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OZET

Leishmania (L) tropika’nin vektorii olan tatarciklar Akdeniz iilkeleri i¢inde ozellikle
Tiirkiyenin giineydogusunda yaygin olarak bulunmaktadir. Hastaligin tanis1 erken dénemde
konamadiginda aylarca ve belki yillarca iyilesmemekte, enfekte olabilmekte veya skarlasarak
deride kansere kadar giden kalici hasarlar birakabilmektedir. Ayrica kalici hasarlar geng
toplumda kozmetik ve psikolojik sorunlara yol agmaktadir. Bir halk sagligi olan L. Tropika
enfeksiyonunun oniine geg¢mek icin iilkemizde bir ¢ok saglik politikalar1 gelistirilmesine
ragmen hala enfeksiyon devam etmektedir. Son yillarda daha hizli ve spesifik tan1 yontemleri
icin arastirmalar artarak siirmektedir. Giiniimiizde hibridoma yontemi kullanilarak
monoklonal antikorlarin iiretilmesi, teshiste ve asi g¢aligmalarinda kullanilmasi ile ilgili

caligmalar yogunluk kazanmaistir.

“ Hibridoma Yontemi ile Leishmania Tropika Parazitinin Cell Surface Antijenine
Kars1 Monoklonal Antikor Uretimi ve Saflastirilmas1” isimli ¢alisma ile Leishmania tropika

enfeksiyonlariin erken tanisina yardimei olabilecek kitlerin tiretimi amacglanmustir.

Calismada, Hibridoma teknolojisi kullanilarak Leishmania cell surface antijeni ile
immiinize edilen Balb/c farelerden en iyi immiin yanit veren farenin dalak hiicreleri ile daha
once temin edilen myeloma hiicreleri, polietilen glikol yardimiyla fiizyon islemine alindi.
Spesifik olarak monoklonal antikor iireten hibrit hiicreler olusturuldu ve bu hiicrelerin
sentezledikleri antikorlar, protein A kolon kromatografisi ile saflastirildi. Elde edilen

kromatografik fraksiyonlardaki antikor spesifitesi, ELISA ile gosterildi.

Anahtar sozciikler: Hibridoma, Monoklonal antikorlar, Leishmania tropica, Immiinizasyon,

Hiicre Fiizyonu, ELISA, Kromatografi.



ABSTRACT

Sand flies, which are vectors of Leishmania (L) tropica, have commonly found in
particularly South-east area of Turkey among the Mediterrian countries. Since the dissease
can not be diagnosed in early stages, perhaps, the disease has not been recovered for months
and even years and has been impressed permanent damage to scarring on the skin and this
lesion may be cancerous. This problem has also caused cosmetic and psychologic problems in
the young population. L. fropica infection has been continued yet, although it has been
developed many health politics in our country, because prevention from this infection is a
public health problem. In recent years, more rapid and spesific diagnostic methods had been
developed. The most popular method among these methods at the present time is the

Hibridoma method.

In our study named “Monoclonal antibody production and purification against the cell
surface antigen of Leishmania Tropica with Hibridoma Method”, we have planned to find out

a tool study for early diagnosis of the Leishmania tropica infections.

In this study, using Hibridoma Technology, earlier obtained myeloma cell and spleen
cells from the most immun respondent mouse among the Balb/c mice immunized with
Leishmania cell surface antigen is taken to fusion process by using polyethylene glycole.
Spesifically monoclonal antibody produced by hibridoma cells are developed and antibodies
that are synthetised by these cells, are purified by protein A colon chromatography. Spesicifite
of these antibodies on chromatographic fractions is showed by ELISA.

Keywords: Hybridoma, Monoclonal antibodies, Leishmania tropica, immiinization, cell

fusion, ELISA, chromatography.



1. GIRIS ve AMAC

Leishmania (L.) tropica’nin infeksiyonu Akdeniz iilkeleri i¢inde 6zellikle Tiirkiyenin
giineydogusunda yaygin durumda bulunmaktadir. Hastaligin tanis1 erken donemde
konamadig: i¢in tedavi edilmemekte, aylarca ve belki yillarca iyilesmemekte ve skarlasarak
deride kansere kadar gidebilen kalic1 hasar birakabilmektedir. Ayrica geng toplumda kozmetik
ve psikolojik sorunlara yol agmaktadir. Bir halk saglig1 sorunu olan L. tropica infeksiyonunun
Oniline gecebilmek i¢in ililkemizde bircok saglik politikalar1 gelistirilmesine ragmen hala

infeksiyon devam etmektedir.

Son yillarda daha hizli ve spesifik tan1 yontemleri gelisti rmek i¢in yogun c¢alismalar
yapilmaktadir. Bunlar arasinda giiniimiizde en popiiler olan1 parazitten izole edilen cesitli
antijenler kullanilarak, Hibridoma yontemi ile monoklonal antikorlarin iiretilmesi ve bunlarin

immunokimyasal yontemler kullanilarak tanida kullanilmasidir.

Iki somatik hiicre sitoplazma ve cekirdeklerinin tamamen birbirine kaynasmasi
anlamina gelen hibridoma yontemi 1975 yilinda Georges Kohler ve Cesar Milstein adli
arastiricilarin - koyun alyuvarlar1 ile immiinize ettikleri dalak hiicreleri ile antikor
sentezleyemeyen fare myeloma hiicrelerini sendai virus araciligiyla birlestirmeleri sonucunda
olugsan hibrit hiicrelerin, sadece alyuvarlara karsi antikor sentezlediklerini ve devaml
tireyebildiklerini belirtmeleri ile ortaya ¢ikmistir. Sonraki ¢alismalarda viriis ¢aligsmalarindaki
verimsizlik nedeniyle kanser (myeloma) hiicrelerinden yararlanilmistir. Bu yOntemde
immiinize fare dalak B lenfosit hiicresiyle, myeloma hiicreleri birlestirilerek sonsuz sayida
cogalan ve sonsuz sayida, antijene spesifik monoklonal antikor iireten hibrid hiicreler

olusturulur.



Bizim aragtirmadaki amacimiz L. tropica major etkenine karst 6zgiill monoklonal
antikor tliretmektir. Bu monoklonal antikorlar piirifiye edilerek tani kitlerinin yapimina 6nciil
olunacaktir. Boylece infeksiyonun erken teshisi ile hastalarin erken tedavisine baslamada bir

adim daha atilmis olunacaktir.

Bu calismayla bircok hastaligin erken tani ve takibinde yaygin olarak kullanilan
yontemin bizim {iilkemizde de yayginlagsmasi ve gerekli alt yapiya katki saglanmasi

istenmektedir.

Boylece bu teknik ile tedavi cesitliliginin arttirilmasinda, immiin koruyuculukta, as1
yapiminin gelistirilmesinde, cesitli infeksiyoz hastaliklarda ve hatta kanserin tanisi, takibi ve

tedavisinde, iilkemize daha yararli olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Leishmania ve Leishmaniasis

Antartika kitas1 hari¢ biitliin diger kitalarda goriilen leishmaniasis, vektorler aracilig
ile bulasan zoonotik-antroponotik bir paraziter infeksiyon hastaligidir. Hastaligin etkeni olan
Leishmania parazitleri ilk kez William B. Leishman ve Donovan tarafindan 1901 yilinda
saptanmig ve isimlendirilmistir. Daha sonra bu genus 1903 yilinda Ross tarafindan Kala-azar
etkeni Leishmania Donovani’yi de igerecek sekilde tanimlanmistir. Leishmania genusu
Trypanosomatidea ailesinden bir protozoon parazit grubunu olusturmaktadir (1, 2).
Morfolojik olarak farkli olmayan pek¢ok Leishmania tiirii; goreceli olarak 6ldiiriicli olmayan
ve kendiliginden iyilesebilen deri infeksiyonlarindan, i¢ organlar1 tutarak ve epidemiler

yaparak binlerce kisinin 6liimiine neden olabilen sistemik bir infeksiyona yol agmaktadir (3).

Leishmania, insanlarin kan ve dokularina yerleserek leishmaniasise neden olan kamgili
bir parazittir. Insanlarda ve diger omurgali canlilarda 21 Leishmania tiirii, Leishmaniasise
neden olmaktadir. Bu tiirler morfolojik olarak ayirt edilememistir (4). WHO tarafindan

siiflandirilan Leishmania tiirleri Tablo 2. 1.’de gosterilmektedir.



Tablo 2. 1. WHO tarafindan belirlenen Leishmania tiirlerinin siniflandirilmasi (5).

Simif Ada Isimlendirme

Alem Protista

Altalem Protozoa

Sube Sarcomastigophora

Altsube Mastigophora

Smif Zoomastigophora

Ordu Kinetoplastida

Aile Tryponosomatidae

Cins Crithidia, Endotrypanum, Blastocrithidia, Herpetomonas, Leptomonas,
Phytomonas

Cins Leishmania

Altcins Leishmania

Tar Leishmania donovani, Leishmania infantum, Leishmania chagasi,
Leishmnia tropica, Leishmnia major, Leishmania aetropica,
Leishmania mexicana (L. mexicana, L. amazoensis, L. venezuelensis,
L. pifanoi, L. enriettii)

Altcins Viannia

Tar Leishmania braziliensis kompleksi (L. braziliensis, L. colombiensis,

L. equatorensis , L. peruviana)
Leishmania guyanensis (L. guyanenesis, L. panamensis, L. shawi),
Leishmania lainsoni, Leishmania naiffi

2.2. Kutanoz Leishmaniasis Etkenleri

Kutanoz Leishmaniasis (KL)’e neden olan etken, leishmania cinsi bir protozoondur ve

enfekte kum sinekleri (phlebotomus, lutzomyia, tatarcik, yakarca,) tarafindan konagin

1sirilmasi sirasinda bulasmaktadir.

KL etkenleri; eski diinyada L. tropica, L. major ve L. aethiopica iken, yeni diinyada

ise L. mexicana, L. braziliensis, L. pensviana, L. panamensis’tir.




2.3. Tiirkiye Disinda Goriilen Kutanoz Leishmania Tiirleri

L. aethiopica

Kronik deri leishmaniasis etkenidir, Kenya, Habesistan ve Yemende goriiliir.
Rezervuari, kayalik yerlerde yasayan hyrax adi verilen kemirici memelilerdir. Olusan tilserler

derinin yan1 sira mukozaya da sigrayabilir. Yaygin deri lezyonlarina neden olabilirler.

L. mexicana (m.)

Bu parazit ve alt tiirleri yeni diinyada deri leishmaniasis etkenleridirler. Meksikada,
Kuzey ve Orta Amerikada ve Teksasta goriilmektedirler. Kulaktaki infeksiyonlar1 hari¢ birkag
ayda kendiliginden iyilesebilir.

a. L. m. mexicana: Bu parazit tarafindan olusturulan yaraya “siklero” adi verilir.

Yiizde ve kulaklarda goriiliir ve kulakta kikirdak dokusu tahrip olur.

b. L. m. pifenoi: Venezuellada ve Brezilyada goriilen infeksiyon etkeninin yaptigi
yaranin kenarlarinin diizensiz olmasi nedeniyle, mikobakterilerin bir tiiriiniin neden oldugu

lepra hastaligi ile karigtirilir.

c¢. L. m. amazonensis: Deri lezyonlar1 yaygin olan ve rezervuarlari ormanlarda
yasayan kiicik memeli kemiriciler ve kopeklerdir. ”Espundia” adi verilen deri hastaliginin
etkenidirler. Lezyonlar sayisal olarak ¢ok ve genistirler. Lezyon genelde agizda veya burun

mukozasinda olur ve iilserasyonlar burun, dudak ve damagin yumusak kisimlarin tahrip eder.



Lezyonun gelisimi iilkemizde de goriilen sark c¢ibaninin gelisimine benzerdir. Genelde

sekonder olarak gelisen infeksiyonlar ile 6lim goriiliir.

2.4. Leishmania’nin Morfolojisi

Leishmania cinsine ait tiirlerin yagam evrelerinde, morfolojik olarak memeli konakta
goriilen “amastigot” formu ve vektorlerde goriilen “’promastigot’’ formu olmak iizere iki

farkli formu vardir (6).

Omurgalilarda goriilen Leishmania’nin amastigot yani kamgisiz (hareketsiz) formu 2-4
um boyutunda oval veya yuvarlak goriiniime sahiptir. Bu formdaki bir Leishmania’nin
sitopldzmasinda arka uca yakin bazen giemsa ile boyanan preparatlarda pembe veya koyu
kirmiz1 boyanan, oldukg¢a biiyiik bir niikleus ve niikleusa bitisik parlak koyu kirmizi veya
menekse renginde boyanan ¢omak tarzinda kinetoplast ve pembe renkli boyanan sitoplazma
bulunmaktadir. Amastigotlar genelde monositler, polimorf ¢ekirdekli 16kositler ve endotel
hiicreler i¢inde bazen kiimeler halinde bulunurlar; bu hiicrelerin parcalanmasindan dolay1 bu
hiicrelerin disinda tek tek goriilebilirler. Sitopldzmada ayrica vakuoller, nokta seklinde bir
bleforablast (kam¢1 kokii) ve bleforablasttan ¢ikip 6n kisimda sonlanan bir aksonem
(kam¢iin sitoplazmada kalan kismi ) bulunmakta, ancak kamgi hiicre disina serbest olarak
cikamamaktadir. Biitlin Leishmania tiirlerinde sitoplazmada tek bir mitokondrium yer
almakta, golgi aygiti ve lizozomlar ¢esitli enzim aktiviteleri ile parazitin beslenmesine

yardimci1 olmaktadirlar (Sekil 2. 1. — Sekil 2. 2.) (4, 6, 7).



Sekil 2. 1. Leishmania amastigot sekli. Sekil 2. 2. Leishmania amastigotlari

Tatarcik gibi omurgasizlarin viicutlarinda bulunan ve besi yerlerinde goriilen
promastigot formu hareketli (kamgili), 12 — 20 um boyutlarinda ve 1,5-5 um genislikte mekik
seklinde olup yapisinda 7 nm kalinliginda, ¢ift tabakali merkezi bir niikleus vardir. Nukleolus
ve nukleus membraninda 80-90 nm c¢apinda porlar bulunur. Kromatin niikleusta daha ¢ok
periferde yerlesmistir ve niikleolusla ayn1 yogunlukta oldugundan boyali preparatlarda farkl
olarak gozlenememektedir. Leishmania promastigotlarinda On uctan ¢ikan 18-20 mikron
uzunlugunda hareketi saglayan ince, uzun, ip gibi, dis1 hiicre mebranindan daha yapili bir kilif
ile kapli bir kam¢1 bulunmaktadir. Kame1 200 nm kalinligindadir ve parazitin boyundan daha
uzundur (10). Kamg¢inin bazal kisminda yerlesmis yuvarlak veya at nali seklinde kinetoplast
adi verilen bir organel vardir. Kinetoplast biiyilk daire (maxicircle) ve kiicliik daire
(minicircle) adi verilen iki gruptan olusmus bir deoksiribo niikleik asit (DNA) sebekesi
icermektedir. Maxicircle, 20-35 kb biiyiikliigiinde, homojen dairesel DNA molekiiliidiir.
Minicircle ise bunun tam tersine 0,5-1,5 kb kalinliginda heterojendir (10). Leishmania
kinetoplastlarindaki minicircle yapisi tiirden tiire degismektedir. Genellikle her minicircle 200
bp’lik 3 sabit bloktan olusan korunmus bir bolgeye sahiptir. Bu bolge “CSB (Conversed
Sequence Block) 1-3” olarak adlandirilmaktadir. Adenin ve Timin bazlar1 acisindan zengin
olan minicircle’in geri kalan kismini ise ¢ok degisken olan ribo niikleik asit (RNA) geni

olusturmaktadir (9).



Elektron mikroskobik incelemede 2 — 4 nm’lik plazma membraninin tipik olarak {i¢
katli oldugu gosterilmistir ve bu yapi hiicreye destek gorevi saglar. Makromolekiillerin hiicre
icine alinisinda rol oynayan 20-22 nm kalinhiginda subpelikiiler mikrotiibiillerin sayilari,
kalinliklar1, birbirinden uzakliklar tiirlere gore degistigi i¢in Leishmania tiirlerinin ayriminda
da kullanilmaktadir. Orn: L.mexicana’da 150-200; L.donovani’de 80-120; L.tropica’da ise 80-
115 arasinda mikrotiibiil bulunmaktadir (4).

Kamg¢1 kokiine yerlesik olan aksonem; 9 ¢ift periferal fibril ¢iftinin merkezi bir ¢ift
fibrili ¢evrelemesi ile olusmaktadir (Sekil 2. 3. — Sekil 2. 4.). Kamg¢min dip kisminda bir

bleforoplast vardir.

Sekil 2. 3. Leishmania promastigot morfolojisi(4). Sekil 2. 4. Leishmania Promastigotlari

l =
Mikrotubul
Bazal vam '
Kinetoplast
kDNA
Golgi
Nukleus

Plazma
Membram

Mitokondri

Parazitte biitiin organizmay1 saran biiylik bir mitokondri vardir (4). Distaki niikleus
zarinin endoplazmik retikulum ile devam ettigi ve bunun yaninda sitoplazma igerisinde golgi
cisimcigi, lizozomlar, lipit ve mikrocisimsiklerin bulundugu da tespit edilmistir (Sekil 2. 3.)
(2, 7, 9). Ribozomlar serbest halde, lizozomlar kamg¢1 rezervuari ile niikleus arasinda ve golgi

aygit1 kinetoplast ve niikleusa yakin bir yerde bulunmaktadir (4,10).



Aeorop canlilar olan Leishmania’larin beslenmeleri osmozla olur ve gidalarn
dokulardan alirlar. Cogalma, boyuna ikiye ayrilarak ve biiyilk makrofaj hiicreleri i¢inde olur.
Once kinetoplast ve bleforoplast sonra ¢ekirdek ve sitoplazma boliiniir. Makrofajlara yerlesme
sirasinda promastigotlar, amastigotlara doniisiir, vektorde ise aksi olugmaktadir. Bir hiicre
icerisinde birgok parazit goriilebilir. Leishmania, NNN: Novy, Nicole ve McNeal bas
harflerine gore adlandirilmis tavsan kanli tuzlu agarda kolayca tiretilebilir. Burada 2 — 3 giin

icerisinde amastigotlardan promastigotlar ortaya ¢ikmaktadir (9).

2.5. Leishmania’min Yasam Evreleri

Leishmania tiirii vektorleri olan Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi tatarciklar,
leishmaniasisli bir omurgali konaktan kan emerken makrofajlar icinde bulunan parazitin
amastigot seklini almaktadirlar. Emilen kan, orta midede “peritrofik membran’’ ad1 verilen bir
membran ile sarilmakta ve sinegin sindirim enzimleri ile bu membran i¢ine salgilanmaktadir.
Leishmania’larin bir kismi makrofajlarin parcalanmasi esnasinda sindirilirken, geriye
kalanlarin viicutlar1 uzamakta ve kamgi geliserek enfektif olmayan promastigot sekline

doniisiip boliinerek ¢cogalmaya baslamaktadir (4)

Tatarciklarin kan emmesinden 1 saat sonra, abdominal midede amastigotlar, 12- 24
saat sonra abdominal midenin peritrof zarinin iginde promastigotlar goriilmektedir.
Nektomonadlar midede 36- 48 saat sonra, 3. giinde torasik midede haptomonadlar, 6. giinde

biitiin sindirim kanalinda promastigotlar gériilmeye baslar, 14. giine kadar gittikce artar (11).

Enfektif promastigotlar: tasiyan vektor tatarcik, kan emmek i¢in bir omurgali konagi
1sirdig1 zaman belli bir miktardaki promastigot: da kan akiminin gelis yoniiniin tersine dogru
inokiile etmektedir. Viicuda giren promastigotlar, ilk saatlerde serumdaki kompleman
tarafindan opsonize edilmekte ve uygun hiicreler tarafindan fagosite edilmektedir. Fagosite

edilen promastigotlar kamgisini kaybederek amastigot sekline donlismektedirler. Enfekte



hiicre, parazitin sayica c¢ogalmasi sonucu pargalanmakta ve amastigotlar etrafa
dagilmaktadirlar. Daha sonra bu amastigotlar tekrar diger makrofajlar1 enfekte

edebilmektedirler (4, 12).

Infeksiyonun bundan sonraki seyri, Leishmania’nin tiirii trafindan sekillenir.
Infeksiyon deride smirlt kalabilir (Or; L. tropica ) ya da i¢ organlara go¢ edebilir (Or; L.
infantum). Enfekte makrofajlar, kan yoluyla deriden basta karaciger, dalak ve kemik iligi
olmak tiizere diger dokulara dogru hareket etmekte ve bu organlarda patolojilere neden
olmaktadirlar. Ancak bu yayilim, konagin immun sisteminin durumuna gore degisiklikler
gosterebilmekte ve parazitler tilirline uygun olmayan yerlere de go¢ edebilmektedirler. Bu
durum tiirlerin visserotropizm / dermatropizm karakterlerine bagli olarak meydana

gelmektedir (Sekil 2. 5.) (4).

Sekil 2. 5. Leishmania’nin yasam evreleri (28).

[ Tatarck Azamas |
Tatarcik kanagin kanin emivar
( Bu agamada promastigotlar Pramastigotiar makrafajlar
deriyve enjekte ediliyor) 9 tarafindan fagosite edilir.

9 Tatarcigin barsaginda

gofalma we hartumuna /ﬂ'
g etme

e

Amastigatlar, barsakta
opmmastigutlam dinislir

Promastigotlar, makrofajlar
iginde amstigat forma
dénizivarar.

Amastigotlar gesitl dokulardaki
hijzrelerde (makrofajlar dahil)

M . gofalngarar.

Tatarcik .knnaﬁu-'u karin emiyor
(Bu azamada amastigatiaria
enfekte makrofajlar yutuluyor)

e —

Parazit igeran hicrelern
wutulmasi.
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2.6. Tiirkiyede Kutano6z Leishmaniasis

Tiirkiye’deki L. tropica’nin etken oldugu antroponik Kutandz Leishmaniasis, zaman
zaman epidemilere varan sayilarda 1833 yilindan beri bildirilmektedir. 1950°li yillardan 6nce
en fazla Glineydogu Anadolu Bolgesinde olmak tizere Tiirkiye’nin endemik bir bolge oldugu
1950°den sonra sitma kontroliinde kullanilan DDT nedeniyle bir ara azalma gosterdigi ancak

1960°dan sonra sitma kontrol ¢alismalarindaki yetersizlik sonucu tekrar olgu sayisinin arttigi

bildirilmektedir (4).

Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’nde Sanliurfa, bu hastaligin goriildiigii baslica ilimizdir.
Glineydogu Anadolu disinda kutandz leishmaniasis, 1980’lerden sonra daha oOnceleri son
derece nadir olgularin goriildiigii Cukurova gibi yerlerde endemik hale gelirken, son derece
nadir olgularin bildirildigi Ege, Marmara, Orta Anadolu, Bat1 Akdeniz gibi bolgelerimizde de
olgularin goriildiigl bildirilmistir (4, 6, 12).

2.7. Kutanoz Leishmaniasise Giris

2.7.1. Epidemiyoloji

Leishmaniasis kemirgenlerde ve kopeklerde sik rastlanan bir zoonozdur. Genelde
vektorler, Leishmaniasise uyum saglayarak deride hafif lezyonlarla hastalig
atlatabilmektedirler. Sadece Leishmania infantum kopeklerde oOliimciil hastalia neden
olabilmektedir. Vektor olarak eski diinyada Phlebotomus tiirleri, yeni diinyada ise Lutzomyia
tiirleri bulunmaktadir. Tatarciklarin her iki cinside genellikle seker igeren bitki Ozleriyle
beslenmektedir ve disi tatarciklar yumurtalarini olgunlastirmak i¢in her gonadotropik siklusta
bir, iki veya daha fazla kan emmek zorunda kalmaktadirlar. Enfekte tatarciklarin 30 giin kadar

canl kalabildikleri saptanmistir. Enfekte tatarciklarin bagirsagi kismen promastigotlarla tikal
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durumdadir ve kan emme sirasinda konagi birka¢ kez 1sirmakla bulagma riskini arttirirlar.
Rezervuar ve vektorler ayni ortamda bulunduklarinda infeksiyonun yayilisi ve rastlantisal ara

konak olan insan olgulari artabilmektedir (13, 14).

Diinya saglik orgiitiinlin verilerine gore leishmaniasis giiniimiizde 88 {ilkede endemik
olarak goriilmekte ve 350 milyon insan risk altinda bulunmaktadir. Leishmania’larin diinyada
12 milyon kisiyi etkiledigi ve her yil 1,5 — 2 milyon yeni vaka oldugu tahmin edilmektedir.
Bunlarin ancak 600.000 kadar1 resmi olarak agiklanmaktadir. Kutandz Leishmaniasis’e ait
bildirimler 9. ylizyilla kadar varmakta ve bugiin hala bir diinya saglik sorunu olarak
karsimizdadir. Meydana gelen 500.000 yeni Visseral Leishmania’li olgunun %90°1 Brezilya,
Nepal, Banglades, Hindistan ve Sudan’da, Mukokiitandz Leishmania’li hastalarin %901
Bolivya, Brezilya ve Peru da, Kiitanz Leishmaniali olgularin %90°1 ise Afganistan, Suriye,

fran, Irak, Suudi Arabistan ve Brezilya’da goriilmektedir (Sekil 2. 6-7) (15-17).

Akdeniz havzasi, Orta Dogu, Hindistan ve Pakistan’da Eski Diinya Kutanoz
Leishmaniasis’ine L. tropica; Orta Asya, Giiney Rusya, Orta Dogu ve Afrika’da kuru ¢ol
bolgelerindeki kirsal alanlardaki Eski Diinya Kutandz Leishmaniasis’ine ise L.major ve
sporadik olarak L. infantum sebep olmaktadir. Meksika ve Gliney Amerika’da goriilen Yeni

Diinya Leishmaniasis’una ise L. brazilensi ve L. mexicana sebep olmaktadir (5).

Leishmania braziliensis I | cishmania tropica
Leishmania mexicana

3 : mmmm [ cishmania aethiopica
Leishmania major

Sekil 2. 6. Kutandz Leishmaniasis olgularinin dagilimi (18).
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LEISHMANIASIS

Sekil 2. 7. Leishmaniasis olgularinin dagilima.

Ulkemizde ve Sanlrfa bdlgemizde son yillarda, Leishmania’li hasta sayis1 azalma
egilimi gostermektedir. Sark c¢ibani i¢in morbidite hizlar1 5-6 seviyelerinden 1.5’in altina
diismiis, toplam vaka sayilart 3-5 binli seviyelerden binin altina gerilemistir. Bolgemizde
Glineydogu Anadolu Projesi (GAP) ile sulama alanlarinin artmasi, bilingsiz hayvanciligin
ilerlemesi, antimon ilacinin ithalinde yasanan sikintilarla hastalarin tedavi edilememesi
nedeniyle son zamanlarda ¢ok hizli bir artig gostermistir. Sadece ilimiz Sanliurfa bolgesinde
goriilen Sark cibani vaka sayist 2000 yilinda 271 iken 2003 yilinda 1432’ye yani tiim
Tiirkiye’de 2000°1i yillara kadar goriilen toplam hasta sayisindan daha fazla seviyeye
yiikselmistir. 2004 yilinda da durum degismemis yilin ilk dort ayinda 943 vaka tespit
edilmistir ki; 3 y1l 6nceki Tiirkiye’deki toplam vaka sayisina yakindir (19,20). Tablo 2. 2.’de

1988-2002 yillart arasinda Tiirkiyede bildirimi yapilmis Kutandz Leishmaniasis vaka

sayilar1 ve morbidite hizlar1 verilmistir. Sekil 2. 7.’de yillara goére morbidite hizlar1 grafikte
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verilmigtir.

Leishmaniasis vaka sayilar1 ve dagilimi Tablo 2. 3.’te verilmistir.

Tiirkiye, Sanlurfa ilinde 2000 — 2003 yillarinda yas gruplarina goére Kutandz

Tablo 2. 2. 1988-2002 yilarinda Tiirkiyede bildirilen Kutanéz Leishmaniasis vaka sayilar1 ve

morbidite hizlari

Morbidite Hiz1
Yillar Y1l Ortas1 Niifus Vaka Sayis1 (100.000)
1988 54.176.000 1005 1,86
1989 57.426.316 2743 4,78
1990 57.582.446 1056 1,83
1991 57.736.288 1732 3,00
1992 59.088.101 1935 3,27
1993 60.384.474 3235 5,36
1994 61.779.288 5692 9,21
1995 63.206.510 2158 3,41
1996 62.727.000 3857 6,15
1997 63.745.000 2038 3,20
1998 64.786.000 1499 2,31
1999 65.819.000 1010 1,53
2000 67.844.903 1135 1,67
2001 69.081.716 994 1,44
2002 70.415.064 2721 3,86
Morbidite hizi

-
o

O = N W d» O O N © ©
| | | | | | | | |
T T T T T T T T T

1988

1992

1996 1998

2002

Sekil 2. 8. Kutanoz Leishmanizis morbidite hizi, Tiirkiye 1989-2002.
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Tablo 2. 3. Tiirkiye, Sanlwurfa ilinde 2000 — 2003 yillarinda yas gruplarina gore
Kutanoz Leishmaniasis vaka sayilart ve dagilima.

Yas gruplari 2000 2001 2002 2003
0 yas 4 4 3 8
1-4 yas 49 62 112 233
5-9 yas 69 101 209 387
10-14 yas 55 53 148 240
15-24 yas 36 56 87 218
25-44 yas 40 50 131 262
45-64 yas 15 28 38 67
>65 yas 3 3 5 17
TOPLAM 271 357 733 1432

2.7.2. Klinik Siniflandirma

Diinya Saglik Orgiitiince belirlenen klinik tabloya gore, Leishmania klinigi ve
etkenlerinin siiflandirilmasi tablo 2. 4.’te 6zetlenmistir. Leishmania pratik olarak baslica;
Visseral, Kutandz, Mukokiitan6z olmak tizere 3 klinik form olusturmaktadir.

Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania aethiopica ve L. infantum Eski Diinya
Kutanoz Leishmaniasisine yol agarken L. brasiliensis, L. panamensis, L. peruviana Yeni
Diinya Leishmaniasisine neden olmaktadirlar. Ayrica L. braziliensis mukozalart da

tutabilmekte ve Mukokutandz Leishmaniasis’a neden olmaktadir (Tablo 2. 5.) (15, 21).

Tablo 2. 4. Leishmaniasis klinik sekilleri ve etkenlerine gore siniflandirilmasi (14, 37).

Klinik Sekli Sinonim Adi Etken
I¢ Organ Leishmaniasisi L. donovani
(Visseral Leishmaniasis) L. infantum
L. chagasi
Deri Leishmaniasisi Sark ¢ibani ve Siklero L. tropica
(Kutan6z Leishmaniasis) L. major
L. aethiopica
L. mexicana
Pianbiosis L.braziliensis guyanensis
Orman ¢ibani L. b. panamensis
Uta L. peruvuiana
Mukokutandz Espundia L. b. brasiliensis
Leishmaniasis
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Tablo 2. 5. Leishmaniasis hastalik etkenlerinin siniflandirilmasi ve cografik dagilimlari (21).

HASTALIK KLINIGI ETKENLER COGRAFIK
DAGILIMI
Kutan6z Leishmaniasis L. tropica kompleks Eski Diinya
L. tropica
L. aethiopica
L. major
L. mexicana kompleks Yeni Diinya
L. mexicana
L. pifanoi
L. amozonensis
L. garnhami
L. venezuelensis
L. braziliensis kompleks Yeni Diinya
L. peruviana
L. guyanensis
L. panamensis
L. lainsoni
L. colombiensis
L. infantum Eski Diinya
L. chagasi Yeni Diinya
Mukokutandz Leishmaniasis | L. braziliensis kompleks Yeni Diinya
L. braziliensis
L. guyanensis
L. panamensis Yeni Diinya
L. mexicana Eski Diinya
L. tropica Eski Diinya
L. major
Visseral Leishmaniasis L. donovani kompleks
L. donovani Eski Diinya
L. infantum Eski Diinya
L. chagasi Yeni Diinya
L. tropica Eski Diinya
L. amazonensis Yeni Diinya

2.7.2.1 Visseral Leishmaniasis

Visseral (i¢ organ) Leishmaniasis’in (VL) prognozu genelde benzerlik gdstermekle
beraber hastaligin baslangicinda farkliliklar olabilmektedir. Hastaligin siddetine ve
kronikligine bagl olarak klinik bulgular degisebilmektedir (22).
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Inkiibasyon déneminin 2-3 haftadan 2 yila kadar degisebildigi, ortalama 2-4 ay
stirdiigli, Tirkiye’de 2 - 6 yas arasi ¢ocuklarda daha sik olarak gozlendigi, eriskinlerde nadir
olarak saptandig bildirilmektedir. Infeksiyon, atesin genellikle sinsi olarak aniden 39-40 °C’e
cikmasi ile basladigi, bazi vakalarda erken sathalarda halsizlik, bas agrisi, bas donmesi,
istahsizlik, okstiriik veya diyare gozlendigi aciklanmistir. Akdeniz Kala Azar’inda tatarcigin
1sirdigr yerde bazen bir sertlik olugmakta, baslangi¢ donemindeki subfebril ates, ortalama 2
hafta igerisinde yerini giinde 2 kez yiikselen bol terleme ile diisen atese birakmaktadir. Her
ates atagindan sonra dalagin biraz daha biiyiidiigii ve klinik olarak VL’in akut, subakut ve

kronik sekilleri bulundugu bildirilmektedir (9).

Akut form; siddetli burun, dis eti, barsak kanamalar ile kemik iligi siipresyonuna bagl
olugsmus pansitopeni tablosunu daha da agirlastirarak ilerler ve tabloya gastrointestinal
sisteme ait, Ozellikle diyare sikayetlerinin eklenmesi ile hastanin genel durumu daha da

bozulur. Semptomlar diizelmezse, hastalar 2-3 ay igerisinde kaybedilebilirler.

Subakut form; klinik olarak en sik rastlanan sekildir ve akut forma gore daha iyi
seyirlidir. Klinik tablo; ates, hepatosplenomegali ve pansitopeni ile kendini gosterir. Giinde 2
kez inip ¢ikan ates tipiktir, fakat hasta genelde kendisini iyi hisseder. Fizik muayenede
karacigerden ¢ok daha biiyiilk olan dalak, sol kosta smirin1 5 - 15 cm asabilir. Ates
yiikselmeleri ile dalagin baslangigcta yumusak, daha sonraki donemlerde ise sert olarak fizik
muayenede ele gelecek sekilde biiytidiigii gozlenir. Karaciger, birinci ayin sonundan itibaren
bliylimeye baglar. Hastalik ilerledik¢e kilo kaybi ve anemi belirginlesir, ancak tiim bu
belirtiler hastanin normal yasamini etkileyecek diizeyde degildir. Semptomatik vakalar tedavi
edilmediginde genellikle dldiiriicii olmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalarda tedaviye ragmen
% 1 - 11 arasinda degisen oranlarda hasta kaybedilebildigi bildirilmistir. Gastrointestinal
sistem kanamalar, anemiye bagl gelisen kalp yetmezligi ve karaciger yetmezliginin dliimlere

neden oldugu rapor edilmistir.
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Kronik form, subakuttan daha silik bir tablo olusturur iken, bu olgularda zayiflama,
karaciger ve dalak biiyiikliigii disinda genelde hastalarda bir sikayet yoktur. Hastalar genel

yasantilarina normal olarak devam ederler (23, 24).

2.7.2.2. Kutanoz Leishmaniasis (KL)

Insan icin patojenik olan herhangi bir Leishmania tiirii kutandz lezyon olusturabilir.
Eski Diinya KL nin etkenleri genellikle L. major, L. tropica, L. aethiopica ve L. infantum’dur.
Sark ¢ibani, Antep ¢ibani, Halep ¢ibani, Delphi ¢ibani, Yil ¢ibani, giizellik ¢ibani olarak ta
bilinen Kutan6z Leishmaniasis genellikle deriyi ve bazen de deri ve mukozolar1 tutan ve iz
(skar) birakarak iyilesen lezyonlar ile karakterize bir deri hastaligidir. Morfolojik olarak tipik
KL lezyonu volkanik nodiil olarak tanimlanmaktadir. Bunun yaninda yumusak nodiiller,
iilserler, satellit papiiller, subkutan nodiiller ve buzdagi nodiil olarak adlandirilan 6zel tipler

tanimlanmustir.

Sark ¢iban1 her yasta gorilebilir. Genellikle viicudun ortiilmeyen kisimlarinda
lezyonlar yapar. Bu lezyonlar en ¢ok yiiz, ense ve ekstremitelerde goriiliir. Ancak, gévdede,
saclt deride ve hatta peniste de lokalize oldugu bildirilmistir. Parazitin organizmaya girisinden
sonra ilk lezyonun belirebilmesi i¢in 2-12 haftalik bir devrenin ge¢mesi gerekir. Hastalik

klinik bulgular bakimindan basglica iki gruba ve alt gruplara ayrilir (2).

I) Lokalize kutan6z leishmaniasis.
A- Akut kutandz leishmaniasis. a) Kuru tip.
b) Yas Tip.
B- Kronik kutan6z leishmaniasis.
C- Rezidivan Leishmaniasis
I1) Jeneralize lutandz leishmaniasis: a) Diffiiz kutandz leishmaniasis

b) Leishmanid
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1. Lokalize Kutan6z Leishmaniasis

A. Akut Kutan6z Leishmaniasisi: Kuru tip ve yas tip olarak ayrilir

a. Kuru tip kutanoz leishmaniasis: Etkeni Leishmania tropica minor olup 6zellikle
kentsel kesimlerde goriiliir. Iki aydan daha fazla siiren kulucka ddneminden sonra
phlebotomlarin 1sirdig1 yerlerde kiigiik, kasintili 2 - 3 mm c¢apinda kahverengi - kirmizi renkte,
kenarlar1 diizensiz bir papiil olusur. Papiiliin zemini biraz kanlhidir. Papiil yavas yavas biiylir,
cevresine yayilir, alt dokulara infiltre olarak bir tiiberkiil veya nodiil haline gecer. Bu nodiil
hafif sert kivamli, yiizeyi parlak kirmizi-mor renktedir. Uzerinde hafif bir deskuamasyon olur.
Zamanla merkezden baslayan bir iilserasyon gelisir, 3-4 ay i¢inde bu iilserasyon iizerinde sert
bir kurut olusur ve bu kurutun kaldirilmasi zordur. Kurut kaldirildiginda alt yiiziinde pek ince
olmayan uzun ¢ikintilar goriiliir. Buna Hulusi Behget’in “Civi belirtisi ( Signe de Clou )” ad1
verilir. Civi belirtisini meydana getiren epitelyal uzantilardir. Bu uzantilarda paraziti bulmak
kolaydir. Civi belirtisi hastaligin baslangicindan 3-4 ay sonra belirgin olur. Lezyonlar
genellikle 1-2 cm ¢apinda olup, bazen daha biiyiik veya kiiciik olabilir. Sayilar1 genellikle
tektir, fakat bazi olgularda birka¢ tane goriilebilir. Agrisiz olan lezyonlarda bol parazit
bulunur. Sekonder infeksiyonlar gelistiginde lezyonlar agrili olur. 8-12 ayda tlsere lezyon,
graniilasyon dokusunun ortaya ¢ikmasiyla skar birakarak iyilesir. Boylece hastalik bir yil

kadar siirdiiglinden bazi yorelerde buna “Y1l Ciban1” ad1 da verilmistir.

b. Yas tip kutanéz leishmaniasis: Etkeni Leishmania tropica major’diir. Hastaligin
seyri daha hizlidir. Daha ¢ok kirsal alanlarda goriiliir. Lezyonlar 1-2 haftada iilserlesir,
lezyonlarda parazit sayisi az olup iyilestiginde derin skarlar birakir. Olgularin % 70’inde lenf
bezleri tutulur. Lezyonlar genellikle ekstremitelerde yerlesmislerdir. Iki aydan az bir kulugka
doneminden sonra enfekte phlebotom’un 1sirdigi yerde kirmizi, 6demli, agrili bir papiil
olusur. Inokiilasyon yerinin gevresini 5-10 mm capinda papiiller sarar. Daha sonra cap1 1-2
cm’e kadar varan bir nodiil halini alir. Iki hafta sonra bu nodiil merkezden iilserlesir ve

kizarir. Ulser genislerken kabarir. 2-3 ay devam eden lezyonlar 3-6 cm capma ulasir.
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Ulserasyon gevresi konjesyonlu, hafif sert ve agrilidir. Kurut kaldirilirsa veya diiserse 1-3 mm
derinliginde bir ilser goézlenir. Kenarlar1 belirgin ve diizensizdir. Lezyon yakinindaki
lenflerde lenfanjit gelisir. lyilesme genellikle bir kag aydan bir yila kadar siirer ve yerinde

skar birakir.

B. Kronik Kutanoz Leishmaniasis:

Yash insanlarda hastalik kronik bir hal alabilir. Cocuklarda bir yilda iyilesirken,
yaslilarda yillarca siirebilir. En ¢ok goriildiigii yer yiizdiir. Lezyonlar tek veya cok sayida ve
degisik biiyiikliikte eritemli, infiltre plaklar halindedir. Bolgesel lenfadenopati, drenaj ve
akint1 yoktur. Kronik agrisiz bir seyir gosterir. Histolojik olarak iist ve alt dermiste Langhans
dev hiicrelerinin bulundugu tiiberkiiller goriiliir. Buna ek olarak histiyositik ve mononiikleer

infiltrasyon vardir.

C. Rezidivan Leishmaniasis (kronik lupoid leishmaniasis):

Leishmaniasis skatrisi cevresinde iyilesme sonrasinda ufak, kirmizi-kahverengi,
kahverengi-sart papiiller veya tiiberkiillerin gelismesi ile karakterizedir. Bunlar birleserek
lupus vulgarise benzer bir goriinim alirlar ve plak olustururlar. Lezyonlar genellikle yaz
aylarinda kdétiilesir ve iilserlesebilirler. Psoriaziform sekilleri olabilir. Nadiren de keloidal ve
verriik6z formlar alt ekstremitelerde goriilebilir. Lezyonlarda parazit nadir olarak bulunabilir.
Kiiltiirde zor da olsa paraziti tiretmek miimkiindiir. Rezidivan lezyonlar parazitin tiirlerine
kars1 o6zel bir reaksiyon degildir. Konagin reaksiyonuna baglidir. Bu lezyonlar yillarca
stirerler, genislerler ve sonunda skatris birakarak iyilesirler. Histolojik olarak akut ve kronik
sekillerdeki oOzellikler goriiliir. Epidermal degisiklikler degisken olabilir ve dermiste orta

derecede tiiberkiiloid yap1 goriiliir. Parazit ancak ¢ok dikkatli inceleme ile bulunabilir (2, 25).
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II. Jeneralize Kutanoz Leishmaniasisleri

Govdenin ¢esitli boliimlerinde lezyon agisindan zengin, ¢ok sayida lezyonlarla
karakterizedir. Morfolojik olarak lepromatéz lepraya benzer. Hastalardaki hiicresel
immiinitede spesifik bir yanit yetersizligi mevcuttur. Ciinkli visseral ve sistemik tutulma
yoktur. Asir1 sayida parazite maruz kalmanin lenfosit aktivitesini baskiladigi ve sonugta

azalmis immiin yanitin olustugu iddia edilmektedir.

a. Diffiiz Deri Leishmaniasisi (Dissemine Anerjik Leishmaniasis, Leishmaniasis

Cutis Diffusa):

Deri leishmaniasislerinin lepraya benzeyen jeneralize formu, Orta ve Gliney
Amerika’da ve son olarak Etiyopya ve Japonya’da goriilmistiir. Hastalikta lezyonlar iilsere
olmayan nodiillerdir. Lokal olarak yayilir ve derinin biiyiik alanlarini kapsar. Lezyonlar yavas
yavas gelisir ve kroniklesir. Hastalik i¢ organlari tutmaz. Lezyonlarda bol sayida parazit
bulunur. Leishmanin testi negatiftir. Karakteristik histolojik bulgu olarak amastigotlar ile dolu

makrofajlar gozlenir.

b. Leishmanid:

Cok seyrek goriilen bu tabloda akut kutandz leishmaniasisli hastalarda jeneralize
eriipsiyonlar ortaya ¢ikar. Leishmanid lezyonlar1 parazit icermezler. iki ii¢ ay siirebilen bu

tablo asemptomatiktir (2).
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Kutanoéz Leishmaniasis’te Bagisiklik

Kutanoz Leishmaniasis iyilestikten sonra kisilerde yasam boyu siiren kalict bir
bagisiklik gelisir. Bu bagisiklik tiire 6zgiidiir ve bir tlire bagisik olanlar diger tiire duyarlidir.
Bundan dolay1 L. donovani infeksiyonu L. tropica infeksiyonuna karsi bagisiklik vermez,
yalniz L. major’un L. tropica’ya kars1 bagisiklik verebildigi, fakat
L. tropica’ nin bunu yapamadig1 yine L. braziliensis ile L. mexicana arasinda boyle bir iliski

oldugu kabul edilmektedir (26).

2.7.2.3. Mukokutanoz Leishmaniasis (ML) (Espundia)

Bu hastaligin etkeni L. Brasiliensis’dir. Bir veya birka¢ deri lezyonu ile baslar.
Nadiren kendiliginden 1iyilesirse de genellikle diizgiin olmayan bir sekilde yayilarak
oronazofaringeal mukozaya yerlesir. Burundaki lezyonlar sonucu septumda ve burun
kanatlarinda doku kaybi1 ve deformiteler olusur. Destriiksiyon ilerlerse burnun, iist dudagin,
hatta alt g6z kapaginin tamamen harabiyeti sonucu ¢ok ¢irkin bir goriinim olusur.
Lezyonlarin yumusak damak, dil, farinks, larinks ve trakeaya yayilmasi sonucu disfaji, disfoni

hatta asfiksi meydana gelebilir (2, 25).

2.7.3. Tam

Saglik bakanligi’nin organizasyonunda Parazitoloji ve Dermatoloji uzmanlari
tarafindan hazirlanan “’Kutanéz Leishmaniasis (KL) Olgularin’da Tanisal Yaklasim’in

asamalar1 asagidaki sekildedir: (4, 27)
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1. Genellikle viicudun giysi ile ortiilmeyen acik olan kisimlarindaki deriye lokalize,

2. Uzun siiredir (en az 1 ay) iyilesmeyen,

3. Sekonder olarak bakterilerle enfekte olmadik¢a agrisiz,

4. Eritemli papiil, nodiil, nodiilo-iilseratif, plak, {ilsere plak seklinde lezyon

5. Ulserlesmis lezyonlarin iizerinde alta sikica yapisik krutlu, kenarlari lastik silgi kivaminda
endiirasyon gosteren (merkezi krateri olan volkan bigiminde) lezyon,

6. Lezyonlar yaz aylarinda ve geceleri aktif olan tatarcik sineginin beslenmek i¢in kan emdigi
deri bolgesinde, 4-8 aylik inkiibasyon doneminden sonra ortaya ¢ikan, agrisiz,

eritemli bir papiil seklinde baslar. Lezyon, 1-2 ay icerisinde giderek biiyiiyerek 1-2 cm caplt
nodiile doniisiir. Nodiiler lezyon zaman igerisinde merkezden iilserleserek krutla kaplanir.
Tedavisiz olgularda lezyon dogal seyri genellikle 1-1,5 yillik siire¢ igerisinde Omiir boyu
siiren depresif skar birakarak iyilesir. Iyilesmeden sonra kisiyi émiir boyu reinfeksiyonlara
kars1 koruyan dogal bir bagisiklik gelisir.

7.Endemik olmayan bolgelerde de yukaridaki klinik tanimlamaya uyan lezyona sahip
olgularda, dzellikle yaz aylarinda endemik bolgelere (Ornegin, Giineydogu Anadolu ve

Dogu Akdeniz Bolgesine) seyahat ykiisii acisindan ayrintili anamnez alinmalidir (4, 27).

Kutanoz Leishmaniasisinin tanisinda cografik bolge, klinik goriinlim ve laboratuar
bulgular1 6nemlidir. En basit tan1 yontemi pastor pipeti ile lezyonun kenar kismindan alinan
serdzitenin veya alinan biyopsi materyalinin lama siiriilmesi ile elde edilen preparatta hiicre
icinde veya disinda amastigotlarin gosterilmesidir. Parazitin belirlenmesi direkt smear, kiiltiir
ve hayvan inokiilasyonlari1 ile miimkiindiir, Dokudan 6rnek temini i¢in igne biyopsisi de

kullanilabilir.

Kutanéz Leishmaniasis siipheli lezyonun kenarindan, saglam deriyle birlestigi sinir
cizgisinden alinan Ornegin giemsa ile boyama sonrasi, mikroskopta 100’lilkk imersiyon

objektifte incelenmesinde hiicre disinda veya iginde parazitin goriilmesi miimkiin olmaktadir.

23



Leishmaniasisin biitiin sekillerinde oldugu gibi Kutandz Leishmaniasiste de
mononiikleer fagositik hiicrelerin i¢cinde 2-5 pm boyutundaki amastigotlarin varligin
saptamak oldukca gili¢ olmaktadir. Amastigotlarin etrafin1 ¢eviren plazma membrani, koyu
boyanan ve daha biiylik¢e bir ¢ekirdek ile nisbeten kii¢iik yine koyu boyanan ve DNA igeren
cubuk sekilli kinetoplast ile ayirt edilebilmektedir (10).

Kutanoz lezyonlarda lezyon kenarindan alinan materyal, kiiltiir ve smear igin
kullanilishdir. Ulser kenarindan alman full thickness materyal kiiltir ekimi icin
kullanilabilecegi gibi fikse edilerek Giemsa veya hematoksilen eozin (H.E.) ile boyanabilir.
Giemsa ile parazitler aragtirilir, H.E. yOntemi ile histolojik inceleme yapilabilir. Biyopsi

materyalinden hazirlanacak preparatlar yine Giemsa ile boyanabilirler.

Lezyonun bulundugu bélgeden, lezyonu kanatmadan alinan materyal N.N.N
(Novy, Mac Neal, Nicole), RPMI (Media Designed at Roswell Park Memorial Institute)
modifikasyonlart RPMI 1629, RPMI 1630, RPMI 1640 ve Schneider’in besiyeri basta olmak
lizere ¢esitli besiyerlerine ekim yapilarak amastigotlarin promastigotlara doniisiip
doniismedigi kontrol edilir(4, 6, 12). Genellikle N.N.N (Novy, Mac Neal, Nicole) besiyerinde
21 giin iginde, RPMI ve Schneider’in besiyerinde 4-5 giinde iireme ger¢eklesmektedir(4, 6).
Golden hamster bircok leishmania tiiriine kars1 ¢ok duyarlidir. Intraperitoneal ve intrakutandz

inokiilasyon uygulanabilir.

Hiicresel immiinite ve ge¢ hipersensitiviteyi Leishmanin veya Montenegro deri testi ile
degerlendirmek miimkiindiir. Humoral antikorlarin belirlenmesi ise kompleman fiksasyon
testi (CFT), haemagliitinasyon testi (HI), indirek floresan antikor testi (IFAT), immiin
elektroforez ve enzim-linked imunoabsorbent assay (ELISA) yontemleri ile miimkiindiir (4,

28).
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In-vitro kiiltiirlerden elde edilen ekzoantijen preparatlarin intradermal uygulamasiyla
yapilan deri testlerinde erken ve geg tipte iki reaksiyon olusur. Erken reaksiyonun tanida yeri
yoktur. Fenolize edilmis promastigotlarin intradermal injeksiyonundan 48-72 saat sonra
olusan geg tipteki reaksiyon (Montenegro deri testi) tanida olduk¢a degerlidir. Olusan endiire
nodiiliin ¢apina gore skorlama yapilir (2,25). Ancak bu testler eski ve yeni infeksiyonu ayirt

edememektedir (4).

Son yillarda hastaligin tanisinda kinetoplast DNA’sinin yapisi, antijen incelemeleriyle
tiirlerinin tanimlanmasi yoluna gidilmistir. Cesitli molekiiler yontemler ile infeksiyon tanimi
icin Leishmania DNA’sin1 bulma ve tiirlerin tanimlanmasi hedeflenmistir. Bir¢cok arastirmaci
tarafindan Leishmania’ya 6zgili olarak belirlenen primerler ile polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) amplifikasyonu yapilarak (niikleer veya minicircle kinetoplast DNA, subunit suRNA

veya miniekson DNA sekanslari) tiir tayini tespit edilmektedir.

Leishmania tiirlerini tiplendirmek i¢in kullanilan metodlar multiplex PCR, rastgele
amplifiye polimorfik DNA (RAPD), single-strand konformasyon polimorfizimi, restriksiyon
fragment length polimorfizm (RFLP) ve DNA dizi analizi kullanilmaktadir. DNA’ya dayali
bu genotipik molekiiler teknikler diger tan1 yontemlerine oranla daha giivenilir ve spesifiktir

(6, 29,30).

Kutanéz Leishmaniasis olgularinda kullanilan laboratuar tan1 yOntemlerinin

karsilastirilmast Tablo 2. 6.’da gosterilmektedir.
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Tablo 2. 6. Kutan6z Leishmaniasis’te kullanilan laboratuar tan1 yontemlerinin
karsilastirilmasi (41,42).

Yontem Avantajlar Dezavantajlar
Direk -Basit -Parazit sayis1 yliksek olmadiginda
mikroskobi diisiik duyarlilik gostermesi
-Direk yontem
-Benzer yapidaki organizmalari
-Maliyeti diisiik ayirt edilememesi
-Deneyimli personele gereksinim
Serolojik -Basit ve hizli -Standardize ayiraglarin gerekliligi
yontemler
-Cok sayida 6rnegin -Aktif ve gecirilmis yada latent
incelenmesine elverisli infeksiyonun ayirt edilememesi
-Diistik o6zgiilliik
Kiiltiir -Canli parazitlerin saptanabilmesi | -Pahal1 ve yavas
Yontemleri )
-Ornekde parazitlerin canliliginin
stirdiiriilmesi gerekli
-Tiirler arasinda varyasyonlarin
saptanmasi
Molekiiler | -Dogrudan parazitin tiiriiniin -Cok asamal1 ve pahali
Yontemler | arastirilmasi ve ayrim )
-Inhibitodrler ve kontaminasyon
-Canli, cansiz her paraziti nedeniyle olas1 negatiflik
taniyabilmesi
-Parazit sayis1 diislik oldugunda
bile yiiksek duyarlilik géstermesi

2.7.4. Tedavi

Kutandz Leishmaniasis tedavisinde, leishmania tiirii, leishmaniasisin klinigi, lezyonun
yeri, siddeti, sayist ve kisinin immun durumuna bagli olarak, sistemik ilag tedavisi,
intralezyoner tedavi, topikal tedavi veya fiziksel yontemlerden herhangi biri ya da birkaci
birlikte uygulanmalidir (29).

Basit KL tedavisiz iyilesir ve kiside o tiire kars1 immiinite gelisir. Bu ylizden Giiney-
Bati Asya’nin bir¢cok bolgesinde bebeklerin kalgalarinda bilerek infeksiyonun gelismesi
sonraki muhtemel

saglanmakta ve dolayisiyla daha infeksiyonlara karsi bagisiklik

saglanmaktadir. Boylece ¢ocuk multipl lezyonlardan ve yilizde gelisecek sekilsiz skarlardan

26



korunmusg olur. Bu immiinite gelisimi daha ¢ok L. tropica ve L.major ‘un etken oldugu
kutanoz leishmaniasiste koruyucudur ve tedavi edilmeksizin spontan iyilesme gergeklesebilir.
Bu ylizden bu tiirlerin infeksiyonlarinda ila¢ kullanilmaksizin 6zellikle endemik bolgelerde
takibi yeterli olabilmektedir. lyilesmenin bir y1l ya da daha fazla siire alabilmesi nedeni ile
ozellikle endemik bdlgelerde iyilesme siiresinin azaltilmasi amaci ile lezyonun tedavi
edilmesi onerilmektedir. L. mexicana ve L.braziliensis’in neden oldugu kutandz leishmaniasis
daha ciddi ve daha uzun siirelidir. L. braziliensis tlirii mukokiitan6z hastaligina neden oldugu

icin bu tiiriin tespit edildigi hastalara sistemik tedavi baslanilmalidir (31-34).

Tedaviye direncli olan L. aethiopica’nin neden oldugu leishmaniasis tablolar1 hari¢
tiim Leishmania infeksiyonlarinda ilk se¢enek bes degerli antimon bilesiklerinin kullanimidir.
Leishmaniasisin diger tiirleri, sodyum stiboglukonat (Pentostam®) veya meglumine antimonat
(Glucantime®) gibi bes degerli antimon bilesikleri ile uzun siireli giinliik enjeksiyonlar
seklinde tedavi edilirler. Antimon ile ilk Kutan6z Leishmania tedavisi 1913 yilinda Viyana’da
Tartar emetik kullanilarak tedavi edilmistir. 1937 yilinda pentavalan tartar emetikten daha az
toksik olan Salustibosan kullanilmistir. Pentostam ve Glucantime savas yillarinda Ingiltere ve
Fransa’da Salustibosan yerine gelistirilmistir. Halen Leishmania’ya kars1 daha etkili ve daha
az toksik baska ila¢ gelistirilememis olup Diinya Saghk Orgiitii tarafindan Pentostam ve
Glucantime halen ilk ilag olarak Onerilmektedir. Antimon kullanilirken elektrokardiografi
(EKG) degisiklikleri, karaciger, bobrek fonksiyonlari, aritmi ve akut bobrek yetmezligi
yoniinden hastalar takip edilmelidir (2, 35-37).

Kutanoz Leishmaniasiste tedaviye baslamadan 6nce yaranin ikincil bakteri ile
enfekte olup olmadigi saptanmalidir. Eger varsa antimon bilesiklerine ek olarak
antibiyotik ve antifungal ilaglarin da tedaviye eklenmesi gereklidir. Kullanilan ilaglar
lezyon i¢ine veya eger lezyonun yeri icine enjeksiyon yapmaya uygun degilse veya

fazla sayida lezyon varsa kas icine uygulama tercih edilmektedir(31, 38).
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Diger bir grup ilag ise katekonazol, amfoterisin-B, allopurinol, pentamidin’dir. Ancak
bu ilaglar giiglii toksisiteleri yiiziinden diger tedavilerden yanit alinamayan olgularda
kullanilmaktadir. Bu klasik ilaglarin yani sira ¢ok ¢esitli ilaglar ve tedavi yontemleri KL de

kullanim alan1 bulmaktadir.

2.7.4.1. intralezyoner Tedavi

Intralezyoner injeksiyon, enfekte lezyonun icerisine yiiksek konsantrasyonda sodyum
stiboglukonat veya meglunim antimoniat seklindeki antimon bilesiklerinin verilmesidir. Eski
Diinya Kutan6z Leishmaniasis’un endemik oldugu bolgelerde, lezyonun az sayida ozellikle
yeni, basit oldugu durumlarda, lezyonun eklem hareketlerini kisitlamayacak veya estetik
acidan risk tasimayan viicut bolgelerinde oldugunda ve lokal lenf nodu tutulumunun olmadigi

lezyonlarda intralezyoner tedavi tercih edilmektedir (31,32).

2.7.4.2. Sistemik Tedavi

Sistemik tedavide ilk tercih edilen ilag pentavalan antimoniyallerdir. Yeni Diinya
Kutanoz Leishmaniasis’unda 20 mg/kg/giin dozunda 20 giin uygulanan sistemik Salustibosan
tedavisi olgularin %90’1nda iyilesme saglamaktadir. Antimon bilesiklerinin etkisiz oldugu
durumlarda ikinci tercih edilen ilag amfoterisin B’dir. Bu ila¢ dozu 1,5-2 g olacak sekilde giin
asr1 0,5-1 mg/kg olarak uygulanir. Multipl, yaygin direngli, lenfajitle birlikte sereden veya

mukozal tutulumun oldugu lezyonlarda sistemik ilag tedavisi tercih edilir (39).

2.7.4.3. Lokal Tedavi
Paromomisin pomadin (Beyaz yumusak parafin i¢inde %15 paromomisin, %12 metil
benzetonyum klorid) 10 giin boyunca giinde iki kez uygulandiginda L.tropica ve L.mexicana

i¢in etkilidir (31,32).
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2.7.4.4. Fiziksel Yontemler

Keskin bir alet vaya koterizasyon ile lezyonun kazinmasi ¢ok eski yillardan beri

uygulanan bir tedavi yoOntemidir. Ancak bu metodlarin tekrarlama olasiliklar1 yiiksektir.

Kritoterapi, sicak uygulama, radyoterapi, lazer, kiiretaj ve cerrahi eksizyon Kutandz

Leishmaniasis’te uygulanan diger fiziksel yontemlerdir (40).

Tablo 2. 7.’de Kutanéz Leishmaniasiste kullanilan ilaclar veya tedavi yontemleri

smiflandirilmigtir. Tablo 2. 8’de Leishmaniasisin Klinigine gore Tedavi segenekleri

verilmistir.

Tablo 2. 7. Kutandz Leishmaniasis tedavisinde kullanilan g¢esitli ilaclar veya tedavi

yontemleri

ilac veya Tedavi Yontemi

Antimon Bilesikleri
— Stibofen (Fuadin)

— Meglumin antimonat (Glucantime)
— Sodyum stiboglukonat (Pentostam)

Sistemik Metranidazol

Dihidroemetin

Klofazimin

Nifurtimoks

Antimalaryal ilaglar

—Mepakrin(Quinacrine hydrochloride)

Amfotericin-B

. Monomisin
— Klorokin Allopurinol
Diamidine Bilesikleri Paromomisin
— Pentamidin Berberin tiirevleri
— Stilbamidin Bleomisin
Kriyoterapi Rifampisin
Elektrokoagiilasyon Isoniazid
Fitoterapi Ketokonazol, Flukonazol
Sarimsak Itrakonazol, PX 6518
Echinacea Topikal imidazol
Immiinoterapi Sikloguanil pamoat
—BCG . ) a Atebrin
— BCG + Leishmanial antijenler - -

. Miltefosin
— Interferon (IFN)-y - —
Azitromisin

— IFN-y + Antimon bilesigi
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Tablo 2. 8. Leishmaniasis klinigine gore tedavi segenekleri

Kutanoz Leishmaniasis Tedavisi

Tedavi Onerilen Doz | Klinik Etkinlik Yan Etkiler
Meglumin 10 giin, 20 Standart pentavalan | Sb bilesikleri, yiiksek seviyede bir
antimonat mg/kg/giin antimon bilesikleri, | toksisite gosterirler. Yorgunluk,
(Glucantime), | (IM veyaIV) | direng gostermeyen | bulanti, kas ve eklem agrilari, artmis
Pentavalan alanlarda % 90 — transaminaz seviyeleri, EKG
Antimonial 100’e varan degisikligi, kardiyotoksisite siktir.
iyilesme saglar. Ayrica bazen hepatik ve renal
disfonksiyon, sok ve nadiren ani
Oliim goriiliir.
Stiboglukonat ]130 giin Meglumin Meglumin antimonat ile benzer
oyunca antimonat ile
(Pentostam), snde iki k b
Pentavalan gunde 1«1 kez, | behzer
Antimonial 20 mg/kg/giin
(IM veya 1V)
15 doz, 2-4 Surinam’daki bir Sik hipotansiyon, diabetes mellitus
Pentamidin mg/kg, IM caligmada, izleminde izlenen hipoglisemi, renal
. pentamidinin %90 | hasar, enjeksiyon bolgesinde agri,
(aromatik P )
L L lyilesme G.I. disturbans, kusma
diamidin)

orani bulunmustur.

Mukokutanoz Leishmaniasis Tedavisi

Tedavi Onerilen Doz | Yan Etkiler
. 30 giin Sb bilesikleri, yiiksek seviyede bir toksisite gosterirler.

(Slglel;(zg?tl:rgt)lat boyunca Yorgunluk, bulanti, kas ve eklem agrilari, artmis

Pentavalan giinde iki kez, | transaminaz seviyeleri, EKG degisikligi, kardiyotoksisite

Antimonial 20 mg/kg/giin | siktir. Ayrica bazen hepatik ve renal disfonksiyon, sok ve
(IM veya IV) | nadiren ani 6liim goriliir.

Visceral Leishmaniasis Tedavisi

Tedavi Onerilen Doz | Yan Etkiler

. 30 giin Sb bilesikleri, yiiksek seviyede bir toksisite gosterirler.

(Slglel;(zg?tl:rgt)lat boyunca Yorgunluk, bulanti, kas ve eklem agrilari, artmis

Pentavalan giinde iki kez, | transaminaz seviyeleri, EKG degisikligi, kardiyotoksisite

Antimonial 20 mg/kg/glin | siktir. Ayrica bazen hepatik ve renal disfonksiyon, sok ve
(IM veya IV) | nadiren ani 6liim goriiliir

Antimoniallere | 5 hafta, Sik hipotansiyon, diabetes mellitus izleminde izlenen

direncg olursa: | haftada 3 kez, | hipoglisemi, renal hasar, enjeksiyon bolgesinde agri, G.1.
4 mg/kg disturbans, kusma

Pentamidin

(aromatik

diamidin)

Antimoniallere | 20 giin, glinde | Asir1 toksisite: jeneralize agri, konviilziyonlar, anaflaksi,

direng olursa: | 1 mg/kg, IV flushing, tirtemeler, ates, flebit, anemi, trombositopenti,
nefrotoksisite

Amfoterisin B

(polien

makrolid

antibiyotikler)
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3. HIBRIDOMA TEKNOLOJISI

3.1. Monoklonal Antikorlar

Omurgali bir hayvanin viicuduna yabanci bir madde girdiginde ya da viicuduna
enjekte edildiginde olusan immiin cevap plazma hiicreleri tarafindan antikorlarin salgilanmasi
seklinde olur. Baglanma bolgeleri igeren immiinoglobulin molekiilleri yabanci maddenin
yiizeyindeki belirli determinantlar1 ya da antijenini tanir ve baglanir. Yabanci maddeyi etkisiz
hale getiren ve yok eden bir¢ok islemde antikor ile antijen birlesmesi olur. Antikorlarin
immiin cevaptaki dogal islevinin yaninda, belirli molekiilleri ya da hiicreleri belirlemek ve
onlar1 bir kompleks karisimdan ayirt etmek i¢in spesifitelerinden yararlanilmasi arastirmacilar

i¢in 6nem tasimaktadir (43).

Her bir fare kendi B lenfositleri tarafindan sentezlenen on milyon birbirinden farkli antikor
sentezleyebilir. Her bir antikor tek bir antijenik determinanti taniyabilir. Bir determinanta
kars1 farede olusan immiin yanit incelendiginde, yalnizca antijenlerin epitop sayisit kadar
antikor tipinin oldugu goriiliir. Uygun absorbsiyon ya da allojenik immiinizasyon teknikleri
kullanilarak antikor gesitliligi tek bir determinanta karsi sinirlandiginda, olusan serumlarin
antikor titreleri diisiiktiir, stnirli miktarda antikor elde edilir ve yeni bir hayvanda ayni spesifik

antikoru tiretmek giictiir (44).

1960'lara kadar myeloma proteinlerinin  yapist  arastiricilar  tarafindan
aciklanamamistir. Daha sonraki zamanlarda Michael Potter, ilk defa myeloma hiicrelerinin
fare iizerinde uyarilmasimi saglamis ve bdylelikle ¢cok miktarda monoklonal antikor
tiretebilmistir. Ancak bircok denemeye ragmen bir antijene karsi olusturulmus spesifik antikor

sentezleyebilen tlimorleri uyarmak miimkiin olamamistir. Daha sonra Leo Sachs ve

31



arkadaslar1 doku kiiltlirtinde bir fare myeloma hiicre dizisi liretmeyi bagsarmislar, ama daha
sonra bu hiicre dizisini koruyamamislardir. 1973’lerde Richard G. Cotton, David S. Secher ve
Cesar Milstein ilk kez kiiltiire edilmis hiicre dizisi tarafindan salgilanan bir fare myelom
proteinin yapisal mutantlarim1 iretmislerdir. Matthew D. Scharff tarafindan yapilan
arastirmalar, paralel olarak kiiltiire alinmig hiicrelerdeki spontan mutasyonlar sonucu iiretilen

proteinlerin yapilar1 ve ayrica mutasyon sikliklar1 hakkinda bilgi vermistir (43,44).

1975'te C. Milstein ve G. Kohler, hiicre fiizyonunu saglayan bir ajanin varliginda,
kararlastirilmig bir antijen ile immiinize edilmis farelerin dalagindan alinmig lenfositler ile
myeloma hiicrelerini birlestirmislerdir. Ik denemelerde immiinojen olarak koyun kirmizi kan
hiicrelerini kullanmislardir. Olusan hibridoma hiicreleri B lenfositlerinden antikor salgilama
ozelliklerini, myeloma hiicrelerinden ise Olimsiizlik O6zelliklerini alarak tek bir antijenik
determinanta kars1 cok miktarda 6zgiil antikor iireten klonlar kiiltiirde iiretilmistir. Ik kez,
spesifitesi onceden tespit edilen bir monoklonal antikor salgilayan fiizyon hiicresi (hibrit
hiicre) hiicre kiiltiir ortamlarinda stirekli olarak gelistirilebilmistir. Aym yillarda Jonathan C.
Howard ve Geofrey W. Butcher fare doku uygunluk antijenlerine kars1 bir dizi monoklonal
antikor Uretmislerdir (44, 45). Hibrid hiicreler tek tek klonlanabilir ve her bir klon tek bir
antijenik determinanta karsi ¢ok miktarda benzer antikor iiretir. Her bir klon uzun siire
saklanabilir. Klon ornekleri kiiltiirde tretilebilirler ya da fazla miktarda monoklonal antikor
iiretimi i¢in hayvanlara enjekte edilebilirler. Bu genel metotla iiretilen yiliksek 6zgiinliikteki
monoklonal antikorlar bir¢ok biyolojik arastirma ve klinik tip alanlarinda kullanilmaktadir

(46).

Kohler ve Milstein'in gelistirdigi hibridoma teknigi, monoklonal antikor {iretiminde
onemli bir doniim noktasi olmustur. Bu yontem ile kararlastirilan antijene spesifik
monoklonal antikor {iireten hibrit hiicreleri se¢mek i¢in gelistirilen hibridomalarin deney
hayvanlarina enjekte edilmesiyle sinirli sayida monoklonal antikor liretmek miimkiindiir.
Bunun disinda ¢ok sayida hibrit hiicre elde etmek i¢in in vitro kosullarda uygulanan ¢ok

cesitli yontemler gelistirilmistir. Bu iiretim sistemlerinin basarisi, hiicrelerin ¢ogalmast ve
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monoklonal antikor {iretme aktivitesi gibi hibridoma yonteminin O&zelliklerine baglidir

(47,48).

Georges Kohler ve Cesar Milstein somatik mutasyonlar {izerine yaptiklari
caligmalarinda, antikor sentezinin genetik kontrolii hakkinda daha ¢ok bilgi edinmek amaciyla
bolgesini ve antikor molekiiliiniin hafif ve agir zincirlerinin degisken bolgesini, digerinin ise
komplemanin baglanmasi, antikor molekiiliiniin membranlardan gecisi ve molekiiliin
membranlara baglanmas1 gibi effektor islevlerden sorumlu sabit bolgesini kodladig
goriilmiistiir. Her lenfosit, hiicredeki diger bir¢ok gen disinda tek bir V (variabl, degisken) ve
C (constant, sabit) gen cifti ile kodlanan bir antikor sentezler. Hiicrenin iki kromozomunun
her birinde bulunan V ya da C geninin farkli allelleri ya da varyant formlar1 bulundugunda

yalnizca kromozomlardan birinin iizerindeki allel aktiftir (46).

1973’de Cotton ve Milstein, biri fare digeri de rat dizisinden alinan iki myelom
hiicresini birlestirmislerdir. Bu hibrid hiicrelerin analizi sonucu parental hiicreler tarafindan
sentezlenen farkli zincir kombinasyonlarmi igeren yeni sentezlenen molekiillerin
salgilandigint gérmiislerdir. Buradan V ve C bdlgelerini kodlayan genlerin ayni kromozom
tizerinde oldugu sonucu ¢ikarilmistir. Tiim DNA kalib1 tamamlayici bir niikleer RNA ipligine
transkripte olur. V ve C bolgelerini kodlayan DNA dizileri arasinda intronlar bulunur. RNA
hiicresel enzimlerle muamele edilerek intron bdlgeleri kesilip ¢ikarilirsa V ve C bolgelerini
kodlayan diziler yan yana gelirler. Bu islemler immunoglobulin (Ig) zincir proteinini
sentezleyecek mRNA molekiiliinii olusturmak amaciyla yapilir. Bu hibrid myelom
(translasyon) deneyi V ve C dizilerinin tek bir RNA molekiilinde bir araya gelerek
birlestiklerini gostermistir. Bu sonug, her iki ebeveynden gelen bilgilerin baskin olarak

birlesmis hiicreler tarafindan eksprese olan hibridlerde allellik olmadigin1 da gdstermistir (49).

Bu bulgu, Ko&hler ve Milstein’de plazma hiicresinin siirekli spesifik antikor

salgilamasini saglamak i¢in bir myelom hiicresi ile normal bir lenfositin ya da plazma
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hiicresinin birlestirilebilecegi fikrini dogurmustur. Fiizyon islemi ile terminal hiicrede bir

antijenle uyarilmis B lenfositten tiiretilen plazma hiicresinde gergeklesen bir fonksiyonun,

elde edilecek olan hiicre dizisinde siirekli olusumu saglanir. ilk denemeler i¢in immunojen

olarak koyun kirmizi kan hiicrelerini se¢misler ve hiicre fiizyonunu saglayan bir ajan ile

bagisik farelerin dalak hiicreleri ve fare myelom hiicrelerini birlestirmislerdir (Sekil 3. 1).

Hibrid hiicreler segici besiyerinde belirlenmis ve immiinoglobulin salgiladiklari belirlenmistir.

Bunlarin bazilar1 kirmizi kan hiicrelerine karsi tretilen antikorlardir. Antikorun tek bir

molekiile olan spesifitesi tespit edilmis klonlar1 izole edilerek kiiltiirde tiretilmistir (43).

1975’de Jonathan C. Howard ve Geofrey W. Butcher, fare doku uygunluk antijenleri

ile hiicre doku reaksiyonlarinda rol oynayan hiicre yiizey belirteglerine karsi monoklonal

antikorlarin iiretildigi basarili bir fiizyon olayini1 gergeklestirmislerdir (43).
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Sekil 3. 1. Monoklonal antikor elde edilmesi
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Hibridoma teknigi, monoklonal antikor {iretiminde bu giine kadar kullanilan en etkili
yontemlerden biridir. Bu yontem arastirmaya yonelik ve tanisal materyaller olarak kullanilan
monoklonal antikorlarin gelistirilmesinde bir¢cok ticari firma tarafindan rutin olarak
kullanilmaktadir. 1975'ten beri bir¢ok antijene karsi spesifik reaksiyon gosteren 10.000'den
fazla hiicre klonu gelistirilmistir ve yeni ortaya ¢ikan infeksiyon hastaliklarinin hizli tanilart
ve tedavilerinde kullanilmak iizere monoklonal antikor gelistirme caligmalarina gereksinim

duyulmaktadir (50).

Hibridoma tekniginin dezavantajlari1 arasinda; fiizyon isleminin ¢ogunlukla kemirgen
hayvanlarin dalagindaki B hiicreleri ile sinirli kalmasi, kimyasal fiizyon isleminin rastgele
meydana gelmesi, kompleks karisimlara karsi antikor iiretiminin oldukca zor olmasi, doku
kiiltiiri uygulamalart i¢in gereken besiyeri, fetal bovine serum (FBS) ve bunun gibi

malzemelerin pahali olmasi sayilabilir (51).

Hibridoma teknigi bu dezavantajlarinin yani sira uygulanmasi kolay, oldukga etkili ve
giivenilir bir yontemdir. Hibrit hiicreler, epitop haritalama c¢alismalarinda ve in vivo
modellerde kullanilabilecek glikozillenmis monoklonal antikorlar iiretebilirler. Bu hiicreler
siirsiz sayida antikor iliretme kapasitesindedirler. Homojen preparat elde etmek icin basit bir
besiyerinde hibrit hiicre {iretimi ardinda antikorun iirettirilmesi ve saflastirilmasi islemine
gerek duyulmaktadir. Serum icermeyen kiltiir kullanilarak da daha disik maliyette

monoklonal antikor iiretimi gerceklestirilebilir (51).

Bir hayvanin bir antijen ile immiinizasyonu ile B lenfositler uyarilarak, antijeni
tanimak {izere aktif hale gelir ve ardindan antijen {lizerindeki ¢ok sayida epitop bdlgesinin
taninmasi sonucunda antikor liretimi gerceklesir. Her bir memeli hiicresinde B lenfositler,
genellikle 6-12 aminoasitten olusan tek bir epitopu taniyan antikor {iretme yetenegine sahiptir.
Tek bir B hiicresi ylizlerce antikor iiretmesine ragmen, bunlarin antijen baglama bdlgeleri
benzer yapidadir. Olusan immiin yanitin derecesi enjekte edilen antijenin immiinojenitesine

bagli olarak degisir. Bir ortamda birgok farkli B hiicresi tarafindan {iretilen antikor
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topluluklari, farkli antijenlere karsi 6zellesmis B hiicre klonlarindan kdken aldiklart igin
poliklonal olarak isimlendirilirler. B hiicreleri bir hayvandan alinip in vitro ortamda kiiltiire
edildiklerinde, herhangi bir degisiklige ugratilmamis ya da o6liimsiiz hale getirilmemislerse
birka¢ giin icinde o&liirler. Izole edilerek &liimsiizlestirilmis tek bir B hiicre klonuna
monoklonal denir. Poliklonal antikorlar ile kiyaslandiginda monoklonal antikorlar tek bir
antijene spesifik ve homojen 6zellik gosterirler. Bu 6zellikler, monoklonal antikorlarin tani
kitlerinin hazirlanmasinda ve terapdtiklerin gelistirilmesinde ve uygulanmasinda ¢ok etkili bir

materyal haline getirmistir (52).

Cogu kez poliklonal antikorlar, tarama testlerinin gelistirilmesi i¢in yeterli degildir.
Patojen iizerindeki c¢oklu epitop bolgesini ya da antijeni, korunmus yiizey epitoplar ile
patojenin bir¢ok serolojik susunu tanirlar, fakat ilgili suslar1 birbirinden ayirt edemeyebilirler.
Konak¢1 hayvanda iiretilen antikorlar igerisinde polispesifik antikorlar da bulunur. Bu
antikorlar, deneyde kullanilan antijen preparatindaki kontaminantlarla istenmeyen
reaksiyonlara yol acabilirler. Monoklonal antikorlarin en 6nemli 6zelliklerinden biri son
derece spesifik olmalaridir. Bir hiridoma soyu gelistirildigi zaman, antijene spesifik
monoklonal antikorlar biliylik miktarlarda kolayca iretilebilirler. Ayn1 zamanda bu
antikorlarin kullanimiyla, poliklonal antikor preparatlarinda goriilen ¢apraz reaksiyonlar da
Onlenir ve bagisiklanmis hayvanlardan yiliksek afiniteli monoklonal antikorlar kolayca

tiretilebilir (53).

3.2. Monoklonal Antikorlarin Kullanim Alanlari

Uzun yillardir antijenlerin tanimlanmasi, saflastirilmasi, miktarlarinin tespit edilmesi,
genetik haritalarinin ¢ikarilmasi, modifiye edilmeleri, se¢ilmeleri ve yerlerinin belirlenmesi
amactyla ticari serumlar kullanilmistir. Monoklonal antikorlar sinirsiz sayida elde edilebilen
saf maddeler olduklari i¢in zamanla bu ticari serumlarin yerini almislardir ve antikor

reaksiyonlarinda kullanilmislardir (44).
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1975te Kohler ve Milstein tarafindan myeloma hiicreleri ile yapilan fiizyon iglemiyle
normal antikor salgilayan B lenfositleri oliimsiiz hale getirilmistir. Bdylece antikor
spesifikligi ve tiretimindeki sorunlar giderilebilmistir (53). Son yillarda hibridoma hiicreleri
tarafindan iiretilen monoklonal antikorlarin kullanimi biyolojideki biitiin alanlara yayilmis ve

bu antikorlar serolojik uygulamalarda da kullanilmaya baglanmistir (54-58).

Monoklonal antikorlar ¢ok yliksek spesifiteye ve etkinlige sahip olmalar1 nedeniyle
tip, veterinerlik alanlarinda cok fazla kullanilmaktadirlar. Monoklonal antikorlar infeksiyon
hastaliklarmin arastirilmasinda, tanilarinda ve tedavilerinde kullamlabilirler. infeksiyon
etkenlerinin (bakteri, virlis, mantar, parazit, vs.) alt gruplarinin belirlenmesinde, hiicrelerin
hiicre yiizey proteinlerinin saptanmasinda ve salgilanan molekiillerin fonksiyonel
analizlerinde, ¢esitli hiicrelerin yiizey antijenik molekiillerine gore birbirinden ayrilmasinda
ve antijenik haritalarinin ¢ikarilmasinda, 6zel hiicre tiplerine karsi tek tip fenotipik
belirteglerin ~ belirlenmesinde, = molekiillerin  afinite ~ kromatografisi ~ yontemiyle
saflastirilmasinda, iyi bir protein yapisi elde edebilmek i¢in prob olarak kullanilmasinda,
hormon ve ilaglarin RIA teknigi ile belirlenmesinde, hormon ve ilag¢ iiretiminde,
immiinoterapide, as1 liretiminde kullanilabilecek uygunlukta immiinojenlerin secilmesinde ve
koruyucu antijen / epitoplarin tanimlanmasinda, tiimor lokalizasyonu ve siniflandirilmasinda,
organ transplantasyonunda, histokompabilite testlerinde, doku tiplendirilmesinde, kan
hiicrelerinin yiizey molekiillerinin ve kan gruplarinin belirlenmesinde, norokimya ve
embriyoloji alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica immiinoglobulinlerin
sentezlenmesinde, yapi1 ve fonksiyonlarinin incelenmesinde, fonksiyonel hiicre dizileri

olusturmak amaciyla da somatik hiicre hibridizasyon teknigi kullanilmistir (53, 58,59).

Gilinlimiize kadar bakteri, virlis, parazit, maya, bitki, kus ve memeli tiirlerini kapsayan
bir¢cok kaynaktan alinan enzim ya da izoenzim sistemleri, biiylik doku uygunluk antijenleri
(MHC), hiicre ylizeyi, tiimor ve farklilasma antijenleri, reseptorler ve hormonlar, enzimler ve
izoenzimler, kompleks karbonhidratlar, niikleik asitler ve glikolipitler gibi antijenlere 6zgii
monoklonal antikorlar Tiretilmistir. En fazla {iretilen monoklonal antikorlar memeli

enzimlerine kars1 yapilmistir (45, 60-66).
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Monoklonal antikorlar, somatik hiicre ve enzim molekiiler genetigi alanlarinda
spesifik problarin enzimleri tanimalarinda, enzim genlerinin molekiiler klonlanmasinda,
molekiiler spesifik mRNA molekiillerini zenginlestirmek amaciyla polizom presipitasyonu ve
enzimlerin immiinopresipitasyonu icin kullanilabilirler. Ayrica monoklonal antikorlar bir
ekspresyon vektor kiitiiphanesinden elde edilen enzim spesifik cDNA klonlarinin izolasyonu
icin de kullanilabilir. Monoklonal antikorlar, enzimlerin ve izoenzimlerin evoliisyonel

biyolojilerinin belirlenmesinde de yardimci olabilirler (58, 63).

Klinik alanda monoklonal antikorlar PLAP (Plasental alkalen fosfataz), PAP (Prostatik
asit fosfataz), ilirokinaz, ksantin oksidaz, alfa-cystohionaz ve terminal deoksiniikleotid
transferaz gibi tiimor belirtegleri olarak kullanilabilen enzimlerin ortaya c¢ikarilmasi ve
miktarlariin hesap edilmesinde, diger belirte¢ enzimlerinde birgok organ fonksiyonlarinin
izlenmesinde kullanilirlar. Bu enzimler i¢in kullanilan immiin yoOntemlerin ve
immiinositokimyasal yontemlerin yeniden diizenlenmesinde, immiinolojik saflagtirilmalarinda
yararli olabilirler. Ornek olarak ksantin oksidaza yonelik monoklonal antikorlar, gogiis
karsinomasinda kullanilan kemoterapik bir sitotoksik ajanla etkilenebilirler. Noraminidaz gibi
mikrobiyal ve viral enzimlere 06zgli monoklonal antikorlar yalnizca epidemiyolojik

arastirmalarda degil ayrica tedavide de 6nemli yer tutarlar (63, 67,68).

Tiimor tedavisinde kullanilan monoklonal antikorlar, toksik ilaglara yonelik olarak
belirli bir organin dokularma ya da spesifik tiimdr antijenlerine karsi olusturulmus
antikorlardir ve bu antikorlar ilacin etkisini yogunlastirmak ic¢in ilag molekiillerine
baglanabilirler ya da tiimor hiicrelerine karst antitiimdér antikorlar1 {iretmek icin

kullanilabilirler (43).

Monoklonal antikorlar, benzer histolojik goriiniimde olan tiimorlerin ylizey antijenik
molekiillerinin belirlenmesinde, kanda bulunan veya hiicrelere baglanmis olan tiimor

antijenlerinin ve alt tiplerinin tayininde, immiinotoksinlerin hazirlanmasinda, anti-timor
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spesifik antikorlara baglantili sitotoksik ajanlarla terapide ve tiimorle ilgili teshise yonelik

calismalarda kullanilmaktadirlar (69).

Teorik olarak, herhangi bir enfeksiydz ya da atesli bir hastalifin klinik seyrini
degistiren bir monoklonal antikor iiretilebilir. Bu hipotez, monoklonal antikorlarin gesitli
klinik hastaliklarda 6zellikle alloimmiin ve otoimmiin hastaliklarda kullanimina iliskin ¢ok
sayida calismanin yapilmasina Onciilikk etmistir. Monoklonal antikorlar, romatoid artrit
hastaliginda atesin diizeltilmesinde, Rh uyusmazligi, doku uyusmazlig: reaksiyonu ve kronik
iltihabi barsak hastalig1 (Crohn hastaligi), kronik astim, lenfoma, miyokardiyal enfarktiis ve
tilseratif kolit gibi bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde basartyla kullanilmislardir. Son yillarda
monoklonal antikorlarin sepsisin ve septik sokun patogenezinin degisiminde kullanilmasi

deneysel ve klinik alanda biiytik ilgi uyandirmistir (70).

Monoklonal antikorlarin ve tlirevlerinin kanser tedavisinde kullanimina yonelik birgok
calisma yapilmaktadir. Onciil B ve olgun B lenfositlerinin yiizeylerinde yer alan bir
transmembran proteini olan CD20 molekiiliine karsi iiretilen bir kimerik IgG; olan Rituximab
kanser tedavileri i¢in gelistirilmis ilk monoklonal antikordur. Giliniimiizde sadece insan
kokenli bir monoklonal antikor olan polivizumab, respiratuvar sinsityal viriise yonelik olarak
gelistirilmis, prematiire bebeklerde bronglarda ve akcigerlerde goriilen displazinin tedavisinde
basariyla kullanilmistir (48). Glinlimiizde ila¢ olarak kullanilan monoklonal antikorlar ve

hedef molekiilleri tablo 3. 1.’de verilmistir.

Monoklonal antikorlarin kanser tedavisindeki kullanimina iliskin bir diger yontem,
timor hiicresinin etrafina zararli radyasyon 1smi1 yayabilen radyoaktif maddeleri antikorlara
baglayarak onlar1 daha etkili hale getirmektir. Bu yontemin avantaji, yalnizca tiimor
hiicrelerinin 6ldiiriilmesi ve ilag yan etkilerin azaltilmasidir. Tiimor hiicreleri icin toksik
oldugu bilinen kemoterapdtik ilaclar da tiimor hiicrelerinin yiizey antijenlerine spesifik
monoklonal antikorlar bu amagcla kullanilabilir. Bu ydntemde sitotoksik ajanlar tiimor

hiicrelerine 6zgii antikorlar kullanilarak, sistemik ila¢ uygulamalarinin doz simnirlayict yan
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etkileri olmaksizin timor bolgelerinde yiiksek konsantrasyonlarda etki edebilirler.
Doksorubisin ve Calicheamisin gibi ila¢lar dogrudan monoklonal antikorlara baglanabilirler.

Calicheamisinin bu sekilde viicuda verilmesi klinik alanda kullanimini saglarken tek basina
uygulanmasinin ise tiim viicuda toksik etki yaptig1 belirlenmistir. Diger yaklasimlardan birisi
de risin, difteri ya da pseudomonas toksini gibi bitki ve bakteriyel biyolojik toksinlerin
dogrudan monoklonal antikorlara baglanarak kullanilmalaridir. Bunlar hiicre igine
girdiklerinde diisiik konsantrasyonlarda protein sentezini inhibe ederler ve insanlarda giiglii

immiin yanit olustururlar. Bu durum toksinlerin devamli olarak kullanimlarini kisitlamaktadir

(71,72).

Tablo 3. 1. Glinlimiizde kullanilan monoklonal antikor ve fiizyon molekiillerinin listesi

Antikor Ad1 Ticari Ismi Kokeni Hedef Molekiil | Kullanilan Alan
OKT"3 (Orthoclone) | Muromonab | Fare CD3 Transplantasyon
Panorex” Edrecolomab | Fare EpCAM Onkoloji
Reopro™ Rituximab Kimerik gpllb/11la Kardiyovaskiiler
Hastaliklar
Mabthera™/Rituxan® | Rituximab Kimerik CD20 Onkoloji
Simulect” Baziliximab Kimerik CD25 Transplantasyon
Remicade” Infliximab Kimerik TNF-a Inflamasyon
Zenapax Daclizumab Humanize CD25 Transplantasyon
Synagis” Palivizumab | Humanize RSV Infeksiydz Hastalik
Herceptin® Transtuzumab | Humanize HER2/Neu Onkoloji
Mylotarg® Gemtuzumab | Humanize CD33 Onkoloji
MabCampath®/ Alemtuzumab | Humanize CD52 Onkoloji
Campath®
Zevalin® Ibritumomab | *°Y/'"'-Fare CD20 Onkoloji
Humira” Adalimumab | Insan TNF- a Inflamasyon
Xolair® Omalizumab | Humanize IgE Allerjik Astim
Bexxar" Tositumomab | "°'I Fare CD20 Onkoloji
Erbitux”, IMC-C225 | Cetuximab Kimerik EGF-R Onkoloji
Avastin” Bevacizumab | Humanize VEGF Onkoloji
HuMax-CD4™ Zanolilumab | insan CD4 Onkoloji
Amevive” Alefacept LFA-3/insan Fc | CD2 Dermatoloji
Enbrel” Etanercept TNF-RIV/insanFc | TNF- q, Inflamasyon

[k klinik uygulamalarda fare monoklonal antikorlar1 kullamlmistir. Bu antikorlarin

insanlarda tedavi amagli kullanilmalar {i¢ temel nedenden dolay1 kisitlanmistir. (1) Spesifik
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efektor fonksiyonu yerine getirmek iizere farenin Fc domaininin, insan hiicresel Fc
reseptorleri ile etkilesiminde degisken 6zellik gostermesi, (2) monoklonal antikorlarin insan
viicudundaki yar1 6miirlerinin oldukga diisiik olmast ve (3) bu antikorlar ile tedavi edilen
hastalarin yaklasik %80'inde tekrarlanan dozlar sonrasinda fare antikorlarina karsi immiin
yamtin gelismesidir. Insan anti-fare antikor (HAMA) yamtlarinin olusmasi, monoklonal
antikorlarin tedavideki kullanimlarini kisitlayan en onemli engellerden biridir. Fare kokenli
monoklonal antikor ile yapilan tedavi sonrasinda anaflaksi ve alerji olusumu goriilebilir ve bu

sekilde uygulanan tedavi yonteminin etkisi dnceki tedaviden daha az olabilir (48, 73).

Son yillarda genetik miihendisligi kullanilmasiyla kimerik ya da biitlinliyle insansi
antikorlarin {iretilmesi ve diger tedavi uygulamalarinin gelistirilmesiyle immiin yanitin
baskilanmasi karsilasilan bu sorunlarin ¢6ziimiinde etkili olunabilir. Kimerik antikor
yapilariin %65-90" insan kokenlidir ve antijenin taninmasindan sorumlu fare degisken
bolgeleri ile insan antikorunun sabit ya da efektor bolgeleri ile birlesmelerinden olusurlar.
Insans1 antikorlarin yaklasik %95' insan kokenlidir ve antikor spesifitesini belirleyen fare
antikorlarmin ¢ok degisken bolgesinin ya da tamamlayict determinant bolgelerinin, insan
antikorlarina baglanmasiyla elde edilirler. Insan kokenli antikorlar fare antikorlarindan daha
diisiik immiinojenite gosterirler ve Fc kismina bagli fonksiyonlarin yerine getirilmesinde daha
etkili fonksiyon goriirler. Fare monoklonal antikorlarinin insan kan dolasimindaki yar1 dmrii
iki giin iken kimerik monoklonal antikorlarin yar1 dmrii yaklasik iki haftadan fazladir. Genetik
yapisi degistirilmis transgenik fare liretiminin gelismesi ve sentetik antikor kiitliphanelerinin
olusturulmasindaki ilerlemeler biitiiniiyle insans1 antikorlarin ticari 6lgekte liretimini miimkiin

kilmistir (74).

Hibridoma hiicre DNA'sinda bir antikorun agir ve hafif zincirleri kodlayan gen
bolgelerinin gen kiitiiphanelerini olusturmak amaciyla PCR’dan yararlanilir. Bu yontemde
bir¢ok agir ve hafif zincir rastgele bir sekilde birlestirilerek olusan Fab klonlarinin istenilen
antijene kars1 antikor aktivitesi tespit edilir. Bu teknoloji ile immiinizasyon yapilmaksizin ve
ozellikle insan monoklonal antikorlarinda oldugu gibi iiretim giicliikleri ile karsilasmadan

farkli spesifitede milyonlarca hiicre klonu iiretmek, bunlarin istenilen spesifitede olup
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olmadiklarini hizla belirlemek ve istenilen monoklonal Fab yapilarini olusturmak miimkiindiir

(48, 75).

3.3. Monoklonal Antikorlarin Uretilmesi

Giinlimiizde monoklonal antikor tiretiminde; hibridoma teknolojisi ve immiin antikor
kiitliphaneleri olmak {izere iki temel yontem kullanilmaktadir. Monoklonal antikor salgilayan
hibridomalarin iiretimi i¢in uygun olduklarindan fareler yaygin olarak kullanilirlar.
Monoklonal antikor kiitiiphanelerinin iiretiminde ise insan, fare, tavsan ve kuslar kullanilir.
Bir monoklonal antikorun tani, arastirma ya da tedavi amactyla kullanimi, monoklonal antikor
tiretiminde uygulanilmasi gereken yontemin seg¢ilmesinde etkilidir. Tani ydntemlerinde
kullanilacak bir monoklonal antikor iiretilmek isteniyorsa ve bol miktarda saf antijen varsa, en
uygun yontem bagisiklanmis fareler kullanilarak hibrit hiicreler iiretmektir. Ancak antijen

saflastirilamiyorsa antikor kiitiiphane teknigi kullanilabilir (59).

Diger tilirlere uygun myeloma hiicre soylarinin bulunmamasi, hibridoma tekniginin
kemirgenler disindaki tiirlerde yaygin olarak kullanimini1 engellemistir. Birgok laboratuarda
tavsan, koyun, sigir gibi kemirgen olmayan tiirler i¢in hibridoma fiizyonlarinin kullanimi
heteromyeloma flizyon esleri ile mimkiindiir ve olusan klonlar diisiik kararlilik

gosterdiklerinden bu yontem yaygin olarak kullanilmamaistir (59).

Monoklonal antikor iiretme basamaklarini; 1. Immiinizasyonda kullanilacak antijen
kaynaginin, besiyerlerinin, mutant hiicre soyunun ve hiicre se¢im metodunun belirlenmesi, 2.
Hayvanlarin bagisiklanmasi ve immiin yanitin izlenmesi, 3. Fiizyon, 4. Hibrit siipernatanlarin

taranmasi, klonlanmas1 ve dondurularak saklanmasi olusturmaktadir (52).

Monoklonal antikor iiretiminde doku kaynagi onemli yer tutar. Bagisiklanmis bir

farede kompleks bir antijene yanit olarak 1000-10.000 arasinda antijene spesifik B hiicreleri
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olusur. Basaril1 bir monoklonal antikor {iretimi, bu B hiicrelerinin yeterli miktarda se¢ilmesine
ve iretilen antikorlarin etkili bir test yontemi ile taranmasma baglidir. Bagisiklanmis
hayvanlarda, immiin yanit olusumu artmaya bagladiginda B hiicre havuzunun se¢imi
onemlidir. Kanda smirli sayida aktif B hiicreleri bulunur. Bu nedenle, rekombinat antikor
kiitiiphanelerinin ya da hibridomalarin iiretimi i¢in kan uygun bir lenfosit kaynagi degildir.
Farelerdeki en iyi aktif B hiicre kaynagi dalak %54'inii igerir. Kemik iligi ve lenf nodiilleri
gibi antijene spesifik plazmablastlarca zengin dokular da bu islemler i¢in uygundurlar (51, 76)

(Sekil 3. 2.).

Myeloma hiicrelerinin kiltiri

|
2@ .ﬁ g g
e —}iéso «— %
Dalak '\\_ L Myeloma selelisiyonu
hiicrelerinin R
elde edilmesi *?EG ile filzyon

lelefole]s]

*H.ibrit hiicrelerin seleksivonu

*Pﬁziﬁf klonlarin tespiti

In vivo timér -
olusturma

Monoklonal Antikorlarm g }:I’ i
Elde Edilmesi P

Sekil 3. 2. Monoklonal antikor {iretimi.
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3.4. Hibridoma Yonteminde Onemli Faktorler

3.4.1. Deney Hayvani

Monoklonal antikor iiretiminde fare, sigan, hamster ve tavsan gibi hayvan tiirleri
kullanilabilir. Segilen bir deney hayvaninin dalak hiicreleri, kullanilacak olan myeloma hiicre
soyu ile kararli monoklonal antikor olusturan hibrid hiicreleri liretebilmelidir. Filogenetik
olarak fareden farkli hayvanlar kullanilarak kararli monoklonal antikor iireten hibrid hiicreler
elde etmek oldukca zordur. Insan antijenleri gibi pek cogu ksenogenetik antijenler igin fareler
en iyl se¢imdir. Bunlarin bakimi1 daha kolaydir. Genellikle fare monoklonal antikorunu saf
olarak elde etmek, sican monoklonal antikorundan daha kolaydir. Immiinizasyon icin en
uygun fareler ise BALB/c tiirli farelerdir. Bu farelerin dalaklar1 genelde diger fare suslarinin
dalaklarindan daha biiyiiktiir. Ayrica flizyon sonucu olusan hibrid hiicreler tamamen BALB/c
genetik kokenli olacagi icin asit sivi lretimi yapilacaksa hibrit hiicreler bu farelerde

tiretilmelidir (59).

Farelerin farkli inbred soylar1 arasinda immiin yanitin olusumu bakimindan 6nemli
derecede bir degiskenlik sz konusudur. Ozellikle SJL fareleri genellikle giiglii bir immiin
yanit olusumuna neden olurlar. Aktif hibrid hiicrelerin iiretilmesinde bir giicliik ile

karsilasilirsa farkl fare suslart kullanilabilir (77).

Son zamanlarda dalak hiicre vericisi olarak farelerden ziyade siganlarin kullanimi
onem kazanmistir. Bir avantaj olarak siganlarda hibridomalar in vivo lretildiklerinde daha
fazla hacimlerde asit sivi ya da serum salgilarlar. Sican IgG molekiillerinin stafilokokal
protein A’ya baglanmasi ise bir dezavantajdir. Bu durumda farkli antikor saflastirma

yontemleri kullanilmalidir (53, 77).
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Normal dondr ile myeloma hiicresi arasinda ne kadar biiyiik bir filogenetik fark varsa,
o kadar kararsiz hibrid hiicreler elde edilir. Sican-fare hibrid hiicreleri oldukg¢a basarili

sonugclar verirken, tavsan-fare hibrid hiicrelerinde ayn1 basar1 elde edilememistir (53).

3.4.2. Antijenin Ozellikleri

Hibridoma tekniginin 6nemli bir avantaji, saf antijen ile bagisiklama yapilabilmesi ve
bu antijene has spesifitenin belirlenebilmesidir. Yiiksek derecede saf olan bir antijen ile
bagisiklik yapilmasi hibridoma teknigini daha basarili kilar. Bu yalnizca basari sansini
arttirmaz, aynt zamanda immiin yanitin belirlenmesinde karsilagilan sorunlarin ve harcanan

zamanin da 6nemli oranda azalmasin1 saglar (52).

Monoklonal antikorlar bir hayvanin immiin sistemindeki hiicreler tarafindan antijen
olarak kabul edilen herhangi bir maddeye karsi olusturulabilirler. Yalniz bir madde karigimi
bir hayvana enjekte edildiginde, antijendeki belirli bolgeleri taniyan bir¢ok antikor olusur.
Antijenler iizerindeki bu bélgelere antijenik determinantlar ya da epitoplar denir. Uretilen
poliklonal antikorlar, antijen {lizerindeki bir¢ok farkli epitopu tamiyan bir dizi kompleks
immiinoglobulinlerdir. Daha 6nceden bilinen bir antijene kars1 monoklonal antikor tiretiminde
ilk basamak antijeni immiinizasyon islemi i¢in uygun bir sekilde hazirlamaktir. Kimyasal

teknikler sonrasi yapilan saflagtirmalarin ardindan immiinizasyon islemi yapilmalidir (46).

Tipik bir antijene karsi olusan antikor cevabi oldukc¢a heterojendir. Bir fare ya da insan
dalaginda yaklasik bir milyon farklt B lenfosit dizisi ve Oncii plazma hiicreleri bulunur.
Bunlarin tiimii ortak bir kok hiicreden tiiretilmistir fakat her bir dizi, farkli bir antijenik
determinant1 taniyan antikor yapma yetenegine sahiptir. Bir hayvan bir antijenle enjekte
edildiginde, enjekte edilen madde tizerindeki farkli antijen molekiillerine, tek bir antijen
tizerindeki farkli determinantlara ve hatta tek bir determinanta 0zgii ¢esitli antikorlar

sentezlenerek immiin cevap olusturulur (43).
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Saf lenfokin ve sitokinleri, ¢6zlinmiis hiicre membranlari, SDS-poliakrilamid jellerden
elde edilmis protein bandlar1 ve tiim hiicreleri igeren bir¢ok antijen preparatlart monoklonal
antikor {iretilmesinde basariyla kullanilmistir. Immiinizasyonda kullanilacak antijen
preparatinin yapisi; antijenin hazirlanigindaki kolaylik, uygulanilacak tarama testi, istenilen
ozellikte monoklonal antikor iiretimi gibi bircok faktdre baglidir. Ozgiin monoklonal antikor
salgilayan hibrid hiicrelerin bu yonde Ozellestirilmesi i¢in kararlagtirllmis saf antijenle
bagisiklama yapilmast uygundur. Protein saflastirma yontemleri ile molekiiller cogunlukla
denatiire olurlar ve dogal formlarini kaybederler. Bu nedenle bunlar, immiinojen olarak
kullanildiginda immiinizasyon sonucu, bir dezavantaj olarak ancak antijenin denatiire
formunu taniyabilen monoklonal antikorlar iiretilmis olur. Bu tiir monoklonal antikorlar
immiin presipitasyon ve immiin blot c¢aligmalarinda kullanilabilirlerken, hiicre ylizey
antijenlerinin flow sitometri testlerinde ve ya antijenin dogal formunun kullanildig:

fonksiyonel testlerde kullanilamazlar (59).

Immiinojen preparat igeriklerinde bulunan kontaminant maddeler istenmeyen antikor
yanitlarina neden olurlar. Hiicre artiklari, BSA stabilizatorleri ya da doku kiiltlirlindeki
kullanilan FBS gibi kontaminant maddeler deney hayvanlarinda antikor yanitinin olugsmasina
neden olabilirler. Saf viriis preparatlar1 ve rekombinant proteinler gibi saf antijenler ideal
immiinojenlerdir ve yliksek kaliteli monoklonal antikor {iiretiminde etkin bir sekilde

kullanilabilirler (51).

3.4.3. iImmiinizasyonun Ozellikleri

Normal dalak vericisinin immiinizasyonu iki temel amaca yonelik olarak
gerceklestirilir. Immiinizasyonun ana fonksiyonu, B hiicrelerinin boliinmesini ve hibrit
olusturabilecek hiicrelere farklilagsmasini saglamaktir. Diger amaci ise, istenilen klonlari

cogaltmak ve bdylece uygun hibridin elde edilme sansini arttirmaktir (53).
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Immiinizasyon deney hayvanlarmn ya deri altina ya da bagirsagi ¢evreleyen peritonal
(karin zar1) bosluguna yapilir. Immiinizasyonda ayrica birgok adjuvan immiin cevabi
arttirmak amaciyla kullanilir. Genel olarak, bozulmamis hiicreler {lizerinde yer alan hiicre
yiizey antijenleri olduk¢a immiinojenik oldugundan pek ¢ok arastirmaci bunlarla birlikte
adjuvan kullanimina gerek duymamistir. Kullanilan adjuvanlar arasinda en ¢ok kullanilani
Freund's adjuvamdir. Olii tiiberkiiloz basilini iceren karisim immiin sistemin herhangi bir
antijeni tanimasinda etkilidir. Iyi bir immiin cevap olusturulmak amaciyla hayvanlar belirli
araliklarla enjekte edilirler. Her bir bagarili immiinizasyonla, antijene cevap olarak hayvanda
antijene 6zgii B lenfositi klonlarinin uyarilmasinda artis olur. ilgili B hiicre klonlarmmn
maksimum uyarimini saglamak amaciyla dalak hiicrelerinin toplanmasindan 3 giin once
antijen intravendz olarak verilir. Intravendz enjeksiyonun nedeni uyarilmis hiicrelerin dalakta

toplanmasini saglamaktir (46, 53).

Immiinizasyonun ¢ogu intraperitoneal olarak uygulandiginda iyi sonuclar elde
edilebilir. Bircok arastirmact son immiinizasyonun adjuvansiz intravendz olarak
uygulanmasini onermektedirler. Bu islem farede kuyruk veninden olurken, sicanda ya da
hamster da genellikle inravendz enjeksiyonlar uygulanmaz. Bu tiir intravenoz

immiinizasyonlarin dldiiriicii sistemik reaksiyonlara neden olabilecegi unutulmamalidir (59).

Ard arda uygulanan immiinizasyon islemleri arasinda gegen zaman, iiretilen antikorun
affinitesini biiyiik 6lciide etkiler. Iki immiinizasyon arasinda gecen zaman arttik¢a, antijen
seviyeleri azalir ve sadece yiiksek affiniteli B hiicreleri son immiinizasyona yanit verir.
Olusan yanit ¢cogunlukla daha immiinojenik antijene kars1 gergeklesir. Bu olaym biiytlik bir
kism1 antijenle aktif hale gelmis B hiicreleri ve folikiiler dendritik hiicreler tarafindan

olusturulan germinal merkezlerde meydana gelir (52).

Sekonder bir immiin yanit sirasinda ortalama antikor afinitesinin artmasi ve izotip sinif
doniisiimiiniin olabilmesi i¢in 4-5 giinliik zamana ihtiya¢ vardir. immiin sistemin spesifik bir

immiinojene karsi ilk yaniti IgM antikor iiretimi seklinde gergeklesir. Bu yanitin olusumundan
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sonra, her bir B hiicresi kendi immiinoglobulin izotipinden bir sinif degisimi gegirebilir. Son
olarak bilinen immiinizasyon isleminden once en az 3 haftalik bir dinlenme periyodu
izlenirse, olusan {irlinlerin IgG ve IgA alt sinifi antikorlar olduklar1 goriiliir. ELISA testi ile
antikorun belirlenmesi, antijenin immiin afinite kromatografi yontemiyle saflastirilmasi gibi
birgok antikor kullanim alanlarinda, stabiliteleri ve fiziksel avantajlar1 bakimindan IgM

izotipinden {iistiin olduklarindan genellikle IgG antikorlari tercih edilir (52).

3.4.4. Besleyici Hiicreler ve Ozellikleri

Besleyici hiicreler genellikle timositler, makrofajlar ya da fibroblastlardir. Fiizyon
tiriinlerinin ¢ogalmalarini saglamak amaciyla birlikte kiiltiire edilirler. Bu hiicreler kiiltiir
ortaminda zamanla Oliirler fakat fibroblastlarin bolinmelerini ve hibritlerden daha fazla
cogalmalarin1 6nlemek amaciyla bu hiicreler radyasyona maruz birakilmahidirlar. Besleyici
hiicrelerin eklenmesi kiiltiir i¢cin her zaman avantaj saglar ve birgok arastirmaci tarafindan

bunun gerekli oldugu diisiiniilmektedir (52).

3.4.5. Hiicre Hatlar1 ve Myeloma Hiicrelerinin Se¢imi

Tiimdr, tek bir progenitor hiicreden tiiretilmis 6liimsiiz hiicrelerden olusan bir klondur.
Hizla ¢ogalan myelom hiicreleri, “myelom proteinleri” denilen ¢ok miktarda anormal
immiinoglobulinler iiretirler. Bu nedenle myelom hiicreleri kiiltiire edilebilir ve salgiladiklar
immiinoglobulinlerin tiimii kimyasal yapilar1 bakimindan benzerdir. Bunlar da aslinda
monoklonal antikorlar olarak adlandirilir fakat hangi antijeni etkiledikleri ya da spesifik bir

antijene kars1 antikor iireten myelomlarin nasil indiiklendigi belirgin degildir.

Giliniimiizde daha ¢ok tercih edilen myelom hiicre soylart P3X63-Ag8.653, SP2/0-Ag
14, S194/5.XX0O ve FO'dir (78). Bu hiicre soylarinin tamami1 BALB/c genetik orjinlidir ve
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avantaj olarak immiinoglobulin salgilamadiklari i¢in flizyon isleminde kullanilirlar. Bu hiicre
soylart %5 CO, , %96 nem ve 37°C ortam kosullarin1 saglayan steril bir inkiibatorde
muhafaza edilmelidir ve 3-6.10° hiicre/ml’de log fazinda iiremeye birakilmalidir (52). Birgok
sican ve fare timor hiicre soyu basartyla kullanildigr gibi SP2/0-Ag-14 fare hiicre soyu hafif
ya da agir zincir igermeyen bir myeloma hiicresi oldugundan monoklonal antikor liretiminde

tercih edilir (59).

Hibridoma iiretiminde kullanilan en yaygmn hiicre dizileri, IgG; molekiillerini
salgilayan bir BALB/c myeloma hiicresi olan MOPC-21"dir. Bu hiicre dizisi Horibata ve
Haris (1970) tarafindan doku kiiltiirtinde calisilmis ve P3K olarak yeniden isimlendirilmistir.
P3K’nin azaguanine direngli bir alt dizisi Milstein’in laboratuarinda tespit edilmis ve P3-X63-
Ag-8 olarak adlandirilmistir. Bu hiicre dizisine kisaca X63 denilmektedir ve ilk kez dalak-
myeloma flizyonlarinda kullanilmistir. Bu fiizyonlar sonucunda X63’lin vy, ve k zincirlerinin
yant sira dalak hiicreleri ile birlikte immiinoglobulinlerin salgilandig1r goriilmiistiir. Daha
sonra y; agir zincirini igermeyen ve P3-NS1-Ag4-1 olarak isimlendirilen bir hiicre dizisi

monoklonal antikor iiretiminde yaygin olarak kullanilmistir (53).

IR 983F ve YB2/O adi verilen sican myeloma hiicreleri, sigan hibrit hiicrelerinin
tiretimi i¢in gelistirilmistir. Ayrica sicanlarin Lou susundan koken alan ve agir zincirler yerine
k zincirlerini salgilayan 210-RCY3-AG1 sican myeloma dizisi de elde edilmistir (52,78).
GM4672 gibi lenfoblastoid hiicre soylari ile fiizyon sonucunda insan-insan hibrit hiicreleri

basariyla liretilmistir (79).

Normal hiicreler hem de novo hem de salvage sentez yolunu kullanarak niikleotid
sentezlerler. Bu hiicrelerin bulundugu ortama 8-Azaguanin eklendiginde, hipoksantin guanin
fosforibozil transferaz (HGPRT) enzimi ile katalizlenen salvage yoluyla 8-azaguanin,
hiicrelerin DNA’sina girer. Baz degisikligi nedeniyle fonksiyon gdstermeyen bu tiir hiicreler
HGPRT igermedikleri i¢in salvage yolu kullanmayan hiicreler, 8-azaguanine direnglidirler ve

O0lmezler. Bu tir HGPRT(-) mutantlar, 8-azaguanin kullanilarak segilebilir ve
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immiinoglobulinin agir ve hafif zincirlerini iiretme yetenegine sahip olmadiklarindan fiizyon

icin myeloma hiicreleri olarak kullanilabilirler (46, 80).

3.4.6. Fiizyon Islemi

1970’11 yillarin basindan itibaren iki somatik hiicrenin birlestirilmesi ile heterokaryon
ad1 verilen bir hibrit hiicre elde etmek miimkiindiir. Fiizyon islemi, iki hiicrenin Sendai viriis
denilen aktif olmayan zarfli viriis ya da polietilen glikol (PEG) ile inkiibe edilmesi ile
gerceklestirilebilir. Bu yoOntemlerle plazma membranlar1 birlestirilerek iki ayri1 hiicrenin

sitoplazma ve ¢ekirdegi tek bir hibrit hiicrede bir araya getirilir (52, 81).

Fiizyon protokolleri i¢in yaklastk 10° myeloma hiicresine ihtiya¢ duyulur. Myeloma
hiicreleri ekspansiyonel biiyiime fazinda olmalidirlar. Eger hiicreler asir1 ¢cogalmiglarsa ya da
canliliklart %98-99’dan az ise basarili bir flizyonun gergeklesme olasiligi diisiiktiir. Fiizyon
sirasinda dalak hiicreleri ile myeloma hiicrelerinin birlesme orani 6nemli olmamakla birlikte

en iyi sonuglar 1:1-10:1 (dalak:myeloma) arasindaki oranlarda elde edilmistir (53).

Hibrid hiicrelerin canli kalabilmeleri icin fiizyondan sonraki ilk 10 giin en kritik
donemdir. Diploid bir fare hiicresi 40 kromozom igerdiginden bir hibrit hiicre ortalama 80
kromozom igerir. Fakat ilk birka¢ giin i¢inde bu kromozomlarin bir¢ogu travmatik ve kararsiz
membran flizyon olaylarindan dolayr kaybolurlar. Sonug¢ olarak belirli kromozomlarin
kaybolmasi; hiicre Oliimiine, hiicre iiremesinin durmasina, immiinoglobulin sentezleme
yeteneginin kaybolmasi ve buna bagli olarak monoklonal antikor iiretmeyen hibridlerin

olusmasina neden olur (52).

Fiizyon igsleminden sonra kiiltiir ortaminda bir¢ok hiicre tipi bulunur. Fakat hibrid ve

birlesmemis myeloma hiicreleri disindaki hiicrelerin timii 6liir. Myeloma hiicreleri, hibrid
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hiicrelerden daha fazla ¢ogalacagi icin hibridomalar1 spesifik olarak se¢mek gerekir. Bu
amagla en yaygin kullanilan yontem HGPRT enziminden yoksun myeloma hiicre soylarini
kullanmak ve hiicreleri hipoksantin, aminopterin ve timidin (HAT) iceren segici bir
besiyerinde kiiltiire etmektir. Aminopterin piirin ve primidin sentez yolunu bloke ettiginden
dolay1 hiicreler de novo yolu ile DNA sentezi yapamazlar. HGPRT'ye sahip normal hiicreler
diger bir yol olan salvage yolunu kullanarak piirinleri yapmak icin hipoksantini, primidinleri
yapmak icin timidini kullanabilirler. Immiinize hayvanin dalagindaki normal lenfositler doku
kiiltiiriinde birka¢ glinden fazla ¢ogalamaz ve Oliirler. Ancak fiizyon sonrasinda HGPRT
icermeyen myelom hiicreleri birlestigi lenfositlerden HGPRT genlerini kullanabilirler ve
salvage sentez yolu ile DNA sentezini gerceklestirebilirler. Bu nedenle hibridomalar HAT

besiyerinde lirerler (46, 52, 81) (Sekil 3. 3).

Ik kez 1964 yilinda Littlefield tarafindan piirin ve primidinlerin temel biyosentetik
yolunun folik asit antagonisti olan aminopterin tarafindan bloke edilebilecegi One
stiriilmiistiir. Aminopterin bir seri karbon transferini 6nler ve dihidrofolatin tetrahidrofolata
doniistimiint saglayarak temel sentetik yolda dnemli rol oynar. Aminopterin varliginda hiicre
de novo yolu ile niikleotid sentezi yapamaz ve bu nedenle salvage yolunu kullanmak zorunda
kalir. Normal bir hiicre aminopterin varhginda canliligii korurken bir HGPRT® hiicresi
iireyemez. B hiicreleri HGPRT enzimine sahip oldugundan HGPRT® myeloma hiicreleri ile

birlestiginde olusan hibritler aminopterin varliginda tireyebilirler (Tablo 3. 2.) (52).

Tablo 3. 2. HAT besiyerinde hiicreler ve canliliklari

Hiicre Tipi DNA Sentezi HAT Besiyerinde
Salvage Sentez | Denovo Sentez Yolu | Canliik Durumu
Yolu

Myeloma HGPRT" Aminopterine duyarli | Oliir'

Dalak HGPRT" Aminopterine duyarl | Oliir*

Myeloma-Dalak Hibrit HGPRT" Aminopterine duyarli | YASAR

Myeloma-Myeloma Hibrit | HGPRT" Aminopterine duyarl | Oliir'

Dalak-Dalak Hibrit _ HGPRT" Aminopterine duyarl | Oliir*

1. DNA sentezi yok 2. In vitro ortamdaki yagami sinirl
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Bir hibrid hiicre klonunun salgiladig tiim antikorlar genetik olarak tek bir hiicreden
tiretilir. Ancak her bir hibrid hiicre, myelom hiicresinden ve dalak hiicresinden gelen
kromozomlara sahiptir ve her iki kromozom grubunu da eksprese eder. Bir hibrid hiicre,
monoklonal antikorun iki komponentini iiretmek yerine (bir hafif ve bir agir zincir) iki agir
zincir ile iki hafif zincir tiretir. Dalak hiicresinin agir ve hafif zinciri ile myelom hiicresinin
gamma (y) ve kapa (k) zincirlerini salgiladig1 i¢in boyle bir hiicre HLGK seklinde ifade edilir.
Kromozomlarin hizli bir sekilde kaybedilmesi agisindan yapi1 bakimindan o6zellikle
cogalmanin erken safhalarinda hibrid hiicrelere benzer. Bu durumda olusan kayip tesadiifi
degildir: Agir zincirler genellikle ilk olarak kaybolur (H ya da G) ve sonra hafif zincirlerden
biri (L ya da K) kaybolur. Bu nedenle HLGK hibridi sekresyon 6rnegi HLK ya da GLK
seklinde olan varyantlarin olusumuna neden olur. Bunlarda sira ile HL-HK-LK-L ve K
seklinde varyantlar olustururlar. Spesifik olarak immiin dalak hiicresinin sadece agir zincir ile

hafif zinciri tanimlayan HL klonu istenen hiicre klonudur (43).
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Sekil 3. 3. HAT Kkiiltiir ortaminda de novo yolunun inhibe edilerek salvage yolunun
kullan1lmast1

Hibridoma teknolojisi ile herhangi bir antijen ile bagisiklanan canlidan elde edilen

ilgili antijene 6zgli antikorlar iireten in vitro ortamda smirli 6miirlii olan B lenfositleri ile
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stirekli boliinme 6zelligine sahip myeloma hiicrelerinin bir araya getirilmesini saglar. Bu yolla

antikor tireten B lenfositleri 6liimstizlestirilir.

Biyoteknolojik yontemlerle elde edilen monoklonal antikorlar diger antikorlara gore
bazi farkli 6zellikler tasimaktadir:
1. Her bir hibrid sadece tek bir tip antikor iirettiginden spesifik 6zelliktedir.
2. Hibridler tiimor hiicreleri gibi 6limsiizdiirler, kiiltiir sivisina 10-50 pg/ml antikor salgilarlar
ve farelere enjekte edilerek periton sivisina 1-10 mg/ml kadar yiiksek antikor titreleri lireterek
daha ¢ok miktarda saf antikor elde edilebilir.
3. Spesifik B hiicreleri bagisik bir farenin dalak hiicrelerinde az sayida bulunurken uygun
hibridoma popiilasyonunda 10-100 kat daha fazla sayida bulunurlar.
4. Hibridoma hiicre dizileri dnceden var olmayan antikorlar1 iiretecek sekilde mutasyon

gecirebilirler (44).

3.4.7. Klonlama islemi

Spesifik olarak monoklonal antikor {irettigi tespit edilen hibrit hiicreler klonlanabilir.
Hiicreler olusan hibritlerin gercekten monoklonal 6zellikte olup olmadiklarindan emin olmak
ve onlar1 ortamdaki monoklonal antikor {ireticisi olmayan hibridlerden ayirmak amaciyla
klonlanirlar. Klonlama iglemi ile tek tip hibrid hiicresinin izolasyonu ve c¢ogaltilmasi

amaclanir (52, 53).

Pratikte hiicre klonlanmasinda kullanilan iki yontem vardir. En yaygin kullanilan
klonlama yontemi olan alt klonlamada temel amac hiicreleri plaklarindaki her bir kuyucukta
tek bir hiicre bulununcaya kadar seyreltmektir. Fiizyondan sonra hiicrelerde siklikla
kromozom kayb1 goriiliir ve bu nedenle ilk klonlama ile sadece az miktarda aktif hiicre elde
edilebilir. ilk klonlama islemi birka¢ kez tekrarlanmali ve her bir klonlama sonrasinda

klonlama verimliligi ve aktif hiicre sayis1 artmis olmalidir. Sonunda hiicreler kismen kararl
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hale geleceklerdir. Klonlama i¢in kullanilan ikinci yontem ise agaroz jel gibi kati bir
besiyerinde hiicreleri liretmektir. Cesitli jel sistemlerine serum, aminoasit ve antibiyotik
eklenerek hiicrelerin liremesi saglanir. Olusan hiicre kiimeleri pastdr pipeti yardimiyla

besiyerinden toplanip fiizyon plaklara konularak ¢ogaltilabilirler (43).

3.4.8. Monokonal Antikorlarin Saklanmasi

Hibrid hiicrelerin 6liimstizlik o6zelliklerinin  korunmasi amaciyla dondurularak
saklanmalar1 gerekir. Antikorlarin genelde olduk¢a dayanikli molekiiller olmalarina ragmen
dogru sekilde saklanmazlarsa aktivitelerini kaybedebilirler. Ozellikle immiinoglobulin
konsantrasyonu diisiik ise, hiicreyi siirekli dondurma ve yeniden ¢6zme islemleri
denatiirasyona neden olur. Kiiltiir sivisinin, serumun ya da saflagtirilmis hibridoma
proteinlerinin liyofilizasyonu genelde aktivite kaybina yol acar. Hiicreler dondurulmadan
saklanirlarsa kontaminasyon ve mutasyon riski tasirlar. Antikor iireten hibridler -196°C’de
stvi azot igerisinde dondurularak saklanabilirler. -80°C’de dondurma islemi memeli
hiicrelerinin uzun siireli muhafazasi icin yeterli degildir. Dondurma 6ncesi hiicreler dimetil
stilfoksit (DMSO) iceren besiyerine konurlar. DMSO dondurma islemi sirasinda olusan buz

kristallerinin olusumunu ve hiicre i¢i organellerin zarara ugramalarini onler (43, 52).

3.4.9. Hibrit Hiicre Uretiminde Karsilasilan Zorluklar

A. Infeksiyon: Iyi bir doku kiiltiir teknigi kullanildiginda bakteriyel infeksiyon
olugma riski azalir. Birgok arastirmact giivenlik ajani olarak penisilini ve streptomisini (100

pg/ml) tercih etmektedir.

B. Uretim Kaybi: Bazi hibrid hiicreler dogal olarak digerlerinden daha kararl

olsalarda, hibrid hiicreler genellikle kromozom kaybetme egilimine sahiptirler. Bu nedenle,
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tekrarli klonlama iglemlerine ragmen, bazi hiicre dizilerinde iiretim kayb1 gozlenir.
Baslangicta pozitif sonug veren kiiltiirlerin %50-70’inde aktivite kayb1 olacaktir. Saglikli bir
kiiltiirde antikor {retiminin diismesi, {iiretici olmayan varyantlarin asir1 iirediginin bir
gostergesidir. Hibridoma tiretiminde hiicre gelisiminin invert faz mikroskobu kullanilarak

stirekli izlenmesi ¢ok onemlidir.

C. HAT Sec¢iminin Hatalh Olmasi: Hiicreler iyi lireme gosterdikleri halde tiim
siipernatantlar antikor bakimindan negatif sonuglar veriyorlarsa, bu durum HAT se¢iminde bir
hata oldugunu gosterir. Aminopterinin bozulmasi da bu duruma neden olabilir. HAT se¢imini

etkinligi, myeloma hiicrelerinin birkag giin HAT besiyerinde iiretilmesi ile test edilebilir (53)

3.5. Monoklonal Antikor Tayini

3.5.1. Monoklonal Antikorlarin Isaretlenmesi

Antikorlarin isaretlenmesi onlarin deneylerdeki spesifitelerini arttirir ve deney siiresini
kisaltir. Imkanlara, antikorlarin affinitelerine, kararlastirilan test sisteminin tipine bagl olarak

farkli ajanlarla antikorlar1 isaretlemek miimkiindiir.

3.5.1.1. Radyoaktif isaretleme

Antikorlar %

I chloramin, '*I lactoperoksidaz, '*°T iodogen, *H gibi pekgok yontemle
isaretlenebilir. izotop olarak '*’I yayginca kullanilir. Bu, ¢oziiniir proteinlerin isaretlenmesi

icin uygundur. Yarilanma 6mrii 60 gilindiir.
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3.5.1.2. Floresan Isaretleme

Immiinokimyada en ¢ok kullanilan florokromlar; floresan izotiyosiyanat (FITC) ve
tetrametil rodamin izotiyosiyanat (TRITCH)’tir. FITC, flow sitometri yoOnteminde

kullanilirken, TRITCH daha az kullanilir.

3.5.1.3. Enzimle isaretleme

Antikorlarin enzimlerle konjugasyonlar1 i¢in pek ¢ok yontem vardir. ELISA adi
verilen deney sistemlerinde enzimle isaretli birinci veya ikinci antikorlar kullanilmaktadir. En

yaygin olarak Alkalen fosfataz ve Horseredish peroksidaz enzimleri kullanilmaktadir.

3.5.1.4. Kemiliiminesan Isaretleme

Izotopik olmayan immiin deneyler antikorlarin liiminol veya akridinyum gibi
kemiliiminesan molekiillerle isaretlenmesi temeline dayanirlar. Radyoaktif immiin deneylere

hassasiyet acisindan alternatif olarak kullanilirlar.

3.5.1.5. Gold Isaretler

Kolloidal gold problarinin kullanimi1 Faulk ve Taylor tarafindan immiinelektroskopi
alaninda baslatilmistir. Daha sonra bir¢cok kullanim alani olusturulmus ve 151k mikroskobunun
yanisira gozle algilanabilecek metotlar gelistirilmistir. Elektron mikroskobik incelemelde
kullanilirlar. immunblotlamada direk antikor-gold problari ek bir gelistiriciye gerek olmadan

kirmiz1 bir renk olustururlar. Direk olarak antikora ya da Protein A’ya baglanarak isaretleme
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yapilir. Kolloidal gold non-kovalen olarak elektrostatik adsorbsiyon ile makromolekiillere
baglanir. Cok stabildirler ve hazirlanmalar1 kolaydir. Optimal sartlar; gold partikiiliiniin
biiyiikliigiine, iyon konsantrasyonuna, protein konsantrasyonuna, proteinin molekiil agirligina

ve izoelektrik noktasina baglidir.

3.5.1.6. Biyotin ile Isaretleme

Biyotin, biotinil-N-hidroksi siiksinimid ester veya biotinil-E-aminokapronik asit N-
hidroksisiiksinimid ester formunda sentez edilir. Biyotin avidin veya streptavidin ile
tanimlanabilen antikorlara konjuge edilirler. Avidin, biyotin i¢in yiiksek afiniteye sahip,
yumurta albiimininden elde edilen bir glikoproteindir. Biotin IgG antikoruna baglanir ve
florokomlar, enzimler veya radyoaktif kimyasallarla isaretlenebilir. Test sistemlerinde
kullanilacak ikinci antikora baglandiginda, indirekt immiin floresan, ELISA ve

radyoimmiinoassay (RIA) testlerinde etkili bir sekilde calisilabilirler.

3.5.1.7. Biyosensorler

Biyosensorler, ortamdaki spesifik organik veya inorganik maddelerin varligini veya
konsantrasyonunu Olcebilen aygitlardir. Bu sistemde biyolojik bir algilayici ve fiziksel bir
transdiiser bulunur. Bu hedef analite dair sinyal iiretir. Biyolojik algilayicilar enzimler,
antikorlar, mikroorganizmalar veya reseptorler olabilir. Fiziksel transdiiserler ise
elektrokimyasal, optik-elektronik, optik, elektronik, akustik veya kalorimetrik olabilmektedir.
Biyosensorleri diger biyoanalitik yontemlerden ayiran 6zellik, analit izlerinin veya katalitik
iriiniin direk olarak veya bir anda dl¢iilmesidir. Biyoaanalitlerin bir diger {istiinliigii rejenere

olmalar1 ve immobilize edilmis biyolojik algilayicinin tekrar kullanilabilmesidir (88-90).
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3.5.2. ELISA (Enzyme Linked Iimmuno-Sorbent Assay) Testi

ELISA, c¢esitli peptit, protein, antikor, toksin, viriis ve hormonlarin belirlenmesinde
antikor-antijen iliskisini temel alan (82) ve antijen ya da antikora bagli bir enzim tarafindan
enzime Ozgli substratin iiriine c¢evrilmesiyle spektrofotometrik olarak Ol¢iim yapan bir

tekniktir.

ELISA yonteminde 1960’11 yillardan bugiline kadar gidecek artan bir sekilde birgok
gelismelere kaydedilmektedir. ELISA yontemi, immiinolojik belirleme ve hasta serum
orneklerindeki tek ya da ¢ok sayida antijen, antikor ve haptenlerin miktarinin belirlenmesi
prensibini olusturmaktadir. Bu 6l¢iim yolu ile 6rnegin; insan korion gonadotropinin, IgG, IgE,
ve insiilin ve Ostrojen gibi hormonlarin miktar1 belirlenebilmektedir. Hepatit B ylizeyel
antijenleri, bakteriyel toksinler, kandidiazis etkenleri, rotaviruslar, herpesviruslar da bu
yontem ile tesbit edilebilir. Ayrica infeksiyonlarin yani sira antikor titreleri de belirlenmekte
ve viriislere, bakterilere, maya ve mantarlara, parazitlere, DNA ve tiroglobuline karsi olusan

antikorlarin tespit edilmesinde bu yontem kullanilmaktadir (83,84).

ELISA, antikorlarin veya antijenlerin spektrofotometrik olarak belirlendigi bir enzim
testidir. Ornek igerisinde belirlenecek olan antikor ve antijenler, bu yontem icin secilmis olan

enzime kovalent olarak baglanirlar.

3.5.2.1. Sandwich ELISA Yontemi: Bu yontem ile hormonlar, tiimér markirlar1 ve
serum proteinlerinin miktar tayinleri yapilabilmektedir. Kati1 faza sabitlendirilmis spesifik
antikorlar, miktar1 bilinmeyen antijen oldugu 6rnek ¢ozelti ile inkiibe edilir. Antijen antikor
birlesmesi sonrast yikama isleminin ardindan bir enzimle baglanmis ikinci bir antikor
(konjugat) ile inkiibe edilerek immobilize bagl antijenler ile baglanmasi saglanir. Standart
sartlar altinda Olgiilmiis enzim aktivitesinin miktari, bagli antijen miktar1 ile direkt olarak

dogru orantilidir.
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Ayrica bu yontem hastalilk durumunun (6rnegin; infeksiyon hastaliklari)
belirlenmesinde spesifik serum antikorlarin tespitinde kullanilmaktadir. Bunun icin ilgili
antijen ile kapli olan mikropleyte &rnek eklenir. Ornek igerisindeki antikor, antijen ile
baglanir ve immobilize hale gelir. Yikama sonrast Sandwich formu olusturmak igin enzim
bagli antikor konjugati eklenir. Tekrar yikama sonras1 kromojenik enzim substrat1 eklenerek
bir renk reaksiyonu meydana getirilir. Olusan rengin absorbans degeri spektrofotometrik
okuyucu ile belirlenerek standartlarin absorbansina gore miktar tayinleri yapilir. Mikropleyte
baglanan enzimin miktar1 direkt olarak ornekteki antikor miktar1 ile dogru orantilidir (Sekil 3.

4.).

3.5.2.2. Kompetetif ELISA Yontemi: T;, Ti, progesteron gibi kiicik molekiil
yapisina sahip antijenlerin tespit edilmesinde kullanilmaktadir. Bilinen konsantrasyonda
enzimle baglanmis antijenler ve bilinmeyen konsantrasyondaki serbest antijenlerden olusan
karisim, sabit bir faza tutunmus antikorlarla reaksiyona sokulur. Ornek igindeki antijen ve
enzim bagli antijen konjugati sinirli miktarda olan immobilize antikor igin yarisim igerisine
girerler. Yikama sonrasi kromojenik enzim substrati iceren ¢ozelti ilave edilerek inkiibasyona
tabi tutulurlar ve bagh enzimin aktivitesi 6l¢iiliir. Antikor-antijen-enzim kompleksi miktari,
ornek igerisinde bulunan antijen konsantrasyonu ile ters orantili olarak iligkilidir. Artan serum
antijen miktar1 daha az renk olusumuna sebep olur ve enzim aktivitesinin olusmasinin
saglayan tutuklayici antikor ile antijen-enzim konjugatin diisiik miktarda baglanmasina yol

agar.

Kontrol degerleri olarak serbest antijen igcermeyen (antijensiz, antikorlu kat1 faz) ve
sabit faza tutunmus antikoru bulunmayan (antijenli, antikorsuz kati faz) numuneler kullanilir.
Standart sartlarda Olciilen enzim aktivitesi, karisgtmdaki antijen konsantrasyonu veya enzim

baglanma {iriinlerinin miktar1 ile dogru orantihidir (Sekil 3. 5.).
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Sekil 3. 4. Sandwich Metodu (85).
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kansimdakl enzim+antijen kompleksinin mikian
il dogru arantilicr

Sekil 3. 5. Yarigsmal1 (kompetetif) ELISA (85).
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3.5.2.3. indirekt ELISA Testi

Dolayli ELISA, antikor titrelerinin 6l¢iilebildigi bir yontemdir. Spesifik antijenler kati
faza adsorbe edilirler. Antikorlar1 iceren serum ilave edildiginde antikorlar antijenlere
baglanirlar ve diger baglanmayan komponentler yikanirlar. Anti-immiinoglobulin antikorlarla
immiin kompleksler olusur. Yikama isleminden sonra substrat ilave edilir ve enzim aktivitesi

Olciiliir. Elde edilen absorbans degeri ornek serumdaki spesifik antikor miktar1 ile dogru

orantilidir (Sekil 3. 6.)

Kah faza adsorbe edilmis spesifik
antijen —k

sanilan dename sarumu le

A
Spesifik antiforlan bulundurdufu I
inkubasyon va yikama

Spasifik antkor malekallerinm

arunmas _I

e

»>

L

AntEmmunglobdinsenum ile
baflanmig enzimin inkubasyonu
wi yikBma

|
|
\

Erzim substratl e inkubasyon

Srandart saiar alinda Sigllen enzim akdvibes],
deneme sensmundaki spesifik antkor miktan e
rindbru rArhlidir,

Sekil 3. 6. Dolayli (Indirekt) ELISA (85).
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3.5.2.4. Capture (Tutucu) ELISA Testi

Capture (tutucu) antikor kati bir faz ilizerine adsorbe edilir. Bu sekilde belirli bir
antijene karsi gelisen immiin cevabin hastadaki titresi goriilebilmektedir. Buna karsin, bu
antikor standart bir belirte¢ olabilmektedir. Antikorun antijenin yoklugunda ¢apraz reaksiyon
vermedigi ve kati faza spesifik olarak baglandigi bilinmelidir. Antijenin tespit edilmesi
durumunda ayni tiir antikorun baglanmasini engellemek icin farkli hayvanlardan elde edilmis

antikorlarin kullanimi diger 6nemli bir durumdur (86).

3.5.3. ELISA Testinde Onemli Faktorler

3.5.3.1. Antijen veya Antikorun Kati Faza Baglanmasi

Antijen veya antikorun kati faza baglanmasinda bulunan sartlar 6nemli Olclide

metodun sonuglarini etkilemektedir.

3.5.3.2. Sicakhik

Bazi antijenler icin gece boyu 4°C’de inkiibasyonunun 37°C’de bir inkiibasyon
periyodunun takip etmesinin daha iyi sonuclar olusturacagi belirtilmektedir. Daha yiiksek
inkiibasyon sicakliklar1 (56°C’ye kadar) bazi hidrofobik antijenlerin daha iyi adsorbe
olabilmelerini saglayabilir. Bunun yaninda daha yiiksek sicakliklarda protein yapinin denatiire
olmasi s6z konusudur. 4°C’de gece boyu inkiibasyon yaygin olarak kullaniimaktadir ve
genellikle ticari amag tasimayan deneylerde yeterli baglanmayi saglamaktadir. Hizli testler

icin 37°C’de 2 saat kaplama siiresi saglanmasi sonucun alinmasi i¢in uygun olabilmektedir.
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3.5.3.3. Antijen Konsantrasyonu

Yo6ntemin uygulanabilir olmasi i¢in kat1 faz lizerindeki baglama bdlgelerinin antikoru
maksimum diizeyde baglayacak olan dogru konsantrasyondaki antijen ile kapli olmasi
saglanmalidir. Buna karsin kaplama i¢in kullanilan tampon igindeki antijen konsantrasyonu
da yiiksek antijen konsantrasyonlarinda degisebilmektedir ve bu yiizden uygulama siiresince
antijen baglanmasi oraninin diismesine neden olabilmektedir. Optimal antijenin
konsantrasyonu, bilinen pozitif ve negatif referans serumlar kullanilarak seyreltilmis olan

antijen titrasyonu ile karsilastirilarak belirlenebilir.

3.5.3.4. Kullanilan Tamponun Icerigi

Tampon igerigi genellikle bikarbonat tamponu temeline dayanir ve tampon, ELISA’da

kullanilan enzimin maksimum hizla ¢alistig1 tamponlama kapasitesine sahip olmalidir.

3.5.3.5. Enzim Konjugatlar:

ELISA’da horseradish peroxidase (HRPO) enzimi, antikorlarla konjugasyonu
saglamak i¢in kullanilan en yaygin enzimlerden birisidir. Bunun disinda alkalen fosfataz
(AP)’da yaygin olarak kullanilmaktadir. B-galaktozidaz, lireaz ve glukoz oksidaz enzimleri

ise konjugat elde edilmesinde daha az yayginlikta kullanilan enzimlerdir.
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3.5.3.6. Substratlar

Ideal bir substrat belirli bir absorbans pik degerine sahip olmali ve ayrica karsinojenik
ozellikte olmamalidir. Dakikalar icerisinde yiiksek miktarda renk olusturma &zelligi
gosterebilmelidir. Ozellikle ticari kitlerde kullanim siiresi boyunca stabil halde kalabilmelidir.
3,3,5,5, tetrametil benzidin (TMB), p-nitrofenil fosfat, 2,2’-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline
sulfonate] diammonium salt (ABTS), o-toluidin, OPD ELISA enzim substratlarindan
bazilaridir (86).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Kullanilan Cihazlar

—_—

. Laminar akim kabin (Heraeus)

. CO; inkiibatorii (%5 COz, %95 nem ve 37°C) (LaboTect)
. ELISA okuyucusu (Bio-Tek)

. Sogutmal1 santrifiij (Hettich)

. Ultrasantrifiij (Beckman Coulter)

. Floresan invert mikroskop (Olympus)

. Istk mikroskobu (Olympus)

. S1cak su banyosu (20-55°C) (Niive BM 402)

. Buzdolab1 (Profilo)

. -20°C derin dondurucu (Ugur)

. -80°C derin dondurucu (Revco)

O 00 9 O 9 O kA W

—_
=]

. Peristaltik pompa (Rainin)

—_—
—_—

. Manyetik karistirict (Hangping, Variomag)
. Vorteks (Niive NM 110)

—_ =
W N

. Pipet tabancasi1 (Boeco)

_
N

. 8 kanall1 pipet (Gilson)

. Pipetler (0,5-2 pl, 0,5-100 pl, 50-200 pl, 200-1000 pl, 1-5 ml) (Gilson)
. Pleyt washer (Sigma)

. Otoklav (Niive ot 032)

—_ = =
o 3 O W

. Fraksiyon toplayici (Bio-Rad)
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4.1.2. Antijen

Leishmania cell surface antijen: Bu calismada, Aksoy N. ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan “A preliminary approach to the seperation of Leishmania cell-surface antigens™ adli
calismada leishmania cell surface antijenleri tespit edildikten sonra izole edilip saflastirilan

glikoprotein tabiatindaki proteinler iginden gp63 proteini antijen olarak kullanildi (87).

4.1.3. Hiicreler

Calismamizda kullanilan hiicre soylar1 Tablo 4. 1.’de gosterilmistir. TUBITAK, Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Enstitlisiiniin 4-9 Haziran 2008 tarihlerinde
diizenledigi “Hiicre Fiizyon Y&ntemi ile Monoklonal Antikor Uretimi” adli kurstan, FO
myeloma hiicreleri temin edildi. TUBITAK bu hiicreleri Amerika’daki ATCC (www.atcc.org)

firmasindan temin etmistir.

Tablo 4. 1. Hibridoma Teknolojisinde kullanilan hiicre 6rnekleri

Hiicre Ozellik Kaynak
Myeloma FO ATCC
Hiicreleri
Besleyici Hiicre Makrofaj Balb/C fare periton ylizeyi
Dalak Hiicreleri Balb/C fare
4.1.4. Besiyerleri

DMEM Besiyeri: 13,4 gr/ml DMEM, 0,37 gr/ml sodyum bikarbonat (NaHCOs,
deiyonize su i¢inde ¢oziildli, 0,1 M sodyum hidroksit (NaOH) ile pH: 7,2 olacak sekilde

hazirlandi. 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek sterilizasyon saglandi.
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Normal Besiyeri: 1/100 diliisyonlu penisilin (10000 u/ml) ve streptomisin (10 mg/ml)
(Sigma) antibiyotik kombinasyonu ve %20 1s1 ile inaktive edilmis fetal bovin serum %80

DMEM besiyeri ile birlestirilerek hazirlandi.

Dondurma Besiyeri: %20 FCS, %70 DMEM %10 DMSO olacak sekilde kullanim

esnasinda hazirlandi.

Myeloma Secici Besiyeri: Yalnizca HGPRT" myeloma hiicrelerini elde etmek igin
Fiizyondan 7 giin 6nce igerisinde myeloma hiicrelerinin bulundugu normal besiyeri ortamina
20 pg/ml 8-Azaguanin eklendi. Steril akimli kabinde, her sisesinde 100 g 8-Azaguanin
bulunan bir siseye 10 ml steril yalniz DMEM igeren besiyeri eklenerek ¢ozdiiriildii. Bu, 6,6 x
10 M 8-Azaguanin igeren stok soliisyonu idi. Bu stok soliisyonu kullanim aninda 50 kat

steril yalniz DMEM igeren soliisyon ile diliie edilerek kullanildi.

Fiizyon Sonrasi1 Kullanilan Secici Besi Yerleri: Fiizyon sonrasi yalnizca hibrit
hiicreleri tiretmek i¢in ilk 10-12 giin secici HAT besiyeri, daha sonrasinda secici HT besiyeri

kulanilda.

Secici HAT besiyeri: Normal besiyeri igerisine litreye 20 ml hipoksantin,
aminopterin ve thymidine iceren (50 X HAT) ¢ozelti eklenerek hazirlandi.
Secici HT besiyeri: Normal besiyeri icerisine litreye 20 ml hipoksantin ve

thymidine igeren (50 X HT) ¢6zelti eklenerek hazirlandi.
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25.

26

4.1.5. Kimyasal Maddeler

. Freund’s Complete Adjuvant (FCA) (Sigma)

. Freund’s Incomplete Adjuvant (IFA) (Sigma)

. Glisin (Merck)

. MgCI2 (Merck)

. ZnCl12 (Merck

. Para-nitro-phenyl-phosphate (PNPP) (Sigma)

. 8-Azaguanin (Sigma)

. Polyethylene glycol (PEG-4000) (Merck)

. Hypoxanthine aminopterin thymidine (HAT) (Gibco)

. Hypoxanthine thymidine (HT) (Gibco)

. NaHCO3 (Merck)

. Siit tozu (Pinar)

. Fetal calf serum (FCS) (Biological industries)
. DMEM (Sigma)

. Penisilin/Streptomisin (Sigma)

. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Carlo Erba)
. Tween 20 (Merck)

. NaOH (Merck)

. KOH (Merck)

. Amonyum siilfat (Carlo Erba)

. HCI (Merck)

. KoHPO4 (Carlo Erba)

. KH,PO,4 (Riedel-de Haen)

. Sitrik Asit (Merck)

Sodyum asetat (Merck)

.Trypane blue (Biological industries)
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4.1.6. Tamponlar

PBS (Fosfat) Tamponu: 10 mM KH,PO4 ve 10 mM K,HPO,; soliisyonlari
hazirlandiktan sonra bir beher iginde pH= 7,2 olacak sekilde birlestirildi. Hazirlanan tampon

soliisyonuna 0,15 M NaCl eklendi.

PBS-Tween 20 Yikama Tamponu: Normal PBS tamponu igerisine % 0,05 olacak
sekilde Tween 20 eklendi.

Substrat Tamponu: 0,1 M glisin ¢ozeltisi igine 1 mM MgCl, ve ImM ZnCl,
konuldu. Daha sonra pH metre esliginde konsantre KOH ¢ozeltisi ile pH 10.4’e ¢ikarilarak

saklandi. Hazirlanan ¢ozelti igerisine kullanimdan 10 dakika 6nce 1 mg/ml PNPP ilave edildi.

Antikor saklama Tamponu: 1 M Tris pH: 8,0 tamponu igerisine %0,02 gr sodyum

azid ilave edildi. +4 derecede saklanda.

Protein A Afinite Kolon Baglama (Binding) Tamponu: 20 mM fosfat tamponu
pH:7’de hazirlandi.

Antikor Elution Tamponu: 0,1 M Glisin, HCl ile PH:2.7 getirilerek hazirlandi.

Tris Notralizasyon Tamponu: 1M Tris tamponu PH:9’da hazirlandi.
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Sitrat-Asetat Tamponu: 500 ml 0.1 M sodyum asetat ve 100 ml 0.1 M sitrik asit

hazirlanir. Sodyum asetat {izerine sitrik asit eklenerek pH: 6’ya tamamlanir. -20C’de saklanir.

PEG Cozeltisi: Kullanim aninda 0,5 gr PEG (molekiil agirligi: 4000) 1 ml PBS
icinde ¢oziildii. Otoklav ile 30 dakika 121°C’de steril edildi. 37°C’ye getirilerek fiizyon
kullanildu.

4.1.7. Steril Malzemeler

1. 6, 24 ve 96 kuyulu fiizyon plak (Corning)
2. 96 kuyulu ELISA plak (TPP)

3. 4,6 ve 24 kuyulu kostar (Corning)

5. Kiiltiir flasklar1 (25 em2, 150 cm2) (Corning)

6. Petri kaplar1 (Firatmed)

7. Enjektor (1, 5 ve 50 cc) (Hayat)

8. Dondurma tiipleri (TPP)

9. Hiicre spatiilii (TPP)

10. Cam baget (IsoLab)

11. Cam pipet (1-25 cc) (IsoLab)

12. 0.22 mikrofiltre (Corning)

13. Ependorf tiip (0,5 - 2 ml)

14. Otoklavlanabilir cam sise (100, 250, 500, 1000 cc) (IsoLab)
15. Thoma lami (IsoLab)

16. Makas, pens, siizgec

17. Diyaliz membrani (Sigma)
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4.2. Yontem

Bu uzmanlik tezi, Harran Universitesi T1p Fakiiltesi, Etik kurulu tarafindan 10.05.2007
tarih, 03 nolu oturum ve 03 sayili karar ile onaylanmistir ve Harran Universitesi Bilimsel

Akademik Kurulu kurumu tarafindan 825 nolu karar ile desteklenmistir.

4.2.1. Leishmania Cell Surface Antijeni ile Immiinizasyon

Hibridoma calismalarinda immiinizasyon i¢in 6-8 haftalik alti adet BALB/c tiirii fare
kullanildi. Bu farelerden biri negatif kontrol olarak secildi ve Leishmania cell surface antijeni
enjekte edilmedi. Immiinizasyona almacak fareler belirlendikten sonra ilk giin ELISA testi
i¢in tiim farelerin kuyruk ucundan kan alindi. Bagisiklama isleminde ilk 6nce antijen farelere
verilebilecek sekilde hazirlandi. Leishmania cell surface antijeni 4 M guanidin iceren bir
¢ozelti icerisinde stabil halde tutuluyordu. Toksik olan guanidinin uzaklastirilmast amaciyla 2
cc’lik ependorf icerisine alinan antijen ¢ozeltisi 7 kez 1 saat ara ile her seferinde yenilenen
100 ml PBS’ye kars1 diyaliz edildi. Elde edilen toksik olmayan antijen ¢ozeltisi 1/1 (v/v) FCA
(Freund’s Complete Adjuvan) ile birlestirildi. Her bir fareye 0,2 ml intraperitonal olarak FCA
igeren antijen ¢dzeltisi enjekte edildi. Ug giin sonra ELISA testi igin farelerin kuyruk ucundan
kan alind1. 20 giin sonra ikinci doz immiinizasyon 1/1 (v/v) oraninda antijen ¢ozeltisi ve IFA
(Incomplete Freund’s Adjuvan) ile yapildi ve her fareye 0,2 ml intraperitonal olarak enjekte
edildi. Ug giin sonra ELISA testi igin farelerin kuyruk ucundan kan alindi. Ayni islemler 3.
immiinizasyon i¢in 20 giin sonra tekrarland1 ve {i¢ giin sonra ELISA testi i¢in farelerin kuyruk
ucundan kan alindi. Farelerin antikor yanitini gostermek ig¢in ELISA testleri yapilarak
immiinizasyon i¢in en ideal fare sec¢ildi. Bu fareye 1 hafta sonra hem subkutan hemde

intraperitonal olarak 1/1 (v/v) oraninda birlestirilmis IFA ve antijen ¢ozeltisi ve 6zellesmis B
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lenfositlerinin dalakta toplanmasi amaciyla fare kuyruk veninden 0.02 ml yalnizca antijen

cozeltisi enjekte edildi.

4.2.2. immiin Yanitinin ELISA ile kontrolii

Immiin yanit kontrolii i¢in enzime dayali immiinolojik deneyler (ELISA) yapildi. Ik
islemde 100 pl Leishmania cell surface antijen ¢oOzeltisi daha once belirlenen ELISA
kuyularina bir pipet yardimiyla konularak +4°C’de 1 gece ve sonra 37°C’de 1 saat tutuldu.
Baglanmayan antijenler PBS-Tween-20 tamponu ile 3 kez yikanarak uzaklastirildi. Kuyulara
150 pl % 0,4°lik yagi alinmug siit tozu ¢ozeltisi bir pipet yardimiyla konuldu ve 1 saat
37°C’de tutularak ELISA kuyucuklarmin tabanindaki antijen baglayabilecek kisimlar bloke
edildi. Pleyt kuyularindaki baglanmayan siit tozu ¢ozeltisi kisimlar1 dokiildiikten sonra PBS-
Tween 20 tamponu ile 3 kez yikandi. Antijen-antikor reaksiyonlarinin ilk basamaginda 1/50
ve 1/1000 oranlarinda seyreltilmis fare serumlar1 belirlenmis kuyulara 100 pl eklendi ve
37°C’de 1 saat bekletildi. Kompleks olusturmayan kalan serum kisimlart dokiildiikten sonra
PBS-Tween 20 tamponu ile 3 kez yikama yapildi. Antijen-antikor reaksiyonlarinin ikincisi
icin daha 6nce kompleks olusturmus serumlardan gelen bagli antikorlara spesifik olarak
baglanan 1/1000 diliisyonda alkalen fosfatazla konjuge edilmis anti-fare IgG antikor
soliisyonu her kuyuya 100 pl eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra kuyular PBS-
Tween 20 tamponu ile 5 kez yikandi. 1 mg/ml PNPP substrat tamponu hazirlamak iizere daha
once hazirlanmis soliisyona (0,1 M glisin, 1 mM MgCl, ve 1 mM ZnCl,) eklendi. Her kuyuya
100 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve 20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.
Bio-Tek ELISA okuyucusu ile 450 nm’de optik dansiteler (OD) dl¢iildii.

72



4.2.3. Fiizyon

4.2.3.1. Besleyici Hiicrelerin Hazirlanmasi

Fiizyon giliniinden bir giin 6énce immiinize olmamis bir fare bu islem i¢in kullanildi.
Fare dislokasyon yolu ile 6ldiiriildiikten sonra %70’lik etanol igerisinde bekletilerek sterilize
edildi. laminar akimli kabin igerisinde sirt iistii yatirilan fare dort ekstremitesinden
sabitlestirildi ve steril makas ve pens yardimiyla karin alt orta bolgesinden kiigiik bir kesi
yapild1 ve yanlara dogru acildi, bir elle kuyruk tutulurken iist deri pens yardimiyla boyuna
dogru yavasca ¢ekilerek 6n periton aciga c¢ikarildi. Yagsiz bir bolgeden organlara degmeden
periton igerisine 5 ml DMEM (FBS icermeyen) enjekte edildikten sonra periton igerisine
verilen besiyeri tekrar geri ¢ekildi. Boylece periton i¢ yiizeyindeki besleyici hiicreler alinmig
oldu. Enjektor igerisindeki hiicreler 15 ml’lik bir santrifiij tiipline alind1 ve hiicre sayimi
yapildi. Calisilacak hiicre kiiltliir plagi sayisina gore her kuyuya yaklasik 6000 hiicre ve
normal besi yeri karigimi 100 ul olacak sekilde dagitildu.

4.2.3.2. immiinize Dalak Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Immiinizasyon isleminde kullanilan fareler arasinda ELISA testinde en yiiksek mutlak
optik dansite degerlerini veren fare fiizyon islemine alindi. Fiizyondan 12 giin 6nce son
immiinizasyon islemi yapildi. Leishmania cell surface antijeni, incomplete Freund’s adjuvan
ile birlikte farenin el ve ayak i¢lerine, periton bosluguna ve ense bolgesi deri altina verildi ve
tek basina Leishmania cell surface antijeni, farenin kuyruk venine enjekte edildi. Bu fare
dislokasyon yontemi ile 6ldiiriildii ve %70’lik alkol icerisinde sterilize edilerek laminer akim
kabinine alindi. Farenin sol yan karin iist deri bolgesinden steril bir makas ve pens yardimiyla
kiigiik bir kesi yapildi ve periton kesilerek dalaga ulasildi. Dalak ¢evre dokudan ayrilarak bir
pens yardimi ile 10 ml PBS tamponu bulunan petri kabina alindi. Dalak burada c¢evre yag

dokusundan ayrildiktan sonra bagka bir 10 ml PBS tamponu iceren farkli petri kabina alindu.
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Dalak petri kabi i¢inde kiigiik steril bir siizgec igerisinde steril bir cam baget ile ezildi ve bir
pipet yardimut ile geri ¢ekip tekrar verme islemi ile hiicre slispansiyonu haline getirildi. Hiicre,
PBS tamponunda 900 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek 2 kez yikandi. Coken hiicreler 45

ml PBS igerisine alinarak hiicre sayimi1 yapildu.

4.2.3.3. Myeloma Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Fizyondan 7 giin 6nce % 10 FBS iceren daha 6nce DMEM besiyeri iginde
cogaltilmaya alman FO myeloma hiicrelerinin bulundugu ortama 8-Azaguanin (20 pg/ml)
eklenerek HGPRT” myeloma hiicreleri ortamdan uzaklastirlmasi saglandi. Fiizyon giinii
kiiltiir siselerinin igindeki kullanilmis besi yeri steril bir beher i¢ine dokiildii ve kiiltiir sise
yiizeyine yapismis hiicreler yiizeyden alinarak 50 ml’lik santrifiij tiipii icerisine alind1 ve 900
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek 2 kez yikandi. Coken hiicreler 10 ml PBS igerisine

aliarak hiicre sayimi yapildi.

4.2.3.4. Hiicrelerin Sayim

Thoma lami {izerine uygun lamel konulduktan sonra bir damla belirli hiicre
siispansiyonu lamin yan kenarlarindan thoma lami Tizerine yaydirilarak hiicre
siispansiyonunun lam ve lamel arasina yayilmasi saglandi. Bu islem yapilirken lam ve lamel
arasinda kabarcik olmamasma 6zen gosterildi. Hemositometre iizerinde 25 mm?*’ye diisen
hiicreler sayildi. Asagidaki formiilden fiizyona girecek toplam hiicre sayilar1 belirlendi. Bu

islem dalak, myeloma, besleyici hiicrelerin sayiminda kullanildi.

Toplam Hiicre Sayis1 = 10* x ml x lamdaki hiicre sayis1 x diliisyon katsayisi

(Sabit katsay1) (Hacim)

74



4.2.3.5. PEG ile Hiicrelerin Birlestirilmesi (Fiizyon)

Hiicre saymmi yapilan FO myeloma hiicreleri ve dalak hiicreleri 1/5 orani olacak
sekilde birlestirildi ve 900 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust kisim atilarak ¢oken hiicre
karigimina 37°C’de 1sitilmis %50°lik 1 ml polietilen glikol (PEG) 4000, 1 dakika igerisinde
yavas yavas tiip alt kenarina, ayn1 anda tiiplin dondiiriilerek hiicrelerin ve polietilen glikoliin
karismas1 saglanarak eklendi. Hiicrelerin hiicre membranlar1 ve stoplazmalarinin iyice
kaynasmasi i¢in 1 dakika beklendi. PEG ile hiicre temasinin toksik etkisinden dolayi bu siire 1
dakika ile sinirlandirildi. PEG’in toksik etkisini 6nlelmek i¢in 4 ml yalniz DMEM besiyeri tiip
kenarlarindan es zamanl tiiplin avug i¢inde dondiiriilmesi ile 2 dakika icerisinde yavas yavas
verildi. Ardindan 20 ml yalmiz DMEM besiyeri 2 dakika i¢inde tiip kenarlarindan es zamanli
tiipiin dondiiriilmesi ile verildi. En son 20 ml %15 FCS iceren DMEM 2 dakika i¢inde es
zamanl tliplin dondiriilmesiyle tiip kenarlarindan yavasca hiicrelerin iizerine ilave edildi.
Karisim 1 saat, 37°C’de karbondioksit etiivde bekletildikten sonra santrifiij edildi. Ust kistm
atildiktan sonra ¢oken hiicreler secici kiiltiir ortamina alindi. Bunun i¢in %2 HAT ve %20
FCS igeren DMEM besiyeri ilave edildi. Bir giin 6nceden fiizyon kuyularina alinmis besleyici
hiicre kiiltiirli lizerine kuyu basina 150 pl olacak sekilde dagitildi. 12 giin sonra hiicrelerin
tizerine 100 pl %10 FCS igeren secici HAT medyumu ilave edildi. Hibrid hiicreler HAT
secici besi yerinde canli, belirgin ve biiyiik hiicreler olarak gelistiler ve boliinerek klon
olusturdular. Fiizyon plaklarindaki kuyular invert mikroskopta tek tek taranarak klon
olusturan kuyular belirlendi ve isaretlendi. Klon olusturan kuyulardaki iist sivilar antikor
{ireten hibrit hiicrelerin belirlendigi ELISA testi icin toplandi. 15 giin sonra bu besiyerinde

gelisen hiicreler iki hafta siire ile HT besi yerinde gelistirildi.

4.2.3.6. Spesifik Antikor Iceren Kuyularin ELISA Testi ile Belirlenmesi

Flizyon sonrasi elde edilen hibrit klonlarin spesifik antikor diizeyinin belirlenmesi i¢in
ELISA yontemi uygulandi. Daha dnce belirlenen kuyulara bir pipet yardimiyla 100 pl daha

once diyaliz ile 4M guanidin hidrokloritten uzaklastirilmis Leishmania cell surface antijen
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cozeltisi konuldu. +4°C’de 1 gece ve sonra 37°C’de 1 saat tutuldu. Baglanmayan antijenler
PBS Tween-20 tamponu ile 3 kez yikanarak uzaklastirildi. Kuyulara 150 pl % 0,4’lik yag:
alinmis siit tozu ¢ozeltisi bir pipet yardimiyla konuldu ve 1 saat 37°C’de tutularak ELISA
kuyucuklariin tabanindaki antijen baglayabilecek kisimlar bloke edildi. Pleyt kuyularindaki
baglanmayan siit tozu ¢ozeltisi kisimlar1 dokiildiikten sonra PBS-Tween 20 tamponu ile 3 kez
yikandi. Daha 6nce klon olusturan kuyulardan toplanmisg kiiltiir iist stvilart her kuyuya 100 pl
eklendi ve 37°C’de 1 saat bekletildi. Boylece daha once pleyt yiizeyine yapigmis olan
Leishmania cell surface antijenleri, kiiltiir iist sivilarindan gelen spesifik antikorlarla
birlestirilmis oldu. Baglanmayan kalan kiiltiir tist sivi kesimleri dokiildiikten sonra PBS-
Tween 20 tamponu ile 3 kez yikama yapildi. Daha 6nce pleyt yiizeyine bagli antijen-spesifik
antikor birlesmesine spesifik olarak baglanacak olan 1/1000 diliisyonda alkalen fosfatazla
konjuge edilmis anti-fare IgG antikor sollisyonu her kuyuya 100 pl eklendi ve 37°C’de 1 saat
inkiibasyondan sonra kuyular PBS-Tween 20 tamponu ile 5 kez yikandi. 1 mg/ml PNPP
substrat tamponu hazirlamak iizere daha once hazirlanmis soliisyona (0,1 M glisin, 1| mM
MgCl, ve 1 mM ZnCl,) eklendikten sonra Her kuyuya 100 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve 20
dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Bio-Tek ELISA okuyucusu ile 450 nm’de
optik dansiteler (OD) dl¢iildii.

4.2.3.7. Hiicre Kiiltiir Plaginda Alt Klonlama isleminin Uygulanmasi

Monoklonallik i¢in gerekli olan en 6nemli adimlardan biri fiizyon sonrasinda klon
olusturan ve ELISA testinde spesifik antikor iirettigi saptanan kuyulardaki hibritlerin her bir
kuyuya tek hiicre gelecek sekilde monoklon olusturma sathasidir. Bunun icin tek klondan
olusan hibrit soyunu olusturmak icin smirli seyreltme (limiting dilution) islemi yapildi.
Yaklasik olarak fiizyonun 25. giinlinde ELISA yoOntemi ile pozitif reaksiyon verdigi tespit
edilen hibrid klon kuyular1 kullanildi. Bu hiicrelerin bulundugu kuyunun ici, hiicreler
homojen olarak kuyu icindeki besiyerine dagilacak sekilde pipeti ¢ekip birakma ile dagitildi.
Hiicre sayimi1 yapildiktan sonra 96 kuyuluk kiiltiir plaklarinin her kuyusuna bir hiicre gelecek
sekilde normal DMEM besiyeri ile seyreltme yapildiktan sonra her kuyuya tek hiicre olacak
sekilde 100 pl sinirh seyreltme soliisyonu konuldu. Uzerine 100 ul normal DMEM besiyeri
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eklendi. Hiicreler, klon olusturmak tizere 15 giin normal besiyeri i¢inde bekletildi. Bu arada
spesifik antikor tireten hibrit hiicre kuyularin1 belirlemek i¢in ELISA testine gerekli olacak

olan iist sivilar toplandi.

4.2.3.8. Alt Klonlama isleminden Sonra Spesifik Antikor Iceren Kuyularin
ELISA Testi ile Belirlenmesi

Sinirli seyreltme sonrast olusturulan klonlu kuyularda ELISA testiyle spesifik antikor
sentezinin oldugu kuyulardaki hibrit hiicrelerin belirlenmesi islemine ge¢ildi. Daha o6nce
belirlenen ELISA kuyularina bir pipet yardimiyla 100 pl daha 6nce diyaliz ile 4M guanidin
hidrokloritten uzaklastirilmig Leishmania cell surface antijen ¢ozeltisi konuldu ve +4°C’de 1
gece ve sonra 37°C’de 1 saat tutuldu. Baglanmayan antijenler PBS-Tween-20 tamponu ile 3
kez yikanarak uzaklastirildi. Kuyulara 150 ul % 0,4’lik yag: alinmis siit tozu ¢ozeltisi bir
pipet yardimiyla konuldu ve 1 saat 37°C’de tutularak ELISA kuyucuklarinin tabanindaki
antijen baglayabilecek kisimlar bloke edildi. Pleyt kuyularindaki baglanmayan siit tozu
cozeltisi kisimlart dokiildiikten sonra PBS-Tween 20 tamponu ile 3 kez yikandi. Daha 6nce
klon olusturan kuyulardan toplanmis kiiltiir ist sivilart her kuyuya 100 pl eklendi ve 37°C’de
1 saat bekletildi. Boylece daha once pleyt yiizeyine yapismis olan Leishmania cell surface
antijenleri, kiiltiir list sivilarindan gelen spesifik antikorlarla birlestirilmis oldu. Baglanmayan
kalan kiiltiir iist siv1 kesimleri dokiildiikten sonra PBS-Tween 20 tamponu ile 3 kez yikama
yapildi. Daha 6nce pleyt yiizeyine bagli antijen-spesifik antikor birlesmesine spesifik olarak
baglanacak olan 1/1000 diliisyonda alkalen fosfatazla konjuge edilmis anti-fare IgG antikor
soliisyonu her kuyuya 100 pl eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra kuyular PBS-
Tween 20 tamponu ile 5 kez yikandi. 1 mg/ml PNPP substrat tamponu hazirlamak iizere daha
once hazirlanmig soliisyona (0,1 M glisin, | mM MgCl, ve 1 mM ZnCl,) eklendikten sonra
Her kuyuya 100 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve 20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta
inkiibe edildi. Bio-Tek ELISA okuyucusu ile 450 nm’de optik dansiteler (OD) 6l¢iildii.

77



4.2.3.9. Monoklonal Antikorlarin Genis Ol¢ekte Uretilmesi

ELISA testi ile spesifik antikor tespit edilen hibrit hiicre klonlari, anti-Leishmania cell
surface monoklonal antikorunu genis olgekte iiretmek i¢in normal DMEM besi yeri igeren 75
em”lik kiiltir kaplarina alindilar. Bu besi yerinde iiretilen hiicrelerden elde edilen
monoklonal antikor i¢eren kiiltiir tist stvilar1 6lii hiicre artiklarini ortamdan uzaklastirmak i¢in

1100 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra {ist sivilar1 4°C’de sakland.

4.2.3.10. Hibrit Hiicrelerin Dondurulmasi

75 em™’lik kiiltiir kabindaki hiicreler PBS ile yikandiktan sonra 1100 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. %20 FBS ve %10 DMSO iceren %70 DMEM’li dondurma besiyerine alinan
hibrit hiicreler -80°C’ye birakild1.

4.2.4. Anti-Leishmania Cell Surface Monoklonal Antikorlarinin Saflastirilmasi

4.2.4.1. Hibridoma Kiiltiir Ust Sivisindaki Protein Iceriginin Amonyum ile Siilfat

Coktiiriilmesi ve Diyalizi

Amonyum siilfat, iyonik yapisi nedeniyle proteinlerle ayn1 ortamda bulundugunda,
proteinler ile bag etkilesimi yapmada su molekiilleri ile yarisarak proteinlerin sivi ortamdaki

doygunlugunu arttirarak ¢okmelerini saglar.

Toplanan kiiltiir tist s1vis1 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kullanima

aliirken o6lii hiicre ve artiklarini igeren pellet atildi. 35 ml {ist siviya 11,97 gr amonyum siilfat
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+4°C’lik sogutma ortaminda bir manyetik karigtirict tizerindeki bir beherde 30 dakikada azar
azar yavasca karistirilarak eklendi. Gece boyu +4°C’de bekletidi. Amonum siilfat ile doymus
tist s1v1, ultrasantrifiij cithazi kullanilarak 10000 rpm’de, 40 dakika +4°C’de santrifiij edildi.
Coken proteinler 2 ml PBS ile ¢oziilerek amonyum siilfatin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz
membranina alindi. Diyaliz membrant once saf su ile yikandi. PBS ile ¢oziilen protein
¢ozeltisi membrana alind1 ve bir miktar hava birakilarak membranin iki ucu baglandi. 1 L

PBS (diyaliz tamponu) i¢cinde +4°C’de 1 gece bekletildi.

4.24.2. Protein A Kolon Kromatografisi Kullamlarak Proteinlerin

Fraksiyonlarima Ayrilmasi.

Kolondan ilk olarak kolon igindeki %20’lik etanolii uzaklastirmak amaciyla 1
ml/dakika olacak sekilde 20 mM PO4 yikama tamponu (pH:7) kolondan gegirildi. Diyaliz
sonrast elde edilen protein ¢ozeltisi 1:1 oraninda PBS tamponu ile seyreltilerek protein
partikiillerinin kolonu tikamamasi amactyla 0,22 pm’lik mikrofiltreden gecirildi ve kolona (8
ml) yiiklendi. Daha sonra protein A eliisyon tamponu (pH: 2,7) kolona verildi. Bu sirada
orneklerin toplandigi ependorf tiiplerin igerisine 75 pl 1 M tris (pH:9) tamponu konularak tiip
iceriklerinin pH degerlerinin ndtralize edilmesi saglandi. Elde edilen 6rneklerin

spektrofotometrede OD280 degerleri olgiildii.

4.2.4.3. Anti-Leishmania Cell Surface Antijenin ELISA ile Belirlenmesi.

Abzorbans pikleri alinan fraksiyonlarin hangisinde anti-leishmania cell surface
antijeninin oldugunu tespit etmek i¢in ELISA testine ge¢ildi. Daha 6nce belirlenen ELISA
kuyularina bir pipet yardimiyla 100 pl daha 6nce diyaliz ile 4M guanidin hidrokloritten
uzaklagtirllmig Leishmania cell surface antijen ¢ozeltisi konuldu ve +4°C’de 1 gece ve sonra
37°C’de 1 saat tutuldu. Baglanmayan antijenler PBS-Tween-20 tamponu ile 3 kez yikanarak

uzaklastirildi. Kuyulara 150 pl % 0,4’lik yag1 alinmis siit tozu ¢ozeltisi bir pipet yardimiyla
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konuldu ve 1 saat 37°C’de tutularak ELISA kuyucuklarinin tabanindaki antijen
baglayabilecek kisimlar bloke edildi. Pleyt kuyularindaki baglanmayan siit tozu g¢ozeltisi
kisimlar1 dokiildiikten sonra PBS-Tween 20 tamponu ile 3 kez yikandi. Fraksiyon
soliisyonlarindan her kuyuya 100 pl eklendi ve 37°C’de 1 saat bekletildi. Boylece daha 6nce
pleyt yilizeyine yapigsmig olan Leishmania cell surface antijenleri, fraksiyon soliisyonlarindan
gelen spesifik antikorlarla birlestirilmis oldu. Baglanmayan protein soliisyon kesimleri
dokiildiikten sonra PBS-Tween 20 tamponu ile 3 kez yikama yapildi. Daha o6nce pleyt
yiizeyine bagl antijen-spesifik antikor birlesmesine spesifik olarak baglanacak olan 1/1000
diliisyonda alkalin fosfatazla konjuge edilmis anti-fare IgG antikor soliisyonu her kuyuya 100
ul eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra kuyular PBS-Tween 20 tamponu ile 5 kez
yikandi. 1 mg/ml PNPP substrat tamponu hazirlamak iizere daha 6nce hazirlanmis soliisyona
(0,1 M glisin, 1 mM MgCl, ve 1 mM ZnCl,) eklendikten sonra her kuyuya 100 pl substrat
cozeltisi eklendi ve 20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Bio-Tek ELISA
okuyucusu ile 450 nm’de optik dansiteler (OD) 6l¢iildii.

4.2.5. Hasta ve Konrol Gruplarinda Elde Edilen Antikorlarin ELISA Testi ile

Denenmesi.

Elde edilen antikorlar, 12 hasta ve 12 kontrol grubunda bir ELISA sistemi yapilarak
denendi. Once Saf olarak elde edilen antikor ¢ozeltisi 1/100 PBS diliisyonuyla 24 kuyuya
100 pl eklendi ve 37°C’de 1 saat tutuldu. Baglanmayan antikorlar PBS-Tween-20 tamponu ile
3 kez yikanarak uzaklastirildi. Kuyulara 150 pl % 0,4’liik yag1 alinmis siit tozu ¢ozeltisi bir
pipet yardimiyla konuldu ve 1 saat 37°C’de tutularak ELISA kuyucuklarimin tabanindaki
antijen baglayabilecek kisimlar bloke edildi. Pleyt kuyularindaki baglanmayan siit tozu
cozeltisi kisimlar1 dokiildiikten sonra PBS-Tween 20 tamponu ile 3 kez yikandi. Bir pipet
yardimiyla 100 pl daha once diyaliz ile 4M guanidin hidrokloritten uzaklastirilmig
Leishmania cell surface antijen ¢ozeltisi konuldu ve +4°C’de 1 gece ve sonra 37°C’de 1 saat
tutuldu. Bdylece spesifik antikor-antijen baglanmasi gerceklestirildi. Pleyt kuyularinda
baglanmayan antijenleri uzaklagtirmak i¢in PBS-Tween 20 tamponu ile 3 kez yikama yapildi.

Daha oOnce pleyt yiizeyine bagli antijen-spesifik antikor birlesmesine spesifik olarak
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baglanacak olan 1/1000 diliisyonda alkalin fosfatazla konjuge edilmis anti-fare IgG antikor
soliisyonu her kuyuya 100 ul eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra kuyular PBS-
Tween 20 tamponu ile 5 kez yikandi. 1 mg/ml PNPP substrat tamponu hazirlamak {izere daha
once hazirlanmis soliisyona (0,1 M glisin, 1 mM MgCl, ve 1 mM ZnCl,) eklendikten sonra
her kuyuya 100 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve 20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta
inkiibe edildi. Bio-Tek ELISA okuyucusu ile 450 nm’de optik dansiteler (OD) 6l¢iildii.
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5. BULGULAR

5.1. immiinizasyon Yamtta ELISA Testinin Bulgulari.

ELISA testine, 6-8 haftalik alt1 adet BALB/c tiirii fareden, immiinizasyonun 3. giinii
(ilk doz asilama sonrast), 26. giinii (ilk destek dozu sonrasi) ve 49. giinii (ikinci destek dozu
sonrast) kan ornekleri kuyruk venlerinden alindi. Bu farelerden birine negatif kontrol olmasi
amactyla immiinizasyon yapilmadi. Serum oOrnekleri, 1/50 ve 1/500 diliisyon ile ELISA
testinde kullanildi. Bu test sisteminde konjugat enzimi olarak Alkalen Fosfataz ve substrat
olarak PNPP kullanildi. Leishmania cell surface antijenine karsi gelisen immiin cevap

yanitlar1 grafiklerde gosterilmistir (Sekil 5. 1.).
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Sekil 5. 1. Immiinizasyon periyodu boyunca antikor titrelerinin histogramlari, ¢izgisel

grafikleri ve tablosu.
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5.2. Besleyici Hiicre Bulgular:

Fiizyon Oncesi non-immiinize bir Balb/c faresinin periton bosluguna 5 ml yalniz
DMEM igeren besiyeri verilip geri cekildi. Bu sivi igerisine alinan besleyici hiicreler bir
thoma lami kullanilarak sayildi. Besleyici hiicre siispansiyonunun her mililitresinde 5 x 10°
hiicre sayildi. Bu her kuyuya (100 ul’ye) 6000 hiicre olacak sekilde 6 x 10% / 5 x 10° (0,12:1)

oraninda normal DMEM besiyeri ile seyreltildi.

5.3. Immiinize Dalak Hiicre Bulgular

Flizyon giinii en iyi immiin yanit veren farenin dalak hiicreleri fiizyon isleminde
kullanilmak tizere 10 ml PBS tamponu i¢ine siispanse edildi. Thoma lam1 kullanilarak yapilan
hiicre sayiminda siispansiyonunun her mililitresinde 5 x 10’ hiicre sayildi. 10 ml
siispansiyonda toplam hiicre sayis1 5 x 10® olarak hesaplandi. Daha sonra 1 x 10® /10 ml

myeloma hiicresi ile birlestirilerek fiizyon islemine alindilar.

5.4. Fiizyon oncesi Myeloma Hiicre Bulgular:

Fiizyon giinlinden once cogaltilmak {izere karbondioksit inkiibatdrde 8-Azaguanin
iceren ortamda bekletilen myeloma hiicreleri fiizyondan once fiizyon isleminde kullanilmak
tizere yikama sonrast 10 ml PBS tamponu igine siispanse edildi. Thoma lami kullanilarak
yapilan hiicre sayiminda siispansiyonunun her mililitresinde 1 x 10’ hiicre sayildi. Toplam
hiicre sayis1 1 x 10® olarak hesaplandi. Daha sonra 5 x 10%10 ml dalak hiicreleri ile 1:5

oraninda birlestirilerek fliizyon islemine alindilar.
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5.5. Fiizyon Pleytinde Klonlarin Gozlenmesi

Fiizyon sonrasinda, flizyon pleytinin 96 kuyusuna ekilen hiicrelerin yaklasik 15 giin
sonra makroskobik olarak klon olusturduklar1 gézlendi. Tiim kuyular tek tek incelenerek klon
olusturan 23 kuyu tespit edildi. Bu kuyulardan A,, Bs, Bio, D4, Ei, Es, Fyo, F1; ve Hy
kuyularinda iki ayr1 noktada; A, B; ve H; kuyularinda {i¢ ayr1 noktada; Gy pleytinde bes ayri
noktada klon var iken B,, By, C,, Cy1, Ci2, Dy, Eo, Fi, Gs, ve Hj; kuyularinda tek klon
gozlendi. Bu klonlarin disindaki kuyular bosaltildi. Klon olusturan kuyulardan 3-4 giin

araliklarla iist sivilar alinarak antikor olusumunu gdéstermek (ELISA) i¢in toplandi.

5.6. Fiizyon Sonrasi Klonlarin Antikor Cevabi

Klon olusturan 23 kuyuda, Leishmania cell surface antijeni ile spesifik olarak
baglanan antikorlarin tespiti i¢cin ELISA testi yapildi. Negatif kontrol olarak klon
olusturmayan bir kuyudan (Ajz) alinan iist sivilar kullanildi. Antikor yanitlar1 ve abzorbans
degerleri sekil 5. 2.’de ve tablo 5. 1.’de verilmistir. Bu klon olusturan 23 kuyudan yalnizca iki
klonun oldugu Bg kuyusundan toplanan iist stvilarda antikor cevabi vardi. Bu kuyuda iki klon
oldugu icin antikor cevabinin bu klonlardan hangisine (veya her ikisine de) ait oldugunu

anlamak amaciyla bu kuyu limiting diliisyon islemine tabi tutuldu.

Tablo 5. 1. Klon olusturan fiizyon kuyular1 ve ELISA testinde elde edilen OD degerleri

Kllyll No Az A3 * A7 Bz B7 Bs Blﬂ B]] Cz C]] C]z D]
OD 0,125 ] 0,021 | 0,083 | 0,098 | 0,122 | 0,643 | 0,128 | 0,075 | 0,092 | 0,048 | 0,134 | 0,129
KuyuNo | D, E, E; Eqo F, Fio Fi G; Gy | H H, Hy,
OD 0,033 | 0,052 | 0,098 | 0,034 | 0,029 | 0,141 | 0,131 | 0,152 | 0,036 | 0,091 | 0,036 | 0,028

* Negatif kontrol
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Sekil 5. 2. Klon olusturan fiizyon kuyularina ait antikor yanitlari

5.7. Alt Klonlama islemi Bulgular

Antikor yanit1 veren Bg kuyusundaki hiicreler siispanse edildikten sonra toplam hiicre
hacimleri sayildi. Toplam 2,4 x 10* /100 pl hiicre sayildi. Bu siispansiyon i¢indeki hiicreler,
monoklonallik ilkesini saglamak amaciyla 96 kuyudan her kuyuya tek hiicre diisecek sekilde
96 / 2,4 x 10" oraninda normal DMEM besiyeri (25 ml) kullanilarak sulandirildi. Her kuyuya
100 pl eklendikten sonra tiim kuyular floresan mikroskop altinda incelendi. Bos olan kuyular
ve birden fazla hiicre iceren kuyular bosaltilip yerine tekrar diliie hiicre siispansiyonu
eklenerek her kuyuda bir hiicre olmasi saglandi. Bir yandan spesifik monoklonal antikor
yanit1 i¢gin kiiltiir {ist sivilar1 toplandi, bir yandan klon olusturan 47 kuyu gozlendi. Bu
kuyular; Aj, As, Ag, Ag, B4, B, Bg, Bo, By, Bz, C4, Cs, Cs, C7, Cg, Cio, Ci2, Dy, Dy, D3, Dy,
D7, Do, D12, Ea, Eu, Eg, Eo, F2, F3, F7, F11, Gy, Ga, Gs, Gs, G, Gio, Hz, H3, Hs, H7, Hs, Ho, Hio,




H;; ve Hj, kuyulart idi ve her kuyuda tek klon vardi. Bu kuyulardaki antikor sentezini

gostermek icin yeterince kiiltiir iist sivisi toplandiktan sonra ELISA testine gegildi.

5.8. Alt Klonlama Isleminden Sonra Spesifik Antikor Cevaplarinin Belirlenmesi

Tek klonlu 47 kuyuda, spesifik antikor olusturan klonlarin tespiti i¢cin ELISA testi
yapildi. Negatif kontrol olarak klon olusturmayan bir kuyudan (A;) alinan iist sivilar
kullanildi. Antikor yanitlart ve Abzorbans degerleri Tablo 5. 2.’de verilmistir. Bu klon
olusturan 47 kuyudan 12 tanesinde yalnizca pozitif antikor cevabi vardi. Bunlar: As, Bg, Bo,
Cs, Cio, Ci2, D1, D7, Dy2, Eg, Gg ve Hj kuyulart idi. Bu klonlar genis 6lgekte iiretim igin 25

cm™lik kiiltiir siselerine alinirken diger kuyular ¢alismadan ¢ikarildi.

Tablo 5. 2. Alt klonlama sonrast klon olusturan flizyon kuyular1 ve ELISA testinde elde
edilen OD degerleri

Kuyu No Ay Agss | Ass Ag Ay B, Bs By« By« By B, Cy
OD 0,125 0,011 | 0,835 | 0,094 | 0,111 | 0,046 | 0,021 | 1,715 | 0,912 | 0,143 | 0,031 | 0,093
Kuyu No Cs Ce+ C, Cy Ci+ | Cip» | Dy D, D; D, D D,
OD 0,128 | 0,524 | 0,084 | 0,014 | 0,920 | 0,714 | 0,833 | 0,012 | 0,036 | 0,091 | 0,936 | 0,018
Kuyu No Dy | E, E,4 Eg Eo- F, F; | O Fi G, Gy G;s
oD 1,012 | 0,081 | 0,035 | 0,118 | 0,823 | 0,143 | 0,126 | 0,072 | 0,062 | 0,098 | 0,034 | 0,012
Kuyu No Gy Gy G H, H;- Hs H, Hg Hy H;o Hy, H;,
OD 0,833 | 0,025 | 0,078 | 0,054 | 0,802 | 0,135 | 0,101 | 0,025 | 0,067 | 0,119 | 0,086 | 0,025

* Spesifik Antikor yanit1 olan kuyular ** Negatif Kontrol

5.9. Anti-Leishmania Cell Surface Monoklonal Antikorlarinin Protein A Kolon

Kromatografisi ve Elde Edilen Fraksiyonlarin ELISA Test Sonuclar

Toplanan kiiltiir siselerindeki hibrid hiicre iist stvilari amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve
diyaliz islemlerinden sonra Protein A kolonu kullanilarak kromatografik olarak 32 fraksiyona
ayrildi. Bu fraksiyonlardaki optik dansite aktiviteleri 280 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak Sl¢iildii. 35 ml hibrid hiicre {ist stvisindaki antikor miktar1 yaklasik
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olarak 100 mg kadardi ve bu antikorlar, IgG tipinde idi. Elde edilen bu fraksiyonlara ELISA
testi uygulandi. Spesifik olarak reaksiyon veren 4 kuyu belirlendi. Saflastirilan antikorlarin

kromatografik aktiviteleri ve ELISA sonuclar1 Sekil 5. 3.’te verilmistir.

\ —e—0D 280
k —m— 0D 450

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

Fraksiyon no

Sekil 5. 3. Saflagtirilan Antikorlarin 280 nm’de kromatografik, 450 nm’de ELISA optik

dansite degerleri.

5.10 Hasta ve Konrol Gruplarinda Elde Edilen Antikorlarin ELISA Testi ile

Denenmesi.

Elde edilen antikorlar, 12 hasta ve 12 kontrol grubunda bir ELISA sistemi yapilarak

denendi.

ELISA testi negatif olan hastalarin analizi yapildiginda;
1. hasta: 45 yasinda, 1 hafta dnce enfekte olan sol alt bacakta 1 adet iilsere lezyon

mevcut.

2. hasta: 18 yasinda, 1 hafta dnce enfekte sag el tenar bolgede ve sag dizinde toplam 2

adet lezyon mevcut.

3. hasta: 56 yasinda, 12 giin 6nce enfekte sol el ve sol ayakta 2 adet lezyon mevcut.
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4. hasta: 10 yasinda, 14 giin once sol yanakta papiil ile karakterize 1 adet lezyon
mevcut.

5. hasta: 10 yasinda, 15 giin 6nce viicudunun ¢esitli yerlerinde toplam 8 adet lezyon
mevcut.

6. hasta: 27 yasinda, 20 giin 6nce sag bilek iilsere 2 adet lezyon mevcut idi.

ELISA testi negatif olan hastalarin analizi yapildiginda;

1. hasta: 51 yasinda, 3 ay 6nce enfekte olmus sag elde bir adet nodiil mevcut.

2. hasta: 27 yasinda, 4 ay once enfekte olan 4 adet lezyon mevcut

3. hasta: 14 yasinda, 3 ay once enfekte olmus tek lezyon mevcut.

4. hasta: 44 yasinda, 3 ay Once enfekte olmus, 3 adet lezyon mevcut.

5. hasta: 33 yasinda, 5 ay once enfekte olmus 4 adet lezyon mevcut.

6. hasta: 10 yasinda, sag ve sol yanakta 5 yildir devam eden niiks etmis 2 adet lezyon

mevcut idi.

Tiim kontrol grubunda antikor yanitlar1 negatif idi ve 12 hastanin 6’sinda antikor

cevabi vardi. Sonuglar tablo 5. 3.’te verilmistir.

Tablo 5. 3. ELISA testinde pozitif ve negatifligin kontol ve hasta gruplarindaki dagilimi.

Grup Toplam
Kontrol Hasta
ELISA | () sonug 12 6 18
(+) sonug 0 6 6
Toplam 12 12 24
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6. TARTISMA ve SONUC

Tiirkiyede kutandz leishmaniasis enfeksiyonu 19. yiizyilin baslarindan beri
bildirilmekte ve giiniimiize kadar Tiirkiye cografyasini tehdit etmektedir. Enfeksiyon en ¢ok
Sanliurfa ve ¢evresinde etkili olurken daha 6nce enfeksiynun hi¢ goriilmedigi bolgelerde de
bildirilmeye baglanmistir. Bu da enfeksiyonun tiim Tiirkiye cografyasina yayilabilecegini
gostermektedir. Enfeksiyon, deri iizerinde hafif bir lezyon ile atlatilabilirken ¢ogu zaman
deride kalici hasar birakip skarlagarak iyilesmektedir. Bazi durumlarda enfeksiyon niiks
etmekte ve cilt kanserleri gibi daha biiyiik boyutta hasarlar olusmaktadir. Leishmania
parazitleri, flagellali promastigotlar olarak tatarcik vektorlerinde ve intraselliiler flagellasiz
amastigotlar olarak kaynak makrofajlarinda bulunan rdlatif olarak basit bir digenetik hayat
evresine sahiptirler (91-93). Yasamlar siiresince dis ¢evredeki zorlayici degisikliklere
parazitin adaptasyonu, differasyon siiresince metabolizma ve morfoloji degisiklikleri ile
sonuglanir. Promastigotlarin rolatif olarak daha kolay kiiltiire edilmelerinden dolayi,
promastigot antijenlerinin biyokimyasal ve immiinolojik karakteristikleri lizerinde ¢ok fazla
calisma yapilmistir (91-94). Bu antijenler arasinda ylizey proteazi gp63 (promastigot ylizey
antijen kompleks-1), parazit yiizey antijeni-2 (PSA-2) ve lipofosfoglikan gibi antijenler yer
almaktadir (94,95).

Bu tez ¢aligmasinda Leishmania cell surface antijenlerinin major komponentlerinden
biri olan gp63 antijeni kullanilmistir. Gp63 glikoproteini, non anyonik bir deterjan olan Triton
X-114 kullanilarak Leishmania major proteinlerinin saflastirilmasi sirasinda belirlenmistir
(97). Gp63; leishmania membranlarinda tanimlanan en onde gelen bir protein ailesidir.
Okong’O-odera ve diger arastirmacilar dogal gp63’iin olduk¢a immiinojenik oldugunu ve
visseral leishmaniasis icin ¢ok iyi tan1 koyucu antijen oldugunu gostermislerdir (98,99). Biz
bu antijeni, Aksoy N. ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢caligmada elde edilen antijenler

arasindan sectik. Arastirmacilar bu antijenleri jel filtrasyon kromatografisi ve izopiknik
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dansite gradient santrifiigasyonu yontemleri ile izole edip ayirmislar ve bu ayirma isleminde
kullanilan kiiltiir ortaminda bulunan spesifik olmayan proteinlerin varligindan dolayr bu
yontemlerin  tek basina kullaniminin  yeterli olmayacagimi ve bu metotlarin
kombinasyonlarinin kullaniminin antijenlerin daha ayrintili olarak ayirimini sagladigini
vurgulamiglardir. Bu yontemlerin ardindan N-glikozilatin iceren karbonhidrat yapilarinin
Periodik asit-shift (PAS) ve Con A lectin boyasi ile boyanmast i¢in Slot blotlama ile bir
membrana aktarilan antijenler goriintiilenmistir. Elde ettikleri diger antijenler ise gp50,
gp46/M-2 ve gp27°dir ve bu antijenlerin stabilitesinde 6M Guanidin kullanmislardir (87).
Antijenlerin saf olarak elde edilmesi icin canli hayvanlarda toksik olan guanidinin

uzaklagtirilmasini, biz PBS’ye karsi bir diyaliz islemi ile yaptik.

Immiinizasyon isleminde kullanilmak iizere canli hayvan kaynagi olarak farelerden
yararlandik. Fareler Siitcii imam Universitesinin, Hayvan Laboratuvarindan elde edildi. Tiim
farelerin genetik kokeni Balb/c idi ve deney i¢in alt1 adet fare kullandik. Zamana karsi
immiinizasyon grafiklerini gérmek ve en iyl immiinite yanit1 veren fareyi se¢ebilmek i¢in tiim
farelerden immiinizasyondan Once, imiinizasyonun 3. giinii (ilk doz), 26. giinii (ilk destek
dozu) ve 49. giinii (ikinci destek dozu) olmak {izere toplam dort adet kan 6rnegi alindi. Elde
edilen serum Ornekleri iki farkli diliisyonlarda (1/50 ve 1/1000) bir ELISA testi ile gp63
antijenleri kullanilarak uygulanmistir. Antijenler polistren pleyt kuyularina sabitlenerek serum
antikor miktarlar1 belirlendi. Zamana kars1 immiinizasyon grafiklerinde en iyi immiinizasyonu
gosteren II numarali fare oldugundan bundan sonraki deneyler bu fare {lizerinden

gerceklestirilmistir.

En iyi immiin yanit veren fareden elde edilen dalak hiicrelerinin kiiltiir ortaminda
fizyon sonrast daha kararli bir sekilde kalmasi amaciyla immiinizasyon programina
alimmayan bir farenin periton kavitesinden elde edilen besleyici hiicreler (fibroblast, makrofaj
vb.) kullanildi. Bu hiicrelerin ¢esitli sitokin ve biiylime faktorlerini salgilayarak hibrid
hiicrelerin kiiltiir ortamina uyumunu arttirdigr bilinmektedir (100). Hiicrelerin yasam omiirleri
sinirli oldugundan belli bir zaman sonunda bu hiicrelerin 6ldiigii gézlendi. Tiim ¢aligmalarda

fiizyon islemine alinacak olan dalak ve myeloma hiicreleri belirli bir orana (5:1 — 10:1 dalak
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hiicre istiinliigii) gore birlestirilmektedir (100). Biz bu oran1 5:1 oraninda dalak hiicreleri

tistiinliigiine gore uyguladik.

Farenin dalaginin ¢ikarilmasi esnasinda steril ¢alismaya dikkat edilmelidir. Ciinkii bu
asamadaki bir kontaminasyon tiim ¢aligmanizi yeniden yapmanizi gerektirir. Ayrica dalagin
cikarilmasi esnasinda farenin karin cildi kesilirken i¢ organlara zarar verilmesi de bir
kontaminasyon kaynagi olabilir. Dalagin pargalanarak dalak hiicrelerinin siispanse
edilmesinde mekanik olarak ezme islemlerinin yaninda dalak dis kapsiiliinden dalak icine bir
siringa yardimiyla kiltiir ortamin1 ya da PBS tamponunu basingh bir sekilde verip tekrar
cekip verme islemleri de kullanilmaktadir. Basingli ¢ekip verme islemi sterilite agisindan
diger mekanik ezme yontemlerine gore daha etkindir. Clinkii mekanik ezme ydntemlerinde
kullanilan tel slizgeg, havan gibi malzemelerin de sterilizasyonu gereklidir. Bizim
deneylerimizde dalak steril olarak fareden alindi ve basingli ¢ekip verme islemi ile dalak
hiicreleri siispanse edildi. Hibrid hiicre kiiltiirii sirasinda da herhangi bir kontaminasyon

gbzlenmemistir.

HGPRT enzimini bulunduran myeloma hiicrelerin eliminasyonu i¢in myeloma hiicre
kiiltiir ortamina eklenen 8-Azaguanin, HGPRT enziminin olmadigi myeloma hiicre dizileri
kullanilmas1 nedeniyle bircok calismada kullanilmamaktadir. Bizim myeloma hiicre dizimiz
HGPRT enzimini igermeyen FO hiicre dizisi olmasina ragmen yine de isimizi saglama almak
amactyla 8-Azaguanin kullandik. Cilinkii HGPRT enziminin bir grup hiicre de bulunmasi,
deneyin fiizyon sonrasinda hibrid hiicreler disinda myeloma-myeloma birlesmelerini ya da tek
basina birlesmeyen myelomalar1 da i¢ine alacaktir ve hiicre kiiltiir ortaminda istenmeyen bir
¢ok iirlinlin de olusmasina yol acacaktir. Ayrica tek basina myeloma hiicreleri diger hiicre
gruplarma (hibrid hiicreleri ve myeloma-myeloma birlesmeleri) goére daha hizli

boliindiiklerinden dolay: hiicre kiiltiir ortamina hibrid hiicrelerinin uyumunu da azaltacaktir.

Flizyon sonrasi fiizyon kuyucuklarinda besleyici hiicrelerin de yardimiyla kararli bir

duruma ulagan hibrid hiicrelerin pek c¢ok klon olusturdugu gozlenmektedir. Hibridoma
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yontemi monoklonallik ilkesinde asil amag fiizyon kuyularinda tek bir klonu olusturup ve bu
klonlardan tek bir immiin yanit alimini saglamaktir. Bunun i¢in ¢ok klonlu klonlardan antikor
cevabi veren kuyular tek hiicre diisiirme (sinirli seyretme) islemi ile monoklonlar olusturulur.
Sinirlt seyreltme islemine alinan ¢ok klonlu bir kuyuda antikor cevabi varsa bu cevap tek bir
klona ait olabilecegi gibi bir¢ok klona da bagli olabilir. Sinirli seyreltme isleminden sonra tiim
kuyulardaki antikor cevabi belirlenerek monoklonallik ilkesi yerine getirilmis olur. Ancak
Immiin yanitin alindig1 kuyulardaki her immiin birlesim kararlastirilmis antijenin ayni
epitopundan kaynaklanmiyor olabilir. Bu epitopun ya da epitoplarin belirlenmesi ileri
teknikler gerektirir. Bizim ¢alismamizda flizyon sonrasinda 23 kuyuda klon gdzlendi. Bu
kuyulardan 9 kuyuda iki, 3 kuyuda ii¢ ayri noktada klonlar mevcuttu ve 11’inde tek klon
mevcuttu. Bu yirmi ii¢ kuyudan alman 6rneklerde yalnizca tek bir kuyuda (BS8) spesifik
antikor yanitinin olmasi deneyin basar1 sansini azaltmis olsa da deneyin devaminda bu sonug
deneyden 6nemli anlamlar ¢ikarilmasina neden oldu. Soyle ki, bu kuyuda iki ayr1 noktada
klonlarin olmasi, Leishmania tropica major parazitinin, major proteinlerinden olan gp63
antijeni lizerinde bulunan en fazla iki epitopun giiglii antijenik yanit olusturdugunu ortaya
koydu. B8 kuyusundan elde edilen hiicre siispansiyonu daha sonra yapilan alt klonlama
isleminden sonra 96 kuyudan yalniz 47 kuyuda klon varligi gézlenmistir ve bu kuyularin
hepsinde tek klon oldugu goézlenmistir. Buradan c¢ikarilan sonug alt klonlama isleminin
basariyla gergeklestirildigi ve her kuyuya tek bir hiicrenin disiiriildiigiidiir. Ayrica her kuyuda
klon olmamas1 hibrid hiicrelerinin hepsinin heniiz kararli bir yapiya ulasamadiklarin1 veya
islem siireci i¢cinde bir takim kromozom kayiplarinin oldugunu gosterir. Klon olusturan bu 47
kuyudan alinan 6rneklerden yalnizca 12’sinde spesifik antikor cevabinin olmasi, bu antikor
cevabinin alt klonlama 6ncesi temel klon olan B8 kuyusundaki iki klondan yalnizca birinde
antikor cevabinin oldugudur. Boylece denilebilir ki, gp63 proteini lizerinde giiclii antijenik
uyar1 yapan bir epitop vardir. Bu 47 kuyunun yarisindan daha az (12 adet) klonda antikor
cevabinin olmasi, ya hibrid hiicrelerin kararli durumunun hala saglanamadigini1 ve kromozom
kayiplarinin devam etigini ya da alt klonlama islemi sirasinda spesifik immiin yanit vermeyen

klondan daha fazla hiicrenin tek hiicre diislirme islemi sirasinda kuyulara ekilmesidir.

Hibrid hiicrelerin tirettigi antikorlarin saflastirilmasinda bir¢ok spesifik ve spesifik

olmayan yontem kullanilmaktadir. Bunlar arasinda Amonyum siilfat ile ¢oktiirme, di etil
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amino etil (DEAE) kolonu ile pozitif yiikli iyonik matriks kullanimi, jel filtrasyon
yontemleri, Protein A ve G sefaroz yontemleri, antijen afinite kolon ve Anti-antikor afinite
kolon yontemleri kullanilmaktadir. Tiim yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 mevcuttur.
Ozellikle spesifik olmayan yontemler spesifik antikor ayirim ydntemlerine gore daha ucuz
iken, antikor saflastirma kapasiteleri daha kotiidiir ve tek baslarina yeterli degillerdir (100).
Biz kendi ¢aligmamizda proteinlerin bir tuz ¢oktiirme yontemi olan amonyum stilfat ¢oktiirme
yontemine ek olarak bir immiin afinite yontemi olan Protein A immdiin afinite kolon yontemini
uyguladik. Yaklasik 100 mg kadar IgG karakterinde antikor saflastirdik. Protein A kolonu
daha ¢ok IgG karakterindeki antikorlara spesifik oldugundan sonucun bu sekilde oldugunu
disiindiik.

Hibridoma teknolojilerinde spesifik antikor iiretimleri belli amaglari igerir. Bu
amaclarin baginda tan1 amacgli olarak bir¢ok antijen — antikor yontemine dayanan immiin
tetkikler gelir. Bu teknigi uygulayan bir ¢ok firma hibridoma bankalar1 kurarak spesifik
antikor tireten fabrikalar ve bunlar1 kullanarak cesitli immiin teknik yontemlere dayali tani
kitlerini gelistirmislerdir. Bunlarin diginda tedavi amagli olarak giiniimiizde siirekli gelistirilen
ilaclar piyasalarda pazarlanmaktadir. Bunlar arasinda son zamanlarda popiiler olan kanser
hiicrelerine kars1 gelistirilen antikor tabiatindaki ilaglar olmustur (100). Biz ¢alismamizda tani
amagh olarak kullanilabilecek bir antikor iirettik. Klinik olarak 6nemli insan antijenlerine
kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlarin bir listesi ve referanslar1 Dale E. ve arkadaslari

tarafindan belirlenmistir (101).

Biz fare myeloma hiicrelerinden yararlanarak spesifik bir hibrid hiicre klonu bulduk.
Ama daha giincel olarak kullanilan iki insan myeloma hiicre dizisi kullanilmaktadir. Boylece
insans1 antikorlar pratikte kullanima girmistir (101). Bizim iirettigimiz antikorlar fare kokenli
oldugundan immdiin terapi ve immiin diagnostikte bazi dezavantajlar1 da birlikte getirir.
Ayrica onlar insanst monoklonal antikorlara yer vermisler ve bunlarin insan
immiinterapisinde daha iyi tolere edildigini ve insansi timor spesifik antikorlarin kullanima
daha elverisli oldugunu belirtmislerdir. Insans1 myeloma hiicre fiizyonlarinin fare myeloma

hiicrelerine gore daha fazla hibrid hiicre olusturdugunu vurgulamiglardir (101).
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Elde ettigimiz bu spesifik antikor, Sanlurfa ve ¢evresinde hastalik etkeni olan
Leishmania tropica major paraziti lizerinde tanisal amagl olarak kullanilabilir. Biz bunun i¢in
cift kath bir sandvic ELISA test sistemi gelistirdik. Bu test sisteminde polistren pleyt
yiizeyine spesifik antikorlar dosendi. Bu antikorlar arasinda kalan ve antijen baglayabilen
polistren alanlar noétralize edildikten sonra spesifik gp63 antijenini tutan bir ylizey
olusturuldu. Antijenler bu antikorlara baglandiktan sonra hasta serumlarinda bulunan
antikorlar bu antijenler ile baglanacak hale getirildi. Enzim bagli antikorlar ise bu
komplekslere baglanarak bir ¢ift katli immiin kolorimetrik sistem (ELISA) kuruldu. Bunun
icin biz 12 saglikli goniilliiden (konrol) ve gesitli sekillerde enfekte olan 12 hastadan alinan
kan orneklerini bu sistem icinde kullandik. Bu test sisteminde tiim kontrol grubu negatif
sonug verir iken hastalarin altisinda pozitif sonu¢ vardi. Buradan varilacak sonug¢ bu test
sisteminin diizglin olarak calistigin1 ve saglikli bireyleri dogru olarak Olctiigiinii, fakat

hastalarin hepsini dogrulamadigini gostermektedir.

Calismamizda yer alan kontol grubu ve hasta verilerine bakarak, ELISA testi
pozitifligi ve lezyonun yeri, hastalarin yast ve lezyon adedi arasinda bir korelasyon olmadigi
goriilmektedir. Ancak hastalarin enfekte olma zamani ile ELISA test pozitifligi arasinda bir
korelasyonun var oldugu gozlenmektedir. Ozellikle hastaligi daha yeni gegiren hastalarda
bizim test sistemimiz negatif bulunur iken, hastaligin daha fazla siirdiigii hastalarda bu test
pozitif sonu¢ vermistir. Bu da bizim test sistemimize spesifik antikorlarin IgG karakterinde
oldugunu desteklemektedir. Muhtemelen testimizin negatif geldigi hastalarin kanlarinda ya
hastaliga 06zgli IgM tiirii antikorlar mevcuttur ya da antikor olusum safhasina heniiz
gecilmeme ihtimali vardir. Bu ise bizim test sistemimizin, hastaligin erken safhalarinda
saptanma sansinin az oldugunu gdstermektedir. Eger bu test i¢in hasta populasyonu daha da
genisletilseydi daha kesin bilgiler elde edilebilirdi. Bunun yaninda bizim elimizde bulunan
gp63 proteini ile hizli tan1 koyan tani kitlerinin yapilmasinin zor oldugunu gostermektedir.

Ama bunlarin tam olarak gosterilmesi i¢in daha ileri tekniklere ihtiyac vardir.

Bilindigi gibi Kutandz Leishmaniasis deri iizerinde zaman iginde papiiler, nodiiler ve

iilsere lezyonlarla ortaya ¢iktiktan uzun bir zaman sonra skarlasarak iyilesmektedir. Bu zaman
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periyodu iginde olusan lezyonlarin higbirisi leishmania tiirlerine karsi spesifik lezyonlar
degillerdir. Onceleri hasta ve yakinlar tarafindan basit bir yara olarak diisiiniilen lezyonlarin
iyilesmedigi takdirde bir saglik kurulusuna gétiiriildiigii goriilmektedir. Bu lezyonlari
tanimada deneyimli olmayan saglik c¢alisanlart bu leishmaniasis enfeksiyonunu
farkedemeyebilirler. Clinkii spesifik olmayan lezyonlardan dolay: ayirici tanida bir ¢ok neden
diistiniilebilir. Bu nedenle 6zellikle bu enfeksiyonun endemik oldugu bolgelerde uzun siire
geemeyen lezyonlarda ilk akla gelen hastalik olmalidir. Tan1 i¢in en ¢ok kullanilan yontem
lezyon bolgesinden alinan siiriintiiniin direk mikroskobisidir. Ama bu tan1 yontemi ¢ok hizl
bir tan1 yontemi olmadigindan lezyonlarin skarlasma orani yiiksektir. Bu skarlasma oranini
diisiirmek i¢in daha hizli tan1 yontemlerine ihtiyag¢ vardir. Bunlar arasinda humoral antikorlar1
belirleyen kompleman fiksasyon testi, haemagliitinasyon testi, indirek floresan antikor testi,
immiin elektroforez ve enzim-linked imunoabsorbent assay yontemleri ile miimkiindiir (4,
28). Bu yontemlerin bir kismi diinyanin baz1 bolgelerinde kullanilmaktadir. Bilindigi gibi
Leishmania enfeksiyonlar1 farkli cografi bolgelerde birbirlerine benzerlik gosterebilen farkli
leishmania tiirlerini icermektedir. Ayni1 lezyonu yapabilen iki farkli bolgedeki Leishmania
tiplerinin genetik Ozellikleri ve hiicre ylizey antijenleri ¢cogunlukla farkli olmaktadir. Bu
yiizden bir bolgede kullanilan immiin diagnostik hizli tani kitleri baska bolgelerde tant
koymada yetersiz kalabilmektedir. Bu yilizden biz kendi cografik bolgemizde endemiler yapan
Leishmania tropica major tiirinli sectik ve gp63 antijenine karsi antikor iiretmeyi basardik.
Immiin tan1 koyan parsiyel bir ELISA testi gergeklestirdik. Tiirkiye’de Hibridoma teknolojisi
kullanilarak yapilan sayil1 bir kag¢ ¢aligma vardir ve bu ¢alismalardan bir kisminda elde edilen
antikorlar immiindiagnostik i¢in diiginiilmiistiir. Ama yapilan bu c¢alismalarin higbiri bir
parazit antijenine karst yapilmamistir. Bu nedenle bizim ¢alismamiz bir parazit olan

Leishmania tiirii i¢in Tiirkiyede yapilan ilk Hibridoma ¢aligsmasidir.

Gp63 antijenine karst yaptigimiz ELISA testinin daha erken tam1 koymadaki
verimliligi artirmak i¢in daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gereklidir. Biz bu calismayla gp63
antijeni kullanilarak tani kitleri i¢in glikoprotein tabiatinda bir antikor {liretmeye calistik. Bu
antikor ELISA testinin yaninda enzim digsinda kullanilabilen diger isaretleyicilerinin

kullanildig1 immiin 6l¢timlerde de kullanilabilir.
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Biz bu calismaya baglarken Sanliurfa bolgesinde daha 6nce yapilmis bir ¢aligmadan
elde edilen gp63 antijenini kullandik. Bizim ¢alismamizda bu antijene karsi spesifik antikor
sentezi yapilmis olsa da tan1 koymadaki verimlilik yeterli degildir. Bundan sonra yapilacak iki
sey vardir. Birincisi gp63 antijeni lizerinde daha fazla deneysel hibridoma ¢alismas1 yaparak
hasta viicdunda en erken fazda olusan humoral antikorlar1 tantyan antikor sentezini {ireterek
immiin diagnostik testlere uygulamaktir. ikincisi ise Sanlurfa ve gevresinde enfeksiyonlara
neden olan Leishmania tropica major paraziti lizerinde bulunan antijenlerin tespit edilmesi ve
elde edilmesinin saglanmas1 ile hibridoma c¢aligmalarinin bu antijenler iizerinde
yogunlagmasini saglamaktir. Ciinkii kutandz lezyonlara neden olan parazitin birgok antijeni
tizerindeki epitoplara kars1 antikor iiretimi hasta viicidunda meydana gelmektedir. Burdaki
asil amagc hasta viicudunda en hizli antikor olusumuna neden olan epitopun yer aldig1 antijenin

bulunmasidir.

Gp63 antijenine karsi iiretilen bu antikor kutandz leishmaniasis proflaksisinde pasif as1
olarak kullanilabilir. Ama bunun i¢in bir¢ok hayvan ve insan deneylerine ihtiya¢ vardir.
Yapilacak olan bu pasif as1 ¢alismalarindan birisi elde ettigimiz bu antikorun fare orjinli
olmasidir. Glinlimiizde sayil1 aktif as1 stratejileri, leishmania asilar1 iizerinde aragtirmalara yol
acmustir (102-104) ve tropical hastalik arastirmalart leishmaniasise karsi uygun bir asi
yapmay1 kararlagtirmistir. Asilarin dizayn edilmesi ve gelistirilmesi icin pragmatik ve
sistematik iki yol vardir. Pragmatik yol; insanlarda ve hayvanlarda giivenli bir adjuvanla ya da
adjuvansiz olarak islenmemis antijenik materyallerin incelenmesidir. Son yillarda leishmania
ham antijenleri yeterli bir sekilde standardize edilmistir, fakat onlarin belirlenmesi igin
verilerin ¢ok¢a toplanmasina gerek duyulur. Sistematik yol, immiinojenik materyallerin
belirlenmesi ve saflagtirilmasini igerir (105). Bizim bu calismamiz as1 stratejilerine bir

katkida bulunabilir.

Bizim iirettigimiz anti-gp63 antikoru parazitin promastigot formuna kars1 geligmistir.
Ciinkii gp63 antijeni elde edilirken hasta lezyon bolgelerinden elde edilen siiriintii
orneklerinin kiiltiirii sonras1 elde edilmis olup bu parazit formlar1 promastigot formudur. Eger

lezyon bolgelerini drene eden lenf nodu 6rnekleri alinmis olsaydi amastigot formlarinin elde
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edilmesi miimkiin olabilirdi. Parazit formlarina spesifik bir ¢ok calisma yapilmistir. Pan ve
McMahon-Pratt’in bir calismasinda (106), Leishmania mexicana pifanoi’nin amastigot
benzeri bir hiicresinin, bu Leishmania tiirlerinde amastigot evresine spesifik monoklonal
antikor iiretimi i¢in kullanilabilecegini gostermislerdir. Son yillarda Balb/c farelerinden izole
edilen L. major amastigotlarinda amastigot evresine spesifik monoklonal antikor iiretimi ve

karakterizasyonu iizerinde yayinlar yapilmistir (107).

Yine Jaffe C.L. ve arkadasi tarafindan yapilan bir calismada L. tropica major
promastigotlarina karsi dért monoklonal antikorun (T-1 — T-4) L. tropica ailesinin iiyeleri ile
spesifik olarak baglandigini géstermislerdir. T-1 ve T-4 antikorlarinin ayrica L. tropica minor
ile c¢apraz reaksiyon verdigini goOstermislerdir. Diger iki antikorun ise L. mexicana
amazonensis ile zayif ve L. aethiopica ile ¢apraz reaksiyon verdigini vurgulamislardir. Bu
antikorlarin L. donovani, L. brazilensis ve Tripanosoma cruzi ile hi¢ bir ¢apraz reaksiyon
vermedigini belirtmislerdir (94). Bizim bu c¢alismamizda anti-gp63 antikoru L. major
hastalarinda tanisal olarak kullanilabildigi gibi diger leishmania tiirlerini de taniyabilirligini
gosteren daha ileri ¢alismalar yapilabilir. Ciinkii bilindigi gibi leishmania tiirlerinin antijenleri
arasinda bir ¢ok yapisal benzerlik bulunmaktadir. Bu yiizden elde ettigimiz bu antikor diger
diinya leishmania tiirleri ile ¢apraz reaksiyon verebilir ve spesifitesinin azalmasinin yanisira

tanisal genisligi artabilir.

Pan AA. ve arkadaslari Leishmania pfanoi’nin formlarina ve tiirlerine spesifik
determinantlar ile iliskili antijenleri karakterize etmek ic¢in bir dizi antikor iiretmislerdir
(108). Biz de Pan AA. ve arkadaslar1 gibi elde ettigimiz anti-gp63 antikoru ile immiin
kromatografik yontemler ile L. tropica promastigotlar1 yiizey antijenlerinden olan gp63’ii bir
cok karmasik islemi yapmadan daha saf bir sekilde elde edebiliriz. Elde ettigimiz bu antijenler

cesitli sekillerde kullanilabilir. Bunlardan biri aktif as1 ¢alismalarinda denenebilir.

Ulkemizde monoklonal antikor iiretim ¢aligmalari son yillarda artmaya baslamaktadir.

Bizim elde ettigimiz bu antikor ile ileri ¢aligmalar yapilabilir. Ozellikle {ilkemizdeki kutandz
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Leishmaniasis basta olmak {izere Leismaniazis tanisin1 koymada bir adim atilmis olabilir. Bu
antikorlara ayn1 yontemle anti-antikorlar olusturularak ve ¢esitli isaretleyiciler baglanarak
cesitli tani Kkitleri de yapilabilir. Ayrica bu antikor, spesifik immiin afinite kolon
matrikslerinde bir ligand roliinii alarak leishmania ailesinenin major bir proteini olan gp63’iin
daha kolay bir sekilde saflastirilmasi icin kullanilabilir. fleri ¢alismalarla Leishmaniasisin
daha erken tanis1 da konabilir. Leishmaniasisin erken tanisin1 konmasiyla belki de yillardir
Tiirkiyede yillarca iyilesme gostermeyen, kalict skar dokusu birakan bu hastaligin oniine

gecilecektir. Belki de bu hastaligin giderek yok olmasina katkida bulunulacaktir.

Bunun yaninda bu antikorlarin pasif bagisiklik olusturup olusturmadiklar test edilerek
pasif as1 olarak kullanilabilirler. Bu, bu alanda iilkenin disa bagimliligin1 da azaltacaktir.

Ulkemizde birgok antijenin belirlenmesinde bu ve bunun gibi ¢alismalara ihtiyag vardr.
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