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Kedi ve kopek plazma albumin saflastiriimasinda

iyon degisim Kromatografisi ve etanol ¢coktlirme
tekniginin birlikte kullanimi

Ogiing MERAL', Mert PEKCAN" Hamdi UYSAL"™ Hilal KARAGUL™

Oz: Plazma proteinlerinin biiyiik bir boliimiinii
olusturan albiiminin hastalikta ve saglikta bilinen
bircok gorevi mevcuttur. Bu gorevler arasinda kan
onkotikbasincinininsaglanmasiyanindaserbestyag
asitleri, bilirubin, ¢esitli agir metaller, hormonlar,
vitaminler ile 6nemli biyolojik fonksiyona sahip
cok sayida madde ve molekiiliin taginmasi vardir.
Albliminin ¢esitli sebepler ile meydana gelen
eksikligi 6onemli fonksiyon bozukluklarina neden
olmaktadir. Bu nedenle beseri hekimlikte tedaviye
yonelik saflastirilmis plazma albiimini siklikla
kullanilmaktadir. Bununla beraber albiimin
farkl tiirlerde benzer fonksiyonlar gostermesine
ragmen antijenik farkliliklar insan alblimininin
veteriner hekimlikte kullanimini biiyiik oranda
kisitlamaktadir. Yaptigimiz g¢alismada, kedi ile
kopek EDTA’l1 plazmalardan olusturulan farkl
havuz Orneklerinde albiimin  saflastirilmasi
gergeklestirilmistir. Kullanilan 6rnekler fakiilte
kliniklerine rutin kontrol i¢in gelen ve klinik
inceleme sonuclarina gore saglikli oldugu tespit
edilen hayvanlardan elde edilmistir. Saflastirma
asamasi iyon degisim kromatografisi ve etanolde
coktliirme tekniginin kombine olarak kullanilmasi

ile gerceklestirilmis ve her iki tiir i¢in en az %95

saflikta albiimin elde edilmistir. Yapilan bu ¢alisma
ile elde edilen albiiminin veteriner hekimlik
alaninda tedavide kullanilabilecegi ve insan
alblimin kullanimimin yarattigi olumsuzluklarin
giderilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Albiimin, saflastirma, iyon
degisim kromatografisi
Combined use of ion-exchange chromatography
and ethanol fractionation in purification of
canine and feline plasma albumin

Abstract: Albumin is the most abundant
protein in a plasma having numerous roles in
both health and disease. Along with regulating
the oncotic pressure, albumin transports free fatty
acids, bilirubin, heavy metal ions, hormones,
vitamins and many organic molecules having
a biological function. Any level of deficiency
in albumin levels ultimately leads to serious
disturbances in metabolism. Thus, purified human
albumin solutions frequently used in human
medicine. Even the function of the albumin is
similar across the species, the antigenic diversity
comes as a limiting factor for its possible use in

veterinary medicine. In our study, we purified

albumin from the plasma pool of cat and dogs.
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The individual samples are taken from the
animals that are admitted to the faculty clinics
and found to be healthy according to the clinical
investigation. The ion chromatography followed
by ethanol precipitation technique was utilized for
the purification process. The combined procedure
allowed to purify albumin in each species greater
than 95%. It is thought that this approach can also
be used for therapeutic purposes in veterinary
medicine to overcome the limitations of using
purified human albumin.

Albumin,

chromatography, purification

Keywords: ion-exchange
Giris

Alblimin insan ve diger memeli hayvanlarin
kan plazmasinin en hakim proteini olup karacigerde
sentezlenmektedir. Hayvanlarda plazma protein
havuzunun yaklasik % 50’sini olusturmakla birlikte
kopeklerde albiiminin serumdaki yar1 omrii 8.2
giindiir. Viicutta bulunan toplam albiiminin %401
intravaskiiler alanda, % 60’1 ise interstisyumda yer
alir ve normal kosullarda intravaskiiler alandan
interstisyuma gegerek lenfatik sistem igerisinde
dolagir (11, 13).

Albiiminin saglikta ve hastalikta birgok
fonksiyonu mevcuttur. Albiiminin en Onemli
rolii kolloid osmotik basincin  devamliligini
ve endotel biitiinliigiinii saglamaktir. Albiimin
molekiilleri normal kolloid osmotik basinci
saglarlar, mikrovaskiiler gecirgenligi azaltirlar ve
endotelyal hiicre apoptozisini inhibe ederler (14).
Albilimin ayrica serbest yag asitlerinin, bilirubin
ve birgok ilacin taginmasinda 6nemli rol oynar.
Normal kosullarda insanlarda plazma albiimin

konsantrasyonunu (~4 g/100 ml) sabit tutmak

icin karaciger hepatosit hiicrelerinden yaklasik
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15 g albiimin sentezlenir. Bunun yani sira,
diisiik alblimin sentezi kan serumunun kapiller
duvardan sizarak ekstravaskiiler alana sizmasi
ile sonuglanan hipoalbliiminemiye sebep olur.
Hipoalbiiminemi; kanser, AIDS ve inflamatuar
hastaliklar gibi kronik olgularda sik goriilmektedir
(3). Bununla beraber albiimin serebrospinal sivi,
interstisyel sivi ve lenf gibi ekstraseliiler sivilarin
esas bilesenidir. Glikozile olmayan ve negatif
yikli, yiiksek baglanma ve tasima kapasitesine
sahip bir proteindir. Kolloid osmotik basincin
stirdiiriilmesinde, hormonlarin, yag asitlerinin,
ilaglarin metabolitlerin

ve tasinmasinda,

mikrovaskiiler gecirgenligin  diizenlenmesinde
gorev aldig1 gibi antioksidan, antiinflamatuvar ve
antitrombotik etkileri mevcuttur (19).

Kolloid osmotik basing daha ¢ok albiimin
varligiyla membranlar iizerine uygulanan basinci
ifade eder. Normal plazma kolloid osmotik basing
kopeklerde 16,7 — 28,9 mm Hg arasi, kedilerde ise
21 - 34 mm Hg arasi olarak bildirilmistir. Kolloid
cozeltiler kolloid osmotik basinct yiikselterek
kanin intravaskiiler alanda kalmasini saglarlar.
Bunu igerisinde bulunan yiiksek molekiil agirlikli
partikiillerle saglarlar. Kolloid ¢ozeltiler dekstran
gibi sentetik olabilmekle birlikte konsantre albiimin
¢ozeltisi gibi dogalda olabilmektedirler (1, 18).

Hipoalbiiminemik  kedi

ve  kopeklerde

insan serum albiimininin kullanimiyla ilgili
calismalar mevcuttur. Bu calismalar gdstermistir
ki hipoalbliminemik kedi ve kopeklerde insan
alblimini kullanimi asir1 duyarlilik reaksiyonlari,
urtiker, vaskiilit, letarji ve 6dem gibi istenmeyen
durumlara sebep olabilmektedir (15).

hekimlikte

alblimini siklikla tedavi amactyla kullanilmaktadir.

Beseri saflagtirllmis  plazma
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Ozellikle yanik tedavisinde kan hacminin yerine

konmasi amaciyla kullanilmaktadir. Bunun

yan1 sira travma durumlarinda, perioperatif

donemde, beslenme yetersizliklerinde,
kronik enfeksiyonlarda ve karaciger, bobrek
bozukluklar1 durumlarinda da tedaviye yonelik
kullanilmaktadir (2, 9).

Albiimin
hizli

kaynaklanmaktadir.

diisik alblimin {iretimi

albiimin

agigl,

veya gelisen kayiplarindan
Albiimin {retim disiisi;
bozukluklarindan
genellikle bobrek bozukluklarr ile

iligkilidir. Albiimin yetersizligi sonucu damar igi

karaciger kaynaklanirken

kayiplar

stvi dokular arasi kompartimana gegerek ddeme
sebep olmaktadir (17).

Yapilan ¢alismaile kedi ve kopek plazmasindan
iyon degisim kromatografisi ve etanolde ¢oktiirme
tekniginin kombine kullanimi ile albiimin
saflagtirilmasi gercgeklestirilmistir. Gergeklestirilen
bu saflastirma yontemi ile elde edilen kedi ve
kopek albiimininin veteriner hekimlik alaninda
tedaviye yonelik olarak giivenle uygulanabilecegi
diistiniilmektedir.

Gerec ve Yontem

Orneklerin olusturulmasi: Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi kliniklerine rutin kontrol
icin gelen ve klinik inceleme ve kan sayimi
sonuclarina gore saglikli oldugu tespit edilen kedi
ve kopeklerin EDTA’l1 plazmalarindan iki farkl
havuz olusturuldu. Elde edilen plazma Ornekleri
calisma gergeklestirilinceye kadar -80 °C’de
muhafaza edildi.

Plazma albiimininin saflastirillmasi: Plazma
albiimininin saflastiritlmasi amaciyla iyon degisim
kromatografisi ve etanol ¢oktiirme teknigi beraber

kullanild1. Ilk olarak elde edilen plazma &rnekleri

44

www.veteriner.org.tr/tr/dergi

Arastirma Makalesi /

5000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
supernatant esit miktarda 0.1 M asetat tamponu
(pH 5,6) ile karistirildi.

Iyon degisim kromatografisi: Iyon degisim
kromatografisi Dietilaminoetil Sefaroz (DEAE
Sepharose Fast Flow, GE Healthcare) kolonu
kullanilarak, 0.25-0.35 mPa basingta, 1 ml/dk
akis hizinda ve oda sicakliginda gergeklestirildi.
Tampon A olarak 0.05 M sodium asetat (pH 5,6)
tampon B olarak 0.1 M sodium asetat-0.5 M NaCl
(pH 5,6) kullanildi.

Kolon 1 M NacCl ¢ozeltisini takiben %20°’lik
etanol ¢ozeltisi ile temizlendi. Daha sonra Tampon
A ile kolonun dengelenmesi gerceklestirildi.
Alblimin saflagtirilmasi i¢in 30 dakika boyunca
%0’dan %100’e kadar tampon B olacak sekilde
lineer gradient islem uygulandi. Her 60 saniyede
bir fraksiyonlar toplandi. Her fraksiyona toplam
hacimleri %40 olacak sekilde etanol eklendi ve
bir gece 4°C’ de bekletildi. Biitiin fraksiyonlar
santrifiij edilerek siipernatanta tuz ve etanolun
uzaklastirilmasi i¢in asetik asit eklendi. Bu islemi
takiben 5000xg’de 30 dakika santriflij sonrasi
supernatant uzaklastirilarak ¢coken albiimin PBS’
de c¢oziilerek safligin tesbiti icin elektroforez
islemine gecildi.
Orneklerin  elektroforezi: Elde  edilen
fraksiyonlarin protein miktar tayinleri Bradford
yontemine gore gerceklestirildi. Elde edilen
orneklerden esit miktarda protein (10 pg) iceren

%10’ luk
poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE)

miktarlar sodyum dodesil siilfat
ayrildi. Elektroforez sonrasi jeller coomassie

boya ile boyanarak Bio-Rad GS-800 dansitometre
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kullanilarak goriintiilendi ve BioRad-Quantity
One 4.6 programi kullanilarak dansite ol¢timleri
gercgeklestirildi.
Bulgular

Alblimin saflastirilmas1 amaciyla, kedi ile
kopek EDTA’ll plazmalardan olusturulan farkli
havuz orneklerinde; iyon degisim kromatografisi
ve etanolde c¢oktiirme tekniginin kombine olarak

kullanilmas: sonucunda her iki tiir i¢in en az
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%95 saflikta albiimin elde edildi. Degerlendirme
yapilirken verim g6z Onilinde bulundurularak
hem kedi hem de kopek plazmasi igin 10
numarali fraksiyon kullanildi (Sekil 1 ve Sekil
kopekle
karsilastirildiginda kedide elde edilen albiimin

2). Elektroforetik goriinlime gore

saflagtirllmasinin daha yiiksek verimde oldugu

anlagilmstr.
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Sekil 1: Kopek plazmasinin iyon degisim kromatografisi ile fraksiyonlanmasi (A) ve albuminden zengin

fraksiyonlarin elektroforetik goriintimii (B).

Figure 1: Fractionation of dog plasma by ion exchange chromatography (4) and electrophoretic pattern

of albumin rich fractions (B).
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Sekil 2: Kedi plazmasinin iyon degisim kromatografisi ile fraksiyonlanmasi (A) ve albuminden zengin

fraksiyonlarin elektroforetik goriiniimii (B).

Figure 2: Fractionation of cat plasma by ion exchange chromatography (A) and electrophoretic pattern

of albumin rich fractions (B).
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Tartisma ve Sonuc

Beseri hekimlikte tedaviye yonelik
olarak saflastirllmis plazma alblimini siklikla
kullanilmaktadir. Bunun ilk 6rnegi Edwin Joseph
Cohn tarafindan ortaya konan ve kendi adiyla
anilan Cohn Fraksiyonlama teknigidir. Albiimin,
bu teknik sayesinde tiirlere gore degismekle
beraber %95-99 oraninda saflastirilabilmektedir.
Bu sayede Ikinci Diinya Savasi sirasinda pek ¢cok
askerin hayat1 kurtarilabilmistir (5, 12, 22).
Beserihekimlikte,bazicerrahigirisimlersonrasi
alblimin takviyesine ihtiya¢ duyulabilmektedir.
Bunun yaninda akut nefroz, karaciger yetmezligi
belirtilerinin hafifletilmesi ve ilgili hastaliklarda
genel saglik durumunun diizeltilmesine yonelikte
kullanilmaktadir (10, 16, 20).
Hidroksietil-nisasta ve benzeri sentetik
kolloidler damar igi onkotik basinci artirmada
kullanilsa da albiiminin sagladig1 diger pek
cok vital faydadan yoksundur. Kopek ve kedi
plazmas1 alblimin diizeyi ortalama 25-30 g/L
civarindadir. Bu nedenle ciddi yetersizlikte
yliksek miktarda canli hayvandan elde edilmis
plazmaya gereksinim duyulmaktadir. Bu sartlar
hem maliyet ve bulundurma hem de uygulanan
hayvanda damar i¢i s1v1 hacminin ¢ok artmasi gibi
sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Ticari olarak
hazirlanmis yiiksek konsantrasyonlu veteriner
albiimin preparatlarinin bulunmayis1 ve insan
albiimin c¢ozeltilerinin hayvanlarda kullaniminin
asir1 duyarlilik reaksiyonlari basta olmak iizere pek
cok komplikasyona neden olmasi hekimligimiz
alaninda tedaviyi kisitlayict 6nemli bir faktor
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (7).
46
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Serum veya plazmadan alblimin saflastirilmasi
amaciyla degisik yontemler mevcuttur. Bunlardan
ilki proteinlerin farkli konsantrasyondaki etil alkol
cozeltilerindeki ¢oziiniirliikleri prensibine dayanan
etil alkol fraksiyonlamasidir. Cohn fraksiyonlama
tekniginin ana omurgasini olusturan etil alkol
fraksiyonlama basit ve ucuz olmasi gibi olumlu
yanlar1 disinda protein denatlirasyonu ve protein
kayb1 gibi olumsuz yonleri de mevcuttur (4, 6).
Bir diger yontem albliminin diger bir¢ok proteine
gore 1s1 stabilitesinin yiiksek olmasi dolayisiyla 1s1
yoluyla albiimin saflagtirilmasidir. Bu yontem ile
yliksek oranlarda saf albiimin elde edilebilmektedir
(8). Alblimin saflastirilmasi igin bir¢ok c¢esitte
kromatografik yontem olmakla birlikte bu
yontemler tiim yontemler diisiiniildiigiinde en 1yi
aday olarak goriilmektedir (21).

Insan hekimliginde albiimin saflastirilmasi
amaciyla etanolde ¢oktiirme ile kombine iyon
degisim kromatografisi teknigi gibi iki veya daha
fazla kombinasyon igeren teknikler bu is icin
olusturulmus cesitli merkezlerde kullanilmaktadir.
Kullanilan bu yoOntemlerin iirlin verimi ve
kalitesi agisindan tatmin edici sonuglar verdigi
bildirilmistir (21, 22).

Etanolde ¢oktiirme ile kombine iyon degisim
kromatografisi  teknigi  kullanilan  bilimsel
calismaya veteriner hekimlik alaninda heniiz
rastlanilamamigtir. Caligmada Onerilen teknikte
islem basamak sayisinin az olmasina ragmen
safligin yiiksekligi ve etanol kullanimi ile hem
enfeksiyonriskinin hem de maliyetin azaltilmasiyla
kedi-kopek

Hekimlik alaninda giivenle uygulanabilecegi

alblimin  ¢ozeltilerinin ~ Veteriner

distiniilmektedir.
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