MONOKLONAL ANTIKORLAR (MKA) VE BUNLARIN
HASTALIKLARDA KULLANILMASI

Prof. Dr. Mustafa ARDA*

Insan ve hayvanlarin viicudu, disardan giren ve ozellikle pato-
jenik karakterde olan (bakteri, virus, parazit, vs) etkenlere karst
immunolojik bir yanit verecek tarzda techiz edilmistir. Partikiiler
nitelikte olanlarin yanisira, eriyebilir 6zellikteki (protein, polisak-
karid ve/veya bunlarin kompleksleri) substanslara da benzer tarz-
da bir reaksiyon gosterir. Olusan bu bagisiksal yanit bashca iki
tarzda kendini belli etmektedir. Bunlarda,

1) Humoral (sivisal) yanit,
2) Selliiler (hiicresel) yanit.

Uyarmmin siddetine, konakcinin bagisiklik durumuna ve im-
munojenin baz1 6zelliklerine (yapisi, miktari, verilis yolu, vs) gore,
bu yanitlardan biri daha etkin olmakta digeri ise ikinci planda kal-
maktadir. Bazen de her ikisinin de aym derecede etkin olabildigi
veya hi¢c olamadigi durumlar da (immunolojik yamtsizhk, immu-
nolejik paraliz) ortaya cikabilmektedir. Bu son durum, ozellikle,
immunojenin ¢ok az veya c¢ok fazla verildigi hallerde goriilmekte-
dir.

Her iki tiir immunolojik cevabin temelini, merkezi gérev ya-
pan ve immunkompetent bir karaktere sahip olan hiicreler teskil
ederler. Lenfoid ve miyeloid serilere ait olan bu hiicreler, orijinle-
rini, embriyogenezis sirasinda kemik iligi, fotal karaciger ve vitel-
lus kesesinde bulunan ¢ok fazla iireme ve diferensiye olma yetene-
gindeki multipotent koken hiicreler’den alirlar, Bu hiicreler ara-
sinda yer alan ve lenfoid seriye ait olanlardan bir béliimii, kanat-

(*) Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

165



Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1989 6 (4)

lilarda bursa Fabricius'a giderek burada sentezlenen bursin’in =t-
kisi altinda, ve memelilerde de kemik iliginde kalarak, bir reorga-
nizasyona ve diferansiasyona tabi tutulurlar, Yiizeylerinde bazi spe-
sifik molekiiller olusan ve aymi zamanda, immunojenlere yanit vere-
bilecek bir yetenek kazanan bu hiicrelere, B - hiicreleri (B-lenfosit-
leri) ad1 verilmektedir. Bunlar, olgunlastiktan sonra, bu primer
(merkezi) lenfoid organlar’dan (b. Fabricius; kemik iligi) ayrilarak
kan sirkiilasyonuna ve sekonder (periferal) lenfoid organlara (da-
lak, lenf diigiimleri, vs) giderek buralarda kendilerine ait olan bl
gelere yerlesirler. B-lenfositleri, antijenik uyarimlarin derecesine
gore aktive olarak fazlaca iirerler ve morfolojilerinde bazi 6nemli
degisiklikler meydana geldigi gibi biyokimyasal olarak ta bir akti-
vite kazanirlar (blastogenezis). Bu aktivasyon sonunda, hiicreler-
den bazilar1 antikor sentezleyen plasma hiicreleri (plamasit) ve di-
ger bir boliimii de bellek hiicreleri (homolog immunojenle olan
ikinci uyarimi taniyan hiicreler) haline doniisiirler.

Timusa giden ikinci lenfoid hiicre serileri ise burada timik
hormonlarin (timosin, timopoietin, timostimulin, vs) etkisi altin-
da, B-lenfositlerinde oldugu gibi, benzer tarzda bir reorganizasyo-
na ve diferansiasyona maruz kalarak olgunlasiriar ve antijenik
uyarimlara yamt verebilecek hale gelirler. B-hiicrelerinden daha
farkli yiizey antijenik molekiilleri de kazanarak timusdan ayrilan
hiicreler kan sirkiilasyonuna ve periferal lenfoid organlara giderek
buralarda kendilerine ait bolgelere yerlesirler. Antijenik uyarimla-
ra ¢ogalarak yanmit veren (blastogenezis) bu tiir hiicrelere de T-hiic-
releri (T-lenfositleri, timosit) adi verilir. Viicudun hiicresel yonden
savunmasinda etkin fonksiyonlara sahip olan T-lenfositleri, blasto-
genezis sonunda, baglica 4 tiir hiicrenin olusmasina yardimc: olur-
lar (Yardmci T-lenf, bellek T-lenf., sitotoksik T-lenf. ve suprestr
T-lenf.) (Sekil - 1).

Yukarida aciklanan ve lenfoid seriye ait hiicreler yanisira, vii-
cudun savunmasinda Onemli katkilar1 olan miyeloid seriye ait
hiicreler de bulunmaktadir. Bunlardan makrofajlar, polimorfnuk-
leer lokesitler (PNL) ve diger granulositler, ozellikle, aktive olduk-
tan sonra fagositozis yoniinden oldukca etkindirler, Oldiiriicii hiic-
reler (KC) ve dogal oldiiriicii hiicreler'in (NKC) de son yillarda in-
feksiy6z ajanlara karsi koymada ve tiim6r immunolojisinde fonk-
siyonlarinin fazla olduklari belirlenmistir.

Hiicrelerin etkin bir sekilde uyaniméiai‘l ve bunlara gerékli
yamitlarm verilmesi immunojenlerle yakindan iligkilidir. Bu mole-



vonokionalr Anukoriar - 3 e . . Arda

4 {icro kaynagi
(¥omiX3111Z{,fets]l karaciger,V.Xos=s1)

e

Pre B-hlicresi

Bifgbricius - ’
gpdereri (xemikiligs)

| Antijenik uyarim
olmeksizin.

Bellek B-hlicrest

F-hlicresi

Sitotoksik

Z-hlicresi
Sollliler yanit Humorsl venlt

sekii—l

kiillerin yiizeylerinde, en belirgin yerlerinde lenfoid sistemi ve mi-
yeloid hiicreleri uyarma da 6nemli role sahip ve birbirlerinden az -
gok farkli kimyasal yapida olan baz1 bolgeler vardir ki bunlara
antijenik determinant (epitop) adi verilmektedir, Bunlar, protein
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karakterinde olan immunojenlerde 6-10 aminoasitten ve polisak-
karid yapidaki antijenlerde de 6-8 karbonhidrat molekiiliinden
olusurlar. Viicutta humoral, selliiler veya her iki tarzdaki yanitin
olusmasinda gorev alan epitoplar, aym1 zamanda, antijen-antikor
reaksiyonlarinin da spesifitesini tayin ederler. Her antijenik deter-
minant viicutta ayr1 bir B- veya T-hiicresini uyarma yetenegine de
sahiptir. ~

Boylece, viicutta, ¢ok sayida ve farkl kirnyasal yapidaki epi-
toplarca uyarilan ayr1 ayri B-lenfositleri, bunlardan gelen blasto-
sit'ler ve bunlarin da sentezledikleri immunglobulinler (antikorlar)
tesekkiil eder. Bir plasma hiicresi, aym1 simf veya altsimiftan anti
kor sentezler. Aym1 simiftan (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) veya altst
niftan (IgGl, 1gG2, 1gG3, IgG4; IgAl, IgA2) olsalar bile, bunlarin
sentezlenmesini uyaran epitoplar arasinda kimyasal farklar bulun-
dugu icin, bu antikorlarda da biyolojik aktivite bakimindan, in vivo
ve in vitro olarak, ayircaliklar vardir. Boylece, viicutta, cesitli
B-hiicrelerinin uyarimlar1 sonunda meydana gelen ve degisik akti-
viteye sahip antikorlar olusur ki bunlara poliklonal antikorlar ad:
verilmektedir. Heterojenik bir 6zellikle olan bu 1mmunglobu11nle-
rin spesifiteleri de zayif kalmaktadir (Sekil - 2). -

Eger, viicuda giren immunojenlerin antijenik deterrninantlarl
tarafindan uyarilmis her bir B-hiicresi (blastosit), viicuttan ayrila-
rak tek olarak iiretilir ve bunlardan antikor elde edilirse, byle an-
tikorlara, tek bir hiicre ve bunun olusturdugu klonlardan meyda-
na geldigi i¢cin, monoklonal antikorlar adi verilmektedir. Ancak,
bdyle bir durum pratikte pek gerceklesememektedir. Ciinkii, uya-
rilmis B-hiicreleri (blastosit) veya plasmasitler bir haftadan fazla
canli kalamazlar (Sekil-3).

Blastogenezisden sonra meydana gelen blastositler veya plas-
ma hiicreleri (plasmasit) ¢ok spesialize olmuslardir ve ozellikle
plasmasit’ler ¢ogalma yeteneklerini kaybetmislerdir. Bu hiicreler,
in vivo veya in vitro kosullarda ancak bir hafta siireye kadar canl
kalabilmektedirler, Ayrica, her blastosit veya plasma hiicresi anti-
kor sentezlemedigi gibi, ¢cok az veya orta derecede veya birkac giin
antikor sentezleyebilirler de., Uyarimin siddeti, antijenin karakteri
ve hiicrenin fazlari, antikor sentezinde bir kontrol mekanizmasi
olusturmaktadir. Bunlar antikor sentezini kisitlayic: bir 6zellik
gosterirler.
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Devamh yuksek tltre etklnhkte ve ¢ok mlktarda 1mmunglo—
buhn elde edebilmek igin, antlkor sentezleyen hiicrelerin hem can-
I kalma siirelerini uzatmak ve hem de béliinmelerini (cogalmalari-
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n) saglamak gerekmektedir. Bu amagcla, hibrid hiicre olusturma
fikri dogmustur. Cotten ve Milstein (1973) immunglobulin sentez-
leyen miyeloma ve dalak hiicrelerini birlestirerek olusturduklar:
hibridoma'lar (hibrid hiicre kolonileri) her iki parental hiicreye ait
immunglobulin sentezlediklerini saptamislardir. Kshler ve Milstein
(1975), koyun alyuvarlar1 verilerek immunize edilmis fare dalak
hiicreleri (blastositler) ile antikor sentezlemeyen fare miyeloma
hiicrelerini - birlestirerek meydana getirdikleri hibridomalarin sa-
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dece alyuvarlara kars1 antikor sentezlediklerini belirtmislerdir, Bu
calismalar sonunda, yiiksek titre ve spesifitede, homojen ve tek
bir B-hiicresinden kaynaklanan klonlardan olusan antikorlar elde
edilmis ve oliimsiiz (in vivo ve in vitro devaml iireyebilen) hiicre-
ler (hibrid hiicreler) meydana getirilmistir.

- Yeterli miktarda, yiiksek titrede ve etkin monoklonal antikor-
lar iiretebilmek icin bazi asamalar bulunmaktadir. Bu basamakla-
rin her biri ayn bir teknolojiye sahiptir ve tam olarak yerine geti-
rilmesi de zorunludur. Bu hususlar da kisaca asagida bildirilmis-
tir :

1) Etkin bir immunizasyon,
2) Miyeloma hiicrelerinin hazirlanmasi
3) Bagisik lenfositlerin elde edilmesi,
4) Hibridizasyon (hiicre fiisyonu)
5) Hibridoma elde edilmesi

" 6) Immunglobulin sentezinin kontrolu
7) lebrldomalarln klonlanmasi
.8) - Hibridomlarin fazla iiretimi

:9) Monoklonal antikorlarin saﬂastmlmam ve etkmhk kont-
rolu.

Etkin Bir immunizasyon

Deneme hayvanlarinda etkin bir immunizasyonun olusturul-
masi, basarili bir hibridoma elde etmenin ilk kosulunu teskil eder.
Bunu saglamak icin, baslica 3 noktanin iizerinde durulmas: gerek-
lidir. Bunlar da:

1) immunizasyon hayvam : Hibridoma ve dolayisiyla da mo-
noklonal antikor iiretmede fareler ve ratlardan fazlaca yararlanil-
maktadir. Bunun baslica nedenleri arasinda, kiiciik olmalari, ida-
relerinin, bakim ve beslemelerinin kolay ve ucuz olmalari, iyi im-
munize edilmeleri, yeterince hiicre kaynagina sahip olmalari, mas-
raflarinin az olmasi, kolay bulunabilmeleri, tiretilmelerinin kolay
olmasi, vs 6nemli hususlar bulunmaktadir. Farelerden Balb/c ge-
netik soyuna ait olanlar antijenik uyarimlara iyi yamit vermeleri
ve miyeloma hiicrelerinin de fare orijinli olmalar gibi nedenlerle
birlesmeleri kolay ve devamli olmaktadir, Hayvanlarin genc olma-
s1 antijene kars1 yanitin etkinligi iizerinde olumlu katkida bulunur.
Tavsan X fare ve fare X insan hibridomalarindan, ¢cok cabuk kro-
mozom kaybr oldugu icin, tavsanlar immunizasyonda pek tercih
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edilememektedirler. Insan X insan hibridomalar1 da elde edilmis-
tir. .

“2) Immunizasyon antijeni: Monoklonal antikor iiretiminde,
farelerin immunizasyonunda, immunojenin her nekadar saf olma-
sina gerek yoksa da, gok sayida ve karigsik hibridomalar elde etme-
mek icin,. saflastinlmis antijenler tercih edilmekte ve bunlardan
daha homojen immun globulinler saglanmaktadir.

"Eriyebilir karakterde olan immunojenler (proteinler, polisak-
karidler, veya bunlarin kompleksleri) ¢esitli dozlarda (1-100 mcg)
esit miktarda Freund'un tam adjuvant:i ile karistirilarak periton
i¢i siringalar yapilir. Sonra, 2 - 3 hafta aralikla, antijenin fizyolojik
su icindeki suspansiyonundan damar igi verilerek immunizasyon
saglanir, Son siringadan 2 -3 giin sonra dalaklar1 ¢ikarilarak len-
foid hiicreler hibridizasyonda kullanilir.

Farelere yapilacak ilk siringalarda immunojenlerin Freund'un
tam adjuvant1 ile birlikte verilmesi, ilk uyarimlarin ¢ok iyi yapil:
mas1 i¢in uygun oldugu gibi, yar1 yariya antijen kullaniminda ta-
sarruf sagladifindan tavsiye edilmektedir. ikinci siringalarda da,
bu defa, Freund’'un kismi adjuvanti ve iiciincii siringamin da adju-
vantsiz ve damar igine verilmesi uygun goriilmektedir. Eger anti-
jen ¢ok azsa (nanogram), bu antijen nitroselliiloza adsorbe edilerek
farelerin periton bosluguna konabilir. Zayif immunojenik mole-
kiiller de yiiksek antijenik 6zellige sahip tasiyicilarla (proteinlerle)
konjuge edilerek kullanilabilirler.

* Partikiiler karakterde olan antijenler (bakteri, virus, parazit,
hiicre, tiimor hiicreleri, alyuvarlar, virusla infekte hiicreler vs),
Freund'un adjuvanlarina gereksinim duyulmadan hayvanlara sirin-
ga edilebilirler, Bu amagla intraperitoneal injeksiyonlar daha etkin
bir uyarim saglamaktadirlar.

3) Immunizasyon prosediirii: Farelerin (veya ratlarin) im-
munizasyonunda kesinlesmis veya standartlasmis protokoller ol-
mamakla beraber bazi temel yontemler de bildirilmistir, Ancak,
teknikleri kullanan laboratuvarlar, kendi tecriibelerine, kullana-
caklar1 antijenlerin karakterlerine ve deneme hayvanlarina gére
baz1 degismeler yapmakta ve en iyi uyarim yapabilen protokolu
uygulamaya koymaktadirlar.

Immunizasyon igin genellikle, 5- 10 arasi farenin (Balb-c) kul-
lanilmas tavsiye edilmektedir. Ciinkii, baz1 hayvanlar immunizas-
yon siiresi iginde cesitli nedenlerle, (sok, vs) dlmekte ve bazilar:



da antijenlere istenilen diizeyde bir immunolojik yanit vermemek-
tedir. Hibridoma meydana getirme sansini artirmak icin, fare sa-
yisimin fazla tutulmasi- iyi bir tedbir olarak kabul edilmektedir.
Immunizasyon yontemleri igin bazi metodlar bildirilmistir. Bun-
lar arasinda, ilk iki siringanin Freund'un tam ve kismi adjuvantla
deri altina, digerlerinin adjuvantsiz olarak damar icine verilmesi
bir ¢ok arastiric1 grubu tarafindan benimsenmektedir. Bazilar1 sii-
reyi iki ay (her hafta bir injeksiyon olmak iizere) olarak tavsive
etmekte ve yeterli oldugunu belirtmektedirler, Hayvanlarin dalak-
lan1 son siringadan 2, 3,4,5 ve 6 giin sonra c¢ikarilarak kullamilma-
s1, hibridoma elde etme ve monoklonal antikor sentezleme sansini
artirmas1 bakimindan yararli bulunmaktadir. Hayvanlarin dalak-
lar1 gikarilmadan 6nce, kanlar1 alinarak serumlar gxkarlhr ve bun-
lar pozitif serum olarak kullanilir.

Bazi arastiricilar da subkutan veya ayak tabanlarina siringa-
lar yapildiktan sonra hem dalaklariin ve hem de regional lenf dii-
gliimlerinin ¢ikarilmasim tavsiye etmektedirler Immunizasyona
alinan hayvanlarin hepsinin aym giin icinde degil de, iki hayvanin
immunizasyon bitiminden 2 giin sonra, diger ikisinin 3 giin, geri
kalanlarin da bu tarzda kullanilmasi etkin bir hibridoma yakalama
sansl icin yararli goriilmektedir.

Antikor sentezleyen hiicrelerin sayisini artirmak icin, immiin
dalak hiicreleri, ileri derecede (letal dozda) irradiye edilmis fare-
lere siringa edilebilir. Bu tarz uygulamada 50 kat daha fazla hibri-
doma elde edilebildigi belirtilmistir.

Fare Miyeloma Hiicreleri

Farelerin bir plasma hiicresi kanseri olan miyeloma’larindan
elde edilen hiicrelerin hibrid hiicre olusturmada rolleri. oldukca
fazla bulunmaktadir., Immunizasyonda Balb/c genetik soyu fare-
ler kullanildig: i¢in yine bu farelere ait miyeloma hiicrelerinin-kul-
lanilmas: birlesme sansimi yiikseltmektedir. . Ayrica, monoklonal
antikor iirteme siiresi de ¢ok uzun olmaktadir; Fare X rat (tavsaa,
vs) hibrid hiicrelerinin 6miirleri ve antikor sentezleme siireleri ki-
sa olmaktadir, Fare Xinsan, vs diger miyeloma hiicrelerinin hibri-
domalarinda (heterohibridoma) kromozom kaybi da ‘fazla olmak-
tadir. Bu nedenle, fare X fare hibridomalar1 tercih edilmektedir.
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Hibridoma teknolojisinde, 6nceleri, kullanilan fare miyoloma
hiicreleri hafif ve agir zincir sentezlerine sahiptiler.. Bu durum
baz1 teknik problemlere yol agmaktaydi ve elde edilen antikorlarm
da spesifitesini azaltmaktaydi. Ancak, son yillarda hi¢ bir antikor
sentezlemeyen miyeloma devamli hiicre hatlar1 elde edildi ve
bunlar basar: ile kullanmilmaya -baslandi. Boyle hiicreler arasinda,
en fazla kullamilan P3 olarak kodlanan hiicre hatlar1 bulunmakta-
dir (P3 X 63Ag8.653), Bunun yanmisira, SP2/0-Agl4, ratlara aic
YB2/3.0Ag20 (Lou X AD) F1 gibi miyeloma hiicreleri de bulunmak-
tadir. Bu hiicrelerin bashca 4 onemli 6zelligi vardir :

1) Antikor sentezlememektedirler,

2) In vitro olarak sonsuz iireme yetenegine sahiptirler (6liim-
siiz)

3) Yiiksek oranda blrlesme ozelligi tasirlar,

4) Kendllermde HGPRT defekti vardir (hlpoksantln gua-
nin fosforibosil transferase enzimi bulunmamaktadir.
HGPRT-). ' '

Bu son durum hibrid hiicre olusumunda 6nemli. role sahiptir.
Hiicreler, genelde, piirin ve pirimin sentezleri araclig: ile DNA ya-
parlar. Bu iki maddeden birinin olmamasi, DNA sentezinin bloke
edilmesine ve dolayisiyla hiicrelerin 6liimiine neden olur. Hiicreler
bu sentezleri temel sentetik yoldan saglarlar (ana sentetik yol), Egar
ortama aminopterin (folik asit analogu) katilirsa, bu madde, pro-
kiirsorlerden piirin ve pirimidin sentezlerini bloke eder, Bu durum
karsisinda, hiicre piirin ve pirimidin sentezi icin yan sentetik yol-
lara bagvurur. Bu yoldan yararlanabilmesi icin baslica iki enzime
gereksinim vardr. Bunlardan biri piirin sentezi igin HGPRT ve pi-
rimidin sentezi icin de TK (timidin kinase) enzimleridir. Miyeloma
hiicrelerinde HGPRT enzimi olmadig: igin piirin sentezi gercekles-
tiremez, ve hiicrede, pirimidin sentezi yapilsa bile (piirinler olma-
digindan) DNA yapilamadig igin hiicre béliinemez ve dliir. Bu ne-.
denle, hiicreler piirin sentezi icin gerekli olan enzimi (HGPRT*),
ancak normal bir hiicre olan ve birlesmede 6nemli fonksiyonu olan
biastositlerden saglarlar ve boylece de iiremelerine devam ederler

(Sekil - 4).

Miyeloma hiicreleri in vitro olarak iiretilir ve aktif iireme fa-
zinda iken hafifce calkalanarak veya pipetle hafifce cekip -birak-
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mak suretiyle yapistiklari camdan ayrilirlar.” Hafifce santrifiije
edildikten sonra, sayilir ve 1 X 108/ml dalak hiicresi igin 1 X*107/m!
miyeloma hucr631 hesap edilir (veya 3 kisiih ‘dalak hiicresi 1 kisim
miyeloma hiicresi; 3:1) ve kullamma hazir duruma getirilir,

_ Miyeloma hiicreleri, 75 .cm?® yiizeyli doku kiiltiirii siselerinde
tiretilir. Cok hizli iireme durumlarinda 3 -4 giinde bir pasajlar1 ya-
pilir (veya siselere hiicre sayis1 daha az olacak tarzda ekilir). Miye-
loma hiicreleri % 5 COeli etiivlerde, 37°C’'de MEM besi yerinde
(% 5-10 fotal sigir serumu + 15 mikrogram/ml 8-azaguanin) {ire-
tilir.

. Mlyeloma ‘hiicreleri (veya hlbrldomalar) siv1 nitrojen icinde
uzun siire muhafaza edilebilir ve gerektiginde cozdiiriilerek kulla-
nilabilirler. Bu amagla icinde % 10 dimetilsulfoksid (DMS) bulu-
nan MEM (% 20 fotal sigar serumlu) ile 3% 10° hiicre/ml olacak
tarzda sulandinlarak ampullere konulur. Ampuller 6nce +4°C’de
1- 1.5 saat, sonra —70°C'de bir gece, (20 -24 saat) ve sonra da sivi
nitrojene konurlar ve burada muhafaza edilirler, Hiicreleri ¢ozdiir-
mek igin, ampuller, 37°C’lik suya degdirilmek suretiyle hafif bir
cozdiirme saglanir ve hemen 10 ml taze besi yeri icinde sulandiri-
lirlar. Santrifiije edilir ve tekrar aym besi yerinde homojen bir sus-
pansiyonu yapilarak siselere aktarilirlar.

Bagisik Lenfositlerin Elde Edilmesi

- 1yi bir immunizasyon protokoliine tabi tutulmus farelerden
2-3 tanesi kalplerionden kan alinmak suretiyle oldiiriiliir. Al-
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nan kanlarin serumlari pozitif serum olarak serolojik testlerde
(ELISA, IFA, vs) kullanilirlar. Fareler bir tahta sehpa iizerine iyice
gerilir ve derileri de iyice dezenfekte (% 70 alkol iginde povidone -
iodine) edilir. Aseptik kosullar altinda ve dikkatlice karinlarn aci-
larak steril pens yardimiyle dalaklar1 cikarilir. Dalaklar, icinde
2-3 ml miktarinda MEM bulunan steril petri kutularina yerlesti-
rilerek etrafindaki bag dokularindan temizlenir. Eger immunizas-
yon subkutan veya planter yapilmissa regmoal lenf dugumlerl de
ainabilir. v

Dalaklar, beherglasin iizerindeki tiilbentte sikilmak suretiyle
hiicrelerin beherglasin igindeki MEM solusyonuna gecmesi sagla-
nir. Boylece dalaklarin biiyiik bir boliimii tiilbentten MEM so-
lusyonuna aktarilmis olur. Bu islem, aym1 zamanda, dalaklar
8-10 parcaya boliinmek ve tekrar tiilbent iizerinde sikilmak su-
retiyle de gerceklestirilebilir. Suspansiyon bir santrifiij tiipiine ali-
narak 5-10 dakika bekletildikten sonra iist kisim ayr1 bir santrifiij.
tiipiinde 300-500 gravitede 5- 10 dakika siire ile santrifiije edilir.
Ust kisim (hiicre artiklar, alyuvarlar ve diger hiicreler) atilir. Dip-
teki hiicre kiimesine (uyarilmis B- ve T-hiicreleri, makrofajlar
PNL, monOSItler, alyuvarlar, vs hiicreler) MEM ilave edllerek su-'
Iadlnhr (I'% 103 hucre/ml) :

Hibr‘idiic’zSVon (hiicre fiisyonu)

Yukarida belirtildigi tarzda hazirlanan bagisik dalak hiicreleri
ile miyeloma hiicreleri 3:1 oraninda (baz1 laboratuvarlar 5:1 ora-
ninda kullanmaktadir) bir tiipte karistirildiktan sonra 1000 devir-
le 10 dakika santrifiije edilir ve iist taraf atilir, Dipteki hiicre kii-
mesine 1 ml miktarinda polietilenglikol (% 40 -50'lik, PEG) katil-
diktan sonra 37°C'de 2 dakika birlesmeye (hibridizasyona) biraki-
lir, Bazi durumlarda, PEG'in meydana getirebilecegi zararli etkiyi
gidermek icin, bununla birlikte ortama % J DMS (dimetilsulfok-
sit solusyonu) katilabilir. Bu siirenin sonunda hiicre stispansiyonu-
na HAT (hipoksaniin aminoptein timidin) solusyonu ildve edilerck
1 ml de 10% hiicre olacak tarzda ayarlamir. HAT solusyonunun:
miktar1 50 - 100 ml arasinda degisebilir. Bu asamada istefiirse fare
periton boslugundan saglanan makrofajlar hiicre aktivitesini ar-
tirmak, artiklar1 temizlemek, mikroplari (varsa) fagosite ederek or-
tadan ‘kaldirmak, .amac: ile. HAT - solusyonuna katilabilir.. -Hiicre
suspansiyonu, 96 gozlii steril mikroplatelerin.her bir géziine.0.2 ml
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miktarinda dagitilir ve bir kapakla kapatildiktan sonra 37°C'de
% 10 CO2’li inkubatdrde bir hafta kadar birakilir.

Hibrdoma Elde Edilmesi

Bu siirenin sonunda, mikroplatein goézleri, mikroskop altinda
teker teker incelenerek hiicre iiremesi ve ayni1 zamanda kontami-
nasyonlar yoniinden kontrol edilir, Hiicre iiremeleri, genellikle, be-
si yerinin renginin acilmasi ile distan bakarak gozle de farkedile-
bilir. Ancak, kontaminasyonlarda da benzer durum meydana gel-
diginden mikroskop altinda incelenmesinde yarar vardir.

Hibrid hiicre iiremeleri (hibridomalar) mikroskop altinda yu-
varlak, refraktil hiicre kiimeleri tarzinda goriilriiler. Hibridoma ge-
nisledik¢e ortalar1 koyulasmaya ve kenarlardaki hiicreler de daha
belirgin bir hal almaya baglar. Ureme olan gézler bir kalemle alt-
tan isaretlenir.

Besi yerinin pH’s1 degisen ve iireme gosteren hiicreler, her iki
veya ii¢ giinde bir olmak iizere, eski besi yerinin yarisi alinarak
taze, normal besi yeri ile degistirilir.

Kontamine olan veya mantar iiremeleri goriilen gozler icin
derhal 6nlem alinarak etrafa bulasmalara mani olurnur. Bu amag-
la hiicrelerinin baska bir plateye pasaji da yapilabilir,

Immunglobulin Sentezinin Kontrolii

Hibridomalarda antikor iiremesi genellikle bir hafta veya 10
giinden sonra goriilmeye baslar, Burada dikkat edilmesi gereken
bir nokta da, birlesemeyen, fakat antikor sentezine baslamis olan
bazi blastositler veya plasma hiicreleri, bu bir haftalik siire iginde
antikor sentezine devam edebilirler. Bunlar1 gercek hibridomalar-
dan ayirmak gerekir. Aslinda, birlesemeyen blastositler ve diger
hiicreler, bir haftadan fazla canli kalamadiklar1 gibi iireme - yete-
neklerini de kaybederler. '

Hibridoma olusan gozlerdeki iist sividan bir miktar alinarak
duyarli serolojik yontemlerle (ELISA, RIA, IFA, vs) immunglobu-
lin sentezinin olup olmadig: incelenir. Ciinkii, her hibridoma anti-
kor sentezlemeyecegi gibi, aym derecede de immunglobulin olus-
turmayabilirler. Iyi bir hibridoma kolonisinin iist sivisinda 1 ml
de yaklasik 0.1-10 mikrogram antikor sentezine rastlanabilir, An-
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tikor sentezlemeyen veya yeterli yogunlukta sentezlemeyen hibri-
romalar bir hafta sonra tekrar kontrol edilirler.

En fazla ve etkin antikor sentezleyen hibridoma gozler1 sapta-
narak isaretlenir ve bunlardan pasajlar yapilir.

Hibridomalarin Klonlanmasi

Meydana gelen hibridomalar, zamanla antikor sentezini azal-
tabildigi gibi kaybedebilirler de. Hatta, bazilan ikinci cekirdegi de
atabilirler. Ayrica kontaminasyonlar da her zaman miimkiin olabi-
bilir. Bu nedenlerle, iyi antikor sentezledikleri belirlenen hibridom-
lardan zaman gegirilmeden suspansiyon -hazirlanarak, baska bir
mikroplatein go6zlerinin herbirine birer hiicre isabet edecek tarza
ekilirler, Bu durum mikroskop altinda da incelenerek kontrol edi-
lir. Ekilen hiicreler iizerine normal besi yeri konarak aym kosullar
altinda inkubasyona birakilirlar,

Bir hafta icinde veya gerektigi hallerde, hiicrelerin iiremeleri
ve antikor sentez durumlar1 yukarda aciklanan tarzda kontrol edi-
lir. Eger ihtiyac varsa antikorun smf ve alt sinifi da saptanir.

Hibridomalarin Fazla Uretimi

Hibridomlarin antikor sentezlerini artirmak ve fazla antikor
elde etmek igin baslica iki yontem bulunmaktadir (in vitro ve in
vivo).

In vitro hibridoma iiretmek ve antikor sentezi elde etmek igin
cesitli biiyiikliikte (kiiciik, orta, biiyiik) kiiltiir siselerinden yaran-
lamilmaktadir. Aktif iireyen ve antikor sentezleyen hiicre kiiltiirii-
niin iist sivisinda 1 ml’'de yaklasik 0.1 - 20 mikrogram kadar mono-
klonal antikor bulunabilir. Son yillarda, MKA'larin fazla iireti-
mi icin bazi teknikler gelistirilmistir. Bunlar arasinda, yiizeyleri
genis ve rolling sisteme gore calisan veya magnetik karistirici ige-
ren 1-2 litrelik ozel sistemler bulundugu gibi, fermentor ve bio-
reaktorler . de kullanilmistir. Bunlarin yanisira, Calcium alginate
(veya delikli fiberler, mikrokerrier'ler, mikropor6z matriksler, jel
entrapment yontemleri, vs ile immobilize edilen hiicre sistemlerin-
de serumsuz ortamlarda iiretilen hibridoma hiicrelerinden daha iyi
sonuglar alindig1 agiklanmistir. Bu son teknikle insan alfa-interfe-
ron ve interleukin-2 (IL-2)ler basar ile elde edilmislerdir.
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in vivo hibridoma iiretmede, ayni genetik karakterde (singe-
neik) farelerin (Balb/c) derileri altina veya karin igine aktif iire-
mekte olan kiiltiirlerden veya tiimor hiicrelerinden hazirlanan hiic-
re suspansiyonlarindan siringa edilir, Bu amagla farelere 1 X 10°
hiicre/ml yogunluktan 0.2 ml ve ratlara da 0.4 ml kadar vermek
veterli kabul edilmektedir.

Tiimo6r olusumunu hizlandirmak igin, hayvanlarda immun-
supresyonun saglanmasini ve bu amagla farelerin diisitk diizeyde
X-smlary ile irradiasyonu (500 rads) ve/veya 24 saat Oncesinden
cyclophosphamide (0.5 mg/20 gr viicut agirlig1) verilmesi tavsiye
edilmektedir.

Eger, solid tiimor elde edilmesi isteniyorsa, aktif iireyen tiimor
suspansiyonundan deri altina 0.2 ml (1 X 10° hiicre/ml) miktarin-
da siringa, 2 -5 hafta icinde tiimoér olusumunu saglamaktadir. Boy-
le durumda, monoklonal antikorlar1 elde etmede hayvanlarin se-
rumlarindan yararlanilir.

Eger, in vivo olarak ascites karakterinde hibridoma isteniyor-
sa, farelere 3 -4 hafta 6ncesinden, karin ici olarak 0.5 ml miktarin-
da pristane (tetramethyl penta decane) verilir. Bu siirenin sonun-
aa, Balb/c farelerine intraperitoneal 0.2 ml miktarinda (1 x 10°
hiicre/ml) siringa edilir. Yaklasik 2-4 hafta icinde karin icinde
ascites olusmaya baslar. Meydana gelen sivi, bir siringa ignesi ile
cekilerek alimir. ilk cekiliste sivida fazla miktarda antikor bulun-
mamasina karsin, 2 - 3 giin aralikla yapilan ayni islemde daha fazla
antikor igeren sivi elde edilir. Bu sivimin 1 ml'inde yaklasik 10-80
miligram monoklonal antikor bulunabilir,

Kiiltiir veya karin sivis1 santrifiije edilir ve ist swv1 (antikorlu)
0.1 ml miktarinda tiiplere taksim edilir ve +4°C’de muhafaza edi-
lebildigi gibi —70°C’'de de saklanabilir. Ancak, dondurulup - ¢oziil
mesi etkinligini azaltir. Bu asamadan sonra, antikorun saflastirilma-
s1, etkinlik kontrolleri, simif ve alt simiflari, ve diger gerekli yok-
lamalar1 yapilarak kullanima arzedilir (Sekil -5).

Antikorun Saflastinimesi

Ozellikle, in vivo olarak elde edilen MKA’'lar fare kanindan
gelen baz1 proteinler ve antikorlarla kontamine olabilmektedir. Bu
nedenle, in vitro iiretilenler kadar, in vivo elde edilenlerinin de ce-
sitli yontemlerle saflastirilmas1 gerekmektedir. Bu amaglarla baz
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MONOKLONAL  ANTIKOR  URETIMI

|
Immunizasyon | | Miyeloma h{icreleri

| - _ -
| HGPRT ™, Ig

B-hiicreleri
Heprr?, 18"

Mikropletelere daZitaim

tikor sentezleyen tek
hibrid hlicrenin dagitima

in vivo {retimi

0.1-10 mikrogram/ml 10-100 mg/ml

Aimmunglobulin immunglobulina

Sekil-5

metodlardan (affinite kromatografi, iyon degisimi, vs) saflagtiril-
mas1 gerekir.

-~ Periton sivisinda, farelere ait antikorlarin da gegecegini dii-
siinerek, immunizasyondan once, hayvanlarin kanminin antikor yé-
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niinden iyice kontrol edilmesinde yarar bulunmaktadir. Bu yonden
SPF (veya Germfree) farelerden yararlamlablhr

Antikorlar saflastinldiktan sonra aktiviteleri yeniden _kohtrol
edilebilir.

Monoklonal antikorlar iginde % 0.1 oraninda sodium a21de bu-
lunan borat buffer da +4°C’de:de saklanabilirler

Monoklonal antikorlarin, konvansiyonel serumlara (poliklonal
antikorlar) karsi bazi avantajlar1 bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlisi, yiiksek spesifiteye sahip olmalaridir. Bu nedenle, birbir-
lerinden ¢ok kiigiik kimyasal yap: farki ile ayrilan iki antijenik de-
terminant1 ayirt edebilecek etkinliktedir. Bu iki determinant aym
antijenik molekiil iizerinde olsa bile bu ayrim etkindir. Ayrica,
monoklonal antikorlar kolay, ucuz ve devamli olarak elde edilebi-
lirler, Affinite ve spesifiteleri de oldukca yiiksektir, Monoklonal
antikorlara (MKA) radioaktif amino asitler (**S methionine, "Se-
lenomethionine) ilave edilerek isaretlenebilir. Bunlarin yanisira,
enzim ve fluorenas boyalar da baglanarak, ELISA ve FA testlerm-
de de giivenle kullanilabilirler.

MKA'larin yukarida agiklanan avantajlari yanisira, bazi dez-
avantajlar1 da bulunmaktadir, Ornegin komploment fikzasyon ve
presipitasyon testlerinde bir monoklonal antikor yerine birkag
MKA'min kullanilmas: tavsiye edilmektedir. Monoklonal -antikor-
larin ¢ok spesifik olmalar1 nedeniyle, ayr1 cinste bulunan mikroot-
ganizmalar da benzer antijenik determinantlar varsa onlarla da
kros reaksiyon verebilirler. Bunlarin yanisira, MKA'larin dondu-
rulmasi ve ¢oziilmesi sirasinda titre kayiplari, poliklonal antikor-
lara oranla, daha fazla olmakta ve buna bagh aktivitesinde diisme-
ler goriilmektedir. Insanlarin tiroid’in stimulan hormonu'na (TSH)
karsi olusan MKA’lar, insan luteinizan hormonu (LH) ile, TSH'den
daha kuvvetli reaksiyon verdigi bildirilmistir. :

* Monoklonal antikor teknolojisi ile iiretilen antikerlarin etkin-
likleri bazen zayif olmaktadir. Hibridoma tek bir tip siif ve a1t51-
nifta antikor sentezledigi icin, bu tiir 1mmung10buhnler baz1 sero-
lojik reaksiyonlar icin yeterli olamamaktadlr Soyle ki, Ig Gl'ler
komplementi fikse edemez ve bu nedenle de komplemente bagimli
immunolojik reaksiyonlarda (CFT ve sitotoksisite) kullanilamaz-
lar. IgG3’ler de oldukca insoluble bir dzellik tasidiklarmdan mu-
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hafaza ve sevklerde giigliikler gosterir. Buna karsin IgG2'ler in-
san tiimor hiicrelerinin makrofajlar tarafindan tahribinde (sito-
toksik etkinlik) daha etkili goriilmektedirler.

Yukardakilerin yamsira, baz1 genetik karakterleri de MKA’la-
rin hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilimlarimi kisitlamak-
tadir. Ornegin, IgG'lerin Fc bolgeleri, birgok normal hiicrelerin yii-
zeyindeki Fc gama reseptorleriyle baglanabilir. Boylece, radioaktif
veya kemoterapotik maddelerle baglanmis olan MKA’larin tiimor
veya hedef hiicrelerine karis olan selektif yonelmelerine ve spesifik
bir ozellik gostermelerine mani olur.

MKA'larin ii¢ boyutlu 6zelligi de (Lettice formasyonu) zayif ol-
dugundan veya ortadan kalktifindan presipitasyon reaksiyonu igin
de uygun degildirler,

Aglutinasyon reaksiyonlarinda da baz aktivite ve avidite azli-
gina rastlamildig: bildirilmistir.

Yukarida agiklanan nedenlerin 1181 altinda, MKA'larla yapr
lan immunolojik reaksiyonlarda alinan negatif sonuglar antijenik
molekiillerin (veya immunojenlerin) yoklugunu pek gostermemek
tedir.

Son yillarda, Monoklonal antikorlarin bazi serolojik reaksi-
yonlarda (CF, AGID, vs) etkinligini artirmak amaciyle yeni bir yon-
tem gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu da, Rekombinant Monoklo-
nal Antikor teknigi'dir Bu metodda, iki ayr1 antijenik determinan-
ta kars1 antikor sentezleyen iki hibridomay: bilestirerek (Kuadroma}
her iki tiir MKA’a ait karakter tasiyan yeni hibrid MKA elde etme
amaclanmaktadir. Bu teknigin asamalar1 asagidaki Sekil - 6'da gos-
terilmistir. '

Bahsedildigi tarzda antikor sentezleyen iki ayr1 hibrido-
manin fiisyonu sonunda elde edilen rekombinant monoklona!l
antikor olusturma y6ntemi yanisira, benzer diger baz1 tekniklerde
bildirilmistir. Bunlardan biri, iki ayr1 monoklonal antikor enzi-
matik yolla aynistirildiktan sonra elde edilen Fab bolgelerinin (an-
tijenle birlesen bolge) bifonksiyonel kros linkerler ile birlestirilme-
si ve boylece bispesifik (kimerik) monoklonal antikor olusturul-
masi (Sekil -7) ve digeri de antikor sentezleyen bir hibridoma ile
immunize edilmis bir dalak hiicresinin (B-lenfoblast) fiisyonu
(trioma), MKA elde edilmesi teknikleridir (Sekil - 8).
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REKOMBINANT MONOKLONAL ANTIKORLAR

Delak hiicresi Miyveloma Dalak hiicresi

®

FiUesyon
\ 7
i \ / ;
NC@ N
Honoklonél antikor 1 Konoklonal antikor 2
Kuadrioma
4

Rekombinant Monoklonat antikor

Sekil=-6

Her iki yontemle de olusturulan rodent-rodent veya rodent-
human kimerik monoklonal antikorun bir agir ve bir hafif zinciri,
diger yanisindan farkli orijinden kaynaklanmaktadir.

Son yillarda antikor molekiillerinin bakterilerde ekspresyonu
ile fazla miktarda antikor sentezi elde etme yontemleri iizerinde
durulmaktadar.

Hibridomlar B-hiicreleri yanisira uyarilmis T-lenfositlerinden
de benzer tarzda elde edilebilir. Ozellikle, daha fazla interferon, in-
terleiikin ve diger lenfokin veya sitokinleri iiretmek icin bunlari
sentezleyen T-hiicreleri (T-blast) ile miyeloma hiicreleri birlestiri-
lerek hibridomalar elde edilmistir. Bu yondeki galigmalar halen
devam etmektedir. '
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ViCnokionar Anukoriar - J . Araa

.. MONOKLONAL ANTIKORLARIN HASTALIKLARDA
- KULLANILMASI

" Her ne kadar monoklonal antikorlarin elde edilmesinin her
asamasinda ayr1 ayr giicliikler ve sentezlenen antikorlarin aktivi-
‘tesinde baz1 sorunlar (kros reaksiyonlar, yabanci proteinlerle kon-
taminasyon, dondurma hallerinde titre diismesi, vs) olmasina kar-
sin, bilim adamlar1 MKA’larin gelecegine insan ve hayvan saghg
acisindan ,iimitle bakmaktadirlar, Sunu da belirtmek gerekir ki,
giigliiklerin ¢ogu, gelisen teknolojik olanaklar nedeni ile ¢ok azalti!-
mistir ve bugiin MKA'lar bir ‘¢ok laboratuvarlarca kolayca iiretile-
bilmekte ve diger -arastiricilara kullanmilmak amaci ile gonderil-
mektedir. :

' Monoklonal antikorlarm hastaliklarda basglica kullanim ainag—
lar1 soyle oOzetlenebilir :

1) Epi-demi_yolojjk calismalarda (seroepidemiyoloji'de)
2) Infeksiyonlarin teshisinde (serodiagnozis'te) .

3) Infeksiyonlardan korunmada (pasif -bagisiklik, ‘seroprof-
2 Iak’si’de) ; 5 ¥ : s , "

~ 4) Hastaliklarin sagaltiminda (seroterapi’de)

. 5) Asilarin hazirlanmasinda

Epidemiyolqiik Ccligmclarda (Seroepidemiyoloiji)

Infeksiyonlarin insidens ve prevalensinin tayininde, erken tes-
his, sagaltim, infeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda veya era-
dikasyonunda yararlamlan prensiplerin konulmasinda oldugu ka-
dar, subklinikal infeksiyonlarin (latent, gizli infeksiyonlar), kronik
infeksiyonlarin, portor, rezervuar, reaktdr, vs hayvanlarin ortaya
konmasinda epidemiyolojik ve ozellikle seroepidemiyolojik aras-
tirmalarin rolii ¢ok fazla bulunmaktadir, Bu amagla, alinan kan,
serum, ekskret, sekret, sivi ve organlarda. antikor ve antijenlerin
‘aranmasi veya ortaya konmasinda MKA’lar ¢ok daha fazla etkin-
lik gostermektedirler, Son yillarda gesitli kimyasal maddelerin
(hormonlar, vs) aranmasinda da isaretli MKA’lar, poliklonal’lara
oranla daha spesifik fonksiyon yapmaktadir.

Monoklonal antikorlarin enzimlerle (peroksidase, vs), radio-
izotoplar (**I, 3*P) ve fluoresan boyalarla (Fluorescein isothiocyan-
ate, vs) baglanarak duyarli immunolojik testlerde (ELISA, RIA, FA)
direk veya indirek olarak kullamlmaktadirlar. MKA'larin bu tarz
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da kullamilmas: ile, laboratuvarlarda rutin olarak yararlanilan yon-
temlerle ortaya konamayan antikor, antijen ve diger maddeler, da-
ha cabuk ve giivenilir bir sekilde teshis edilebilmekte veya ortaya
konabilmektedir. Bu substanslar ¢ok diisiik diizeylerde (nanogram)
olsalar bile. Boylece gizli kalmis infeksiyonlar, reaktorler, rezervu-
arlar, vs daha fazla oranda ortaya konabilmekte, hastalik odaklarn
teshis edilebilmekte ve bunlara kars: kisa bir siire icinde etkin ko-
ruyucu Onlemler alinabilmektedir.

Bir ¢cok bakteriyel (Brucellosis, Campylobacteriosis, Listeriosis,
Tuberculosis, Paratuberculosis, Leptospirosis, Salmonellosis, Pas-
teurellosis, Chlamydiosis, Mycoplasmosis, vs) viral (Newcastle, IB,
IBD, Marek, Kuduz, Sap, vs) ve paraziter hastaliklarin teshisinde
monoklonal antikorlarin rolii ¢cok fazla artmis bulunmaktadir.

Hastalikarin Teshisinde (Serodiagnozis)

Infeksiyonlar ve bunlara bagh olarak meydana gelen hastalik-
larda etkenin veya antikorlarin erken saptanmasinda, tip ve sero-
tiplerinin belirlenmesinde MKA’lar biiyiik yararlar saglamaktadir-
lar. Hastalik etkenlerinin identifikasyonlarinin ¢ok cabuk ve gii-
venilir olarak yapiimasi sagaltima ve prognoza ¢ok olumlu katki-
da bulunacag: gibi, hastaligin etrafa yayilmadan sondiiriilmesinde
ve gerekli koruyuou 6nlemlerin alinmasina da biiyiik yararlar ola-
caktir.

MKA’lar ayni zamanda, hastalik odaklarinin, kanser hiicreleri-
nin, tiimor markerlerinin ve metastaslarinin teshisinde, toksemik
infeksiyonlarda toksinin tip ve alt tiplerinin tayininde, ayrica siit,
idrar, doku siwvilari, vs sivilardaki bazi kimyasal maddelerin (ho-
mon, enzim, ilag, eriyebilir protein, metabolit, vs) tesbitinde de cok
fazla kullanilmaktadirlar.

Hastaliklerin Sagaltiminda (Seroterapi)

Hayvanlardaki cesitli hastaliklarin sagaltiminda, monoklonal
antikorlarin kullamilmasi, heniiz insan hekimliginde oldugu kadar
bir alana sahip degilse de, zamanla, 6zellikle, evde beslenen kedi ve
kopeklerin, ayrica ¢ok kiymetli damizliklarin tedavilerinde kulla-
nilabilecegi dogaldir. Ancak, bu amacla kullamilacak monoklonal
antikorlarin c¢ok fazla iiretilmesi, ucuz olmas: ve kolaylikla temin
edilmesi gibi problemlerin ortadan kaldirilmas: gereklidir. Bunla-
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ra ragmen, diger sagaltim metodlarimin yanisira veya onlarla bir-
likte veya yardimci olarak yararlamilmasi &ncelikle diisiiniilmeli-
dir. Tedavi amaciyle cesitli hastaliklara (tetanoz, botulizim, kuduz,
ve diger bakteriyel ve viral infeksiyonlara karsi hazirlanan MKA'-
lar oldukca fazla yararlar saglayacag: bir gercektir.

Buzagilarda neonatal septisemi ve enteritlere neden olan
E.coli'lerin piluslarina karsi hazirlanan MKA'lar oral verildikle-
rinde, ETEC (entero toksijenik E. coli)’lere karsi1 korudugu bildiril-
mistir,

Kanserin sagaltiminda, kanserli hiicrelerin yiizey antijenleri-
ne karsi hazirlanan MKA’'lar ya tek olarak veya cesitli toksinlerle
(C. diphtheria toksini veya ricin) konjuge edilerek (immuntoksin),
kullamlmis ve yararhh olabilecegi aciklanmistir.

Hastaliklardan Korunmada (Seroproflaksi)

Veteriner hekimlikte «koruyucu hekimlik» 6nemli ve esasdir
Sagaltimdan daha etkili ve ucuzdur. Infeksiyonlarin gikmamasi ve
yayilmamasi icin her tiirlii genel ve 6zel 6énlemler almak gerekmek-
tedir. Koruyucu amagla, ¢esitli infeksiyonlara karsi hazirlanmis
monoklonal antikorlar veteriner hekimlikte heniiz yayginlik ka-
zanmis degildir. Ancak, bazi spesifik bakteriyel ve viral hastalikla-
ra kars1 evde beslenen kedi ve kopeklerde veya cok kiymetli da-
mizliklarda pasif bagisiklik saglamak amaciyle kullamilabilirler.

Asilarin Hazirlenmalaninda

Cesitli infeksiyonlara karsi korumada son yillarda anti-idiotip
antikor'dan yararlanma durumu ortaya ¢ikmis bulunmaktadir. Bu
amagla cesitli bakteriyel, viral ve paraziter etkenlere karsi hazir-
lanmis monoklonal antikorlara karsi yine singeneik hayvanlarda
hazirlanmis anti-idiotip monoklonal antikorlar, antijenle aymi in-
ternal imaja sahip olmasi, veya, antijenle birlesebilmesi nedeniyle,
as1 olarak yararlanilmaktadir. Béyle asilar da heniiz deneme saf-
hasinda olup ticarete cikarilmis degildir.

MONOKLONAL ANTIiKORLARIN DIiGER BAZI
KULLANIM ALANLARI

Monoklonal antikorlar (MKA) ¢ok yiiksek spesifiteye ve etkin-
lige sahip olmas1 nedeniyle gerek insan ve gerekse veteriner hekim-
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likte bir ¢ok kullanim alani bulmustur. Yukarida bahsedilen konu-
lar disinda bir ¢ok g¢alismalarda ve arastirmalarda da. monoklonal
antikorlardan yararlar saglamlmaktadJr Bunlar da ozetle asaglda
bildirilmistir. " o . P

1) Antljenlerin' saflastmlmasmda

2)  As1 suslarinin segiminde . ~

3) Diyagnostik kitlerin hazirlanmasinda
- 4). Arastirma ve teshis calismalarinda -

5) Mastitis calismalarinda

6) . Tiimdrle ilgili calismalarda .

'Antuenlerm Soflcsstmlmasmda

Bir immunojenin yiizeyinde blrbmnden az -cok -farkli karak-
terde antijenik determinantlar bulunmaktadir. Bunlara karsi da
viicutta antikorlar meydana gelir, Bu antijenik determinantlarin
herbirine kars: da monoklonal karakterde antikorlar olusturulabi-
lir, Boyle antikorlar kullanilarak antijenler saflastirilabilmekte-
dir. $oyle ki, monoklonal antikorlar cyanogen bromid yardimiyla
agarose granullerme absorbe -edildikten sonra, heterojen antijenle
muamele edilerek antijen-antikor komipleksi saglanir. Sonra bun-
dan, yikama suretiyle antijen cikanlarak gesitli serolojik testlerde
giivenle kullamlabilir, Bu tarz piirifikasyon yontemine affinite
kromatografik metod ad: verilmektedir. : -

Asi Suslarinin Seciminde

Kompleks yapidaki bir antijen inokulumu iginde, viicutta en
iyi uyarimi yapan ve proteksiyon meydana. getiren antijenik deter-
minantlar1 segmede ve bunu ayirmada monoklonal antikorlardan
yararlanilmaktadir. Bu amagcla yiiksek titre ve aktiviteye sahip
‘olan monoklonal antikorlar, antijenle absorbsiyona tabi tutularak,
buradan antljemk determinant elde edilir ve bu 1mmumzasyon icin
kullapilir. - : rn ,

Eger antijenik determinant bir protein molekiilii iizerinde bu-
lunuyorsa, bu protein, enzimatik olarak polipeptidlere ayrilir. Son-
ra bunlar monoklonal antikorla blrlestlrlhr (affinite kromatogra-
fi). Antijen-antikor kompleksinden protein antijen ayrilir. Bunun
amino asit siralari tayin edilir ve bunun benzeri sentetik -olarak
elde edilir. Bu polipeptid, tasiyic1 bir protemle b1r]e$t1rllerek viicu-
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da verilir. Bu yolla da, en iyi antijenik uyarim yapan antijen segi-
lebilir. ;

D:yagnostlk Kitlerin Hazwlanmcfsmda

~ Cesitli bakteriyel, viral ve paraziter hastahk etkenlerlne karsi
hazirlanan monoklonal antikorlar (IgG, IgM, vs) veya saf olarak
elde edilmis olan immunglobulinlere veya bunlarin altsimiflarma
kars1 hazirlanan monoklonal antikorlar klinik mikrobiyolojide se-
roepidemiyolojik, ve serodiyagnostik amagclarla etkin bir sekilde
kullanabilmektedirler, Ozellikle,. ikinci tiirden elde edilen mono-
klonal antikorlarin bazi maddelerle (enzim, isotop, boya) birlesti-
rilerek elde edilmis konjugatlar da infeksiyon etkenlerinin veya
bunlarin alt tiirlerinin erken teshisinde buyuk faydalar saglamak-
tadlr

Boyle ha21r1anan kitler aym zamanda kan 1drar ve dokularda
cesitli kimyasal maddelerin aranmasinda da yardn_nm olmaktadir,

Arastlrmﬂ ve Teshis Calismalarinda

— Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan 1nfeks1yoz etken-
lerinin birbirlerinden ayrﬂmalarmda

— Infeksiy6z etkenlerin (bakteri, virus, mantar protozoon
-parazit, vs) alt gruplarinin belirlenmelerinde,

— Infeksiy6z etkenlerde sonradan meydana gelen genetik de-
gismelerin (mutasyon) saptanmasmda ve mutantlarin tes-
hisinde,

— Postvaksinal hastaliklarin meydana geldigi durumlarda,
as1 icerisinde geriye doniis oraninin = belirlenmesinde ve
boyle agilarda virulent etkenin varliginin saptanmasmda

— Birbirlerine gok yakm olan antljenlk molekullerm ayrim-
larinin yapilmasinda,

— Insan ve hayvanlardaki B- ve T-hiicrelerinin ve bunlarin
alt gruplarinin saptanmasinda, : ;

.— Cesitli hiicrelerinin. yiizey antijenik molekiillerine gore. bir-
birlerinden ayrilmalarinda ve antijenik haritalarmim cika-
rilmasinda,

J— Kompleks antijenik molekiillerden saf, spe31f1k ve yiiksek
titrede homojen antikorlarin elde edilmesinde,
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- — As1 iiretiminde kullanilabilecek uygunlukta immunojenin-
lerin secilmesinde,

— Kompleks antijenik molekiillerden saf, spesifik ve yiiksek
titrede homojen antikorlarin elde edilmesinde,

— Kan hiicrelerinin yiizey molekiillerinin belirlenmesinde ve
kan gruplarinin tayininde,

— Biiyiik doku uyusum antijenlerinin (MHA) belirlenmesinde,
— Antijenlerin saflastirilmasinda,
— Immunglobulinlerin sinif ve alt smiflarinin tayininde,

— Hormanlara, c¢esitli ilaglara, toksinlere, mikroorganizma-
lara ve diger ajanlara kars: yiiksek titreli spesifik ve homo-
jen antiserumlarin elde edilmesinde,

— Viicut doku ve sivilarinda gesitli kimyasal maddelerin be-
lirlenmesinde,

— Sperma hiircelerinin ayriminda,

— Hiicrelerin ontogenezisi sirasinda ve sonradan yiizeylerin-
de meydana gelen antijenik molekiillerin tiirlerinin tayi-
ninde,

— Lenfokin ve diger sitokinlerin elde edilmesinde,

— Immunojenlerin yiizeylerinde bulunan cesitli antijenik de-
terminantlarin belirlenmesinde, haritalarinin ve analizleri-
nin yapilmasinda,

— ve diger 6nemli ¢alismalarda.

Mastitis Calismalarinda

— Siit komponentlerinin sentez mekanizmalarni incelemede,
— Siit salgilayan hiicrelerin yerlerini belirlemede,

— Sekretor hiicrelerin yiizey antijenik molekiillerinin ve yiizey
immunglobulinlerinin belirlenmesinde,

— Immunglobulinlerin transportunun saptanmasinda ve izlen-
mesinde,

— Immunglobulinlerin serum, siit ve kolostrumdaki diizeyleri-
nin ve smiflarinin tayininde,
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— Siitte ve kanda bulunan hiicrelerin tip ve alt tiplerinin belir-
lenmesi ve aralarindaki farkin ortaya konmasinda,

— Laktasyonun cesitli donemlerinde, gesitli stres faktorleri al- .
tinda veya ozel kosullarda, siitte ve kanda bulunan hiicrele-
rin yiizey antijenlerinde meydana gelecek degisikliklerin be-
lirlenmesinde, '

— Infeksiyon durumlarinda, siitte ve meme dokusunda bulu-
nan hiicrelerin yiizey antijenik molekiillerinde olusabilecek
degisikliklerin belirlenmesinde,

— Hayvanlar arasindaki sekretodr hiicre yiizey molekiillerinin
saptanmasinda,

— Siit bilesiminin belirlenmesinde,

Timérle ilgili Calismalarda

— Benzer histolojik goriiniimde olan tiimorlerin ylizey antije-
nik molekiillerinin belirlenmesinde,

— Tiimor tiplerinin ve alt tiplerinin tayininde,
— Primer tiimorlerle bunlara ait metastaslarin saptanmasinda,

— Kemik iligi aspiratlarindan tiimor hiicrelerinin eliminasyo-
nunda,

— Kemik iliginden immunreaktif hiicrelerin (T-hiicrelerinin)
eliminasyonunda,

— Kanda dolasan veya hiicrelere baglanmis olan tiimor anti.
jenlerinin ortaya konmasinda,

— Immuntoksinlerin hazirlanmasinda,

— Tiimorle ilgili ve sagaltima ve teshise yonelik diger calisma-
larda.

Sonug olarak, gelisen rekombinant DNA teknolojisi, monoklo-
nal antikor iiretimine yeni ufuklar getirmis ve hibridomalardan sag-
lanan klasik antikor sentezinin daha Gtesine gidilmesine yardimc:
olmustur. Yeni yontemler yardimi ile, immunglobulin sentezini
kodlayan genler (agir, hafif, variable, konsatant bolge genleri) hiic-
relerden cikarilabilmekte ve iizerlerinde, in vitro olarak, DNA ma-
nipulasyonlar1 (gen manipulasyonlar1) yapilarak istenilen nitelik-
leri tasiyan yeni gen kombinasyonlar1 elde edilebilmektedir. Bu
tarzda hazirlanan genler, bir ekspresyon vektoriine veya mekik
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vektore (plasmid, vaksinia virusu, SV40, vs) baglanarak uygun bir
konakgiya (bakteri, maya, hibridoma hiicresi, vs) aktanlmakta ve
genin ekspresyonu saglanmaktadir. :

Yeni teknolojiler, klasik tam bir antikor molekiiliiniin yanisi-
ra, sadece variable veya Fc-porsiyonlarinin sentezlerini gerceklesti-
ren hibridomalarin elde edilmesine olanak sagladig: gibi, gelecekte,
antikor sentezleyen bakteri ve maya gibi hiicrelerin elde edilmesi-
ne de 1s1k tutacaktir. Nitekim simdiden, E.coli'de baz1 antikorla-
rin iretildigi bildirilmistir. ;

Trioma ve kuadroma’larin sentezledigi hibrid immunglobulin-
lerin yanisira, gelistirilen yeni yontemlerle baska tarzda kimerik
molekiiller de olusturulabilmektedir. Ornegin, hafif zincirleri fare-
ye ve agir zincirleri insana ait antikor molekiilii veya, bir hafif ve
agir zinciri bir hiicre yiizeyindeki antijenik molekiile ve diger ya-
ris1 (bir agir ve bir hafif) da baska bir hiicre yiizey antijenine kars
hazirlanmis antikorlarin bir araya getirilmesinden tesekkiil etmis
hibrid immunglobulinler, veya diger degisik kombinasyonlar, vs
gibi. w8 ' -

Boylece, gelistirilen rekombinant DNA teknolojisi yardim ile
dogada rastlanmayacak &zellikte ve etkinlikte immunglobulin mo-
lekiilii elde etmek miimkiin olabilecektir. -
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