilgisayarlar kullaniimaktadir.
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Sekil 2.10. HPLC sistemini olusturan ekipmanlar
HPLC kolonlart:

HPLC’de kullanilan kolonlar (Sekil 2.11.) genellikle paslanmaz celikten yapilimis,
55 x 10’ Pa basinca dayanikli kolonlardir. Genellikle 10, 15 ve 25 cm
uzunlugunda, 4 veya 4,6 mm i¢-capa sahip kolonlar, drnek kapasitesi, hareketli faz
tiketimi, kromatografinin hizi ve ¢6zunurligu arasinda ideal bir dengenin
olusturulmasini sagladigi i¢in en ¢ok kullanilan HPLC kolonlaridir. Cogunlukla bu
Olculerdeki kolonlar kullanilmasina ragmen, daha klguk mikro-¢aph kolonlar (1-2
mm c¢apinda) da mevcuttur. HPLC’de kullanilan kolonlarin ig-gaplari, sadece
kolona yuklenecek érnek materyal miktarini ve hareketli fazin akis oranini etkiler.
Genel bir kural olarak, molekullerin ayni elusyon zamanlarinda elte edilebilmesi
icin bir kolonun ig-¢api iki-kat artirildiginda, hareketli fazin akis oranini dort-kat
(kolon i¢-gcapinin karesi kadar) artirmak gerekmektedir. Bu durumda, kolona
yuklenecek olan drnek materyal miktari da ayni oranda artirilabilir. Bunun aksine,
kolonun i¢ capi iki-kat dusuruldiginde ise hareketli fazin akis orani ve 6rnek

materyal miktari ise dort-kat azaltilr.
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Sekil 2.11. Degisik boyutlardaki HPLC kolon 6rnekleri.

Normal HPLC kolonlari 2 mL/dk’ lik bir akis hizi saglarken, mikro-caph kolonlar
0,05-0,20 mL/ dk’ lik bir akis orani saglarlar. Fakat HPLC ile ayristiriimasi yapilan
molekullerin toplanmasi gerekiyorsa (preparatif-dlcekli), daha buylik boyutlardaki

kolonlarin kullaniimasi gerekebilir. Bu durumda, 100 mL/dk’ hk akis orani
saglayan, i¢c-capi 25 mm olan preparatif kolonlar da mevcuttur. HPLC’ de

kullanilan en iyi kolonlar ise kolon materyalinin ¢ok iyi bir sekilde paketlenmesini

saglamak amaci ile i¢ cidar sirlanmig olan kolonlardir.
2.4.2.FPLC cihazi ve kolonlari

Sivi kromatografi tekniklerinden biri olan FPLC (Fast protein liquid
chromatography) proteinlerin analizinde veya saflastirmalarinda siklkla kullanilir.
FPLC 1982 vyilinda Isveg'te gelistiriimistir. ilk olarak hizli performansli sivi
kromatogragfisi (fast performance liquid chromatography) olarak adlandiriimigtir.
HPLC’ den farkli olarak FPLC sistemlerinde genelde sadece protein ile ¢alisilir. Bu
nedenle hizli protein sivi kromatografisi (Fast protein liquid chromatography)
olarak da adlandirilir. FPLC sistemlerinde HPLC sistemlerinin tersine daha dusuk
(5 bar dan az) basinglarda ve daha yuksek akis hizlarinda (1-5 mL/dk) calisilir.
Kolonlarin hacimleri ¢gok genig aralikta degisebilir. Miligram miktarindaki analizler
icin 5 mL veya daha az hacimlerde kullanildigi gibi endustriyel uygulamalarda
gram veya kilogram seviyelerinde saflastirma iglemleri icin ¢ok daha buylk

hacimlerde kolonlar kullanilabilir.

Diger sivi kromatografi tekniklerinde oldugu gibi FPLC sisteminde de bir mobil faz

ve bir sabit faz vardir. Protein karigimi bu fazlara karsi farkli afiniteye sahip
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oldugundan ayirim muamkun olur. FPLC sistemlerinde mobil faz, g¢alisilacak olan
ornegin yapisina uygun bir pH ve tuz oranina sahip olan tampon ¢ozeltidir. Mobil
fazin akis hizi pompalar tarafindan kontrol edilir. Mobil faz bilesimi iki farkli
tamponun (A ve B tamponlari) karisimindan olusabilir. Sabit faz, silindirik yapiya
sahip cam veya plastik kolon igine yerlestiriimis genellikle ¢apraz bagh olan
agaroz, silika, sellloz veya polisten matrikslerden olusur. FPLC matriksleri
uygulama yontemine gore genis aralikta degisen tanecik boyutuna ve ylzey

ligandina sahiptir.

FPLC sistemlerinde 6zellikle de iyon degisim kromatografisinde, hedef protein ve
diger yabanci protein karisimi A tamponuyla birlikte hareket ettirilerek kolona
yuklenir, daha sonra B tamponu ile de kolondan sokulerek hedef protein diger
proteinlerden ayrilir. Ornekleyiciye (sample loop) yiiklenen érnek protein karigimi
%100 A tamponu iginde ¢ozunerek hareket eder ve kolona yuklenir. Kolona giren
protein karigiminin bir kismi iyonik yuklerine gore hedef protein ile birlikte kolon
matriksine tutunur, diger kismi da kolona tutunmadan A tamponu ile birlikte kolonu
terk eder. Bir sonraki asama kolona tutunan proteinlerin hem kolondan hem de
birbirinden ayrilmasi agsamasidir. Bu agsamada B tamponu (elUsyon yani siyirma
tamponu) kullanihir. A ve B tamponlarinin pompasinin otomatik kontroll ile
pompalarin ¢ikisinda bulunan karisim hicresinde, belirli bir zaman araliginda %0
B + %100 A tamponlar karisimindan baglayarak %100 B + %0 A tamponlari
karisimi olacak sekilde bir tuz konsantrasyonu degisimi (gradient ellsyon)
olusturularak sabit akis hizinda kolona pompalanir. Kolona tutunmus olan
proteinler, bu gradient ellsyonu ile iyonik yuklerinin siddetine goére farkh
zamanlarda kolondan siyrilarak kolonu terk eder. Kolondan ¢ikan proteinler akig
hidcresinde bulunan iki dedektdérden gecger. Bunlardan birisi 280 veya 254 nm
dalga boylarinda isinim yapan UV lamba ve dedektéridir. Burada proteinlerin UV
absorbansi ve miktarina bagli olarak pikler tespit edilir. Diger dedektor ise tuz

konsantrasyonun tespit edildigi iletkenlik dedektorudur.
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Sekil 2.12. FPLC sistemini olusturan ekipmanlar

veya kontrol Unitesi ile kontrol edilir (Sekil 2.12.).
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Tipik bir laboratuvar FPLC sistemi iki adet yuksek hassasiyetli pompa, bir kontrol
unitesi, bir kolon, bir UV dedektér sistemi ve bir fraksiyon toplayicidan olusur. Bu

sistemi manuel ¢alistirmak mimkun olsa da, normalde tum bilesenler bilgisayarla

1. Pompalar: FPLC sisteminde A ve B tamponlari icin birer pompa bulunur.
Pompalarin cikigsinda karigim haznesi mevcuttur. Karisim haznesinde A ve B

tamponlari karigir. Pompalarin basinglari HPLC sistemlerinde oldugu gibi ylksek




degildir. Akis hizlari genis bir araliga sahiptir. Bu nedenle de FPLC hem analitik

hem de preparatif kromatografi i¢in uygun bir yontemdir.

2. Ornekleyici (Sample loop): Caligilacak 6rnek kolona yiiklenmeden énce ince
borulardan olusan bu kisma doldurulur. Birka¢ mikro litreden 50 mL ye karar

degisen hacimde Ornekleyici vardir.

3. Enjeksiyon valfi: Motorlu ve otomatik kontroli olan U¢ farkli yolu olan bir
vanadir. Bu yollar: i) pompalardan ge¢cmis ve karisim haznesinde karismis olan
tamponu kolona génderebilir, ii) karisim haznesinden gelen tamponunu yikama
esnasinda atiga gonderebilir ve iii) enjeksiyon loop’ unda bulunan 6rnegi kolona

gonderebilir.

4. Kolon: igerisinde, kullanilacak olan kromatografi metoduna gére farkli matriksler
(sabit faz) bulunan cam ya da plastik bir silindirdir. Kolonlar yukaridan asagiya
dogrusal bir akis igin dikey olarak monte edilir. Kolonun g¢ikis kismi, igerisinden
tampon ve proteinlerin gegisine musaade ederken kolon matriksinin kolondan

bosalmasina musaade etmez.

5. Akis hucresi: Bu kisimda UV lamba ve iletkenlik olgcer bulunur. Kolondan ¢ikan
tampon ve proteinlerin UV absorbansini (280 nm veya 254 nm dalga boyunda)
O0lcmek icin kullanihr. Ayni zamanda hucreden gegen tamponun tuz
konsantrasyonu da iletkenlik dlgcer sensoru ile dlgulir. Bazi sistemlerde pH dlgimu

icin de bir sensor bulunabilir.

6. Kaydedici sistem: Akis hucreleri bir ekran ve/veya kayit cihazina baglidir. Bu
cihaz eski sistemlerde basit bir grafik kaydedici olabilir, modern sistemlerde ise
O0zel donanim ve yazilima sahip bir bilgisayardir. Bu kisimda akis hucresinden
gegen ayrimi yapilmig proteinlerin pikleri izlenir ve kaydedilir. Bilgisayar yazilimin
Ozelligine gore piklerin dederlendiriimesi (6rnegin protein miktar tayini) yapilabilir.

7. Fraksiyon toplayici: Fraksiyon toplayicl, icinde test tlpleri ve benzeri kaplar
bulunan doéner bir raf sistemidir. Bu sistemle ayrimi yapilan protein piklerinin her
birini otomatik olarak ayri test tlplerine toplamak mimkinduir. Sistemde piklere
gére veya esit hacimde olacak sekilde toplama yapilabilir.
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FPLC sistemleri, cesitli istege bagli bilesenler icerebilir. Tikanmayi engellemek
icin kolondan once bir filtre ilave edilebilir. Blyuk FPLC kolonlarinda enjeksiyon
loopu yerine, numune dogrudan kuguk bir peristaltik pompa ile kolon icine

yuklenebilir.
FPLC kolonlari

FPLC kolonlari HPLC kolonlarindan farkh olarak daha blylk ¢ap ve uzunlukta
olabilmektedir. Basing dayanimi olarak HPLC kolonlari gibi ylksek basinglara
uygun degildirler. Yiiksek akis hizlari icin uygundurlar. icerisinde bulunan matrikse
(sabit faz) ve kromatografi tipine goére cam ya da plastik olabilirler. Genel olarak
ticari kolonlar kullaniimakta olup, (Sekil 2.13.) kromatografi deney calismalarda

kullanilan el ile doldurulmus kolonlar da mevcuttur.

N
b2

=
-

e

Sekil 2.13. FPLC kolon érnekleri (GE Healthcare).

Kolon destek materyalleri (Matriksler): Matriks, durgun fazi desteklemek
amacityla kullanilan materyaldir. Belirli bir durgun faz icin matriks secimi, sabit
fazin kromatografide basariyla kullaniimasi agisindan buydk 6nem tagsir. Bir

matrikste bulunmasi gereken ozellikler ise asagidaki sekilde siralanabilir:

- lyi bir akis saglamali ve kolon boyunca meydana gelebilecek basing
dusmelerini minimize edebilmesi igin yuksek mekanik kararlihga sahip

olmalidir.
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- Kimyasal kararlligi iyi olmalidir.

- Kolon materyalinin yatak hacmini kiigtltmek i¢in, durgun fazin baglanmasini

saglayan, yogun fonksiyonel gruplara sahip olmalidir.
- Degisik partikl boyutlari araliginda kullanilabilir olmalidir.

- Baz1 kromatografilerde gozenekli yapida matrikslerin kullaniimasi

gerektiginden, matriks gdozenekleri dogru boyut ve sekilde olmaldir.

- Analitlerin segici olmayan adsorbsiyonlarini minimize etmek i¢in matriks

yuzeyi inert olmahdir [5].
Pratikte kullanilan en yaygin alti matriks ise sunlardir:

1. Agaroz: D-galaktoz ve 3,6-anhidro-L-galaktoz birimlerinden olugmus bir
polisakkarittir (Sekil 2.14.). Dallanmig polisakkarit zincirlerinin 2,3-dibromopropanol
gibi ajanlarla capraz-bag yapmasi sonucunda, pH 3-14 araliginda kararh jeller
meydana gelir. Bu jellerin akis 6zellikleri iyi olmasina ve hidrofilik 6zellikleri yuksek
olmasina ragmen, kurumalarina izin verilirse yapilari geri déntsimsuz olarak

bozulabilir. Sepharose ve Bio-Gel A bu jellere érnektir.

(a) Agaroz

OH

D-Galaktoz
(b)
~45°C
Sol hali Jellesme baslangici Agarozun jel yapisi

Sekil 2.14. Agaroz tipi jellerin (a) molekuler ve (b) jel yapisi [5].
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2. Seliiloz: Glikoz birimlerinin B-1-4 glikozid baglaryla baglanmasi sonucunda
olusan bir polisakkarittir. Epiklorohidrin ile c¢apraz-bag yaparak kolon matriksi
olarak kullanilir. Capraz-bag sayisi ise matriksin gbézenek boyutunu belirler.
Boncuk, mikrograndler ve fibréz formlarda kullanildiginda pH kararliligi ve akis

Ozellikleri iyi olup, oldukga hidrofiliktirler.

3. Dekstran: a-1-6 bagh glikoz birimlerinden olusmus bir polisakkarittir.
Epiklorohidrin ile c¢apraz-bag yaparak matriks olarak kullanilabilir, ancak asit
hidrolizine karsi seliiloz matrikslere oranla daha duyarlidirlar. Dekstran, pH 12 ye
kadar kararl ve hidrofiliktir. Dekstran temelli matriksin ticari 6rnegini ise Sephadex

olusturur.

4. Poliakrilamid: Akrilamidin N,N’-metilen-bisakrilamid ile ¢apraz baglanmasiyla
olusan bir polimerdir. pH 2-11 araliginda kararli olan akrilamid matriksin ticari

ornegini ise Bio-Gel P olusturur.

5. Polistiren: Stirenin divinilbenzenle ¢apraz-baglanmasiyla olusan bir polimerdir
(Sekil 2.15.). Polistiren matriksler, batin pH araliklarinda kararhdirlar. Jel filtrasyon
ve iyon degdisim kromatografilerinde polistiren matriksler ¢ogunlukla kullanilirlar.

Hidrofilik 6zellikleri ise diger matrikslere oranla nispeten duguktur.

Sekil 2.15. Polistiren/divinil benzen polimerinden olusturulmus kiresel matriksin

IStk mikroskobundaki gorantusu [5].
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6. Silika: Tipik bir adsorbent olan ve ortosilisik asitten olusturulan silika, polimerik
bir materyaldir. Silikanin yuzeyinde bulunan silanol (Si-OH) gruplari ise bu
polimere hidrofilik 6zellik kazandirir. Hafif asidik olan bu gruplar, analit veya
elientin polar fonksiyonel gruplari ile etkilesir. Silikanin farkh ticari
preparasyonlarinda farkli topolojilerde (dizenlemelerde) bulunan bu silanol
gruplari, gruplarin  farkli aynistirma Ozelliklerine sahip olmasini  saglar.
Triklorometilsilan ile muamele edilerek fazla silanol gruplari uzaklastirilabilir. Silika
matriksler ise pH 3-8 araliginda kararldirlar. Silika matrikslere oldukga benzeyen
bir diger materyal ise ‘gdzenekli cam’ dir. Gézenekli camin gbzenek blyuklikleri
ise kontrollu olarak ayarlanabilmektedir. Gozenekli cam matriksler kimyasal olarak

inerttir, fakat silika matriksler gibi pH 8’ in Gzerinde ¢dziinme egilimindedirler [5].
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3. DENEYSEL CALISMA

Bu bolimde dort ana baslik halinde; tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel
calismalar ve uygulanan analiz yontemleri hakkinda bilgiler sunulmustur. Birinci
kisimda, calisilacak olan viris antijeni numunelerinin (Uretim asamalari dahil)
hazirlanmasindan séz edilmistir. Ikinci ve (gunci kisimlarda, HPLC ve FPLC
cihazlarinda deney metodunun gelistiriimesine yonelik ¢alismalar ve yapilan
deneyler hakkinda agiklamalar yer almistir. Dérdlincl kisimda ise virls antijeni

numunelerine ve deneylerde toplanan numunelere uygulanan testler agiklanmigtir.
3.1. Deneylerde Kullanilacak Viris Antijeni Numunelerinin Hazirlanmasi

Sap virlsundn uretilmesi herhangi bir laboratuvar ortaminda yapilamamaktadir.
Canli virts ile calismak icin biyoglvenlik seviyesi en az U¢ (BSL 3) olan
laboratuvar ortami gereklidir. Ayrica Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi yetkili
mercilerinden izin alinmasi gerekmektedir. Deneylerde kullanilan sap virisu
antijen numuneleri Sap Enstitist Madarlugu Virus Kalturd Laboratuvarinda (VKL)
uretilmis inaktif antijenlerdir. Bu nedenle Enstiti disinda calisiimasinda herhangi
bir sakinca bulunmamaktadir. Ayrica tez kapsaminda yapilan calismalar Sap

Enstitust Mudurlagd’nun bilgisi dahilindedir.

Bu kisimda deneylerde kullanilan numune gruplarindan bir tanesinin (PEGO
13/06) Uretim sureci 6rnek olarak acgiklanacaktir. Diger gruplarin tretim suregleri

de aciklananla ayni sekilde olmaktadir.
3.1.1. Sap virusuniin uretilmesi

Virls Uretiminde konak hicre olarak BHK 21 Ankara 73 M13 S8 hducresi
kullanilmigtir. Enstit Hicre Kultirt Laboratuvarinda (HKL) Uretilen hicre
kilturlerinden alinan uygun sayida hicre santrifij edilmistir. Daha sonra bu
hacreler Virus Kualturu Laboratuvarinda, 6M virls vasatiyla karistirilarak mililitrede
1,7x10° adet hiicre olacak sekilde ayarlanmis ve her biri 3.000 L hacminde olan
onceden steril edilmis 2 adet biyoreaktdre toplam hacim yaklasik 5.600 L olacak
sekilde transfer edilmigtir. Biyoreaktorlere alinan hicre kultirine o©nceden
hazirlanmis O3 wmanisa tipi (O TUR/07) tohum virGs 0,04 MOI (Multiplicity of infection,
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virus/hucre) oraninda eklenerek virus kulturine baglanmigtir.  MOI Esitlik 3.1.

yardimiyla hesaplanmigtir.

Viris inokiilasyon hacmi (mL) x 1OET(U;:2$)
MOI = (3.1)

Calisma hacmi (mL) x Hiicre derisimi (hfrfze)

ET : Enfektif titre (logioPFU/mL) (BAlUm 3.4.4’te ayrintili olarak agiklanmistir).

Virls kaltirh toplamda yaklasik 24 saat devam etmistir. Kiltlrin sonlarina dogru
her U¢ saatte bir biyoreaktérden numuneler alinarak viris Uremesinin gostergesi
olan CPE (Cytopathological Effect) olusumu mikroskopla incelenmigtir. 22-24
saatlik kultir slresi sonunda, hucrelerin % 90-95'inde CPE olusumu
goérulduginden kdltur sonlandinimigtir.  Virds kualtirinin sonunda Enstitide
yapilan 146 S testi sonucuna gore mililitrede 1,2 ug O manisa tipi viris elde
edilmistir. Daha sonra bu virls, 6nceden buhar ile sterilize edilmis, asagida

belirtilen filtrelerden sira ile sGzulmustar.

|
1

Paslanmaz ¢elik 500 ym kaba filtre

N
1

Depth filtre 15 ym (Milipore)

3

Depth filtre 1 pm ( Milipore)
4- Seluloz asetat membran filtre 0,45 um + 0,2 um birlesik (Sartorius)

Filtrasyon iglemine tabi tutulan virGs kudltarG her biri 3.000 L hacminde olan

onceden steril edilmis 1. inaktivasyon tanklarina aktariimigtir.
3.1.2. Sap virusunun inaktivasyonu

Virls kultdrinin inaktivasyon igleminde BEI (Binary ethylenimine) kimyasali
kullaniimistir [49]. BEI hazirlanirken BEA (binary ethylenamin, Merck) ve indikator
olarak sodyum hidroksit (NaOH, Merck) ile birlikte B-Naft viyolet (Alfa Johanson
Maxxhey) kullaniimistir. Hazirlanan 168 L BEI ¢ozeltisi filtre edildikten sonra 1.
inaktivasyon tanklarinda bulunan virls kultirine eklenmistir. Toplam 24 saat
suren inaktivasyon igleminin ilk 12 saati Virus Kultirl Laboratuvarinda bulunan 1.

inaktivasyon tanklarinda, ikinci 12 saati de Asi Hazirlama ve Taksim
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Laboratuvarinda bulunan 2. inaktivasyon tanklarinda gergeklesmistir. inaktivasyon
sureci sonunda yapilan testlerde virisun inaktivasyonun gergeklestigi tespit
edilmistir. inaktivasyon icin kullanilan BEI' nin aktivitesini sonlandirmak icin
sodyum tiyosilfat (Na,03S,.5H,0, Merck) ilave edilmistir. Yapilan 146 S testi
sonucuna gore mililitrede 1,42 ug inaktif antijen oldugu anlasiimistir. inaktivasyonu
gerceklestirilen viris antijeni, sellloz asetat membranli 0,2 um steril filtreden
(Sartorius) gegcirilerek steril bir sekilde her biri 3.000 L hacminde olan depo

tanklarina deristirme islemi yapilmak Gzere transfer edilmigtir.

3.1.3. Virus antijeninin derigtirme iglemi

Sap Enstitustinde derigtirme iglemi ¢capraz akigh (cross flow) ultrafiltrasyon iglemi
ile yapimaktadir. Bu islemde, Sartoflow-40 (SF-40) model derigtirme
(konsantrasyon) cihazi (Sartorius) kullaniimaktadir. Sekil 3.1.’de gésterilen ¢apraz
akis sistemi ve asagida tipi ve adedi belirtilen ¢capraz akis filtre kasetleri ile 5.600 L
inaktif virls antijeni 28 kez deristirilerek 200 litreye dustrtlmustir. Bu islem
sonunda yaplilan testlerde baglangi¢c 146 S virls antijeni degeri 1,42 pg/mL iken
derisim isleminden sonra bu deger 49,76 pg/mL olmus, Lowry yontemi ile yapilan
tayin sonunda toplam protein miktari da 26.233 pg/mL olarak bulunmustur. 28 kez
yapilan derisim islemi sonunda teorik olarak 39,76 pg/mL olmasi gereken 146 S
miktari 49,76 ug/mL olarak olguimuagstlr. Bunun nedeninin Enstiti’de 146 S testi
olarak adlandirnlan sukroz gradient testinin (Bolim 3.4.1.” de ayrintili olarak

aciklanmistir) uygulanmasindaki sikintilardan kaynaklandigi distintlmektedir.
Kullanilan ¢apraz akis sistemin kaset bilgileri asagidaki gibidir.

- 40 adet Ultrafiltrasyon Sartocon Kaset (Lot No: 3021467907E-SG, Sartorius)
- Polyether Sulfon (PESU) membran

- Nominal molekul agirhgdi cut off: 300 kDalton

- Filtrasyon alani 0,7 m?/kaset

Deristirme islemi sonucunda elde edilen 200 L derigik inaktif O tipi antijen (SOV-
16) steril bir sekilde 300 L hacminde antijen stok tankina alinarak PEG (Polietilen

Glikol) ile saflastinimak Uzere + 4°C de soguk odada saklanmistir.
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Geri Dénen

I
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Suzuntu F”tre Membranl Sartocon” Cassette

Sekil 3.1. Capraz akis filtrasyon sistemi ve filtre kaseti
3.1.4. Antijenin polietilen glikol (PEG) ile saflagtiriimasi

PEG islemi Enstiti’de polietilen glikol 6000 (PEG 6000, 02007852 lot numarali,
AppliChem) ile yapiimaktadir. Onceden deristiriime islemi yapilmis O; Manisa Sap
VirlsU antijenleri (Her biri 200 L hacminde olan, yukarida Uretimi anlatilan SOV-16
ile birlikte SOV-17 ve SOV18 kulturleri) PEG 6000 ile muamele edilmistir [50, 51].
islem neticesinde baglangi¢ toplam protein miktari 17.935 ug/mL iken saflastirma
sonunda 8.375 ug/mL degerine getirilmistir. Elde edilen Sap Virlsu antijeninin 146
S degeri de 57,52 ug/mL olarak olgtlmustir. Saflastinimis O; Manisa Sap Virtsu
antijeni PEGO-13/06 olarak adlandiriimistir.

3.2. HPLC ile Nucleosil C18 Kolonunda Yapilan Deneyler

Yapilan ilk deneyler Hacettepe Universitesi Kimya Muhendisligi Bélimi’'nde Prof.
Dr. Menemse GuUmusderelioglu'na ait biyomalzeme laboratuvarlarinda bulunan
Dionex Ultimate marka sivi kromatografi cihazinda, halihazirda mevcut olan
Nucleosil C18 kolonu ile yapilmistir. Bu deneyler genel bir fikir edinmek
maksadiyla yapilmistir. Sap virist antijeni numuneleri C18 kolonunda asagida
belirtilen deney kosullarinda yuratalmustar.

Deney Kosullari:

Akis Hizi : 1 mL/dk
Numune Hacmi : 20 yL
Dedektor : UV (280 nm)

Mobil Faz : %80 Asetonitril + %20 Su
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Numune Ozellikleri:

Calisma, Sap Enstitisi’'nde yapilan 146 S antijen testi sonucundan toplanan saf
oldugu dusinilen A tipi antijen numunesi ve yukarida Uretim sireci agiklanmis
olan A tipi (PEGA-11/08) ile O tipi (PEGO-11/06) antijen numuneleri ile

yuratulmustar. Numunelerin diger 6zellikleri asagidaki gibidir.

1. Numune: A tipi, 146 S degeri 90 pg/mL olan 146 S testi sonucundan

toplanan saf antijen.

2. Numune: A tipi, yukarida dretim streci aciklanmis PEGA-11/08 numarali,

146 S degeri 35,3 ug/mL, Toplam Protein Miktari 5960 ug/mL olan numune.

3. Numune: O tipi, yukarnda uretim sdreci agiklanmig PEGO-11/06 numarali,
146 S degeri 15,3 pg/mL, Toplam Protein Miktari 7738 ug/mL olan numune.

6,00
1ImAU
5,00

4,00

3,004

2,00
1,00

} —0N O WD @
0,00 P

-1,00-
T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 30 34 4,0 45 50 £

Sekil 3.2. Birinci numune kromatogrami (A tipi, 146 S testi pikinden toplanmisg)
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J0p ALY #8 ALY PEGA-11/08/2-13
1{mau

175—5
150{
125-3
100—5

75

50

25

-ZUJ Dakika

A R 7 . 3 4 0 7 L o [ 17 7 i g O e I
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 175 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 325 3,50 3,75

Sekil 3.3. ikinci numune kromatogrami (A tipi, (PEGA-11/08) 146 S degeri 35,3
Hg/mL)

2604 ALY #7 ALY PEGO-11/06/16-04
{|mAY

200
1504
100

504

Dakika

r T T T
0,00 0,25 0,50 0,78 1,00 1,25 1,50 1,78 2,00 2,25 2,50 275 3,00 325 3,50

Sekil 3.4. Uglincli numune kromatogrami (O tipi, (PEGO-11/06) 146 S degeri 15,3
Hg/mL)
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Yapilan ilk deneyde elde edilen kromatogramdaki (Sekil 3.2.) iki adet pikin
sirasiyla konakgi hucre DNA' si ve 146 S partikali pikleri olabilecegdi
disunilmistiir. ikinci ve Gglinci deneylerde (Sekil 3.3., Sekil 3.4.) elde edilen
kromatogramlarda da 2,3’ct dakikada pikler gorilmastir. Numunelerin 146 S ve
toplam protein miktarina gore piklerin siddeti anlamh bir sekilde degismistir. Birinci
deney kromatograminda gorulen iki pik sadece Uglincli deney kromatograminda
(Sekil 3.4.) gérilmustir. ikinci deney kromatograminda (Sekil 3.3.) iki pik net
gorulmemekle birlikte girisim yapmis olabilecekleri de dustntlmuastir. Birinci
deney kromatograminda oldugu gibi bu piklerin konakg¢i hicre DNA’sI ve 146 S
partikiili pikleri olabilecegi kanaatine variimistir. Ozdural ve ark. tarafindan yapilan
bir calismada da benzer yorumlar yapilmistir [52]. TUm bu deneyler neticesinde
genel olarak ilk piklerin 2,3 ‘ctu dakikada gortlmesi anlamhdir ve 146 S partukali

piki olmasi muhtemeldir.

Bu asamadan sonra yapilan deneylerde, calismaya esas olan iyon degisim
kromatografisi yontemi ile ¢calisiimistir. Bunun igin satin alinan ticari iyon degisim
kolonlari kullaniimistir. Bu kolonlarin destek materyali %6 gugli capraz bagh
kUresel “agaroz”dur ve guglu bir anyonik yapiya sahiptir, ticari olarak Q Sepharose
XL® (GE Healthcare) olarak adlandiriimaktadir.

3.3. FPLC Cihazinda Q Sepharose XL Kolonlari ile Yapilan Deneyler

Calismanin bu asamasi ve sonrasinda yapilan tim deneyler Hacettepe
Universitesi Kimya Bolumdi, Biyokimya Anabilim Dalinda, Prof. Dr. Adil Denizli'nin
laboratuvarlarinda bulunan GE Healthcare marka AKTAFPLC isimli sivi
kromatografi cihazinda (Sekil 3.5.) yapiimigtir.
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A ve B Tamponlar

Kansim Hucresi

Ornekleyici
(Sample Loop)

Kolon

Akis Hucresi
(UV Dedektor)

Sekil 3.5. Deneylerde kullanilan FPLC cihazi (AKTAFPLC, GE Healthcare)

Deneylerde ticari Q Sepharose XL kolonlari kullaniimistir. Bu kolonlar cihaz
ureticisi firmadan (GE Healthcare) iki farkh tipte alinmistir. Asagida kolonlarin

Ozellikleri verilmistir.

1- HiPrep Q XL 16/10 (Sekil 3.6.)
Kolon Matriksi : %6 guclu capraz baglh kiresel agaroz

Ortalama partikil ¢api :90 um

Yatak hacmi 120 mL

Yatak yuksekligi ;25 mm

Kolon i¢ ¢apl : 16 mm

Kolon materyali : Polipropilen
Akis hizi arahgi :1 -5 mL/dk
Basing limiti en ¢ok : 0,3 MPa, 3 bar
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Calisma pH aralig
lyon degistirici tipi
Dolgu maddesi

Toplam iyonik kapasite

12-12
: gucli anyon
. -N+(CH3)3

: 0,18 -0,26 (mmol CI/mL ortam)

e HiPrep™
QXL 16/10

B SSEEEm——
Code 28-9365-38

lot 10076
est exp 2014-11
\D 0045

Kolon Matriksi
Ortalama partikul ¢api
Yatak hacmi
Yatak yuksekligi
Kolon i¢ ¢apl

Kolon materyali
Akig hizi araligi
Basing limiti en ¢ok
Calisma pH araligi
lyon degistirici tipi
Dolgu maddesi

Toplam iyonik kapasite

Sekil 3.6. Deneylerde kullanilan HiPrep Q XL 16/10 kolonu (GE Healthcare)

2- HiTrap Q XL 5mL (Sekil 3.7.)

: %6 guclu capraz bagh kuresel agaroz
290 um

:5mL

: 100 mm

:16 mm

: Polipropilen

: 2 —10 mL/dk

: 0,5 MPa, 5 bar
12-12

: gucli anyon

. -N*(CHa)3

: 0,18 -0,26 (mmol CI/mL ortam)
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HiTrap™ 5 ml
QXL

Sekil 3.7. Deneylerde kullanilan HiTrap Q XL 5 mL kolonu (GE Healthcare)

Deneylerde kullanilan tim tampon c¢ozeltileri Sap Enstitisa Mudurlugu, Vasat
Hazirlama Laboratuvarinda hazirlanmistir.  Tampon ¢oOzeltileri  hazirlamada
kullanilan kimyasallar, ¢ozeltinin stztlmesinde kullanilan 0,2 p filtre ve diger
malzemeler Enstitu tarafindan kargilanmigtir. Cozelti hazirlamada kullanilan saf
su, Enstitide bulunan merkezi sistem deiyonize su olup, iletkenlik degeri 0,5
pNS/cm dir. Hazirlanan tim tampon c¢ozeltilerde ayni lot kimyasal kullaniimistir.

Asagida kullanilan kimyasallar ve ozellikleri listelenmigtir.

[ERN
1

Tris:Tris[Hydroxymethyllaminomethane, (lot numarasi 128H1408, %99
saflikta, SIGMA)

N
1

NaCl : Sodyum Klorur, (lot numarasi K43797400 235, Merck)

w
1

HCI : Hidroklorik asit, (lot numarasi K35384014 546, Merck)

4- NaOH : Soyum hidroksit, (lot numarasi B0892382 312, Merck)

(&)
1

Etanol: CoHsOH  (lot numarasi K35091886 537, Merck)

Tampon ¢ozeltilerin pH degeri kolonlarin kullanim kilavuzu direktiflerine uygun ve
virls antijenine zarar vermeyecek bir deger olan 7,5 civarina (£0.05) ayarlanmis
olup, tim deneylerde ayni degerde calisiimigtir. Tampon ¢ozeltisi pH ayarlamasi
HCI ve NaOH kullanilarak yapiimigtir. Etanol ¢ozeltisi %20 lik olarak hazirlanmis

olup, cihaz temizligi ile kolonlarin yilkanmasi ve muhafazasinda kullaniimistir.
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3.3.1 Q Sepharose XL kolonlar ile yapilan deney metodunun belirlenmesi

calismalari

FPLC cihazinda Q Sepharose XL kolonlari ile yapilacak ¢aligmalarda kullanilacak
tamponlarin secimi literatar bilgisi 1s1ginda yapilmistir [52,53]. Buna goére yuraticu
tampon olarak 20 mM Tris (pH:7,5), elient tamponu olarak da 20 mM Tris + 1 M
NaCl (pH:7,5) kullanilmistir. Ayrica farkh derisimde ve pH degerinde tamponlarin
denenmesine karar verilmigtir. BoOylece asagida listelenen tamponlar
hazirlanmistir. FPLC cihazinda yurGticu tampon “A tamponu”, elient tamponu “B

tamponu” olarak adlandiriimigtir.

Calismalarda,
Kolon tipi olarak:
- HiTarp Q XL 5mL
- HiPrep Q XL 16/10

A tamponu olarak:
- 20 mM Tris-HCI, pH:7,50
- 20 mM Tris-HCI, pH:7,00

B tamponu olarak

- 20 mM Tris-HCI + 0,5 M NaCl , pH:7,50
- 20 mM Tris-HCI + 0,5 M NaCl, pH:7,00
- 20 mM Tris-HCI + 1 M NaCl , pH:7,50

- 20 mM Tris-HCI + 1 M NaCl, pH:7,00

- 20 mM Tris-HCI + 2 M NaCl , pH:7,50

UV dedektoru dalga boyu olarak

- 280 nm dalga boyu
- 254 nm dalga boyu

Gradient tipi olarak:

- Lineer gradient elUsyon

- Basamakl gradient elusyon

kullaniimistir.
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Hazirlanan farkli tamponlar ile denemeler yapilmistir. Yapilan denemelerde lineer
gradient elisyon yontemi ile elient tamponu orani %0 B den %100 B’ ye
arttinlmig, basamakli gradient elisyon ile ise farkli B tamponu derigimleri
uygulanmigtir. UV lambasinin dalga boyu 280 nm ve 254 nm olarak degistirilerek

kargilastirmali ¢calismalar yapilmistir.
3.3.2. HiPrep Q XL 16/10 kolonu ile yapilan deneyler

Bu asamada yapilan deneyler HiPrep Q XL 16/10 kolonun yapilacak olan
calismalardaki performansinin belirlenmesi ve diger kolona (HiTrap Q XL 5 mL)

kargl avantaj ve dezavantajlarinin tespiti igin yapiimigtir.
3.3.2.1 O tipi antijen deneyleri

Sap Enstitist Mudarligu Asi Hazirlama ve Taksim Laboratuvarindan alinan O tipi
(PEGO-12/05) inaktif viris antijen numuneleri ile farkli iki ginde 3 adet deney
yapilmigtir. Bu deneylerden 2. ve 3. deney esnasinda 146 S partiklli pikini

belirlemek maksadiyla piklerin fraksiyonu toplanmigtir. Deney kosullari asagidaki

gibidir.

Deney Kosullari:

Kolon - HiPrep Q XL 16/10

Akis Hizi : 2 mL/dk

Numune Hacmi :2mL

Numune Tipi : O tipi (PEGO-12/10)

A Tamponu : 20 mM Tris-HCI, pH :7,50

B Tamponu : 20 mM Tris-HCI + 1 M NaCl, pH:7,50
Gradient . Lineer Gradient

Dedektor - UV(254 nm)

3.3.2.2 A tipi antijen deneyleri

Sap Enstitist Mudurligu Asi Hazirlama ve Taksim Laboratuvarindan alinan A tipi
(PEGA-12/08) inaktif virus antijen numuneleri ile 2 adet deney yapilmigtir. Bu
deneylerden 2. deney esnasinda 146 S partiklli piki belirlemek maksadiyla
piklerin fraksiyonu toplanmistir. Deney kosullar yukarida belirtilen O tipi antijen

deneyi ile ayni sekildedir.
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3.3.3. HiTrap Q XL kolonu ile yapilan deneyler

Bu asamadaki deneyler, elde edilen diuzgun piklerden hangisinin 146 S partikulu
icerdigini tespit etmek maksadiyla yapiimistir. Toplam 38 adet (20 adet O tipi, 18
adet A tipi) deney yapiimis olup RT-PCR, ELISA ve 146 S partikil testleri igin

fraksiyon toplanmigtir.
3.3.3.1. O tipi antijen deneyleri

Sap Enstitisiinden daha 6nceden alinarak +4 °C’ da saklanan O tipi (PEGO-
12/05) inaktif antijen numunesi kullaniimistir. Metot belirleme deneylerinden ayri
olarak, kabul edilen metot ile 2 ayri ginde 4 adet deney yapilmistir. Yapilan 2. ve
4. deneylerden 146 S pikini belirlemek i¢in RT-PCR, ELISA ve mevcut 146 S
testlerinde kullaniimak Gzere fraksiyon toplanmistir. Deneyler asagidaki kosullarda
gergeklestiriimistir.

Deney Kosullari:

Kolon :HiTrap Q XL 5 mL

Akis Hizi : 2 mL/dk

Numune Hacmi : 100 pL

Numune Tipi : O tipi (PEGO-12/05)

A Tamponu : 20 mM Tris-HCI, pH :7,50

B Tamponu : 20 mM Tris-HCI + 1 M NaCl, pH:7,50
Gradient : Basamakli Gradient

Dedektor : UV(254 nm)

3.3.3.2. A tipi antijen deneyleri

Ayni sekilde Sap Enstitiisinden daha dnceden alinarak +4 °C’ da saklanan A tipi
(PEGA-12/03) inaktif antijen numunesi kullaniimistir. Ayni metot ile 2 ayri ginde 4
adet deney yapilmistir. Yapilan 2. ve 4. deneylerden 146 S pikini belirlemek igin
RT-PCR, ELISA ve mevcut 146 S testlerinde kullanilmak Uzere fraksiyon
toplanmistir. Deney kosullari O tipi antijen deneyleri ile ayni paralellikte

gerceklestirilmigstir.
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3.3.4. Nukleaz enzimi ile muamele sonrasi yapilan deneyler

Literatur bilgisi 1s1ginda daha 6nceden alinarak +4 °C dolapta muhafaza edilen O
ve A tipi (PEGO-12/05, PEGA-12/03 ) inaktif antijen asagida 6zellikleri belirtilen

nikleaz enzimi ile muamele edilmistir [52,4].

Nukleaz: Novagen/Benzonase marka, lot numarasi D00128585, %90
saflikta, 10.000 U (Unit)

Analizden 1 gun 6nce 4 adet O tipi, 4 adet A tipi antijen 1 mL’lik miktarlarda,
tiplere taksim edilmis, bu numunelerin 2 ser adedi (2 adet O tipi, 2 adet A tipi) Sap
Enstitisinde es zamanli 146 S testi yapiimak Uzere ayriimistir. Yapilacak deney
ve 146 S testlerde nukleaz enzim muamelesi yapilmayan numuneler ile de es

zamanlh galisiimigtir.

Her bir numunede en fazla 10 pg/mL DNA olabilecedi hesaplanmistir.
Numunelerin bozulma riski gz dnune alinarak inkibasyon sicakligi +4 °C olarak
belirlenmistir. NUkleaz Urin katalogunda yazan degere gore bu sicaklikta 12 saat
inkiibasyon suresi ve 10 ug DNA icin 625 U enzim miktari hesaplanmistir. Tris

tamponu ile dilie edilen enzim her bir tipe 625 U gelecek sekilde ilave edilmigtir.

Kullanimdan arta kalan 5.000 U enzim daha ylksek dozajda da deneyler yapmak
Uzere dorde bélinerek 2 adet O tipi, 2 adet A tipi numunede kullanilmistir. iki
kattan fazla dozajda enzimle muamele edilen numuneler de 12 saat boyunca oda

sicakliginda inkube edilmistir.

Nukleaz enzimi ¢calismalari i¢in 3 ayri gunde toplam 20 adet deney yapilmigtir. 10
adet A tipi (PEGA-12/03), 10 adet O tipi (PEGO-12/05) inaktif antijenle
calisilmistir. Bu c¢alismalardan Uger deney (3 adet A tipi, 3 adet O tipi)
kargilagstirma yapmak maksatll enzimle muamele edilmemis numunelerden
olusmustur. Calismalarda uygulanan deney kosullari asagidaki gibidir.

Deney Kosullari:

Kolon *HiTrap Q XL 5 mL

Akis Hizi : 2 mL/dk

Numune Hacmi : 100 pL

Numune Tipi : O tipi (PEGO-12/05)/ A tipi (PEGA-12/03)
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A Tamponu : 20 mM Tris-HCI, pH :7,50

B Tamponu : 20 mM Tris-HCI + 1 M NaCl, pH:7,50
Gradient : Basamakli Gradient
Dedektor . UV(254 nm)

3.3.5. Farkh antijen derigsimlerinde yapilan deneyler

Bu asamada, daha d6nceki yapilan deney ve fraksiyon analizleri neticesinde tespit
edilen 146 S partikUlU piki alani ile Sap Enstitistinde yapilan 146 S partikll testi
sonuglarinin eglestirmesi ve sonuglarin istatiksel olarak degerlendiriimesi icin farkli
derisimlerde ve farkh seri numuneler ile c¢alisiimistir. Hatta farkli Gretim
asamasindaki (6rnegin derigtirme islemi sonrasi asama) numunelerle de
calismalar yapilmistir. Ayni numune hacimce %100, %75, %50, %25 ve %12,5
derisimlerde olacak sekilde seyreltilerek deneyler yapilmistir. Bu sekilde A ve O

tipi antijenlerle, farkl derigsimlerde ¢alisiimistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Yapilan deneylerde kullanilan antijenler ve degerleri.

Antijen Tipi Antijen Top. Protein Miktar 146-S miktari
Serisi (ug/mL) (ng/mL)
o PEGO-12/05 6.355 17,6
fo) PEGO-13/05 5.640 13,33
o PEGO-13/06 8.335 24,60
0 PEGO-13/07 23.948 74,54
A PEGA-12/03 5.880 14,16
A PEGA-13/07 9.144 17,45
(o] sov24 14.213 11,62

Bu asamada yedi farkh ginde toplam 60 adet deney yapilmistir. 15 adet A tipi
antijen ve 45 adet O tipi antijen numunesi ile ¢calisiimistir. Bu c¢alismalarda deney
kosullarindaki parametrelerden akis hizinin arttirimasi ile (3 mL/dk, 5 mL/dk) her

bir deney daha kisa surede gergeklesmistir. Deney kosullari asagidaki gibidir

Deney Kosullari:

Kolon *HiTrap Q XL 5 mL

Akis Hizi : 2 mL/dk / 3 mL/dk / 5 mL /dk
Numune Hacmi : 100 pL

Numune Tipi : O tipi / A ipi

A Tamponu : 20 mM Tris-HCI, pH :7,50
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B Tamponu : 20 mM Tris-HCI + 1 M NaCl, pH:7,50
Gradient : Basamakli Gradient
Dedektor - UV(254 nm)

3.4. Uygulanan Analitik Teknikler

Calisilan inaktif viris antijeni numuneleri ve toplanan fraksiyonlar bazi testlere tabi
tutulmustur. Numune ve fraksiyonlarin 146 S partikil miktari Sap Enstitisu
Mudarligu Uretim Asamasi Kontrol Laboratuvar’nda, RT-PCR, ELISA ve CFT

testleri de Sap Enstitlisi Mudurltigu Seroloji Laboratuvari’nda yapilmistir.
3.4.1. 146 S partikul miktarinin belirlenmesi

Tam bir sap virisu ultrasantrifijlemede 146 S sedimentasyon sabiti degerine
sahiptir. 146 S partikil miktarinin belirlenmesi icin Sap Enstitisi MadarlGgu
Protokoli’nde belirtilen sukroz yogunluk gradient santrifligasyon ydontemi ve strekli

akis UV spektrofotometre metodu kullaniimigtir [54].

Proteinlerin molekul agirliklarina gore merkezka¢ kuvveti yardimi ile ayriimasi
prensibine dayanan bu yéntemde, gradient olusturmada % 45’lik (agirlik/hacim) ve
% 15’lik (agirhk/hacim) sakkaroz c¢ozeltileri kullanihir. TUp igerisinde olugturulan
sakkaroz gradientlerinin Uzerine 0,5 mL viris suspansiyonu eklenir ve
ultrasantrifujde 41.000 devir/dk ve +4°C’de 2 saat yapilan santrifijleme islemi
sonucunda 146 S proteinlerinin belli bir gradient bdlgesinde toplanmasi saglanir.
Santrif(j isleminden sonra tlipun alti delinir ve belirli bir hizda % 60hk
(agirhk/nacim) sakkaroz c¢Ozeltisi ile gradientler optik okuyucuya gonderilir.
Spektrofotometrede 254 nm dalga boyunda absorbans ol¢gimleri gergeklestirilir ve
elde edilen pik alanindan 146 S partikult derisimi hesaplanir. Sekil 3.8.de 146 S

tayini igin absorbans grafigi 6rnegi verilmistir.
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Sekil 3.8. 146 S tayini absorbans grafigi ornegi.

3.4.2. RT-PCR testi

Calismalarda kullanilan antijen numunelerinde ve deneylerden toplanan
fraksiyonlarda 146 S antijeni varh@inin tespiti icin S$ap Enstitisi Mudurlagu
Protokoli’nde bulunan sap viristnun tek asamali real time RT-PCR (qRT-PCR)

ile teshisi olarak belirtilen test yontemi kullaniimistir [55].

Bu yontemde epitelyum, salya, vezikuler sivi, doku kaltirG sivisi, organ pargasi,
gibi virus kaynaklarinda bulunan virise ait RNA tamamlayici DNA'ya (cDNA)
dondsturaldikten sonra, 1s1 dénguleyici cihaz ve diger PCR reaktifleri ile gogaltilip
elektroforez veya Real Time PCR cihazi yardimi ile goérintilenerek tespit
edilmektedir.

Analizde Kullanilan ekipmanlar sunlardir:

Degisik hacimlerde tek kanalli ve ¢ok kanalli mikropipetler (10-1000uL)
Tek kullanimlik pipet uglari (10-1000 uL)

RNA ekstraksiyon robotu (ExiPrep™ 16 Dx, Bioneer)

PCR tupleri (0.2 mL lik)

Thermal Cycler (Exicycler™ 96, Bioneer)

Real time Thermal Cycler (AccuPower® Dual-HotStart™, Bioneer )
Spin santrifyj

Masaustu sogutmali santrifdj
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RNA ekstraksiyonu: iglem kit (ExiPrep™ Viral RNA Kit Kat.no:K-4473, Bioneer)
talimatina uygun olarak yapilir. Elde edilen RNA, test yapilana kadar kisa sureli

beklemeler icin -20 °C’de, uzun stre beklemeler icin -85°C’de stoklanir.

Tek asamali Real time RT-PCR testi : Primer ve problar laboratuvara ilk kez
geldiginde 100 pmol'lik ana stoklar halinde sulandirilir ve -40°C de saklanir.
Kullanilacagr zaman 10 pmol [0k c¢alisma c¢oOzeltilerinden, primer karigimlari
hazirlanir. Bir tane Bioneer AccuPower Dualstar qRT-PCR premiksinden 4
numune i¢in miks hazirlanir. Her premix igine 5 pyL primer prob karisimi (2 yL 3DF
Primer, 2 yL 3DR Primer, 1 yL Tagman Prob) ve 40uL DEPC su eklenir ve
karigtinlir. Hazirlanan bu karisim toplam 45 uL olur. Bundan 0,2 mL lik 4 PCR
tipune 11,25 pL dagitilir. RNA ekstraksiyon odasindan alinan RNA’lar ve temiz
odada hazirlanan reaksiyon karisimi PCR birlesim odasindaki laminar kabine buz
icinde getirilir. Her bir ornek igin isaretlenmis karisim igeren tiplere 1,25 pL
aktarilir, kisa bir santrifij yapilarak, real time PCR cihazina konulur. Cihaz

asagida belirtilen program secilerek talimata uygun olarak calistirilir.

45°C 15 dk 1 déngu
95°C 10 dk 1 déngu
95°C 5sn 40 doéngu
55°C 20 sn

Tarama

Sonuglarin degerlendirilmesi: Ct (threshold cycle, dongu) degeri 35 veya daha
kiguk bulunan ornekler pozitif olarak degerlendirilir. Ct degeri 35-37 arasinda olan

ornekler icin test tekrar edilir.

3.4.3. ELISA testi

Yapilan deneylerden toplanan fraksiyonlarda 146 S antijeni varliginin tespiti icin
kullanilan bir diger yontem de ELISA testidir. Bu test icin Sap Enstitist MaduarlGgu
Protokoli’'nde belirtilen Sap hastaligi'nin antijen ELISA ile teshisi yontemi

kullaniimigtir [56].

Test, sap virusu A, O, Asia 1 ve C tiplerine spesifik cesitli anti-sap virusu

monoklonal antikorlari kombinasyonlarinin kullanildigi  bir sandvi¢ ELISA
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yontemidir. Test ayrica tum tiplere spesifik antikorlar kullandigindan Universal bir
testtir. SUpheli materyal (epiteliyal sispansiyon veya vezikul sivisi) tip spesifik
antikor ve sap virusu spesifik monoklonal antikor baglanmis olan gdézlere konulur.
Antikor-antikor (Ag-Ab) kompleksinin olusabilmesi icin optimum sartlarda belirli bir
sure tutulur. Ortama daha sonra HRPO ile konjuge edilmis pan-FMDV antikoru
ilave edilir. Test sonucunun gorunur hale getirilebilmesi i¢cin  konjugata uygun bir
kromojen ¢o6zelti (TMB) ortama ilave edilerek renk olusumu goézlenir. Sonuglar
ELISA okuyucusunda, OD degderlerine goére olgulerek pozitif ve negatif olarak

degerlendirilir.

3.4.4. Antijenik titrenin belirlenmesi (CFT)

Deneylerde toplanan fraksiyon numunelerinde 146 S varliginin arastiriimasi igin
yapilan diger bir test CFT testidir. Bu testte 146 S partikill antijenik titresi, Kolmer
metodu esas alinarak Sap Enstitisi Mudurligu Protokoli’nde  belirtilen mikro-
komplement fiksasyon (mComplement fixation test, mCFT) yontemiyle

belirlenmistir [57].

Testin ilk basamaginda 1, 1/2, 1/3, 1/4, 1/6 ve 1/8 (hacim/hacim) seklinde bir dizi
seyreltmesi yapilan test numunesi, antikor ve komplement sistemiyle birlikte
reaksiyona sokulur. Kisa sureli bir inkibasyondan sonra ikinci basamakta duyarli
hale getirilmis eritrositler reaksiyon indikatoru olarak teste ilave edilir. Eger test
numunesi antijen igeriyorsa, antikor—antijen kompleksi sekillenerek komplement bu
komplekse baglanir. inkiibasyon sonunda ortamda komplement kalmayacagindan
teste eklenen eritrositler hemoliz olmaz ve dugme seklinde tuplerin veya tek
kullanimlik tablet gozlerinin alt kismina ¢oker. Test numunesi antijen icermiyorsa
antikor ile kompleks olugsmadigi i¢cin komplement kompleks yapiya baglanamaz ve
teste ilave edilen eritrositlerin erimesine (liziz) neden olur.

mCFT sonuglari, duyarli hale getirilmis eritrositlerin % liziz olma oranlarina goére

asagidaki sekilde degerlendirilir;

Dugme olusumu % 100, reaktif renksiz ise +4
Dugme olusumu % 75, reaktif hafif kirmizi ise +3
Dugme olusumu % 50, reaktif agik kirmizi ise +2
Dugme olusumu yok, reaktif koyu kirmizi ve berrak ise +1
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3.4.5. Toplam protein miktarinin belirlenmesi

Calismalarin yapildigr tim numunelerin toplam protein miktarlari, Sap Enstitlsu
MuadarlGgu Protokoli’nde belirtilen BCA (Bicinchoninic acid) protein tayin yontemi

ile belirlenmistir [58].

Tayin metodu, bazik ortamda Cu®" katyonunun Cu* katyonuna proteinler
tarafindan indirgenmesi metodu ile bisinkoninik asit igeren reaktif karigimlarini
birlikte kullanarak Cu® katyonunun kolorimetrik olarak belirlenmesi esasina
dayanir. Bu ydntemde iki molekuil BCA ile bir Cu® katyonu mor renkli selat Griinini
olusturur. Suda ¢6zunebilen bu kompleks yapi, 562 nm dalga boyunda 20-2000
pg/mL protein derigimi tayin araliginda derisimle dogdru orantili olarak absorbans

verir.

Tayinde, derisimi bilinen protein stok c¢dzeltisinden seyreltmelerle hazirlanan
standart ¢ozeltilerle protein derigimi bilinmeyen numuneler birlikte test edilmekte
ve kalibrasyon egrisi gizilerek numunedeki toplam protein derigimi bulunmaktadir.
Buyuk ve kuguk olgekli iki tayin yontemi bulunmaktadir. Bayuk Olgekli yontemde
test tlplerine 0,1 mL numune ve 2,0 mL reaktif ¢ozeltisi, klguk olgekli yontemde

ise daha kucuk test kaplarina 25 yL numune ve 200 pL reaktif ¢ozeltisi konur.

Reaktif ¢ozeltisi, 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi icerisinde sodyum karbonat,
sodyum bikarbonat, bisinkoninik asit ve sodyum tartarat iceren birinci reaktiften 50
kisim alinarak 1 kisim % 4’luk (agirlik/hacim) bakir silfat ¢ozeltisi ile karistiriimasi
ile hazirlanir. Karistirma esnasinda ortaya ¢ikan bulaniklik hafif bir ¢alkalama ile

giderilir ve berrak yesil renkte reaktif ¢cozeltisi elde edilir.

Klguk Olgekli toplam protein analizinde standart BSA (Bovine Serum Albumin)
¢Ozeltisinden ve protein derigimi bilinmeyen numuneden 25’er pyL kuguk test kabi
tableti géztine konur ve Uzerine 200 pL reaktif ¢gdzeltisinden ilave edilerek kiguk
test kabi tableti calkalayicisinda 30 saniye calkalanir. Uzeri kapatilarak 37°C’de 30
dakika inkibasyona birakilan kiguk test kabi tableti sodutularak oda sicakligina

getirilir. Bu tablet gozleri mikrotablet okuyucuda 562 nm dalga boyunda okutulur.

Cizelge 3.2. ve Cizelge 3.3.de calismalarda yapilan analizlere ait kosullar ve

aciklamalara yer verilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada yapilan 1. agama deneyler listesi

DENEY LISTESI - 1

Den. | Deney Antijen 146 S | Top. Pro.
Giin No Kodu Kolon Tipi Serisi pg/mL | pg/mL | Fraks. Aciklama
1 1001 |[HiTrap Q XL 5mL | PEGA-12/08 26 32.500 - Baslangi¢ Deneyleri
:§ 2 1002 |HiTrap Q XL 5mL | PEGA-12/08 26 32.500 - Baslangi¢ Deneyleri
- 3 1003 |HiTrapQ XL5mL | PEGO-12/10 28 9.870 - Baslangi¢ Deneyleri
4 1004 |HiTrap Q XL5mL | PEGO-12/10 28 9.870 - Baslangi¢ Deneyleri
5 1005 |HiTrapQXL5mL | PEGO-12/05| 17,6 5.098 - Metot Belirleme Den.
6 1006 |HiTrapQ XL5mL | PEGO-12/05| 17,6 5.098 - Metot Belirleme Den.
:% 7 1007 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 - Metot Belirleme Den.
o~ 8 1008 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 Evet | Metot Belirleme Den.
9 1009 |[HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 - Metot Belirleme Den.
10 1010 |HiTrapQ XL5mL | PEGO-12/05| 17,6 5.098 Evet | Metot Belirleme Den.
11 3001 |HiPrep Q XL 16/10 | PEGO-12/05 | 17,6 5.098 O Tipi HiPrep Deneyi
:§ 12 3002 | HiPrep Q XL 16/10 | PEGO-12/05 | 17,6 5.098 Evet | O Tipi HiPrep Deneyi
~ 13 3003 | HiPrep Q XL 16/10 | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 A Tipi HiPrep Deneyi
14 3004 | HiPrep Q XL 16/10 | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 Evet | A Tipi HiPrep Deneyi
15 4001 |HiTrapQ XL5mL | PEGO-12/05 | 17,6 5.098 O Tipi HiTrap Deneyi
=z 16 4002 |HiTrapQ XL5mL | PEGO-12/05| 17,6 5.098 Evet | O Tipi HiTrap Deneyi
8 17 4003 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 A Tipi HiTrap Deneyi
N 18 4004 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 Evet | A Tipi HiTrap Deneyi
19 4005 |HiTrap Q XL5mL | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 A Tipi HiTrap Deneyi
= 20 4007 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 A Tipi HiTrap Deneyi
8 21 4008 |HiTrap Q XL5mL | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 Evet | A Tipi HiTrap Deneyi
© 22 4009 |HiTrapQ XL5mL | PEGO-12/05 | 17,6 5.098 Evet | O Tipi HiTrap Deneyi
23 4010 |HiTrap Q XL 5 mL A (146 S) 12,91 - - 146 S testi fraksiyonu
24 4011 | HiTrap Q XL 5mL A (146 S) 12,91 - - 146 S testi fraksiyonu
:§ 25 4012 | HiTrap Q XL 5 mL O (146 S) 14,54 - - 146 S testi fraksiyonu
© 26 4015 |HiTrap Q XL 5 mL O (146 S) 14,54 - - 146 S testi fraksiyonu
27 4015 | HiTrap Q XL 5mL 0 (146 S) 14,54 - O Tipi HiTrap Deneyi
28 3005 | HiPrep Q XL 16/10 | PEGO-12/05 | 17,6 5.098 Evet | O Tipi HiPrep Deneyi
29 4022 |HiTrap Q XL5mL | PEGA-12/03 3,9 3.419 - A tipi nikleaz Yok
30 4023 |HiTrapQ XL5mL | PEGO-12/05 12 5.098 - O tipi Nlkleaz Yok
:§ 31 4024 |HiTrap Q XL5mL | PEGO-12/06 9,6 5.098 - O tipi Nikleaz Var
~ 32 4025 |HiTrap Q XL5mL | PEGO-12/07 9,6 5.098 - O tipi Nikleaz Var
33 4026 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 3,1 3.419 - A tipi Nikleaz Var
34 4027 |HiTrap Q XL 5mL | PEGA-12/03 3,1 3.419 - A tipi NUkleaz Var
35 4028 |HiTrap Q XL5mL | PEGA-12/03 3,1 3.419 - A tipi NUkleaz Var
= 36 4029 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 3,1 3.419 Evet | A tipi Nikleaz Var
8 37 4030 |HiTrap Q XL5mL | PEGO-12/06 9,6 5.098 Evet | O tipi Niikleaz Var
® 38 4031 |HiTrap Q XL5mL | PEGO-12/07 9,6 5.098 Evet | O tipi Nikleaz Var
39 4032 | HiTrap Q XL 5 mL 0O (146 S) 12 - - 0 146 S Norm. Fraks.
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40 4033 | HiTrapQ XL 5 mL 0 (146 S) 9,6 - - O 146 S Nucl. Fraks.
41 4034 | HiTrap Q XL 5mL A (146 S) 3,9 - - A 146 S Norm. Fraks.
42 4035 | HiTrap Q XL 5mL A (146 S) 3,1 - - A 146 S Nucl. Fraks.
43 4036 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 3,1 3.419 - A tipi Nikleaz Var
44 4037 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 3,1 3.419 Evet | A tipi Nikleaz Var

% 45 4038 |HiTrapQ XL5mL | PEGO-12/06 9,6 5.098 - O tipi Nlkleaz Var

o 46 4039 |HiTrapQ XL5mL | PEGO-12/07 9,6 5.098 Evet | O tipi Nukleaz Var
47 4040 |HiTrapQ XL5mL | PEGA-12/03 3,9 3.419 Evet | A tipi Nikleaz Yok
48 4041 |HiTrap Q XL5mL | PEGO-12/05 12 5.098 - O tipi Niikleaz Yok

55




Cizelge 3.3. Calismada yapilan 2. asama deneyler listesi

DENEY LISTESI - 2

Numune
Den. | Deney Antijen 146 S | Top. Pro. | (hacimce)
Giin | No Kodu Serisi (ug/mL) | (pg/mL) (%) Aciklama
49 5003 | PEGO-13/06 24,60 8.335 100 3 Ml/dk akig hizi (metot 5)
:§ 50 4047 | PEGO-13/06 24,60 8.335 100 Farkli Konsantrasyon Deneyleri
0_ 51 4048 | PEGA-13/07 17,45 9.144 100 Farkli Konsantrasyon Deneyleri
- 52 4049 | PEGA-13/07 8,72 - 50 Farkli Konsantrasyon Deneyleri
53 4050 | PEGA-13/07 4,36 - 25 Farkli Konsantrasyon Deneyleri
54 5004 | PEGO-13/05 0,00 - 0 Farkli Numuneler (bos)
55 5005 | PEGO-13/05 13,33 5.640 100 Farkli Numuneler
56 5006 |SOV24 (0) 11,62 14.213 100 Farkli Numuneler
5 57 4051 |SOV24 (0) 11,62 14.213 100 Farkli Num. (metot 4 ile)
(.')_ 58 6001 | PEGO-13/06 24,60 8.335 100 Farkli Num. (3 basamak Metot 6)
< 59 7001 | PEGO-13/06 24,60 8.335 100 Farkli Num. (3 basamak Metot 7)
60 7002 | SOV24 (0) 11,62 14.213 100 Farkli Num. (metot 7)
61 5007 | SOV24 (0) 11,62 14.213 100 Farkli Num. (metot 5, fraksiyon top.)
62 7003 | PEGO-13/06 24,60 8.335 100 (metot 7, yeni kolon, fraksiyon Top.)
63 7004 | PEGO-13/07 74,54 23.948 100 Farkli Num. (metot 7, yeni kolon)
64 7005 |SOV24 (0) 11,62 14.213 100 Farkli Num. (metot 7, yeni kolon)
5 65 8001 |SOV24 (0) 11,62 14.213 100 Fark. Num. (metot 8 Akis H.=5mL/dk)
o 66 8002 | PEGO-13/07 74,54 23.948 100 Farkli Num. (metot 8)
2 67 8003 | PEGO-13/06 24,60 8.335 100 Farkli Num. (metot 8)
68 8004 | PEGO-13/06 24,60 8.335 100 Farkli Num. (metot 8 , eski kolon)
69 8005 | PEGA-13/07 17,45 9.144 100 Farkli Num. (metot 8, A tipi)
70 8006 | PEGO-13/06 24,60 8.335 100 Farkli Kons. Den. (met. 8, Eski Kolon)
71 8007 | PEGO-13/06 12,30 - 50 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi)
72 8008 | PEGO-13/06 6,15 - 25 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi)
::Z) 73 8009 | PEGO-13/06 6,15 - 25 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi)
(D_ 74 8010 |PEGO-13/06 3,08 - 12,5 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi)
= 75 8011 | PEGO-13/06 18,45 - 75 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi)
76 8012 | PEGO-13/06 18,45 - 75 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi)
77 8013 | PEGO-13/06 24,60 8.335 100 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi)
78 8014 | PEGO-13/06 12,30 - 50 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi)
79 8015 | PEGA-13/07 17,45 9.144 100 Farkli Kons. Den. (met. 8, Eski Kolon)
80 8016 | PEGA-13/07 17,45 9.144 100 Farkli. Kons. Den. (A Tipi)
> 81 8017 | PEGA-13/07 8,72 - 50 Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)
3 82 8018 | PEGA-13/07 4,36 - 25 Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)
© 83 8019 | PEGA-13/07 2,18 - 12,5 Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)
84 8020 | PEGA-13/07 13,08 - 75 Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)
85 8021 | PEGA-13/07 13,08 - 75 Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)
86 8022 | PEGA-13/07 8,72 - 50 Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)
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87 8023 | SOV24 (O) 11,62 |14.213 100 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
88 8024 | SOV24 (0) 5,81 - 50 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
89 8025 | SOV24 (O) 2,91 - 25 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
90 8026 |SOV24 (0) 1,45 - 12,5 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
91 8027 |SOV24 (0) 1,45 - 12,5 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
92 8028 | SOV24 (O) 5,81 - 50 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
93 8029 |SOV24 (0) 8,72 - 75 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
94 8030 | PEGO-13/05 3,33 - 25 Farkli Kons. Den. (met. 8, Eski Kolon)
95 8031 | PEGO-13/05 1,67 - 12,5 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 1)
96 8032 | PEGO-13/05 1,67 - 12,5 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 1)
97 8033 | PEGO-13/05 3,33 - 25 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 1)
98 8034 | PEGO-13/05 6,66 - 50 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 1)
99 8035 | PEGO-13/05 10,00 - 75 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 1)
% 100 8036 | PEGO-13/05 13,33 5640 100 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 1)
(.')_ 101 8037 | PEGO-13/05 13,33 5640 100 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 1)
© 102 8038 | PEGO-13/05 10,00 - 75 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 1)
103 8039 | PEGO-13/07 74,54 - 100 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 2)
104 8040 | PEGO-13/07 37,27 - 50 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 2)
105 8041 | PEGO-13/07 18,64 - 25 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 2)
106 8042 | PEGO-13/07 9,32 - 12,5 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 2)
107 8043 | PEGO-13/07 55,91 - 75 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 2)
108 8044 | PEGO-13/07 0,00 - 0 Farkli. Kons. D. (O Tipi farkli Num. 2)
109 9001 | PEGO-13/07 74,54 23948 100 Enjek. H: 0,5 mL, (O, metot 9, fraks.)
% 110 9002 | PEGO-13/07 0,00 - 0 Bos ylkleme
l;' 111 9003 | PEGA-13/07 17,45 9144 100 Enjek. H: 0,5 mL, (A, metot 9, fraks.)
112 9004 | PEGA-13/07 0,00 - 0 Bos ylkleme

57




4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISILMASI

Bu bolumde, tez c¢alismasinda vyapilan deney ve analiz sonuglarinin
degerlendiriimesi ve tartisiimasi yer almaktadir. Oncelikle 146 S testine
alternatif olarak secilen kromatografik yontem ve sec¢im nedenleri hakkinda
aciklamalar yer almistir. Daha sonra bu kromatografik yontem icin deney
metodunun belirlenmesi ¢aligmalarina deginilmistir. ikinci bélimde deneylerden
elde edilen piklerin analizleri ile 146 S antijen piki tespit calismalari
acgiklanmistir. Sonraki bélimlerde de 146 S antijen miktarinin tayini ve yéntemin

dogrusalligi hakkindaki sonuglardan s6z edilmigtir.
4.1. Yontem Sec¢imi ve Nedeni

Kromatografi yontemi ile birbirinden ayrilmasi zor olan proteinler, fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerinden yararlanilarak basaril bir sekilde ayrilabilmektedir. Ayni
zamanda ayrilan bu proteinlerin nicel analizleri de yapilabilmektedir.
Kromatografik ayirma islemi Bolim-2.3.’de ayrintili olarak aciklanmigtir. Bu
calismada, Sap Enstitisi’nde sap virlisu antijen miktarinin tayininde kullanilan,
uygulamasi oldukga zor ve kullanici kaynakli hata ihtimali yiksek olan “146 S
testine” alternatif kromatografik bir test yontemi arastinimistir. Literatar
arastirmalari neticesinde Spitteler ve arkadaslarinin sap virisi 146 S antijen
miktarini jel filtrasyon (size exclusion) kromatografisi yontemi ile FPLC cihazi
kullanarak basarili bir sekilde tespit ettikleri gértlmustir [4]. Tez calismasinda
farkli bir kromatografik yontemin denenmesine karar verilmigtir. Yapilan literatur
arastirmalarinda viruslerin iyon degisim kromatografisi yontemi ile etkin bir
sekilde saflastirildigi gorilmustir. Eriksson ve arkadaslari Q Sepharose XL iyon
degisim kolonu kullanarak adenovirls saflastirmasini hizli ve etkin bir sekilde
yapabilmislerdir [59]. Ozdural ve arkadaglarinin yaptiklari galigmalarda iyon
degisim kromatografisi yontemi esasli, konvansiyonel tanjant akis filtrasyonu ile
akuple surekli annular kromatografi sistemi tasarlanmistir [52]. Arastirmacilar Q
Sepharose XL materyalinin sap virist saflastirimasinda kullanilabilecegini
belirtmiglerdir. Agustin ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada sap virusinun
saflagtirimasinda afinite kromatografisi yontemi kullanmiglardir [60]. Ligant
olarak heparin-ultrogel (A4R) hazir ticari kolonlar kullanmislar ve tek basamakta

yaptiklari saflastirma isleminde yuksek verimler elde etmiglerdir [60]. Bu konuda
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yapilan arastirmalar sonucunda elde edilen bilgilerden birisi de grip virisu
(human influenza viris) asisi Uretim prosesinin antijen saflagtirimasi iglemi

basamaklarinda iyon degisim kromatografisi yonteminin kullaniimasidir [61].

Sap virlsun fiziko-kimyasal 6zelligi incelendiginde ¢ogu protein yapilarinda ve
virUslerde de oldugu gibi ortalama pH 7‘ de negatif yUklU bir iyonik yapiya sahip
oldugu gorulmektedir. Asagidaki gizelgede sap virisunun yapisal proteinlerinin

fiziko-kimyasal o6zellikleri verilmistir (Sekil 4.1., Cizelge 4.1.) [2].

(vp1,vp2, vP3)1 - protomer.
{VP1, VP2, VP3)5 = pentamer.
12 pentamer (60 protomer) = virion

Sekil 4.1. Sap virusu kapsit yapisi ve viral proteinlerinin sematik gdsterimi.

Cizelge 4.1. Sap virusl yapisal proteinlerinin fiziko-kimyasal 6zellikleri

Protein Kodu | Bulundugu Yer | Molekuler Agirigi(Da) | izoelektrik Noktasi
VP1 Dis ylzey 23.420 3,71
VP2 Dig yuzey 23.881 3,31
VP3 Dig yuzey 24.316 4,16
VP4 ic Yiizey 8.773 3,08

Literatur bilgileri 1s1dinda sap virusunan iyon degisim kromatografisi yontemi ile
saflastirilabilecegi dusunulmustdr. Yontem olarak iyon degisim
kromatografisinin uygulanmasina karar verilmistir. izoelektrik noktasindan da
anlasilacagi uzere pH 7- 7,5’da sap virusu negatif bir iyonik ylUke sahiptir. Bu
durumda deneyler icin kullanilacak iyon degisim materyalinin katyonik (+)

yapliya sahip anyon degistirici 6zellikte bir materyal olmasi gerekmektedir.
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Calismalarda, daha hizli olmasi ve dusuk basinglarda ylksek akis hizlarinda
calismaya imkan vermesinden dolayi FPLC (Fast protein liquid
chromatography) cihazinin kullaniimasi kararlastiriimistir. Kolon
doldurulmasindaki (packing) zorluklar, bu islemin ayri bir asama olmasi ve
sonuglarin da kolon doldurmadaki hatalardan etkilenmemesi igin c¢alismada
hazir ticari kolonlar kullaniimigtir. Kolonlarin segimi esnasinda FPLC cihazi
uretici firmanin (GE Healthcare) orijinal kolonlari tercih edilmistir, ve bu firmanin
internet sitesindeki kolon segim yazilimindan faydalaniimistir [62]. Calisilacak
numunenin Ozellikleri, ¢alisma hacmi, vb. bilgiler, yukarida s6z edilen literatur
arastirmalarindan faydalanilarak internet sitesindeki yazilima girilmis ve sonug
olarak iki tip katyonik matriks yapisina sahip anyon degistirici kolon
bulunmustur. Bunlar “HiPrep Q Sepharose XL 16/10” (Sekil 3.6.) ve “HiTrap Q
Sepharose XL 5 mL” (Sekil 3.7.) kolonlaridir. Bu iki kolon arasindaki en belirgin
fark kolon hacimleri ve boylaridir. Her ikisi de ayni kimyasal yapiya sahiptirler.
Diger bir fark da, kolon hacimlerinin farkli olusuna bagl olarak numune yukleme
hacimlerinin de farkli olmasidir. HiPrep Q XL 16/10 kolonunun maksimum

numune yukleme hacmi 2 mL, HiTrap Q XL 5 mL kolonununki ise 0,5 mL’dir.

4.1.1. Secgilen yontem igin metot belirlenmesi

Metot belirleme calismalarinda oncelikle literatur arastirmalarindan elde edilen
bilgiler degerlendirilmistir. Ozdural ve arkadaslarinin HPLC cihazinda HiPrep Q
XL 16/10 kolonu ile c¢alistiklari gorulmustar. Yaptiklari deneylerde yurGticu
tampon olarak 20 mM Tris-HCI (pH:7,05), ellent tamponu olarak da 20 mM
Tris-HCI + 0,5 M NaCl (pH:6.99) kullanmiglardir [52]. Amerika Patent
yayinlarindan virls saflastirma metotlari hakkindaki bir calismada, iyon degisim
yontemi ile adenovirls saflastiriimis ve Q Sepharose XL kolonlari kullaniimistir.
YurGatlcu tampon olarak 50 mM Tris (pH:7,5), elient tamponu olarak da 20 mM
Tris + 1 M NaCl (pH:7,5) kullanilmigtir [53]. Bagka bir ¢alismada Eriksson ve
arkadaslari adenoviris saflastirmasinda HiPrep Q XL 16/10 kolonu
kullanmiglardir.  YUraticu tampon olarak %5 gliserin ilave edilmis 50 mM
Tris/HCI, pH: 8, eluent tamponu olarak da %5 gliserin ilave edilmis 50 mM
Tris/HClI + 1 M NaCl, pH:8 kullaniimistir [59]. S6z konusu literattr bilgileri
iIsiginda farkh derisimde ve pH degerinde tamponlarin denenmesine karar

verilmistir. “Bolim 3.3.1.” de acgiklandigi Uzere farkli tampon bilesimlerinde
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deneyler yapilmistir. A tipi antijen numunesi icin farkli tamponlar kullanildiginda
elde edilen kromatogranlar Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.de

verilmistir. Bu ¢alismalardaki deney kosullari da asagida agiklanmistir.

Kolon

Akis Hizi
Numune Hacmi
Numune Tipi

A Tamponu

B Tamponu

B Tamponu

Gradient

Dedektor

ALISP1007:10_UV

mAU

120

100

80

60

40

20

0

- HiTrap Q XL 5 mL / HiPrep Q XL 16/10

: 2 mL/dk

: 100 pL(HiTrap Q XL 5mL ) /2 mL (HiPrep Q XL 16/10)
: A tipi (PEGA-12/08)

: 20 mM Tris-HCI, pH :7,50

: 20 mM Tris-HCI + 1 M NaCl, pH:7,50

: 20 mM Tris-HCI + 0,5 M NacCl, pH:7,50

: Lineer gradient, 5 dakikada %0 B den %100 B ye /

Basamakli gradient

: UV(280 nm) / UV(254 nm)

ALISP1007:10_Inject ALISP1007:10_Logbook

10.0 15.0 min

Sekil 4.2. HiTrap Q XL kolonunda A tipi antijen kromatogrami (B Tamponu: 0,5
M NaCl , lineer gradient, 280 nm dalga boyu)
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ALISP1008:10_UV ALISP1008:10_Inject ALISP1008:10_Logbook

150

100

50

0 SN

0.0 5.0 10.0 15.0 min

Sekil 4.3. HiTrap Q XL kolonunda A tipi antijen kromatogrami (B tamponu: 1 M
NacCl, lineer gradient, 280 nm dalga boyu)

ALISGHTREPSP4008:10_UV ALISGHTREPSP4008:10_Inject
ALISGHTREPSP4008:10_Logbook

mAU

80.0 A

60.0 1

40.0

200 ~

0.0 A—J

10.0 20.0 30.0 40.0 mi

$ekil'4.4. HiTrap Q XL kolonunda A tipi antijen kromatogrami (B tamponu: 1 M
NaCl, basamakli gradient, 254 nm dalga boyu)
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ALISP3003:10_UV ALISP3003:10_Inject ALISP3003:10_Logbook

50.0

40.0

30.0

20.0

10.0

0.0

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

Sekil 4.5. HiPrep Q XL 16/10 kolonunda A tipi antijen kromatogrami (B
Tamponu: 1 M NaCl, lineer gradient, 254 nm dalga boyu)

Metot belirleme icin yaklasik 15 adet deney yapilmistir. FPLC cihazi ile yapilan
deneyler sonucunda Sekil 4.2. ve Sekil 4.3. deneylerde birbirine yapisik olarak
gorulen pikler Sekil 4.4. deneyindeki basamakli gradient metodu ile birbirinden
ayrilmistir. Ayrica B tamponuna 0.5 M NaCl ilave edilmesi durumunda kolonda
tutulan numunelerin tamamen uzaklagsmadi§i goértlmustir. Bu nedenle B
tamponunda 0.5 M NaCl kullanimindan vazgecilmistir. UV dalga boyunun
karsilastinimasinda da 254 nm’de yapilan deneylerin, 280 nm dalga boyundaki
deneylerdekinden daha dizgun pikler verdigi goézlemlenmistir. Kolon tipi
karsilastiriimasinda, ayni iyonik yapida ama farkli boy ve hacimde olan iki
kolonla deneyler yapiimigtir. HiTrap Q XL 5 mL kolonunun piklerin ayrilmasinda
HiPrep Q XL 16/10 kolonuna gore daha basarili oldugu, ayrica HiTrap Q XL 5
mL kolonunda daha ylUksek akis hizlarinda ¢alisiimasina baglh olarak deneylerin

daha kisa surede yapilabildigi goralmustar.

Metot belirlemek amaciyla yapilan bu deneylerin sonucunda bundan sonra
yapilacak deneylerde A tamponu olarak 20 mM Tris-HCI, pH :7,50, B tamponu
olarak 20 mM Tris-HCI + 1 M NaCl, pH:7,50 kullanilmasina, kolon olarak
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HiTrap Q XL 5 mL kolonuna, gradient yontemi olarak basamakli gradient
yontemine ve UV dalga boyu olarak da 254 nm dalga boyuna karar verilmistir.
Alinan bu karalardan sonra yapilan ilk deneylerde iki basamakl gradient
metodu calisiimis olup ilerleyen ¢alismalarda farkli numunelerde 2. basamakta
gorulen pik catallanmasindan (Sekil 4.6.) dolay! u¢ basamakh gradient elisyon
metodunun uygulanmasi uygun bulunmustur. (Sekil 4.7.). Akis hizi da, ilerleyen
deneylerde daha hizli sonu¢ vermesi nedeni ile 5 mL/dk degerine ¢ikariimistir
(Sekil 4.7.). Boylelikle Sekil 4.6." da gatalli olan pik uygulanan yeni metot ile
Sekil 4.7." deki gibi ayrilmigtir.

ALISGHTREPSP4047:10_UV ALISGHTREPSP4047:10_Inject
ALISGHTREPSP4047:10_Logbook ALISGHTREPSP4047:10_UV@01,BASEM

mAU 12.04

60.0

20.01
50.0

21.05

40.0

30.0

20.0

10.0

0.0 L

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 mi

Sekil 4.6. HiTrap 5 mL kolonu, O tipi antijen, 4047 kodlu (Cizelge 3.3.) deney
sonucu (iki basamakli gradient elisyon 2. pik gatallanmis).
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— _ALISGHTSP8003:10_UV ALISGHTSP8003:10_lInject ALISGHTSP8003:10_Logbook
ALISGHTSP8003:10_UV@01,BASEM

mAU 11.79

60.0

27.15

400 2081

20.0

0.0 L1

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 mi

Sekil 4.7. HiTrap 5 mL kolonu, O tipi antijen, 8003 kodlu (Cizelge 3.3.) deney
sonucu (U¢ basamakli gradient elisyon, pikler ayrilmig, akis hizi 5 mL/dk).

4.2. 146 S Antijeni Pikinin Belirlenmesine Yonelik Caligmalar

Calismanin bu asamasinda deney sonuglarindan elde edilen piklerin hangisinin
146 S antijenine ait oldugu arastinimistir. Bu amag i¢cin FPLC cihazinda UV
dedekdorun pik verdigi zamanlara ait sivilar (fraksiyon) numune taplerine
toplanmistir. Toplanan numuneler Sap Enstitist Teshis Laboratuvarinda bir dizi
analize tabi tutulmustur. Asagida bu analizlerin sonuglari sunulmus ve gerekli

tartismalar yapiimigtir.
4.2.1. PCR ve ELISA analizleri

Yapilan deneylerden toplanan pik numuneleri, icerisinde 146 S partikilinin
belirlenmesi icin RT-PCR ve ELISA testlerine tabi tutulmustur.

Bu testlerden PCR bilindigi tzere DNA ve RNA belirleme ve tanima 6zelligine
sahip bir testtir. Ayrica Ct (threshold cycle) degerine gore DNA ve RNA'nin
miktari hakkinda da bilgi verebilir. Sap viristu de bir RNA virGsuduar. 146 S
antijeni veya partikilu olarak adlandirilan yapi yuksek antijenik 6zellige sahip
tam bir virGs partikalidr. Yani virlsun yapisal proteinlerinin (VP1, VP2, VP3,
VP4) tamamini igeren bir kapsit ve igerisinde RNA’ siI olan bir partikildur. RT-

PCR testi ile sap virisu igin, tipine gore (A, O ve Asya tiplerine) 6zel tanima
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yapilabilmektedir. Bu test numune igerisinde aranan tim RNA’yi tespit etme
Ozelligine sahiptir. Bu nedenle toplanan pik numuneleri icerisindeki 146 S
partikili yani sira serbest halde olan viris RNA’larini da tespit eder. Bu
durumda piklerin herhangi birinde 146 S harici serbest viris RNA’sI var ise

pozitif sonug verir.

PCR analizlerinden elde edilen Ct degerlerinden iki numune arasindaki
(Ornegin: A ve B numuneleri) DNA/RNA miktari orani asagidaki 4.1. esitligi

yardimi ile hesaplanabilmektedir [63].
Oran(A/B) = gCtW-Cle) 4.1)

E= Verimlik degeri (E degeri icin genel olarak 2 degeri kullaniimaktadir)
Ct) = A numunesi Ct degeri
Ct@) = B numunesi Ct degeri
Ornek olarak Ct degeri 35 olan A numunesi ile Ct degeri 25 olan B numunesi
arasindaki hedef DNA/RNA miktari orant:
Oranp) = 20529

=1024 (B numunesi, A'ya gore 1024 kat fazla DNA/RNA igerir)

ELISA testi ise PCR’ In tersine nukleik asiti degil, antijen-antikor eslesmesi
temelli bir test oldugundan, viristun antijenik 6zellige sahip kapsit proteinlerini
(VP1, VP2 ve VP3) tanir ve pozitif sonug verir. Toplanan numuneler igerisinde
146 S partikull haricinde antijenik 6zellie sahip kapsit proteinleri var ise onlari

da taniyabilir. Cizelge 4.2.’de PCR ve ELISA test sonuclari verilmigtir.

Cizelge 4.2.’de belirtilen bazi kisaltmalarin agiklamasi asagidaki gibidir.
Ct . Isil déngu (Threshold cycle)
PK . Pozitif Kontrol (RT-PCR igin; A, O ve Asya tipi sap virisu igceren
pozitif kontrol numunesi, ELISA icin; OD degeri 1-2 arasi olan sap virusu
iceren pozitif kontrol numunesi )
NK : Negatif Kontrol (RT-PCR igin; icinde herhangi bir RNA veya
DNA bulunmayan negatif kontrol numunesi, ELISA i¢in; OD degeri 0,1 ‘in
altinda olan sap virtsu igeren negatif kontrol numunesi
NEG : Negatif sonug
SOV24 : Konsantre edilmis O tipi antijenin serisinin kodu
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Cizelge 4.2. RT-PCR ve ELISA sonuglari

RT-PCRve ELISA ANALIZ SONUCLARI

Deney | Pik | Deney PCR Ct Degerleri ELISA (OD) | Sekil
No/Kod | No |Antijen |A tipi OTipi  |Tum tipler| ATipi | OTipi | No Aciklama

12/3002 1 (0] NEG 34.28 34.54 0.52 0.3 HiPrep 16/10 kolonu
12/3002 2 0 29.52 30.28 27.08 NEG | NEG ) HiPrep 16/10 kolonu
14/3004 1 A 32.79 NEG 3341 0.9 0.18 HiPrep 16/10 kolonu
14/3004 2 A 28.59 34.2 25.86 0.14 - ) HiPrep 16/10 kolonu
16/4002 1 0 37.78 35.82 34.42 0.49 0.38 HiTrap 5 mL kolonu
16/4002 2 0 27.22 33.92 27.17 0.1 - ) HiTrap 5 mL kolonu
18/4004 1 A 34.5 NEG 34.33 1.2 0.17 48 HiTrap 5 mL kolonu
18/4004 2 A 27.24 34.78 26.66 0.25 - HiTrap 5 mL kolonu
21/4008 1 A 29.43 NEG 32.55 0.98 0.13 49 HiTrap 5 mL kolonu
21/4008 2 A 21.31 32,13 NEG 0.28 - HiTrap 5 mL kolonu
22/4009 1 (0] 31.66 30,44 31,42 0.43 | 00.31 410 HiTrap 5 mL kolonu
22/4009 2 0] 22,06 30,51 NEG 0.13 - HiTrap 5 mL kolonu

PK 16.53 14.63 13.76 Tamam | Tamam Pozitif Kontrol

NK | NEG NEG NEG Tamam | Tamam Negatif Kontrol
36/4029 1 A 34,61 27.97 34.71 0.48 | 0.11 Nikleaz Enzim Den.
36/4029 2 A 27.44 32.25 27.67 NEG NEG i Nikleaz Enzim Den.
37/4030 1 (0] 35.04 25.67 30.69 0.45 0.41 Nikleaz Enzim Den.
37/4030 2 (0] 28.06 34.9 24.69 NEG NEG i Nikleaz Enzim Den.
38/4031 0 (0] - - - NEG NEG Nikleaz Enzim Den.
38/4031 1.1 (0] 36.9 33.88 31.57 0.47 0.37 411 Nikleaz Enzim Den.
38/4031 1.2 (0] 35.38 35.89 35.47 0.13 0.1 ) Nikleaz Enzim Den.
38/4031 2 (0] 27.78 26.65 28.31 NEG NEG Nikleaz Enzim Den.
44/4037 1 A 30.99 NEG 31.08 - - 412 Nikleaz Enzim Den.
44/4037 2 A 24.58 25.07 26.83 - - Nikleaz Enzim Den.
46/4039 1 (0] 35.81 32.04 31.12 - - Nikleaz Enzim Den.
46/4039 2 0 26.96 28.46 25.37 - - 4.13 |Nukleaz Enzim Den.
46/4039 3 (0] 36.82 35.31 36.84 - - Nikleaz Enzim Den.
47/4040 1 A 30.18 25.48 23.87 - - Nikleaz yok
47/4040 2 A 22.04 17.76 17.48 - - i Nikleaz yok
61/5007 1 O 30,18 25,48 23,87 - - SOV24 antijen serisi
61/5007 2 (0] 22,04 17,76 17,48 - - - SOV24 antijen serisi
62/7003 1.1 (0] 26,96 28,46 25,37 - - Yeni HiTrap 5 mL kolonu
62/7003 1.2 (0] 27,57 29,78 26,43 - - 414 Yeni HiTrap 5 mLkolonu
62/7003 2 (0] 27,55 29,19 25,66 - - ) Yeni HiTrap 5 mL kolonu
62/7003 3 o |- 25,06 - - - Yeni HiTrap 5 mL kolonu
109/9001 | 1 0 30.67 25.4 25.52 1.5 2.6 0,5 mL enjeksiyon
109/9001 2 (0] 31.2 24.33 23.38 0.8 2.2 4.15 (0,5 mL enjeksiyon
109/9001 | 3 0 20.17 12.52 14.2 1.1 2.5 0,5 mL enjeksiyon
111/9003 1 A 24.15 26.41 22.3 2.6 1.4 0,5 mL enjeksiyon
111/9003 2 A 25.84 27.71 23.61 0.7 0.6 - |0,5mLenjeksiyon
111/9003 3 A 18.98 18.11 17.09 0.5 1.0 0,5 mL enjeksiyon

PK 18.54 17.12 16.99 Tamam | Tamam Pozitif Kontrol

NK |- - - Tamam | Tamam Negatif Kontrol
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PCR testlerinde Ct degeri numune igerisinde bulunan hedef RNA’nin miktari
hakkinda da bilgi vermektedir. Ornek olarak 25-26 Ct degeri ile 35-36 Ct degeri
kargilastirildiginda; 25 Ct degerindeki RNA miktari, 35 Ct degerindekine gore
1.000 kat daha fazla RNA icerdigi (Bolim 4.2.1.de de aciklandigi Uzere) Sap
Enstitisunde bu testin uzmanlari tarafindan degerlendiriimektedir. Bu bilgi
IsiIginda testler degerlendirildiginde tim sonuglarda basamakli gradient elisyon
asamasinin 2. basamaginda cikan 2. pik Ct de@erlerinin hep ylksek oldugu ( en
az 1.000 — 1.500 kat daha fazla RNA igerdigi) gorllmustir (Cizelge 4.2.,
Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. HiTrap 5 mL kolonu, A tipi antijen, 4004 kodlu deney sonucu.

Sekil 4.8.’de 18 nolu 4004 kodlu deneye ait kromatogram goérulmektedir.
Kromatogramda 3 adet pik gortlmektedir. Bu piklerden enjeksiyondan hemen
sonra, elisyondan 6nce olan (1-3 mL araliginda ¢ikan) numara verilmemis pik
kolona tutunmadan gegen proteinlerdir. Yapilan ilk PCR ve ELISA analizlerinde
bu pikten toplanan fraksiyonda hem PCR, hem de ELISA sonuclarina gore sap
virusU negatif sonu¢ vermistir. Bu nedenle de diger analizlerde bu pikten
fraksiyon toplanmamistir. Basamakli gradient elisyonun ilk basamagindaki pik,
“1.pik” (10,69 mL), ikinci basamagindaki pik, “2. Pik” (21,71 mL) olarak
adlandiriimigtir.
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Sekil 4.8.'"de gosterilen 4004 kodlu deneyin Cizelge 4.2.'deki PCR sonuglarina
bakildiginda 1. pikin A tipi i¢in Ct degeri 34,5, O tipi icin negatif, 2. pikin A tipi
icin Ct degeri 27,24 , O tipi igin 34,74 oldugu goériimektedir. Bu sonuglara goére
2. pikin 146 S partikili piki olmasi muhtemeldir. 4004 kodlu deneyde elde
edilen analiz sonuglarinin benzerleri 4008 ve 4009 kodlu deneylerde de elde
edilmistir (Sekil 4.8., Sekil 4.10.).

Analiz sonuglarinda gorulen diger bir onemli nokta ise A tipi antijen
numunesinde O tipi antijenin, O tipi antijen numunesinde de A tipi antijenin
tespit edilmesidir. Bu durumun o6ncelikle ayni kolonda calisilmasi nedeniyle
kolondan kaynakli kontaminasyon olabilecegi dusunulmustir. Ancak daha
sonra 62 no’lu 7003 kodlu deneyde yeni kolon kullanildiginda da ayni sonug
goruliince numunenin kendisinin farkli tiplerle kontamine oldugu anlasiimistir.
Daha sonra Sap Enstitisindeki virls kultarlerinde kullanilan bazi tohum
virUslerin kontamine oldugu tespit edilmistir. Bu kontaminasyon durumu calisma
icin degerlendirildiginde, ¢alisilan kolonlarla tipe 6zel ayrim yapilmadigindan
146 S partikuld tespiti igin sorun olmayacagi Sap Enstitist uzmanlari ile birlikte

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.9. HiTrap 5 mL kolonu, A tipi antijen, 4008 kodlu deney sonucu.
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Sekil 4.10. HiTrap 5 mL kolonu, O tipi antijen, 4009 kodlu deney sonucul.

Analiz sonuglari genel olarak kromatogramlardaki 2. pikin 146 S partikula piki
olmasini isaret etmesine ragmen daha net bir tespit icin numuneler nikleaz

enzimi ile muamele edilerek de deneyler yapiimistir.

4.2.2. Nuikleaz enzimli deney analizleri

Numuneler igerisinde bulunan ve PCR analizlerinde tespit edilen serbest RNA’
lari yok etmek, sadece 146 S partikilini birakmak icin nukleaz
(Novagen/Benzonase) enzimi kullanilmasina karar verilmistir. Bununla birlikte
146 S miktar tayini deneylerinde, konakgi hiicre DNA’sI yonlyle nukleaz enzimli
deneyler ayrica degerlendirilecektir. Numuneler Boélim 3.3.4." de tarif edildigi
sekilde nukleaz enzimi ile muamele edilmistir. Bdylelikle numune igerisinde
bulunan serbest RNA’lar pargalanacak, kapsit yapisiyla korunan 146 S partikulu
icerisinde bulunan RNA muhafaza edilecektir. Deney sonucunda toplanan
piklerin iginde olmasi muhtemel 146 S partikilinin kapsit yapisi, PCR analizi
esnasinda RNA ekstraksiyonu ile pargalanacak ve RNA serbest kalacaktir. Bu

durumda tespit edilen RNA’lar yalnizca 146 S partiktline ait olacaktir.

On géruldiigl gibi olmus, énceki analizlere gore 146 S partikill pikini isaret

eden pikin nukleaz enzimli degerleri pozitif sonu¢ vermis, diger pikler negatif
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veya negatife yakin degerler vermistir (Cizelge 4.2., Sekil 4.11., Sekil 4.12. ve
Sekil 4.13.).
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Sekil 4.11. HiTrap 5 mL kolonu, O tipi antijen, 4031 kodlu deney sonucul.
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Sekil 4.12. HiTrap 5 mL kolonu, A tipi antijen, 4037 kodlu deney sonucu.
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Sekil 4.13. HiTrap 5 mL kolonu, O tipi antijen, 4039 kodlu deney sonucul.

Sekil 4.11.de gorilen 4031 kodlu deneyden dort adet pike ait fraksiyon
toplanmistir.  Cizelge 4.2.de gorulen sonuglar degerlendirildiginde 0. pik
tamamen negatif, 1.1. ve 1.2. pikler ise negatife ¢ok yakin, dolayisiyla negatif
olarak kabul edilebilecek Ct degerleri ( A icin 36,9/35,38 , O icin 31,57/35,47)
vermigtir. 2. pik ise A igin 27,78 , O icin 26,65 Ct degeri vermisgtir.

Sekil 4.12.°de verilen 4037 kodlu deneyde de ayni paralellikte sonuglar
goOrulmektedir. Bu deneyde A tipi antijen yurutilmus olup, Cizelge 4.2.” ye gore
A tipiicin 1. pik 30,99 Ct, 2. pik 24,58 Ct degeri vermis, O tipi icin 1. pik negatif
2. pik 25,07 Ct degeri vermistir. A tipi icin okunan Ct degerlerine bakildiginda

farkin bayuk oldugu gortlmektedir.

Sekil 4.13."de 4039 kodlu deneye ait kromatogram verilmistir. Bu deneyde O tipi
antijen yurutalmustar. Elisyon isleminden sonra kolon rejenerasyonu esnasinda
bir pik daha gorldlmustur. Bir 6nceki 4037 kodlu deneyde de ayni pik
gorulmastir. Bu deney esnasinda gikan son pikten de fraksiyon toplanmis ve
PCR testine génderilmistir. Sonug olarak Cizelge 4.2.de goruldugu Uzere 3. pik
Ct degeri A icin 36,82 , O igin 35,31 olarak okunmus olup negatif olarak

degerlendirilmigtir. Diger pik (1. pik, 2. pik ) sonuglari da 6énceki nukleaz enzimli
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deneyler ile ayni paralellikte olup 1. pik Ct degerleri negatife oldukg¢a yakin, 2.

pik ise pozitif sonug vermigtir.

Calismanin ilerleyen asamalarinda farkli numuneler ile yapilan deneylerde
piklerde catallanma goérulduginden (Sekil 4.6.) metot degistiriimis ve 3
basamakli gradient elisyon metodu gelistiriimistir (Sekil 4.7.). Yeni metot ile
ayrilan pikler toplanmis ve 146 S partikulu tespiti icin PCR analizi yapiimigtir
(Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. HiTrap 5 mL kolonu, O tipi antijen, 7003 kodlu deney sonucu (3

basamakli gradient elisyon metodu).
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Sekil 4.15. HiTrap 5 mL kolonu, O tipi antijen, 9001 kodlu deney sonucu (3

basamakli gradient elisyon, 0,5 mL enjeksiyon).

Sekil 4.14.’de 7003 kodlu deneyin, Sekil 4.15.de de 9001 kodlu deneyin
kromatogrami gorulmektedir. Her iki deneyde de O tipi antijen yarutalmustar.
Cizelge 4.2.’de bu deneylerden toplanan pikler ile ilgili PCR sonuglarina
bakildiginda 3. pik Ct dederlerinin digerlerinden ylksek oldugu gorulmektedir.
Daha d6nceden iki basamakh gradient elisyon metodunda 2. pik olarak tespit
edilen 146 S piki, U¢ basamakli bu yeni metotta 3. pik olarak tespit edilmigtir.
Zaten iki basamakli gradient eliusyon yonteminin 2. basamagindaki elisyon
tamponu tuz konsantrasyonu ile u¢ basamakli gradient elisyon yonteminin 3.
basamagindaki elisyon tamponu tuz konsantrasyonu aynidir. Yani ayni
kolondan ayni elisyon konsantrasyonunda yine ayni proteinler ¢ikacaktir. Yeni

metotta daha hassas bir ayrim s6z konusudur.
4.2.3. ELISA analiz sonuglarinin degerlendirmesi

Cizelge 4.2.’de ELISA analiz sonuglarina bakildiginda ¢ok farkl degerler ile
karsilagilmaktadir. 1. pik OD (optik yogunluk) degeri 2. pikten daha ylksek
bulunmustur. Hatta bazi 2. pik degerlerinde, Ozellikle nlkleaz enzimli

deneylerde, negatif sonuglar goéralmustar. Bunun nedenin (Bolim 2.2.1.’de
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bahsedildigi Uzere) ELISA analizinin yalnizca 146 S partikilune degil virus
kapsit proteinlerine de (VP1, VP2, VP3) pozitif sonug vermesi oldugu
dusundlmektedir. Sap Enstitlisi uzmanlari ile yapilan degerlendirmede de ayni
sekilde dustince hakim olup PCR testinin ELISA’ ya gére ¢ok daha guvenilir ve

yeni teknoloji oldugu vurgulanmigtir.

PCR ve ELISA analiz sonuglarinin timd degerlendirildiginde 146 S partiktline
ait pikin basamakli gradient elisyon agsamasinin son basamaginda ¢ikan 2. pik

oldugu kanaatine variimigtir.
4.2.4. Sukroz Gradient (146 S testi) analizleri

Sukroz Gradient yontemi ile 146 S partikul tayini testi Sap Enstitist Kontrol
Laboratuvarinda yapilmistir. PCR ve ELISA testlerinde oldugu gibi toplanan
pikler (1. pik ve 2. pikler) bu teste tabi tutulmustur. Genel olarak negatif sonuclar
elde edilmistir. Sadece birkag testte 2. pik fraksiyonunun sonucu ¢ok dusuk
olarak okunabilmistir. 4004 kodlu deneyin 2. pik dederi 0,03 pg/mL olarak
okunmustur. Negatif sonucglarin nedeni deney esnasinda toplanan numunelerin
oldukga seyreltik olmasina baglanabilir. Clinkl kolona tutunan 146 S partikdlleri
elisyon tamponu ile birlikte seyreltik bir sekilde toplanmaktadir. Bu nedenle
sukroz gradient testinin hassasiyet araliginin altinda bulunan antijen degerleri

okunamamaktadir.

Calisma esnasinda sukroz gradient testi sadece toplanan pikler i¢in yapiimamig
olup, zaman zaman calisilan numuneler de teste tabi tutulmustur. Bu sonuglar

ozellikle ileride bahsedilecek olan pik alanlari karsilagtirmalarinda kullaniimistir.
4.2.5. CFT analizleri

Komplement fiksasyon testleri (CFT) Sap Enstitistu Seroloji Laboratuvarinda
yapiimistir. Calismalardan toplanan pik numuneleri CFT testine tabi tutulmus,
negatif sonuclar (anti komplement) elde edilmistir. Bunun nedeni Sap Enstitlsu
uzmanlari ile birlikte degerlendiriimis olup testin kendisinden kaynaklanan
nedenler olabilecegi vurgulanmistir. Cogu zaman pozitif oldugu bilinen
numunelerin anti komplement sonug¢ verebildigi belirtiimigtir. Testle ilgili
olumsuzluklar nedeni ile ¢alismanin ilerleyen asamasinda toplanan pikler bu

teste tabi tutulmamistir.
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4.3. Tespit Edilen 146 S Pikinden Miktar Tayini

Calismanin bundan onceki asamasinda 146 S partikiline ait pik belirlenmis
olup bu asamada piklerin alanlarindan 146 S partikili miktarinin belirlenmesi

caligmalari yapilmistir.
4.3.1. Kromatografi deney sonucglarindan 146-S piki alanin hesaplanmasi

Deneylerden elde edilen kromatogramlarin pik analizleri Unicorn Manager 5.11
(GE, Healtcare, AKTA FPLC) programinin pik analiz modulu ile yapilmistir. Bu
moddl ile piklerin taban noktalari belirlendikten sonra otomatik olarak istenilen

pikin alanlari hesaplanmistir (Sekil 4.16., Cizelge 4.3.).
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Sekil 4.16. HiTrap 5 mL kolonu, O tipi antijen, 8041 kodlu deney sonucu.

Cizelge 4.3. Sekil 4.16.” da gosterilen kromatogramin pik analiz ¢iktilari.

Pik tepe noktasi | Pik Alani Pik Siddeti
(Retention) (mL) (mAU.mL) ( mAU)
11,37(1.Pik) 134,69 71,52
21,30 (2.Pik) 14,22 11,80
27,13 (3.Pik) 25,30 21,33
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Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.'de sirasiyla Sekil 4.16. ve Sekil 4.17°de gosterilen
kromatogramlarin analiz sonuglari gorulmektedir. Bu iki kromatogram
arasindaki fark (Sekil 4.16. ve Sekil 4.17.) metot farkidir. Sekil 4.16.’da Ug¢
basamakli gradient metodu, Sekil 4.17.’de ise iki basamakli gradient metodu
kullanilmistir. Ug basamakl gadient metotu ile yapilan deneylerde 3 adet pikin
(1.pik, 2.pik, 3.pik) alan hesabi yapilmisg, iki basamakli gradient metodunda ise
2 adet pikin (1.pik, 2.pik) alan hesabi yapilmistir.
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Sekil 4.17. HiTrap 5 mL kolonu, A tipi antijen, 4005 kodlu deney sonucu.

Cizelge 4.4. Sekil 4.16.da gosterilen kromatogramin pik analiz ¢iktilari

Pik tepe noktasi | Pik Alani Pik Siddeti
(Retention) (ml) (mAU.mL) (mAU)
10,71 (1.Pik) 238,30 99,81
21,12 (2. Pik) 96,79 69,64

Yukaridaki bu oOrneklerde oldugu gibi ¢alismada yapilan tim deneylere ait
kromatogramlarin pik alanlar hesaplanmistir. Pik alanlarinin hesaplanmasi
calismalarinda sadece HiTrap Q XL 5 mL kolonu ile yapilan deneyler

kullaniimistir. Calismalarda iki basamakh gradient metodu deneyleri ile Ug¢
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basamakli gradient metodu deneyleri ayri ayri degerlendirilmistir (Cizelge 4.5.
ve Cizelge 4.6.). Metot belirleme igin yapilan deneyler igin alan hesabi
yapiimamistir.

Cizelge 4.5. iki basamakl gradient metodu deneyleri pik alanlari

Den. | Deney Antijen 146-S | Top. Pro. | 1.Pik Alani | 2.Pik Alani
No | Kodu Serisi (ug/mL)| (ug/mL) | ( MAU.mL) | ( mAU.mL) Aciklama
15 4001 |PEGO-12/05( 17,6 5.098 127,42 177,64 |O Tipi HiTrap Deneyi
16 4002 |PEGO-12/05| 17,6 5.098 58,80 140,46 |O Tipi HiTrap Deneyi
17 4003 | PEGA-12/03| 14,16 3.419 68,04 221,01 |A Tipi HiTrap Deneyi
18 4004 | PEGA-12/03 | 14,16 3.419 74,47 237,73 |A Tipi HiTrap Deneyi
19 4005 | PEGA-12/03| 14,16 3.419 96,79 238,30 |A Tipi HiTrap Deneyi
20 4007 | PEGA-12/03| 14,16 3.419 69,59 278,04 |A Tipi HiTrap Deneyi
21 4008 | PEGA-12/03| 14,16 3.419 71,40 268,91 |A Tipi HiTrap Deneyi
22 4009 |[PEGO-12/05| 17,6 5.098 50,32 130,95 |O Tipi HiTrap Deneyi
29 4022 | PEGA-12/03| 3,9 3.419 18,35 88,46  |A tipi Nikleaz Yok
30 4023 |PEGO-12/05| 12 5.098 21,85 155,44 |0 tipi Niikleaz Yok
31 4024 |PEGO-12/06| 9,6 5.098 18,43 137,13 |0 tipi Niikleaz Var
32 4025 |PEGO-12/07| 9,6 5.098 16,63 146,14 |0 tipi Niikleaz Var
33 4026 | PEGA-12/03| 3,1 3.419 14,86 74,36  |A tipi Nikleaz Var
34 4027 | PEGA-12/03| 3,1 3.419 12,16 61,06 |A tipi Nikleaz Var
35 4028 | PEGA-12/03| 3,1 3.419 11,12 71,71  |A tipi Nikleaz Var
36 4029 | PEGA-12/03| 3,1 3.419 12,63 84,38 |A tipi Nikleaz Var
37 4030 |PEGO-12/06| 9,6 5.098 13,52 144,97 |0 tipi Niikleaz Var
38 4031 |PEGO-12/07| 9,6 5.098 14,79 159,69 |O tipi Niikleaz Var
39 4032 0O (146 S) 12 - 8,06 24,87 |0 146 S Norm. Fraks.
40 4033 O (146 S) 9,6 - 7,37 7,58 0 146 S Nucl. Fraks.
41 4034 A (146 S) 3,9 - 7,53 20,49 |A 146 S Norm. Fraks.
42 4035 A (146 S) 3,1 - 7,27 20,12 |A 146 S Nucl. Fraks.
43 4036 | PEGA-12/03 3,1 3.419 20,20 65,94  |A tipi Nikleaz Var
44 4037 | PEGA-12/03| 3,1 3.419 11,19 74,81  |A tipi Nikleaz Var
45 4038 |PEGO-12/06| 9,6 5.098 12,78 155,31 |O tipi Niikleaz Var
46 4039 |PEGO-12/07| 9,6 5.098 13,05 154,58 |0 tipi Niikleaz Var
47 4040 | PEGA-12/03| 3,9 3.419 10,69 85,84  |A tipi Nikleaz Yok
48 4041 |PEGO-12/05| 12 5.098 20,25 183,06 |O tipi Niikleaz Yok

iki basamakl gradient metodu deneyleri icin alan hesap sonuglari Cizelge 4.5.
de verilmigtir. Bu deneylerde elde edilen kromatogramlardan iki pikin alan
hesabi yapilmistir. Bu piklerden yukarida anlatildigi Gzere 2. pik 146 S antijenini
iceren pik olarak belirlenmisti. Cizelge kabaca incelendiginde A tipi ve O tipi 2.
pik alanlarinin farkh buyikliklerde oldugu goérilmektedir. Ornek olarak 17
numarali 4003 kodlu, A tipi, 146 S antijen degeri 14,16 ug/mL olan deneyde 2.
pik degeri 221,01 mAU.mL iken,daha ylksek 146 S antijen miktarina sahip
(17,6 pg/mL) 16 numarali, 4002 kodlu deneyin alani 140,46 mAU.mL olmustur.
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Cizelge 4.6. Ug basamakli gradient metodu deneyleri pik alanlari

Den.| Deney Antijen 146-S |Top. Pro.|Seyreltme | 1.Pik Alan1 | 2.Pik Alani | 3.Pik Alani

No | Kodu Serisi (ug/mL)| (ug/mL) | Orani (%) | (MAU.mL) [ (mAU.mL) | (mAU.mL) Aciklama

49 | 5003 [PEGO-13/06 | 24,60 8.335 100 202,66 43,66 47,71 |3 mL/dk akis hizi (metot 5)

50 | 4047 |PEGO-13/06 | 24,60 8.335 100 184,49 36,74 47,83 Farkl Konsantrasyon Deneyleri

51 | 4048 |[PEGA-13/07 | 17,45 9.144 100 142,73 2,76 18,75 Farkli Konsantrasyon Deneyleri

52 | 4049 |PEGA-13/07 | 8,72 - 50 91,38 1,58 12,62  |Farkli Konsantrasyon Deneyleri

53 | 4050 [PEGA-13/07 4,36 - 25 52,70 0,76 7,16 Farkl Konsantrasyon Deneyleri

55 | 5005 |PEGO-13/05| 13,33 5.640 100 110,81 0,00 25,90  [Farkli seriye ait numuneler

56 | 5006 |SOV24 (0) 11,62 | 14.213 100 297,66 0,00 107,94  |Farkh seriye ait numuneler

57 | 4051 |SOV24 (O) 11,62 | 14.213 100 307,69 0,00 115,60 |Farkh seri num. (metot 4 ile)

58 | 6001 |PEGO-13/06 | 24,60 8.335 100 205,61 39,22 39,89  [Farkli seri num. (3 basamak Metot 6)
59 | 7001 |PEGO-13/06 | 24,60 8.335 100 202,49 37,44 42,47  |Farkh seri num. (3 basamak Metot 7)
60 | 7002 |SOV24 (O) 11,62 14.213 100 310,25 8,73 63,83 Farkli seri num. (3 basamak Metot 7)
61 | 5007 |SOV24 (0) 11,62 14.213 100 313,66 0,00 114,22  |Farkh seri num. (metot 5, fraks. top.)
62 | 7003 |PEGO-13/06 | 24,60 8.335 100 152,80 78,43 41,08 (metot 7, yeni kolon, farksiyon Top.)
63 | 7004 |PEGO-13/07 | 74,54 | 23.948 100 276,66 53,25 57,63 Farkli seri num. (metot 7, yeni kolon)
64 | 7005 |SOV24 (0) 11,62 14.213 100 326,56 29,73 61,01 Farkli seri num. (metot 7, yeni kolon)
65 | 8001 |SOV24 (0) 11,62 | 14.213 100 326,16 22,86 57,25  [Fark. s. num. (metot 8 Akis H.=5mL/dk)
66 | 8002 |PEGO-13/07 | 74,54 23.948 100 364,98 51,23 79,71 Farkl seri num. (metot 8)

67 | 8003 |PEGO-13/06 | 24,60 8.335 100 226,14 44,39 55,20  [Farkli seri num. (metot 8)

68 | 8004 |[PEGO-13/06 | 24,60 8.335 100 198,58 38,82 40,41  |Farkl seri num. (metot 8 , eski kolon)
69 | 8005 |PEGA-13/07 | 17,45 9.144 100 159,69 4,14 18,91  |Farkli seri num. (metot 8, A tipi)

70 | 8006 |PEGO-13/06 | 24,60 8.335 100 175,08 32,00 73,15  [Farkli Kons. Den. (met. 8, Eski Kolon)
71 | 8007 |PEGO-13/06 | 12,30 - 50 99,75 20,07 29,57  [Farkli Kons. Den. ( O Tipi)

72 | 8008 |PEGO-13/06| 6,15 - 25 60,40 11,31 15,47  |Farkli Kons. Den. ( O Tipi)

73 | 8009 |PEGO-13/06| 6,15 - 25 60,44 9,11 13,41  |Farkli Kons. Den. ( O Tipi)

74 | 8010 |PEGO-13/06 | 3,08 - 12,5 32,51 6,07 6,02 Farkli Kons. Den. ( O Tipi)

75 | 8011 |PEGO-13/06 | 18,45 - 75 107,23 26,00 19,13  |Farkli Kons. Den. ( O Tipi)

76 | 8012 |PEGO-13/06 | 18,45 - 75 127,14 29,00 26,48  [Farkli Kons. Den. ( O Tipi)

77 | 8013 |PEGO-13/06 | 24,60 8.335 100 178,65 42,59 39,15  [Farkli Kons. Den. ( O Tipi)

78 | 8014 |PEGO-13/06 | 12,30 - 50 124,80 28,77 28,06  [Farkli Kons. Den. ( O Tipi)

79 | 8015 [PEGA-13/07 | 17,45 9.144 100 139,82 5,11 15,91 Farkli Kons. Den. (met. 8, Eski Kolon)
80 | 8016 |PEGA-13/07 | 17,45 9.144 100 153,40 4,50 16,23 |Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)

81 | 8017 |PEGA-13/07 | 8,72 - 50 98,31 2,96 11,91  |Farkl. Kons. Den. ( A Tipi)

82 | 8018 |[PEGA-13/07 | 4,36 - 25 60,49 1,68 6,17 Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)

83 | 8019 |PEGA-13/07 | 2,18 - 12,5 32,54 0,26 4,25 Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)

84 | 8020 |PEGA-13/07 | 13,08 - 75 114,48 3,16 12,07  |Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)

85 | 8021 |PEGA-13/07 | 13,08 - 75 118,32 2,58 12,89  |Farkli. Kons. Den. ( A Tipi)

86 | 8022 |PEGA-13/07 | 8,72 - 50 100,47 2,54 11,21  |Farkl. Kons. Den. ( A Tipi)

87 | 8023 |SOV24 (0) 11,62 14.213 100 281,56 21,73 54,46 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
88 | 8024 |SOV24 (0) 5,81 - 50 191,71 16,74 37,61 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
89 | 8025 |SOV24 (0) 2,91 - 25 129,56 11,11 26,55 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
90 | 8026 |SOV24 (0) 1,45 - 12,5 83,15 8,06 16,07 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
91 | 8027 |SOV24 (0) 1,45 - 12,5 61,71 6,56 11,81 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
92 | 8028 |SOV24 (0) 5,81 - 50 149,83 11,61 29,10 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
93 | 8029 |SOV24 (0) 8,72 - 75 230,25 17,84 44,15 Farkli. Kons. Den. ( O Tipi konsantre)
94 | 8030 [PEGO-13/05| 3,33 - 25 60,48 5,28 17,51 Farkl Kons. Den. (met. 8, Eski Kolon)
95 | 8031 |PEGO-13/05| 1,67 - 12,5 40,75 3,97 4,56 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
96 | 8032 |PEGO-13/05| 1,67 - 12,5 33,28 4,32 2,40 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
97 | 8033 [PEGO-13/05| 3,33 - 25 37,57 5,38 4,33 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
98 | 8034 [PEGO-13/05| 6,66 - 50 64,47 10,03 5,06 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
99 | 8035 |[PEGO-13/05| 10,00 - 75 90,53 16,31 7,39 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
100 [ 8036 [PEGO-13/05| 13,33 5640 100 106,16 21,40 9,73 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
101 [ 8037 [PEGO-13/05| 13,33 5640 100 110,38 23,42 10,06  |Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
102 | 8038 |PEGO-13/05| 10,00 - 75 74,29 16,26 7,11 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
103 [ 8039 [PEGO-13/07 | 74,54 | 23.948 100 308,23 41,38 61,36  [Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
104 | 8040 |PEGO-13/07 | 37,27 - 50 240,82 29,09 47,33 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
105 | 8041 |PEGO-13/07 | 18,64 - 25 134,69 14,22 25,30 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
106 | 8042 |PEGO-13/07 | 9,32 - 12,5 86,29 8,95 14,95 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
107 | 8043 |PEGO-13/07 | 55,91 - 75 293,30 34,08 58,43 Farkli. Kons. D. (O Tipi Fark. seri num.)
109 [ 9001 [PEGO-13/07 | 74,54 | 23.948 100 1968,48 170,41 382,81 |Enjek. H: 0,5 mL, (O, metot 9, fraks.)
111 [ 9003 [PEGA-13/07 | 17,45 9144 100 678,73 16,79 102,03 |Enjek. H: 0,5 mL, (A, metot 9, fraks.)

Cizelge 4.6.da alanlan hesaplanan piklerden 3. pik 146 S antijenini iceren pik
olarak belirlenmisti. ilerleyen asamalarda 146 S testi ile yapilacak

karsilastirmalarda 3. pik alani kullanilacaktir.
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4.3.2. Sukroz Gradient yontemi sonuglar ile hesaplanan pik alanlarinin

regresyon analizi ile degerlendirilmesi

Bu asamada Sap Enstitisunde yapilan sukroz gradient yontemi yani 146 S testi
ile yapilan 146 S antijen miktari sonuglari ile ayni numunenin kromatografi
yontemi ile ayrilan pik alani kargilagtirimistir. Bu asamada U¢ basamakli
gradient metodu ile yapilan deney sonugclari kullaniimistir. Kargilagtirma iglemi
ve regresyon analizi Microsoft Excel programinin grafik ekleme modulu ile
yapilmistir. Farkli numunelerin 146 S testi de@erleri ile 3. pik alaninin degerleri
kargilastiriimistir. A tipi antijen ile O tipi antijen deney sonugclari ayri ayri

degerlendirilmigtir.
O tipi antijen deney sonuglarinin degerlendirilmesi

Cizelge 4.7.’de O tipi antijen icin kullanilan veriler yer almaktadir. Bu veriler
secilirken farkli seri O tipi antijenleri olmasina dikkat edilmis ve farkli 146 S
degerine sahip olan numune deneylerinin sonuglari segilmistir. Grafik gizimine
uygun olmasi igin cizelgede veriler kiigikten buyuge dizilmistir. Sekil 4.17.’de

Cizelge 4.7.’deki verilerin grafigi ve regresyon analiz sonuglari bulunmaktadir.

Cizelge 4.7. O tipi antijen numunesi deneyleri grafik verileri

N Numune
Den. | Deney Antl.Je.n (hacimce) X ekseni Y ekseni

No | Kodu seris! (%) 3.Pik Alani (mAU.mL) | 146-S (ng/mL)
96 8032 | PEGO-13/05 12,5 2,40 1,67
97 8033 | PEGO-13/05 25 4,33 3,33
73 8009 | PEGO-13/06 25 13,41 6,15
106 | 8042 | PEGO-13/07 12,5 14,95 9,32
76 8012 | PEGO-13/06 75 26,48 18,45
77 8013 | PEGO-13/06 100 39,15 24,60
104 | 8040 | PEGO-13/07 50 47,33 37,27
107 | 8043 | PEGO-13/07 75 58,43 55,91
66 8002 | PEGO-13/07 100 79,71 74,54
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146 S 146 S (O tipi
Jo]]
(hg/mL) (O tipi)
90,00
80,00
/ 74,54 y=0,9537x-4,6334
70,00 / : R?=0,9714
60,00
ﬂ/«/ﬁlﬁl y = 0,0052x2 + 0,551x - 0,3305
50,00 R2=0,9864
40,00 A 3727
30,00 = O tipi
20,00 A4 e Dogrusal (O tipi)
10,00 32 Polinom. (O tipi)
445615
0,00 G = T T T T 1
1,67 3. pik alani
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
-10,00 (mAU.mL)

Sekil 4.18. O tipi antijen igin 3. pik alani, ile 146 S degeri grafigi ve regresyon

analiz sonucu.

Sekil 4.18.’de gorildugu tzere veriler karsilastirlmasinda oldukga duizgln ve

anlamli bir sonug elde edilmistir. Regresyon analizine gére R? degeri, dogrusal

denklem ile degerlendirildiginde 0,9714, 2. dereceden fonksiyon (polinom) ile
degerlendirildiginde ise 0,9864 olmaktadir. Elde edilen bu R? degerleri oldukca

ideal ve guivenli deg@erlerdir.
A tipi antijen deney sonuglarinin degerlendirilmesi

Cizelge 4.8.’de A tipi antijen icin kullanilan veriler yer almaktadir. A tipi antijen
deneylerinin degerlendirmesinde tek bir seri A tipi antijeni ile galisildigindan
(PEGA-13/07) yalnizca o seriye ait veriler kullaniimigtir. Bu seriye ait farkli 146 S
degerindeki numune deneylerinin sonuglari secilmistir. Sekil 4.19.da Cizelge

4.8.’deki verilerin grafigi ve regresyon analiz sonuglari bulunmaktadir.
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Cizelge 4.8. A tipi antijen numunesi deneyleri grafik verileri

3 Numune
Antijen _ ) .
Den. | Deney Serisi (hacimce) X ekseni Y ekseni
erisi
No | Kodu (%) 3.Pik Alani (mAU.mL) | 146-S (ng/mL)
83 | 8019 |PEGA-13/07 12,5 4,25 2,18
82 | 8018 |PEGA-13/07 25 6,17 4,36
86 | 8022 |PEGA-13/07 50 11,21 8,72
85 | 8021 |PEGA-13/07 75 12,89 13,08
51 | 4048 |PEGA-13/07 100 18,75 17,45
69 | 8005 |PEGA-13/07 100 18,91 17,45
146 S -
(ug/mL) 146 S (A tipi)
20,00
18.00 y =1,0531x - 2,1298

600 17,45 R?=0,9823
: //—1-—7—4 5
14,00 =

f/ 083 y =-0,0106x2 + 1,306x - 3,3027
12,00 7 R = 0,984

10,00 A
5,00 g A 872
6,00 / —&— A tipi

4,00 / 43 Dogrusal (A tipi)
218
2,00 Z7+0 Polinom. (A tipi)
0,00 T T T 1 3. pik alani
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 (mAU.mL)

Sekil 4.19. A tipi antijen icin 3. pik alani, ile 146 S degeri grafidi ve regresyon

analiz sonucu.

O tipi antijen degerlendirmelerinde oldugu gibi A tipi igin de Sekil 4.19.'da
goéruldugu gibi oldukga duzgin ve anlamli bir sonug¢ elde edilmistir. A tipi icin
regresyon analizine gére R? degeri, dogrusal denklem ile degerlendirildiginde
0,9823, 2. dereceden fonksiyon (polinom) ile degerlendirildiginde ise 0,984
olmaktadir. A tipi antijen i¢in bu asamada yapilan ¢alismada tek bir serinin farkl
derisimdeki numune sonuglari degerlendirildiginden daha yuksek R?
sonuclarina ulasilimistir. Elde edilen bu R? degerleri oldukca ideal ve giivenli

degerlerdir.
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4.3.3. Pik alanindan 146 S antijeni miktari hesaplanmasi

Bir onceki calismada 3. pik alani (x) ile 146 S degeri (y) verilerine gore grafik
cizilmistir. Bu grafikte olusan egrinin egim denklemi Microsoft Excel programi
aracihigi ile hem dogrusal olarak hem de 2. derece fonksiyon olarak
hesaplanmigtir. Bu denklem ile ‘X’ dediskeni yerine deney sonucu elde edilen
kromatogramin 3. pik alani miktari

degeri koyularak 146 S antijeni

hesaplanabilir. Bodylece gelistirilen bu kromatografik test metodu ile 146 S
antijen miktari bulunabilir. Cizelge 4.9. ve Cizelge 4.10.’da O tipi ve A tipi igin 3.
pik alanina gore 146 S degeri ayri ayri hesaplanmis ve gergcek 146 S degeri ile

kargilastiriimistir.

Cizelge 4.9. O tipi antijen icin hesaplanan 146 S degerleri

Den. | Deney Antijen 3.Pik Alani | Hesaplanan | Gergek 146-S
No | Kodu Serisi (mAU.mL) | 146-S (ug/mL) (ug/mL)
96 8032 |PEGO0-13/05 2,40 1,02 1,67
97 8033 |PEGO0-13/05 4,33 2,16 3,33
73 | 8009 |PEGO-13/06 13,41 7,99 6,15
106 | 8042 |PEGO-13/07 14,95 9,07 9,32
76 8012 |PEGO-13/06 26,48 17,91 18,45
77 8013 |PEGO-13/06 39,15 29,21 24,60
104 | 8040 |PEGO-13/07 47,33 37,40 37,27
107 | 8043 |PEGO-13/07 58,43 49,61 55,91
66 8002 |PEGO-13/07 79,71 76,63 74,54

Cizelge 4.10. A tipi antijen icin hesaplanan 146 S degerleri

Den. | Deney Antijen 3.Pik Alan1 | Hesaplanan Gergek 146-S
No | Kodu Serisi (mAU.mL) | 146-S (ng/mL) (ng/mL)
83 | 8019 |PEGA-13/07 4,25 2,05 2,18
82 | 8018 |PEGA-13/07 6,17 4,36 4,36
86 | 8022 |PEGA-13/07 11,21 10,00 8,72
85 | 8021 |PEGA-13/07 12,89 11,77 13,08
51 4048 |PEGA-13/07 18,75 17,46 17,45
69 | 8005 |PEGA-13/07 18,91 17,60 17,45

83




Cizelge 4.9.”da O tipi antijen miktarinin hesabi icin kullanilan denklem, R?
degeri yuksek oldugundan ve dusuk miktarlarda diger denkleme goére daha
hassas oldugundan 2. derece fonksiyon (polinom) denklemi olarak
belirlenmistir. Gelistiriimis olan testin 3. pik — 146 S miktari ¢evrimi igin bu
denklemin kullanilmasi kararlagtirilmigtir. Goruldugu gibi gercek degerlere

oldukga yakin sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.10.’da A tipi antijen miktari hesabi icin de R? degeri yiiksek
oldugundan ve disuk 146 S miktarlarinda daha hassas oldugundan 2. derece
fonksiyon (polinom) denklemi kullaniimistir. Bu yontem ile A tipi antijen miktar

hesabinin gercek 146 S miktarina daha yakin degerler verdigi gorulmektedir.

4.4. Elde Edilen Yeni Kromatografik Test Yonteminin Dogrusalliginin

Degerlendirilmesi

Geligtirilen kromatografik test yonteminin dogrusalligini degerlendirmek igin
farkh antijen numuneleri ile farkli derisimlerde c¢alisimis ve elde edilen
kromatogramlardan 3. pik alani hesaplanmistir. Deney sonuglari yine Microsoft

Excel programi kullanarak regresyon analizi ile degerlendirilmistir.

4.4.1. Farkh antijen derisimlerinde yapilan deneylerin regresyon analiz

sonuglari

Farkli derisim deneyleri icin %100, %75, %50, %25 ve %125 antijen
derigsimlerinde numuneler hazirlanmigtir. Bu numuneler HiTrap Q XL 5 mL
kolonu ve U¢ basamakli gradient metot kullanilarak yurutilmustar. Elde edilen
kromatogramdan 3. pik alani hesaplanmis ve 146 S degeri ile olusturdugu
grafigin dogrusalidi incelenmistir. Asagidaki cizelgelerde (Cizelge 4.11.,
Cizelge 4.12., Cizelge 4.13. ve Cizelge 4.14.) ve grafiklerde (Sekil 4.20., Sekil
4.21., Sekil 4.22. ve Sekil 4.23) farkh antijen tipleri (A tipi ve O tipi) ve serilerin

degerlendirme sonuglari gorulmektedir.
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Cizelge 4.11. A tipi antijen numunesi i¢in farkli derisim deneyleri grafik verileri

N Numune
Antijen ] ] )
Den. | Deney Serisi (hacimce) X ekseni Y ekseni
erisi

No | Kodu (%) 3.Pik Alani (mAU.mL) | 146-S (pg/mL)
69 |8005 |PEGA-13/07 100 18,91 17,45
85 8021 |PEGA-13/07 75 12,89 13,08
86 |8022 |PEGA-13/07 50 11,21 8,72
82 |8018 |PEGA-13/07 25 6,17 4,36
83 |8019 |PEGA-13/07 12,5 4,25 2,18

146 S . . . .

(ug/mL) 146 S (A tipi farkh derisim)
20,00
18,00 17,45 R?=0,9761
16,00
14,00
12,00

== A tipi farkl derisim

il
4

10,00
8,00 ,‘ 8,72

Dogrusal (A tipi farkli

6,00 / derisim)

4,00 /45

2,00 2,18

0,00 T T T ) 3. pik alani
0,00 5,00 10,00 15,00 2000 (MAU.mL)

Sekil 4.20. A tipi antijen farkli derigimler igin 3. pik alani, ile 146 S degeri grafigi

ve regresyon analiz sonucu.

A tipi antijen icin yapilan deney sonuglarinin regresyon analizi Sekil 4.20.’de
verilmistir. Goriildigi gibi dogrusalligi oldukca yilksektir. R? degeri Microsoft
Excel programi tarafindan 0,9761 olarak hesaplanmigtir. Bu degerin oldukca

yuksek guvenilirlikte bir deger oldugu kanaatine variimistir.

Sekil 4.21’de O tipi
gOrulmektedir.

antijenin  farkli derisimlerdeki deney sonugclari
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Cizelge 4.12. O tipi antijen numunesi farkli derisim deneyleri grafik verileri

3 Numune
Antijen
Den. | Deney Serisi (hacimce) X ekseni Y ekseni
erisi
No | Kodu (%) 3.Pik Alani (mAU.mL) | 146-S (pg/mL)
66 |8002 |PEGO-13/07 100 79,71 74,54
107 (8043 |PEGO-13/07 75 58,43 55,91
104 (8040 |PEGO-13/07 50 47,33 37,27
105 (8041 |PEGO-13/07 25 25,30 18,64
106 (8042 |PEGO-13/07 12,5 14,95 9,32
146 S s e
(ug/mL) 146 S (Otipi farkl derisim)
80,00
74,54
70,00 //
60,00 R? =0,9901
ﬁS,Ql
50,00
/ == 146 S (Otipi farkl derisim)
40,00
/ 37,27 srusal (146 S (Otipi
—— Dogrusa ipi
30,00 farkli derisim))
20,00 18,64
10,00 9.32
0,00 T T T T ) 3. pik alani
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 (MAU.ML)

Sekil 4.21. O tipi antijen farkli derisimler i¢in 3. pik alani, ile 146 S degeri grafigi

ve regresyon analiz sonucu.

Cizelge 4.12.deki verilerin Microsoft Excel programi ile grafige dontisumua ve
regresyon analizi Sekil 4.21.de gorllmektedir. O tipi antijen icin yapilan bu
calisma sonucunda A tipi antijen calismasina gore daha yuksek bir dogrusallik

izlenmektedir. Regresyon analizi sonucu elde edilen R? degeri (0,9901) oldukca
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yuksektir. Bu calismadan da goéruldugu gibi gelistirilen test metodu oldukga

guvenilirdir.

Asagida farkli seri O tipi antijen igin farkli derisim deneylerine ait sonuglari

iceren gizelge ve sekiller bulunmaktadir.

Cizelge 4.13. O tipi farkli seri antijen numunesi farkli derisim deneyleri grafik

verileri
Numune
Antijen _ ) _
Den. | Deney Serisi (hacimce) X ekseni Y ekseni
erisi

No | Kodu (%) 3.Pik Alani (mAU.mL) | 146-S (ng/mL)
77 8013 |PEGO-13/06 100 39,15 24,60

76 8012 |PEGO-13/06 75 26,48 18,45

73 |8009 |PEGO-13/06 25 13,41 6,15

74 8010 |PEGO-13/06 12,5 6,02 3,08

146 S . .

(vaimL) 146 S (O tipi)

30,00

. / R=09795

20,00 /

15,00 / —f—146 S (O tipi)
10,00

/ ——Dogrusal (146 S (O

>/00 v tipi)

0,00 T T T T 1 .
3. pik alani
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 (mAU.mL)

Sekil 4.22. O tipi farkh seri antijen (PEGO-13/06) farkl derigimler igin 3. pik

alani, ile 146 S degeri grafigi ve regresyon analiz sonucu.
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Cizelge 4.14. O tipi farkh konsantre antijen numunesi farkl derisim deneyleri

grafik verileri.

3 Numune
Antijen ] ] )
Den. | Deney Serisi (hacimce) X ekseni Y ekseni
erisi
No | Kodu (%) 3.Pik Alani (mAU.mL) | 146-S (ng/mL)
87 |8023 |SOV24 (0) 100 54,46 11,62
93 |[8029 |[SOV24 (0) 75 44,15 8,72
92 8028 |[SOV24 (0O) 50 29,10 5,81
91 8027 |[SOV24(0O) 12,5 11,81 1,45
146 S . .
(ug/mL) 146 S (O tipi)
14,00
12,00 11,62
/ R2 = 0,9962
10,00
8,72
8,00
—@=—146 S (O tipi
6,00 5,81 ( tlpl)
4,00 / —— Dogrusal (146 S (O
tipi)
2,00 1,45
0,00 ! ! ! ! ! ' 3. pik alani
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 (mMAU.mL)

Sekil 4.23. O tipi farkli seri antijen (SOV24) farkl derigimler i¢in 3. Pik alani, ile

146 S degeri grafigi ve regresyon analiz sonucu.

Sekil 4.22. ve Sekil 4.23.’de gosterilen sonuglara bakildiginda da oldukga iyi
neticeler elde edilmistir. Hesaplanan R? degerleri yiiksektir. Cizelge 4.13.’de
%50 derisimdeki antijen deneyi sonucu ile Cizelge 4.14. de %25 derisimdeki

antijen deneyi sonucu anlamsiz oldugundan kullaniimamistir.
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4.5. Elde Edilen Sonuclarin Tartigiimasi

Sonug olarak ¢alismayi kisaca ozetlersek;
e Q Sepharose XL materyali 146 S antijeninin ayiriimasi igin uygun bir
materyaldir.
e FPLC cihazi ile bu ayirnm basaril bir sekilde yapilabilmektedir ve FPLC
cihazi gelistirilen test yontemi igin uygun bir cihazdir.
e HiTrap Q XL 5 mL (GE Healtcare) kolonu ile hizli ve verimli bir sekilde
ayirnm yapildigindan test yontemi igin uygun bir kolondur.

e Asagida belirtilen deney kosullar test yontemi icin en uygun kosullardir.

- Kolon :HiTrap Q XL 5 mL

- Akis Hizi : 5 mL /dk

- Numune Hacmi : 100 pL

- A Tamponu : 20 mM Tris-HCI, pH :7,50

- B Tamponu : 20 mM Tris-HCI + 1 M NaCl, pH:7,50
- Gradient : Basamakli Gradient

- Dedektor - UV(254 nm)

e Basamakl gradient elisyon metodu ile 146 S antijeni oldukg¢a saf bir
sekilde ayrilmaktadir.

e Basamakl gradient elisyon ile elde edilen kromatogramdaki 3.
basamakta kazanilan 3. pik 146 S partikiltne ait piktir.

e Nukleaz enzimi muamelesinin 146 S pik alanini etkilemedigi goralmuagtur.

e Kromatogramlardan elde edilen 3. pik alanlar ile Enstitude Ol¢ilen 146 S
miktarlar grafiksel olarak karsilastirildiginda oldukca dogrusal ve R?
degeri yuksek yaklagimlar elde edilmigtir.

o Geligtirilen test yontemi ile 146 S antijen miktari halen Sap Enstitist’nde

kullaniimakta olan testten daha hizl ve hatasiz olarak o&lgulmektedir.

Elde edilen sonuglar literatirde bulunan benzer c¢alismalar ile
kargilastirildiginda literatirde inaktif sap virisu ile FPLC cihazinda iyon degisim
yontemi ve Q Sepharose XL kolonlari ile ¢aligilmadigi gérilmustir. Ozdural ve
arkadaslarinin HiPrep Q XL 16/10 kolonu cgalistiklari gértlmastir [52]. Ancak
calisma HPLC cihazinda vyapiimis ve konakg¢l hicre DNA’sini tespit

amaclanmistir. Numune olarak da bitmis Grdn, yani antijen-adjuvant karisimi asi
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kullaniimistir. HPLC ile yapilan deneylerin kromatogamlari ile g¢alismada elde
edilen kromatogramlar karsilagtirildiginda benzerliginin olmadigr goruimustar.
Bunun nedeninin, farkli cihazlarda galisiimis olmasi ve galisilan numunelerin bir

¢alismada ara urun, digerinde bitmis Urun olmasi olarak degerlendirilmigtir.

Benzer diger bir calismada Spitteler ve arkadaslari 146 S antijen miktarini
FPLC cihazi kullanarak jel filtrasyon (size exclusion) kromatografisi yontemi ile
tespit etmeye calismislar ve konakg¢i hicre DNA’sinin olumsuz etkisini bertaraf
etmek igin nlUkleaz enzimi kullanmiglardir [4]. Bu sonug¢ calismamizla
kargilastirildiginda iyon degisim kromatografisi ile DNA molekillerinin de
ayirldigr dagunulmektedir. Cunkl nukleaz enzimi kullanildiginda herhangi bir

etki gordimemigtir.

Sunulan tez c¢alismasinda iyon degisim kromatografisi yontemi ile sap virusu
antijeni (146 S partikall) basarli bir sekilde ayriimistir. FPLC cihazi ile
calisiimig olup kolon olarak Q Sepharose XL kolonlari kullaniimistir. Deneylerde
¢aligsilan numunelerin basarili bir sekilde ayrildigini RT-PCR test sonuglari
ispatlamaktadir. 146 S antijeninin miktarinin pik alanindan hesaplanabilecegi
ongorulmus ve bu paralellikte calismalar yapilmistir. Sonug¢ olarak piklerin
alanlari hesaplanmis ve Sap Enstitistiinde yapilan sukroz gradient santrifij
yontemi ile tespit edilmis 146 S degerleri ile karsilastiriimigtir. 146 S piki alani
ile 146 S degerleri eglestiriimis ve grafige dokulmustir. Microsoft Excel
programi ile grafiklerin dogrusalligi degerlendirilmistir. Bulunan yiiksek R?
degerleri ile test yonteminin dogrusalliginin ve guvenilirliginin yiksek duzeyde

oldugu anlasiimigtir.

Calismalarda elde edilen sonuglardan bazilarinin anlamsiz oldugu gérulebilir.

Ornegin farkh numunelerin 146 S degerlerine gére 3.pik alaninin beklenen

paralellikte olmadigi gorulebilmektedir. Bu olumsuzluklar birka¢g nedene
baglanabilir.

1- Kesin 146 S miktari bilinen referans bir numunenin bulunmamasi nedeni

ile Sap Enstitisiinde yapilan sukroz gradient santriflij yontemine

glvenilmis ve bu test sonuclari geligtirilecek olan yonteme referans

olmustur.

90



2- Sap Enstitusinde sukroz gradient santriflj yontemi ile yapilan 146 S
testinin sonuglarinin degisken olmasi; testin, yapan kisilere, kullanilan
cihaza, sukroz ¢ozeltisine ve UV’ ye gore farkli sonuglar verebilmesi.

3- Deney esnasinda numuneler igerisindeki antijen miktarinin zamanla
azalmasi. Bu sikintidan en az etkilenmek igin art arda yapilan deneylerde
beklemeler esnasinda numuneler buz kaliplari icerisinde muhafaza
edilmistir.

4- FPLC cihazinin UV lambasinin zaman zaman UV’ stabil olamamasi.
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5. GENEL SONUCLAR

Sap hastaligi bir Glkenin hayvansal Grin (et, sut, deri vb.) ticaretini dogrudan
etkileyen ekonomik 6nemi blyik bir hastaliktir. Oyle ki Tirkiye'nin Avrupa
Birligine uyeligi muzakerelerinde uyum sureci paketleri arasinda adi gegen bir
hastaliktir [64]. Sap hastaligi salgin bir hastalik olmasi ve ¢ok buylk ekonomik
kayiplara neden olmasindan dolayr mucadelesi ¢ok o6nemlidir. Hastalikla
mucadelenin en onemli agamalarindan birisi agilama yapmaktir. Bu nedenle agi
dretimi ¢ok buyuk énem arz etmektedir. Sap Enstitlisi’nde Turkiye’nin ihtiyaci
olan sap asisinin hemen hemen tamami Uretilmektedir. Sap asisinin Uretim
prosesi bircok asamalari icerir ve oldukca zordur. Uretim tesisinin isletme
maliyetleri de fazladir. Uretim prosesinde 146 S antijen titresi proses verimliligin
nihai gostergesidir. 146 S antijeni miktar tayini testinin dogrulugu ¢ok énemlidir.
Yanhs olgulen bir deger (oldugundan az veya ¢ok) iki agidan da ¢ok kritiktir.
Oldugundan ¢ok olgulen bir deger nihai Urin asinin igerisinde yeteri miktarda
antijen olmamasina, dolaysiyla asinin korumamasina neden olur. Oldugundan
az Olgulen deger ise gereginden cok antijen kullaniimasina, dolayisiyla

ekonomik zarara neden olacaktir.

Bu calisma ile Sap Enstitisunde kullanilan ve birgok zorluklari olan 146 S
testine alternatif veya bu testin dogrulamasi olabilecek bir test ydntemi
geligtiriimigtir. Gelistiriimis olan bu test ¢ok daha hizl, uygulamasi kolay ve

operatdr hatalarindan daha az etkilen bir testtir.

Calisma ile sap virusu antijeni iyon degisim kromatografisi yontemi ile basaril
bir sekilde ayinimistir. Q Sepharose XL kolon materyalinin sap virlsu ayirimi
icin ideal bir matriks oldugu belirlenmigtir.

Bu calismada elde edilen sonuglar ile sadece bir test yontemi gelistirilmis
olmamaktadir. Ayni zamanda Sap Enstitisi Mudurliaga tretim prosesi steril
dolum asamasindan 6nceki agsamasi olan antijen saflagtirma islemi igcin gerekli
olan kolon kromatografi yonteminin gelistirimesine de isik tutacak bir galisma
gerceklestiriimis ve gelecekteki yapilmasi planlanan bu asama igin bir pilot
calisma olmustur. inaktif viral asi prosesleri incelendiginde (grip asisi vb.)

antijen saflagstirma isleminin son basamagi olarak kolon kromatografinin
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uygulandigi goraliir [61]. Ozelikle de endUstriyel uygulamalar igin ideal ve diger
kromatorafik yontemlere goére daha az maliyetli oldugundan iyon degisim
kromatografisi yontemi yaygin olarak kullaniimaktadir. Sap Enstitisi de
prosesine bu asamayl dahil etmek istediginde bu c¢alismadan

faydalanabilecektir.

Avrupa’da bulunan sap asisi ureten tesisler benzer kromatogarfik yontemlerini
kesinlikle paylasmadiklarindan, bu c¢alisma ile Sap Enstitisi’'nde antijen

saflastiriimasi icin dnemli bir yapma bilgisi (know-how) elde edilmisgtir.

Sonu¢ olarak calismanin neticesinde asagida o©n gorilen beklentilere

ulasiimistir.

* Viral antijen miktari 6lcumu i¢in gecgerli ve dogrulugu yuksek,

* Uygulamasli daha kolay ve daha hizli,

* Personel hatalarinin ve personele bagimhligin en az,

* Asi formilasyonundaki antijen miktarinin daha spesifik ve daha hassas
Olgulmesiyle asinin etkinliginin yuksek veya gereksiz yere fazla miktarda
antijenin kullaniimasinin 6nleyerek maliyet artiginin 6ntine gecgen,

« leride yapilmasi planlanan blyiik &lcekli antijenlerin kromatografik
yontemlerle saflastiriimasi ¢alismalari igin yol gosterici niteliginde

kromatografik bir test yontemi geligtirilmigtir.
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