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Staphylococcus aureus'un hicre duvan yapisi.

nesil tedavi antikorlarinin gelirleri, Unld
arastirma sirketi Visiongain'in raporlarina
gére 2017 yiiinda 65 milyar dolara
ulasacag1 tahmin edilmistir. ilag antikorlar
en ¢ok kanser, otoimmin hastaliklar ve
enfeksiyon tedavisinde kullanilmaktadir.
Fakat bu antikorlar saflastinlmalan ve
karakterizasyonlarnn zor olan karmasik
proteinlerdir.

Antikor saflastinlmasinda Protein A
kromatografisinin basars1 kanitlanmigtir.
Bununla birlikte, Protein A'min maliyeti

klasik kromatografi reginelerine gére ¢ok
daha pahalidir. Bazi Protein A reginelerin
fiyat1 litre basina 15000 dolara kadar
ulagmaktadir. Protein A kromatografisine
alternatif  olabilecek  farkli  antikor
saflastirma teknikleri Gzerinde ¢calismalar
yapilmis olmasina ragmen, sirketler ticari
Olcekli monoklonal antikor saflastirlmasi
icin Protein A'y1 halen kullanmakta ve
yakin gelecekte de kullanmaya devam
edecekleri tahmin edilmektedir. Bu
durumda Uretim maliyetlerini dislrerek

hastalar i¢in ilaglart daha uygun hale

getirmek  gerekmektedir.  Alternatif
yontemler vyerine ticari olarak en
etkin performansi veren Protein A

kromatografisinin tercih edilmesinden
dolay1 bu ydntemin temel ligandi olan
Protein  A'nin

maliyetini  digtrmeye

yonelik calismalar artmaktadir.
Protein A segici olarak
etkilesebilen, yaklasik 42
Staphylococcus aureus hulcre
proteinidir. 1gG3 hari¢ insan IgG'lerinin
tamamina kuvvetli bir sekilde baglan.

IgG’ler ile
kDa'luk
duvan



Amino asit
Lizin
Histidin
Arjinin
Aspartik asit
Treonin
Serin
Glutamik asit
Prolin
Glisin
Alanin
Valin
Metionin
izol6sin
Losin
Tirozin

Fenilalanin

Amino asit sayis1
52
4
4
80

14
60
28
28
36

11

28
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Rekombinant Protein A Ig baglayici alt birimleri (B alt birim yerine mutajen Z alt birimi)

Tam boyda bir SpA, N-ucundan sirasi ile
E.D,AB ve C olmak Uzere 5 homolog alt
birimden ve bir hiicre duvan baglanma
bélgesinden olusur. SpA'nin bes alt
biriminden her biri yaklasik 58 amino
asit igeren Ug-sarmal demeti halinde
hidrofobik
kararli hale getirilmis bir yapidir. Bu alt
birimlerin hepsi 1gG ile baglanabilir.
Bu etkilesimler Stafilokokal enfeksiyon
olustugunda yangi derecesinin artma-
sindan sorumludur. Alt birimler IgG1,
lgG2 ve 1gG4'Gn Fc kismina yaklagik 108
(M-1) afinite sabiti (KA) ile gigldy, 1gG3 ile

dizenlenmis, cekirdek ile

zayif etkilesim gosterir. Ayrica her bir alt
birim belirli antikorlarin Fab kismi ile de
yiksek afinite gosterir. Bu alt birimlerden
B'nin 1gG ile etkilesimi en ilgi cekici
olamidir. Uclii sarmal yapidaki B alt birimi,
Fc'deki 9 amino asit ve B alt birimindeki
11 amino asit ile IgG'ye baglamir. IgG'nin
Fc baglama bolgesi B alt biriminin birinci
ve ikinci sarmaldaki 11 amino asit dizisi
oldugu bir calismada gosterilmistir.
Buna ek olarak baska bir calismada D alt
birimi kullanilarak Fab baglayici kismin
Fc baglayia oldugu
gosterilmistir. Fab etkilesiminde yer alan

kisimdan farklh
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11 amino asitlik dizi ikinci ve UgUnci
sarmallarda yer almaktadir.

IgG, Protein A'y1 Fc bolgesi ile baglar. Bu
etkilesim dogada cok &zel ve hidrofobik
olmakla birlikte hidrojen bag ve tuz
koprisi de Yaksek
sayesinde Protein A afinite kromatografisi

ile % 98 saflikta tek basamakta kompleks

icerir. seciciligi

¢ozeltilerden saflagtirma yapmak
mimkdnddr.  Protein - Anin - IgG'ler
ile bilinen etkilesim 6zgllliginin

dezavantaji elisyon igin disik pH gibi

sert kosullarin  kullaniminin  zorunlu
olmasidir. Digik pH seviyesindeki
kararsizlik ve topaklanma egilimi bazi
antikorlar i¢in sorun yaratabilmektedir.
Fakat genel olarak sadece kiiglik miktarda
topaklanmis DNA iceren

bulunur.

safsizliklar

Afinite Destek Malzemelerine Protein A
Baglanmasi
Protein A, protein kromatografisi icin
farkli destek malzemelerine immobilize
edilmistir. En yaygin Griin Amersham (GE
Healthcare) firmas1 tarafindan siyanojen
bromir (CNBr) ile aktive edilmis Sefaroz
CL 4B Uzerine Protein A immobilize
edilmis kolonlardir. Bu kolonlarda yiksek
secicilik, distk istenmeyen etkilesimler
gbzlenmistir. Agaroz yiksek akis hizlan
icin uygun bir tagiyici degildir. Bu nedenle
Olcekli
Sefaroz

biyik
bagh
Modern Protein A adsorbentler genellikle

uygulamalarda c¢apraz

kolonlar kullanmlmistir.
gozenekli cam ve polimerik partikillerdir.
yiksek akis hizinda
kolonun etkin ¢alismasina izin verecek
kadar dayanikli malzemelerdir.

Bu malzemeler

40 il sire ©6nce antikor
saflastirmak icin sabit faz olarak Protein
A'nin kullanimini gosteren ilk raporlarin
yayinlanmasindan bu yana Protein A,
klinik kullanim icin monoklonal antikor
saflastirilmasinda standart yontem haline
gelmistir. Janssen Biotech firmasina ait

Muronomab isimli Urdn, akut transplant

askin

reddinin tedavisinde kullanilmak &zere
1986 yilinda ABD Cida ve ilag Dairesi
tarafindan onaylanan bir CD3 0zgil
monoklonal

antikordur. Bu, Uretim
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Protein A-immoglobulin etkilegimi.

Tir
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Gigld baglanma ++, orta etkilesim +, zayif veya etkilesim yok -.

sirecinin  saflastirma  basamaginda
Protein A kullanmilmistir. Protein A afinite
kromatografisinin saflastirma basamaklar
basittir: nétral pH'da baglanma, asidik

pH'daelisyongerceklesir. Protein Aafinite

kromatografisinin  endistriyel Olcekte
saflastinlmasinda
evrensel kabuliinin temel nedeniyontem

gelistirmenin kolayligidir. Protein A afinite

monoklonal antikor

Protein A
++
++
++
Degisken
Degisken
++
++

++

+

Degisken

kromatografisinin  maliyetini azaltmak

icin cok sayida ¢alisma yapilmaktadir.



