T.C
KOCAELI UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

STAFILOKOKAL ENTEROTOKSIN A (SEA)
ANTIJENINE KARSI
MONOKLONAL ANTIKOR URETIMI

Arzu PINARBASI

Saglik Bilimleri Enstitiisii Y6netmeliginin
Tibbi Genetik ve Molekiiler Biyoloji Programi igin Ongérdiigii
BILIM UZMANLIGI (YUKSEK LISANS) TEZ]
Olarak Hazirlanmistir.

Haziran-2012



T.C
KOCAELI UNIVERSITEST
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

STAFILOKOKAL ENTEROTOKSIN A (SEA)
ANTIJENINE KARSI
MONOKLONAL ANTIKOR URETIMI

Arzu PINARBASI

Saglik Bilimleri Enstitiisii Y6netmeliginin
Tibbi Genetik ve Molekiiler Biyoloji Programi igin Ongérdiigii
BILIM UZMANLIGI (YUKSEK LISANS) TEZI
Olarak Hazirlanmistir.

Danigman: Dog. Dr. Fatima YUCEL

Haziran-2012

i



SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Tez Adi: STAFILOKOKAL ENTEROTOKSIN A (SEA)

antijenine karsi monoklonal antikor iiretimi.

Tez yazari: Arzu PINARBASI

Tez savunma tarihi: 01.06.2012

Tez Danismani: Dog. Dr. Fatima Y UCEL

isbu ¢alisma, jiirimiz tarafindan Tibbi Genetik ve Molekiiler Biyoloji
Anabilim Dalinda BILIM UZMANLIGI (YUKSEK LISANS) TEZI

olarak kabul edilmistir.

JURI UYELERI

UNVANI ADI SOYADI
UYE(DANISMAN): Dog. Dr. Fatima YUCEL
UYE:

Dog.Dr. Selma OZTURK

UYE: /{/
Yard. Dog. Dr. Naci CINE \

UYE:

ONAY

Yukaridaki imzalarm, adi gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu

onaylarim.

sl w2012
Prof.Dr. Umit BICER

Enstitii Miiduri

11




Ozet

Stafilokokal Enterotoksin A (SEA) Antijenine Kars1 Monoklonal Antikor Uretimi

Stafilokokal enterotoksinler (SE) gida zehirlenmelerinin yam sira, toksik sok benzeri
sendroma, artrite, alerjik reaksiyonlara ve otoimmiin hastaliklara neden olmaktadir.
Stafilokokal gida zehirlenmesi olgularinda 6liim nadirdir ancak gocuklar ve yaghlarda
0lim oranmmin %0.03’ten %4.4’e kadar degisebildigi bildirilmistir. Stafilokokal gida
zehirlenmeleri, tim diinyada iiretim kayb1 ve medikal masraflar nedeniyle yiikli bir
maliyete mal olmaktadir.

Stafilokokal enterotoksinlerin; en sik goriileni, en toksik olani, en 1siya ve asite
dayanikli olani stafilokok enterotoksin A’dir. Stafilokokal Enterotoksin A; tiikettigimiz
besinlerde Ozellikle de bebeklerimizin beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan siitte,
diinya ¢apinda ciddi anlamda kontaminasyona neden olmaktadir.

Tez ¢alismamda; Hibridoma teknifini kullanarak, SEA antijenine karsi Ozgiin
monoklonal antikor gelistirmek ve etkenin tamisina yonelik sistemlerde monoklonal
antikorun etkin olarak kullanilmas: amaglanmstir.

Bu amagla, deneylerde ticari olarak temin edilen SEA antijeni ile 6-8 haftalik BALB/c
tliri fareler immiinize edildi. Hibridoma teknolojisi kullanilarak giiclii antikor yanit1 alinan
fareler ile 3 ayr1 flizyon calismalar gergeklestirildi. Fiizyonlarda, B lenfosit kaynag olarak
dalak orgami kullamldi. Dalak hiicreleri ile fare myeloma hiicreleri, polietilen glikol
varlifinda birlestirildi. Fiizyon ¢alismalari sonucunda 8 adet hibrit klon elde edildi. Bu
klonlar igerisinde 1 adet klonun tirettigi antikorun SEA antijeni ile 6zgiin reaksiyon verdigi
dolayl1 ELISA yOntemi ile belirlendi.

Sonug olarak; elde ettigimiz bu monoklonal antikor ile siitte ki SEA’nin tespiti igin
(antijen-antikor iligkisine dayali tim sistemlerde) hizli, basit, giivenilir ve hassas tanm
sistemlerinin gelistirilmesi miimkiin olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Staphlococcus Aerus, Enterotoksin, Siiperantijen, Monoklonal

Antikorlar, ELISA Test Sistemleri, Hibridoma Teknolojisi
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Abstract

Production Of Monoclonal Antibody Against Staphylococcal Enterotoxin A (SEA)
Antigen

Staphylococcal Enterotoxins cause syndromes like toxic shock, arthritis, allergic
reactions and autoimmune diseases beside food poisoning. The mortality rate is low for
staphylococcal food poisoning but for children and old people the mortality rate is in the
range 0.03% to 4.4%. Staphylococcal poisonings may cause a loss of revenue due to the
production and medical costs.

Among all the Staphylococcal Enterotoxins the most common, the most toxic, the
most heat resistant and the most acid-resistant isthe Staphylococcal Enterotoxin A.
Staphylococcl Entorotoxin A, causes serious contamination around the world to the food
which we consume daily and to the milk which is so important for our babies.

In my thesis study, the aim is to produce monoclonal antibodies against SEA antigen
by using hybridoma technology so that a SEA detection kit may be produced in the future.

With this purpose, commercially obtained SEA antigen is used for immunisation of 6-
8 weeks old BALB/c mice in the experiments. By using hybridoma technology, three
fusion studies were carried out with the high immune response giving mice. The spleen
was used as a lymphocyte source in the fusion studies. Spleen and myeloma cells were
fused in the presence of polyethylenglycol. As a result of fusion, 8 positive hybrid clones
were obtained. Among these clones it is observed that one clone (1D3) produces spesific
monoclonal antibody against SEA by indirect ELISA.

In conclusion, using this monoclonal antibody it will be possible to develope quick,
easy and cheap serologic systems to detect the SEA amount in milk .

Key Words: Staphlococcus Aerus, Enterotoxin, Superantigen, Monoclonal Antibodies,
ELISA Test Systems, Hybridoma Technology.
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SE: Stafilokokal Enterotoksinler
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1.GIRIS:

Bir mikroorganizma veya toksini bulasmis bir besinin tliketilmesinin ardindan ishal,
bulanti, kusma, karin agrisi, karinda kramp gibi sindirim sistemini ilgilendiren bulgularin
ortaya ¢ikmasi besin zehirlenmesi olarak adlandirilir. Staphylococcus Aureus, birgok
iilkede yaygin gida zehirlenmesine neden olan patojenlerden ikinci veya {iglincii patojen
olarak dikkati ¢cekmektedir (Atanassova, 2001). Stafilokokal Enterotoksinler (SE); gida
zehirlenmelerinin yam sira, toksik sok benzeri sendroma, artrite, allerjik reaksiyonlara ve
otoimmiin hastaliklara da neden olmaktadir (Balaban, 2000; Krakauer, 1999). Stafilokokal
enterotoksinlerin; en sik goriileni, en toksik olani, en 1siya ve asite en dayamkli olam
Stafilokokal Enterotoksin A’dir. Stafilokokal Enterotoksin A (SEA), tiikettigimiz besinleri
ozellikle de bebeklerimizin beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan siitii diinya ¢apinda
ciddi anlamda kontamine etmektedir. Siit kontaminasyonun onlenebilmesi adina SEA’nin
hizli, kolay ve glivenilir bir sekilde tespit edilmesi ¢cok onemlidir. Giinlimiiz de SEA’nin
tespiti i¢in piyasada TRANSIA, RIDASCREEN, Reverse Passive Latex
Agglutinationassay (RPLA), TECRA, VIDAS adlar1 altinda gesitli ticari test kitleri
kullanilmaktadir. Fakat bu ticari test kitleri 0,5 ng/g’dan daha diisiik konsantrasyonlardaki
enterotoksinlerin degerlerinin belirlenmesi i¢in yeterince hassas degiller.” Staphylococus
Aureus enterotoksinlerinin tespitinde en kolay, hizli ve giivenilir yéntemin Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) metodu oldugu kabul edilmektedir (Kisa,1996).
Hibridoma teknolojisi kullanarak, farede gelistirilen monoklonal antikorlar, ELISA tam
sistemini kurmak i¢in kullanilacaktir.

Deneylerde SEA antijeni ile 6-8 haftalik BALB/c tlirli fareler immiinize edildi.
Hibridoma teknolojisi kullanilarak gii¢lii antikor yamit1 alinan fareler ile flizyon ¢alismalart
gerceklestirildi. 3 ayn flizyon deneyi yapildi. Flizyonlarda, B lenfosit kaynag: olarak aktif
yanit veren (immiinize edilmis) farenin dalak hiicreleri kullanildi. Fare dalak hiicreleri, fare
myeloma hiicreleri ile polietilen glikol varliginda birlestirildi. Uciincii fiizyon calismasi
sonucunda, 3 adet hibrit klon elde edilmis ve bu klonlar icerisinde 1 klonun f{irettigi
monoklonal antikorun SEA antijeni ile 0zglin reaksiyon verdigi belirlenmistir. Bu
antikorlar kullanilarak ELISA test sisteminde SEA antijeni ile etkilesimi arastiriimustir.

1.1 Amag¢ ve Kapsam:

Stit, yetiskin bireylerden ¢ok cocuklarin hatta yeni doganlarin beslenmelerinde ¢ok

daha biiylik bir 6neme sahiptir. SEA’nin bebeklerimize verdigimiz hazir sitlerde ve daha



da vahim olani annenin beslenme yolu ile almis oldugu SEA’nin siit yolu ile bebegine

geecmesi konuya daha fazla 6nem kazandirmaktadir.

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeliginin, 23.09.2002 tarihinde, 24885 sayili resmi gazetede
yayinlanan 2002/63 nolu, Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum
Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkindaki Teblig’inde, muhtemel risk olusturmasina bagh
olarak, enterotoksinlerin siitte tespit edilmesi belirtilmistir (Ref:http://www.kkgm.gov.
tr/TGK/Teblig/2002-63.html).  Yonetmelikte belirtilen ilgili madde geregince
enterotoksinler immiinolojik test sistemleri (ELISA) ile tespit edilmektedir. ELISA test
sistemlerinin gelistirilmesi, kitin en 6nemli unsuru olan monoklonal antikorlarin aktif bir

sekilde elde edilmesine baglidir.

Bu kapsamda tez ¢alismasinda hiicre kiiltiir yontemi ile SEA’ya karsi monoklonal
antikorlarin elde edilmesi ve bu monoklonal antikorlarin kullanilmas: ile siitteki SEA

miktarinin hizli, kolay ve ucuz bir sekilde tayin edilmesi amaglanmaktadir.

Hiicre kiiltlir yontemi ile monoklonal antikor iireten hibridomalar elde etmek icin
yararl1 Ozelliklere sahip iki hiicre polietilen glikol varliginda flizyon yontemi ile
birlestirildi. Hiicre kiiltiirlinde hizla ¢ogalabilen, liimsiizlik o6zelligi kazanmis myeloma
(kanser) hiicreleri ile aktif olarak istedigimiz antikoru iireten SEA ile immiinize edilmis
farelerin dalak lenfositleri birlestirilerek SEA antijenine karsi monoklonal antikor iireten

Olumsiiz hibrit hiicreler elde edildi.

Bu c¢alisma Avrupa Birligi 7. Cerceve programi kapsaminda énem arz eden ¢agrilar
arasinda yer alan “AB 7. CP, FP7- KBBE-2010-4 nolu” ¢agn kapsaminda 13 ayr1 Avrupa
Birligi tilkesi ile ortak hazirlanmis olan “Bridging mechanisms into risk assessment: an
integrated European research network targeting contaminants in milk” baslikli proje
kapsamindaki bir 1s paketini kapsamaktadir. Proje kapsaminda SEA’nin tamisina yonelik

spesifik monoklonal antikor gelistirilecektir.
1.2 Hipotez:

Hiicre kiiltlir yontemi (Hibridoma teknolojisi) kullanarak SEA antijenini spesifik

olarak taniyacak monoklonal antikorlar1 iireten hibridoma hiicreleri gelistirmek.



2. GENEL BILGILER:

Dengeli ve yeterli beslenme, organizmamiz i¢in gerekli olan enerji ve besin 6gelerinin
diizenli olarak gerekli miktarlarda alinmasidir. Yasamimiz i¢in gerekli olan enerji ve besin
0geleri, besinler araciligi ile viicudumuza alinmaktadir. Besinler, yeterli ve dengeli
beslenme icin dort gruba ayrilmistir. Bu dort besin grubu et-et Uriinleri, siit-siit {iriinleri,

ekmek-tahillar ve sebzeler-meyvelerdir (Yilmaz, 2009).

Siit; insan, inek, koyun, keci, manda ... gibi memeli canlilarin meme bezlerinden
salgilanan, kendisine has tadi, kokusu ve kivami olan, igine baska maddeler
karistirilmamus, icinden herhangi bir maddesi alinmamuis, beyaz ya da krem renkli bir likit
olarak tanimlanmaktadir. Her memeli canlinin salgiladigs siit kendi yavrusu i¢in en uygun
besin olup yavrunun kendi kendisini besleyecek ya da ek besine baslamas1 gereken déneme

kadar yavrunun almasi gereken tiim besin 6gelerini yeterli oranda bulunduran bir besindir.

Sut ve sit Uriinleri; 6zellikle kalsiyum ve fosfor basta olmak ilizere bazi &nemli
mineraller, protein ve riboflavin gibi baz1 B grubu vitaminlerin kaynagi olarak bakildiginda
halk saghigi agisindan 6nemli bir besin grubudur. Siit proteinlerinin; viicutta bilyiimeye,
gelismeye katkisi, doku farkhlasmalaﬁndaki etkisi, kalsiyum emilimi-immiin fonksiyonlar
lizerinde ki olumlu etkileri, kan basmcim diisiirdiigii, kanser riskini azalttigi, viicut
agirhiginin kontroliinde etkin oldugu, dis ¢iiriiklerine karsi koruyucu oldugu bilinmektedir
(Y1ilmaz, 2009; Erol, 2004; Normanno, 2005).

Siit, beslenmede biiyiik 6neme sahip olan temel besin maddelerinden biri olmasina
karsin birgok mikroorganizmanin iiremesi i¢in de ¢ok uygun bir ortam olusturmaktadir. Siit
memede bulundugu sirada sterildir ancak sagim sirasinda ve sagimdan sonra ki gesitli
evrelerde siite mikroorganizmalar bulasabilir. Son yillarda yapilan calismalarda; siitiin
memede bulundugu dénemde bile 6nemli olmayan miktarda, insanda hastalik etmeni
olmayan mikroorganizmalar igerdigi belirlenmistir. Stit sagildiginda mikrobiyolojik floras:
ne olursa olsun ii¢ evrede mikroorganizmalar ile karsilasabilmekte ve dénlem alinmadig
siirece kontamine olabilmektedir. Bu evreler sirasiyla;, hayvamin kendisinden gelen
etmenler (meme kanali, meme baslar1 ve meme lobunun dis yiizeyi), sagim aletleri ve siitii
tilketiciye ulastirana kadar ki bekletme kosullaridir. Bu evrelerin iizerinde titizlikle

durulmas: gerektigi aksi halde tiiketicinin ¢ok ciddi problemlerle karsilasacag agiktir.



Yukanda belirtilen evrelerin tiimiinii bir slire¢ olarak kabul ettigimizde, hayvanin
sagligindan baslayarak sagim esnasinda kullanilan arag-gereclerin ve safim sonrasi
kullanilan saklama-tagima kaplarimin temizligine azami Olgiide dikkat ederek siitte
bulunmas istenmeyen mikroorganizmalarin tiremesi kontrol altina alinabilinir ya da en aza
indirilebilinir. Cig siitlerde bazi mikroorganizmalarin bulunmasi ¢evresel kaynakli
kontaminasyonu ve(ya) hijyen kosullarinin yetersizligini gosterebilir. Ayrica en iyi
kosullar saglanms bile olsa, ¢esitli evreler de siite mikroorganizmalar bulasabilir. Siitiin
toplandig1 ve islendigi yerlerde, temizlemede kullanilan sular klorlanmis olsa bile
mikroorganizma igerebilir. Sagim aletleri ve depolama tanklari, islenmemis siitlerin
mikroorganizma ile kontaminasyonu icin Onemli bir sebeptir. Sagim aletlerinin ve
depolama tanklarinin temizligine dikkat ederek mikroorganizma tiremesi kontrol altina
aliabilinir. Cig siitlerde bazi mikroorganizmalarin bulunmasi yine c¢evresel kaynakli
kontaminasyonu ve hijyen kosullarinin uygulanmadigini gOstermektedir. Ayrica bu
mikroorganizmalarin ¢ig siitlerde liremeleri ve bulunma oranlart mevsime bagli olarak da

degisiklik gostermektedir.

Siitlin sagimindan tliketiciye ulasana kadar mikroorganizmalar i¢in iyi bir {ireme
ortami oldugu, siirekli goz Oniinde bulundurulmalidir. Aksi takdirde siitlin iginde
bulunabilecek ¢ok az sayidaki mikroorganizma dahi hizli bir sekilde (geometrik olarak)
cogalarak, siitiin dogal 6zelliklerinin (gdriiniim, tat, besin degeri gibi) bozulmasina neden
olur. Bu siitlerin tiiketilmesi ise, insan sagligini ¢ok ciddi boyutlarda tehdit edebilmektedir.
Ancak siitte bulunan her mikroorganizmanin hastalik etkeni olmadig: bilinmektedir. Siitte
hastaliga neden olan ya da olmayan mikroorganizmalart genel hatlariyla belirtmek

gerekirse;

- Laktozu fermente eden bakteriler: Laktobasiller, streptokoklar, Escherichia coli.

- Proteolitik bakteriler: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus calidolaktis,
Pseudomonas fluorescens.

- Lipolitik bakteriler: P. fluorescens, Pseudomonas lipolyticum.

-Termofilik bakteriler: Corynebacterium, mikrokoklar, streptokoklar ve basillus cinsi.

-Psikrotrofilik ~ bakteriler: Pseudomonas cinsi, Serratia cinsi, Alcaligenes,
Acinetobacter, flavobacterium.

-Anormal renge neden olan bakteriler: Serrartia marcescens, Pseudomonas

syncyanea, Micrococcus ruseus.



-Patojen bakteriler: Brucella abortus, Streptococcus agalactica, Streptoccoccus
pyogenes, Mycobactertium tuberculosis, Salmonella spp., Listeria spp., Staphylococcus
aureus olmak iizere smniflandirmak olanaklidir.

Stut yukarida belirtildigi gibi hastalik etkeni olsun ya da olmasm birgok
mikroorganizma {iremesi i¢in uygun bir ortamdir. islenmemig siit icerisinde hastalik
olusturan mikroorganizmalarin higbir kosulda bulunmamasi gerekmektedir. B. abortus,
enterokoklar, M. Tuberculosis. A grubu streptokoklar,; Staphylococcus aureus, Salmonella
ve Riketsiyalar infekte siitle bulasabilen mikroorganizmalardir (Y1lmaz, 2009).

2.1 Stafilokokus Auerus ve Stafilokokal Enterotoksinler:

Staphylococcus terimi mikroskop altindaki karakteristik goriiniimleri nedeniyle eski
Yunancada tiziim salkimi anlamina gelen "staphyle" s6zciigiinden tiiretilmis ve ilk olarak
Iskocyali cerrah Alexander Ogston tarafindan kullanilmistir (Cayan, 2000; The British
Medical Journal, 1929).

Stafilokoklar ilk kez Pasteur ve Koch tarafindan gozlenmis, ancak ayrintili calismalar
ilk olarak 1881'de Ogston ve 1884'te Rosenbach tarafindan yapilmistir. Rosenbach, irinli
yaralardan saf kiiltiir olarak elde ettigi kolonilerin altin samsi renginden dolay:

- Staphylococcus aureus adim kullanmus.

Stafilokoklar, sporsuz bakteriler i¢inde ¢evre sartlarina ve dezenfektanlara en cok
dayanan, kiltirlerde 4°C'de 2-3 ay, -20°C'de 3-6 ay dayanma siiresine sahip
mikroorganizmalardir. 60°C'de 30 dakikalik 1s1l isleme dayanabilirler. Antibiyotiklere kars:
¢ok cabuk diren¢ olustururlar. Sahip oldugu penisilinaz etkisiyle penisilinin etkisini
ortadan kaldirirlar (Yiice, 1992; Kloos ve Bannerman, 1995).

Siv1 besi yerlerinde ¢ogalmalar1 sonucunda bulaniklik ve ¢6kelti olustururlar. Kat1 besi
yerlerinde, aerob ve anaerob ortamlarda kolayca iireyebilirler. Gram pozitif olan
stafilokoklar, yash kiiltlirlerde gram negatif 6zellik verirler (Yiice, 1992).

S. aureus tarafindan olusturulan enterotoksinler; suda erir, termostabil yani 100°C’de
30 dakika dayanabilen Gzel siiper antijen yapisinda maddelerdir. Ozellikle yitksek CO,’li
ortamda karbonhidrat ve proteince zengin besi yerlerinde iireyen stafilokoklar tarafindan
olusturulurlar. Cok ciddi besin zehirlenmelerine ve toksik sok sendroma neden olan
stafilokokal enterotoksinlerin (SE); SEA, SEB, SEC, SED, SEE enterotoksin gruplari
vardir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN ve
SEO enterotoksinleri de bildirilmistir (Omoe K., 2002). SE’ler tek zincirli basit
proteinlerden olusan heterojen bir gruptur. Bunlarin ¢ogu nétral ya da bazik proteinlerdir.

Hidroliz yoluyla 18 aminoasit {iretirler ve yiiksek oranda lizin, aspartik asit, glutamik asit
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ve tirozin igerirler. Zincirde sadece iki adet yarim sistin rezidiisii ile bir veya iki adet
triptofan molekiilii bulunur (Jay, 1996; Jablonski, 1997; Bergdoll,1989). Staphylococcus
aureus kokenlerinin %35-50’sinin bu toksinleri olusturabildikleri saptanmistir. Stafilokok
kokenleri, bu toksinlerden yalmz birisini olusturabildigi gibi bir kacini birden de
olusturabilir. Bu toksinler insanlar disinda maymunlarda da etkili olup, diger deney
hayvanlarinda bir etkileri oldugu saptanamamustir (Koneman, 1997; Bilgehan, 2000). Daha
ok et, siit ve iirlinlerinde goriiliir. Stafilokokal enterotoksinlerin; en sik goriileni, en toksik
olani, en 1s1ya ve asite dayanikli olami stafilokokal enterotoksin A’dir.

Stafilokokal gida zehirlenmeleri, enterotoksijenik 6zellige sahip stafilokoklarm
gidalarda 106 (kloni olusturan birim/gram) veya daha yiiksek sayiya ulasmasi sirasinda
sentezlenen bir ekzotoksin olan enterotoksinin, besin yolu ile alimi sonucu olusmaktadir
(Atanassova V., 2001). Staphylococcus aureus enterotoksijenik stafilokoklar icerisindeki
en O6nemli tiirdiir. Staphylococcus aureus stit-siit tirtinlerinin yani sira et-et {iriinlerinde de
kontaminasyona neden olmaktadir. S. aureus disinda S. intermedius, S. hyicus ve S.
epidermidis tlirleri de enterotoksin olusturma &zelligine sahiptir (Sutherland J., 2002).

2.1.1 Stafilokokal Enterotoksin A ( SEA) ve Fiziksel-Kimyasal Ozellikleri:

Stafilokokal Enterotoksin A; gram pozitif bir bakteri olan Staphylococcus aereus
tarafindan salgilanan, ¢ok ciddi gida zehirlenmelerinde siklikla rastlanilan toksin tipidir.
Staphylococcus aereus’un salgiladigy diger toksinler igerisinde SEA aside, 1siya ve
antibiyotiklere en direngli olanidir.

SEA, 80 °C’de 3 dakika, 100 °C’de ise 1 dakika 1s1 uygulamasindan sonra, serolojik
olarak saptanamamuistir.

SEA, 27 kilodalton agirliginda monomerik bir proteindir ve 2 asimetrik iiniteden
olusur, 3747 protein atomlart ve 169 su molekiilleri igerir. (Schad, 1995). Diger
stafilokokal enterotoksinlerin igerisinde en sik goriileni, aside ve 1siya en dayanikli
olamdir. SEA’min 80°C’de 3 dakika, 100°C’de ise 1 dakika 1s1 uygulamasindan sonra,
serolojik olarak saptanamamaktadir. Zenginlestirilmis besi ortaminda 37°C’de gelistirilen
S. aureus suslarinin, 2 saat sonra tespit edilebilir diizeyde SEA olusturabildigi saptanmistir
(Kiiclikgetin, 2007).

SEA’ nin amino asit dizisi:

Stafilokokal Entorotoksin A’yr kodlayan entd geni, bir bakteriyofaj tarafindan
tasimnmaktadir (Betley, 1985). Bu fajin, sirkiilarizasyonunu ve karsilikli gen aktarimini
bakteriyel kromozom igerisinde tamamlandif1 saptanmistir. ent4 Geninin faj baglanma

bolgesine yakin bir yerde lokalize oldugu, 771 baz ¢iftinden olustugu ve 257 aminoasitlik
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kisminin entd prekiirsoriinii kodladig: bildirilmektedir. Bu yapida 24 rezidiilik bir N-
terminal hidrofobik 6n dizilimi islenmekte ve 27,100 dalton molekiiler agirligindaki SEA’
nin son seklini olusturmaktadir (Cizelge 2.1.), (Betley,1988).

Cizelge 2.1. SEA’mn a.a Dizilimi (Sospedra, 2011).

Dizi Aralig: Peptit Dizisi

1-10 SEKSEEINEK

4-13 SEEINEKDLR

14-27 KKSELQGTALGNLK
15-27 KSELQGTALGNLK

16-27 SELQGTALGNLK

28-35 QIYYYNEK

28-37 QIYYYNEKAK

42-55 ESHDQFLQHTILFK

56-74 GFFTD HSWYNDLLVDFDSK
75-83 DIVDKYKGK

84-103 KVDLYGAYYGYQC*AGGTPNK
104-118 TACMYGGVTLHDNNR
104-118 TAC*MYGGVTLHDNNR
124-134 ' KVPINLWLDGK

135-144 QNTVPLETVK

135-147 QNTVPLETVKTNK
148-160 KNVTVQELDLQAR
149-160 NVTVQELDLQAR

161-166 RYLQEK

167-178 YNLYNSDVFDGK
215-233 DNKTINSENMHIDIYLYTS
218-233 TINSENMHIDIYLYTS




Sekil 2.1. SEA’ min Kristal Yapist (Jones, 1991).

Basitlestirilmis SEA molekiilii. N-terminal ucu mavi, C—terminal ucu ise portakal
rengi ile gosterilmistir. Ikincil yapi elementleri, ok ile gosterilenler beta sheetler ve
spiraller ile gosterilenler alfa helixlerdir. Eflatun renkli kiireler, kadmiyum iyonlaridir,
disiilfit kopriilerinin lizerinde bulunurlar (Sekil 2.1.) SEA 50X45X30 A° ebatlarinda diiz,
sikica paketlenmis 2 domainden olusur (Jones, 1991). Sekil 2.2’de SEA’ nin 3 boyutlu

yapisi goriilmektedir.

Sekil 2.2. SEA’nin 3 Boyutlu Yapisi

A) SEA’nin 3 boyutlu yapisi. 1 den 8’e kadar olan kisimlart sari, mavi, kirmizi, koyu yesil,

pembe, acitk mavi, yesil ve kahverengi olarak gosterilmis. Kadmiyum iyonu ise eflatun
olarak gOsterilmistir. Rasmol ile ¢izilmistir (Saqi,1994).

B) SEA molekiiliiniin 180 derece dikey eksende dondiiriilmiis seklidir (Saqi,1994).
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2.1.2 Enterotoksinlerin Siiperantijen Aktiviteleri :

Deri, oral ve anal engelleri asarak organizmaya girdiklerinde immiin cevap
olusturabilen her tiirlii mikroorganizmaya antijen denir. Antijenler; protein, polisakkarid,
lipid ya da peptid yapisinda olabilirler. Antijenler ilgili antikorlan ile tepkimeleri
sonucunda, bagisiklik olustururlar ve hastaliklara kars: direng gelistirirler.

Stiperantijen, enfeksiyona sebep olan patojenler tarafindan meydana getirilen heterojen
molekiillerdir. Siiperantijenler, simdiye kadar tammlanan immunojenlerden ¢ok daha az
yogunlukta bile T hiicrelerini uyarabilme yetenegine sahip olan bir grup bakteriyel ve viral
proteindir. En iyi bilinen siiperantijenler gram pozitif koklardan (S. aureus, S. pyogenes)
salinan ekzotosinlerdir . T lenfositleri iizerine siradisi mitojenik etkileri vardir.

Hiicre i¢i immiin cevapta, temel islev membrana bagli T hiicre antijen reseptorleri
(TCR-T cell reseptor) tarafindan antijenin taninmasidir (Fields, 1996). TCR, alfa ve beta
ya da gama ve sigma zincirlerinden olusmaktadir. Antijen sunan hiicrelerin (APC-Antigen
Presenting Cell) tizerinde membrana bagli proteinlerden MHC smif I ve sinif II molekiilleri
yer alir (Fink, 1986). Siiperantijenler MHC smuf II molekiilleri ve T hiicre reseptérlerinin
spesifik V P Dbolgelerine baglanarak antijen sunan hiicrelerin ve T lenfositlerin
aktivasyonuna yol agmaktadirlar. Diger bir ifadeyle siiperantijenler, bilinen antijenlerden
farkli olarak, antijen sunan hiicreler tarafindan kiiciik peptid pargalarina ayrilmadan MHC
stmf II molekiillerine baglanir ve TCR ile bir trimolekiiler form olusturur (Munson, 1998).

SE’ler, APC tizerindeki MHC simif II’ye baglanma ve T lenfositlerini aktive etme
yetenekleri ile siiperantijen prototipleri olarak karakterize edilirler. T lenfositlerini, T Cell
Reseptor (TCR)’nin, TCR-VT genleri tarafindan kodlanan degisken kismi ile etkilesime
girerek aktive ederler.

Superantijenler, MHC class II ve TCR (T Cell Receptor)’nin hidrofobik kisimlari ile
etkilesime girerler (Sekil 2.3). Amino ucundaki metal koordinasyonu da T hiicrelerinin
proliferasyonu i¢in 6nemlidir. SEA, SED, SEE, SEH, SEI, SEJ, SEK ve muhtemelen SEL
ve SEM’nin MHC (Major Histocompatibility Complex) smmf II molekiilleriyle
interaksiyonlarinda proteaz aktiviteleri igin ¢inko iyonuna (Zn*?) gereksinimi
bulunmaktadir (Pettersson, 2002). SEA siiperantijeni, diger siiperantijenlere kiyasla MHC
class I’ye en yiiksek ilgi ile baglanan siiperantijendir. Cinko ile etkilesime giren Serl,
Hisl87, His225 ve Asp227 olmak 4 amino asidi vardir. SEA’min alanin yapisindaki
mutagenez, SEA’min MHC’ye 2 ayn noktadan birlikte baglandigini gostermektedir
(Schad, 1995).
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Sinyalizasyon —> IL-2, IFN-y

B hiicre proliferasyonu sonucu antikor tiretilir.

Sekil 2.3 TCR ve MHC Class II Baglans: (Irina, 2010).

2.1.3. Stafilokokal Enterotoksinler ve Gida Zehirlenmesi:

Stafilokokal gida zehirlenmesi, enterotoksijenik stafilokoklar tarafindan gidada

olusturulan toksinlerin besin yolu ile alinmas1 sonucu olusur. Stafilokok enterotoksinin 1

mikrogram tiiketilmesi besin zehirlenmesine neden olur. Stafilokokal gida zehirlenmesinde

semptomlar 30 dakika ile 8 saatlik bir zaman arasinda ortaya ¢ikmasina ragmen etkileri

genellikle 2 ile 4 saat iginde goriiliir. Oral ya da intraduodenal olarak enterotoksin A

bulasmas1 sonucunda jejenum ve duodenumda lenfosit, polymorphonuclear hiicreler artar.

Boylece hizli emetik ve nerodavranigsal cevaplar olusuyor (Taylor, 2010). Bas agrisi, bas

dénmesi, genel halsizlik, nabizda zayiflik, ylizeysel solunum, sok ve enteritis daha az

gorilen diger semptomlardir (Halpin, 1989; Sutherland, 2002).
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Kusma, stafilokokal gida zehirlenmelerinde siklikla goriilen bir semptomdur.
Toksinlerin bagirsaktaki lokal sinir reseptérlerini uyarmasina bagli olarak vagus ve
sempatik sinirler iizerinden gecen impulslarin beynin subkortikal kusma merkezine
ulagmasi sonucu emetik tepki olusmaktadir (Sutherland, 2002). Stafilokokal gida
zehirlenmesinde ikinci en yaygin olarak gorillen semptom diyaredir. Stafilokokal
enterotoksinlerin intestinal hiicreler {izerine direkt etkisi a¢ik degildir ve bu yiizden kolera
toksini veya Escherichia coli enterotoksinleri gibi klasik enterotoksinlerden farklidir
(Halpin, 1989; Sutherland, 2002).

Stafilokokal enterotoksinler (SE) gida zehirlenmelerinin yam sira, toksik sok benzeri
sendroma, artrite, alerjik reaksiyonlara ve otoimmiin hastaliklara neden olmaktadir
(Balaban, 2000; Krakauer, 1999).

Stafilokokal gida zehirlenmesi olgularinda &lim nadirdir. Ancak g¢ocuklar ve
yaghlarda Olim orammnin %0.03’ten, %4.4’e kadar degisebildigi bildirilmistir.
Intoksikasyon kendi kendini sinirlamakta ve 24-48 saat igerisinde hizlh bir sekilde iyilesme
gorlilmektedir (Holmberg, 1984; Jay, 1996).

Toksin tipine bagl olarak SE’nin dozu degisir. Genel olarak alman gidanin 1 graminda
1 nanogram SE bulunmas: belirtilerin ortaya gikmasi i¢in yeterli olmaktadir (Sutherland,
2002). Cogu klasik kaynaklarda uzun yillar minumum toksin dozunun 1 miligram veya
daha az olarak bildirilmesine ragmen, 94-184 nanogram diizeyindeki SEA’nin okul
cocuklarinda intoksikasyona neden oldugu bildirilmistir (Evenson, 2002).

Enterotoksijenik stafilokoklarin ve enterotoksinlerin gidalar da varliginin hizli ve
erken belirlenmesi; toplum sagligimn korunmasi, toplumun iretilen gidalara giivenmesi
ayrica epidemiyolojik calismalara yon gostermesi agisindan son derece dnemli oldugu
kabul edilmektedir.

2.1.4 Stafilokokal Enterotoksinlerin Tiirkiye ve Diinyadaki Genel Durumu:

S. aureus, bir ¢ok lilkede yaygin gida zehirlenmesi olgularina neden olan ikinci veya
tiglincl patojen olarak dikkati cekmektedir (Atanassova, 2001).

Kisa ve arkadaslari, Ankara’da yaptiklar1 bir ¢alismada toplam 100 kremali pasta
numunesini incelemislerdir. Sade kremal: 6rneklerin % 4’tinde, kakaolu kremal1 &rneklerin
% 12’sinde ve meyveli kremali 6rneklerin % 9’unda olmak {izere % 25 kremal1 pastadan
izole edilen koagulaz pozitif (+) stafilokoklarin enterotoksin olusturma &zelliginde
oldugunu tespit etmislerdir. Krema imalatinda ¢ogu zaman ¢ig siitiin hammadde olarak
kullamlmasi nedeni ile, ¢ig siitten imal edilen gesitli {iriinlerin de toplum saglii acisindan

6nem arz ettigi géz ard1 edilmemelidir (Kisa, 1996).

11



Sami Yilmaz’i, Kayseri ¢evresindeki gesitli mandira ve isletmelerden gelen ¢ig siit
ornekleri ile ELISA yontemi kullanarak yaptig1 SE arastirmasinda, ¢aligilan toplam 60 ¢ig
siit numunesinden; 19’un da SEA, 3’{in de SEB, 9’unda SEC, 6’sinda SED tespit edilmistir
ancak hi¢ birinde SEE tespit edilmemistir (Yilmaz, 2009).

ABD’de her yil gida kaynakli hastaliklar nedeniyle 6-80 milyon insanimn etkilendigi,
bunlarin yaklasik 9000’inin Oliimle sonuglandigi ve yillik yaklasik 5 milyar dolarlik
ekonomik kayip meydana geldigi bildirilmektedir (Buzby, 1997). Ayn: iilkede stafilokokal
gida zehirlenmeleri sonucu tiretim kayb1 ve medikal masraflar nedeniyle yillik yaklagik 1.5
milyar dolar harcandig: bildirilmektedir (Todd, 1989).

Tkaaikova ve arkadaslari, Slovakya’nin gineyinde bulunan ¢esitli tarimsal
isletmelerden topladiklar1 75 adet subklinik ve klinik olarak hasta oldugu belirlenen
hayvanlardan aldiklari ¢ig siit 6rneklerini incelemislerdir. Bunlardan 32 adet S. aureus
izolat1 elde etmisler; 32 izolattan 15’nin SEC, 15’nin SED, ikisinin SEA ve SEB
enterotoksin kodlayan genleri tasidiklarini tespit etmislerdir (Tkaaikova, 2003).

Normannoa ve arkadaglari, Italya’da marketlerden aldiklar1 11384 gida érneklerini
koagiilaz pozitif S. aureus varlig1 yoniinden incelemislerdir. Bu gidalar icerisinde bulunan
437 adet ¢ig siit orneginden; 168 adedinin, 102 1s1l islem gormiis siit 6rneginden iki
adedinin koagiilaz pozitif S. aureus icerdigini tespit etmislerdir Normannoa, 2005).

Jorgensen ve arkadaslari, Norve¢’te gida zehirlenmesinden sorumlu oldugundan
stiiphelenilen ve ¢ig inek siitli kullanilarak yapilmis olan patates piiresinde 8x108 (kloni
olusturan birim/gram) diizeyinde S. aureus tespit etmisleridir. Aragtirmacilar ¢ig siitiin elde
edildigi igletmenin siit tankindan almig olduklari 6rneklerde de aym etkeni izole etmislerdir
(Jorgensen, 2005).

Tim bu ¢aligmalar; beslenmemizde 6nemli bir yere sahip olan siitiin, tiim diinyada
stafilokokal enterotoksinler tarafindan ciddi anlamda kirletildigi c¢izelge 2.2.°de

gorlilmektedir.
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Cizelge 2.2. Diinyada SE Dagilimi (Cretenet, 2011).

Ulke |Yu Numune Besin Cinsi SE Cinsi Siitiin Cinsi
Sayis1

Amerika | 1884 | Belirtilmemis | Peynir Belirtilmemis | Belirtilmemis

Amerika | 1958 | 200 Peynir Belirtilmemis | Cig

Amerika | 1965 | Belirtilmemis | Peynir Belirtilmemis | Belirtilmemis

Kanada | 1977 12 Peynir Belirtilmemis | Belirtilmemis

Kanada | 1980 | 62 Lor SEA ve SEC | Belirtilmemis

Amerika | 1981 16 Peynir Belirtilmemis | Pastorize Edilmig

Ingiltere | 1983 | 2 Peynir Belirtilmemis | Pastorize Edilmig

Fransa 1983 20 Peynir SEA ve SED Cig

Iskogya | 1984 |27 Peynir SEA Cig

Iskogya | 1985 2 Kegi Siitii Belirtilmemis | Cig

Amerika | 1985 | 860 Cikolatalr Siit SEA Pastdrize Edilmemis

Israil 1987 |3 Kegi siitii SEB Cig

Ingiltere | 1988 155 Peynir Belirtilmemis | Pastorize Edilmemis

Brezilya | 1994 |7 Peynir SEH Belirtilmemis

Fransa 1997 140 Peynir Belirtilmemis | Cig

Fransa 1997 140 Peynir Belirtilmemis | Cig

Fransa 1998 62 Peynir Belirtilmemis | Cig

Fransa 1998 37 Yar1 Sert Peynir Belirtilmemis | Cig

Japonya | 2000 13420 Siit Tozu SEA ve SEH | Belirtilmemis

Fransa | 2001 |4 Yumusak Peynir SEA Belirtilmemis

Fransa 2001 46 Yan Sert Peynir SED Cig

Fransa 2002 104 Koyun Siitinden Pey] SEA Cig

Fransa | 2009 |23 Peynir SEE Pastorize Edilmemig

2.1.5. Stafilokokal Enterotoksin A’nin Tespiti:

Staphylococcus aureus 'un izolasyonu ve toksininin belirlenmesi igin giivenilir, hizls,
basit, hassas ve analitik bir metot kullanmak gerekmektedir. Son dénemlerde,

enterotoksijenik  Staphylococcus aureus identifikasyonu

igin Polymerase Zincir
Reaksiyonu (PCR) gibi gelismis ve hizl tekniklerden yararlanilmaktaysa da SEA’nin rutin
analiz tespitine yOnelik piyasada TRANSIA, RIDASCREEN, Reverse Passive Latex
Agglutinationassay (RPLA) , TECRA, VIDAS gibi ¢esitli ticari test kitleri bulunmaktadir.
Kitlerin hepsi, 6zel antikorlarin immiinolojik olarak taminmasi temeline dayaniyor. Bir
grup kitlerde; RPLA -lizeri antikor kapli latex boncuklar- teknigi kullamlirken, ikinci grup
kitlerde ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) teknifi, en son figiincii grup
kitlerde ise ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) teknigi kullamlmaktadir. Ancak bu
ticari test kitleri  0,5(nanogram/gram)’dan daha disiik konsantrasyonlardaki
enterotoksinlerin degerlerinin belirlenmesi igin yeterince hassas degiller. Bu nedenle
enterotoksin konsantrasyonunu belirlemede 6rnek materyalin konsantrasyonu da énemlidir.

Staphylococcus aureus enterotoksinlerinin saptamasinda en kolay, hizli ve giivenilir
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yontemin Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) metodu oldugu kabul
edilmektedir (Kisa, 1996; Betley, 1988; Borst, 1994; Betley, 1985; Cretenet, 2011)
(Cizelge 2.3.’de goriilmektedir).

Cizelge 2.3. Stafilokokal Enterotoksinlerin Tespitine Yonelik Kitler (Cretenet, 2011).

Tespit Kiti Teknik Tespit Edilen SE Analiz Zamar Hassashik(ngml 1)
(saat)

TECRA Unique ELISA SEA to SEE 4 0.5-1.25
SET
RIDASCREEN ELISA SEA to SEE 25 0.1-0.75
TRANSIA plate ELISA SEA to SEE 1.5 02
SET
Oxoid SET-RPLA RPLA SEA to SED 20-24 0.5-1.0
Biomerieus ELFA SEA to SEE | 15 0.25-0.5
VIDAS SET2

ELISA: Enzyme Linked Immonusorbent Assay, RPLA: Reverse Passive Latex Aglutination,
ELFA: Enzyme Linked Fluorescent Assay.

2.2. Bagisikhik Sistemi:

Viicudumuz son derece kompleks bir immiin sistem tarafindan korunmaktadir. Antijen
adin1 verdigimiz her tiirlii hiicre dis1 ajan; (viriis, bakteri...) anal, oral ya da deri engelini
asarak viicudumuza girdiginde, timus, kemik iligi, lenf bezleri ve dalak gibi immiin sistem
merkezlerinde bulunan makrofajlar, fagositler, B ve T lenfositleri adin1 verdigimiz immiin
sistem hiicreleri harekete gecerek bu antijene karsi 6zel antikor iretimini saglarlar.
Makrofajlarin ve fagositlerin yetersiz kaldigi durumlarda lenfositler harekete gecerler. T
lenfosit hiicreleri antijenleri yok etmeye calisirken, B lenfosit hiicreleri bu siirecte
immiinoglobulinleri sentezlemeye baslarlar. Viicudumuza giren her tirlii antijen immiin
sistemimizin B hiicreleri tarafindan sentezlenen antikor yardimi ile bertaraf edilmeye
¢alisihir. Antijenlerin bir kismi zararli iken, bir kismu da zararsizdir. Hastalifa yol acan
zararli antijenlere patojen denir. Her antijenin kendisine 6zel antikoru vardir (Anahtar kilit
modeli ile birbirlerine uyarlar). Herhangi bir antijene 6zel antikor viicudumuzda iiretildigi
zaman hafizaya alimir. Ay antijen organizma ile ikinci kez karsilasildiginda, ilgili
antijene kars1 hizli bir sekilde antikor tretilir. Viicudumuz antijenlere kars1 3 tiirlii cevap
olusturur.

1) Dogustan Gelen Dogal (Innate) Bagisiklik: Bireyler dogduktan sonra, bulunduklart
ortama gOre hayatlarimin ilk anlarindan itibaren hastalik yapma giicleri ve tiirleri
birbirlerinden ¢ok farkli antijenlerle, bunlarin toksik {iriinleri ya da antijenik materyalleri

ile karsilasirlar.
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Immiin sistem i¢in yabanc1 olan bu antijenler, viicudumuza girdiginde, dogustan gelen
dogal bagisiklik sistemini harekete gegirirler. Dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan
uretilen antikorlar, bir patojene karsi uzun siireli bir bagisiklik saglamaz diger bir degis ile
tekrar ayn1 antijen ile kargilastifinda bu antijeni taniyip, ona kars: antikor iiretmez. Viicut
savunmasinda ki en baskin bagisiklik sistemidir (Litman, 2005).

Dogal bagigiklik sisteminde yer alan hiicreler; fagositik etkiye sahip makrofajlar,
nétrofiller ve dogal 6ldiriicii hiicrelerdir.

2) Pasif Bagisiklik: Bagka bir canli tarafindan olusturulmus koruyucu antikorlarin,
diger bir canliya aktarilmasidir. Anne siitii ve antikor bakimindan zengin kan serumu pasif
bagisiklik igin iki glizel 6rnektir. Yeni dogan bebekler, kendi antikorlarim1 sentezlemeye
baglayana kadar anne siitiinden gelen antikorlar ile bagirsak enfeksiyonlarma karsi
korunurlar (Van de Perre, 2003; Margaret, 2000).

Pasif bagisiklik sistemi tarafindan iretilen antikorlar, uzun émiirlii olmaz ve genellikle
2-3 ay sonra Oliirler.

3) Sonradan Kazamlmis (Adaptive) Bagisiklik: Bir canlida antijen verilerek
olusturulan antikorlarin, korunmas: istenilen canliya aktarilmasi yolu ile kazanilan
bagisikliktir. Sonradan kazamilmis bagisiklik, hastaliklari tam olarak 6nlemese de
semptomlarinin hafifletilmesi yoniinden olduk¢a dénemlidir.

Kazanilmis bagisiklik sisteminde lenfositler hatirladigi her bir antijene 6zgiil yanit
vererek immiin hafiza olustururlar (Pancer, 2006). Hafiza hiicreleri sayesinde antijen ile
tekrar karsilagildiginda ¢ok gabuk antikor iiretilir. Ast, sonradan kazanilmis bagisiklik icin
cok giizel bir 6rnektir.

Kazamlmis bagisiklik sisteminde 2 tiirlii yanit olusturulur.

1) Antikor yamtlar: immiinoglobulinleri sentezlemek amaci ile B lenfosit hiicreleri
stimiile edilir. Immiinoglobulinler, kan ve viicut sivilarinda dolasmak sureti ile antijene
baglanarak antijeni inaktif hale getirirler.

2) Hicre aracili yamitlar: Aktive edilmis T lenfosit hiicreleri, kendilerine sunulan
antijenlere karsi dogrudan reaksiyon gosterirler. Daha sonra gonderdikleri sinyaller ile
antijenleri, fagosite etmeleri amaci ile makrofajlar1 aktif hale getirirler (Brum, 1994;
Cummings, 1996).

Bu cevaplar siras1 ile B ve T lenfositleri aracilig1 ile olusturulur. (Janeway, 2005)
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2.2.1. Bagisiklik Sisteminde Gorev Yapan Organlar:

1) Primer Organlar: Primer organlar, antijen tarafindan uyarilmaksizin immiin sistem
hiicrelerinin  iretebilen bagisiklik sistemi organlanidir. Primer bagisiklik  sistemi
organlarina en giizel iki 6rnek kemik iligi ve timustur .

2) Sekonder Organlar: Primer organlarda iiretilmis olan immiin sistemin hiicrelerinin,
antijenler ile kargilastiklari ve antijenlere o6zgli yamtin gerceklesti§i immiin sistemi
organlanidir. Insanda sekonder bagisiklik sistemi organlari; tonsiller, dalak ve lenf

digimleridir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Bagisiklik Sistemi Organlar (http:/tr.wikipedia.org).
2.2.2. Bagisikhik Sistemi Hiicreleri:
Bagisiklik sistemi hiicreleri; kemik iligindeki kendi kendini rejenere eden, degisik
sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin etkisi ile farklilasma yetenegine sahip bir kok
hiicreden meydana gelirler (Kirmizi kan hiicreleri, beyaz kan hiicreleri, trombositler) (Sekil

2.5.).
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Sekil 2.5. Kemik Iligi Tiirevli Hiicreler.

(http://www.sporaleti.net)

Lenfoid onciisii hiicreden kodkenlenen lenfositler; dogal oldiirticii hiicreler, T ve B
lenfositler olmak izere 3 .gruba ayrilirlar ( Sekil 2.6. ).

1) Dogal dldiriicti hiicreler (NK): Viicudumuzda bulunan toplam lenfositlerin %
10’unu olustururlar. Enfekte olmus hiicrelere, virilislere ve tiimor hiicrelerine karsi
savagmada 6nemli rol oynarlar. Dogal bagisikligin énemli bir kismini olustururlar.

2) T Lenfositler: Viicudumuzda bulunan toplam lenfositlerin % 80’ nini olustururlar.
Hiicresel bagisiklikta, B lenfositlerini aktive etmede 6nemli rol oynarlar.

3) B Lenfositler: Viicudumuzda bulunan toplam lenfositlerin % 10’unu olustururlar.

Antikor iiretiminde ve humoral bagisiklikta etkin rol oynarlar.

Lenfosit Cesitleri

Lenfositier
& v Dogal Cldirici

B-Lenfositler T-Lenfositler

Hocreler

Sekil 2.6. Lenfosit Cesitleri

(http://www.alvimedica.com.tr)
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2.3 Antijenler:

Organizmanin kalitsal yapisina yabanci olan ve organizmaya girdiginde kendine 6zgii
immiin cevaba yol agan, immiin cevap sonucu ortaya ¢ikan iiriin ve hiicrelerle 6zgiil olarak
birlesme Ozelligindeki maddelere (bakteri, viriis, mantar, bakteri ...) antijen veya
immiinojen denir. Canlinin viicudunda humoral veya hiicresel bagisik yanit olusturan,
etkili koruyucu bagisiklik olusmasini saglayan maddelere immiinojen denir. Kendisine
kars1 olusan antikorlarla &zel sekilde birlesme yeteneginde olan maddelere ise antijen
denir. immiinojenlerin tiimii antijenik 6zellige sahiptirler ancak tiim antijenler immiinojen
ozellik gdstermezler. Ornegin; tek baslarma yeterli immiinojenik giicte olmayan ancak
tastyici bir proteine baglandiginda immiin cevap olusturan ve immiin cevap sonucu olusan
antikorlarla 6zgiil olarak birlesen hapten antijenleri, proteine bagln kompleks formunda
iken iyi bir immiinojen 6zelligi gosterirler. Iyi bir immiinojen;

- B hiicreleri ylizeyindeki antikor molekiilleri tarafindan taninabilecek bir epitopa sahip
olmalidir,

- T hiicre reseptorlerince ve MHC sinif II proteinlerince ayn1 zamanda taninabilecek bir
yapiya sahip olmalidir,

- Parcgalanabilir 6zellikte olmalidir.

Giiglii bir antikor cevabi igin gereken bu &zelliklerin yam sira; antijenin kimyasal
yapisinin kompleksliligi-stabilitesi, organizmaya verilis sekli, organizmada absorblanma-
viicuttan atilma stireleri, antijenin organizmadaki miktari, antijenin enjekte edildigi
organizmanin tiiri ve yasi da iyl bir immiinojenlik i¢in gbéz 6niinde bulundurulmasi
gereken faktorlerdir. Her gesit biyolojik molekdil (basit ara metabolitleri i¢eren) seker, lipit,
hormon, karbonhidrat, fosfolipit, niikleik asit ve protein gibi makromolekiiller antijen rolii
gormektedir.

Antijen molekiilinde antikorlarla belli gruplar ile birlesen, bu suretle antijenin
ozgiilliglini belirleyen “antijeni belirleme determinantlar’” veya “epitop” adi verilen
kimyasal gruplar bulunur. Antikor molekiiliinde bulunan, epitopa uygun o6zgiil uglara da
“idiyotip” ad1 verilmektedir. Epitoplar, tiim antijen molekiiliinde belirli kiigiik bir bdlgeyi
kapsarlar ve {i¢ boyutlu bir yap: olustururlar. Bunlar, protein karakterinde olan antijenlerde
6-10 aminoasitten, polisakkarit yapidaki antijenlerde 6-8 karbonhidrat molekiiliinden
olusurlar. Bir antijen molekiiliinde, ayn1 ya da degisik kimyasal yapida birden ¢ok epitop
bulunabilir. Bu sekilde ayn1 molekiil birden ¢ok antijenlik 6zgiilligi gosterebilir ve her bir
epitop kendine 6zgl antikor ile birlesebilir (Abbas, 2000; Skaletsky, 1997). Sekil 2.7°de

antijen-antikor baglanma bolgeleri sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.7 Antijen-Antikor

(http://www.web-books.com/eLibrary/Medicine/Physiology/Immune/Antigen.htm )

Sari: Antijen, Portakal Rengi: Epitop, Mavi: Antikor

2.4. Antikorlar:

Immiinglobulin molekiilleri (Antikorlar), organizmanin kalitsal yapisina yabanci olan
antijenlerin organizmaya dahil oldugunda bafisik cevapta yer alan 6zgiil B lenfosit
hiicrelerince salgilanan glikoprotein yapisindaki makro molekiillerdir. Immiinojenik
uyarilar sonucunda viicutta meydana gelen plazma hiicreleri tarafindan sentezlenen,
homolog antijeni ile spesifik reaksiyon verebilen, genelde viicuda giren yabanci antijenlere
cevap olarak Ttretilen bu molekiillere “antikorlar” ya da daha genel anlami ile
“immiinoglobiilinler” ad1 verilir (Cummings, 1996).

Antikorlar, immiinojen antijenin biitiiniine kars1 iiretilmez. Immiinojen antijenin,
epitop bolgesinde ki birden fazla ve farkli sekillerde olan peptit dizilerine uygun olarak
tiretilirler.

2.4.1. Antikorun Yapasi ve Cesitleri:

Antikorlar; 2 adet monomer yapidaki agir zincir (heavy chain) ve 2 adet monomer
yapidaki hafif zincir (light chain) olmak iizere toplam 4 polipeptit zincirinden olusan, Y
sekilli molekiillerdir. Agir zincir, toplam 440 amino asitten olusan 4 domain igerir. Hafif
zincir ise, toplam 220 amino asitten olusan 2 domain igerir. Hafif zincir; bir degisken, bir
sabit; agir zincir ise bir degisken, bir de i¢ kisimda sabit bolge icerir. Hafif ve agir
zincirlerin amino ucunda yer alan kisimlarina degisken bolge (variable domain), bu
bolgenin disindaki kisimlarina ise sabit bolge (constant domain) denir. Antikorun degisken
bolgesi; antikordan antikora en fazla degiskenlik gdsteren, antikorun antijen baglamada
gorevli kismidir. ki agir zincirin sabit kisimlan disiilfid koprileri ile birbirlerine

baglanirlar (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Antikorun Yapisi

Antikor molekdlii, glikoprotein yapisinda olup, lamda ve kapa olmak iizere 2 gesit
hafif zincir; IgA, IgD, IgE, IgG, IgM olmak {izere 5 gesit agir zincirden meydana gelir.

IgA: 400 Kilodalton agirligindadirlar ve 472 amino asitten meydana gelirler. Gozyasi,
salya, sindirim ve solunum sistemlerindeki mukus yapilarinda bulunurlar. Dolayisi ile agiz,
deri ve solunum yolu ile viicuda giren immiinojenlere kars: ilk savunmada yer alirlar. IgA
antikoru, midede sindirilmesini 6nleyen &zel bir yapist vardir ve bu yapisi ile diger antikor
tirlerinden ayrilirlar. Bu 6zelligi ile agiz igerisinden idrar yollarina, gézyasi kesesinden
yeni dogum yapmus annenin ilk siitii olan kolostruma kadar pek ¢ok hassas bolgede viicudu
enfeksiyonlardan koruyacak sekilde yer alirlar.

IgD: 180 Kilo dalton agirligindadirlar. B lenfositlerinin yiizeyindeki antijeni tanima ve
sinyali aldiktan sonra hiicre igerisine iletmede Ig M ile 6nemli bir rolleri vardir.

IgD, olgunluga erismemis B lenfosit hiicrelerinin plazma zarlarindan
sentezlenen monomerik antikorun izotipleridirler. Sentezlenen IgD, iki adet agir ve iki
adette hafif zincirden meydana gelir.

IgE: Parazit olarak yasayan ve allerjik reaksiyonlara neden olan mikroorganizmalar,
mast hiicreleri ve bazofil hiicrelerinin plazma zarlarina yapisarak bu hiicrelerin basta
histamin, heparin olmak lizere gesitli kimyasal maddeler salgilamalarini uyaran antikorlara
IgE adi verilir. 188 Kilodalton agiligindadirlar. Astim ve trtiker gibi alerjik
reaksiyonlarda miktarlar1 100 katina kadar artabilir.

IgG: 150 Kilodalton agirligindadirlar. iki adet agir, iki adette hafif olmak iizere toplam
dort peptit zincirlerinden meydana gelirler. Her IgG, iki adet antijen baglama bolgesine
sahiptir. Diger tlim immiinoglobulinler polimer yapili olmalarin karsin bir IgG’ler

monomer yapilidirlar.
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Insan serumunda bulunan tek immiinoglobulin gesididir. Dolayist ile anneden
fetuse gecerek fetusun dogustan gelen (innate) bagisikligini olustururlar.

IgM: 10 adet agir p- zincirinden ve 10 adette kapa zincirinden meydana
gelmektedirler. Molekiller agirliklann 900 Kilodaltondur. Diger immiinoglobulinlerle
karsilastirildiginda en biiyiik immiinoglobulin molekiliidiir. Distilfit baglar1 ile birbirine
baglanmig bes immunoglobulinden meydana gelirler. Salgilanabilinen ve B hiicrelerinin
ylizeyinde bulunan tek immiinoglobilin ¢esididir.

Organizmanin enfekte olmasindan sonra, organizmaya giren immiinojeni yok
etmek {izere meydana gelen 6zel bir antikor tipidir. Enfeksiyonun, logaritmik fazdan sonra
duragan faza gecmesi ile birlikte yerini IgG’ ye birakir.

Immiinoglobulin molekiilleri Sekil 2.9.’da gériilmektedir.

oG IgE  IgD

Sekil 2.9. Inmunoglobulinler

2.4.2. Monoklonal Antikorlar:

Monoklonal antikor tiretimi ilk kez 1975 yilinda Georges Koéhler, César Milstein ve
Niels Kaj Jerne tarafindan gergeklestirildi. Bu bilim insanlari, monoklonal antikor iiretim
teknigi ile 1985 yilinda nobel 6diiliine layik gortildiiler.

Yalnizca tek bir epitopa kars: reaksiyon gésteren ve yalmzca bir B lenfosite dayanan
hiicre klonundan elde edilen antikorlara, monoklonal antikorlar denir. Farelerin
immiinizasyonu sonucu elde edilen monoklonal antikorlarin, myeloma hiicreleri ile fiizyon
edilmesi sonucu hibrit hiicreler olusur (Sekil 2.10). Klonlanan hibridomalar birbirleri ile

aym genoma sahip antikorlar Uretirler (Yicel, 2010).
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Antijen ile farelerin badisiklanmasi (1)
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(6)

Sekil 2.10. Monoklonal Antikorlarin Hazirlanmasinin Sematik Gosterimi; 1-Fare, antijene
kars1 antikor liretimini ortaya ¢ikarmak i¢in ilgili antijen ile immiinize edilir, 2a-Dalaktan,
antikor iireten B lenfosit hiicreleri izole edilir, 2b-Fare kemik iligi kanser hiicresi olan
myeloma hiicreleri toplanir, 3-Hibridoma olusturmak i¢in PEG araciligi ile hiicreler
birlestirilir. Birlesmeyen hiicreler 6liir, 4-Hibridomalar kiiltiir plaklarinda béliinmek {izere
birakilirlar, S-Antikor sentezleyen klonlar ELISA yontemi ile belirlenir, 6-Hibridomalar
invitro (hiicre kiiltiiri) veya invivo (farede acid fluid olusumu) kosullarda genis Glgekte
tiretilir, 7-Fare acit sividan veya kiiltiir Gist sivilarindan antikorlarin saflastirilmas: (Yiicel

F.,2010).
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Monoklonal antikorlar; pasif as1 iretimi, spesifik antijenlerin sebep oldugu
hastaliklarin teshisinde ve kanser tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir. Kanser hiicrelerinin,
yiizeyindeki antijenleri taniyarak onlari bloke eder ve kanser hiicrelerinin biiyiimesi ve
yayilmas: durdurulmus olur. Monoklonal antikorlar, antijenlere spesifik antikorlar oldugu
i¢in antijenleri tamyarak hastaliklarin teshisinde 6nemli rol oynarlar.

Monoklonal antikorlarin poliklonal olanlara olan {istiinliikleri, sadece tek bir epitopa
0zgil olmalan ve bir kaynaga bagli olmadan sonsuz iiretim kapasitesine sahip olmalaridir.
Poliklonal antikor iiretiminde, antikor kaynagi olan hayvanin 6lmesi antikor iiretiminin
durmas1 anlamina gelir. Monoklonal antikorlar, hibridoma hiicrelerinin hiicre kiiltiir
ortaminda siirekli iretilmesi ile elde edilirler.

Monoklonal antikorlar, antijenin yerini ve tiiriinii belirleyebildiklerine gdére toksinin
olup- olmadig hatta miktar1 konusunda da bizlere yardimci olurlar.

2.4.3. Poliklonal Antikorlar:

Birgok farkli B lenfosit klonu ile iiretilen, hepsi aymi antijenin farkli epitopuna
baglanabilen antikorlara poliklonal antikorlar denir. Yani farkli B hiicrelerinden meydana
gelen, tek bir antijene kars: iiretilen, her biri farkl1 bir epitopa 6zgii ¢esitli immunoglobiilin
karisimlanidir. Fare, sigan, tavsan gibi hayvanlarin imminizasyon tekrarlari ile kan
serumunda miktarlan artar. Kan serumundan elde edilirler.

Bir antijen, bir organizmaya dahil oldugunda, farkli antikor tasiyan farkli B hiicreleri
bu antijenin farkli epitoplar ile etkilesime girerek aktif hale gelirler. Aktif hale gecen B
hiicreleri, bu antijenin tiim epitoplarina baglanabilecek farkli antikorlardan ¢ok sayida
tiretirler.

Fare yada tavsanin bir- iki hafta ara ile birkac defa ayn1 antijen ile immunize edilmesi,
immiinize edilmis hayvandan kan alinmasi, alinan kanin santrifiij edilmesi yolu ile
poliklonal antikorlar elde edilir.

2.5 Bagisikhik Yanitimin Kontrolii ve ELISA Cesitleri:
Monoklonal antikorlarin belirlenmesinde dort farkli ELISA ¢esidi kullanilmaktadar.

1. Dogrudan (Direkt) ELISA: Saflastirilmis monoklonal antikorlar alkalen fosfataz enzimi

ile birlestirildikten sonra ikinci antikora gerek kalmadan direkt ELISA’da uygulanir (Sekil
2.11).
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Antyen de kuyulann kaplanmas:.

Yikama

Antikor - enzim konjugatinn ilave
ediltnesi.

Fikama

m

Substrat flavesi ve renk degisiminin
gozletumesi.

Sekil 2.11. Dogrudan ELISA

2. Yansimh (Competitive) ELISA: ELISA plagina yani kati faza baglanan antikora

baglanmak i¢in; serbest antijen ve enzimle konjuge edilmis antijenin birbirleriyle yarismasi
esasina dayanan ELISA yontemidir. Serbest antijen miktar1 arttikca zemindeki antikora
baglanacak olan antijen miktar1 azalacaktir. Buna gore serbest olarak eklenen antijen
miktar arttik¢a, zemine bagli antikorun antijene baglanma oran1 diiseceginden ELISA testi

negatif sonug vermektedir (Sekil 2.12.).
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YYYYYYYYYY Antikorilekuyulann

keplanmasi.
T
' ’ ’ Serbest ve enzir
T ; — ' igaretli antijenle-in
flave edilmesi.

YYYYIY??Y?

YYYYYTPPRPTE Sramitere

A Bigimins
gozlenmesi.

Sekil 2.12. Yarisimli ELISA

3. Sandvi¢ ELISA: Kati faz spesifik antikor ile kaplanmasi, daha sonra antijen aranan

ornek ve en son da enzim ile isaretli antikorun ilave edilmesi esasina dayanan ELISA’dir.

[k kaplanan antikor, 6nce antijeni daha sonra da enzim isaretli ikinci antikoru baglar (Sekil

2.13).

Antikor ile ST Enzim igaretli 2. Substrat ilavesi

kuyulann ?ﬁiiﬁn ilave antikorun ilave ve renk

kaplanmas1. ' edilmesi. degigiminin
gozlentnesi.

Sekil 2.13 Sandvi¢ ELISA
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4. Dolayli ELISA (Indirekt) : Antijen ile kaplanan kati faza, antikor aranan érnegin ve son

olarak ta enzim isaretli antikorun ilave edilmesi ile yapilan ELISA dir (Sekil 2.14.).

Kuyulann antijen ile 1. Antikorun ilave
edilmesi.

aplanmasi

Yikama

N

& Antijen
®  Substrat

Yikama /& Antikor

£ =

Substrat ilavesi ve Enzim igaretli 2.
renk degisiminin antikorun ilave
gozlenmesi edilmesi.

Sekil 2.14. Dolayl1 ELISA
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3. GERECLER-YONTEMLER:
3.1. Geregler ve Kimyasallar:

Hibridoma teknolojisinde hiicre yetistirmek i¢in kullanilan geregler:
1) Temiz Alan: Hiicre kiiltlir ¢alismalarinin gergeklestirildigi hiicre kiiltliri odalari; disan
acilir penceresi olmayan, genel havalandirma ile degil 6zel havalandirma sistemi ile
havalandirilan, mikrobiyal ¢alisma alanlarindan uzak olan ve kapilar1 dogrudan koridora
acilmayan Ozelliklerde olmalidir. Calismalarimizda bu 6zelliklere sahip hiicre kiiltiir odasi
kullanild.
2) Inkiibatérler: Hibridoma hiicreleri icin gerekli olan %95 nem, 37°C sicaklik ve %5 CO,
oraninda gerekli ortam1 saglarlar. Calismalarda, Thermo marka CO, inkiibatér kullanildi

(Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. : Hiicre Kiiltiirlerinin Saklandig1 CO, Inkiibator

3) Laminar Hava Akim Kabinleri: Hiicreler ile ilgili biitlin islemler, kontaminasyonu
onlemek amaci ile havada ki 0.2 um’den biiyiikk organizmalan yiiksek performansh
partikiil filtresi (HEPA) ile filtreleyen kabin igerisinde yapildi. Heraeus marka
biyogiivenlik kabini (laminair flow) kullanild1 (Sekil3.2.).
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Sekil 3.2 : Hiicre Kiiltiir{i Islemlerinin Yapildigr Lamin Air Flow.

4) Mikroskop: Hiicreleri gozlemlemek, hibrit klon taramak ve hiicre saymak igin
laboratuarimizda inverted phase contrast (Olympus CKX41A) mikroskobu kullanildi
(Sekil 3.3.).

Sekil 3.3 Hibrit tarama ve Hiicre Sayiminin Yapildig: Invert Mikroskop
5) Filtrasyon Geregleri: Canli hiicrelerin yasamlar1 i¢in gerekli olan her tiirlii besi yer,

medyum vb. solisyonlar 0.2 pm c¢apinda delikleri olan tek kullanimlik filtreler ile steril

edildi. Bu amagla Sekil 3.4.’de goriilen Milipore marka filtrasyon sistemi kullanilda.
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Sekil 3.4. Besi yeri DMEM Filtrasyon Sistemi

6) Buzdolaplar1 ve Derin Dondurucular: Standart derin donduruculu buzdolaplarinin
buzdolab:r kismi (+4°C), medyumlar ve diger soliisyonlarin muhafaza edilmesinde
kullanildi. Fetal calf serum, yeni dondurulan myeloma ve hibritlerin kisa siireli
bekletilmesi i¢in dondurucu (-20°C) kismi kullanildi. Kisa siireli dondurulan myeloma,
hibrit hiicreleri i¢in (-70°C) derin dondurucu ve uzun siireli dondurulan myeloma ve hibrit
hiicreleri iginde s1v1 azot (-196°C) (Union Carbide Nitrogen) tanki kullanilda.
7) Santrifiij: Hiicreleri yikamak, konsantre etmek, pellet haline getirmek i¢in yaklasik 1500
rpm giiciinde masa {istii santriflij ve immiinize fareden alinan kandan serumun ayrilmasi
icin Eppendorf marka masa iistli santrifiijii kullanildi.
8) Su Banyosu: Stok halde alinan yeni dogmus s18ir serumu (fetal calf serumu) inaktif hale
getirmek icin Scientific marka su banyosu kullanildi. Zengin protein kaynagi olan sigir
serumu 56°C’de, 30 dakika siire ile olas1 viriislere kars: inaktif hale getirildi.
9) ELISA okuyucusu olarak Biotech marka kullanildu.
10) Spektrofotometre olarak Bio-Rad marka kullanildi.
11) Manyetik Karistirici: 500 milimolar PBS ve yikama tamponlarim1 hazirlamak i¢in Cole
Parmer marka manyetik karistirict kullamldi.
12) Vortex olarak Scientific Industries marka kullanildi.
13) Pipetleme Araglari: 10pm, 100 pl, 1000ul, 5000ul ve multi 100ul Eppendorf marka
pipetler kullanildi.
14) Steril, tek kulanimlik, polistren kuyucuklu NUNC ve TPP marka hiicre kiiltiir kaplan
kullanild: ( Sekil 3.5.).

- 96 Kuyuluk ELISA plaklari,

- 96 Kuyuluk fiizyon plaklar,

- 10 ml ve 50 m1’lik santrifiij tlipleri

- 24 Kuyuluk kostarlar kullanildi.
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Sekil 3.5. Tek Kullanimlik Hiicre Kiiltiir Plaklari

15) TPP marka dondurma tiipleri kullanildi.

16) Hiicre sayimu i¢in Bright Line marka hemositometre kullanildi.

17) Schott marka otoklavlanabilir 50cc ve 1000cc’lik cam siseler kullanilda.

18) Besleyici hiicre almak (5cc) ve fareleri asilamak igin (1cc)’lik enjektérler kullanildi.
19) Tek kullanimlik steril petriler kullanildi.

20) SEA antijeninin profilini belirlemek i¢in Bio-Rad marka Polyakrilamid jel (PAGE)
Elektroforez cihazi kullanildi.

21) Malzemelerin sterilizasyon igin Sistek marka otoklav kullanildi.

22) Fare operasyonlar i¢in Sigma marka makas, pens, siizge¢ ve baget kullanildi.

23) Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda tek kullanimlik, steril 25 cm® ve 75 cm®lik TPP marka

hiicre kiilttr siseleri kullanild: (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. Tek Kullanimlik Hiicre Kiiltiir Sigeleri

24) 1 ml, 2 ml ve 25 ml’lik tek kullanimlik pipetler ve bunlari kullanabilmek icin
Eppendorf marka easyjet marka pipet6r tabanca (otomatik pipet) kullanildi (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. Easyjet (Pipetor Tabanca)

25) Hiicreleri pasajlamak i¢in kaziyici kullanildi.

26) Tamponlarin pH’1n1 ayarlayabilmek i¢in Inolab marka pH metre kullanildi.
27) p-nitrophenyl fosfat, Sigma N- 3254.

28) DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), Sigma D- 6780.
29) Freund’s Adjuvant Complete, Sigma F- 5881.

30) Freund’s Adjuvant Incomplete, Sigma F- 5506.

31) Fetal Calf Serum (FCS), Gibco- 26140079.

32) Dimetil siilfokside (DMSO), Sigma-Aldrich, D- 2650.

33) Gentamisin, Gibco- 15750060.

34) Bovine Seum Albumin (BSA), Sigma A- 3059.

35) Hipoksantin Aminopterin Timidin (HAT), Gibco 21060.

36) Paranitrofenilfosfat (PNPP), Merck 20- 179.

37) Hipoksantin Timidin (HT), Gibco- 41065.

38) 8- Azoguanin, Sigma A- 8526.

39) Tween20, Sigma P 2287- 1GA.

40) Skim milk powder, Fluka- 70166.

41) Kazein, Sigma C- 5679

42) Amonyum stilfat, Merck- 101217.

43) Sodyum bikarbonat, Sigma S- 5761.

44) N, N, N’,N’ — tetrametiletildiamin (TEMED), Bio-Rad 161- 0801.
45) Subisotyping Kit, Roche- 1493027.

46) Hepes, Sigma H- 3375

47) % 30 Acrylamide, Bio-rad 161- 0107

48) Sodyum karbonat, Merck- 1.06393.1000

49) Polyethilenglikol 4000, Merck- 8.07490.1000
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50) Asetik asit, Merck- 100063

51) Trizma base, Sigma T- 6066

52) Etil alkol, Merck- 1,00986

53) Methanol, Riedldeflan- 24229

54) K;HPO4, Ridel Rh- 04248

55) KH,POy4, Merck- 104873

56) ZnCl,, Sigma Z- 0173

57) MgCl,, Sigma- 8266

58) Glisin, Sigma G- 8898

59) NaCl, Merck- 106400

60) KOH, Merck- 1,05021

61) Formaldehit, Merck- 1,04003

62) EtOH, Sigma E- 7023

63) Na,S,03.5H,0, Merck- 109147

64) AgNOs SigmaS- 7276

65) Glikoz, Sigma G- 7528

66) HCI, Carlo Erba- 403272

67) Bromphenol blue sodium Sigma B- 6131

68) Anti-mouse Polyvalent AP Conjugate, Sigma A- 0162.
69) Anti-mousc IgG AP Conjugate, SigmaA- 3438
70) Anti-mouse IgM AP Conjugate, Sigma A- 7784
71) SEA, Sigma S- 9399

72) SEB, Sigma S- 4881

73) Toplu igne

74) Strafor

75) Aliiminyon folvo

76) Strech film

77) Parafilm

78) Fareler: 6-8 Haftalik BALB/c tiirli disi fareler ile immiinizasyona baslandu.
79) Hibridoma teknolojisinde kullanilan hiicreler:
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Cizelge 3.1. Fiizyonda Kullanilan ve Elde Edilen Hiicreler

HUCRE KAYNAK
Myeloma FO ATCC CRL 1646
Besleyici Hiicre | Periton sivisinda ki hiicreler BALB/c fare
Dalak Hiicresi Biitiin dalak BALBY/c fare dalagi
Hibridoma Kiiltiir Hiicreleri

80) Antijenler

Stafilokokal Enterotoksin A antijeni, Sigma’dan S-9399 katalog numarasi ile ticari
olarak satmn alindi ve -20 °C’de sakland1.

Stafilokokal Enterotoksin B antijeni, Sigma’dan S- 4881 katalog numaras: ile ticari
olarak satin alindi. Sodyum dodesil siilfat poli akrilamid gel elektroforezi (SDS PAGE) ile
antijen profilleri belirlendi.

SEA ve SEB 5 mikrogram/50 mikrolitre stoklar halinde -20°C’de sakland: . Fiizyonda
kullanilan ve elde edilen hiicreler Cizelge 3.1. de goriilmektedir.

3.2. Medyumlarm, Tamponlarin ve Kimyasallarin Hazirlanmasi:
3.2.1. Kimyasallarin Hazirlanmasa:
1) Sodyum Sitrat: 2.3 gram sodyum sitrat, 0.8 gram sitrik asit ve 2.2 gram glikozun
100 ml distile suda ¢6zerek hazirlandi ve -20°C’de saklandi.
2) PEG Soliisyonu: 1 gr PEG’e 0.5 ml distile su ve 0.5 ml PBS ilave edildi. Daha
sonra otoklavda steril edilip 37°C’de saklandi.
3.2.2. Tamponlarm Hazirlanmasi:

1) PBS Tamponu: 10 mM K,HPO, 10 mM KH,PO, ile pH 7.2 olacak sekilde

hazirlandi (0.15 M NaCl ilave edilerek).

2) PBS-Tween 20 Yikama Tamponu: % 0.05 Tween 20 PBS tamponuna ilave edildi

ve +4°C’de saklandi.

3) Substrat Tamponu: 1 mM ZnCly’e, 1 mM MgCl, ve 0.1 molar glisin ilave edildi.

Daha sonra KOH ekleyerek pH 10.4’e ayarlandi.

4) Glimiis Boyama Tamponlari:

Sabitleyici Tampon: % 50 Methanol, % 12 asetik asit, 0.5 ml % 37 formaldehit.
Yikama Tamponu: %50 EtOH.
On Muamale Tamponu: Na;S,05.5H,0 (0.2gr/1)
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Bant Fix Tamponu: AgNOs ( 2gr/1) , 0.75 ml %37 formaldehit.
Gelistirme Tamponu: Na,CO; (60gr/L), 0.5 ml % 37 formaldehit, Na,S,03.5H,0
(4mg/).
Durdurma Tamponu: % 50 Methanol ve % 12 asetik asit.
3.2.3. Medyumlarin Hazirlanmasi:
1)Blyime Medyumu: FO Myeloma ve hibrit hiicrelerinin gelisimi i¢in kullamldi.
%80 Dulbelcco’s Modified Eagle Medium, % 20 Fetal Calf Serum, Gentamisin
(50 mikrogram/ml) seklinde hazirlandi ve +4°C’de saklandi.
2)Secici Medyumlar: a) Secici Medyum 1: Normal biiylime medyumuma litrede 20
ml olacak sekilde HAT ekleyerek hazirland: ve -20°C’de saklandi.
b) Secgici Medyum 2: Normal bilylime medyumuma litrede 20
ml olacak sekilde HT ekleyerek hazirlandi ve +4°C’de saklandi.
3)Dulbeco’s Modified Eagle’s (DMEM): 13.4 gr DMEM, 2 gr NaHCOs;, 5.96 gr
Hepes’e %1’lik sodyum piruvat eklenmek sureti ile pH 7.2°ye ayarlandi Daha
sonra 0.2 mikro metrelik filtre ile stiziildii.
4) Dondurma Medyumu: % 20 FCS, %80 DMEM ve en son karisimin %10’u kadar
Dimetil Siilfoksit (DMSO) eklenerek hazirlandi.
3.3. Yontemler:
3.3.1. Stafilokokal Enterotoksin A Antijenin Poliakrilamid Jel Elektroforezinde
Yiiriitiilmesi:
Antijenin profilini belirlemek amaci ile 6mek poliakrilamid jel elektroforezinde
yuritilda.
Jel Hazirlanmasi: 4 ml H,O, 3.3 ml %30 akrilamid, 0.1 ml % 10 amonyum persulfat
(APS), 2.5 ml 1.5 Tris-HCl (pH= 8.8), 0.004 ml tetrametil etilen diamil (TEMED), 0.1 ml

%10 sodyum dodesil siilfat’in karistirilmas: ile ¢oziicii jel bir tiip igerisinde hazirlandi.

Pipet yardimu ile iki cam arasina (kaset) jel dokiildi. Tiipte artan karigim jelin donmasini
takip etmek amaci ile birakildi. Tiipte kalan karisimin donmasinin ardindan jelin
dokiildiigli kaset lizerine yavas yavas butanol ekleyerek diiz satith olusmasi sagland.
Kurutma kagidi ile biitanolun fazlasi emdirildi. 0.83 ml % 30 akrilamid, 3.4 ml dH,0, 0.05
ml % 10 SDS, 0.05 ml APS, 0.63 ml 1 M Tris ( pH= 6.8) ve 0.005 ml TEMED ile stacking
jel hazirlandi ve yine pipet yardimi ile resolving jelin iizerine dokiildi. Orneklerin
yliklenecegi taraklar jelin lizerine dikkatlice yerlestirildi. Jelin donmasinin ardindan PAGE
elektroforez sistemine yerlestirildi ve tizerini kaplayincaya kadar 10X running buffer ilave
edildi.
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Ornegin Hazirlanmasi: Antijen, loading buffer 2X ile karistnlip, 95°C’de 3 dakika

1sitilmak sureti ile marker protein ise dogrudan jele ytiklendi.

Antijenin Coomasssie Blue ile Boyanmasi: Jel gece boyu staining bufferda bekletildi

ve ertesi giin destaining buffera alinarak goriiniir hale getirildi .
3.3.2. Farelerin Immiinizasyonu:

TUBITAK-MAM-GMBE Hayvan Genetigi ve Ureme Biyoteknolojsi Lab.’indan
aliman 6/8 haftalik BALB/c tiirii farelerin (Sekil 3.8.) immiinizasyonunda 3 ydntem
kullanildi.

1) SEA-SEB karisik formda farelerin bagisiklanmast (2pg+2pg).

2) SEA ile farelerin bagisiklanmas (2pg).

3) SEA ile farelerin bagisiklanmasi (4pg).

Sekil 3.8. BALB/c Fareleri.
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Farelerin Asilanma Takvimi:

Cizelge 3.2. Farelerin Asilanma Takvimleri

1)

Immiinizasyon Immiinizasyon Immiinizasyon
Sayisi: Antijeni: Zamani:

1. Immiinizasyon SEA+CFA 0

2. Immiinizasyon SEA+IFA 2 Hafta sonra
3. Immiinizasyon SEA+IFA 3 Hafta sonra
4. Immiinizasyon SEA 3 Hafta sonra
2)

Immiinizasyon Immiinizasyon Immiinizasyon
Sayist: Antijeni: Zamani:

1. Immiinizasyon SEA+SEB+CFA 0

2. Immiinizasyon SEA+SEB+IFA 2 Hafta sonra
3. Immiinizasyon SEA+SEB+IFA 3 Hafta sonra
4. Immiinizasyon SEA+SEB 3 Hafta sonra

Farelerin bagisiklanmasi; birinci, ikinci ve {iglincii immiinizasyonlar intraperitonal,

dorduncii immiinizasyon ise hatirlatma amagcli olarak sistemik uygulama (intravendz, pati
icleri ve intraperitonal) seklinde yapildi (Cizelge 3.2.).

3. Immiinizasyon sonunda yamt veren fareye 3 hafta sonra hatirlatma amagli olarak
adjuvantsiz olarak sadece PBS ile hatirlatma yapildi ve 4 giin sonra fare fiizyona alindi.
Negatif kontrol amaglh immiinize olmamis fareden de kan alindi.

3.3.3. Farelerde Immiin Yanitin Test Edilmesi:

Bu amagla dolayli ELISA yontemi kullanildi.

Farenin kuyruk ucu ¢ok az kesilmek sureti ile kan alindi ve 15 mikrolitre sodyum-
sitrat (daha Once hazirlanmis) ¢Ozeltisine ilave edildi. Yaklasik yirmi saniye santrifiij
edildikten sonra elde edilen serum dolayli ELISA ile test edildi.

- 96 Kuyu; 100 pl, 50 nanogram antijen ¢ozeltisi ile (PBS ile diliie edilmis) kaplanip
gece boyu +4°C’de bekletildi.
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- Kuyular 3 defa yikama tampon ile yikandi.

- Kuyular 200 ul; %1°lik kazein, BSA, siit ya da siit tozu (PBS ile diliie edilmis)
¢ozeltisi ile bloklandi ve 1 saat +37 °C’de bekletildi.

- Kuyular 3 defa yikama tamponu ile yikandi.

- 100 pl, 1/250 dilue serumlar (PBS ile) yiiklendi ve 1 saat +37°C’de bekletildi.

- Kuyular 3 defa yikama tamponu ile yikandi.

- 100 pl, 1/1000 oraninda (PBS ile diliie edilmis) Alkalen fosfataz enzimi ile 1saretli
anti Mouse IgG, IgM, IgA (polyvalent) yiiklendi 1 saat +37°C’de bekletildi.

- Kuyular 5 defa yikama tamponu ile yikandi.

- Substrat tamponuna, 1/1 oraminda substrat (p-nitrophenyl fosfat) eklenip 100 pl
kuyulara yiiklendi ve 45 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletilip 405 nm’de ELISA
okuyucusunda okutuldu.

3.3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari:
3.3.4.1. Dondurulmus Hiicrelerin Acilmasi:

-196°C’de siv1 azot tanklarindaki dondurulmus hiicreler; 37 C’de ¢oziilerek santriflij
tiiplerine alindi, 2 kez PBS tamponu ile yikama islemi yapildi ve ¢dken hiicreler hiicre besi
yeri ile birlikte hiicre kiiltiirii ortamina alindi.
3.3.4.2. Hiicrelerin Kiiltiir Siselerinde Pasajlanmasi:

Hiicre kultir plaklarinda yogun olarak tiremis olan hiicrelerin yeni bir kiiltiir sisesine
aktarilmasi i¢in, hiicre killtiir @ist sivist steril bir kaba alindi. Kiiltiir sisesine, altim
kaplayacak oranda PBS tamponu ilave edildi. Steril kaziyic1 (scraper) yardimi ile hiicreler
nazik¢e kazinarak PBS tamponu ile birlikte santrifiij tiipiine alindi, 900 rpm’de 10 dakika
santrifty edildi, santrifiij sonrasi @ist sivi dokiildi ve pellete tekrar PBS ilave edildi. Yikama
islemi aym sekilde tekrarlandi. Aktarilacak hiicre kiiltiir kabina uygun miktarda besi yeri
eklendi ve 2 kere yikamis hiicreler yeni hiicre kiiltiir kabina alindi.
3.3.4.3. Hiicrelerin Dondurulmasi:

Hicreler pasajlama isleminde oldugu gibi iki kere yikama islemine alindiktan sonra,
hiicre pelleti dondurma medyumuna alinarak her bir dondurma tiipiinde 1.5 ml olacak
sekilde pipet yardimiyla dagitildi. Her bir dondurma tiipiinde 5x106-10x106 hiicre/ml
(dondurma medyumu) olacak sekilde dagitildi. Dondurma tiipleri ilk etapta 2 saat kadar -
20°C bekletildi. Daha sonra -70°C’ye almnan hiicreler, bir gece -70°C’de bekletildikten

sonra uzun siire saklanabilmeleri i¢in -196°C sicakliginda ki s1v1 azot tanklarina alind.
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3.3.4.4. Hiicrelerin Sayimu:

PBS yardimi ile yikanan ve belli bir voliimde yer alan hiicrelerden mikro pipet yardimi
ile bir damla alindi, hemositometreye konularak 25 kareye diisen hiicre miktar1 sayildi
(Sekil 3.9.).

Formiil= 10* X hiicre voliimii (ml) X sayilan hiicre miktan1 (Hiicre sayisi ¢ok fazla ise

4 kose ve ortada ki kareler sayilip ortalamasi alinarak 5 ile garpilir).

O e e X o
- * L Ly =
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Sekil 3.9. Hiicrelerin Sayimi

3.3.4.5. Myeloma Hiicrelerinin Fiizyona Hazirlanmasi:

Flizyondan 10 giin 6nce, FO myeloma hiicrelerinin besi yerine Azoguanin (20 pg/ml)
ilave edilerek HGPRT mutant1 olan hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmas: saglandi. Fiizyon
glinii, Usti sivis1 dokiilen hiicreler PBS ile pasajlanarak 2 defa 10 dakika 900 rpm’de
santriifiij edilerek yikanip, flizyon sirasinda myeloma/dalak hiicresi orani belirleyebilmek

icin sayild: ( Sekil 3.10.).

Sekil 3.10. Fo Myeloma Hiicreleri ;
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3.3.4.6. Besleyici Hiicrelerin (Makrofajlarin) Fiizyona Hazirlanmas: :

Fiizyondan bir giin dnce hibrit hiicrelerimizin gelisimi i¢in yatak vazifesi gérecek ve
her tiirlii bakteri, hiicre kalintilarini fagosite edecek makrofaj hiicrelerimiz hazirlandi. Hig
immiinize edilmemis fare servikal dislokasyon ile dldiiriiliip, i¢inde % 70 etil alkol bulunan
behere alindi. Laminar akimli kabinde strafor iizerinde fare sirt iistii toplu igne ile
sabitlendi. Tam karnimn {izerinden pens ile tutarak yukar1 ve yanlara dogru kesiler yapild.
Bacaklarindan ve kuyrugundan tutarak farenin derisi yukari dogru yiiziildii ve peritonu
dikkatlice hi¢ zarar gérmeden agiga cikarildi. Yesil uglu 5 cc’lik enjektdr ile 5 ml sadece
DMEM besi yeri peritondan igeriye zerk edildi. Ilk etapta girdigimiz yerden cekebildigimiz
kadar DMEM besi yeri geri ¢ekildi.

%80 DMEM, %20 FCS ve 50 pg/ml gentamisin igeren besi yerine elde ettigimiz hiicre
kanigtmli DMEM ilave edilerek her bir kuyuda 100 pl olacak sekilde, hiicreler multi pipet
yardimu ile 96 kuyuluk hiicre kiiltiir plaklarina dagitildi (Sekil 3.11.).
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Sekil 3.11. Makrofaj Hiicreler
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3.3.4.7. Bagisiklanmus Fare Dalak Hiicrelerinin Elde Edilmesi:
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Sekil 3.12. Fareden Dalak Hiicresinin Eldesi

Immiinizasyonlar sonucunda yiiksek yamt aldigimiz fare servikal dislokasyon ile
6ldiirtiliip, icinde %70 etil alkol bulunan behere alindi. Laminar akimli kabinde strafor
lizerinde fare sirt iistii toplu igne ile sabitlendi. Tam karminin iizerinden pens ile tutarak
yukar1 ve yanlara dogru kesiler yapildi. Peritonu keserek sol tarafindan dalagi a¢iga
¢ikarilarak alindi (Sekil3.12.). Yaglarindan giizelce ayrilan dalak, icerisinde PBS tamponu
bulunan petride siizgeg ve baget yardimi ile ezildi. Elde edilen hiicreler siispanse edilerek
santriflyj tiipline alinda, 2 defa yikand: ve sayildi. Aym fareden ELISA’larda (+) kontrol
amagcli kullanmak iizere kalbinden kan alinarak serumu santrifiijle ayrildiktan sonra -
20°C’de saklandi.
3.3.4.8. Myeloma ve Bagisiklanms Dalak Hiicrelerinin Birlestirilmesi (Fiizyon):

Iki kez yikanan ve sayimlari yapilan FO ve dalak hiicreleri 1/10-1/3 oraninda olacak
sekilde santrifiij tiiplinde birlestirildi. 900 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
kismu atildr ve kalan pellete, 1dakika igerisinde 1ml PEG yavas yavas ilave edildi. Daha
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sonra 1 dakika 37°C’de bekletildi ardindan 2 dakika igerisinde 4 ml sadece DMEM, iki
dakika igerisinde 20 ml sadece DMEM ve son olarak 2 dakika icerisinde 20 ml %15 FCS
iceren DMEM ilave edildi. Karisim 1 saat 37°C 1s1sinda ki CO, inkiibator de bekletildi. Bir
saat sonunda hiicrelerin igerisinde yer aldig: tiip santrifiij edilerek siipernatant kismi atilds,
HAT segici besi yeri ilave edilerek her kuyuya 150 pl/kuyu olacak sekilde multi pipet
yardimu ile 96 kuyuluk hiicre kiiltiir plaklarina dagitildi. Ik 10 giin fiizyon plaklart CO,
inkiibat6r de dinlenmeye birakildi. Fiizyondan sonraki 10. giin, kuyulardan 100 pl alindi ve
100 ulkuyu HAT segici besi yeri ilave edildi. 12. Giin ayn1 sekilde HAT segici besi yeri
cekildi ve HT segici besi yeri ilave edildi. 10 Giin sonra HAT besi yerinde hibrit
hiicrelerinin olusturdugu klonlar mikroskopta belirgin hale gelmeye baglad: ve hiicrelerin
oldugu kuyulara isaret konuldu. Hiicrelerin gelisimine bagl olarak daha sonra normal besi
yerine gegildi. Fiizyon giiniinden 10. giine kadar degisik giinlerde gekilmis hibrit hiicre

resimleri Sekil 3.13. de yer almaktadur.
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Flizyon 10. Glin

Sekil 3.13. Flizyon Sonrasi Farkli Giinlerde Goriintiilenmis Hibrit Hiicre Resimleri
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3.3.5. Hiicrelerin Takibi
3.3.5.1. Dolayh ELISA:

Fiizyon plaklarinin kuyulari, flizyondan 10 giin sonra invert mikroskop ile hibrit hiicre
olan kuyulan belirlemek amaci ile tarandi. Hibrit tespit edilen kuyulardaki hiicre kiiltiir tist
sivilari, antikor yoniinden taranmak tizere dolayli ELISA yOntemi ile test edildi.

Bu amagcla;

- 96 Kuyuluk ELISA plaklari, 50 ng SEA antijeni ile kaplanip gece boyu +4°C’de
bekletildi.

- ELISA plag: 3 defa yikama tamponu ile yikandi.

- ELISA plagi 200 pl %1’lik kazein, BSA, siit ya da siit tozu (PBS ile diliie edilmis)
cozeltisi ile bloklandi ve 1 saat +37° C’de bekletildi.

- ELISA plag 3 defa yikama tamponu ile yikandi.

- 100 pl hiicre kiiltiir iist s1vilart yitklendi ve 1 saat +37 'C’de bekletildi.

- ELISA plagi 3 defa yikama tamponu ile yikand.

- 100 pl, 1/1000 oraninda (PBS ile dilile edilmis) alkalen fosfataz enzimi ile isaretli
anti-mouse polivalen Ig yiiklendi 1 saat +37°C’de bekletildi.

- ELISA plagi 5 defa yikama tamponu ile yikandi.

- Substrat tamponuna, 1/1 oraninda substrat (p-nitrophenyl fosfat) eklenip 100 pl
kuyulara yiiklendi ve 45 dakika oda sicaklifinda karanlikta bekletilip 405 nm’de ELISA
okuyucusunda okutuldu (Donovan, 1995).
3.3.5.2 Tek Diisiirme (Limited Diliisyon) Yontemi:

Fazyon sonucu ELISA yéntemiyle SEA antijenine karsi 6zel antikor irettigi tespit
edilen hibrit hiicrelere -tek klondan olusan hiicreler elde etmek amaciyla- tek diisiirme
islemi yapildi. Bu hiicreler daha sonra her bir kuyuya bir hiicre diisticek sekilde 100’er pl
96 kuyuluk hiicre kiiltiir plaklarina dagitild:
3.3.5.3. Hibridomalarm Genis Olgekli Uretimi:

Hibrit hiicrelerden yiiksek miktarda antikor elde etmek icin 75 ve 150 cm?’lik hiicre
kiltlir kaplarindan ve 500 ml’lik manyetik karistiricili hiicre kiiltir siselerinden Sekil
(3.14.) yararlanildi.

500 ml’lik manyetik karistincili kiiltlir sise igerisine; antikor kayna@i olan hibrit
hiicreler, 350 ml DMEM besi yeri ve hibrit hiicrelerin hizli bir sekilde iiremelerine

yardimci olmasi igin polistren yapili kiiciik kiirecikler (biyosilyon) ilave edildi. Kiiltiir
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sisesi 24 saatte bir, birer saat ara ile 37°C CO, inkiibatorde bekletilmek sureti ile hiicrelerin
yeterli oranda CO, almalar saglandi. Daha sonra kiiltiir sisesinin agzinin sikica kapatilarak,
37°C’deki odaya almarak dakikada 60 devire ayarlanan manyetik karistirici tizerine
yerlestirildi. Bu islem rutin olarak besi yeri sararana kadar devam ettirildi. Besi yerinin
rengi sarardiktan sonra, kiiltiir {ist sivis1 dakikada 900 devire ayarlanan santrifiij yardimi 10
dakika santrifij edilmek sureti ile hiicrelerden ayrildi. Bu metot ile, hiicre kiiltiir {ist
stvisinin 1ml’sinden yaklasik olarak 10-50 pg monoklonal antikor elde edildi (Yiicel

Fatima, 2010).

Sekil 3.14. Manyetik karistiricili Hiicre Kiiltiirii Sisesi

3.3.6. Monoklonal Antikorlarmn Saflastirilmasi:

Monoklonal antikorlarmin yer aldig: hiicre kiiltiir besi yerleri zengin protein kaynagi
igerdiginden, monoklonal antikorlar1 diger proteinlerden ayirmak igin saflastirilma
calismalan gerceklestirilir.

Monoklonal antikorlarin saflastirilmasinda iki temel yontem vardir.
3.3.6.1. A) Amonyum siilfat ile c¢oktiirme: Amonyum siilfat ¢Oktiirme, yiiksek
yogunlukta ki amonyum siilfat iyonlarmin, su molekiillerine baglanmak igin protein
molekiilleri ile yarismasi temeline dayanir. Proteinlerin ¢okelmesi, su eklenmesi sonucu ya
da amonyum ve stilfat iyonlarinin yogunlugu diistiriilerek tersine de ¢evrilebilinir.

Hibrit fist sivilann tizerine, +4 C’de manyetik kangtiricr yardimi ile 30 dakika

icerisinde %45 yogunlugunda ki amonyum stilfat ¢ozeltisi ilave edilir. Gece boyu +4°C’de
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manyetik karistirici yardimi ile karistinlmak suretiyle bekletilir. Daha sonra dakikada
13000 rpm de, 1 saat boyunca santrifiij edilir. Pellet PBS yardimi ile ¢dziilditkten sonra
PBS’e kars1 gece boyu +4°C’de diyaliz edilir (Akkor, 2003).

Monoklonal antikorlar, ytiksek molekiil agirlikli proteinler ile kontamine edildigi igin
tek basina amonyum siilfat ¢oktlirme ile saf monoklonal antikor elde edilemez. Bu sebep
ile, monoklonal antikorlarin saflastirilmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi tek basina
yeterli degildir.
3.3.6.2. B) immiinoaffinite Kromatografisi ile Saflastirillmasi: Antikorlarin, saf bir
sekilde elde edilmesi icin etkili olan bir saflastirma yontemidir. Monoklonal antikorlarin,
IgG ve serumda bulunan diger proteinlerden ayrilabilmesi icin Protein G bagh kati faz
tizerinde immiinoaffinite kromatografisi uygulanir (Sekil 3.15.). Uygun immunoaffinite
kromatografisinin seg¢ilmesinde; monoklonal antikorun immiinglobulin smif veya alt
siifinin, antikor orijininin (fare, si¢an, insan...) 6nemi bulunmaktadir. Kolon, kendi
hacminin 5 kat1 haciminde ki baglama tamponu ile yikanir. Amonyum siilfat ¢oktiirme
islemi uygulanmis IgG tipi antikor tireten hibrit {ist sivisi, 0,45um ¢apindaki filtreden
gecirildikten sonra protein-G immiin afinite kolonuna yiiklenir. Daha sonra baglama
tamponu eklemek sureti ile 1’er ml hacimde tiipler biriktirilir. Tiiplerin 280nm absorbans
degerleri spektrofotometre yardimi ile Olgiiliir. Spektrofotometrede OSlgiilen absorbans
degeri sifir1 gosterene kadar kolona baglama tamponu yiiklenir. Spektrofotometrede sifir
degeri gbzlemlendikten sonra kolona eliisyon tamponu yiiklenir. Antikorlar, 75 ul denge
tamponu igeren tiiplerde 1’er ml’lik hacimlerde toplanir. 280nm’de ki absorbans degeri
tekrar sifir degeri verene kadar devam edilir. Daha sonra kolon, kendi hacminin iki kati
hacminde ki %20 yogunluga sahip etanol ile yikandiktan sonra +4°C’de saklanir. Tiiplere
toplanan Ornekler, dolayli ELISA yontemi ile test edilerek antikor kesimleri tespit edilir
(Akkor, 2003). Sekil 3.15.’de immun afinite kolon kromatografisinin sematik gésterimi

yer almaktadir.
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4. BULGULAR:
4.1. immiinizasyonda Kullanilan SEA Antijen Profilinin Belirlenmesi:

Immiinizasyona baslamadan 6nce Sigma’dan S-9399 katalog numaras: ile ticari olarak
temin edilen SEA’nin ve yine aym firmadan S-4881 katalog numarasi ile ticari olarak satin
almman SEB’in, varligin1 belirlemek {izere Sodyum Dodesil Siilfat Poli Akrilamid Gel
Elektroforezi (SDS PAGE) yontemi uygulandi. SEA ve SEB 5 mikrogram/50 mikrolitre
stoklar halinde -20°C’de saklandi.

Sekil 4.1°de %12’lik SDS PAGE’de yiiriitiilmiis olan SEA ve SEB SDS jel goriintiisii

goriilmektedir.

10 9 & 7 6 5 4 3 2 1

Sekil 4.1. SEA ve SEB SDS Jel Goriintiisii (% 12 SDS PAGE GEL)
1) Marker 310 (20-29-37-50-97-104 kd), 2) BSA (67 kd), 3) Marker 318 (6-15-20-27-41-
59-107-195kd), 4) Ovalbumin (45kd), 5) SEA (27,1 kd), 6) SEB (28 kd), 7)
Kimotripsinojen A ( 25 kd), 8) Tripsin (23,3 kd), 9) Ovalbumin (45 kd , 10) BSA (67 kd)
SEA: 5pg/50ul stok.2 veya 3 pg kuyu (%10 saflikta)
SEB: 100pg/100ul stok .1-2 pg veya 5pg/50ul Stok. 3pg kuyu (%25 saflikta)
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Jelde gortildiigli {lizere 26 kilodalton’da bant veren SEA, immiinizasyonda ve 28
kilodalton’da bant veren SEB, ¢apraz reaksiyon ELISA testlerinde kullanildi.
4.2. Antijen ve Fare Serum Diliisyonu Optimizasyon Testi:

Calismalarda kullanilan antijenin temininde ki gii¢liik ve pahali olmas1 gibi sebepler
dikkate alindiginda. Mevcut antijenin en ekonomik olarak kullanilmasi ve serumdaki
antikor ile en optimal birlesme konsantrasyonunun belirlenmesi igin optimizasyon yani
sulandirma (diliisyon) ¢alismalar1 gergeklestirildi.

Bu kapsamda farkli konsantrasyonlarda antijen miktarlari, farkli konsantrasyonlarda

0,9 4
0,8 A

bagisik fare serum diliisyonlar1 ile denenerek bir optimizasyon galismasi yapild: (Sekil
0,7 -
0,6 -

4.2.).
0,5
0,4 M 1/250 DilueSerum
8.3 - M 1/500 DilueSerum
0,2
0,1
0 T T T T

10ng 25ng 50 ng 75 ng 100ng
SEA ng/kuyu

0.D.405nm

Sekil 4.2. Antijen ve Serum Dilusyonu Optimizasyonu

Yapilan optimizasyon galismasinda, SEA antijeni farkli konsantrasyonlarda (10ng,
25ng, 50ng, 75ng, 100ng) ELISA plagia kaplandi. Uzerine bagisik fare serumu 1/250 ve
1/500 dilue oranlarinda ilave edildi.

ELISA sonucunda, plak kaplamada ki yeterli antijen miktarinin 50 nanogram ve en
uygun serum diliisyon oramnin ise 1/250 oldugu tespit edildi. Tim hibrit tarama

calismalarinda bu konsantrasyon (50ng/kuyu) kullanildi.
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4.3 Immiinizasyonlar-Fare Sonuglar:

SEA antijenine kars1 antikor gelistiren fareler elde edebilmek igin ydntemlerde
anlatildif1 sekilde toplam 3 kafeste, 3 ayri immiinizasyon g¢alismasi yapildi. Her grup
farenin bagigiklik yaniti, dolaylit ELISA yontemi ile test edildi.

e 1 nolu kafes: 2 pg SEA + 2 pg SEB antijenleri ile karistk immiinizasyon yapildi.

e 2 nolu kafes: SEA antijeni 2 pg dozda uygulandi.

e 3 nolukafes: SEA antijeni 4 pg dozda uygulandi.

1 Nolu Kafes; Fare Aktivite ELISA Sonuglari:
Bu kafesteki 2 adet fare; geregler ve yontemlerde anlatildig: sekilde, 2 pg SEA + 2 pg

SEB antijenleri ile karigik olarak immiinize edildi. Bu kafesteki fare sonuglar1 Sekil 4.3.°de

gorilmektedir.

2,5

~'—
[%)]
1

0.D. 405nm
(I

=
()]
|

0 L |
immiinize Fdilmemis Normal Kulak Fare Sag kulag) Kesik Fare

Fare (Negatif Kontrol)
FARELER

Sekil 4.3. 1Nolu Kafeste 3. Immiinizasyon Sonrasi Fare Aktivite Testi

Dolayl1 ELISA yontemi ile test edilen 1 nolu kafes farelerinin yiiksek diizeyde SEA
antijenine aktivite verdigi gdzlemlendi.

Yiiksek diizeyde aktivite veren fareler sirasiyla fiizyon galismalarinda kullanildi.
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2 Nolu Kafes; Fare Aktivite ELISA Sonuclari:

2 nolu kafesteki 2 adet BALB/c tiirii farelere; geregler ve ydntemlerde anlatildigy
sekilde, SEA antijeni 2 pg dozda uygulandi. Bu kafesteki farelerin SEA antijenine karsi

gelistirdikleri antikor yanitlar1 Sekil 4.4.”’de goriilmektedir.

g
2,5 1
2

1.5 +

0.D. 405nm

1

05 -

immunize Edilmemis Normal Kulak Fare Sag kulagi Kesik Fare
Fare (Negatif Kontrol)

FARELER

Sekil 4.4. 2. Nolu Kafesde 3. Immiinizasyon Sonrasi1 Fare Aktivite Testi

Dolayli ELISA yo6ntemi ile test edilen 2 nolu kafes fareleri arasinda bir tanesinden
SEA antijenine karg1 antikor yanit1 alinmazken, digerinden yiiksek antikor yaniti alindi.
Immiinizasyon igin birden fazla farenin bagisiklanmasinin bir sebebi de her fareden
istenilen diizeyde immiinolojik yamit alinamamasidir. Bu kafesteki farelerde bu belirgin
olarak gozlenmistir.

Yiiksek diizeyde aktivite veren fare fiizyon ¢alismalarinda kullanilda.

3 Nolu Kafes; Fare Aktivite ELISA Sonuclari:
3 nolu kafesteki 2 adet BALB/c tiirii fareye 4 ug SEA antijeni gerecler ve yontemlerde

anlatildig1 sekilde immiinize edildi. Bu kafesteki fare sonuglar sekil 4.5.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.5. 3. Nolu Kafeste 3. Immiinizasyon Sonras1 Fare Aktivite Testi

Dolayl1 ELISA yontemi ile test edilen 3 nolu Kafes fareleri arasinda en yiiksek aktivite
normal kulak olan farede gbzlemlendi fakat farenin gésterdigi aktivite yeterli bulunmadig
i¢in flizyon calismalarinda kullanilmadi.

Bu sonuglarda, SEA antijeni farelere yiliksek doz (4 ug) olarak uygulandifinda antikor
yanitinin diistiigli gézlendi.

4.4 Fiizyon Sonuglari:

SEA ile bagisiklanan fareler arasinda, SEA antijenine yiiksek yamit veren farelerle

gerceklestirilen fiizyon calismalart asagida yer almaktadir.

1. FUZYON CALISMASI:

1 nolu kafesteki kulag: isaretsiz olan, normal kulak fare fiizyona alindh.

1.fiizyona ait sayisal veriler gizelge 4.1.”de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1. SEA+SEB Antijeni ile immiinizeli Farelerle Gergeklestirilen 1. Fiizyona Ait

Sayisal Veriler
HUCRE SAYI
FO Myeloma 100.000.000
Dalak 225.000.000
Toplam Hibrit 89
SEA Antijenine Antikor Ureten Aktif Hibrit (7C6), (8E9), (3F12)
SEA Antijenine Ozel Antikor Ureten Hibrit 0

1. Fiizyondan elde edilen hibrit hiicreler dolayli ELISA testi ile taranmistir.

Bu fiizyonda, inverted mikroskop taramalarmnda toplam 89 klon belirlenmistir.
Taramalarda hibrit klonlar biiylime periyoduna bagli olarak farkli gilinlerde test edilmistir.
Ik etapta biiyiik klonlar test edilmistir. Kiigiik klonlar takip edilerek, biiyiimesi beklenmis
ve belli biiylime oranina erisince antikor aktivitesi yoniinden ELISA sisteminde test
edilmislerdir.

Tim klonlar en az iki kere test edilerek aktiviteleri onaylanmistir. Dolayli ELISA
sonucunda; 3F12 (zayif), 7C6 (yiiksek) ve 8E9 (yliksek) isimli hibritlerde aktivite tespit
edilmistir. (Sekil 4.6.)

3,5 -

3 -

Negatif 3F12 Pozntlf Kontrol
Kontrol

0.D. 405 nm
L N
- w N w

o
w
L

o

HIBRITHUCRELER

Sekil 4.6. SEA Antijenine Antikor Ureten Hibrit Hiicrelerin Dolayh ELISA Sonuglari.
(Diger hibritlere ait sonuglar; O.D. 405 degerleri <0,1- 0,2 arasinda oldugu i¢in grafikte

gosterilmemistir)
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Aktif klonlar, daha biiyiik hiicre kiiltiir plaklarina (24 gozlii kostar, 75 cm? sise, 150
cm’® ) aktanlarak gogaltilmig ve herhangi bir kontaminasyon riskine kars1, hizli bir sekilde
dondurularak o6ncelikle -70°C’de bir gece bekletildikten sonra -196°C’de sivi azot
tanklarina kaldinlmiglardir.

Bir yandan da aktif hiicrelerin irettigi antikorlarn SEA antijenine 6zgiin olup
olmadigin belirlemek amaciyla, SEB antijeni ve bu testin yapilacagi materyal olan siit ve
sit igindeki proteinlerle ¢apraz etkilesmini gérmek igin bir dizi ELISA calismalari
gergeklestirildi. Bu kapsamda, aktivite belirlenen 3F12, 7C6 ve 8E9 isimli hibritlerle
¢apraz (cross) reaksiyon ELISA testi yapildi.

Fiizyon-1 Capraz (Cross) Reaksivon ELISA Testi:

SEA antijenine antikor Ureten hibrit hiicre {ist sivilarinin 6zgiinliigiinii belirlemek icin

diger SE ve proteinlerle gerceklestirilen gapraz reaksiyon ELISA testi Sekil 4.7.’de
gorilmektedir.

Capraz reaksiyon ELISA testi icin 96 kuyuluk plaklara ayr1 ayrt SEA (10ng/kuyu),
SEB (10ng/kuyu), siit (direkt) ve BSA (100ng) molekiilii kaplanmistir. 3F12, 7C6,ve 8E9
isimli hiicre Ust s1vilart her bir kapli antijen ile (SEA, SEB, siit, BSA) test edildi.

3,5 -
3
2,5
g . M Negatif Kontrol (PBS)
A
8 Wm3F12
5 15 m7C6
1 HSESQ

M Pozitif Kontrol

o
%2}

@]

SEA SEB sUT BSA
TEST EDILEN ANTIJENLER

Sekil 4.7. SEA Antijenine Antikor Ureten Hibrit Hiicrelerin Ust Sivilarimn Diger

Antijenler ile Karsilagtirmali Reaksiyonlar

ELISA sonucunda, 3F12 ve 7C6 isimli kuyulardaki hibritlerin aktivitelerini kaybettigi

gozlendi. 8E9 isimli klona ait antikorlarin siit igerisinde bulunan diger proteinlerle ¢apraz
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etkilesim gosterdigi belirlendi. 8E9 isimli hibrite ait antikorlarIN; SEA, SEB, siit ve BSA
ile ¢apraz reaksiyon verdigi belirlendi.

Bu flizyon ¢alismasinda elde edilen hibrit hiicrelere ait antikorlarin SEA’ya 6zglin

olmadiklar i¢in flizyon ¢aligmalart diger farelerle stirdiirildil.

2. FUZYON CALISMASI:

Bir nolu kafeste yer alan sag kulag: kesik fare flizyona alind1 (2 pg SEA+2 ug SEB ile
immiinize edilmis fare).
Bu fiizyona (2. Flizyon) ait sayisal veriler Cizelge 4.2°de goriilmektedir.

Cizelge 4.2. SEA Antijeni ile Immiinizeli Farelerle Gergeklestirilen 2. Fiizyona Ait Sayisal

Veriler
HUCRE SAYI
FO Myeloma 188.000.000
Dalak 578.000.000
Toplam Hibrit 732
SEA Antijenine Antikor Ureten Aktif Hibrit 2 (9C4, 1B5)
SEA Antijene Ozel Antikor Ureten Hibrit 0

Bu fiizyonda toplam 732 adet hibrit hiicre elde edilmistir. Hiicre takip calismalart 1.
fiizyonda oldugu gibi gerceklestirildi. Dolayli ELISA taramalarinda, 1B5 ve 9C4 isimli

hibrit hiicre tist sivilarindan SEA antijenine kars: antikor yanit1 alindi (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. SEA Antijenine Antikor Ureten Hibrit Hiicrelerin Dolayli ELISA Sonuglar::

(Diger hibritlere ait sonuglarinin O.D. 405 nm degerleri < 0,1-0,2 arasinda oldugu i¢in

grafikte gosterilmemistir)

Antikor aktivitesi belirlenen 9C4 ve 1B5 isimli hibrit hiicreler, ¢apraz reaksiyon
testlerinin gerceklestirebilmesi i¢in daha biiyiik hiicre kaplarina alindi.

Capraz reaksiyon testi 1. flizyonda gerceklestirilen teste benzer uygulandi. Bu
kapsamda 9C4 ve 1BS isimli hibrit hiicrelere ait antikor igeren iist sivilar; SEA, SEB, siit
cesitleri, BSA ve siit tozu ile kapli ELISA plaklarda antikorun SEA antijenine
0zglinlligiinii belirlemek i¢in test edildi.

Fiizyon— 2 Capraz Reaksiyon ELISA Testleri:

2. Flizyonda elde edilen 1B5 ve 9C4 isimli hiicrelerin iirettigi antikorlarin diger SE ve

proteinlerle ¢apraz etkilesimi incelenmistir.

Fiizyon 2’ye ait ¢apraz reaksiyon sonuglar1 Sekil 4.9.”de goriilmektedir.
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Sekil 4.9. SEA Antijenine Antikor Ureten 1B5 ve 9C4 Hiicre Ust Sivilarimn Diger

Antijenler ile Kargilastirilmali Reaksiyonlar

Yapilan ELISA uygulamasi sonucunda; hem 1B5 hem de 9C4 isimli kuyularda

bulunan klonlarin, siitte bulunan diger tiim proteinlerle de etkilesime girerek non spesifik

baglanmalar yaptif1 gdzlenmistir. Bu spesifik olmayan baglanmada; bloklama tamponunun

etkinligini aragtirmak tizere, bloklama molekiilii olarak kullanilan BSA’nin yerine iki farkh

bloklama molekiilii denenmistir. Bu kapsamda 1B5 ve 9C4 hiicre iist sivilar1 ile yeni

¢apraz ELISA ¢alismasi yapilmustir. Bu testte 2 ayr1i ELISA plag kullanilarak, bloklama

asamasinda plaklardan bir tanesi siit tozu digeri ise kazein molekiilleri ile doyurularak

hiicre Uist s1vilan test edilmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10.1B5 ve 9C4 Hiicre Ust Sivilarinin, Dolayli ELISA Testinde 2 Farkli Bloklama

Tamponu Kullanilarak Test Edilmesi. A: Siit Tozu ile Bloklama, B: Kazein ile Bloklama

Dolayli ELISA ¢alismasinda; SEA antijeninin ELISA plaklara kaplanmas: sonrast
bosluklar1 doyurmak igin siit tozu kullanildiginda hiicrelere ait antikorlarin, plaktaki
antijenler ile etkilesime girmedigi gozlendi. Bloklama galismalarinda siit tozunun uygun
olmadigina karar verildi. Kazein ile bloklanmig plaklarda ise BSA ile doyurulmus
plaklarda oldugu gibi 1B5 ve 9C4 isimli hiicre iist sivilarinda yer alan antikorlarin
kargilagtirma yapilan diger antijenler ile reaksiyona girerek non spesifik baglanmalar

yaptig1 gozlemlendi. Bu hiicrelerin firettigi antikorlarin SEA antijenine 6zgiin olmadigy,
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proteinlerdeki ortak bir epitopa karsi gelisen bir antikor 6zelliginde oldugu disiiniilerek bu
hibrit hicreler kullamlmayarak goz ardi edildi. SEA antijeni ile bagisiklanmis diger

farelerle ¢alismalar stirdirildii.

3. FUZYON CALISMASI:

2 Nolu kafesteki (2pg SEA ile immunize edilen), normal kulak (kulag: isaretsiz) olan
fare fiizyona alindu.
Uciincii fiizyona ait sayisal veriler cizelge 4.3.”de goriilmektedir.
Cizelge 4.3. SEA Antijeni ile Immiinizeli (2pg SEA) Fare ile Gergeklestirilen Uciinci
Fizyona Ait Sayisal Veriler

HUCRE SAYI

FO Myeloma 71.500.000
Dalak Hiicre 405.000.000
Toplam Hibrit 54

SEA Aantijenine Antikor Ureten Aktif | 3; (1D3), (4B8), (6D12)
Hibrit

SEA Antijene Ozel Antikor Ureten Hibrit | 1D3

Bu flizyonda toplam 54 adet hibrit hiicre elde edildi. Hiicreler diger flizyonlarda
oldugu gibi takip edildi. Dolayli ELISA taramalarinda 1D3, 4B8, 6D12 isimli hiicre st
sivilarinda SEA antijenine kars1 antikor yanit1 elde edildi (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11 3. Fiizyonda Elde Edilen SEA Antijenine Antikor Ureten Hibrit Hiicrelerin
Dolayli ELISA Testi
(Diger hibritlere ait sonuglarin O.D. 405 nm degerleri < 0,1-0,2 arasinda oldugu i¢in

grafikte gOsterilmemistir.)

Bu hiicrelere ait antikorlarn, diger antijenlerle etkilesimini gérmek igin ¢apraz
reaksiyon ELISA testi yapildi. Diger ¢apraz ELISA testlerinde oldugu gibi 1D3, 6D12 ve
4B8 hiicre st sivilar1 SEA, SEB ve siit protein antijenleri ile test edildi. Capraz ELISA
calismasinda kazein ve BSA molekiilii ayr1 ayn bloklama tamponu olarak denendi. (Sekil

4.12) .
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Sekil 4.12. 1D3, 4B5 ve 6D12 Hiicre Ust Sivilarinin Diger Antijenler ile Karsilastiriimali
Reaksiyonlant A: Kazein ile Bloklama, B: BSA ile Bloklama

Dolayl1 ELISA sonucunda; her iki bloklama (kazein ve BSA) ile test edilen 6D12 ve
4B8 isimli hibritlerin antikor kaybettigi, 1D3 isimli hibritin ise hem aktivite gosterdigi hem
de sadece SEA antijenini tanidig1 gézlemlendi.

1D3 Isimli klona 2 kez smurl seyreltme calismast yapildi. Bu amagla hiicreler
sayilarak, her bir kuyuya tek hiicre diisecek sekilde 96 kuyuluk ELISA plaklara dagitilds.
Tek hiicre diisen tiim kuyular tekrar dolayli ELISA testi ile test edilerek antikorlarin SEA
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antijeni ile etkilesimleri takip edildi. Tek klona diistiriilen ve ELISA testlerinde aktiviteleri
belirlenen 1D3 klonu uzun siireli muhafaza edilmek tizere —195 °C siv1 azot tanklarinda
saklanmustir.

Monoklonal antikor saflastirmasi igin amonyum siilfat ¢oktiirme ve daha ileri asama
olan protein-G Immiinoaffinite kolonu caligmalari SEA antijeni tiikendigi icin devam
edilemedi.

Monoklonal antikorun karakterizasyonu galismalarinda; SEA antijenine 6zgiin 1D3
monoklonal antikorun, immiinoglobulin tipini belirlendi. Roche firmasindan temin edilmis
olan antikor alt tipleri belirleme (subisotyping) kiti ile yapilan ¢alismada; 1D3isimli
monoklonal antikorunun immiinglobulin tipinin IgG1, hafif zincirinin ise k (kappa) tipinde

oldugu belirlendi (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. 1D3 Kodlu Klonlarin Immunglobulin Tiplendirmesi
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5. TARTISMA:

Georges Kohler, Secar Milstein ve Niels Kaj Jerne 1984 yilinda gelistirdikleri
monoklonal antikor teknolojisi ile Nobel 6diilii aldilar. Immiinize edilmis farenin
dalagindan elde ettikleri B lenfosit hiicreleri ile fare myeloma hiicrelerini birlestirerek,
antijen Uzerinde ki tek bir antijenik epitopa karsi sonsuz sayida antikor iireten hibrit
hiicreler elde ettiler. 1984 yilinda ki Nobel 6diiliinden sonra monoklonal antikorlar
hastaliklarin teshis ve tedavisinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaya basladi.

Monoklonal antikorlar; birgok hastalifin 6nlenmesinde Gnemli bir yere sahip olan
asilarin yapiminda kullanildig: gibi hastalik etmeni patojenlerin, toksinlerin ve hormonlarin
tespitinde de kullanilan 6nemli molekiillerdir.

Monoklonal antikor iiretimi; hedef molekiile (antijene) 6zel B lenfosit hiicrelerinin
hazirlanmasi, bu hiicrelerin myeloma hiicreleri ile birlestirilerek hibrit hiicrelerin
olusturulmasi, monoklonal antikor iireten hibrit hiicrelerin limited diliisyon ile eldesi ve
elde edilen bu hiicrelerin genis 6lgekte tretilmesi siirelerini icerir.

Tim bu siireglerin igerisinde; antijenin segimi, antijenin gerekli ise cesitli islemlere
tabii tutulmasi (enzimatik kesim, tastyici bir molekil ile konjuge edilmesi v.b. ),
immiinojeniteyi arttirmak icin adjuvan se¢imi, adjuvan-antijen miktarlarinin belirlenmesi,
imminizasyon stirelerinin-sekillerinin ayarlanmasi, dolayli ELISA plak kaplamad: ki
antijen miktarinin belirlenmesi, bloklama materyalinin-yiizdesinin belirlenmesi, enzim
isaretli uygun konjugatin-yiizdesinin belirlenmesi ve ilgili substratin kullanilmas: oldukca
onemlidir.

Tez c¢alismasinda, SEA antijeni ticari olarak temin edildi. Farelere ilk iic
imminizasyon intraperitonal, dérdiincti immiinizasyon ise intravendz ve sistemik olarak
gergeklestirildi. Birinci immiinizasyon, bagisiklik sistemini gok hizli bir sekilde harekete
gecirmek igin Complete Freund's Adjuvant (CFA) ile yapildi Ikinci ve {igiinci
immiinizasyonlar aym sekilde bagisiklik sistemini harekete gegirmek igin Incomplete
Freund's Adjuvant (IFA) ile yapildi. Fiizyondan 4 giin Once antijen, adjuvansiz bir
uygulama ile farelere son kez hatirlatma yapilarak fiizyon islemi gerceklestirildi

Aktif olarak istenilen antikoru iireten immiinize bir farenin dalak lenfositleri ile hiicre
kiltirinde hzla ¢ogalabilen ve 6liimsiizliik 6zelligi kazanmis myeloma (kanser) hiicreleri
PEG varhiginda birlestirildi. Sonugta; bir den fazla epitop igeren bir antijenin tek bir
epitopuna kars1 monoklonal antikor iireten, 6liimsiiz hibrit hiicreler elde edildi. Bu hiicreler
hiicre kiiltlir sistemine alindiklarinda bir fabrika gibi siirekli monoklonal antikor

Uretmektedir.
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Tez galismasinda; SEA ve SEB ile mix olarak immiinize edilen kafeste. SEA
antijenine kars1 yanit alimr iken SEB’e karsi yamit alinamamasmin sebebi olarak; SEB
antijeninde Glu 67 ile MHC II’deki Lys 39 aminoasitlerinin etkilesimi sonucu olusan,
SEB ile MHC II kompozisyonuna yiiksek kararlilik saglayan tuz képriisii olmas: ve
SEB’deki; Glu 67, Asp 209, Glu 67, Try 89, Ser 96 aminoasitlerinin sirasi ile MHC Class
II’deki; Lys 39, Gln 57, Lys 39, Lys 39, Ala 64 aminoasitleri ile etkilesime girerek SEB
ve MHC II arasinda baglant1 bolgesi olusturmasi oldugu diisiiniilmektedir (Stuart, 1979).

Calismamizda, ATCC CRL 1646, FO myeloma hiicreleri ticari olarak temin edildi. Ug
ayri fizyon ¢alismasi gerceklestirildi. Uciincii fiizyonda, SEA antijenine karst Ozglin
antikor Ureten hibrit hiicre elde edildi. 1D3 isimli hibrit hiicrelerinin iirettigi antikorlarin
diger proteinler ile ¢apraz reaksiyon vermedigi gozlendi. Shrayer ve arkadaslari-Meyer ve
arkadaglan yiiksek sayida monoklonal antikor {ireten hibrit hiicreler elde ettikleri fiizyon
alismalarinda; farkli olarak FO myeloma hiicreleri yerine B16 F10 ve P3-X63-Ag8.653
tiri myeloma hiicreleri ile flizyon yaptiklan gozlenmistir (Shrayer, 1998; Meyer,1984).

1D3 hibrit hiicrelerinin olusturdugu antikor cevabindan yola cikilarak bu hiicrelerden
SEA’ya karg1 daha fazla sayida 6zgiin antikor elde edilebilmesi amaciyla hibrit hiicrelerin
genis Slgekte liretimi yoluna gidildi. Ik etapta 1D3 hibrit hiicreleri; kiigiik hacimli kiiltiir
kaplarinda iretildi, yeterince gogalan hibrit hiicreler dncelikle kiiciik hacimli hiicre kiiltiir
kaplarina ve sonrasinda biiyiik hacimli hiicre kiiltiirii sislerine gogaltilmak tizere aktarildi.
Bu arada monoklonal antikor iireten hiicre elde edebilmek amaci ile sinirl seyreltme islemi
yapildi.

Bagisiklanacak model hayvan olarak BALB/C tiirii fareler kullanildi (Bin, 2010).
Bagisiklama iglemleri sonrasindaki ilk 2 fiizyonda duragan bir aktivite kaydedilmez iken,
ti¢linct fiizyonda 1D3 isimli hibrit hiicresinin aktivitesini korudugu gériildi. Buna karsin;
Shrayer, Stiles ve Huan’in C57/BL6 fare tiirlerini ve tavsanlari bagisiklama modeli olarak
kullandiklani galismlarda ise fiizyon sonrasinda hibrit hiicrelerin duragan bir yiiksek
aktivitede olduklar1 gériildii (Stiles,1993; Shrayer,1998; Huang,1997).

Calismalarimizda, monoklonal antikor iiretmeleri i¢in fareler dort kez immiinize
edildi. Bir numaral1 kafeste ki fareler 2 pg SEA ve 2 pg SEB ile mix olarak immiinize
edildi. Iki numaral1 kafesteki fareler, 2 ug SEA ve ii¢ numarali kafesteki fareler 4 pg SEA
antijeni ile immiinize edildi. Bu immiinizasyonlarm sonucunda SEA’ya kars1 farelerden
antikor aktivitesi elde edilirken, SEB’e karsi antikor aktivitesi elde edilemedi. Bin ve
arkadaslarin yapmis olduklari ¢alismada ise SEA’ya kars1 yiiksek antikor aktivitesi tespit

edilmistir. Calismamizda, Bin ve arkadaslarinin elde ettigi yiiksek antikor aktivitesinin
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gortilememesinin nedeni olarak, Bin ve arkadaslanmin immiinizasyonda kullandiklari
yiksek antijen miktarinin olmadifim 6n gérmekteyiz. Ciinkii 3. Kafesteki fareye
uygulanan immiinizasyon periyodunda artirilarak kullanilan antijen miktarinin aktivitede
etkili olmadigi goriilmektedir. Bin ve arkadaslarinin galismalarinda, tez calismasindan
farkl: olarak immiinizasyon sayis1 5 ve farelerin son hatirlatma islemi intrasplenik olarak
uygulanmistir (Bin, 2010).

SEA’nin bulundugu ortamda CFA, B hiicrelerinin stimiilasyonunu saglayarak T
hiicrelerini aktive etmektedir. Her bir immiinizasyondan sonra, immiin cevap dolayli
ELISA yontemi ile kontrol edildi.

Flzyondan yaklasik 10 giin sonra sararmakta olan hibrit hiicreler mikroskop ile
belirlenerek, uygun olan hiicreler igin aktivite testi gergeklestirildi. Fiizyon calismalarinda
birinci flizyonda {i¢ adet; ikinci ve liglincii fiizyon sonuclarinda ise sirasi ile iki ve u¢ adet
aktif hibrit elde edildi. Ancak sadece 1D3 isimli klonun SEA antijenine 6zgiin monoklonal
antikor iireten hibrit hiicre oldugu belirlendi.

Smirhhiklar:
Tezimizin konusu olan toksin SEA’nin Ulkemize girisi, bu toksinlerin olas1 biyolojik

savaglarda kullanilmas1 ve olusturduklar: saglik riskleri sebebi ile kisitlanmaktadir.

6. SONUC ve ONERILER:

Calismamizda, her birinde ikiger adet BALB/c tiirii farelerin bulundugu ii¢ kafesteki
toplam alt1 adet fare immiinizasyona tabii tutuldu ve aktivitenin tespit edildigi ii¢ adet fare
fuzyona alindi. Birinci kafesteki normal kulakli fare ile yaptigimiz birinci flizyonda
sonucunda 7C6, 8E9, 3F12 isimli {i¢ adet aktif hibrit elde edildi. Bu hibritlerden; 3F12 ve
7C6 isimli klonlarmn antikor aktivitelerini kaybettigi, 8E9 ise SEA, SEB, siit ve BSA ile
capraz reaksiyon verdigi goriildii. Birinci kafesteki sag kulagi kesik fare ile yaptigimiz
ikinci flizyon sonucunda 9C4 ve 1BS5 isimli iki adet aktif hibrit elde edildi. Bu hibritlerden
hem 1B5 hem de 9C4’lin non spesifik baglanmalar yaptig1 gézlemlendi. Ikinci kafesteki
normal kulak fare ile yapilan Giglincii flizyon sonucunda ise; 1D3, 6D12 ve 4BS isimli ic
adet aktif hibrit elde edildi. Bu hibritlerden; 6D12 ve 4B8 isimli hibrit hiicrelerin antikor
aktivitelerini kaybettigi, 1D3 isimli hibrit hiicrenin hem antikor aktivitesini korudugu hem
de sadece SEA antijenini tamdigi goriildii. Fiizyon sonucunda en yiiksek aktiviteyi 2.
Kafeste bulunan, 2 pgr SEA ile immiinize edilen, kulaklari normal olan farenin verdigi

tespit edildi.
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Calismamizda elde edilen SEA’ya kars: gelistirilen bu antikorlar ile siitteki SEA’nin
tespiti igin antijen-antikor iliskisine dayali, hizli, basit, giivenilir ve hassas tam
sistemlerinin gelistirilmesi miimkiin olacaktir. Elde ettigimiz antikorlar sonucunda
gelistirilecek olan antijen-antikor iliskisine dayali test sistemleri, siitteki SEA’larin yani
sira et ve et Uirlinlerindeki SEA’nin tespitinde kullanilabilinecektir.

Teriki calismalarda, hayvanlardan daha yuksek aktivite alabilmek icin BALB/c tiirii
fareler yerine C57/BL6 tiirli farelerin kullanilmasimn yararl olabilecegi diisiiniilmektedir
(Stiles, 1993; Shrayer, 1998; Huang, 1997). Ayrica immiinizasyon sayisinin artirilmast ve
son hatirlatma intrasplenik olarak yapilmasimn olumlu sonug verebilecegi diisliniilmektedir
(Bin, 2010).

Calismamizda beklenenden daha az sayida aktif klon elde edildigi igin; sorunun
¢ozlimiine yonelik, flizyonda FO myeloma hiicreleri yerine B16 F10 ve P3-X63-Ag8.653
tlird myeloma hiicreleri ile galisma yapilmasi 6ngoriilmektedir (Shrayer,1998; Meyer,
1984).

Bundan sonraki ¢alismalarda; SEA toksinini alamadigimiz igin, staphylococcus aerus
bakterisinin A87 0502 susunun temin edilmesiyle, SEA’nin izole edilmesine yonelik

caligmalarin olumlu olacag: diisiiniilmektedir (Nelianne, 2010).
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