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HASTALIK BELIRTECI BIR PROTEINE KARSI MONOKLONAL ANTIKOR
GELISTIRILMESI VE KARAKTERIZASYONU: MODEL CALISMA

ilham BAHHAR

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Sezen ARAT
Il. Danisman: Dr. Esin AKCAEL

Sunulan bu tez ¢aligmasinin amact model olarak secilen bir hastalik belirteci proteine karst
yiiksek afiniteli monoklonal antikor gelistirilmesi, antikorun genis dlgekte iiretimi, saflastirilmasi ve
karakterizasyonudur. Bu amagla kistik fibrozisde hastalik belirteci olan PAP (Pankreatit ile liskili
Protein)’a kars1t monoklonal antikor gelistirmek amaciyla 6/8 haftalik toplam 10 fare intraperitonal
enjeksiyon ile immunize edilmistir. ELISA testi ile bagisiklik yanitlar1 belirlenen farelerin dalak
hiicreleri ile myeloma hiicrelerinin hibridizasyonu yapilmis, elde edilmis antikorlarin karakterizasyon
caligmalar1 yapilmigtir. Calismada kullanilan 10 fareden 3’iinde digerlerine gore daha yiiksek immun
yanit olustugu belirlenmis, bunlardan biri ile yapilan fiizyon ¢alismasi sonucu antikor aktivitesine
sahip 32 hibrit klon elde edilmistir. Tekrarlanan ELISA kontrol ¢alismalarinda antikor aktivitesine
sahip hiicrelerin %25°1 PAP antijenine kars1 spesifik antikor yaniti vermis ve bunlarinda %50’si bu
yaniti slirdiirmiistiir. Sonug¢ olarak bu hiicrelerden 4 hybridoma hiicresinin daha sonra tani kiti
gelistirmek amaciyla kullanilabilecek yiliksek duyarlilikta monoklonal antikor iirettigi belirlenmistir.
Elde edilen antikorlar 6zgilliik, afinite, altizotip olarak degerlendirilmis 4 antikorun her birinin 6zgiil
oldugu iki antikorun afinitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiis ve elde edilen 4 antikor da
saflastirilmistir. Bu tez ¢alismasi gelecekte hayvan hastaliklarinin tanist veya daha baska sebeplerle
farklt proteinlerin tespitine yonelik antikorlarin iretim ¢aligmalart i¢in Onemli bir kaynak

olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Monoklonal Antikor, Hibridoma Teknolojisi, Tani, PAP

2018, 98 Sayfa



ABSTRACT
Master Thesis

DEVELOPMENT and CHARACTERIZATION OF MONOCLONAL ANTIBODY
AGAINST A DISEASE MARKER PROTEIN
ILHAM BAHHAR

Namik Kemal University in Tekirdag
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Sezen ARAT
Co-Supervisor: Dr. Esin AKCAEL

In this study, the production of monoclonal antibody against a disease marker selected as a
targeted model, the characterization, large-scale production and purification of the produced
antibodies are intended to work. For this purpose, Pancreatitis - associated protein which is a Cystic
fibrosis marker used as an antigen were intraperitoneally injected to 6-8 weeks old 10 Balb/C mice at
specific doses and time intervals. The antibody titers of mice were determined by indirect ELISA, and
the best immune response in mice was selected for the fusion. The fusion was carried out using the
mouse spleen cell and the Fy myeloma cells in the presence of polyethylene glycol (PEG). A higher
immunoreactivity was detected in 3 of 10 mice used in the study. Fusion study with one of these
resulted 32 hybrid clones with antibody activity. In repeated ELISA control studies, 25% of the cells
with antibody activity gave a specific antibody response to the PAP antigen and 50% of them
maintained this response. As a result, it has been determined that four hybridoma cells from these cells
produce monoclonal antibody with high sensitivity which can be used later to develop a diagnostic kit.
The obtained monaoclonal antibodies were found to have a high specificity, the immunoglobulin type
and the light chain type of the obtained monoclonal antibodies were determined as IgGl and «
(kappa), respectively. Monoclonal antibodies were characterized in terms of their affinities and 2 of
the fourth antibodies were found to have a high affinity. This thesis study will be an important source
for future studies of the production and characterization of antibodies for the detection of animal

diseases or detection of proteins for different purposes.

Key words: Monoclonal Antibody, Hybridoma Technology, Diagnosis, PAP

2018, 98 Pages
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1.GIRIS

Gliniimiiz diinyasinda bilinen anlamdaki antikorlarin yap1 ve fonksiyonlarina dair
bilgiler ancak 1950’lerden sonra belirginlesmeye baglamistir. Bu tarihten giiniimiize kadar
edinilen bilgiler degerlendirildiginde genel olarak antikorlar, hiimoral immiinitenin en etkili
bilesenleri olarak bilinmektedir. Antikorlar, bagisiklik sisteminde enfeksiyon etmeni ajanlara
baglanip yok edilmesini saglayan glikoproteinlerdir. Organizmada yabanci molekiillere karsi
gelisen reaksiyonun en Onemli unsurlari olan monoklonal antikorlar, tek bir B hiicre
klonundan sentezlenebilen, antijenin belirli bir bolgesine spesifik olarak baglanma 6zelligi
gosteren tek tip immiinglobulin yapisindaki molekiillerdir. Antikorlar ile antijen arasindaki
yiikksek Ozgiinliikkteki baglanma istegi, bu molekiilleri tani1 teknolojisi uygulamalarinda

kullanilabilir kilmaktadir (Smith 2012, Siddiqui 2010, Leow ve ark. 2017).

Hibridoma teknolojisi 1975’te Kohler ve Milstein tarafindan gelistirildiginden bu yana
hala monoklonal antikorlarin elde edilmesinde bilimsel standart olarak goriilmektedir.
Yapilan bu somatik hiicre flizyonu c¢alismasi bir devrim niteligi tasimaktadir. Her ne kadar
kisaca “antikor liretme yetenegi olmayan siirsiz dmiirlii myeloma hiicreleri ile antikor iiretme
yetenegi olan kisa omiirlii B-lenfosit hiicrelerinin birlestirilmesi” olarak acgiklansa da 6ziinde

akillica tasarlanmis deneysel bir metot yatmaktadir (Pandey 2010).

Hayvansal biyoteknolojinin en O6nemli temel yontemlerinden biri haline gelen
Hibridoma teknolojisi ile gelistirilen monoklonal antikorlar, hastaliklarin ortaya ¢ikarilmasi
ve daha iyi anlagilmasinda, yeni deneysel tasarimlarin yapilabilmesi ve innovatif sonuglarin
elde edilmesinde biiyiik katki saglamistir (McCullogh 1993, Deb ve ark. 2013). Ayni
zamanda hastaliga neden olan ajani1 (bakteri, virus vb) veya hastalik biyobelirteci olan proteini
0zgiin olarak taniyabilen monoklonal antikorlar sayesinde, erken teshis yapilabilmekte ve
boylece  tedaviye  baslamilabilmektedir. = Monoklonal  antikorlarin  homojenligi,
tekrarlanabilirligi ve siirekliligi gibi 6zellikleri, hizla gelisen bu alanda biiylik bir ilgi ve

arastirma isteginin olugsmasinin temel nedenlerindendir (Liu 2014).

Hastaliklar sebebiyle hayvancilikta ve tarimda verim diisiikliigiiniin 6niine gecilmesi
adina bu hastaliklarin teshisinde monoklonal antikorlarin kullanilmasi hem saha hem de
laboratuarlarda tani analizlerinin yapilmasii olanak saglayarak hastalik kontrolii programini

giiclendirmektedir (Deb ve ark. 2013). Hayvansal hastaliklarin tedavisi ve Onlenmesi



amaciyla asilarin hazirlanmasinda monoklonal antikorlar (mADbS) yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Srikumaran ve ark.1990, Hamel ve Brodeur 1990)

MAD’ler ayn1 zamanda gidada, suda ve toprakta bulunabilen insan sagligini tehdit
eden cesitli ajanlari tespit edilmesinde etkin ve yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Onemli
zararlara neden olan Ozellikle geleneksel gidalarda yiiksek miktarlarda bulunabilen
aflatoksinin tespit edilmesinde mAb temelli ¢esitli tan1 sistemleri bulunmaktadir (Wacoo ve
ark. 2014, Chadseesuwan ve ark. 2016). Bunun yani sira su ve toprakta bulunabilen ve insan
Olimiine yol acabilen Bacillus Anthracis’in teshisinde monoklonal antikorlardan

yararlanilmaktadir (Morel ve ark.2012, Waller ve ark. 2016).

Monoklonal antikorlar; insan sagligini tehdit eden ve 6liimciil olabilen enfeksiyon ve
genetik hastaliklarin tedavi ve tami sistemlerinde kullanilan Onemli araglardir. Bu
hastaliklardan biri olan Kistik Fibrozis (KF) tanisina yonelik Pankreatitle iligkili protein
(PAP)’a kars1 antikor iiretimi, giinimiiz arastirmalarindan 6nemli biri olarak karsimiza

cikmaktadir.

Pankreatitle iligkili protein (PAP), saglikli pankreas tarafindan salgilanmayan fakat
patolojik durumlarda salgis1 goriilen 18.4 kDa molekiil agirhginda bir proteindir (Closa ve
ark. 2007). PAP serum seviyeleri pankreatitin biyolojik markeri olarak kullanilabilmektedir
(lovanna ve ark. 1994, Sarles ve ark. 1999). Yapilan bir¢ok arastirmada PAP’n,
yenidoganlarda Kistik Fibrozis (KF) hastaliginin erken teshisinde belirleyici ajan olarak
kullanilabilen o6nemli bir protein oldugu gosterilmistir (Sarles ve ark. 1999, 2005,
Sommerburg ve ark. 2010). KF'in erken tanisinin saglayacagi klinik ve ekonomik faydalar,
KF yenidogan taramasinda etkili stratejilerin gerekliligini ortaya koymaktadir (Sims ve ark.
2007, Cutting 2015). 1979 yilindan beri hassas belirteg olarak kullanilan immiinoreaktif
tripsinojen (IRT)’nin Kistik Fibrozisli yeni doganlardaki diizeyleri genel olarak yiiksektir
fakat yenidogan bebeklerde yiiksek oranda yalanci pozitif test sonuglarinin varligr nedeniyle
pozitif sonuglart dogrulayict testlere ihtiyag duyulmaktadir (Weidler ve ark. 2016).
Inflamatuar pankreatik siire¢lerde yiiksek seviyelere ulasan ek bir biyokimyasal belirteg olan
pankreatit ile iligkili protein miktarinin nicelendirilmesi ile IRT'nin smirli 6zgiilligiiniin

kismen hafiflemesi saglanmigstir.

Bu tez ¢alismasinda, temel prensibi hedef bir antijeni (mikroorganizma, protein, toksin
vb) tespit etmeye dayali ¢esitli monoklonal antikorlar gelistirilmesi olan hibridoma teknolojisi

kullanilarak yiiksek afinitede, biiyiik dlcekte model bir monoklonal antikorun gelistirilmesi,
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karakterizasyonu ve saflastirilmast amaclanmistir. Tan1 amagh kullanim i¢in hastalik belirteci
olan PAP’a kars1 gelistirilen bu antikorun iiretim ve karakterizasyon siireci, hayvan
hastaliklarinin tanisi, as1 gelistirilmesi veya daha baska sebeplerle farkli proteinlerin tespitine

yonelik antikorlarin tiretim ¢alismalari igin faydali bir model olusturacag: diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Bagisiklhik Sistemi

Bir organizmanin mikroorganizmalar veya virlisler tarafindan tehdit edildigi
durumlarda koruma gorevini yerine getirmek iizere etkinlesen sisteme bagisiklik sistemi denir
(Abbas ve Lichtman 2007). Bagisiklik sisteminin birincil gorevi antijen olarak adlandirilan
her tiirlii hiicre dis1 yapinin (bakteri, viriis, mantar, hiicre veya molekiil vb.) viicuda girisini
engellemektir. Viicuda girisin gergeklestigi durumlarda ise sistem yabancit maddeyi antikor
olarak adlandirilan protein molekiilleri ile tanimlayarak onu yok etme girisiminde bulunur ve
bunu kemik iligi, timus, lenf bezleri ve dalak gibi merkezlerde bulunan 6zellesmis hiicreler
vasitasiyla gergeklestirir. Saglikli bir bagisiklik sisteminde temel belirte¢ yabanci (diisman)
molekiiller ile organizmanin kendi (dost) molekiillerini ayirt edebilme yetenegidir (Janeway

ve ark. 2005a).

Bir insan hayat1 boyunca yiiz milyon (10*") farkli antikor iiretme kapasitesine sahiptir.
Bu ¢esitligin ilk kaynagi gen diizeyindedir. Sorumlu gen bolgesi, somatik rekombinasyon ile
olusturulan farkli birlesimlerle kullanilabilecek gen segmentlerinden olusur. B hiicresinin
olgunlagsma siirecinde, hiicrede gergeklesen somatik rekombinasyon ile farkli agir ve hafif
zincirlerin birlesme ihtimalleri g6z onilinde bulunduruldugunda, yaklasik 1,9x10° farkli
rekombinasyon elde edilir. Farkli segmentlerin birlestirilmesi ile olusan ¢esitligin yani sira,
rekombinasyon sirasinda birlesme noktalarinda gergeklesen ve rastgele niikleotidlerin
eklenmesi ve c¢ikartilmasi ile olusan kesisim g¢esitliligide (junctional diversity) antikor
repertuarina yaklasik 3x10" oraninda bir farklilasma daha ekler. Bu iki cesitlilik araci g0z
6niinde bulunduruldugunda, sadece ilk rekombinasyon sirasinda yaklasik 5x10%° farkh
immiinoglobiilin olusturma kapasitesi mevcuttur. Verimsiz kombinasyonlar géz Oniinde
bulunduruldugunda bu asamadaki cesitlilik yaklasik olarak 10*dir. Kemik iliginde
gerceklesen bu asama basari ile tamamlanirsa, B hiicreleri artik deneyimsiz (naive) B
hiicreleri olarak dolasimda yer alirlar ve ylizeylerinde membrana bagli IgM molekiilleri (B

hiicre reseptorleri) bulunur (Wols 2006, Murphy 2011).

B hiicresi olgunlagsma ve antikor iiretim siireci Burnet’in klonal se¢im teorisi ile

aciklanmaktadir. Bu teoriye gore, belirli bir zamanda viicutta bulunan deneyimsiz (naive) B
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hiicreleri, yiizey reseptorlerine spesifik bir antijen ile karsilagsmazlarsa yaklasik 3 giinliik
yasam siirelerinin ardindan Oliirler. ilgili antijen ile karsilasan B hiicreleri olgunlasma
siirecine girerler ve ilk asamada 3-8 hafta Oomiirlii olgun B hiicreleri, antijenle tekrarlayan

sekilde karsilasmasi durumunda ise uzun 6miirlii hafiza B hiicrelerine doniisiirler (Sekil 2.1).

Antijen molekiilleri
sadece tek bir B
hiicresindeki antijen
reseptoriine baglanir.

Antijen molekiilleri

Farkli antijen v L 4

ozgllligindeki
B hiicreleri

Antijen reseptori
Spesifik antijenler ile
4 l L P J
kargilagan naif B
=/ S ”y hiicrelerinin
7 )( 3 /f—e—— olgunlagma siireci.
A

Bazi prolifere edilen / \

Bazi prolifere edilen

hiicreler ayni antijenle q*l!‘-y k= Antikor hiicreler antijene
tekrar kargilagiimasi %( ) molekdilleri : ; { ) 14 spesifik antikor
halinde hizlica yanit 1;‘ A »,‘_)/q ‘\‘) sentezleme
verebilen uzun dmirli A yetenegindeki kisa
hafiza hiicrelerine Hafiza hiicre klonlars Plazma hiicre klonlarl omirli plazma
donigir. hiicrelerine dénigir.

Sekil 2.1. B hiicrelerinin klonal se¢imi (Anonim 2018)

B hiicresi karsilastig1 antijeni reseptor aracili endositoz ile hiicre igine alip isledikten
sonra sinif 2 MHC (Major Histocompatibility Complex) molekiilleri araciligi ile hiicre
yiizeyinde sunar. MHC ile sunulan antijenleri, CD+4 yardimci T hiicreleri tanir. B hiicresi,
yiizeyinde MHC molekiilii ile sunulan antijeni taniyan yardimci T hiicresinin uyarim ile
olgunlagma siirecine girer. Bu siirecte ilk olarak immiinoglobulin yapidaki B hiicresi reseptorii
alternatif kesilme ile sadece IgM’den IgM ve IgD’ye doniisiir ve boylece pentamerik ¢oziiniir
IgM molekiili salgilanmaya baslar. B hiicresi tarafindan salgilanan ¢6ziiniir durumdaki bu
immiinoglobiilin molekiillerine antikor adi verilir. Ardindan olgunlagsmakta olan B
hiicresinde; somatik hipermutasyon ve immiinoglobiilin sinif degisimi olmak tizere iki 6nemli
degisiklik olur. Somatik hipermutasyon, yeniden diizenlenmis immiinoglobiilin geni V-
bolgesi DNA dizisinde olusan mutasyonlardir. B hiicresi reseptorii bu mutasyonlar sonucunda
antijeni daha iyi yada daha az taniyabilir. Bu mutasyonlarin ardindan klonal seleksiyon devam
eder ve antijeni daha yiiksek afinite ile taniyan immiinoglobiilinleri eksprese eden B hiicreleri

pozitif olarak segilir. Siif degisimi ise, immiinoglobiilin agir zincir gen bdlgesinde olusan
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somatik rekombinasyon siirecidir. Bu siirecte bir agir zincir C bolgesi geni baska bir izotipe
ait gen ile degistirilerek farkli immiinglobiilin izotipleri olusturulur. Sonug olarak, baslangigta
IgM ve alternatif kesimle IgD iireten B hiicresi; IgG, IgA veya IgE iiretmeye baslar (Murphy
2011, Crotty 2015).

Antijenle ilk karsilasma sonucunda olusan bu bagisiklik yanitina primer, sonraki
karsilagsmalarda olusana ise sekonder bagisiklik yanit1 adi verilir (Sekil 2.2). Primer yanit
sonrasinda gelisen uzun Omiirlii plazma hiicreleri ve hafiza B hiicrelerinin yardimi ile daha

giiclii ve daha hizli antikor yanit1 gortiliir (Ademokun ve Dunn-Walters 2010).

Primer immiin Yanit Sekonder immiin Yanit
k Birinci Enfeksiyon . *
Enfeksiyon Tekran An‘hkn"r salgilayan * # V4
hiicreler .

1gG
s
mlghﬂ .

¥ %
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Aktive olmus antikor salgilayan hiicreler

B hiicreleri

&

Bellek B hiicresi

Bellek B hiicresi

Antikor miktari

Maif B hiicresi

¥

Antijene maruz kalindiktan sonrakiglinler

Sekil 2.2. Primer ve sekonder bagisiklik yaniti (Abbas ve Litchman 2007)
2.2 Antijenler ve Genel Ozellikleri
Organizmaya girdiginde, kendisine kars1 bir bagisik yanit olusmasina yol acan ve bu

cevap sonucunda olusan {irlin ile 6zgiil olarak birlesebilen maddelere ‘antijen’ denir (Polley

ve Cohen 2014).

Antijenler, hiimoral bagisiklik yanitinin nihai iiriinleri olan antikorlara spesifik olarak

baglanabilen molekiillerdir. Yani, antikorla spesifik etkilesim icin gerekli kimyasal gruplari



iceren tim maddeler antijenik Ozellige Sahiptir. Diger yandan immiinojenler, bagisiklik
sistemini antikor iiretimi i¢in tesvik eden molekiillerdir. Bir immiinojen B hiicrelerini antikor
iretimi i¢in tetikleyebilmektedir Tiim immiinojenik molekiiller ayn1 zamanda antijendir,
ancak tiim antijenler immiinojen degildir (Van Regenmortel 2001, Polley ve Cohen 2014).
Konak organizmada immiin yanit olusturamayan, ancak yine de antikorlar tarafindan
taninabilen bazi molekiiller vardir. Ornegin, bazi bakteriler konak bagisiklik sisteminden
kacabilmek i¢in siiper antijen ad1 verilen ve immiin yanit1 bloklayan toksinler iiretmektedirler.
Bu toksinler bir antikor tarafindan taninabilmek i¢in gerekli kimyasal yapiya sahip olsalar da,
organizmada antikor yaniti olusturamazlar. Bir baska 6rnek ise kiiclik molekiil agirlikli,
hapten adi verilen molekiillerdir. Bu molekiiller bir antikor tarafindan taninabilirler, ancak
kiiciik molekiil agirliklari, onlar1 bagigiklik sistemine kars1 goriinmez kilar (Lemus ve Karol
2008). Haptenler ancak Bovine Serum Albumin (BSA), Ovalbumin (OVA), ve Keyhole
Limpet Hemocyanin (KLH) gibi tasiyict bir proteine konjuge edildiklerinde immiinojen

olabilmektedirler.

Antijen olarak tanimlanan molekiillerin girdikleri organizma ile olan iligkileri
yabancilik, molekiiliin yapisal sertligi, molekiil biiyiikliigli, ¢oziinebilirlik ve metabolize
edilebilme, emilim ve atilim hizi, elektrik yiikii, miktar1 ve organizmaya giris veya verilis

yolu gibi faktorlere bagl olarak farklilik gostermektedir.
2.2.1 Yabancihk

Bir madde, girdigi organizmanin yapisina yabanci ise antijenik 0zellik gosterebilir.
Kimyasal bir bilesigin yabanciligindan s6z edilirken, molekiiliin ¢ boyutlu yapisi
kastedilmektedir. Cilinkii her canli yasamini ve neslini siirdiirebilmek i¢in kendi viicut
maddelerini sentezler ve bu maddeler hemen her canlida protein, yag, karbonhidrat, niikleik
asit dedigimiz ayni temel maddelerden olusmustur. Bu temel maddelerin ince yapisi ise her
canlida aymdir. Ornegin proteinler her canlida aminoasit dizilerinden, lipitler ise yag asitleri
zincirlerinden olusur. Ancak bu temel maddelerin ii¢ boyutlu molekiil yapilari canli tiirleri

arasinda 6nemli farkliliklar gosterir (Flaherty 2012a).
2.2.2 Molekiil biiyiikliigii

Bir maddenin antijenik 6zelligini arttiran sartlardan birisi de antijenin molekiil
agirhgidir. Iyi bir antijenin en az 10000 daltondan biiyiik molekiil agirligina sahip olmasi

gerekir. Daha az molekiil agirligina sahip maddeler zayif antijenik 6zellik gosterirler. En etkili
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antijenler makromolekiiler proteinlerdir. Fakat molekiil agirligr yiiksek oldugu halde, diistik
antijeniteye sahip antijenler (dekstran, 100000 dalton) ile, diisiik molekiil agirligi oldugu
halde yiiksek antijeniteye sahip antijenler (glukagon, 3600 dalton) de bulunmaktadir (Flaherty
2012a).

2.2.3 Molekiiliin yapisal sertligi

Bir maddenin lenfositler tarafindan antijen olarak taninabilmesi i¢in degismez bir yap1
gostermesi gerekir. Lipit ve jelatin gibi belirli bir sertligi olmayan molekiiller bu nedenle iyi

antijenite gosteremezler (Pier 2004).
2.2.4 Coziinebilirlik ve metabolize edilebilme

Antijenik maddenin, girdigi organizmada ¢6ziinebilmesi ve metabolize edilebilmesi
antijenik giiciinii etkiler. Ornegin, keratin gibi hidrolitik enzimlere dayanikli olup metabolize
edilemeyen ve pargalanamayan maddeler antijenik degildirler. Benzer sekilde naylon, teflon,
polistren, poliakrilamid gibi maddeler makromolekiil olmasina karsin metabolize
edilemedikleri ve antijenite gostermedikleri i¢in bagisik yanit olusturmaz. Bu nedenle doku

icine yerlestirilen protezlerin ¢ogu bu maddelerden yapilmaktadir (Flaherty 2012a).
2.2.5 Emilim ve atilim hizx

Antjjenik maddenin immiin sistemi uyarabilecek bir siire organizmada kalabilmesi
antijenitesini etkiler. Genellikle yavas emilen ve organizmadan yavas atilan maddelerin
immiin sistemle etkilesimi daha iyi oldugundan antijeniteleri de daha giigliidiir. Hizli emilip,

hizla viicuttan atilanlar iyi antijen degildir (Pier 2004).
2.2.6 Elektrik yiikii

Iyi bir antijenik madde elektrik yiikii tasimalidir. Molekiiliin tiimii yerine epitopun
cevresindeki elektrik ylikii daha Onemlidir. Ciinkii elektrik yiiklii gruplar, molekiile sulu
ortamda eriyebilirlik kazandirarak cevre ile daha iyi temas etmelerini, dolayisiyla immiin
sistem hiicrelerine daha kolay girmelerini saglayan hidrofilik nitelik kazandirirlar. Ancak ¢ok
kuvvetli pozitif (+) veya negatif (-) yiiklii olanlar baska bilesikler tarafindan hizla tutulup
ortiildiigiinden iyi antijen degildirler (Aksit ve ark. 1995).



2.2.7 Antijen miktari (dozu)

Antijenik maddenin miktar1 immiinojeniteyi, dolayisiyla bagisik yanitin giiclinii
etkiler. Genel olarak bagisik yanitin giicii antijenin artan dozuna paralel olarak artig gosterir.
Ancak antijen miktar1 ¢ok az oldugunda immiin sistem uyarilamadigi i¢in bagisik yanit
olusmazken, miktarin ¢ok fazla olmasi da immiin sistemi felg ederek iyi bir bagisik yanit
olusumunu engeller (Aryal 2015). Bu nedenle immiinizasyon ¢alismalarinda uygun dozu

belirlemek 6nemlidir.
2.2.8 Antijenin organizmaya giris veya Verilis yolu

Antijenin organizmaya girig veya verilis yolu bagisiklik yanitinin giiciinii ve ¢esidini
etkiler. Enjeksiyon yontemi ile viicuda antijen verilmesi, immiiniteyi arttirir. Fakat agiz veya
deri mukoza yolu ile verilerek iyi antijenite gdsteren maddeler de vardir. lyi bir bagisiklik
yanit1 almak i¢in antijenin uygun dozda, uygun yolla ve uygun zaman araliklar ile verilmesi

gerekir. Bu konu, as1 uygulamalarinda ¢ok 6nemlidir (Aryal 2015).
2.3 Antikor Yapilan ve Ozellikleri

Antikorlar, B lenfositler tarafindan salgilanan, belirli antijenler icin baglanma
ozelligine sahip olan ve hiimoral bagisiklik sisteminde Onemli bir rol oynayan serum
immiinogloblinleridir. Immunoglobulinler heterojen bir protein grubudur ve total plazma
proteinlerinin %20’sini olustururlar. Immunoglobulinler serum proteinlerinin elektroforezinde
daha ¢ok gamma globiilin, daha az olarak beta globiilin ve ¢ok az olarak da alfa globiilin
seklinde gozlemlenir. Bu nedenle antikor aktivitesi goOsteren ve proteinlerin globiilinler
kisminda yer alan ve immiinolojik etkinlikleri olan bu maddeler Diinya Saglik Orgiitii’niin de
onerisi ile immunoglobulinler olarak adlandirilmis ve Ig seklinde sembolize edilmistir (Cohen
2016). Temel olarak dort polipeptid zincirinden olusan en basit antikor molekiilleri her biri
yaklasik 220 amino asitlik iki hafif (L= Light) zincir ve yaklasik 440 amino asitlik iki agir
(H= Heavy) zincir igeren Y-sekilli tetramerik molekiillerdir (Janeway ve ark. 2001). Kisa ve
molekiil agirlig1 daha az ve kisa olan hafif zincirler; tiim Ig gesitlerinde bulunabilen x (kappa)
ve A (lambda) olmak iizere iki tipten olusmaktadir. Bir Ig molekiiliindeki iki kisa zincirin
tipleri ayn1 ve birbirilerine 6zdestir. Biri digerinden farkli olamaz. Agir zincir molekiil agirligt
fazla olan, uzun zincirlerdir. Bes Ig ¢esidinin de H zincirleri birbirlerinden farkli yapilardadir.

Bunlar sirasiyla;

*19G v (gamma) H zinciri



*IgM i (mii) H zinciri

*1gA a (alfa) H zinciri
*1gD 0 (delta) H zinciri
*IgE € (Epsilon)

Ig molekiiliinde; hafif zincirler Y harfi seklindeki molekiiliin kol kisimlarinda, agir
zincirler ise hem kol hemde govde kisminda bulunurlar. Kollarda hafif ve agir zincir arasinda,
govdede ise iki agir zincir arasinda bulunan disiilfid baglari, polipeptid zincirlerini bir arada
tutarak Ig molekiiliinii olustururlar. H ve L zincirlerinde, her polipeptid zincirinde oldugu gibi
NH; ile sonlanan bir aminoterminal u¢ ve COOH ile sonlanan karboksiterminal bir ug
bulunur. Ig molekiilinde Y harfinin iki kolunun u¢ kisimlari aminoterminal uglardir ve
antijenler bu kisimlara baglanir. H ve L zincirlerinin aminoterminal uca yakin olan
kisimlarindaki aminoasitlerin dizilis siras1 molekiilden molekiile cok fazla degisebilir 6zellikte
oldugundan bu kisimlara V bolgesi (Variable= Degisken) ad1 verilir. Bu degisken kisimlar Ig
molekiiliiniin  (antikor) olusumuna neden olan antijen molekiiliine uyacak &zellikte
sentezlenmistir. Polipeptid zincirlerinin geri kalan kisimlarinda degiskenlik goériilmediginden
bu kisimlara C bolgesi (Constant=Sabit= degismez) adi verilir. Ig molekiiliinii olusturan
polipeptid zincirleri diiz iplik seklinde olmayip ilmik seklinde katlanmayla olusan ve domain
ad1 verilen kivrimlar gosterirler. Ig’lerin bir¢ok fonksiyonu bu domainler ile iliskilidir.
Degisken bolgedeki V (Hafif zincirdekine VL, agir zincirdekine VH) domainleri, degismez
bolgedekiler ise C domainleri (Hafif zincirdekine CL, agir zincirdekine, CH1, CH2, CH3)
olarak adlandirilirlar. Boylece hafif zincirlerde 2, agir zincirlerde ise 4 adet domain bulunur

(Janeway ve ark. 2001). IgM ve IgE’de ise 5 adet domain vardir.
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Sekil 2.3. IgG antikoru molekiiler yapist (Janeway 2001)

Ig molekiiliiniin agir zincirlerinde, molekiile esneklik veren ve antijenik birlesme
durumuna gore gerektiginde Y catalinin daha fazla agilmasini saglayan bir mentese (hinge)
bolgesi bulunur (Sekil 2.3). Mentese bolgesi oldukga esnektir ve proteolitik enzimlerle
muamele edildiklerinde Ig’ler bu mentese bdlgesinin iist veya alt kismindan pargalanirlar.
Papain enzimi mentese bolgesinin iist kismina etki ederek, Ig molekiiliinii birbirine es iki kol
parcas1 ve bir govde parcasi olmak tizere li¢ parcaya ayirir. Ig molekiiliiniin birbirine es iki kol
parcas1 antijen ile baglanma ozelligindedir. Antijen baglayabilen bu kol parcalarina Fab
(Fragment antigen binding = antijen baglayan parga) ad1 verilir. Y seklindeki molekiiliin tek
parca halinde kalan ve pek ¢ok biyolojik aktiviteden sorumlu govde kismina ise sogukta
kristallestiginden dolay1 Fc (Fragment crystallizable=kristalize olabilen parc¢a) adi verilmistir
(Sekil 2.3). Dogal olarak Fab parcasinda hem L hemde H zinciri bulunmasia ragmen, Fc
pargasinda sadece H zincirleri bulunur. Bazi Ig ¢esitlerinde monomerler, J polipeptidi (J
zinciri) araciligl ile birleserek ikili (dimer), besli (pentamer) molekiiller olustururlar (Flaherty
2012Db).

Memelilerde, 1gG, IgA, IgE, 1gD ve IgM olmak {izere bes sinif antikor bulunur (Sekil

2.4). Bunlarin her biri sirasiyla 9, €, y ve p olmak {izere kendi agir zincir siniflarina sahiptir.
(Janeway 2005b).
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IgG molekiild, 'tipik' bir antikor olarak diisiiniilebilir. Normal insan serumunda en ¢ok
bulunan immiinoglobulindir. Toplam immiinoglobiilin miktarinin yaklasik %75'ini olusturan
IgG'ler, yaklasik 150 kDa'lik agirliga sahip biiyiik molekiillerdir. Biri 50 kDa (agir zincir),
digeri 25 kDa (hafif zincir) olmak iizere iki farkli tiir polipeptit zincirinden olusur. 1gG
molekiillerinde antijenik yap1 ve bazi ozellikleri agisindan farklilik gosteren IgGl (%66),
19G2 (%23), 1gG3 (%7) ve 1gG4 (%4) olmak iizere 4 tane IgG alt sinifi saptanmistir. Bu
immiinoglobulin tipi, insan plasentasindan gecebilen ve heniliz kendi bagisiklik sistemi
gelismemis olan fetusun korunmasini saglayan tek izotiptir. IgG uzun omiirlii bir antikor olup,
ozellikle ikincil (sekonder) immiin cevapta yliksek miktarlarda olusur. IgG kompleman
baglayabilen iki Ig’den biri olup, toksin ve virlis notralizasyonu ve opsonizasyonunda rol

alirlar (Schroeder ve Cavacini 2010).

IgM p (mi) agir zinciri ile karakterize immiinoglobiilin sinifidir. Normal serumdaki
immiinglobiilinlerin %10’unu olusturan IgM, 5 temel birimden olusan bir pentamerdir ve 960
kDa’luk yildiz seklinde bir Ig’dir (Sekil 2.4). IgM molekiiliinde 5 tane monomeri birbirine
baglayan J baglayic1 polipeptid zincirleri bulunur. IgM molekiilerinin biiylik bir kismi1
dolagimdaki kandadir. IgM molekiileri plasentadan gecemezler ancak fetiisiin bir enfeksiyon
gecirmesi  veya antijenik bir uyarim ile karsilasmasi durumunda fetiis tarafindan
sentezlenebilirler. IgM nin diger onemli bir 6zelligi her tiirlii antijenik uyarimda (enfeksiyon,
as1 vb) ilk ve en erken sentezlenen Ig olmasidir. infeksiyon hastaliklarmin akut déneminde
birincil (primer) immiin cevap olarak ortaya ¢ikan IgM’nin serum diizeyinde 6nemli artis
oldugu goriiliir. Fakat IgM kisa omiirlii bir antikor oldugundan, serum diizeyi kisa bir siire
sonra diiser ve yerini IgG sinifi antikorlara birakir. Bu nedenle bir serum 6rneginde 1gG’ye
gore daha yiiksek miktarlarda 6zgiil IgM saptanmasi akut (heniiz gegirilmekte olan veya ¢ok
yeni gecirilmis) bir enfeksiyonun varligimi disiindiiriir. IgM antijen baglama kapasitesi
yaninda, kompleman baglama giicii en yliksek olan Ig’dir. IgM, monomer halde B lenfosit

yiizeyinde antijeni taniyan reseptor olarak IgD ile birlikte yer alir (Neil ve Lisa 2013).
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Sekil 2.4. immiinoglobulinlerin izotipleri (Schroeder ve Cavacini 2010)

IgA gozyasi, tikiiriik ve solunum, bagirsak salgilar1 da dahil olmak iizere, mukus
salgilarinda yaygin bulunan immiinoglobiilindir. IgA’nin kolunu olusturan alfa (o)) zinciri 472
amino asit dizisi uzunlugundadir ve VH, Cal, Ca2 ve Ca3 olmak tizere dort alt birimden
olusur. IgA’nin yapisal olarak farklilik gosteren, IgA; (%90) ve 1gA; (%10) olmak {izere iki
farkli formu bulunmaktadir. IgA; yapist diger immiinoglobiilinlerle benzerdir; fakat IgA,'de
agir ve hafif zincirler distilfid ile baglantili degildir; sadece kovalent olmayan baglarla

baglanmislardir.

IgE 72500 Da molekiil agirligina sahip olan € agir zincire sahiptir. Cok sayida bulunan
amino asit dizisi (yaklasik 550), bes bolgeye dagilmis olup bu bélgeler VH, Cel, Ce2, Ce3 ve
Ce4 olarak isimlendirilir. IgE, tiim bireylerde bazofil ve mast hiicrelerinin yilizey zarinda
bulunur. IgE antikorlar1 Fc bolgeleri araciligiyla mast hiicrelerinin veya bazofillerin hiicre
yiizeyinde bulunan Fc reseptdrlerine spesifik olarak baglanir. Hiicre yiizeylerinde baglh
bulunan antikorlara antijen baglanmasi, mast hiicresini veya bazofili tetikleyerek cesitli
sitokinler ve biyolojik olarak aktif aminler (6zellikle histamin) salgilanmasini saglar. Bu
molekiiller, kan damarlarinin genislemesine neden olarak beyaz kan hiicrelerinin ve
dolayisiyla antikorlarin enfeksiyon bolgelerine ulagmasina yardimci olur (Schroeder ve

Cavacini 2010).
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IgD; 175 kDa’luk monomer yapida bir immiin globilindir. Serumdaki
immunglobulinlerin  %0,2 kadarint olustururlar. Is1 ve proteolitik enzimlerle kolayca
parcalanir ve kisa Omiirliidiirler. Hiicre aktivasiyonunu etkileyen IgD molekiilleri membrana
bagli bir sekilde bulunurlar. IgD’nin C bélgesindeki d-zinciri 3 domaine ayrilir ve bu zincir
383 amino asit reszidiisii icermektedir. Antikorun mentese bolgesi ise 64 aminoasitten
olusmaktadir. Mentese bolgesinin diger antikorlara kiyasla daha uzun olmasi IgD’nin ayirici
ozelligidir.

2.4 Antijen-Antikor Etkilesimleri

Bir antijen sadece olusumuna neden oldugu antikor ile birlesebilir. Bu birlesme antijen
yiizeyindeki epitop ile antikor molekiiliin Fab kisminin ucunda yer alan V bdlgesindeki
paratop arasinda olur. Antijen-antikor birlesmesi ¢ok 6zgiil bir olay olmasina ragmen kuvvetli
kovalent baglar rol oynamaz. Diisiik enerjili monovalan baglar etkendir. iliskinin giicii
reaktanlarin birbirlerine yakin olmalar1 ve yapilarinin (antijen ve antikor) komplementer
olmasina baglidir. Bu birlesmede baslica kuvvetlerden biri iyonik baglardir. Bu baglar;
antijenin ve antikorun aminoasitleri {lizerinde bulunan zit elektrik yiikli (Amanyon ve
Karboksil) determinant gruplarin, elektrostatik ¢ekim kuvvetiyle birbirlerini ¢ekerek
birlesmesidir. Birlesmedeki kuvvetlerden bir digeri ise hidrojen baglaridir. Hidrojen baglari;
antijen ve antikor molekiillerinin birbirine yaklasmasiyla gergeklesen, hidrofilik gruplar
arasinda meydana gelen geriye doniislii zayif baglardir. Hidrofobik baglanma ise yiizeylerinde
glisin, alanin, losin, izolosin gibi hidrokarbon aminoasit igeren iki protein arasinda su
molekiillerinin itilmesiyle olusan baglardir. Antijen-antikor birlesmesinde en 6nemli rolii bu
baglar iistlenmektedir. Antijen ve antikor molekiiliinii saran elektron bulutlariyla ilgili olan
bag olusumu ise Van der Walls baglar ile gerceklesmektedir (Reverberi ve Reverberi 2007,
Baumgarten 2014) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Antijen-antikor birlesmesini olusturan baglar (Anonim 2015)

Antijen-antikor arasindaki 6zgiil birlesme (Sekil 2.6) geri doniisiimliidiir ve ne antijen

ne de antikor molekiiliinde herhangi bir parcalanma veya harabiyet olusturmaz (Neil 2008).

Antijen-antikor bilesigine immiinkompleks ad1 verilir. Antikorun ilgili antijene baglanmasinin

kontroliinii kapsayan c¢alismalar antikorun antijene olan ilgisine, antijenin yapisina ve

antikorun tipine bagl olarak degisir. Bu calismalar antikorun farkli amaglarla kullanilmasinda

gerekli olacak kosullarin belirlenmesini saglar.

Antikor 1

Antikor 2

Epitoplar

Antijen baglanma bolgeleri

Antikor 4

Antikor 3

Sekil 2.6. Epitop (Antijen) ile Paratop (antikor) arasindaki 6zgiil baglanma (Anonim 2008)
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2.5 Monoklonal ve Poliklonal Antikorlar

Bir antijen ‘epitop’ ad1 verilen bir¢ok antijenik bdlge igerir ve organizmaya girdiginde
her bir epitopa karsi bir grup B hiicresi ¢ogalarak 6zgiil antikorlar iiretmeye baslarlar. Boylece
farkli epitoplar iceren bir antijene karsi farklt B hiicrelerince antikor {iretildigi igin gelisen
antikorlara ‘poliklonal’ antikorlar denir (Sekil 2.7). Poliklonal antikorlar, viicutta B
hiicrelerinin yabanci bir antijenle uyarimlari sonucu meydana gelen ¢esitli tipte (IgG, IgM,
IgA vb.) ve degisik aktivitelere sahip heterojenik Ozellik gosteren antikorlardir. Poliklonal
antikorlar, antikor havuzunun bir¢cok epitopu taniyabilen antikorlar1 icermesi sebebiyle
spesifik olmayan pek ¢ok reaksiyona neden olmasi, mevcut serumdaki istenilen antikor
titresinin oldukca diisiik olmasi, farkli hayvanlarda farkli zamanlarda iiretilen farkli partiler
arasinda degiskenlik gdstermesi, elde edilislerinde bir siireklilik saglanamamasi gibi olumsuz
nedenlerden dolay1 siirekli ve tekrarlayan galismalar i¢in daha az tercih edilmektedir (Neil ve

ark. 2005, Jeffrey 2014).

Monoklonal antikorlar; B lenfositlerinin tek bir klonu tarafindan tiretilen (Sekil 2.7),
antijenin degisik determinantlarindan belli bir epitopa 6zgiil olarak baglanabilen ve tek tip

immiinoglobiilin yapist gosteren molekiillerdir.

Poliklonal Antikorlar
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Sekil 2.7. Monoklonal ve Poliklonal antikorlarin 6zellikleri

Tek epitoplara yoneltilen monoklonal antikorlar homojen yapida olup oldukca
spesifiktir ve sinirsiz miktarda iiretilebilmektedir (Neil ve ark. 2005, Jeffrey 2014). Viriislerin,

bakterilerin, mantarlarin, proteinlerin ve hormonlarin bazi ortak epitoplara sahip olmalari
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immiinolojik testlerde ayirt edilebilme olanagm kisitlar. Ornegin Erwinia amylovora
bakterisine kars1 gelistirilmis bir poliklonal antikor diger Erwinia tiirii bakterilerde bulunan
ortak epitoplara baglanabileceginden c¢apraz reaksiyonlara ve giivenilir olmayan sonuglara
sebep olacaktir (Yiicel ve ark. 1999). Ancak monoklonal antikorlar epitopa 6zgilligi
sayesinde poliklonal antikor ile tanimlanmasi miimkiin olmayan antijenlerin tanimlanmasina

olanak saglarlar.

Monoklonal antikorlar hibridoma teknolojisi kullanilarak iiretilirler. Bu teknikle
gelistirilen antikor {iireten hibridomalarin sivi nitrojende uzun slire muhafaza edilebilmesi,
istenilen zamanda ¢ikarilarak c¢ogaltilabilmesine olanak saglar. Hibridoma teknolojisi ile
hiicre kiiltiiri sistemine alinarak ayni 6zellikte ve ayni standartta siirekli antikor {iretimi

saglanmaktadir.
2.6 Hibridoma Teknolojisi ile Monoklonal Antikor Uretimi

Antikorlarin tan1 ve tedavi amagcla kullanimi, varliklarimin kanitlanmis oldugu ilk
yillara kadar uzanmaktadir (Liu 2014). Bu amagla spesifik bir antijen ile immiinize edilen bir
hayvanin poliklonal antikor igeren serumunun toplanarak saflastirilmasi ve belirlenen amag
i¢cin kullanimi denenmistir. Ancak bu durum poliklonal antikorlarin kullanimindaki sakincalar
nedeniyle monoklonal 6zellikte bir antikor molekiiliiniin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarin
onem kazanmasina sebep olmustur. Monoklonal antikorlarin tiretim teknigi, 1975 yilinda
César Milstein ve Georges J. F. Kohler tarafindan kesfedilmistir. Iki farkli dzellikteki somatik
hiicrenin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinin tamamen birbirleri ile kaynagmasi (Fiizyon) temeline
dayanan Hibridoma teknolojisi adl1 bu ¢alisma 1984 yilinda Kohler ve Milstein’a Nobel Tip
odili'nii kazandirmistir (Milstein 1999, Pandey 2010, Ganguly ve Wakchaure 2016). Bu
teknolojinin temeline olusturan 3 6nemli unsur:

1. Iki somatik hiicreden biri olan tiimér hiicrelerinin smirsiz boliinerek gogalma ve
yiiksek oranda birlesme 6zelligine sahip 6liimsiiz hiicreler olmasi.

2. In vitro yasam siireleri 3-5 giin ile siirl1 olan tek bir epitopa 6zgii antikor {iretme ve
salgilama 6zelligi gosteren B lenfosit immiin sistem hiicrelerinin kullanilmas.

3. Bu iki hiicrenin birlestirilmesi ile (fiizyon) her iki hiicreninde 6zelliklerini (kanser
hiicresi=0liimsiizliik, B lenfosit= antikor iiretimi) tasiyan Oliimsiiz siirekli antikor
tireten hibrit hiicreler elde edilmesi seklinde agiklanabilir (Cambrosio ve Keating
1992)
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Hibridoma hiicrelerinin gelistirilmesinde kullanilan hiicre hatlarindan kemik iligi
kanser hiicre hatti (Myeloma), in-vitro kiiltirde oldukca ileri pasaj seviyelerinde
iiretilebilmektedir. Flizyon amaci i¢in kullanilacak olan myeloma hiicre hatlarinda aranan bir
diger 6zellikse antikor tiretme yeteneginin olmamasidir (Shulman ve ark. 1978, de St Groth ve
Scheidegger 1980). Bu amagla hiicre bankalarinda kullanima sunulmus ¢esitli fare myeloma
hiicre hatlart mevcuttur (FO, Sp2/0-Ag14 gibi).

B-lenfosit hiicreleri ise, kendisine karsi antikor gelistirilmek istenen antijen ile
immiinize edilmis fare (genelde, Balb-c) dalaginin mekanik pargalanmasi ile elde
edilmektedir. iki farkli hiicre grubunun birbiri igerisine gecisini saglamak amaciyla hiicreler
tek bir tiipte toplanarak polietilen glikol (PEG) ilavesi yapilir. PEG etkisi ile hiicre
membranlarinda gézenekler olusan hiicreler istenilen fiizyonu olustururlar. Ancak fiizyon
islemi sirasinda kaynagsmamis myeloma hiicreleri, dalak hiicreleri, kaynasmis dalak-dalak
hiicreleri, myeloma-myeloma hiicreleri ve myeloma-dalak hiicreleri (hibrit) olmak tizere farkl
hiicre tipleri ortaya c¢ikabilmektedir. Bu nedenle sadece dalak ve myeloma hiicrelerinin
birlesmesi ile olusan hiicreler disindaki diger hiicrelerin ayristirilmasi (Seleksiyon)
monoklonal antikor iiretiminde kritik bir adimdir. Bu amag icin genellikle ‘Hipoksantin-
Aminopterin-Timidin’ (HAT) segicilik saglayan ortam kullanilmaktadir. DNA sentezi
sirasinda, normal hiicreler, tetrahidrofolat gerektiren birincil (de novo) yolagi kullanarak piirin
niikleotidleri ve timidati sentezler. HAT ortaminin igerdigi Aminopterin, tetrahidrofolatin
aktivasyonunu engelleyerek birincil piirin sentezi yolagini bloke eder. Ancak Aminopterin ile
muamele edilen hiicreler, hipoksantin veya Timidin varliginda, Hipoksantin-Guanin
Fosforibosiltransferaz (HGPRT) ve Timidin Kinaz (TK) enzimler tarafindan katalize edilen
alternatif (salvage = sekonder =kurtama =ikincil) bir yolag1 kullanarak piirin niikleotidlerini
sentezlemektedirler (Liddell 2013). Fiizyonda kullanilacak olan myeloma hiicreleri 8-
azaguanin veya 6-tioguanin igeren besiyeri ile muamele edilerek HGPRT veya TK enziminin
sentezlendigi gen bolgesi mutasyona ugratilir. Mutant myeloma hiicreleri bu enzimleri dogru
sentezleyemediginden alternatif yolagi kullanamaz ve boylece HAT ortaminda Oliirler
(Giannopoulos ve Murray 2000). Seleksiyonda mutajen ajan olarak kullanilan aminopterin
yerine metotrekzat ya da azaserin de tercih edilebilmektedir. Seleksiyon amaci ile
gerceklestirilen kiiltivasyonun siirdiiriilmesi ile in-vitro’da yasam siireleri sinirli olan B-
lenfositler de dogal olarak oliirler. Myeloma-B lenfosit hibrit hiicreler ise, B lenfositlerin
gerekli enzimlerin saglanmasi ile ve myelomanin sagladigi 6liimsiizliik 6zelligi sayesinde

HAT ortaminda biiyiimeye devam edebilmektedir (Singh ve ark. 2014) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. HAT segici ortam kullanimu ile hiicre seleksiyonu

HAT seleksiyonu siiresince besiyerinde kullanilan Hipoksantin, Piirin tiirevi olarak;

Timidin ise, Pirimidin tirevi olarak DNA sentezinin desteklenmesi amaci ile kullanilan

ajanlardir. Bu kapsamda stirdiiriilen yaklasik bir haftalik kiiltivasyon sonrasinda hiicreler

mitojeni barindirmayan ancak yine DNA sentezini tesvik edici HT besi ortamina alinirlar.

Hayatta kalan hiicreler olan hibridoma hiicrelerinin gelisimi i¢in ise HT besiyerinin bir siire

daha destekleyici olarak kullanilmasina devam edilmektedir (Goding 1996, Zhang 2012).

Hibridoma teknolojisi ile antikor {iretimi yonteminin asamalar1 sdyle siralanabilir (Sekil 2.9):

* Etkin bir immunizasyon

 Kanser (Myeloma) hiicrelerinin hazirlanmasi
* Bagisik B-lenfositlerinin elde edilmesi

* Hibridizasyon/melezleme (hiicre flizyonu)

* Hibridoma elde edilmesi(Tarama)

» Antikor sentezinin kontroli

* Hibrit hiicrelerin klonlanmasi (Tek hiicreye diistirme)

* Hibridomalarin biiyiik 6l¢ekte tiretimi

* Monoklonal antikorlarin saflastirilmasi
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Sekil 2.9. Hibridoma teknolojisi ile antikor iiretiminin sematik gosterimi
2.6.1 Kullamilan hayvan ve ozellikleri

Antikor tretiminde kullanilacak olan deney hayvanlarinin, ¢ogaltimi ve beslemesi
kolay, ucuz ve erisilebilir olan ayn1 zamanda bagisiklanmaya giiclii tepki verme 6zelligine
sahip fareler ve siganlar gibi hayvanlardan seg¢ilmesi, daha az olarakda tavsanlarda tercih
edilebilmektedir (Liddell ve Cryer 1991).

Secilen deney hayvanlarinin yasi, elde edilecek bagisiklama yaniti agisindan dnem
tasimaktadir. Ileri yasin bagisiklama yaniti adina olumsuz ayristigi, ideal yas araliginin 6-8
haftalik siire¢ oldugu yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir. Secilen farelerin genetik
benzemezligine bagl olarak her bir farenin farkli bagisiklik yanit1 verecek olmasi, farelerin
bagisiklama doneminde farkli nedenlerle yasamlarini kaybedebilmeleri sebebiyle deney
grubunun 4-8 adet geng fareden olusturulmasi olusabilecek risklerin minimize edilmesi adina

Onem tasimaktadir.
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Secilen farelerin cinsiyeti ile ilgili herhangi bir bilimsel sinirlama olmayip disi
farelerin uysal yapisi ve bunun getirdigi barindirilma kolayligt disi fare kullanimini 6ncelikli
kilmaktadir (Hau ve Hendriksen 2003). Kullanilacak farelerin genel sagligi iizerinde
durulmasi gereken 6nemli konulardan biri olup enfeksiyoz ajanlarin bagisiklik sistemi lizerine
basklayici, modiile edici ve uyarici etkileri ile olusabilecek capraz reaksiyonlar dikkate

alimmalidir (Leenaars ve Hendriksen 2005).
2.6.2 Bagisiklama

Hibridoma teknolojisi ile antikor iiretiminde ilk basamak olan bagisiklamada segilecek
antijenin ve deney hayvanlarinin 6zellikleri, bu hayvanlara uygulanacak bagisiklama yontemi
basarili sonuglar elde etmek adina 6nem tasimaktadir. Hibridoma ¢aligmalarinda bagisiklama
protokolii; antijenin ¢esidine, yapisina ve molekiiler agirhigi gibi ozelliklere bagli olarak
degisebilmektedir. Secilen antijenin parametrelerine bagli olarak bagisiklama optimizasyonun
yapilmasi ile, bagisiklama yontemi ve dozajin belirlenmesi saglanmis olacaktir.
Immiinizasyon asamasi, uzun siireli immiin yanit ve buna bagli antikor olusturulabilmesi
amaci ile belli bir diizende birkag seferlik enjeksiyonlar ile gerceklestirilmektedir (Fuller ve
ark. 2001, Schunk ve Macallum 2005, Greenfield 2014). Cizelge 2.1’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Farelerin ¢esitli antijenler ile bagisiklanma yontemleri (Akgael ve ark. 2014)

- - - Enjeksiyon
Antijen Tipi Ornek Bolgesi
Enzimler Deri alt
: : : i Damar i¢i
Céziiniir Proteinler Tasiyict proteinler ile konjuge edilmis
haptenler Kas ici
Immiin kompleksler Deri ici
Viriisler
Kas i¢i
Mayalar
Partikiiler Proteinler Deri alt1
Bakteriler
Deri igi
Yapisal proteinler
Deri i¢i

Bakteriyel iiriinler
Coziinmeyen Proteinler Kas i¢i
Kati faza bagli proteinler
Deri alt1

Deri alt1
Polisakkaritler Deri i¢i
Karbonhidratlar
Glikoproteinler Kas i¢i

Damar igi

Deri alt1
Niikleik asit ile konjuge edilmis tastyici Deri i¢i

Niikleik Asitler proteinler

Kas i¢i

Damar igi
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Deney hayvanlarinin bagisiklanma islemlerinde, antijen ile birlikte ona depo gorevi
yapan adjuvanlar kullanilmaktadir. Adjuvanlar; uzun siireli salinim saglayarak bagisiklik
sisteminin daha gii¢lii ve siirekli uyarilmasini1 saglamaktadirlar. Adjuvanlar giiclii bagisiklik
yanitin1 antijen sunucu hiicreleri uyararak olustururlar. Amaca uygun cesitli adjuvanlar
bulunmaktadir (Ribi, Hunter's TiterMax, ImmunEasy, Alum vb). Ancak Hibridoma
calismalarinda en yaygin olarak kullanilan adjuvanlar, mineral yag ve oOldiiriilmis
Mycobacterium igeren Complete Freud’s Adjuvami (CFA) ve sadece mineral yag igeren
Incomplete Freud’s Adjuvanidir (Page ve Thorpe 2002, Greenfield 2014).

2.6.3 Bagisikhik yanit kontrolii

Yukarida 6zellikleri agiklanan farelerin se¢imi yapilmis antijen ile bagisiklanmasindan
sonra uygun goriilen siire igerisinde ¢esitli teknikler (Loeb ve Quimby 1999) ile elde edilen
kan kullanilarak c¢ikarillan serum ile antikor yanit testleri yapilmaktadir. Bagisiklik yanit
kontroliinde kullanilacak olan tarama testi, hizli, glivenilir, ¢ok yonlii ve hassas olmali, cok
sayida ornek ile kolaylikla yapilabilmelidir. Bu kriterleri yerine getiren ve yaygin olarak
kullanilan sistem Enzyme Linked Immunosorbent (ELISA) testidir. Bu test ayni1 zamanda
hibridoma taramalarinda ve antikor karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir. ELISA
testi i¢in, belirli bir antijene karsi spesifiklige sahip olan en az bir antikor molekiiliiniin
kullanimi gerekmektedir. Farkli g¢esitleri olan ELISA tekniklerinden (sandwich, yarigimli,
dogrudan, dolayli) biri olan dolayli ELISA teknigi, serumda ve hibridoma {ist fazlarinda
spesifik antikorlarin tespiti i¢in saf yada yar1 saf antijen kullanilarak yapilan en yaygin tarama
teknigidir. Bu teknigin ilk asamasinda solid fazda immobilize edilmis antijenler
kullanilmaktadir. Antijenler, polystyrene microtiter plate, latex veya ferromagnetik
partikiillerde immobilize edilebilirler. ikinci asamada, immobilize antijenle dl¢iilmek istenen
antikor baglanarak antijen-antikor kompleksi olusturulmaktadir. Yikama ile antikor-antijen
kompleksi digindaki maddeler ortamdan uzaklastirilir. Ugiincii asamada, fare antikorunu
tantyan enzimle (alkalin fosfataz, peroksidaz vb) isaretli ikinci bir antikor eklenerek antijen -
antikor kompleksine baglanmasi saglanir. Son olarak; ikincil antikora uygun kofaktor igeren
substrat ortama katilir ve spektrometrik veya spektrofloromektrik olarak degerlendirilir (Sekil
2.10). Bu asamada olusan iiriiniin miktari, tabanda antijenle reaksiyona giren test 6rnegindeki

antikorun konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Butler 1992, Lequin 2005, John 2009).
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Sekil 2.10. Farkli ELISA sistemlerinin ¢aligma prensipleri
Diger ELISA gruplari agagidaki gibi 6zetlenebilir.

Dogrudan ELISA (Direkt); bir numunedeki antijen konsantrasyonunun saptanmasi ve
Ol¢iilmesi amaciyla kullanilan yontemdir. Ilk defa 19401 yillarda Coons ve meslektaslar
tarafindan antijenleri saptamak icin fluoresan etiketli antikorlar kullanilmasi suretiyle ortaya
cikmigtir (Lequin 2005). Bu tip ELISA sistemlerinde, iiretilen monoklonal antikorlar bir
enzimle isaretlenmistir ve antijenin saptanmasi ic¢in ikinci bir antikora ihtiyag
duyulmamaktadir  (Sekil 2.10). Dogrudan ELISA testi doku ve hiicrelerin

immiinhistokimyasal boyanmasinda oldukc¢a yaygindir.

Yarisimli (Competitive) ELISA; bu ELISA'nin temel amaci, 6rnekte bulunan antijen-
antikor kompleksinin miktarinin belirlenmesidir. Hazirlanan antikor ve antijen karigimi
kaplamas1 yapilmis plakaya uygulanir. Boylelikle s6z konusu ELISA sisteminde iki reaktif
madde kaplamada kullanilmis olan antijen ile yarisimli olarak baglanmaya ¢aligir (Sekil 2.10).
Yarisimlit ELISA testi, Hibridoma calismalarinda gelistirilen antijene spesifik antikorlarin

afinitelerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Sandvi¢ (Sandwich) ELISA; antijeni tespit etmek ic¢in kullanilan immiinosorbent
deneylerin en avantajlist oldugu sdylenebilir, ¢iinkii antijenin dogrudan kat1 faza baglandigi
ELISA sistemlerine gore 2 ila 5 kat daha fazla duyarlidir. Bu amacg i¢in ilgili 6rnekte varlig
arastirilan antijene 6zgiil yakalayici antikor kat1 faza (plastik veya polistren) baglanarak 6rnek
eklemesi gergeklestirilir. Inkiibasyon siiresinden sonra varsa antijenler antikorlara baglanir ve
antikor-antijen kompleksi olusur. Yikama islemi sonrast ayni antijene 6zgiil ve enzimle (HRP,
Biotin gibi) isaretli ikinci bir antikor eklenir. Isaretli ikincil antikor, kat1 fazdaki antikor

araciligl ile tutulmus antijene baglanir ve bdylece antikor-antijen-antikor kompleksi
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olusturulur (Sekil 2.10). Uygun substrat eklendikten sonra hidroliz derecesi spektrometre veya
spektroflorometreyle 6lgiiliir (Butler 1992, John 2009, Lequin 2005). Okunan deger, drnekte
saptanmasi istenen antijen miktar1 ile iliskilidir. Standart egri kullanilarak miktar tayini

yapilabilmektedir (John ve ark. 1997).
2.6.4 Hibridizasyon/melezleme (hiicre fiizyonu)

Bagisiklanmig fareden elde edilen serumun antikor titresinin belirlenmesinin ardindan
antikor titresi yeterince yliksek olan fareler, flizyon islemi icin planlanir. Flizyon islemine
gecilmeden 3 giin Once ilgili antijen enjekte edilerek hatirlatma uyarisi olusturulur. Uygun
cerrahi ve mekanik yontemler ile elde edilen dalak ve lenf hiicreleri 6nceden hazirlanmis olan
kanser hiicresi (myeloma) ile kimyasal olarak (PEG) veya elektrik akimi (elektrofiizyon)
kullanilarak kaynastirilir (Sekil 2.11). Bu amac¢ icin en ¢ok PEG tercih edilmektedir
(Greenfield 2014). Besi yerine eklenen Hipoksantin-Aminopterin-Timidin (HAT) ile sadece
Myeloma-lenfosit hibriti olan hiicrelerin canli kalmasi saglanir. Fiizyon isleminde besleyici
hiicrelerin (Feeder) kullanilmasi flizyonun verimliligini arttirmaktadir. Besleyici hiicreler,
hibridoma hiicrelerinin biiylimesini tesvik eden biiytime faktorleri igerirler, ayrica iginde
bulunan makrofaj hiicreler ile ortamda o6lii bulunan hiicrelerin temizlenmesini saglarlar

(Quinlan ve O'Kennedy 1994).

Sekil 2.11. Fiizyon olusum baslangici (siyah ok ile isaretli) ve olusmus hibrit hiicrelerin
(kirmizi1 ok ile isaretli) mikroskobik goriintiileri (Pelsue 2018)
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Kiiltiire edilen hiicrelerinin biiyiimesini destekleyeci olarak fare dalagindan elde edilen
makrofajlar, insan fibroblastlari, fare periton hiicreleri, insan periferik kan monositleri ve
timus hiicreleri kullanilabilecegi gibi biliylime faktorleri iceren c¢esitli ticari preparatlarda
kullanilabilmektedir (Hoffmann ve ark. 1996). Kiiltiirde saglikli hibrit hiicrelerinin olusmasi
gozlenerek isaretlenirler. Dolayli ELISA yontemi ile yalnizca hedef antijene yonelik antikor
tireten hibrit hiicrelerin belirlenmesine yonelik testler yapilir. Test sonuglarina goére uygun
olan hibrit hiicrelerin elde edilmesi amaciyla seyreltme islemi uygulanir. Bu safhada
tekrarlanan dolayli ELISA testi ile klon olusturmasi istenen hiicreler belirlenmis olup tek
hibrit hiicresi igeren kiiltiirler ile klon olusumu saglanir (Howard ve Bethell 2000). Bu
asamadan sonra, hibridoma hiicrelerinin iirettigi spesifik monoklonal antikorlariin istenilen

miktarda iiretimine baslanabilmektedir.
2.6.5 Hibridomalarin genis ol¢ekte iiretimi

Hibridomalarin ¢ogaltilmasi ve antikor sentezlerinin arttirilmasi igin in vitro ve in vivo

olmak {izere baslica iki yontem kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde in vivo yontemlerin hala kullanilir olmasina karsin kullanilan hayvandan
kaynakli riskler sebebiyle in vitro metotlar tercih edilmeye baslanmustir. in vitro {iretim
teknolojisinde yaygin olarak T-Flasklar, doner siseler, Spinner kiiltiirler, Perfiizyon ve Hallow
Fiber Reaktorler, Karigtirmali (Stirred) Tank ve Hava-Kaldirmali (Airlift) biyoreaktor
sistemleri kullanilmaktadir. T-Flask sistemi kullanim1 temel steril kiiltiir tekniklerinden daha
fazlasina ihtiyag duymamasi 50 veya daha fazla Flaskin kullanilabilirligi ve takip kolayligi
gibi ozellikler gostermektedir. Doner siseler yiizlerce gram hiicresel proteinin liretimi i¢in
uygun teknolojik sistemlerdir. Memeli hiicre kiiltiirleri i¢in kullanildiginda ferment6r olarak
adlandirilan Karistirmali (Stirred) Tank ve Hava-Kaldirmali (Airlift) biyoreaktorler yiliksek
kapasiteli MADb iiretimi i¢in uygun goriilen bir sistem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Akgcael
ve ark. 2014).

In vivo iiretim teknolojisinde kullanilan BALB/c farelerine deri altina veya karin
icerisine aktif iiremekte olan hibridoma hiicreleri 1-10° hiicre/ml olacak sekilde verilir. Bu
islemden 2 hafta once farelere 0,5 ml miktarinda pristan (tetrametilpentadekon) verilerek
immiin sistem gecici olarak zayiflatilir ve tiimdr olusumu saglanir. Enjeksiyondan sonra iki
dort hafta icerisinde karinda biriken asidik sivi bir enjektor yardimiyla alinir. Bu sivinin

Iml’sinde yaklasik 10-50mg mAb bulunmasi beklenir (Jackson 1999). Kiiltiir {ist sivisi veya
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farenin asidik karm sivisi santrifiij edilir ve saflastirilir. Elde edilen mAb’lar +4 °C’de

saklama tamponunda 6 ay siire ile -20 °C’de 1 yil siire ile muhafaza edilir.
2.7 Monoklonal Antikorun Karakterizasyonu

Monoklonal antikorlarin karakterizasyonu tanimlanabilmeleri adina 6nemli bir
islemdir. Antikorlarin karakterize edilmesi kullanilicaklar1 immun testlere uygunluklarini
belirlemek icin 6nemli bir adimdir. Karakterizasyon ile antikora ait izotip, alt izotip tespiti,
capraz reaksiyon cevabinin belirlenmesi ve tasarlanan test sisteminde antigen-antikor
titrasyonu ile afinite verileri gibi bilgiler elde edilmis olur. Elde edilen bu bilgiler isaretleme

caligsmalarinda ve saflastirma yonteminin sec¢ilmesinde belirleyici rol oynamaktadir.
2.7.1 izotip ve alt izotip

Izotip ve alt izotip belirleme, bir monoklonal antikorun sinifinin (IgG, IgM, IgA, IgE
ve IgD) ve alt smifinin (IgGl, IgG2, IgG3, IgG2a, IgG2b) belirlenmesi caligmalarini
kapsamaktadir. Uygun saflagtirma yOnteminin seg¢ilmesi ve antikorun immunoassay
analizlerinde kullanim sekli izotip ve alt izotipin belirlenmesi ile elde edilecek veriler
dogrultusunda tasarlanir. Gelistirilen antikorlarin izotip belirleme ¢alismalarinda genellikle
ticari kitler kullanilmaktadir. Bu kitler ile yapilan uygulamalar cesitli siiftan antikorlarin
(aynm1 hayvan tiirlinden) test edilecek antikor ile etkilesiminin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. izotipleme kitleri ELISA kitleri veya membran (serit veya kaset) kitleri olmak
tizere iki temel formatta bulunmaktadir. Tipik olarak bu kitler, test drnegindeki antikoru
dogrudan yakalamak ve reaksiyona sokmak iizere tasarlanmig dnceden kaplanmis plakalar
veya membranlar icerir. ELISA kitlerinin kullanimi, antikorun, ilgili 6n kaplamali izotipe
spesifik antikor igeren belirli mikroplaka kuyucuklarina uygulanmasi ile gergeklestirilir. Strip
kitleri ise, izotipe spesifik antikorlarin test antikoruyla reaksiyona girdigi membranda renkli
bantlar {iiretir. Strip kitleri, bir seferde bir 6rnek test etmek icin daha hizli olsada; ELISA
kitleri, birden fazla 6rnegi ayn1 anda test etmek i¢in daha verimlidir. Bu kitler ile IgG, IgG2a,
IgG2b, 1gG3, IgA ve IgM izotip ve alt izotipleri ile VL-kappa veya VL-lambda hafif zincir
tiplerini belirlenebilmektedir.

2.7.2 Capraz reaksiyon

Antikorlarin 6zgiinliigiiniin belirlenmesi karakterizasyon g¢aligmalarindaki en 6nemli

unsurlardan biri olup antikor ile 6zgiin oldugu antijene yapisal benzerlik gosteren veya test
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edilecek ortamda c¢apraz reaksiyon yaratmasi olast farkli antijenlerle reaksiyonlarinin
belirlenmesine dayali bir yontemdir. Bu amag icin genellikle dolayli ELISA testi tercih
edilmektedir (Mats 1992, Frank 2002, Langer ve ark 2017).

Tam sistemlerinde bazi 6zel durumlarda kullanilacak antikorunun capraz reaksiyon
vermesi yararli olabilir. Tirler arasi1 ¢apraz reaksiyon, ayni antikorun kullanilmasiyla diger

tiirlerde karsilik gelen antijenin saptanmasina izin verebilecegi i¢in faydali olabilmektedir.
2.7.3 Afinite ve avidite

Afinite, antikorun bir antijene baglanma bdlgesi (paratop) ile antijenin bir epitopu
arasindaki etkilesim giiciiniin bir 6l¢iisiidiir. Afinite degeri, bireysel epitop ve bireysel paratop
arasindaki c¢ekici ve itici gili¢lerin net sonucunu yansitir ve geri doniisimlii birlesme
biyomolekiiler etkilesimi yoneten ayni temel termodinamik ilkelerle tanimlanir:

Ka = afinite sabiti
[Ab] = antijene baglanmamis antikorlarin molar konsantrasyonu [Ab-Ag]
[Ag] = antikore baglanmamis antijenlerin molar konsantrasyonu Ka = m

[Ab-Ag] = antikor-antijen kompleksinin molar konsantrasyonu

Ka sabit noktasina ulasildiginda ne kadar antikor-antijen kompleksinin bulundugu
saptanmaktadir. Bunun gerceklesmesi icin gereken siire, difiizyon oranina baghdir ve her
antikor i¢in benzerlik gdsterir. Bununla birlikte, yiiksek afiniteli antikorlar, diisiik afiniteli
antikorlardan daha kisa silirede daha biiylik miktarda antijen baglayacaktir. Yiiksek afinite
degeri, epitop ve paratop arasindaki giiclii bir etkilesimin sonucudur. Diisiik afinite degeri ise

I"**in altina ve 10™ mol™in iistiinde genis

diisiik etkilesimi gosterir. Ka, antikorlar i¢in 10° mo
cesitlilik gosterebilir ve pH, sicaklik ve tampon bilesimi gibi faktorlerden etkilenebilir
(Reverbi ve Reverbi 2007). Monoklonal antikorlarin afinitesi, tek bir epitopa segici ve
homojen olduklari i¢in dogrudan ve net degerler olarak oSlgiilebilir. Antikorlarin afinitesini
6lemek icin en kolay metot ELISA yontemidir ve bunun i¢in en ¢ok yarisimli ELISA testleri
tercin edilmektedir. Yarisimli ELISA sonucundan yararlanilarak hesaplanan inhibisyon
konsantrasyonu (IC50) gelistirilen antikorlarin afinite degerlerini bulmak i¢in kullanilabilir.
Bu yontem Afinite belirlemede daha kesin, kullanish ve bilgilendirici veriler saglar. Yiiksek
afiniteli antikorlar, hizli bir sekilde epitop ile baglanarak immiinolojik testler sirasinda devam

eden giiclii bir bag olusturulurken diisiik afiniteli antikorlar, etkilesimilerini kaybederek
deneyler sirasinda saptanamazlar (Rudnick ve Gregory 2009).
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Avidite; bir antikorun aviditesi, antijen ve antikor arasindaki baglanmanin genel
giicliniin bir dl¢limiidiir, yani antikor-antijen kompleksinin genel baglanma kuvvetinin bir
Ol¢iistidiir. Avidite; antikorun epitopa olan afinitesi hem antikor hem de antijenin valansi ve
etkilesen pargalarin yapisal diizenlenmesi parametrelerine baghdir. Biitlin antikorlar
multivalent, 6rnegin; IgG'ler bivalant ve IgM'ler decavalant. Immiinoglobulinin degerliklikleri
(valency) (antijen baglanma yerlerinin sayisi) ne kadar yiiksekse baglayabilecekleri antijen
miktar1 da o kadar yiiksektir. Benzer sekilde, birden fazla antikora baglanabildikleri i¢in
antijenlerde c¢oklu degerlik (multimerik) gosterebilirler. Bu nedenle, ¢ogu antijen antikor
etkilesimi, antijen-antikor kompleksinin yiiksek avidansi nedeniyle giiglii ve kararli kalir

(Rudnick ve Gregory 2009).
2.7.4 Antikor titrasyonu

Saflastirilmis antikorlarin konsantrasyonunu ve islevsel titrasyonunun dogru bir
sekilde belirlenmesi hem isaretleme calismalarinda hem de kullanilmasit planlanan
immunoassay testlerde basarili ve tekrarlanabilir bir sekilde kullanimini saglar. "Antikor

konsantrasyonu" ve "antikor titresi" farkli anlamlara sahiptir.

Antikor konsantrasyonu fonksiyona bakilmaksizin ¢ozeltideki antikorun (protein)
toplam miktaridir.  Antikor konsantrasyonu, genel bir protein deneyi veya bir
immiinoglobiilin-spesifik ~ yontem kullanilarak tahmin edilebilir. Saf antikorlarin
konsantrasyonu, PBS'de %1 (10 mg / mL) soliisyonun absorbansi i¢in 13 ila 14'liikk bir deger
(Extinction Coefficient=EC) varsayilarak, 280 nm'de O0l¢iilen absorbans degerinden
hesaplanabilir (Pace ve ark. 1995, Grimsley ve Pace 2004). Ayrica, BCA Protein testi veya
Coomassie Protein gibi ticari Kitler kullanilarakta tahmin edilebilir.

Antikor titrasyonu ise belirli bir immiinoassay i¢in kullanilacak antikorun stok
¢ozeltisinin islevsel konsantrasyonu veya seyreltme faktoriidiir. Antikor titresi konsantrasyon
ile ilgilidir, ancak daha spesifik olarak belirli bir antikor numunesinin etkin potansiyelini
belirler. Titre 6l¢iimii; genel olarak ELISA gibi bir test yonteminde istenilen sabit araligin
elde edilmesi i¢in kullanilacak antikor numunesinin fonksiyonel seyreltme oranini
belirlenmesi olarak tanimlanabilir. Kabul edilebilir minimum deger, arastirmaci tarafindan
belirlenir, ancak genellikle istatistiksel olarak anlamli olan sinyal-parazit (signal-noise ratio)
orant referans aliir (Barrette ve ark. 2006, Hulspas 2010). Antikorlarin titresi ile

konsantrasyonu kuvvetli korelasyon gosterir. Dolayisiyla, belirli bir monoklonal antikorun iki
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farkli iiretim ve saflagtirma grubunun farkl: titrelere sahip olmasi, bir partinin digerinden daha

konsantre oldugu anlamina gelebilir.
2.8 Antikorlarin Saflastirilmasi

Monoklonal antikor igeren kiiltiir list sivilari, bagisiklanan fareden elde edilen
Poliklonal antikor igeren fare serumu ve hibridoma hiicrelerinin enjekte edilmesi ile elde
edilen fare asidik sivilart saf olmamaktadir. Bu sebeple Western blot, ELISA gibi c¢esitli
uygulamalarda spesifik antijeni tanimlamada dogrudan veya enzim yada fliioresan
isaretleriyle daha etkin ve hassas bir sekilde kullanilabilmesi i¢in antikorlarin saflastirilmasi

gerekmektedir (Neil ve ark. 2005, Liu ve ark. 2010).

Biitiin diger proteinlerin de saflastirlmasinda oldugu gibi antikorlar i¢in de
saflastirmanin her adiminda % olarak ¢ikan tiriin miktari, antikorun spesifik aktivitesi ve
saflagtirma zenginligi izlenmelidir. Saflastirmaya baslarken antikorun fiziksel ve kimyasal
karakterlerinin yanisira saflagtirma yapilacak ortamdaki kontaminantlar hakkinda da bilgi
sahibi olmak gereklidir (Neil ve ark. 2005). Coktiiriilme yontemi en genel ve pratik protein
saflastirma yontemlerinden biridir. Proteinler; cesitli tuzlar (amonyum siilfat, magnezyum
stilfat, sodyum siilfat), organik ¢oziiciiler, 1s1, asid ve bazlarla ¢oktiiriilebilir, ancak tuzlar
disindakilerle yapilan ¢oktiirme isleminde proteinler denatiire olup bir daha dogal sekillerine
donemezler. Buna karsin tuzlarla yapilan ¢oktiirme islemi ise proteinleri denatiire etmez ve
koruyucu c¢oktiirme olarak adlandirilir. Tuzlar, protein molekiillerinin etrafindaki su
molekiillerini ¢ekerek, molekiillerin birleserek ¢okelmelerini saglar ve diyaliz uygulanarak
tuzlar ortamdan uzaklastirilir. Antikorlarin  saflastirilmalarinda ise yaklasitk  50%
doygunluktaki amonyum siilfat konsantrasyonu kullanilmaktadir. Ancak antikorlarin
amonyum siilfat (AS) ile c¢oktiiriilmelerindeki dezavantaj istenilen safligin elde
edilememesidir. Bu nedenle AS. ¢oktiirme tek basina yeterli bir saflagtirma yontemi olamayip

diger saflastirma yontemleri ile birlikte kullanilmaktadir (Grodzki ve Berenstein 2010a).

Protein A, Protein G ve Protein L antikora baglanma 6zellikleri iyi karakterize edilmis
tic bakteriyel kokenli proteindir. Bu proteinlerin ligandlarinin tanimlanmasi antikorlarin
constant alanlar dahil 6ngoriilebilir yapilarinin incelenmis olmasina bagl olarak miimkiin
olmustur. Bu proteinler rekombinant olarak {iretilen ve ¢esitli tiirlere ait antikor tiplerinin

afinite saflagtirilmasi i¢in rutin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte Protein A ve G’nin
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rekombinant formu olarak genetik olarak tasarlanmig ve Protein A / G olarak adlandirilan bir

diger formda bazi durumlarda kullanilabilmektedir.

Genellikle bu antikor baglayici proteinler, agaroz reginesinde immobilize halde
kullanilirlar. Proteinler A, G, A / G ve L antijen baglanma alaninin disindaki yerlerde
antikorlara baglanirlar. Bu proteinlerin her biri farkli hedef antikor tipleri (6rn., Antikor alt
sinifi veya hayvan tiirleri) i¢in uygun benzersiz 6zelliklere sahiptirler. Ancak 6rnek kaynagina
bagli olarak, antijene spesifik antikorlarin disinda bagka immiinoglobulinlerin bulundugu
durumlarda spesifik antikorlarin saflastirilabilmesi i¢in antijen-antikor etklesimine dayanan

afinite saflagtirma yonteminin de kullanilmasi gerekmektedir (Arora ve ark. 2014).

2.8.1 Protein A ézellikleri ve 1gG baglama ozellikleri

Protein A, Staphylococcus aureus’un birkag susu tarafindan iiretilen bir hiicre duvari
bilesenidir. Tek bir polipeptit zincirinden (MW 46.7kDa) olusur ve az ya da hi¢ karbonhidrat
icermez. Protein A, immiinoglobiilin molekiillerinin, 6zellikle IgG'nin Fc bolgesine spesifik
olarak baglanir. IgG'lerin Fc bolgesi ile etkilesime girebilen dort yiiksek afiniteli (Ka = 108
M™) baglanma bolgesine sahiptir. Protein A, immobilize formunda farkli memeli tiirlerinden
cok cesitli immiinoglobulinlerin izole edilmesi i¢in kapsamli bir sekilde kullanilmistir. Ancak
Protein A ile IgG arasindaki etkilesim, IgG'nin tiim hayvan kaynaklar1 ve alt siniflar1 i¢in
esdeger degildir. Ornegin, Farelerde, IgG2a, IgG2b ve IgG3 Protein A'ya giiclii bir sekilde
baglanir, ancak IgG1 (serumdaki baskin alt sinif) ile baglantisi zayiftir. Cogu sigan IgG alt
sinifi ise protein A'ya hi¢ baglanmamaktadir. Bu degiskenlige ragmen, Protein A, birgok tiiriin
serumundan 1gG'nin rutin afinite saflastirmas1 icin c¢ok etkilidir. Ozellikle tavsanlardan
poliklonal antikorlarin saflastirilmasi igin uygundur (Sekil 2.12). IgG'nin farkli alt siniflari
icin Protein A'nin degisken baglanma 6zellikleri, bir IgG tiiriiniin digerinden ayrilmasi i¢in
avantajli olarak kullanilabilir. Bu yolla, fare IgGl ve diger immiinoglobiilin alt smniflari,
Protein A'ya baglananlardan bagimsiz olarak izole edilebilir (Hober ve ark. 2007, Grodzki ve
Berenstein 2010b, Hnasko ve McGarvey 2015)
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2.9 Antikorlarin Tam Alaminda Kullanimi ve Onemi

Antijen-antikor birlesme mekanizmasina dayali immiinolojik temelli c¢aligmalar
serolojik yontemler olarak adlandirilir. Bu yontemlerin g¢alisma prensibi, bilinmeyen bir
reaktifi bilinen bir reaktif kullanarak saptamak seklindedir. Serolojik testler niceliksel temele
dayali olarak yapilir. Yani ortamda bulunan antijen ya da antikorun yalmizca bulunup

bulunmadig degil, ayn1 zamanda ne kadar bulundugu da 6nemlidir.

Serolojik ¢alismalarda; kan, semen, tiikiiriik, idrar, gdzyasi ve goz i¢i sivisi, gaita,
mide 6zsuyu, lenf s1vist ve diger tiim viicut sivilar1 incelenebilmektedir. Gliniimiizde serolojik
calismalar yaygin olarak; viral, bakteriyel, fungal ve paraziter enfeksiyonlarin tanisinda,
immiinizasyon ve immiin sistem ile ilgili cesitli inceleme ve arastirmalarin yapilmasinda
onemli bir uygulama alanma sahiptir. Serolojik tani1 ic¢in kullanilan yoéntemler;
mekanizmalarina (agliitinasyon, presipitasyon, ELISA vb), uygulama sekline (otomatize,
manuel), hizlarina (birkag saatten birkag¢ giine kadar) ve kullanim amagclarina gore (antikor tipi
tesbiti, kantitasyon, vb.) farklilik gostermektedir. Bu yontemlerden en yaygin olarak

bilinenleri su sekilde 6zetlenebilir;
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2.9.1 Aglutinasyon ve hemagliitinasyon testleri

Uygun bir sivi ortamda antijen ve ona spesifik olan antikorun baglandiktan sonra
kompleksler olusturarak kiimelesmesi ile karakterize olan serolojik reaksiyona agliitinasyon
ad1 verilmektedir. Bakteri veya virlislerin eritrositlere baglanarak onlar1 aglutine etmesi ise
‘hemagliitinasyon’ olarak adlandirilir. Agliitinasyon olaymin gerceklesebilmesi i¢in antijeni
tagityan hiicre ya da diger parcaciklarin elektrolitli ortamda (6rnegin: fizyolojik tuzlu suda)

asint1 (siispansiyon) halinde olmalar1 gereklidir (Mayer 2017).
2.9.2 Presipitasyon testleri

Suda ¢6zlinmiis durumda bulunan antijenlerin, elektrolitli ortamda kendilerine 6zgii
immiinoglobiilinler (antikorlar) ile birleserek ince graniil bir yapida c¢okmesi olayina
presipitasyon denir. Antijenlerin multivalan olmasi; antikorlarin ise en az bivalan olmasi
presipitasyon i¢in yeterlidir. Antikorlar igeresinde IgG, IgM ve az olarakta IgA nin presipitan
0zelligi bulunmaktadir. Presipitasyon yontemini kullanilarak hem enfeksiyon hastaliklarin
tanisint  koyulabilmekte hem de mikroorganizmalarin identifikasyonu yapilabilmektedir

(Bonifacino JS Dell’Angelica 2001).
2.9.3 isaretlenmis antijen ve antikorlarla yapilan testler

Bu yontem antijen ya da antikorlarin; enzim ya da radiyoaktif maddeler gibi bazi
maddelerle isaretlenerek ve bu maddelerin olusturdugu renklenme ile reaksiyonun goriilebilir
bir hal almasi presibine dayali baglanma testleri olarak aciklanabilir. Bu ydntemlerle
organlarda, dokularda ve kan serumunda antijen varligi arastirilabilir ve yine dilusyonlar
yapilarak titre tayini yapilabilir. Bu yontem kullanilarak yapilan testler 3 ayr1 gruba

ayrilmaktadir:

1- Immuno-enzimoloji (EIA); antijen ve antikorun birlestigi, olusan immiinolojik
reaksiyonlarin enzim-substrat sistemleri ile goriiniir hale getirildigi testlerdir. EIA
teknikleri ii¢ grupta incelenebilir:

a. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay); biyokimyasal ve immiinolojik bir
yontemdir. Ozgiil antijen-antikor reaksiyonunu gdstermek amaciyla enzimle isaretli
konjugat ve enzim substratt kullanilarak reaksiyonun renklendirilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu testin, genis enfeksiyon tani parametreleri ticari olarak kolayca

temin edilebilir, otomasyona uyarlanabilir ve bu sayede ¢ok sayida 6rnek iizerinde
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kisa siirede c¢alisilabilir, sonuglar kalitatif ya da kantitatif olarak degerlendirilebilir.
Antikor ve antijen tayininde ELISA’nin pg/mL seviyesinde duyarli olmas1 onun ¢ok
yaygin olarak kullanimini saglamaktadir (Hornbeck 1991).

b. Immunohistokimyasal teknikler; belli bir dokuda bulunan antijenlerin gdsterilmesi igin
isaretlenmis antikorlarin kullanilmasidir. Belirli antijenler igeren doku kesiti, bu
antijenlere karsi isaretlenmis antikorlar igeren bir soliisyonda inkiibe edildigi zaman,
antikorlar spesifik olarak antijenlere baglanir. Boylece antijen-antikor komplekslerinin
yerlesimleri ya 151k (immiinohistokimya) ya da elektron mikroskopla (ultrastriiktiirel
immunositokimya) gozlenebilir (Harlow ve Lane 1999).

c. Immunblot teknikleri; bir protein soliisyonunda, aranan bir proteinin olup olmadigin
ve varsa ne kadar oldugunu anlamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontemlerde
hedef (aranan) antijen veya proteinin tanimlanmasi antijen-antikor etkilesimine
dayalhidir (Gallagher ve ark 1998). Baslica immunblot teknikleri; western blot, yatay
akis aygiti (lateral flow device) ve dot-blot’tir.

2- Immuno-fluoresans teknikler; ELISA’ya ¢ok benzerlik gdsteren bir yontemdir. En
onemli farki reaksiyonu gérmek i¢in enzim-substrat kompleksi yerine fluorokromlarin
kullanilmasidir. immuno-fluoresans teknikleri, antijen ve antikor reaksiyonlarmin UV
1s181nda fluorasans parlama veren 6zel boyalarla gosterilmesi temeline dayanmaktadir.
Siklikla floresein izotiosiyanat (FITC) kullanilmaktadir. Testin degerlendirilebilmesi
icin florasans mikroskoba gereksinim vardir (Harlow ve Lane 1999). Immuno-
fluresans tekniklerin en ¢ok tercih edilenleri akis sitometrisi (flow cytometry) veya
fliioresanla aktive edilmis hiicre taramasi (FACS scan= fluorescence-activated cell
scanning) yontemleridir (Givan 2001).

3- Radio-immunoloji testi (RIA); bu yonteminin temeli EIA ile benzerdir. Ancak farkli
olarak antikorda isaretleyici madde olarak radyoaktif madde (I1.125, 1.132) kullanilir ve
sonuclar gamma sayacglarinda degerlendirilir. Bu yontem 6zellikle hormon testlerinde
(TSH, T3, T4) kullanilmaktadir. Radyoaktif madde kullanimindan dolay1 tercih
edilmemektedir (Yeo ve ark 1977, Spencer 2017).

2.9.4 Antikor temelli protein array

Protein- ¢ip veya protein-array teknolojisinde temel prensip, 6zel hazirlanmis bir lam
veya mikrokiireler {izerindeki protein bilgilerinin, uygun yontemler ve bir yazilim ile

bilgisayar programma aktarilmasi ve bunlarin bilgisayar ekraninda goriiniir hale

33



getirilmesidir. Sadece belli bir proteini bulmaya yonelik hazirlanan protein-array yonteminde
biyolojik materyal c¢ogunlukla bir idrar veya kandir. Uygun kosullarla bu o6rneklerden
hazirlanan lamlarda, istenen proteinin varligl, mikroarray teknolojisi ile arastirilmaktadir.
Burada kritik olan, bulunmak istenen proteinlere yiiksek oranda baglanabilme 6zelligine sahip
antikorlarin elde edilmesidir (Chapman 2002, Kodadek 2002).

Serolojik testlerde iki dnemli kavram bulunmaktadir bunlar; sensitivite ve spesifite.
Sensitivite, bir serolojik testin aranan antijenler veya antikorlarin varligini saptayabilme
yeteneginin Olclsilidiir. Spesifite ise serolojik testin aranan antijenler veya anikorlari
saptamada ne kadar 0zgil oldugunun gostergesidir. Monoklonal antikorlarin en biiyiik
avantaji spesifitesinin yiiksek olmasidir. Monoklonal antikorlar farkli tiplerde bulasici
hastaliklarin hizli ve dogru teshisi igin hem yiiksek derecede spesifik hem de tekrarlanabilir
immiinolojik analiz saglamaktadirlar (Smith 2012). MAbs bircok Onemli parazitik
helmintlerin (Zumaquero-Rios ve ark. 2012); Plasmodium spp, dirofilariosis, trichinellosis,
trypanosomosis, leishmanosis gibi protozoanin sebep oldugu (Srinivasan ve ark. 2014)
hastaliklarin; anthrax, bruselloz, paratuberculosis, leptospirosis, listeriyoz, klostridial
enfeksiyonlar, mikoplazmoz gibi bakteriyel (Tamborrini ve ark. 2010) hastaliklarin;
zygomycosis, cryptococcosis, histoplasmosis gibi fungal hastaliklarin; sap hastaligi, sigir viral
diyare, mavi dil, klasik domuz atesi ve kuduz gibi viral hastaliklarin tanisinda basarili bir

sekilde kullanilmaktadir.

Ulkemizde de yaygin bir enfeksiyon olan ve hayvancilikla ugrasilan yorelerde sik
goriilen Bruselloz, ekonomik kayiplara neden olan en genis bakteri zoonozlarindan biri
olmakla birlikte genellikle ge¢ hamilelik doneminde ineklerin diisiik yapmasina sebep
olmakta ve enfekte olan ineklerin siitiiniin kullanilmasi ile de insanlara bulasabilmektedir.
Monoklonal antikorlarin bilinen bir uygulamasi da bu hastaligin neden oldugu Brucella

abortusunun tanisinda kullanilmasidir (Deb ve ark. 2012).

Leptospirosis, hayvancilikta ekonomik olarak o©nemli bir zoonotik bakteri
enfeksiyonudur. Diisiik, 6lii dogum, kisirlik ve siit tiretiminde azalmaya sebep olur (Deb ve
ark. 2013). Hastalik teshisi amaciyla gelistirilen mAb’ler yarigimli ELISA tani sistemlerinde

kullanilmistir.

Bulagici  Sigir  Pleuropnémonisi  (CBPP), Mycoplasma mycoides subspecies
mycoides'in neden oldugu solunum yolu enfeksiyonudur (Abdo ve ark. 2000). Ayling ve ark.
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tarafindan immiinohistokimyada (IHC) siipheli CBPP vakalarimin tesbiti icin bir mAb (M92 /
20) gelistirilmistir (Ayling ve ark. 1999).

Sap hastalign (FMD) diinya capinda sigirlarda Artiodactylae'yi etkileyen oldukga
bulasic1 bir hastaliktir ve Diinya Hayvan Sagligi Orgiitii'niin (OIE) yayinladig hastalik
listesinde yer almaktadir. On altinc1 ylizyildan beri sigir endiistrisini tehdit eden 6nemli bir
salgin hastalik olarak kabul edilmektedir (Verma ve ark. 2012, Deb ve ark. 2012). FMD
virlistiniin (FMDV) yedi serotipinin tiimiine kars1 tepki veren mAb temelli bir yatay akis
aygiti (LFD) (Reid ve ark. 2001) ve sandvi¢ ELISA kitleri mevcuttur (Morioka ve ark. 2014).

Glutensiz olarak pazarlanan gidalardaki ¢olyak toksik gliiten proteinlerinin duyarli ve
spesifik Ol¢timii amaciyla gelistirilmis ¢esitli MAb’ler rapor edilmistir (Ellis ve ark. 2017).
Onemli kayiplara neden olan domates mozaik viriisii (ToMV) hastaliginin tanisina ydnelik
olarak bu viriise karsi gelistirilmis ve tiitin mozaik viriisii (TMV) ile ¢apraz reaksiyon

gostermeyen MADb’ler gelistirilmistir (Duarte ve ark. 2001).

Monoklonal antikorlar viral hastaliklarin saptanmasi i¢in, 6zellikle teshis edilmesi gii¢
olan herpes viriisleri ve papillomaviriisler gibi kutan6z viral enfeksiyonlar tespit etmek igin

kullanilmistir (Molina-Ruiz ve ark. 2015).

Monoklonal antikorlar tanisinda kullanildigr diger dnemli hastaliklar ise enfeksiyona
bagli olmayan (NCDs= non-communicable diseases) hastaliklardir. Bu hastaliklar diinya
capinda morbidite ve mortalitenin énde gelen nedenlerindendir. Diinya Saglik Orgiitiine gore,
diinyada her yil kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik solunum yolu hastaliklar1 ve
seker hastaligindan mustarip yaklasik 40 milyon kisi hayatin1 kaybetmektedir (Van horn
2009, Collier ve ark. 2012, Anonim 2017). Bu hastaliklarin erken teshisi, hastalik
ilerlemesinin izlenmesi i¢in 6nemli hale gelmistir. Enfeksiyona bagli olmayan hastaliklarin
tanisinda spesifik biyobelirteclere karsi gelistirilen monoklonal antikorlar yaygin olarak
kullanilmakatdir. Biyobelirtecler, biyolojik siireglerin, patojenik siireglerin veya terapotik
miidahalelerde farmakolojik tepkilerin gostergeleri olarak tanimlanir. Bunlar, belirli
antijenlerin varhi@, yoklugu, olmasi gerektiginden fazla veya az olmasi, enzim
aktivitelerindeki degisiklikler ve DNA ile proteinlerde olusabilecek essiz degisiklikler olarak
sayilabilr (Strimbu ve Tavel 2010). Ornegin; Prostat kanserinde spesifik olarak eksprese
edilen bir prostata 6zgii antijeni (PSA) (Gretzer ve Partin 2003), kolorektal kanserde
kanserojenik embriyonik antijeni (CEA) (Crawford ve ark. 2003) saptamak amaciyla
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gelistirilmis cesitli monoklonal antikorlar bulunmaktadir. MAb’lara dayali tani sistemlerin
kullanildigi bir diger 6nemli hastalik ise Kistik Fibrozis (KF) hastaligidir. KF; solunum
sistemi, gastrointestinal ve {lireme sistemi mukus bezlerini, ter bezlerini ve pankreasi
etkileyerek, akcigerler ve sindirim sistemini kalin ve yapiskan bir mukoz salgi ile tikayan
beyaz irkta en sik rastlanan otozomal resesif (¢ekinik) gecis gosteren Sliimciil bir hastaliktir.
Yapilan c¢aligmalarda sikliginin 3000 dogumda 1 civarinda oldugu bildirilmektedir (Cutting
2015). Bu hastaligin tarama programindaki ilk asamasi bebeklerin topuk kanindan Immun
Reaktif Tripsinojen (IRT) ve Pankreatitle iligkili Protein (PAP) diizeylerinin incelenmesidir.
Bu amag i¢in IRT diizeylerinin ol¢limiinde kullanilan ¢esitli MAb temelli ELISA kitleri
bulunmaktadir. Serumda PAP diizeyinin belirlenmesine yonelik testlerin sayist oldukga

smirhdir.
2.10 Pankreatit ile iliskili Protein (PAP)

PAP’a ait elde edilen degerlerin Kistik Fibrosiz ve diger bir¢ok hastaliklarin tanisinda

onemli bir veri oldugu yapilan ve yapilmakta olan son ¢aligmalarda ortaya konmaktadir.
2.10.1 PAP’1n tarihgesi

Keim ve arkadaslari, 1984'te akut pankreatit indiiksiyonu sonrasinda siganlarin
pankreas 6z suyunda yeni bir protein saptadilar (Keim ve ark. 1984). Bu salg1 proteininin,
pankreatit indiiksiyonu sonrasinda ortaya ¢iktigi ve takip eden 3-4 giin boyunca asir1 eksprese
edildigi buna karsin kontrol farelerinde bulunmadig1 goriilmiistiir. Bunun yanisira proteinin
pankreas homojenatinda ve zimojen graniillerde de varligi rapor edilmistir. Pankreatit
indiiksiyonu ile olan iligkisi nedeniyle, kesfedilen bu proteine "pankreatit ile iliskili protein
(Pancretitis Associated Protein) " veya PAP adi verilmistir. Dort yil sonra, Tachibana ve
meslektaglar1 sican hipofizinden salgilanan peptit 23 adin1 verdikleri, biiylime hormonu salma
ajant (GHRH) tarafindan uyarilan ve somatostatin tarafindan inhibe edilen bir protein
kesfettiler (Tachibana ve ark. 1988). Bu c¢alismalar esnasinda peptit 23’lin heniiz birincil
yapisi ¢oziilmemisti. 1995 yilinda Katsumata ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmalar ile 1988'de
tanimlanan peptit 23 ile PAP’1in aymi oldugunu rapor ettiler (Katsumata ve ark. 1995). Son
olarak, Lasserre ve arkadaslar1t PAP mRNA'sini1 29 hepatoselliiler karsinom vakasinin 7'sinde
asir1 eksprese edildigini saptadilar ve bu proteini HIP olarak isimlendirdiler (Lasserre ve ark.
1992). Bu nedenle bu protein, peptid 23, HIP ve PAP olmak iizere 3 ayr1 sekilde

adlandirilmaktadir.
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2.10.2 PAP’1n molekiiler yapisi

PAP dizisinin bilgisayar analizi, lektinlerle yapisal bir iliskisi oldugunu
diisiindiirmektedir. PAP ile diger hayvan ve insan lektinleri arasinda %16 ila %26 degisen
oranda benzerlik bulunmaktadir. Bununla birlikte, eritrosit agliitinasyonu veya farkl
karbonhidratlara 6zgii afinite siitunlarinin ylizeyine tutundurma da dahil olmak iizere,
karbonhidrat baglama aktivitesini karakterize etme ¢abalar1 basarisiz olmustur (Iovanna ve
ark. 1991). PAP geninin yapisal organizasyonu, lektin genlerinin evrimsel gelisimine yonelik
yeni ipucglar1 ortaya koymaktadir. PAP kodlama sekansi alti ekson iizerinde uzanir ve
varsayilan karbonhidrat tanima bolgesi, IV, V ve VI eksonlari tarafindan kodlanir. Bu gen
organizasyonu, PAP'in, ayn1 karbonhidrat tanima domaine sahip atasal onciillerinden farkli
bir siirecle evrimlesen yeni bir lektin grubuna ait oldugunu gostermektedir (Dusetti ve ark.
1993). PAP, C-tipi lektinler arasinda bildirilen en kiiciik proteindir. Aslinda PAP; bir sinyal
peptidine bagli, tek bir karbonhidrat tanima domaininden olusurken, diger C-tipi lektinler,
kombine seker baglanma konsensusu ile birlikte lektinlerin spesifik fonksiyonlarini sunan
cesitli diger protein domainlerine de sahiptirler (Christa ve ark. 1994). Buna karsilik, PAP'in
ek islevsel domaini yoktur (Sekil 2.13)

SNTP CTLD

=H T H I | [ T HEEE | proteoglikan
I H 1.
= {1
[ HH HE NK hicre reseptorleri
| || asittipireseptorleri
EH H 1 vetanektin
=T R T 0 Hlpotissn
SRNEEEE Rl
%—l:]—_ Asidik boyunlu CTLD

Tip Il reseptorler

Kollektinler

Sekil 2.13. Farkli C-tipi lektinlerde protein domainlerinin sematik gosterimi (Closa ve ark.

2007)
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2.10.3 PAP’1m ekspresyonu

Sagliklt pankreaslarda PAP, Langerhans adaciklarinin o-hiicrelerinde (Sekil 2.14)
yapisal olarak eksprese edilir (Christa ve ark. 1996). Ancak ekzokrin pankreasta sadece asinar
hiicreler zarar gordiiglinde eksprese edilebilmektedir (Orelle ve ark. 1992). Aslinda PAP
ekspresyonu pankreatik asinar hiicrelerde; akut ve kronik pankreatit (Orelle ve ark. 1992),
hipoksi (McKie ve ark. 1996), toksinler (Chen ve ark. 1996), diyabet (Baeza ve ark. 2001),
lipopolisakkarid (Vaccaro ve ark. 2000), hipotransferrinaemia (Simpson ve ark. 1997) ve
doku nakli (Van Der Pijl ve ark. 1997) gibi durumlarda olusan hasarlara cevap olarak aktive
edilir. Bununla birlikte, PAP pankreas dokusu ile sinirli degildir ve birgok organda
gdzlenebilir. Ornek olarak Crohn hastalig: ve iilseratif kolit gibi kronik inflamatuvar,
bagirsak hastaliklar1 ve enflamatuvar bagirsak hastaligi olan hayvan modelleri (IBD)
verilebilir (Lawrance ve ark. 2001). PAP; Alzheimer hastalarinin beyin dokusunda (Ozturk ve
ark. 1989, Duplan ve ark. 2001), uterusun liiminal epitel hiicrelerinde (Chakraborty ve ark.
1995), gelisen motoneuronlarin bir alt popiilasyonunda, periferik yaralanma sonrasi duyu
noronlarinda ve motondronlarda eksprese edilebilmektedir (Livesey ve ark. 1997, Averill ve
ark. 2002). PAP mRNA ekspresyonunun duktal kokenli pankreatik adenokarsinomlarin
%80'inde ve miisindz kistadenomlarin %30'unda aktif oldugu bildirilmistir (Xie ve ark.
2003). PAP mRNA ekspresyonu seviyeleri; nodal invazyon, uzak metastaz varligi ve kisa
stireli sagkalim ile ilintilidir. Ayrica, bazi olgularda, peritiimdral bolgeler PAP'in asir
eksprese edilmesine neden olmustur (Rosty ve ark. 2002), bu durum pankreatik kanserli
hastalarda tiimor ve peritlimoral hiicrelerin gdzlenen yiiksek PAP serum diizeyine katkida
bulundugunu gostermektedir. Karacigerde birincil hepatokarsinomanin yaklasik %30'unda
PAP’1n kuvvetli olarak aktive edildigi buna karsin bu organda PAP"'in ekspresyonunun timor

gelisimini indiiklemedigi ifade edilmektedir (Simon ve ark. 2003).
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Sekil 2.14. PAP’mn sentezlendigi Langerhans adacigi (Anonim 2003)

Son yillarda yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda, PAP’1in enflamasyon Onleyici

etken olarak rol aldigi bulunmugtur. PAP ekspresyonu hem anti-enflamatuar sitokinler hem de

kendisi tarafindan JAK/STAT3-bagimli yolak vasitasi ile uyarilmaktadir (Sekil 2.15).

Bunula birlikte, PAP ayni yolagi kullanarak enflamasyon onleyici faktér olan

SOCS3’1in ekspresyonu etkinlestirebilmektedir. JAK/STAT3/SOCS3 yolagi; PAP ve cesitli

sitokinler arasinda ortak bir nokta olusturmaktadir. Bu nedenle, PAP yeni bir anti-inflamatuar

sitokin olarak diisiiniilmektedir (Closa ve ark. 2007).
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NUKLEUS

Sekil 2.15. PAP tarafindan aktive edilen anti-inflamatuar yolak (Closa ve ark. 2007)
2.10.4 Hastahk belirteci olarak PAP

Kesfedilmesinin hemen ardindan, patolojik durumlarda pankreas asinar hiicrelerinin
PAP’1n ana kaynagi oldugunu acik olarak belirlenmistir. Morisset ve arkadaslari, sicanlarda
akut pankreatitin deneysel modelini kullanarak, PAP’in indiiklenmesini ve zimojen
graniillerde lokalizasyonunu buldular (Morisset ve ark. 1997). Bu sirada hastaligin ilerleyisi
sirasinda PAP’1in ekzokrin pankreastaki up-regiilasyon modeli de Bodeker ve arkadaslari
tarafindan tanimlandi (Bodeker ve ark. 1998). Pankreatik RNA'lar ile gerceklestirilen
Northern blot analizi ile elde edilen profiller, pankretatik protein ekstraktlar1 kullanilarak
yapilan Western Blot ve immiin tarama ile elde edilen profillerin insan hastaliklarinda ve
hayvan modellerinde es deger oldugu goriilmiistiir. Saglikli pankreaslarda PAP bulunmamasi
ve PAP’1n hastaligin erken evresinde goriilen kuvvetli indiiksiyonu, PAP'in stres proteini ya
da hiicre hasarma cevaben iiretilmesi indiiklenen bir akut faz proteini olabilecegini
diistindiirmektedir. Protein ekspresyonunda ani degisikliklerle karakterize edilen pankreatik
akut faz cevabi, pankreatik bezdeki hasar veya enfeksiyonlarin agik bir gostergesidir. PAP,
hiicresel strese yanit olarak pankreatik hiicreler tarafindan asir1 eksprese edildiginden,
serumda bulunan PAP'nin farkli pankreas hastaliklarinin bir gostergesi olup olamayacagi

degerlendirilmistir. 11k retrospektif calismada akut pankreatitte PAP'min yararli bir serum
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markeri olabilecegi onerilmistir (Iovanna ve ark. 1994). Ozellikle serumda bulunan PAP
konsantrasyonlarinin siirekli yiikselmesi pankreatitin halen siirmekte oldugunu gosterir.
Pankreas kanseri durumunda PAP asir1 eksprese edilir ve pankreatik karsinomlarin malignant
ductural yapilarinda gézlenebilir (Xie ve ark. 2003). Bir diger arastirma ise, PAP'in invaziv
adenokarsinomaya komsu olan akini'de giiclii bir sekilde eksprese edildigini gostermistir, bu
da PAP saliniminin ana kaynaginin pankreatik 6z su oldugunu diisiindiirmektedir (Rosty ve
ark. 2002). PAP’1n asir1 ekspresyonunun; nodal tutulum, uzak metastaz ve kisa sagkalim ile
yiiksek korelasyon i¢inde olmasi sebebiyle, insan pankreas duktal adenokarsinomasindaki
PAP ifadesinin tiimor saldirganliginin bir gostergesi olabilecegi one siiriilmiistiir (Xie ve ark.
2003). Kalp yetmezligi (KY) vakalarinda PAP hastaligin siddeti i¢in yeni bir prognostik
belirte¢ olarak degerlendirilmis ve PAP diizeylerinin, KY'li hastalarda hastalik siddeti ile
korelasyon gosterdigi belirtilmistir. Ayrica kardiyorenal sendrom, ndrohormonal aktivasyon

vakalari i¢in de bir gosterge oldugu bulunmustur (Fitzgibbons ve ark. 2014).

Akut pankreatit tizerine yapilan g¢alismalar, PAP’in kan konsantrasyonunu Kistik
Fibrozis (KF) taramasi i¢in de kullanilabilecegine diisiindiirmiistiir. Kistik fibrozis (KF),
Kaftkas popiilasyonlarinda otozomal resesif gecis gdsteren en yaygin genetik bozukluklardan
biridir (Keim ve ark. 1984). Bu hastalik, Kistik Fibroz Transmembran Regiilatorii (CFTR)
geninde bir mutasyon sebebiyle ortaya ¢ikmaktadir. Yenidogan taramasi ile KF’nin erken
teshisi ve tedaviye miimkiin oldugunca erken baglanarak malnutrisyonun 6nlenmesi ve geri
doniisiimsiiz akciger hasarmin énlenmesini hedeflenmektedir. Yenidogan taramasinda Immiin
Reaktif Tripsinojen (IRT) analizlerinde yiiksek oranda yalanci pozitif test sonuglarmin varligi
ek dogrulayici testlere ihtiyag oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Cheillan ve ark. 2005, Ross 2008).
Son yillarda bir¢ok iilkede KF icin yapilan testlere ikinci bir dogrulayici test olarak
Pankreatitle iligkili Protein (PAP) testi ilave edilmekte ve kullanimi giderek
yayginlagmaktadir. Boylece sonuglara kontrollii ve hizli bir sekilde ulasilmasi miimkiin
olabilmektedir (Sarles ve ark. 1999, 2005, 2014, Barthellemy ve ark. 2001, Sommerburg ve
ark. 2010, 2015, 2017, Stopsack ve Hammermann 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Hiicre hatlar1 ve hayvan materyalleri

Bu tez ¢aligmasinda in vitro caligmalar i¢in FO isimli myeloma hiicre hatti1 (ATCC
CRL-1646) kullanilmistir. In vivo ¢alismalarda ise Balb/C fareleri ve bu farelerden elde

edilen makrofaj ve dalak hiicreleri kullanilmistir. Bu calismada kullanilan deney hayvanlari
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TUBITAK deney hayvanlari iinitesinden temin edilmistir. (TUBITAK HADYEK Etik Kurul

No 16563500-111-187)

Sekil 3.1. Calismada kullanilan Balb/C fareleri (TUBITAK MAM GMBE)

3.1.2 Kullamlan kimyasal malzemeler

Cizelge 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Madde Adi Uretici Firma ~ |Madde Ad Uretici Firma

2- propanol VWR Chemicals |Human PAP (Reg3A) Sino Biological

4X Laemmli Sample Buffer  |BioRad IRT2 antijeni RayBiotech

50X HAT Gibco IsoStrl_ p quoclonal Antibody Roche
Isotyping Kit

50X HT Gibco K,HPO, Merck

8- Azoguanin Sigma KH,PO, Merck
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Acrylamide BioRad KOH Sigma
Albumin Bovine Sigma Magnezyum Klorit Sigma
Amonyum PerSiilfat Sigma Methanol Merck
Amonyum Siilfat Merck MgCl, Sigma
Anti Fare 1g(G,A,M)~Alkalin Sigma Mouse Reg3A Sino Biologica
Fosfataz Konjugati

Anti Fare IgQ Alkalen Sigma Mouse_ immunglobylin Roche
Fosfataz Konjugati Isotyping ELISA kit

apo-Transferrin Sigma NaCl Sigma
Asetik asit Merck NaHCO4 Sigma
BCIP/ NBT Substrate Sigma NalO4 Sigma
ii:sr;/’\llé:i- dl\:ethylene Bisg BioRad NaOH Merck
Cinko Klorit Sigma PEG4000 Merck
aD;?grd;{umHidrojenFosfatHept Merck p-nitrophenyl fosfat Sigma
DMEM Sigma PNPP Sigma
DMSO Sigma- Aldrich  |Protein A GE
Etanol Merck SDS Sigma
FCS Biochrom Sitrik Asit Sigma
g;;g/;naldehyde solution about Merck Skim Milk powder Fluka
Freunds’ Adjuvant, complete |Sigma Sodyum Bikarbonat Sigma
r:s;:%sl ;{:dj uvant, Sigma Sodyum DiHidrojen Fosfat Merck
Gentamycin Gibco Sodyum Sitrat Sigma
Glacial Asetik Asit Merck Sodyum Tiyosiilfat Pentahidrat|Merck
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Glisin Sigma TEMED. (N’N’.N”N, Tetra Sigma
Metil Etilen Diamin
Glukoz Sigma Trisma Base Sigma
HCI Merck TriSodium Sitrat DiHidrat Merck
Hemoglobin Sigma Trypan Blue E?J:t%cal
HEPES Sigma Tween 20 Sigma
Human hemoglobin Sigma ;Pc?t:e?r? I-P:(?gelfuler Prestained Thermo
Human Reg3G Sino Biological |ZnCl, Sigma
3.1.3 Kullamilan cihazlar ve diger malzemeler
Cizelge 3.2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan ekipmanlar
Ekipman ve Sarf Malzeme Uretici Firma Ekipman ve Sarf Malzeme Uretici Firma
+4 Dolap Bosch Santrifiyj tipii 1,5, 2 ml Eppendorf
10, 50, 100, 1000 pl’lik mikropipetler |Thermo 0,22 pm giringa filtresi Millipore
-20 Dolap Bosch 1,5, 10 ve 50ml enjektdr SET
300 pl “lik gok kanallr pipetler Thermo 1,8 ml kriyotiip VWR
50, 250, 500 ve 1000 cc sise Schott 2, 5, 10, 50 ml serolojik pipet TPP
G0 10200501000 10—y 59 o oo
Blotlama cihazt BioRad 175 e’ hiicre petrisi NUNC
Buz makinesi Scotsman AF100 25 cm hiicre kaziyict Costar
Calkalayict BioSan 25 e’ filtreli hiicre petrisi TPP
ELISA 96 kuyulu plaklari Nunc 30 cm hiicre kaziyict TPP

45




ELISA ¢oklu plak okuyucusu

(spekirometre) BioTek Instruments {39 cm Hiicre kaziyici Costar
ELISA ¢oklu plak ytkama cihazi BioTek Instruments |40 cm hiicre kaztyict Greiner
Fraksiyon ayirim makinesi BioRad 75 ent filtreli hiicre petrisi BD Falcon
Gii¢ kaynagt BioRad 96 kuyucuklu hiicre plagt Corning
Hassas terazi E\récisa Gravinetrics Ezici Sigma
Hava akimli kabinler Heraus Hemasitometre Bright Line
Isiticili manyetik karigtirici VELP Scientifica  |Inverted mikroskop Olympus
[zotiplendirme Kiti Roche Karbondioksitli inkiibator Heraus

Jel Elektroforez Sistemi BioRad Laminar Hava Akis Kabini Esco
Lateks eldiven Broche Makas Sigma
Liyofilizator Martin Christ Otomatik pipet Eppendorf
Manyetik karigtirici Sigma- Aldrich Pens Sigma
Masatistii Santrifiij Eppendorf Vakum filtrasyon VWR

Mini masaiistii santrifiij LMS Harmony Stvi Azot tankt ve azot tagima tanklart E?tir(;nggnarbide
Orbital Karistirici Edmund Biihler Spektrometre Biochrom Libra
Otoklav Sistek Tek kullanimlik pipet uglari Eppendorf
Peristaltik Pompa Pharmacia Ultrasantrifiij Hitachi

pH metre Mettler Toledo Ultrasonik banyo Bandelin
Protein A, Protein G kolonu GE Pudrasiz Eldiven Broche
Sicak su banyosu Niive PVDF membran Thermo
Vorteks Scientific Industries |Santrifiij tiipii 0,2 ml Eppendorf
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3.1.4 Kullamlan soliisyonlar ve tamponlar

SDS PAGE jel iceriginin hazirlanmasi

%10 SDS

- 10g SDS, 100ml dH,0 igerisinde ¢oziilmiistiir.

%30 Akrilamid/ Bisakrilamid

- 29,1g akrilamid ile 0,9g Bis-akrilamid 100ml dH,O igerisinde karanlikta
¢Oziilmiistiir.

%10 APS

- 0,1g APS 1ml dH20O igerisinde ¢ozilmistir. Kullanilmadan hemen Once taze
hazirlanmustir.

Tris-HCI (1,5M pH:8.8)

- Istenilen hacim kadar 1,5M Tris-base tartilmis ve distile su icinde ¢oziilmiistiir.
HCI
ile pH 8.8’e ayarlanmistir.

Tris-HCI (1M pH:6.8)

- Istenilen hacim kadar 1M Tris-base tartilmis ve distile su i¢inde ¢oziilmiistiir. HCI
ile pH 6.8’e ayarlanmuistir.

10X SDS Yiiriitme Tamponu

- 30,39 Tris-base, 144,1g Glisin ve 10gr SDS tartilarak 11t distile su iginde

¢Oziilmiistiir. 1X oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

Giimiis boyama ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Fiksasyon Tamponu:

- %50 MetOH, %12 Asetik Asit, 0,5ml %37 Formaldehit olacak sekilde
hazirlanmistir. dH,O ile 1 litreye tamamlanmustir.

Yikama Tamponu:

- %50 EtOH, %50 dH,0 olacak sekilde hazirlanmistir.

On Muamele Tamponu:

- 0,29 Na2S,03. 5H,0 1 litre ¢ozelti i¢in tartilarak hazirlanmustir.

Bant Fiksasyon Tamponu:

- AgNOs (2g/1t) ve 0.75 ml %37 Formaldehit ¢eker ocak altinda hazirlanmistir.

Gelistirme Tamponu:
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- 60g/lt Na;CO3, 4 mg/lt Na,S,03 ve 0,5ml %37 Formaldehit ile geker ocak
icerisinde hazirlanmistir.

Durdurma Tamponu:

- %50 methanol, %12 Asetik asit olacak sekilde hazirlanmistir. dH,O ile 1 litreye
tamamlanmustir.

Son Yikama Tamponu:

- %50 methanol, %50 dH,O olacak sekilde hazirlanmastir.

Western Blot ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Fosfat Tamponu:

- 150mM KH,PO, ve 150mM K;HPO, cozeltileri hazirlanmistir. KH,PO,4
sollisyonunun pH’ s1 KoHPOyq ile 7,2 ye ayarlanarak kullanilmistir.

1X PBS:

- 10mM fosfat tamponu ve 150mM NaCl istenilen hacim kadar dH,O iginde
¢Oziiliip hazirlanmistir.

IX TBS:

- 9.68g Tris-Base ve 32g NaCl tartilip 11t dH,O igerisine eklenmis, ardindan pH
7,6’ya ayarlanmistir.

IX TBS-T:

- 1 litre TBS ¢ozeltisi igerisine 0,5ml Tween-20 eklenmistir.

1X Transfer Tamponu:

- 0.592g Tris-Base ve 0.293g Glisin tartilarak 11t distile su i¢inde ¢Oziinmiistiir.
%10 SDS ¢ozeltisinden 337ul eklendikten sonra pH 9,2’ye ayarlanmigtir. Mevcut
hacmin %20’si kadar methanol eklenerek kullanilmstir.

%21 Membran Bloklama Soltisyonu:

- %1 yagsiz siit tozu 1X TBS iginde ¢oziilmiis ve membran bloklamada
kullanilmistir.

Substrat Tamponu:

- 10 ml dH,O igerisine 1 tablet BCIP/NBT Substrat1 ¢6zdiiriilerek hazirlanmistir.
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Immiinizasyon ve kan ahmlari icin gerekli ¢ézeltilerin hazirlanmasi

e Immiinizasyon isleminin daha basarili olmas1 ve alinacak muhtemel cevaplarin daha
kuvvetli olmasi i¢in PBS i¢indeki belirlenen antijen miktar1 Freunds’ adjuvan ile 1:1
oraninda olacak sekilde karistirilarak hazirlanmistir. Fareye yapilan ilk immiinizasyon
complete adjuvanla, ardindan gelen immiinizasyonlar Freunds’ incomplete adjuvanla
yapilmistir. Flizyona alinacak fareye yapilan rapel (hatirlatma) ise yalnizca PBS ve
belirlenen antijen karisimiyla yapilmistir.

e Sodyum Sitrat Hazirlanmast:

- 2,3 gram sodyum sitrat, 0,8 gram sitrik asit ve 2,2 gram glikoz 100 ml distile su iginde

¢Oziilmiis ve -20°C’de saklanmustir.

Dolayh ELISA c¢ozeltilerinin hazirlanmasi
¢ Yikama Tamponu
- 1X PBS ¢ozeltisine %0,05 (v/v) olacak sekilde Tween-20 eklenerek
hazirlanmstir.
e Bloklama Tamponu
- %5 yagr alinmig siit tozu 1X PBS icinde ¢oziinmiis ve plate bloklamada
kullanilmastir.
e Substrat Tamponu
- 0, 027 gram ZnCl,, 0,04 gram MgClI, ve 1,5 gram glisin 200 ml dH,O igerisinde
¢oziilmiils ve kat1 KOH yardimiyla pH 10, 4’e ayarlanmugtir.
e Substrat Cozeltisi
- 1Img/ml para-nitrofenil fosfat, substrat tamponu iginde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Taze kullanilmistir.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi
e DMEM
- 13,36 gram DMEM, 2 gram Sodyum Bikarbonat ve 5,96 gram HEPES 1 litre
otoklavlanmis dH,O igerisinde ¢oziilmiistiir. NaOH ile pH 7,2’ye ayarlandiktan
sonra hiicre kiiltiiri kabininde vakum filtrasyon sistemi ile filtrelenmis ve

kullanilmistir. Kullanim orani ¢alisilan hiicreye bagl olarak degismektedir.
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e PEG Cozeltisi
- 2 gram PEG, 1ml PBS ve 1ml dH,0O igerisine hazirlanmistir. Flizyondan hemen
once otoklavlanmig ve 37°C’de steril kosullarda saklanmistir.
e HAT igeren besi yeri
- Biiyiitme besi yerine %2 oraninda (40ml/L) HAT (50x) eklenerek hazirlanmistir.
e HT iceren besi yeri
- Biiyiitme besi yerine %2 oraninda (20ml/L) HT (50x) eklenerek hazirlanmistir.
e Dondurma besi yeri
- %20 FCS, %80 DMEM ve %10 Dimetil Siilfoksit (DMSO) veya %90 FCS ve
%10 Dimetil Stilfoksit (DMSO) seklinde hazirlanip kullanilmastir.

Antikor saflastirtlmasi igin gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi

e Doymus Amonyum Siilfat ¢ozeltisi
- Belirlenen miktarda ¢ozelti igin dH,O igerisinde ¢cokme gbzlenene kadar amonyum
siilfat eklenmistir.
e Baglama Tamponu
- 3M NaCl, 1,5M Gilisin istenilen hacimde ¢6ziilmiis, NaOH ile pH 8’¢
ayarlanmistir.
e Ellisyon Tamponu
- 0,1M Glisin hazirlanmig HCl ile pH 2,7’ ye ayarlanmustir.
e Denge Tamponu
- 1M Trizma Base hazirlanmig HCl ile pH 9’a ayarlanmustir.

Tiim ¢ozeltiler kullanilmadan once ultrasonik banyoda degaze edilmistir.
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3.2 Yontemler
3.2.1 SDS-PAGE ve western blotlama

Immiinizasyonlara baslamadan once ticari olarak temin edilen immunizasyonda
kullanilacak olan hedef proteinlerin nitel analizlerini yapmak ve nicelikleri hakkinda fikir
sahibi olmak amaciyla sirastyla SDS-PAGE ve Western Blotlama teknigi kullanilmistir. SDS-
PAGE i¢in jel hazirlanmis ve 4X Laemmli Buffer ile uygun oranda karigtirllmis olan
proteinler kuyucuklara yiiklenmistir. Stacking jel boyunca proteinler 80V’de yiiriitiilmiis,
seperating jel kismina gectiginde 120V’de yiiriitiilmeye baslatilmis ve boya jel disina ¢ikana
kadar yiiriitme islemine devam edilmistir. Cizelge 3.3’de SDS-PAGE igin kullanilan

soliisyonlar yer almaktadir.

Cizelge 3.3. SDS-PAGE i¢in kullanilan soliisyon miktarlari

Seperating (%12) .~ Stacking(%5)
dH20 3,3ml dH20 3, 4ml
Tris-HCl {1,5M pH:8,8) 2,5ml Tris-HCl (1M pH:6,8) 6304l
%10 SDS 100yl %10 5DS S50l
%10 APS 100p %10 APS 50l
%30 Acrylamide 4ml %30 Acrylamide a3oul
Temed aul Temed Spl

Yiiriitme islemi biten jeldeki proteinler Western blotlama islemi 6ncesinde metanolle
aktiflestirilmis PVDF membrana, BioRad Transblot transfer sistemi yardimiyla transfer
edilmistir. Islem bittikten sonra jel Coomassie Brilliant Blue ile boyanarak kontrol edilmistir.
Membranda non-spesifik bantlarin olusmamasi amaci ile %1 yagsiz siit tozu igeren 1X TBS-
T’de gece boyu +4°C’de bloklanmistir. Bloklama isleminin ardindan membran ii¢ defa 1X
TBS-T ile yikandiktan sonra 1X TBS iginde 1:1000 oraninda dilue edilen uygun monoklonal
primer antikor ile 1 saat oda sicakliginda galkalayici iizerinde inkiibe edilmistir. Primer
antikor muamelesinden sonra membran tekrar 1X TBS-T ile {i¢ defa yikanmis ve bu sefer
1:4000 oraninda dilue edilmis olan alkalen fosfatazla isaretlenmis uygun sekonder antikor ile
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Islem sonunda membran son kez 1X TBS-T ile
yikanmis ve substrat sollisyonu iginde kontrollii bir sekilde oda sicakliginda bekletilmistir.

Inkiibasyonun ardindan elde edilen goriintii icin gerekli degerlendirmeler yapilmistir.
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Giimiis boyama

SDS-PAGE agamasindan sonra proteinlerin kalitatif analizlerini yapabilmek amaciyla
giimiis boyama teknigi kullanilmistir.

Uygulanan protokolde sirasiyla su islemler gerceklestirilmistir; ilk olarak yiirtime
isleminden ¢ikan jel en az bir saat fiksasyon tamponu igerisinde c¢alkalayici lizerinde inkiibe
edilmistir. Fikse olan jel, 20’ser dakikada bir buffer degistirmek suretiyle 1 saat yikanmustir.
Yikama isleminden sonra jel 1 dakika 6n muamele tamponu ile inkiibe edilmis ardindan
distile su ile li¢ defa 20’ser saniye ¢alkalanmistir. Bant fiksasyon tamponu i¢inde 20 dakikalik
inkiibasyondan sonra jel 2 defa 20’ser saniye distile su ile yitkanmis ve gelistirme tamponu
eklenmistir. Gelistirme basamagi, jeldeki proteinler gozlemlenebilir hale gelene kadar devam
ettirilmistir. Reaksiyonun durmasi igin jel, durdurma tamponu iginde 10 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan yikama tamponu i¢ine alinan jel tarama isleminin ardindan

degerlendirilmistir.
3.2.2 Bagisiklama

Fare immiinizasyonu

Immiinizasyon calismalarinda kullanilmis olan PAP (Reg3A) antijeni Sinobiological

(11235-HO8H) firmasindan temin edilmis, fare immiinizasyonlarinda kullanilmistir.

Immunizasyon amaciyla PAP antijeni 14 giin ara ile 5 kez 6-8 haftalik disi BALB/C
farelerinin deri altina enjekte edilmistir. Fareler 5 bireyden olusan iki gruba ayrilmis ve birinci
gruba hayvan basina 25 pg, ikinci gruba 50 pg PAP antijeni uygulanmustir. {lk immiinizasyon
oldirilmiis Mycobacterium tuberculosis igeren complete Freunds’ adjuvan ile birlikte
yapilmis, ardindan gelen biitiin immiinizasyonlar sadece mineral yag igeren incomplete

Freunds’ adjuvani ile yapilmistir.

Adjuvan ile PBS igerisindeki antijen 1:1 oraninda karigtirilarak kullanilmistir.
Immiinizasyonu gerceklestirilen fareler; kulag: isaretsiz fare (NK), sag kulag: isaretli fare
(SaK), sol kulag isaretli fare (SoK), her 2 kulag1 da isaretlenmis fare (SSK) ve sag kulag1 V
seklinde isaretlenmis fare (SaKV) olacak sekilde isimlendirilmistir (Cizelge 3.4).
Immiinizasyonlardan sonra uygun ve yeterli cevap alinabilen fareler son kez intravendz
olacak sekilde hatirlatma immiinizasyonuna tabii tutulmus ve bu islemden yaklagik 4 giin
sonra flizyona alinmistir. Adjuvanin hi¢ kullanilmadigi bu hatirlatma immiinizasyonunda

normalde kullanilmis olan antijen miktarinin yaris1 uygulanmstir.
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Cizelge 3.4. Immiinizasyonda kullanilan farelerin isaretleme sekilleri

25 ng/fare |50 pg'fare |NK (Kulag isaretsiz fare)

25 ng/fare |50 pg'fare |SaK (Sag kulag kesik fare)

25 ng/fare |30 pg'fare |SoK (Sol kulag kesik fare)

25 ng/fare |50 pg'fare |SSK (Sag ve sol kulag kesik fare)

25 ng/fare |50 pg/fare |SaKV (Sag kulam V seklinde kesik fare)

Antijen kaplama optimizasyonu

Bu amagla dolayli (indirek) ELISA yontemi kullanilmustir. 96 kuyucuklu ELISA
plaklarina 20, 50 ve 100 ng olmak iizere farkli konsantrasyonlarda PAP antijeni ile kaplama
yapilmisg, gece boyu +4°C’de inkiibe edilmistir. Gece boyu bekletilen plak 1X PBS-T ile 3 kez
yikanmis ve ardindan 2 saat boyunca oda sicakliginda bloklama sollisyonunda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 1X PBS-T ile 3 kez yikanan plakaya, PBS igerisinde
seyreltilmis 50ng ve 100ng monoklonal antikor (Anti-human Reg3A PAP Rabbit MAD)
eklenmis ve 37°C de 1 saat inkiibe edilmistir. 1X PBS-T ile 3 kez daha yikandiktan sonra
kuyular alkalin fosfataza bagli 1/2000 dilusyondaki Anti-Rabbit-1gG sekonder antikoru ile
37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Kuyucuklar son kez 1X PBS-T ile bu defa 5’er kez yikanmig
ve lzerlerine Img/ml olacak sekilde hazirlanan substrat (p-nitrophenyl fosfat) c¢ozeltisi
eklenmistir. Plaka bu islemden sonra oda sicakliginda ve karanlikta 30 ve 60 dakika inkiibe

edilmis ve 405nm’de ELISA okuyucusunda absorbanslar1 6l¢tilmiistiir.

Bu optimizasyon ¢alismast; 25, 50, 75 ve 100 ng olmak iizere dort farkli dozda antijen,
1:100, 1:1000, 1:5000 ve 1:10000 olmak tiizere dort farkli diliisyon oraninda poliklonal fare

serumuda antikor olarak kullanilarak da yapilmustir.
Immiin yamt Kontrolii

Immiinize edilmis farelerden alman serum 6rneklerinin immiin yanitlarmi kontrol
etmek igin dolayli ELISA yontemi kullanilmistir. Bu yontem igin oncelikle plaklara
kaplanacak antijen miktarinin optimizasyonu yapilmis ve netice olarak kuyu basina 100 ng
PAP antijeni kullanilmasi uygun bulunmustur. Bu amagla; 96 kuyucuklu plak her kuyuda 100
ng PAP antijeni olacak sekilde kaplanmis ve +4°C’de gece boyu bekletilmistir. Ardindan
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kuyucuklar 3’er defa 1X PBS-T ile yikanmig ve %5 yagsiz siit tozu eklenip 37°C’de 1 saat
bloklamaya birakilmistir. Bloklamanin ardindan kuyucuklar 1X PBS-T ile 3’er defa yikanmis
ve bu defa test edilmek istenen serum Ornekleri 1/100, 1/500, 1/1000 olacak sekilde 1 X PBS
icinde seyreltilerek kuyulara eklenmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan kuyucuklar tekrar 1 X PBS-T ile 3’er defa yikanmis ve 1/3000 oraninda Alkalen
Fosfataz enzimi ile isaretli kegide gelistirilmis anti fare polivalenti eklenerek 1 saat 37 C’de
inkiibe edilmistir. Kuyucuklar son kez 1X PBS-T ile bu defa 5’er kez yikanmis ve tizerlerine
Img/ml olacak sekilde hazirlanan substrat (p-nitrophenyl fosfat) ¢ozeltisi eklenmistir. Plaka
bu islemden sonra oda sicakliginda ve karanlikta 30 ve 60 dakika inkiibe edilmis ve 405
nm’de ELISA okuyucusunda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

3.2.3 Myeloma hiicrelerinin hazirlanmasi

Dondurulmus hiicrelerin acilmasi

Sivi nitrojende (-196°C) dondurma tiipleri igerisinde stoklanmis myeleoma hiicreleri
37°C’lik su banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiirillerek icerisine 8ml taze besi yeri ilave
edilerek 15ml’lik steril santrifiij tiipiine alinmigtir. 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
stte kalan sivi faz atilmig ve hiicre pelleti taze besi yeri ile ¢oziilerek yeni hiicre kiiltiir

sisesine ekimi yapilmistir.
Hiicrelerin saymm

Hiicre sayimi i¢in miktar tayini yapilmak istenen hiicre slispansiyonundan 10-20 pl
kadar alinmis ve 1:1 oraninda Trypan Blue ile karistirnlmistir. Trypan Blue 6li hiicrelerin
zarlarindan diffiize olarak bu hiicreleri boyabilmektedir. Diffiize olamadig: saglikli hiicreler
de parlak ve beyaz goriiniir. Bu sayede hiicrelerdeki yasam orani hakkinda da fikir sahibi
olunmus olur. Trypan Blue — hiicre karisim1 hemositometreye alinarak ve 25 kareye diisen
hiicre miktar1 sayilmistir. Karelerdeki toplam hiicre sayis1 x 10* mililitre bagina diisen hiicre
sayisint  vermektedir. Bu isleme kullanilan diliisyon oram1 da ¢arparak eldeki hiicre

stispansiyonundaki yaklasik say1 belirlenmistir.
Hiicrelerin pasajlanmasi ve dondurulmasi

Kullanilan FO myeloma hiicreleri %10 — 20 FBS ve %0,1 Gentamisin iceren DMEM
besi yerinde biyiitiilmiistiir. Hiicreler 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nem kosullarindaki

inkiibatorde muhafaza edilmistir. Hiicre kiltiirii i¢in kullanilan biitlin s1ivi malzemeler
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kullanilmadan once 37°C’lik su banyosunda isitilmistir. Kullanilan hiicreler %70’lik

yogunluga eristiklerinde alt pasajlama yapilmistir.

Hiicre pasajindaki asamalar sirasiyla; hiicre kiiltiir sisesindeki {ist siv1 steril bir kaba
alinmistir. Siseye 1X PBS eklenmis ve yiizeye tutunmus haldeki hiicreler scrapper yardimi ile
nazik¢e kaldirilarak santrifiij tiipiine toplanmistir. 1000 rpm’de 7 dakika kadar santrifiij
edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Iki kez yikama isleminden gegirilen hiicre pelleti %10 FBS igeren

DMEM ile ¢oziilmiis ve istenilen oranda yeni hiicre kiiltiir siselerine ekim yapilmustir.

Hiicre kiiltiir sisesinden kaldirilan hiicreler 1X PBS ile yikandiktan ve santrifiijle
¢oktiiriildiikten sonra %70 FBS, %20 DMEM, %10 DMSO iceren dondurma besi yeri ile
¢oziilmiis ve her bir dondurma tiipiinde 1x10°-5x10° hiicre olacak sekilde dagitilmustir. ilk
olarak -80°C’de bir gece bekleyen hiicreler uzun siireli muhafaza igin sivi nitrojen tankina
kaldirilmistir.

Myeloma hiicrelerinin fiizyona hazirlanmasi

Fiizyon isleminde kullanilmak iizere yukarida anlatildig: sekilde 6nceden ¢ogaltilarak
stoklanmis FO (CRL — 1646, ATCC) myeloma hiicreleri fiizyondan 10 giin 6nce kiiltiire
edilmistir (Sekil 3.2). Hiicreler ilk kiiltiire alindiginda biiyiime besi yeri igerisine 20pg/ml
Azoguanin eklenerek bir se¢ilim yapilmis ve HGPRT (+) mutanti olan hiicrelerin ortamdan
uzaklastirilmasi saglanmistir. Flizyon esnasinda kullanilacak hiicreler sirasiyla; hiicre kiiltiir
kabindan kaldirilmis ve 50ml’lik santrifiij tiiplerinde toplanmistir. 1ki defa serumsuz DMEM
veya PBS ile yikanarak 1250rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz atilmis ve hiicre
pelleti istenilen hacimde serumsuz DMEM ile ¢oziiliip hemositometre laminda sayilmistir.
Sayim islemi ile fiizyonda kullanilacak myeloma/dalak hiicresi oran1 ve mevcut myeloma

hiicrelerinin canlilik oranlari hesaplanmustir.
3.2.4 Besleyici hiicrelerin hazirlanmasi

Fiizyon isleminden bir giin O6nce hibrit hiicrelerin yagsamasi i¢in uygun ortam
kosullarin1 saglamak amaciyla herhangi bir immiinizasyon islemi gormemis bir fareden,
besleyici hiicre (feeder) ismi verilen makrofaj hiicreler, albiimin, sitokin bakimindan olduk¢a
zengin olan besleyici besi yeri alinmistir. Bu islem i¢in fare servikal dislokasyon ile
Oldiiriilmiis ve %70 EtOH i¢inde bekletilmistir. Laminar akimli kabinde strafor lizerine sirt
iistli sabitlenmis, pens ve makas yardimi ile periton zarina zarar vermeden hayvanin derisi

ylziilmiistiir. 5 cc’lik enjektorler ile Sml kadar serumsuz DMEM periton zari igerisine
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herhangi bir i¢ organa temas etmeden enjekte edilmis ve tekrar geri ¢ekilmistir. Besleyici
hiicreler; sayimlart yapildiktan sonra 96 kuyucuklu plaklara yaklasik 6000 hiicre olacak
sekilde %80 DMEM, %20 FBS ve %0,1 Gentamisin iceren besi yeri icerisinde kuyulara

dagitilmistir. Hiicrelerin morfolojileri ve yogunluklar: mikroskopta kontrol edilmistir.

DAL EORANEE

Sekil 3.2. FO myeloma hiicrelerinin 4X mikroskobik goriintiisii
3.2.5 Bagisiklanms B hiicrelerinin hazirlanmasi

PAP antijeni ile immiinize edilmis ve alinan kan 6rneklerinin ELISA kontrollerinde en
yiiksek antikor yanit1 veren fare flizyon icin se¢ilmis, servikal dislokasyon ile dldiiriiliip %70
EtOH iginde alinmistir. Laminar akimli kabin iginde strafor iizerine sabitlenmis ve karin
bolgesinden kesilerek dalagi ¢ikarilmistir. Dalak, varsa yaglarindan miimkiin olabildigince
temizlenmis ve steril bir petride siizge¢ ve baget yardimu ile siispanse edilmistir. Elde edilen
hiicre siispansiyonu 50ml’lik santrifiij tiipiine alinmis ve serumsuz DMEM veya PBS ile
yikanarak santrifiij edilmistir. Hiicre pelleti istenilen hacimde serumsuz DMEM ile ¢oziiliip
hemositometre laminda sayilmistir. Aymi fareden ELISA testlerde pozitif kontrol olarak

kullanmak amaciyla kalp kani alinarak serumu ayrilmis ve -20°C’de stoklanmustir.

3.2.6 Myeloma ve bagisiklannus dalak hiicrelerinin birlestirilmesi (fiizyon)

Kullanilacak FO myeloma hiicreleri ve B lenfositler ayr1 ayr1 sayilarak, 1:3 oraninda
karistirilmis ve serumsuz DMEM ile yikama isleminden sonra, 1250rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Myeloma/lenfosit pelletine sirasiyla;

- 1 dakika igerisinde 1ml 37°C de 1sitilmis 1 ml Polietilen Glikol (PEG-4000) pellet

karistirilarak yavasca ilave edilmistir.

56



- Bir dakika bekletildikten sonra dakikada 1ml olacak sekilde 4ml serumsuz DMEM
yavasga ve pellet karistirilarak eklenmistir.

- Ardindan 10ml serumsuz DMEM yavasca eklenmis ve karisim 5 dakika 37°C’deki
CO, inkiibatoriinde inkiibasyona birakilmaistir.

- Daha sonra hiicre karisimi 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek PEG ortamdan
uzaklagtirilmastir.

- Hiicre pelleti %20 FBS, %2 HAT ve %0,1 Gentamisin igeren DMEM i¢inde
¢Oziinmiis ve dnceden besleyici besi yeri eklenmis olan 96 kuyucuklu plakalara
kuyu basina 150ul olacak sekilde paylastirilmistir.

Flizyon igsleminden sonra hiicreler 10 giin boyunca hicbir islem uygulanmadan %5

CO,, 37°C 1s1 ve %96 nemli ortamda inkiibe edilmistir. 10. giinde biitiin kuyucuklarin kontrol
edildigi ve hibrit arandigi flizyon tarama islemi gergeklestirilmistir. Hibrit gozlenen
kuyulardan iist sivi toplanmis ve dolayli ELISA ile test edilmistir. Ust sivis1 toplanmis
hiicreler tekrar %2 HAT igeren besi yeri ile beslenmistir. Fiizyonun 12. gliniinde HAT igeren
besi yeri ¢ekilmis ve ardindan %2 HT iceren secici besi yeri eklenmistir. Hiicrelerin

gelisimine bagli olarak normal hiicre kiiltiir besi yerine (%10 FBS igeren) gegilmistir.
3.2.7 Hibridoma hiicrelerinin se¢imi ve klonlama

Fiizyondan sonra hiicre kiiltlir inkiibatoriine birakilan 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalari 10.giinde invert mikroskop ile taranarak ve hibrit hiicre tespit edilen kuyular
isaretlenmistir. Hibrit hiicre bulunan kuyucuklardan iist sivi toplanarak PAP antijenine karsi
antikor aktiviteleri dolayli ELISA ile test edilmistir. Bu amagla 96 kuyucuklu plakalar
optimize edilen 100ng/kuyu PAP antijeni ile kaplanmis ve gece boyu +4°C’de inkiibe
edilmistir. Ardindan kuyucuklar 3’er defa 1X PBS-T ile yikanmis ve %5 yagsiz siit eklenip
37°C’de 1 saat bloklamaya birakilmistir. Bloklamanin ardindan kuyucuklar 1X PBS-T ile 3’er
defa yikanmis ve bu defa test edilmek istenen iist sivi 6rnekleri kuyucuklara eklenmis ve
37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklar tekrar 1X PBS-
T ile 3’er defa yikanmis ve 1/3000 oraninda Alkalen Fosfataz enzimi ile isaretli kecide
gelistirilmis anti fare polivalenti (IgM, 1gG, 1gA) eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
Kuyucuklar son kez 1X PBS-T ile bu defa 5’er kez yikanmis ve iizerlerine 1mg/ml olacak
sekilde hazirlanan substrat (p-nitrophenyl fosfat) ¢ozeltisi eklenmistir. Plaka bu islemden
sonra oda sicakliginda ve karanlikta 30 ve 60 dakika inkiibe edilmis ve 405 nm’de ELISA

okuyucusunda absorbanslar1 6l¢tilmiistiir.
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Tek diisiirme (Limited Diliisyon) yontemi ile klonlama

Fiizyon neticesinde dolayli ELISA ile tespit edilen PAP antijenine karsi spesifik
antikor tlireten hibrit hiicrelerden, tek klondan olusan hibritleri elde etmek amaciyla tek
diistirme islemi yapilmistir. Bu amagla her kuyuya tek hiicre diisecek sekilde bir diliisyon
yapilmis ve 96 kuyucuklu plakaya paylastirilmistir. 10 gilin sonra hibrit hiicre goézlemlenen
kuyularin iist stvilart dolayli ELISA ile test edilmis ve uygun cevabi veren klon yeniden tek

diistirme islemine tabii tutulmustur.
3.2.8 Monoklonal antikorlarin karakterizasyon ¢calismalari

Capraz reaksiyon kontrolii

PAP antijenine kars1 gelistirilen monoklonal antikorlarin spesifitesini ve diger benzer
proteinlerle etkilesimini belirlemek amaciyla capraz reaksiyon kontrolii yapilmistir. Bu
kontrol i¢in; kuyucuklar her kuyuda 100ng olacak sekilde, PAP antijeni (Reg3A), fare Reg3A
antijeni, insan Reg3G antijeni transferrin, insan serum albiimin, insan hemoglobin, IRT2
antijeni ve 1:1000 oraninda seyreltilmis insan serumu ile kaplanmis ve devam eden
asamalarda indirekt ELISA protokolii uygulanmistir. Bu amagla Cizelge 4.5’de verilen deney

diizenegi kurulmustur. Ardindan sonuglar degerlendirilmistir.

Cizelge 3.5. Capraz belirleme i¢in dolaylit ELISA deney diizenegi

9B7 1408 ZH10 1E9

PAP >
IRT2 >
Tavsan Serumu >
Hemoglohbin >
Keci Serumu >
Transferrin >
insan Serumu >
BSA >

PBS >

Antikorlarin izotipinin belirlenmesi

Elde edilmis monoklonal antikorun agir ve hafif zincir izotiplerinin belirlenmesi igin

Roche Isostrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit kullanilmistir. Tespit edilmek
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istenen antikorun oldugu iist s1v1 reaksiyon tiipiinde 1:100 oraninda PBS ile seyreltilmistir.
Kitin igindeki stripler bu karisim icerisinde 5 dakika inkiibe edilmistir. Bantlar goriiniir
oldugunda strip ornek tiipiinden ¢ikarilmis ve sonuglar1 kaydedilmistir. Elde edilen verileri
kontrol etmek amaciyla es zamanli Mouse Immiinoglobulin Isotyping ELISA Kit de

kullanilmaistir.
Antikorlarin afinitesinin belirlenmesi

Antikorlarin 6zgiin oldugu antijene baglanma ilgisinin (afinite) diizeyini belirlemek
amaciyla yarisimli ELISA yonteminden faydalanilmistir (Sekil 3.3). Bu yontemde, ilk olarak
96 kuyucuklu plak kuyu basia 100ng olacak sekilde PAP antijeni ile kaplanmis ve gece boyu
+4°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan plak 3 defa 1X PBS-T ile yikanmis ve %5 oraninda
yagsiz siit tozu ile 37°C’de 1 saat bloklanmistir. Bu esnada yaristirilacak olan farklh
konsantrasyonlardaki PAP antijenleri ile afinitesi tespit edilmek istenilen farkli antikorlar
eppendorf tiip igerisinde 37°C’de 30 dakika birlikte inkiibe edilmistir. ELISA Plakda
bloklama siiresi tamamlandiktan sonra 3 kez 1X PBS-T ile yikanmig ve hazirlanmis olan
antikor-antijen karistmi1  kuyulara eklenmistir. Yine 1 saatlik inkiibasyonun ardindan
kuyucuklar 1X PBS-T ile 3’er kez yikanmis ve 1/3000 oraninda Alkalen Fosfataz enzimi ile
isaretli kecide gelistirilmis anti fare polivalenti eklenerek 1 saat 37 C’de inkiibe edilmistir.
Kuyucuklar son kez yikanarak iizerlerine 1mg/ml olacak sekilde hazirlanan substrat (p-
nitrophenyl fosfat) ¢ozeltisi eklenmistir. Plaka bu islemden sonra oda sicakliginda ve
karanlikta 30 ve 60 dakika inkiibe edilerek 405 nm’de ELISA okuyucusunda absorbanslari
Olctilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri ile Mario H. Vargas tarafindan hazirlanan

ED50plus v.1 (2000) yazilimi kullanilarak antikorlarin IC50 degerleri hesaplanmustir.

Yikama s IS
/

S

o s

PAP antijeni ve antikor PAP antijeni ile kapl Enzime bagh ikincil Substrat eklenir
karisimi inkiibe edilir. kuyuya antikor eklenir. ve okuma yapilir.
antijen-antikor
kangimi eklenir.

Sekil 3.3. Anti PAP antikorlari ile yapilmis yarigimli ELISA semasi
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Hibridomalarin genis 6lcekli iiretimi

PAP antijenine spesifik ve monoklonal oldugundan emin olunan hibrit hiicreler,
yiiksek miktarda antikor elde etmek amaciyla 96 kuyucuklu plakalardan sirasiyla 24°liik hiicre
kiiltiir plaklarina, 6’11 plaklara, T25 cm?, 150 cm? ve 175 cm?’lik (TPP) flasklarina alinmis ve
kiiltiire edilmistir. Her pasaj isleminde {ist siv1 toplanmis ve antikor {liretiminin devamliligini

gorebilmek amaciyla dolayli ELISA ile antikor yanitlart her asamada test edilmistir.
3.2.9 Monoklonal antikorlarin saflastirilmasi

Yeterli miktarda monoklonal antikor lreten hiicre kiltir tst sivist elde edildikten

sonra saflastirma galigmalar1 baglatilmistir.

Amonyum siilfat ile ¢oktiirme

Saflastirilmak istenen {iist s1v1ya, tist stvinin 1,1 kati miktarinda doyurulmus amonyum
stilfat ¢ozeltisi, +4°C’de manyetik karistirici lizerinde 60 dakika igerisinde ilave edilmistir.
Yaklasik 4 saat +4°C’de karistiricida inkiibe edilmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler uygun
sigselere alinmig ve yiiksek hizli santrifiijde 10000rpm’de +4°C’de 35 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Pellet PBS ile ¢oziindiikten sonra PBS’a kars1 en az 4 defa degisim yaparak
+4°C’de diyaliz edilmistir.

Immiinoafinite kolon kromatografisi ile saflastirma

Elde edilmis monoklonal antikorlarin hiicre kiiltiir iist sivisinda bulunan diger
proteinlerden ayrilabilmesi i¢in antikorlari Fc kuyrugundan spesifik olarak baglayan Protein
A bagh kati faz lizerinde immiinoafinite kolon kromatografisi ile saflagtirma islemleri
gerceklestirilmistir. Kolondan sirasiyla; kolon hacminin 5 kati kadar baglama tamponu, 1:1
oraninda baglama tamponu ile karistirilmis saflastirilacak 6rnek, tekrar baglama tamponu ve
absorbans degeri sifirlanana kadar eliisyon tamponu gegirilmistir. Son olarak kolonu
temizlemek amaciyla %20 ethanol gegirilmistir. Protokol detayr su sekildedir; kolon,
kullanilabilir hale gelmesi i¢in kendi hacminin 5 kat1 kadar baglama tamponu ile yikanmustir.
Amonyum siilfat ile coktiiriiliip diyaliz edilen protein fraksiyonlari 10 dakika boyunca
13200rpm’de santrifiij edildikten sonra iist faz ayri tiipe alinmis ve 1:1 oraninda baglama
tamponu ile dilue edilmistir. Elde edilen antikor ve baglama tamponu karigimi 0,45um
filtreden gecirildikten sonra kolona verilmis ve fraksiyonlar 1,5ml’lik eppendorf tiiplere
toplanmustir. Tiiplerin spektrofotometrede 280nm dalga boyuna karsi Olgtimleri yapilmastir.

Ardindan absorbans degeri sifir1 gosterene kadar kolondan baglama tamponu gegirilmistir.
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Sonrasinda kolon materyaline baglanmis olan antikorlarin eldesi i¢in kolondan eliisyon
tamponu gecirilmis ve toplanan fraksiyonlarin absorbans degeri sifirlanana kadar bu isleme
devam edilmistir. Antikorlar 75ul denge (Neutralizing) tamponu igeren tiiplerde 1’er ml
olmak tizere toplanmistir. Kolon ise tekrar kullanilmak iizere absorbans degerleri kontrol
edilerek %20 etanol ile yikanmis ve +4°C’de saklanmistir. Kromatografi sonucunda elde
edilen biitiin kolon fraksiyonlar1 antikor aktivitesi ve antikor eliisyon performansinin tespiti

amaciyla indirekt ELISA ile kontrol edilmistir.

3.2.10 Antikorlarn liyofilizasyonu ve ekstinksiyon Katsayilarinin hesaplanmasi

Saflagtirma sonucu yiiksek antikor cevabina sahip olan fraksiyonlar bir araya
toplanmis ve dH,O’ya kars1 +4°C’de diyaliz edilmistir. Ardindan santrifiij tiipii igeresinde
toplanmis ve agzi parafilm ile kapatildiktan sonra iizerinde kiiciik delikler acilmistir. Ornekler
gece boyu -80°C’de dondurulmustur. Dondurma isleminden sonra liyofilizator cihazinda giin
boyu liyofilizasyonu gergeklestirilmistir.

Bir Molar ¢ozeltinin 1 cm’lik kiivette verdigi absorbans, molar ekstinksiyon katsayisi
olarak adlandirilmaktadir. Bircok bilesik karakteristik absorbsiyon spektrumu verir.
Bilinmeyen bir bilesigin absorbsiyon spektrumu bu bilesigin kantitatif karakterizasyonunu
saglamaktadir. Bu amagla, liyofilize edilen 6rneklerden 4mg/ml, 2mg/ml, 1mg/ml, 0,5mg/ml,
0,1mg/ml ve 0,05mg/ml’lik 6rnekler hazirlanarak 280nm’deki absorbanslari 6lgiilmiis ve bu
degerler kullanilarak bir egri olusturulmustur. Bu egrinin egiminden yola ¢ikarak ekstinksiyon

Katsayilar1 belirlenmistir.

istatistiksel analizler

Bu tez ¢aligmasinda biitiin deneyler iki grup en az 4 deney tekrarli yapilmistir.

ANOVA testi kullanilarak veriler analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 immiinizasyonda Kullanilan PAP Antijen Yapisinin incelenmesi

Immiinizasyon ¢alismalarinda kullanilan PAP antijeni (Reg3A) Sinobiological (11235-H08H)
firmasindan temin edilmis ve tiim ¢alisma bu antijenle yiiritiilmiistiir. Antijenin stabilitesinin
korunmas: i¢in temininden hemen sonra ¢alismaya uygun sekilde aliquotlar hazirlanmis ve
eppendorf tiipler igerisinde -80°C’de muhafaza edilmistir. Deney sirasinda kullanilan
aliquotlarin daima bir kez ¢ozdiiriilerek kullanilmasi saglanmustir. Immiinizasyon islemlerine
baslamadan Once, Sinobiological firmasindan alinan PAP antijeninin karakterizasyonu
hakkinda fikir sahibi olmak ve kontroliinii saglamak amaciyla SDS-PAGE, daha sonra
western blotlama ve giimiis boyama teknikleri kullanilmis ve neticesinde Sekil 4.1’deki
sonuglar elde edilmistir. Marker olarak Thermo Page Ruler Prestained Protein Ladder
kullanilmis ve sonuglarda da goriildiigii tizere yaklasik 18,4 kDa agirhigindaki PAP antijeninin

literatiirde belirtilen mevcut protein yapi ve dzelliklerine uyumlu oldugu belirlenmistir.

kDa Marker (A) kDa Marker (B)
180... i y 180...§

130... 130.. |

100... 100...

70... /0=

55: SISy

40... - 40...

35... B5:

25 . 25... ia

Sekil 4.1. Ticari PAP antijeninin jel giimiis boyama (A) ve immiinoblotlama (B) goriintiileri

4.2 Antijen Kaplama Miktar Optimizasyonu

Calismada kullanilan PAP antijeninin serumdaki antikor ile en optimal birlesme
konsantrasyonunun  belirlenebilmesi amaciyla dolayli ELISA yontemi kullanilarak

optimizasyon ¢alismast gerceklestirilmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlardaki PAP
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antijeni (kuyucuk basina 25ng, 50ng, 75ng ve 100ng) 96 kuyucuklu plaklara kaplanmig ve
Anti-PAP antikoru igeren bagisiklanmis fare serumlarinin farkli diliisyonlar1 (1/100, 1/1000,
1/5000 ve 1/10000) ile ticari olarak temin edilmis olan saf anti-PAP tavsan monoklonal
antikorunun kuyu basina 50ng ve 100ng miktarlar1 denenerek antijen kaplama optimizasyonu
yapilmistir. Gézlemlenen antijen-antikor reaksiyon seviyeleri fare serumlari ile Sekil 4.2,

ticari monoklonal antikor ile Sekil 4.3’de gosterilmektedir.

==$=25ng PAP
m
=
a == 50ng PAP
=]
W
g =f=75ng PAP
=
S
2 ==100ng PAP
2 |

I *
1 0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001
Serum Diliisyon

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki PAP (25ng, 50ng, 75ng ve 100ng)’in farkli

diliisyonlardaki bagisik fare serumu ile (2.immiinizasyon) verdigi baglanma

etkinligi
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-e- 50ng Anti-PAP mAb
-# 100ng Anti-PAP mAb

Absorbans OD 405
e

G I I L] I 1 I I
P D R PP &S

PAP antijen miktari

Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki PAP antijeninin (20ng, 50ng, 100ng) 50 ve 100ng anti-

PAP monoklonal antikor ile verdigi baglanma etkinligi

Elde edilen sonuglara gore ilerleyen deneylerde ELISA plaklarini kaplamak igin
kullanilacak antijen miktar1 kuyucuk basina 100ng veya 50ng PAP antijeni olacak sekilde

secilmistir.
4.3 Fare Immiinizasyon Sonuclari

PAP antijenine karsi monoklonal antikor {iretmek amaciyla immiinizasyon
uygulamalarinda iki deney grubunda, beser adet 6-8 haftalik Balb/C tiirii fare kullanilmistir.
1. Grup: 25 pg/fare PAP olacak sekilde, 14 giin araliklarla deri altindan enjeksiyonlar
yapilmistir.
2. Grup: 50 pg/fare PAP olacak sekilde, 14 giin araliklarla deri altindan enjeksiyonlar
yapilmistir.

Immunizasyon uygulamalari, enjeksiyon yontemi ve kullamilan antijen miktarlari

Cizelge 4.1.de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1. Farelere uygulanan PAP antijeninin immiinizasyon programi ve icerikleri

immiinizasyonlar Doz immiinizasyon Tarihi | Uygulama Yolu
. o 25ug antijen/fare . )
L.Imminizasyon = 13.06.2016 Intraperitonal
50ug antijen/fare
. o 25g antijen/fare . )
2. Immidnizasyon — 27.06.2016 Intraperitonal
H0ug antijen/fare
. o 25g antijen/fare . )
3.Immidnizasyon — 11.07.2016 Intraperitonal
50ug antijen/fare
. o 25Ug antijen/fare . )
4.lmminizasyon — 25.07.2016 Intraperitonal
50ug antijen/fare
- 25 tijen/f -
S.dmminizasyon Lg an I_I_E LI 8.08.2016 Intraperitonal
50ug antijen/fare

Immiinize edilmis farelerin her enjeksiyondan 10 giin sonra serumlarindaki antikor
aktivitelerinin belirlenmesi igin kuyruk kanlari alinmis ve sodyum sitrat igerisinde santrifiij
edilerek serumu ayrilmistir. Ardindan dolayli ELISA ile test edilmistir. Birinci immiinizasyon
sonrasindaki her iki deney grubunun sonuglar1 Sekil 4.4°de, 2.,3.,4. ve 5.immiinizasyonlar
sonrast elde edilen immun yanitlarinin seviyelerini belirlemek tizere yapilan 1.grubun ELISA

test sonuglar1 Sekil 4.5°de, 2.grubun sonuglar1 ise Sekil 4.6’de gosterilmistir.

Immiinize edilmis fareler sirastyla; non-immiinize (NI), sag kulagi kesilmis (SAK), sol
kulag1 kesilmis (SOK), sag-sol kulagi kesilmis (SSK), normal kulak (NK) ve sag kulagi v
seklinde kesilmis (SAKV) isimleriyle isaretlenmis ve biitiin deney diizeneklerinde bu sekilde

kullanilmistir.
1.immiinizasyon 1.immiinizasyon
0.15- 0.104
S S 008
o] - o
o 0.10 O 006
w o
c c
3 3 0044
o 0.05 S
w ]
2 q 0.021
0.00- 0.00-
NN T R .
N
PAP ile immiinize edilmig birinci grup fareleri (25ug/fare) | PAP ile immiinize edilmis ikinci grup fareleri (50pg/fare)

Sekil 4.4. PAP ile immiinize edilmis iki grup farenin 1.immiinizasyon sonrasi antikor yanit

kontroli
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[ 2.imminizasyon
20- Bl 3.immulnizasyon

E3B 4.immilnizasyon
L B3 5.imminizasyon
S 1.5 =
< - -
a - -
[S) = =
2 1.0 z =
© - -
e - -
[ - -
(o) - — H H =
2 = - i =
2 05 = = | HE
0.0- - — - H H
N + S Ny N )
> ¥ O & < gvzb

PAP ile immiinize edilmis birinci grup fareleri (25ug/fare)

Sekil 4.5. 25ug/fare PAP ile immiinize edilmis birinci grup farelerinin devam eden
immiinizasyonlar sonrasi (1/1000 serum diliisyonu) verdikleri antikor cevaplari p<

0.0001

[CJ 2.immunizasyon
25- El 3.imminizasyon
EE 4.imminizasyon
B3 5.immunizasyon

Absorbans OD 405

N - s ¢- & 3
v o & < b &

PAP ile immiinize edilmis ikinci grup fareleri (50ug/fare)

Sekil 4.6. 50pg/fare PAP ile immiinize edilmis ikinci grup farelerinin (1/1000 serum

diliisyonu ile) immiinizasyonlar sonrasi verdikleri antikor cevaplari p< 0.0001
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Hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikor {iretiminde farkli 6zelliklerde ve farkli
yapida tasarlanmis ¢esitli adjuvanlar kullanilmaktadir. Bunlardan yaygin olarak kullanilanlar
Specol (Leenaars1995, 1998), Montanide incomplete Seppic adjuvants (ISAsl) (Leenaars ve
ark. 1995, 1998), TiterMax ve TiterMax Gold (Bennett ve ark. 1992), RIBI Adjuvant System
(RAS) (Johnston ve ark. 1991; Leenaars ve ark. 1995, 1998) adjuvanlaridir. Ancak
kesfedildiginden beri (Freund 1956, Freund ve McDermott 1942, Freund ve ark. 1937)
Freund’s complete adjuvani antikor iiretiminde en yaygin ve etkili adjuvandir. FCA'nin genel
immiinostimiilator yetenekleri herhangi bir adjuvan tarafindan bugiine kadar asilamamustir
(Stills ve Bailey 1991). Hem complete hem de incomplete Freunds’ adjuvanlar giiclii immiin
sistem uyarici 6zelligi ve hiimoral yanit1 indiiklemesi nedeniyle fare immiinizasyonlari i¢in en
uygun adjuvan olarak se¢ilmis ve ¢alismada kullanilmistir. Freund adjuvani ile immiinize
edilen hayvanlarda immiin cevabin ¢ok uzun siireler korundugu ve igerigindeki mikobakteri
lizatinin T hiicrelerini aktiflestirerek B hiicrelerinin stimiilasyonunu ve olgunlagsmasini

indiikledigi literatiirden de bilinmektedir (Lindblad 2000).

Onerilen yéntem ile yapilan immunizasyonlarin sonuglarina gore, immiinize edilen her
bir gruptaki 5’er fareden 5.immiinizasyon sonunda, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da goriildigi gibi,
sirastyla 1. grupta yer alan 25ug antijen ile immunize edilen SAK ve SOK isaretli farelerin ve
2. grupta yer alan 50ug antijen ileimmunize edilen SOK isaretli farenin digerlerine gore
yiiksek antikor yanitt verdigi belirlenmistir Bu tez calismasinda PAP antijenine karsi
digerlerine gore daha yiiksek diizeyde antikor cevabi verdigi belirlenen 3 fare ile 3 adet
flizyon calismast yapilmistir. Proje kapsaminda diger farelerin immunizasyon ve fiizyon

calismalarina devam edilmektedir.
4.4 Fiizyon Sonuglari

PAP antijeni ile bagisiklanan fareler arasinda bu antijene en yiiksek immiin yaniti
veren 3 fare ile flizyon ¢aligsmalar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen hibritlerin antikor aktivite
yanitlarinin kontrol edilmesi dolayli ELISA protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Fiizyonun

10.giiniinde hibritlerin mikroskop goriintiileri Sekil 4.7°de goriilmektedir.

Sunulan tez ¢aligmasinda fiizyon sirasinda dalak hiicreleri ile myeloma hiicrelerinin
birlesme (Dalak: Myeloma) orani 1:3 ile 1:4 arasinda kullanilmistir (Cizelge 4.2). Bu oranlar
genellikle 6nerilen 1:1 ile 1:5 arasinda olmasi nedeni ile literatiir ile de uyumludur (Rojas ve
Apodaca 2002).
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Flizyonun bagarisin1 etkileyen onemli faktorlerden bir digeri ise dogru kimyasalin
uygun yontemle kullanimidir. Dogru kimyasalin belirlenmesi ve kullanimiyla gerek basarili
bir flizyon gerekse de olusan hibrit hiicrelerin canli kalabilmeleri saglanmis olacaktir.
Hibridoma teknolojisinde kimyasal madde olarak; lizolesitin ve polietilen glikol
kullanilmaktadir. Polietilen glikol (PEG) hiicre hibridizasyon isleminde en ¢ok kullanilan
kimyasal ajan olup, hiicre zarinda bulunan gift lipit tabakasinin yapisini bozar, membran
akiskanligini arttirir ve hiicre flizyonunu kolaylastirmaktadir. Bagisik lenfositler ile myeloma
hiicrelerinin fiizyonu i¢in, 1000-6000 arasinda molekiil agirligina sahip olan polietilen glikol
siklikla kullanilmaktadir. Diisiik molekiil agirligina sahip PEG kolayca hiicrelere girerek
sitotoksisiteye sebebiyet verirken, yliksek molekiil agirligindaki PEG ise daha az toksik
olmasia karsin yiiksek viskoziteye sahip oldugundan kullanimi zorlagmaktadir. Bu nedenle
calismamizda 4000 molekiil agirligindaki PEG kullanilmis ve bu agirligin optimum deger
oldugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Shirahata ve ark. 1998, Campbell ve Vliet 1991).
PEG, memeli hiicreleri i¢in toksik etkiye sahip oldugundan, fiizyon isleminden sonra
yikanarak hemen ortamdan uzaklagtiritlmalidir (Hui ve Stenger 1993). PEG’ in kullanildig:
flizyon islemlerinde; reaksiyon ortaminin pH’si, sicakligi, PEG konsantrasyonu ve fiizyon
siiresi gibi parametreler kritik noktalardir. Filizyon isleminin gergeklestigi reaksiyon
ortaminda, pH degerinin 8-8,2 arasinda ve sicakligin 20-37 °C arasinda olmasi iyi bir

hibridizasyonun ger¢eklesmesini saglamaktadir (Hui ve Stenger 1993).

Sekil 4.7. Flizyonun 10.giintinde tespit edilen hibrit hiicrelerin mikroskobik goriintiileri
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Flizyonun basarisin1 ve elde edilen hibrit hiicrelerin canlilik ve stabilitesini etkileyen
onemli faktorlerden biri de fiizyon sirasinda kullanilan partner hiicrelerinin canlilik orani ve
yapisal diizgiinliigiidiir. Sunulan tez ¢alismasinda kullanilan FO myeloma hiicrelerinin fiizyon
oncesi canlilik oranlarinin mutlaka %90 iizerinde olmasina dikkat edilmistir. Canlilig

%90’dan diisiik, yani 6lii hiicre oran1 yiiksek olan hiicre gruplari fiizyona dahil edilmemistir.

4.4.1 Hibridomalarin ELISA ile Se¢imi

Filizyon sonrasinda PAP antijenine spesifik antikorlar iireten hibrit hiicrelerin antikor
aktivite seviyeleri dolayli ELISA ile belirlenmistir. Bu hibritlerin 1. ve 2.tarama sonuglari

Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Tekrarlanan ELISA kontrol ¢aligmalarinda bir fareden elde edilen antikor aktivitesine
sahip hiicrelerin (32 adet) %25’i PAP antijenine karsi spesifik antikor yaniti vermis ve
bunlarin da %50’si bu yanmit1 siirdiirebilmistir (Cizelge 4.2). Diploid bir fare hiicresi 40
kromozom igerirken bir hibrit hiicre ortalama 80 kromozom igcermekte, ilk birkag¢ giin i¢inde
ise bu kromozomlarin bir¢ogu travmatik ve kararsiz membran fiizyonu olaylarindan dolay1
kaybolmaktadir. Bu kromozom kayiplarinin, hiicrenin 6liimiine, iiremesinin durmasina,
immiinoglobulin sentezleme yeteneginin kaybolmasina sebep oldugu bildirilmektedir
(Stewart 2001). Bu tez caligmasinda da PAP antijenine karsi spesifik antikor yaniti veren

hibritlerin %50’sinin yanit1 kaybetme nedeninin benzer oldugu diisiinilmektedir.

Yapilan 2. Fiizyon ¢alismas1 1.grupta (25ug antijen/fare) yer alan SAK faresi ile
yapilmig, toplam 128 hibrit klonu test edilmis, bu hibrit hiicreler arasindan sadece 1
tanesinden cevap alinmis ancak spesifik olmadig: belirlenmistir. Ugiincii fiizyon ¢alismast ise
l.gruptaki SOK faresi ile yapilmis ve test edilen 298 klon sayisindan 13 tanesinin antikor
yanit1 verdigi tespit edilmis ancak hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin en biiyiik risklerinden biri olan

kontaminasiyon sebebiyle hiicreler kaybedilmis ve ¢alisma sonlanmustir.
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Sekil 4.8. 14D8, 8H10, 1E9 VE 9B7 hibridoma hiicrelerinin indirekt ELISA sisteminde 1. ve

2. Tarama sonucunda verdigi antikor cevaplari

Cizelge 4.2. Fiizyonda kullanilan hiicre sayis1 ve flizyon sonrast elde edilen hibrit hiicre

sayilari
Fuzyon No 1 2 3
Dalak " hticresi 300.10° 300.10° 255.108
sayisi
FO sayisi (ATCC 5 5 5
CRL1646) 90.10 100.10 100.10
Dalak/ FO orani 1/3,6 1/3 1/2,55
Test edilen hibrit 2300 128 298
sayisi
Antl.kor“aktlwtesme 30 1 13
sahip hucre sayisi
PAP’ye spesifik
Mab ireten hiicre 8 0 0
sayisi
Elde —edilen hibrit) ., ) /ne sH10, 169 0 0
hiicre hatlan
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4.4.2 Alt klonlama (tek hiicre diisiirme) islemi

Saglikli bir kiiltiirde antikor iiretiminin diigmesi, liretici olmayan varyantlarin asiri
iirediginin bir gostergesidir. Bu nedenle baslangicta pozitif sonug veren Kkiiltiirlerin tekrarli

klonlama islemlerininin yapilmasi 6nem arzetmektedir (Frame ve Hu 1990).

Tez caligmasinda da ELISA testlerinde PAP antijenine spesifik antikor iireten 4 hiicre
ayr1 ayr1 (9B7, 14D8, 8H10, 1E9) tek klondan olusan hibritlere doniistiirmek amaci ile alt
klonlama (sinirli seyreltme) islemine tabi tutulmustur. Bu amagla; antikor yaniti alinan
kuyulara ait hiicreler hemositometre ile sayillmis ve 96 kuyucuklu plaklara seyreltme yapilarak
ekimi yapilmistir. Tek diisirmeler sonrasinda hiicrelerin drettigi antikorlar ELISA ile test
edilmis, pozitif yanit alinan klonlara 2. ve 3. tek diisiirme islemleri yapilarak monoklonal

antikor tireten hibrit hiicreler elde edilmistir.

4.4.3 Hibrit hiicrelerin genis olcekte iiretimi

PAP antijenine kars1 monoklonal antikor iireten hibrit hiicrelerin (9B7, 14D8, 8H10,
1E9) genis Olgekte iiretim calismalari tek kullanimlik steril hiicre kiltir siselerinde
gercgeklestirilmistir. Bu amagla hibrit hiicreler 150 cm? ve 175 cm®’lik (TPP) kiiltiir siselerine
ekilmis ve ¢ogalan hiicrelerin kiiltiir tist sivilar1 belirli araliklarla ve pasajlama esnalarinda
steril kaplarda toplanmistir. Toplanan {ist sivilardan hiicre kalintilarmi uzaklastirmak icin
santrifiij islemi uygulanmis ve anti-PAP antikorlar1 i¢eren kiiltiir iist sivilart amonyum stilfat

¢oktiirmesi i¢in hazir hale getirilmistir.

4.5 Elde Edilen Monoklonal Antikorlarin Karakterizasyonu

4.5.1 Capraz reaksiyonlarin belirlenmesi

Fiizyon sonrasinda elde edilen 9B7, 14D8, 8H10 ve 1E9 antikorlarinin PAP antijenine
ve diger muhtemel proteinlere karsi verdikleri capraz yanitlar1 gdrmek amaciyla dolayli

ELISA yontemi kullanilmigtir.

Kuyular sirasiyla 100ng PAP, 100ng IRT2, 1:1000 tavsan serumu, 100ng hemoglobin,

1:1000 keci serumu, 100ng insan transferrin, 1:1000 insan serumu, 100ng BSA ve negatif
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kontrol olarak da PBS ile kaplanmistir. PAP antijenine karsi gelistirilmis monoklonal

antikorlar test edilmis ve sonuglar1 Sekil 4.9’de degerlendirilmistir.

Capraz indirekt ELISA

*kk

5 - XXk 1 {
KKK 2 1
X3 L]
% % % N :
KKk K 2 1

4 -~ R . 1

] %%k l v

: Em 987
3 1HE &R 14D8

Absorbans OD 405

Sekil 4.9. Uretilmis monoklonal antikorlarin PAP antijenine olan 6zgiilliigiinii gdsteren

grafik p<0,0001

Bu sonuca gore, anti-PAP monoklonal antikorlarinin diger protein ve serumlarla
capraz reaksiyon vermedigi, olduk¢a dikkat ¢ekici oranda sadece PAP antijenine spesifik bir

tanima gosterdigi belirlenmistir.

PAP antijeni ile yiiksek oranda benzerlik (Sirasiyla %85 ve %80) gosteren ve tanima
bolgeleri igeren insan Reg3G ve fare Reg3A proteinleri ile dogrulama capraz ELISA testi
yapilmis ve elde edilen bulgular sonucu iiretilmis monoklonal antikorlarin sadece PAP

antijenine spesifik oldugu gosterilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Uretilmis monoklonal antikorlar ile insan Reg3G ve fare Reg3A proteinlerinin

etkilesim capraz ELISA grafigi

Tan1 calismalarinda kullanilacak olan bu monoklonal antikorlarin O6zellikle insan
Reg3G ve fare Reg3A proteinleri ile gapraz vermemesi; ticari olarak satilan anti-Reg3A
monoklonal antikorlar1 ile karsilastirma yapilarak test edilmis ve uygun sonuglar elde
edilmistir.

4.5.2 Antikor izotipinin belirlenmesi

Elde edilen monoklonal antikorlarin karakterizasyon g¢aligsmalarinda; PAP antijenine
ozgin 9B7, 14D8, 8H10 ve 1E9 monoklonal antikorlarimin immiinoglobulin tipleri Roche
IsoStrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping antikor alt tipi belirleme strip kiti ile
belirlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Anti-PAP monoklonal antikorlarin strip kit ile izotip ve alt izotiplerinin

belirlenmesi

Yapilan alt tip belirleme kit ¢alismasinda; 9B7, 14D8, 8H10 ve 1E9 isimli monoklonal
antikorlarin immiinglobulin tipinin IgG1, hafif zincirinin ise K (kappa) tipinde oldugu tespit
edilmistir. Antikorlar Mouse immiinoglobulin isotyping ELISA kiti ile de test edilmis ve

yapilan alt tipleme caligmasi yukarda verilen bulgulari desteklenmistir (Sekil 4.12).

E3 987
E=3 14D8
E 8H10
1.5 @l 1E9
3 (-) kontrol
(+) kontrol

Absorbans OD 450
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VIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIS
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VIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIS
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Sekil 4.12. Anti PAP monoklonal antikorlarin izotip ve alt izotiplerinin ELISA test ile
belirlenmesi

74



4.5.3 Antikor afinitesinin belirlenmesi

Elde edilen monoklonal antikorlarin karakterizasyon g¢alismalarinda; PAP antijenine
Ozgiin 9B7, 14D8, 1E9 ve 8H10 monoklonal antikorlarmin afinitelerinin belirlenmesi
amaciyla literatiirde de (Rath ve ark. 1988) onerildigi gibi yarisimli ELISA testi yapilmis ve
%50 (IC50) inhibisyon konsantrasyonu Mario H. Vargas tarafindan hazirlanan ED50plus v.1
(2000) yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 4.13’te gosterilmektedir.

Aktivite (%)

PAP (ng/ml)

Sekil 4.13. Anti-PAP antikorlarinin PAP’la 6n inkiibasyonlu yarigim ELISA sonuglari
p<0,0003

Hesaplama sonucunda elde edilen 9B7, 14D8, 8H10 ve 1E9 sirasiyla 2.74 ng/ml, 4.07
ng/ml, 5.11 ng/ml ve 7.66 ng/ml IC50 degerlerine sahiptirler. Mevcut olan ve calisma
boyunca pozitif kontrol olarak kullanilan ticari anti-Reg3A antikoru (IC 50 = 4.44 ng/ml) ile
karsilagtirildiginda 8H10 ve 1E9 isimli antikorlarin daha diistik afiniteye sahip olduklari 9B7
ve 14D8 isimli antikorlarin ise daha yiiksek afiniteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Ancak bu
son iki antikorun (8H10 ve 1E9) kit calismalarinda capture (yakalayici) antikor olarak

kullanilabilirligi sebebiyle saflastirma islemleri yapilmustir.
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4.6 Elde Edilen Monoklonal Antikorlarin Saflastirilmasi

Bu amagla genis 6l¢ekte iiretime gecilen hiicrelerin {ist sivilart toplanmis, ardindan
protein ve antikorlari ayirmak i¢in Amonyum Siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. 1gG1 alt tipine
sahip antikoru igeren protein ¢ozeltisi gece boyu diyaliz islemine tabii tutulmus, ardindan
Protein A kolonuyla iretici firmanin 6nerdigi baglama tamponunu kullanilarak (20mM
sodyum fosfat tamponu) pirifiye edilmistir. Ancak bu standart baglama tamponunun
kullanilmasi ile Sekil 4.14’te goriildigii gibi elde edilen saf antikor miktarinin ¢ok disiik (0,2
mg/ml) oldugu gorilmiistiir. Bu durumun, saflastirmak iizere kolona verilen konsantre protein

ornegindeki antikorlarin Protein A kolonuna etkin sekilde baglanamamasindan kaynaklandigi

belirlenlenmistir.
34 9B7
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Sekil 4.14. Anti-PAP 9B7 Monoklonal antikorunun Protein A kolonunda fosfat tamponunu

kullanilarak elde edilen saflastirma sonuglar1

Fare IgG1 antikorlarin, diger IgG alt izotiplerine kiyasla protein A'ya karsi daha az
afiniteye sahip olduklan literatiirde de bildirilmektedir (Hober ve ark. 2007). Bu nedenle
Protein A ve 1gG arasindaki etkilesimin hidrofobik oldugu dikkate alinarak (Anonim 2013) bu
caligmada elde edilen IgG1 antikorlarin hidrofobik etkilesimini arttirmak i¢in yiliksek tuz
iceren (3M NaCl 1,5M Glisin) ve pH degeri 8 olan baglama tamponu kullanilmis ve daha iyi

sonuglar elde edilmistir.
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Baglanma, yikama ve eliisyon asamalarinin her birinde toplanan fraksiyonlarin protein
konsantrasyonlar1 280nm’de absorbanslar1 ol¢iilerek belirlenmistir. Saflastirmanin ardindan
kolon fraksiyonlarmin antikor aktivitesi ve antikor eliisyonlarinin tespiti indirekt ELISA testi
ile kontrol edilmistir. Elde edilen 9B7, 14D8, 8H10 ve 1E9’nun saflastirma sonuglari sirasiyla
Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’te gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Anti-PAP 9B7 monoklonal antikorunun Protein A kolonunda saflastirma islemi ile
elde edilen fraksiyonlarin protein miktarlar1 (280 nm) ve ELISA testinde verdigi

cevaplar (405 nm)
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Sekil 4.16. Anti-PAP 14D8 Monoklonal antikorunun Protein A kolonunda saflastirma islemi
ile elde edilen fraksiyonlarin protein miktarlart (280 nm) ve ELISA testinde

verdigi cevaplar (405 nm)
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Sekil 4.17. Anti-PAP 8H10 Monoklonal antikorunun Protein A kolonunda saflastirma islemi
ile elde edilen fraksiyonlarin protein miktarlar1 (280 nm) ve ELISA testinde

verdigi cevaplar (405 nm)
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Sekil 4.18. Anti-PAP 1E9 Monoklonal antikorunun Protein A kolonunda saflastirma islemi
ile elde edilen fraksiyonlarin protein miktarlar1 (280 nm) ve ELISA testinde

verdigi cevaplar (405 nm)

Saflastirma sonuglar1 degerlendirildiginde, PAP antijenine spesifik monoklonal
antikorlarin, Protein A immiinafinite kolon kromatografisinde basar1 ile saflastirildig:
goriilmektedir. Grafiklerden (Sekil 4.15, 4.16, 4.17 ve 4.18) goriildigi tizere, antikor
ornekleri (9B7, 14D8, 8H10 ve 1E9) kolona baglandiktan sonra, elusyon tamponunun diigiik
pH’daki asidik etkisi ile kolondan ayrilarak fraksiyon tiiplerine toplanmakta ve yapilan
ELISA testlerinde anti-PAP aktivitesi vermektedir.

4.6.1 Antikorlarin ekstinksiyon katsayilari

Antikor miktarinin belirlenmesi, dogru test tasarimi, sistemin karakterizasyonu ve
immiinoassay gelistirilmesi i¢in kritik 6nem tasimaktadir. Spektral 6l¢iim, kantifikasyon icin
en basit ve en yaygin kullanilan yontemdir. Yaygin olarak bilinen antikor absorpsiyonlari
farkli antikorlar ig¢in gegerli olmayabilir ve bu nedenle gelistirilen her antikorun spektral
absorptivitesinin immiinoassaylarda kullanilmadan 6nce belirlenmesi daha saglikli sonuglar
alinmasini saglayabilir. Bu amagla, saflagtirilmis 9B7, 14D8, 8H10 ve 1E9 antikor ¢ozeltileri

herhangi bir tuz veya tampon iyonundan temizlemek i¢in ¢ift damitilmis suya kars1 diyaliz
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edildikten sonra liyofilize edilmistir. Elde edilen liyofilize saf antikorlar %0.1 ekstinksiyon (e
%01y katsayilarmin belirlenmesinde kullanilmistir. Farkli antikor konsantrasyonlarinin
spektrum Olclimlerini gosteren dogrusal grafiklerdeki egimler, her bir % 0.1°lik antikor
¢oOzeltisinin diger bir deyisle antikorlarin 1 mg/mL solliisyonunun absorbasyonuna karsilik

gelmektedir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.19 ve Sekil 4.20’de gosterilmistir.

3,5 =
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Sekil 4.19. 9B7 ve 14D8 antikorlarinin hesaplanan soniimlenme katsayilari
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Sekil 4.20. 1E9 ve 8H10 antikorlarinin hesaplanan soniimlenme katsayilari

Bu sonuglara gore elde edilen 9B7, 14D8, 8H10 ve 1E9 antikorlar sirasiyla 1.12, 1.4,
1.12 ve 1.4 ekstinksiyon (soniimlenme) katsayilarina sahiptir (Cizelge 4.4). Goriildiigi tizere
14D8 ve 1E9 antikorlarinin bilinen ve literatiirde (Pace 1995) siklikla kabul edilen antikor
extinksiyon degerleri (1.3 ile 1.4) ile uyumlu oldugu bulunurken, 9B7 ve 10H8’in literatiirden
bir miktar farkli degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Diisiik ektinksiyon degerleri siklikla

karsimiza ¢ikmamasina ragmen literatiirde goriilmektedir.

Bu katsayilardan yola ¢ikarak (Proteinin absorbansi/ ekstinksiyon katsayisi= 1 ml’deki

protein miktart) 1mg/ml’de bulunan antikor miktarlar belirlenmistir (Cizelge 4.3.)

Saflastirilmis  19G antikorlarinin 1 mg/ml> de bulunan miktarinin, literatiirde
genellestirilmis olarak kabul edilen 1.43 EC degeri lizerinden ve deneysel olarak bu ¢alismada
hesaplanan ekstinksiyon (EC) katsayilar1 kullanilarak hesaplanmistir (Proteinin absorbansi/
EC = 1 ml’ deki protein miktar1). Elde edilen hesaplama sonuclar1 Cizelge 4.3 ‘te

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Gelistirilmis antikorlarin ekstinksiyon katsayilar1 (e ) ve mg/ml deki

konsantrasyonlart.
mg/ml mg/ml
Antikor g 70! Konsantrasyon Konsantrasyon
(Hesaplanan & *%!) (e %1 =1.43)
9B7 112 1.30 1.01
14D8 1.40 0,44 0.43
1E9 1.40 0.8 0.77
10H8 1.12 0,92 0,72

Deneysel olarak elde edilen molar extinksiyon katsayilar1 ELISA kitlerinin

gelistirilmesinde gerekli olan antikor titrasyon degerlerinin belirlenmesinde kullanilabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Monoklonal antikorlar ile ilgili ¢aligmalar ¢ok yakin bir tarihte, ilk defa Georges
Kohler ve Cesar Milstein'in 1970'lerde Cambridge Universitesi'nde yaptiklar1 ¢alismalarla
ortaya ¢ikmustir. Kohler ve Milstein bu ¢alismalarda kanser hiicrelerini, asilanmigs farelerin
dalak hiicreleri ile kaynastirdiklarinda antikor tireten hiicrelerin varligini kesfetmisler; boylece
oliimsiiz, siirekli, tek bir antijenik epitopa karst antikor salgilayan hibrit hiicrelerini elde
etmislerdir. Fiizyon igleminin sonunda, dalak hiicresinden antikor iiretim 6zelligi saglanirken,
kanser hiicresinden de 6liimsiizliikk 6zelligi kazanilmis oldu. Kohler ve Milstein ¢alismalarini
7 Agustos 1975 tarihli Nature dergisinde (256: 495-7) ‘Continuous cultures of fused cells
secreting antibody of redefined specificity” baslikli makalede derlemis ve bu sayede 1984

yilinda Nobel tip 6diiliinii kazanmiglardr.

Monoklonal antikorlarin 1984’te Nobel odiilinii almasi, antikorlar1 bir anda temel
arastirmalarda oldugu kadar tami testleri ve tibbi tedavilerde de Onemli araglar haline
getirmistir. Bu tarihten itibaren MAD’lar hastaliklarin teshisi igin gelistirilen ¢esitli tani
testlerinin ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir. Hepatit B tanisinda kullanilan monoklonal
antikora dayali ELISA testleri (Weber ve ark. 2001) ve Kistik Fibrosiz tanisinda kullanilan
antikora dayali sandwich ELISA testleri de bunlara 6rnek olarak verilebilir (Ross 2008,
Sommerburg 2017).

PAP’a yonelik monoklonal antikor iiretimi ¢alismalar1 ise baslangic sathasinda
olmakla birlikte PAP’1n kanser gibi birgok oliimciil hastaligin 6nemli belirteglerinden biri
oldugu verilerinin elde edilmesi ile iizerindeki ¢alismalar yogunlasmistir (lovanna ve ark.
1994, Xie ve ark. 2003, Fitzgibbons ve ark. 2014). ilk defa 1984 yilinda izole edilen PAP’1n
90’11 yillarin ortalarina kadar gelen caligmalarda gerek pankreas gerekse viicudun diger
sistemlerine ait enfeksiyoz ve non enfeksiyoz hastaliklarin 6nemli bir belirteci oldugu

konusunda veriler mevcuttur.

Bizim ¢aligmamizda tan1 yontemlerinde kullanilmak amaciyla model olarak secilen bir
belirtece karsi yiliksek afiniteli monoklonal antikor gelistirilmesi, karaterizasyonu ve
saflagtirmas1 hedeflenmistir. Segilmis olan model belirte¢ i¢in diinyadasadece patentli bir

ticari ELISA kiti mevcut olup bunun disinda benzer aragtirmalar bulunmamaktadir.
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Bu tez calismasinda, Kistik Fibrozisin erken tanisinda ELISA temelli sistemlerde
kullanmak {izere Anti-PAP monoklonal antikorlarnin gelistirilmesi amaglanmistir. Projenin
nihai hedefi ise Kistik Fibrozis hastaligi olan yenidogan bebeklerin topuk kani drneklerinde
yiiksek seviyelerde gozlenen PAP’in erken ve hassas tanisi i¢cin monoklonal antikorlarin
kullanimina dayali teshis sistemlerinin gelistirilmesidir. Bu amaca ilave olarak, gelistirilen
antikor ve gelistirilecek teshis kitinin, pankreatit hastaliginin tanisinda da kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

Antikor iiretirken goz 6niline alinmasi gereken kritik unsurlar; antijen se¢imi, aseptik
antijen isleme, adjuvan se¢imi, antijen adjuvan karigimimnin hazirlanmasi, asilanma yolunun
secimi ve enjeksiyon hacminin belirlenmesi olarak siralanabilir. Antikor iiretim basamaklari
ise sirastyla; antijene spesifik B hiicrelerinin iiretilmesi, bu hiicrelerin myeloma hiicreleri ile
fiizyonuna miiteakip spesifik hibridoma klonunun segilmesi, MADb karakterizasyonu ve
saflastiritlmas1 olarak siralanmaktadir. Monoklonal antikor iiretimi icin antikor salgilayan B
hiicreleri myeloma hiicreleri ile birlestirilerek Oliimsiizlestirilmistir. Bu tez calismasinda
myeloma hiicre hatt1 ile 3 flizyon calismasi1 gerceklestirilmis ve proje g¢ercevesinde farkl

fiizyon deneyleri halen devam etmektedir.

Bu c¢alismada kullanilan model protein olan PAP antijenine kars1i 9B7, 14D8, 1E9 ve
8H10 adli 4 tane spesifik hibrit hiicre elde edilmistir. Tanida kullanilacak olan monoklonal
antikorlar ¢apraz reaksiyon agisindan hedef ornekte bulunabilecek gerek yapisal benzerlik
gerekse istenmeyen yanitlart olusturabilecek diger proteinler ile test edilmesi 6nemlidir. Bu
amag i¢in ELISA testi kullanarak elde edilen antikorlarin ilgili proteinler (insan serumu, BSA,
hemoglobiilin, transferin, fare Reg3A, insan Reg3G) ile capraz reaksiyon vermedigi

belirlenmistir.

Bu hibritlerden 9B7 ve 14D8’in sirasiyla 2.70ng/ml ve 4.07ng/ml yiiksek afiniteye
sahip oldugu, 6te yandan 1E9 ve 8H10 isimli hibritlerin ise diisiik afiniteli oldugu tespit
edilmistir. 1E9 ve 8H10 diisiik afiniteli olmalarina ragmen tam kit sistemlerinde (Sandwich
ELISA) capture (yakalayici) antikor olarak kullanilabilecegi 6n caligmalarla
degerlendirilmistir.

Bu antikorlar1 iireten hibrit hiicreleri tek bir klon olarak (monoklonal) elde etmek
amaciyla sinirli seyreltme (limited dilution) yontemi kullanilmistir. Hibrit hiicrelerin devam

eden kiiltiirii sirasinda bazi durumlarda stabilite problemi yasanabilmektedir, bu nedenle
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hybridoma teknolojisinde tek diisiirme isleminin birka¢ kez tekrarlanmasi ile stabilite

saglanmalidir.

Uretilen monoklonal antikorlarin hepsinin IgG1 alt tipinde oldugu tespit edilmistir.
Antikorlarin izotip ve altizotip belirlenmesi, uygun saflastirma metodunun secilmesi, tani
sistemlerine uygunlugunun tespiti ve isaretleme calismalari adina 6nem tasimaktadir. Bu
amag icin ¢esitli hazir kitler bulunmak ile birlikte strip ve ELISA sistemleri en ¢ok tercih
edilen yontemlerdir. Bu tez ¢alismasinda her ikisi de kullanilmis ve uyumlu sonuglar elde

edilmistir.

Saflagtirma ¢alismalarinda hazir gesitli kitlerin olmasina ragmen gelistirilmis olan her
antikorun izotipine, altizotipine ve yapisini bagli olarak saflastirma optimizasyonun yapilmasi
gerekmektedir. Saflagtirma asamasindaki en temel iki basamak olan antikorun baglanmasi ve
daha sonra fraksiyonel olarak kolondan ayirarak (eliisyon) toplanmasidir, bu nedenle
kullanilacak olan baglanma ve eliisyon tamponun optimize edilmesi gerekmektedir. Bu
calismada da IgG antikorlar1 igin standart olarak kullanilan fosfat tamponunun (20mM
Sodyum fosfat) yeterli olmadigi, bunun yerine yiiksek tuz iceren baglama tamponunun (3M
NaCl, 1,5M Glisin pH 8) kullanimimin daha uygun oldugu deneme c¢alismalari sonucu
belirlenmistir. S6zkonusu baglama kosullarmin IgG1 alt tipliantikorlarin Protein A kolonuna

daha 1yi baglanmasini sagladigi tespit edilmistir.

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda tiretimi ve karakterizasyonlari tamamlanmig olan 4
monoklonal antikorun yakin bir zamanda kullanildigi sandvig tabanli test kitleri gelistirilerek
hastalarin serumundaki PAP antijeninin tespiti i¢in kullanilacaktir. S6zkonusu Kit sisteminin
optimizasyonu i¢in elde edilen antikorlarin enzimle (HRP veya Biotin) isaretleme
caligmalarinin yapilmasi ve kit sisteminde kullanimina yonelik yakalayici ve isaretleyici en iyi
cift antikorlarin tespiti sonrasinda uygun antikor miktarlarin belirlenmesi gibi optimizasyon
caligmalar1 gerekmektedir. Bu sekilde ilerleyen c¢alismalarda, Anti-PAP antikorlarinin
Sandvi¢ ELISA kit sistemlerinde kullanilabilirligi ve kan spotu veya serum Ornekleri

kullanilarak ticari kitlerle karsilagtirma ve optimizasyon ¢alismalar1 planlanmaktadir.

Hayvanciliktaki ekonomik kayiplari minimuma indirmek i¢in hastaliklar ile etkin
miicadele tarimsal biyoteknoloji ¢aligmalarinin en 6nemli ugraslarindan biri olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Hastaliklarla miicadele ise erken tanmiya dayanmaktadir. Hayvan ve insan

hastaliklarinin tanisinda kullanilan sistemler olduk¢a benzerdir. Hastaliklarin tanisinda yaygin
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olarak kullanilan bir¢ok yontemin (ELISA, LFD vb) temelinde yine MAb’lar yer almaktadir.
Bu agidan ele alindiginda tan1 amagh kullanilmak tizere MADb’larin gelistirilmesi biiyiik 6nem
arz etmektedir. Sunulan bu tez ¢alismasinda, bir hastalik belirteci olarak kullanilan PAP’a
karst MAD gelistirilmesi gerceklestirilmistir. Tan1 amaglh kullanim i¢in hastalik belirteci olan
PAP’a kars1 gelistirilen bu antikorun iiretim ve karakterizasyon siireci, hayvan hastaliklarinin
tanisi, ag1 gelistirilmesi veya daha bagka sebeplerle farkli proteinlerin tespitine yonelik

antikorlarin iiretim ¢aligmalari i¢in faydali bir model olusturmaktadir.
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OZGECMIS

Ilham BAHHAR 13 Haziran 1988 tarihinde Fas’ta dogmustur. llk, orta ve lise
egitimini 2006 yi1linda Kazablanka da (Fas) tamamlamistir. Namik Kemal Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji bolimiinden bolim 3.'sii olarak 2015 yilinda mezun
olduktan sonra ayni iiniversitede ayni bolimde hayvansal biyoteknoloji ana bilim dalinda
yiiksek lisans egitimini baglanmistir. Bu siirec iceresinde TUBITAK MAM Gen Miihendisligi
ve Biyoteknoloji Enstitiisii Tan1i Teknolojisi laboratuvarinda “Yeni Dogan Taramalarinda
Kistik Fibrozisin Erken Tanis1 I¢in Immunreaktif Tripsinojen (IRT) Ve Pankreatitle iliskili
Protein (PAP) ELISA Kitlerinin Gelistirilmesi’ adli 1003 Projesi kapsaminda bursiyer olarak

calismistir.

98



