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MONOKLONAL ANTİKORLAR (MKA) VE BUNLARIN 
HASTALIKLARDA KULLANILMASI 

Prof. Dr. Mustafa ARDA* 

Insan ve hayvanlann vücudu, dışardan giren ve özellikle . pato­
jenik karakterde olan (bakteri, virus, parazit, vs) etkerilere kar~l 
immunolojik bir yanıt verecek tarzda teçhiz . edilmiştir . . Partiküler 
nitelikte alaniann yanısıra, eriyebilir özellikteki (protein, polisak· 
karid ve/veya bunlann kompleksleri) substanslara da benzer tarz­
da bir reaksiyon gösterir. Oluşan bu bağışıksal yanıt başlıca iki 
tarzda kendini belli etmektedir. Bunlarda, 

1) Humoral (sıvısal) yanıt, 

2) Seliiiler (hücresel) yanıt. 

Uyarıının şiddetine, konakemın bağışıklık durumuna ve im­
munojenin bazı özelliklerine (yapısı, miktan, veriliş yolu, vs) göre; 
bu yanıtlardan biri daha etkin olmakta diğeri ise ikinci planda kal­
maktadır. Bazen de her ikisinin de aynı qerecede etkin olabildiği 
vey;:ı hiç olamadiğı durumlar da {imınunolojik yanıtsızlık, iınmu­
nolojik -paraliz) ortaya çıkabilmektedir. Bu son durum, özellikle, 
immunojenin çok az veya çok fazla verildiği hallerde görülmekte­
dir. 

Her iki tür iminunolojik cevabın temelini, merkezi görev ya­
pan ve immunkompetent bir karaktere sahip olan hücreler teşkil 
ederler. Lenfoid ve miyeloid serilere ait olan bu hücreler, orijinle­
rini, embriyogenezis sırasında kemik ili ği, ' fötal karaciğer ve vitel­
lus kesesinde bulunan çok fazla üreme ve diferensiye olma yetene­
ğincieki multipotEmt köken hücreler'den alırlar. Bu' hücreler ara­
sında yer alan ve lenfoid seriye ait olanlarda~ bir bölümü, kanat-
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lılarda bursa Fabricius'a giderek burada sentezlerren bursin'in et­
kisi altında, ve memelilerde de kemik iliğinde kalarak, bir reorga­
nizasyona ve diferansiasyona tabi tutulurlar. Yüzeylerinde bazı spe­
sifik moleküller oluşan ve aynı zamanda, immunojenlere yanıt vere­
bilecek bir yetenek kazanan bu hücrelere, B -hücreleri (B-lenfosit­
leri) adı verilmektedir. Bunlar, olgunlaştıktan sonra, bu primer 
(merkezi) lenfoid organlar'dan (b. Fabricius; kemik iliği) ayrılarak 
kan sirkülasyonuna ve . sekonder (periferal) lenfoid organiara (da­
lak, lenf düğümleri, vs) giderek buralarda kendilerine ait olan böl­
gelere yerleşirler. B-lenfositleri, antijenik uyarımların derecesine 
göre aktive olarak fazlaca üreder ve morliolojilerinde bazı önemli 
değişiklikler meydana geldiği gibi biyokimyasal olarak ta bir akti­
vite kazanırlar (blastogenezis). Bu aktivasyon sonunda, hücreler­
den bazıları antikor sentezleyeıi plasma hücreleri {plamasit) ve di­
ğer bir bölümü de bellek hücreleri (homolog imniunojenle olan 
ikinci uyarımı tanıyan 'hücreler) haline . dönüşürler. 

,, 

Timusa giden ikinci lenfoid ·hücre serileri ise burada t~k 
~ormonlann (timosin,;. timopoietin, timostimulin, vs) etkisi altın­
da, B-lenfositlerinde olduğu gibi, benzer tarzda bir reorganizasyo­
na ve diferansiasyona maruz kalarak olguniaşırlar ve antijenik 
uyarımiara yanıt verebilecek hale gelirler. · B-hücrelerinden daha 
farklı yüzey antijenik molekülleri ·de kazanarak tim us dan ayrılar. 
hücreler kan sirkülasyonuna ve periferal lenfoid organiara giderek 
hqralarda kendilerine ait bölgelere yerleşirler. Antijenik uyarımla­
ra' çoğa~~rak yanıt . .:veren ~blastogenezis) bu tür hücrelere de T-hüc­
releri (T-lenfositlen, timosit) adı verilir. Vücudun hücresel yönden 
savunmasında etkin funksiyonlara sahip olan· T-lenfositleri, blasto7 
genezis sonunda, başlıca 4 tür hücrenin oluşmasına yardıı:r:{cı plur~ 
lar (Yardımcı ·T-lenİ;, bellek T-lenf., sitotoksik T ~lem. ve sup~spr 
T-lenf.) (Şekil ~ 1). . . . " 

Yukarıda açıklanan ve lenfoid seriye ait hücı:;el~r yanısıra, vü­
cudun . savunmasında önemli katkılan olan miyeloid . seriye ait 
hücreler de bulunmaktadır. Bunlardan makrofajlar, polimorfnuk­
leer lökesitler (PNL) ve ~ diğer granulositler, özellikle, aktive olduk­
tan sonra fagositozis yönünden oldukça etkindirler. Öldürücü hüc­
rel~r (KC) ve doğ~l öldürücü hücreler'in (NKC). de . son yıllarda in­
feksiyöz ;· ajaniara :lcarşı koymada ve tümör immuı;ıolojisinde fonk. 
siyonlarının fazla oldukları belirlenmiştir. 

Hücrelerin etkin bir . şekilde uyanlmaİ~~i ~e b~nlara ger~kli 
;_rar~ıtlann verilmesi immunojenlerle yakından ilişkilidir. Bu mole-
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küllerin yüzeylerinde, en belirgin · yerlerinde leriföid sistemi ve mi: 
yeloid hücreleri uyarma da öneinli role sahip ve birbirlerinden az -
Çok farklı kimyasal · yapıda olan bazı bölgeler vardır kir·biıiılara 
antijenik detenninant (epitop) adı verilmektedir. Bunlar, protein 
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karakterinde olan imınunojenlerde 6- 10 aminoasitten ve polisak­
karid yapıdaki antijenlerde de 6- 8 karbonhidrat molekülünden 
oluşurlar. Vücutta hum:oral, seliiller veya her iki tarzdaki yamtın 
oluşmasında görev alaıi epitoplar;· ayın zamanda, antijen-antikor 
reaksiyonlannın da spesifitesini tayin ederler; Her antijellik deter­
minant vücutta ayrı bir B- veya T-hücresini uyarın~ yeteneğine de 
sahiptir. 

Böylece, vücutta; çok sayıda ve farklı kimy~sal yapıdaki epi­
toplarca uyanlan ayrı ayrı B-lenfositleri, bunlardan gelen hlasto­
sit'ler ve bunların da sentezledikleri imınunglobuliriler (antikorlar) 
teşekkül eder. Bir plisma hücresi,' aynı sınıf veya altsımftan ant! 
kor sentezler. Aynı sınıftan (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) veya altsı 
mftan (IgGl, IgG2, IgG3, IgG4; IgAl, IgA2) olsalar bile, bunların 
sentezlenmesini uyaran epitoplar arasında kimyasal farklar bulun­
duğu için, bu antikorlarda da biyolojik aktivite bakımından, in vivo 
ve in vitro olarak, ayırcalıklar v~rdır. Böylece,· vücutta, çeşitli 
B-hücrelerinin uyarımlan sonunda meydana gelen ve değişik akti­
viteye sahip antikorlar Öİ~şur ki bunlara polildolıaı antikorlar adı 
verilmektedir. Heterojerp.k bir özellikle olan bu immunglobulinle­
rin spesifiteleri de zaYıf kalmaktadır (Şekil- 2). 

Eğer, vücuda giren immunojenlerin anti]enik deterıninantları 
tarafından uyarılmış her bir B-hücresi (blastosit), vücuttı;m ayrıla­
rak tek olarak üretilir ve bunlard~n antikor elde edilirse, böyle an­
tikorlara, :tek. bir hücre ve bunun oluşturduğu klonlardan meyda­
na geldiği için, monoklon31l antikoriar adı verilmektedir. Ancak, 
böyle bir durum pratikte pek gerçekleşen;ıemektedir. Çünkü, uya­
rılmış B-hücreleri (blastosit) veya plasmasitler bir haftadan fazla 
canlı kalamazlar (Şekil- 3). · 

Blastogenezisden sonra meydana gelen blastositler veya plas­
ma hücreleri (pl~smasit) çok spesialize olmuşlardır ve özellikle 
plasmasit'ler çoğalma yeteneklerini kaybetmişlerdir. Bu hücreler, 
in vivo veya in vitro koşullarda ancak bir hafta süreye kadar canlı 
kalabilmektedirler. Ayrıca, her bİasuosit veya plasma hücresi anti­
kor sentezlemediği gibi, çok az veya orta derecede veya birkaç gün 
antikor se.n,tezl~yepilirl~r d~. lfyarımırı şid<;leti, ~nt.ijenin karakteri 
v~ hücrenin f~l~rı, antikor ~~nte,z!nde 9i,r kont:ro.l m~kaniz~~ş;ı 
oluştuı:maktaciır. Buı:ılar . antikor şentezini kı.sıtlanqı bi:ı; .özellik 
gqsterirler. . · 
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m) sağlamak gerekmektedir. Bu amaçla, hibrid hücre oluşturma 
fikri doğmuştur. Cotten ve Milstein (1973) immunglobulin sentez­
leyen ınİyeLoma ve dalak hücrelerini birleştirerek oluşturduklan 
hibridoma'lar (hibrid hücre kolonileri) her iki parental hücreye ait 
immunglobulin sentezlediklerini saptamışlardır. Köhler ve Milstein 
('1975), koyun ·. alyuvarlan verilerek imrril.ınize edilmiş fare dalak 
hücreleri (blastositler) . ile antikor sentezlemeyen fare miyelöma 
hücrelerini ·b ideştirerek · meydana getirdikleri hibridornalann · sa--
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dece · alyuvarlara karşı antikor sentezledikleriİıi . belirtmişlerdir . . Bu 
çalışmalar sonunda, yüksek titre ve spesifitede, homojen ve tek 
bir B-hücresinden kaynaklanan kiçmlerdan oluş;ın antikorlar elde 
edilmiş ve ölümsüz (in vivq ve in vitro" devamlı üreyebilen) . hücre-
ler (hibrid hücreler) meydana getirilmiştir. ,. 

' ; . 

. Yeterli miktarda, Yüksek titrede . ve etkin monoklorral antikor­
lar üretebilmek için bazı aşamalar ·bulunmaktadır.· Bu basamakla­
rın her biri ay:p bir teknolojiye sahiptir ye tam olarak yerine geti­
~i~dies.i de zo~1udur . . Bu .hususlar ~a kısaca aşağıda bildirilmiş­
tir: 

1) 

2) 

3) 

4) 

S) 

6) 

7) 

_8) 

' 9) 

Etkin bir immunizasyon, 
Miyeloma hücrelerinin hazırlanması 
· Bağişık lenfositlerih ' elde edilmesi, 
Hibridizasyon (hücre füsyönu) 
Hibridom:i elde edilmesi · 

·. İrrimunglobiıliiı sentezinin kontrolı; ·,. 

Hibridom~lann klonİ:inması 
- Hibridomların fazla üretimi 

. 1 . • 

Monoklenal , anHkorlann safhiştırılması ve 
. , rolu. 

Etkin Bi_r immunizcsyorı . 

etkinlik . kont-

Deneme hayvanlarmda etkin bir immunizasyonun ohışturul­
ması, başarılı bir hibridoma elde etmenin ilk koşulunu :teşkil eder. 
Bunu sağlamak için, başlıca 3 :npktanın üzerinde , durulması gerek-
liçlir. Bunlar da : · '· · 

· ı) · İmınunizasyon hayvanı: Hibridoma ·ve dolayısıyla da m6-
noldıonal antikor üretmede fareler ve . ratlardan fazlaca yararlariıl­
rnaktadır. Bunun başlıca -nedenleri arasında, küçük olmaları, ida­
relerinin, bakım ve beslemelerinin kolay ve ucuz olmaları, iyi im~ 
munize edilmeleri, yeterince · hijcre kaynağİna sahip olmaları, . mas­
r.afla~nın az ıolması: kolay bulunabilmele~i, üretilmeleriu'in kol~y 
olması, vs önemli hususlar bulunmaktadır. Farelerden Balb/c ge­
netik soyuna ait olanlar antijenilc uyarımiara iyi yamt vermeleri 
ve miyeloma hücrelerinin de fare orijinli olmaları gibi nedenlerle 
birleşmeleri kolay ve devamlı olmaktadır. Hayvanların genç olma­
sı antijene karşı yariıtın : etkinliği üzerinde ohimlu katkıda bulunur. 
Tavşan x fare ve fare X insan hibridomalarından, çok Çabuk kro­
mozom kaybı olduğu için, tavşanlar immunizasyonda pek ':tercih 
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edilememektedirler. _ İnsan>:< insan .hibridomalan da elde edilmiş­
tir . . 

·· 2) İmlnunizasyon antijehi : Monoklonal antikor iiretiminde, 
farelerio ·imİnunizasyonunda, immunojenin her nekadar saf olma­
sına gerek yoksa da, çok sayıda ve karışık hibridomalar elde etme­
ınek için, saflaştınlmış antijenler t.er.cih edilmekte ve b:unlardan 
daha homojen immun globulinler sağlanmaktadır. 

· Eriyebilh· karaktetde olan immunöjenler (proteinler, polisak­
karidler, veya b'unlann kompleksleri) çeŞitli dozlarda (1- 100 mcg) 
eşit miktarda Freund'un tam adjuvantı ile karıştınlarak periton 
içi şınngalar yapılır. Sonta, 2- 3 hafta aralıkla, antijenin fizyolojik 
su içindeki suspansiyonundan ciamar içi verilerek immunizasyon 
sağlanır. Son şırıngadan 2 - 3 gün sonra dalaklan çıkarılarak len-
foid hücreler hibridizasyonda İ\ullanılır. · 

Farelere yapılacak ilk şınngalcırda immunojenlerin freund'un 
tam adjuvantı ile birlikte verilmesi, ilk uyanınİann çok iyi yapı!: 
ması için uygun olduğu· gibi',· yan yarİya antijen kullanımında ta­
sarruf sağladığından tavsiye edilmektedir. İkinci şırıngalarda da, 
bu defa, Freund'un kısmi adjuvanh ve üçuncü şi.nnganin da adju­
vanüaz ve damar içine · verilmesi uygun görülmektedir. ·Eğer .. anti­
jen çok azsa (nanogram), bu antijen nitrosellüloza adsorbe edilerek 
farelerio periton boşluğuna konabilir. Zayıf immunojenik mok 
küller de yüksek antijenik özelliğe sahip taşıyıcılada (proteinlerle) 
kıonjuge edilerek kullanılabilirler. 

Partikiller karakterde olan antijenler {bakteri, virus, parazit, 
hücre, ·tümör hücreleri, ' alyuvarlar, virusla infekte hücreler vs), 
Freund'un adjuvanlarına gereksinim duyulmadan hayvaniara şırın­
ga edilebilirler. Bu amaçla intraperitoneal injeksiyonlar daha etkin 
bir uyarım sağlamaktadırlar. 

3) İmmunizasyon prosedürü: Farderin (veya ratlann) im­
munizasyonurida kesinleşmiş veya standartlaşmı_ş protokoller ol~ 
inamakla beraber bazı temel yöntemler qe . bildirilmiştir. Ancak, 
teknikleri · kullanan laboratuvarlar, kendi tecrübelerine, kullana­
cakları aritijenlerin karakterlerine ve deneme hayvaniarına göre 
bazı. değişmeler yapİnaktcı ve en iyi uyarım yapabilen protokolu 
uygulamaya koymaktadırlar. 

İmmunizasyon için .genellikle, 5.; 10 arası farenin (Balb-:c) kul­
lanılması tavsiye · edilmektedir: Çünkü, bazı hayvanlar immunizas­
yon süresi iÇinde · çeŞitli ·nedenlerle, (şok, · v·s) ·<:Hmekte· ve bazılan 



da aıltijenlere istenilen düzeyde bir inimunolojik yanıt vermemek­
tedir. Hibridoma meydana getitrn:e şansını artırmak için, fare s~: 
yısmın fazla tutulması- iyi bir tedbir olarak ·kabul edilmektedir.· 
imirıunizasyon ' yöntemleri için ba.Zı metodlar bildirilmiştir. Bun­
lar arasında, ilk iki şıringariıİi Freund'un tam ve kısmi :adjtıvantla 
deri altına, diğerlerinin adjuvants"iz olarak darriar ·içine · verilmesi 
bir çök araştıncı grubu · tarafından benimsenmektedir. Bazılarİ si.i­
reyi iki ay (her hafta bir injeksiyon olmak üzere) olarak tavsiye 
etmekte ve yeterli olduğunu belirtmektedirler. Hayvanların dalak­
lan son şınngadari 2, 3, 4, 5 ve 6 gÜn sonra çİkarılarak ·kullanılma­
sı, hibridoma elde etme ve monoklonal antikor sentezierne şansını 
artırması bakımından yararlı bulunmaktadır. Hayvanİann dalak­
ları Çıkarilmadan önce, kanlan alınarak serninlan Çıkarılır ve bun-
leır pozitif serum olarak kullanılır. . . 

Bazı araştırıcılar' da sul;>kutan veya ayak tabanianna şınnga­
lar yapıldıktan sonra -hem dalaklarının ve hem de regiônal lenf dü­
ğüriileriıüıi · Çıkarıİmasını tavsiye 'etmektedirler İmrriunizasyoüa 
alınan hayvanların hepsinin aynı gün içinde değil de, i'ki hayvanın 
immunizasyon bitiminden 2 -gün sonra, diğer .ikisinin 3. gün, __ geri 
kalaı;ılann da bu tarzda kullanılması etkin bir hibridoma yakalama_ 
şansı . için yararlı görülmektedir. · 

Aıltikor seritezleyen hücrelerin saYısıni artırİniık iÇin, imi)ıün 
dalak ·hücreleri,. ilei-i derecede {letal dozda) irrad!ye ecHlmiş fare-' 
lere şınnga edilebilir. Bu tarz uygulamada 50 kat daha fazla hibrr: 
doma elde edilebildiği belirtilıniştir. · 

-

Fare Miyeloma t:Jücrelerl 

Farelerin bir plasma hücresi kanseri olan miyeloma'lann:dan 
e1de .,edilen hücrelerin hibrid hücre oluşturma~a rolleri- oldukça 
fazla ,bulunmaktadır. İmmunizasyonda Balb/c genetik soyu fare~ 
ler kullanıldığı için yine .bu farelere ait miyeloma }J.ücrelerirtin-kul­
lanılJl!ası birleşme şansını yükseltın ektedir. .. Ayrıca, monoklonal 
antikor ürteme s-qresi de çok uzun· olmaktadır; FareX rat (tavŞan, · 
vs) hibrid hücrelerinin ömürleri ve antikor sentezierne süreleri · kı­
sa olmaktadır. Fare Xinsan, vs diğer miyeloma hücrelerinin hibri­
domalannda: (heterohlbridoma) kııomozom kaybi da ··nızla olmak­
tadır. Bu· İledenk fare x fare hibridomahirı· ·tercih edilmektedir. · 
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Hibridoma teknolojisinde; önceleri, kullanılan fare miyolqma. 
hücreleri hafif ve ağır zincir ~entezle,rine sahiptiler .. 1,:Bu durum 
b3;zı teknik problemlere yol açmaktaydı ve elde edilen antikorlarm 
da spesifitesini azaltmaktaydı. Ancak, son yıllarda hiç bir .. antikor 
sentezlemeyen miyeloma - devamlı hücre hatlan .elde . edildi w 
bunlar başarı ile kullanılmaya <başlandı. Böyle _hücreler arasında, 
en fazla kullanılan P3 olarak kodlanan hücre . hatlan bulunmakta­
dır (P3 x 63Ag8.653). Bunun yanısıra, SP2/0-Agl4, ratla,ra · aiı: 
YB2/3.0Ag20 {Lou x AD) Fl gibi miyeloma hücreleri de bulunmak­
t~dır. Bu hücrelerin başlıca 4 . önemli öz~lliği vardır: . 

1) Antikor sentezlememektedirlet , 
'. 

2) İn vitro olarak sonsuz üreme yeteneğine sahiptirl~r (ölüm• 
süz) ' 

3) Yüksek oranda birleşme özelliği taşırlar, 
t •• ! : . ,; . . . 

4) Kendilerinde HGPRT. defekti vardır (hipoksantin gua· 
nin . fosforibosil transferase . enzi~i bulunmamaktadır., 
HGPRT-). ;_ 

Bu son durum hibrid hücre· oluŞumunda' önemli. role sahiptir_: 
Hücreler, genelde, pürin ve pirimin sentezleri aradığı ile DNA ya­
parlar. Bu iki maddeden birinin olmaması, DNA sentezinin bloke 
edilmesine v,e dolayısıyla hi;icrelerin ölümüne neden. oJur. Hücreler 
bu sentezleri _temel sentetik yoldan sağlarlar (ana sentetik yol). Eğ~r 
orta,ma aminapterin (fiolik asit . anal oğu) r katılırsa, bu madde, pru­
kürsörlerden pürin ve pirimidin sentezlerini blpke eder. Bu durum 
karşısında, hücre pürin ve pirimidin sentezi iÇin' yan sentetik yol­
lara başvurur. Bu yoldan yararlanabilmesi için başlıca iki . enzime 
gereksinim vardr. Bunlardan biri pürin selitezi iÇin HGPRT ve pi­
rimidin sentezi için de TK (timidin kinase) enzimleridir. Miyeloma 
hücrelerinde HGPRT enzimi olmadığı için·pürin sentezi gerçekleş­
tiremei, ve hücrede, pirimidin sentezi yapılsa bile (pürhıler olma­
dığından) DNA yapılamadığı için hücre bölünemez ve ölür. Bu ne­
denle, hücreler pürin sentezi için gerekli olan enzimi {İIGPRT + ). 
ancak normal bir hücre ·olan· ve birleşmede önemli ·fonksiyonu olan 
blastositlerden sağlarlar ve böylece de üremelerine devaıp. ederler 
(Şekil- 4). · · 

· i' 

Miyeloma hücreleri in , vi~ro olarak ür~tilir ve ·aktif üreme .fa­
zında iken hafifce çalkalanarak :veya pipetle hafifce çekip- bırak· 
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ATP 
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S ~ftil-4 
:in,ak st,ıreti}rle yapıştıklan ' camdan · ayrılırlar. . . Hafifce santrifüj e 
edildikten sonra; sayılır-ve 1 x 10S/ml dalak 'hücresi için 1 x ·t07 /rnl 
miyelo~a hücr~si hesap ediHr (veya· 3 · k~sı'ih '·:dalak hücresi ı kısım 
I?iyeloma hücresi; .. 3: 1) ve kullanıma hazir. dururiui. getirilir. 

. . Mi yeloma . hüc~elerl, 75 .. cm2 . yüzeyli doku kültürü şişelerinde 
üretilir. Çok hızlı üreme durumlarinda 3-4 .günde bir pasajları y:ı­
pılır (veya şişelere hücre s~yısi daha az olaca_k tarzda ekilir). Miye­
loma hücreleri %S CO!!li etüvlerde, 37°C'de ·MEM. besi yerinde 
(% 5- 10 fötal sığır serumu + ıs mikrogr~~/ml 8-azaguanin) ür-e-
tilir. ·. . . 

MiyelÇ>ma . hücreleri (veya hibrido~alar) sıvı nitrojen iÇinde 
uzun süre .muhafaza ediİebilir ve gerektiğinde çözdürülerek kulla-

"" . . . . . \. • ' : ·. . i i ~ ı ı. 

nılabılirler. Bu amaçla içinpe .% 10 dimetilsulfoksid (DMS) bulu-
nan MEM (% 20 .·f{;)tal sığ~r seri.ıinl~) ile. ~ .x 106 hücre/ml olacak 
tarzda- sulanCimlarak ,anipul1ere konulur. · Amp~ller ö~ce +4°Ç,.de. 
ı -,1-.5. saat, sonra -7poc'de bir gece , (20- 24 saat) ve sopra da sı\ri 
nitrojene konurlar ve :burada muhafaza edilirler. Hücrderi çözdür­
rnek için, . ampul! er,- ,?7°C'lik suya değdirilme~ suretiyle hafif bir 
çözdürnie sağlanır ve hemen io ml . taze besi yeri içinde sulandırı­
lırlar. Santrifüje edilir ve tekrar aynı besi yerinde homojen bir s.v~' 
pansiyoıiu yapılarak şişelere aktanlırlar. 

Bağışık Lenfositleri~ ~lde· Edilmesi 

· İyi bir immuniza'syon protokolüne· tabi tutulmuş farelerden 
2 ~· 3 tanesi kalplerionden kan alınmak suretiyle öldürülür:· Alı~ 
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nan kanların serumlan pozitif serum olarak serolajik testlerde 
(ELISA, lFA, vs) kullanılırlar. Fareler bir tahta sehpa üzerine iyice 
gerilir ve derileri de iyice dezenfekte (% 70 alkol içinde povidone­
iodine) edilir. Aseptik koşullar altmda ·ve dikkatlice katınlan açı­
larak steril pens yardımıyle .dalaklan çıkarılır. DalakJar, içinde 
2 - 3 ml miktannda MEM buhiriaıi steril petri kutulanna yerleşti­
rilerek etrafındaki bağ dökuHmndan teİnizlenir. Eğer immunizas­
yon ;ubkutan veya planter yapılmışsa reginoal lenf düğümle~ de 
alınabilir. 

Dalaklar, beherglasın üzerindeki tülbentte sıkılmak suretiyle 
hücrelerin beherglasın içindeki MEM solusyonima · geçmesi sağla­
mr. Böylece dalaklann büyük bir bölümü tülbentten MEM so­
lusyonuna aktanlmış olur. Bu işlem, aynı zamanda, dalaklar 
8 " lO . parçaya -bölünmek ve tekrar tülbent üzerinde sılph,nak su­
retiyle de gerçekleştirilebilir. Suspansiyon bir santrifüj tüpÜ.!J~ cı-lı­
narak s -ıo dakika. bekletildikten sonra üst .kısı.in ayrı bir santı:ifüL 
tüpünde 300 .~ spo. gravitede 5-10. dakikcı. .süre ile santrifüj~ e~ilir. 
Üst kısım (hücre artıkları, alyuvarlar ve diğer hücreler) atılır. Dip· 
teki hücre kÜrriesihe - ~uyanlmış B- ve T-htid·eİed, :makrofajlar 
P.NL; İriön:ositlei'-, al:Yuvarlar, VS hücreler) MEM ilave edilerek sÜ­
lad~nlır (i' ><. ı os ' hücreli:nİ)'. · ·· 

.. , ' 

Hibridizcsyon· (hiicre ·tüsyonu) · ·· , . • ' ı 

Yukaı::ıda . belirtildiği tarzda hazırlanan bgğışık dalak hücreleri 
ile,. m(y~loİİıa Jııicreleri 3: i o ninında '(bazı laboratuvarlar 5 :' ı ora­
ili'ricfa ktilla~rriaktadır) bir tüpte karıştinldiktan sonra 1000 devir-' 
le 'iö dakika sa.~~rifÜje ~dilir . ve : üst ta.raf 'atılir. Dlp'teki hücre kü~ 
illesine i ini miktarinda polietilenglikol (% 40- SO'lik, PEG) . katil~ 
dıktan soni-a 31°c'de · ı dakika birieŞrrieye Chibridizasyonar bıraki­
ıır .. :B~ı :·dwuriila~da, PEG'in · ıiıeY.daiıi . geÜr(!bileceği' zar~rıı etıüyr 
gi_dennek ·iÇin, bünu~ıa- bfı:likte · ortam~ % J oMs· (dim'etilsÜifok­
s!i sohisyonii) kaiilabilfr~ .Bu süı:-enin . söriunda hücre ~üspahsiyom:ı­
na iiNt (hipoksaıitin aıiiliıoı?~elıı - tiıriicll.iıY · solus"yöiiu ila_ve eôilerek: 
ı · ml de 106/hli'cre· oladık ·t~#da . a.yal-ıaıiır . . ~AT . · sölusy()ntiıit.ni: 
miktarı SO - 100 ml arasında değiŞebilir. Bü . aŞamada · :ıs tenii-se . fare' 
periton boşluğundan sağlanan makrofajlar hücre aktivitesini ar­
tırmak, artıkları temizlemek, mikİ-oplari (varsa) fagosite ederek ör~· 
tadan . kaldırmak·;· . ~acı. ·ile. HAT· solu~yo.nuna ·katılabilir. . ·Hücre 
stispansiyonu, 96 gözlü -steril mikroplateleriıi : her bir gözüne .. 0.2 .. mı 
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miktannda dağıtılır vf! bir kapakla kapatıldıktan ·sonra 37°C'de 
% 10 C02'li inkubatörde bir hafta kadar bırakılır. 

Hibrdoma Elde Edilmesi 

Bu sürenin sonunda, mikroplatein gözleri, mikroskop altında 
teker teker incelenerek hücre üremesi ve aynı zamanda kontami­
nasyonlar _yönünden kontrol edilir. Hücre üremeleri, genellikle, be­
si yerinin renginin açılma~;ı ile dıştari bakarak gözle de farkedile ­
biJir. Ancak, kontaminasyonlarda da ben,zer ~urum meydana gel­
diğinden iİllkroskop altında inceleninesinde yarar vardır. 

Hibrid hücre üremeleri (hibridomalar) mikroskop altında yu- · 
varlak, refraktil hücre kümeleri tarzında görülrüler. Hibridoma· g~­
nişledikçe ortalan koyulaşınaya ve kenarlardaki hücreler de daha 
belirgin bir hal almaya başlar. Üreme olan gözler bir kalemle alt­
tan işaretlenir. 

Besi yerinin .pH'sı değişen ve üreme gösteren hücreler, her iki 
veya üç günde bir olmak üzere, eski besi yerinin yansı alınarak 
taze, normal besi yeri ile değiştirilir: 

Kontamine olan veya mantar üremeleri görülen gözler için 
derhal önlem alınarak etrafa bulaşmalara Iriani olurnur: Bu amaç­
la lıücreleı::inin başka bir plateye pasajı da yapılabilir. 

lmmunglobulin Sente.zi.nln Kontrolü 

Hibridomalarda antij(or üremesi genellikle bir hafta veya ıo · 

günden sonra görülmeye başlar. Burada dikkat edilmesi gereken 
bir nokta da, birleşemeyen, fakat antikor sentezine başlamış olan 
ba~ı blastositler veya plasma .hücreleri, bu bir haftalık süre içinde 
antikor ·sentezine devam edebilirler. Bunlan gerçek hibridomalar­
dan ayırmak gerekir. Aslında; birleşemeyen blastositler ve diğer 
hücreler, bir: haftadan fazla canlı kalamadıklan gibi ü:reme · yete­
neklerini de kayb_ederler. 

Hibridoriıa oluşim gözlerdeki üst sıvıdan bir miktar alınarak 
duyarlı serolojik yöntemlerle ·(ELISA, RIA, IFA, vs) irlımunglobu­
liü sentezinin olup olmadığı incelenir. Çünkü, her hibndoma anti­
kior sentezlemeyeceği' gibi; aynı derecede de immunglobulin . oluş­
turmayabilidet. İyi bir hibridoma kolonisinin üst ' sıvısında ı ml 
de yaklaşık 0.1-10 mfkrogram antikor sentezine rastlanabilir. An-
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tikor sentezlemeyen veya y~terli yoğunlukta sentezlemeyen hibri­
romalar· bir hafta sonra tekrar kontrol edilirler. 

En fazla ve etkin antikor sentezleyen hibridoma gözleri sapta­
narak işaretlenir ve bunlardan pasajlar yapılır. 

Hibridomaların Klonlanması 

. Meydana gelen hibrldomalar, zamanla antikor sentezini azaİ­
tabildiği ·gibi kaybedebilirler de. Hatta; bazıları ikinci çekirdeği de 
atabilirler. Ayrıca kontaminasyonlar da her zaman ,mümkün olabi­
bilir. Bu nedenlerle~ iyi antikor sentezledikleri belirlenen hibridom­
lardan zaman geçirilmeden suspansiyon · hazırlanarak, başka bir 
mikroplatein gözlerinin herbirine birer hücre isabet edecek tarza 
ekilirler. Bu durum mikroskop altında da incelenerek kontrol edi­
lir. :Ekilen hücreler üzerine normal besi yeri kanarak ayın koşullar 
altında inkubasyona bırakılırlar. 

Bir hafta içinde veya gerektiği hallerde, hücrelerin üremeleri 
ve antikor sentez durumları yukarda açıklanan tarzda kontrol edi- . 
lir. Eğer ihtiyaç varsa antikorun sınıf ve alt sınıfı da saptanır. 

Hibridomaıa·~ıiı Fa,zla üretimi 

Hibridomların antikor sentezlerini artırmak ve fazla antikor 
elde etmek için başlıca iki yöntem bulunmaktadır (in vitro ve in 
vivo). 

tn vitro hibridoma üretmek ve antikor sentezi elde etmek için 
çeşidi büyüklükte (küçük, orta, büyük) kültür şişelerinden yaran­
lanılmaktaciır. Aktif üreyen ve antikor sentezleyen hücre kültürü­
nün üst ·sıvısında ı ml'de yaklaşık o. ı -20 mikrogram kadar mono­
klorral · antikor bulunaqilir. Son yıllarda, MKA'ların fazla üreti­
mi · için · bazı teknikler geliştirilmiştir. Bunlar arasında, yüzeyleri 
geniş ve · rolling sistein~- göre çalışan veya magnetik karıştırıcı içe­
ren ı -2 litrelik özel sistemler bulunduğu gibi, fermentör ve bio­
reaktörler . de kullanılmıştır. Bunların yanısıra, Calcium alginate 
(vey~ delikÜ fiberler, mikrokerrier'ler, mikroporöz matriksler, jel 
entrapment yöntemleri, vs ile iınmobilize . edilen hücre sistemlerin­
d~ serumsuz ortaml~rda üretilen hibridoina hücrelerinden daha iyi 
s~nuçlar- alınd~ğı açıklanmıştır. Bu son teknikle insa;rı alfa-interfe­
r~n ve interleukin- 2 . (IL- 2) 'ler başarı ile elde edilinişlerdir: 

.. . - ' . 
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İn vivo hibridoma üretmede, aynı genetik karakterde (singe­
neik) farelerin (Balb/c) derileri altına veya karın içine aktif üre­
mekte olan kültürlerden veya tümör hücrelerinden hazırlanan hüc-· 
re suspansiyonlarından şırınga edilir. Bu amaçla farelere ı x ıon 
hücre/ml yoğunluktan 0.2 ml ve ratlara da 0.4 ml kadar vermek 
yeterli kabul edilmektedir. 

Tümör oluşumunu hızlandırmak için, hayvanlarda immun­
supresyonun sağlanmasını ve bu amaçla farelerin düşük düzeyde 
X-ışınlan ile irradiasyonu {SOO rads) ve/veya 24 saat öncesinden 
cyclophosphaınide (O.S mg/20 gr vücut ağırlığı) verilmesi tavsiye 
edilmektedir. 

Eğer, solid tümer elde edilmesi isteniyorsa, aktif üreyen tümör 
suspansiyonundan deri altına 0.2 ml (1 x ıos hücre/ml) miktarın­
da şırınga, 2- S hafta içinde tümör oluşumunu sağlamaktadır. Böy­
le durumda, monoklorral antilmdan elde. etmede hayvanların se­
rumlarından yararlanılır. 

Eğer, in vivo olarak ascites karakterinde hibridoma isteniyor­
sa, farelere 3-4 hafta öncesinden, karın içi olarak 0.5 ml miktarın­
da pristane (tetramethyl perrta decane) verilir. Bu sürenin sonun­
cia, Balb/c farelerine intraperitoneal 0.2 ml miktarında (1 x 106 

hücre/ml) şırınga edilir. Yaklaşık 2-4 hafta içinde karın içinde 
ascites oluşmaya başlar. Meydana gelen sıvı, bir şınnga iğnesi ile 
çekilerek alınır. İlk çekilişte sıvıda fazla miktarda antikor bulun­
mamasına karşın, 2 - 3 gün aralıkla yapılan aynı işlernde daha fazla 
antikor içeren sıvı elde edilir. Bu sıvının ı ıni'inde yaklaşık 10- 80 
miligram monoklorral antikor bulunabilir. 

Kültür veya karın sıvısı santrifüje edilir ve üst sıvı (antikorlu) 
0.1 ml miktarında tüplere taksim edilir ve +4°C'de muhafaza edi­
lebildiği gibi -70°C'de de saklanabilir. Ancak, dondurolup- çözül 
mesi etkinliğini azaltır. Bu aşamadan sonra, antikorun saflaştırılma­
sı, etkinlik kontrolleri, sınıf ve alt sınıfları, ve diğer gerekli yok­
lamaları yapılarak kullanıma ar:z;edilir (Şekil- S). 

Antikorun Saflaştırılmc!sı 

Özellikle, in vivo olarak elde edilen MKA'lar fare kanından · 
gelen bazı proteinler ve antikorlada kontamine olabilmektedir. Bu 
nedenle, in vitro üretilenler kadar, in vivo elde edilenlerinin de çe­
şitli yöntemlerle saflaştınlması gerekmektedir. Bu amaçlarla bazı 
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MONOKLONxL ANTİKOR ÜRETİMİ -
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iıııınunglob~lin 

Şekil-5 

in vivo üretimi 

ıııg/ınl 

i mmım.globulin 

metodlardan (affinite kromatografi, iyon değişimi, vs) saflaştıni­

ması ~erekir. ; 

· · ·; Periton sıvısında, farelere ait antikodann da geçeceğini dü­
şünerek, immunizasyondan önce, hayvanlann kanının antikor yö- .· 
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nünden iyice kontrol edilmesinde yarar bulunriıaktadır.- Bu yöu"den 
SPF (veya Germfree) farelerden yararlanılabilir. 

Antikorlar saflaştınldıktan sonra aktiviteleri yeniden . kontrol 
edilebiİir. · ·· · · · 

Monoklorral antikorlar içinde o/o 0.1 oranında sodium azide bu-
lunan borat ·buffer da +4°C'·de·: de şaklanabilirler ·~ · 

Monoklorral antikorlann, konvansiyonel seru~lara (p.olik1onai 
antikorlar) . karşı bazı avantajlan bulunmaktadır. Bunlardan en 
önemlisi, yüksek spesifiteye sahip olmalarıdır. Bu nedenle, birbir­
lerinden çok küçük kimyasal yapı farkı ile ayrılan iki antijerrik de­
terminanh ayırt edebilecek etkinliktedir. Bu · iki detehiıinant aynı 
antijenik molekül üzerinde olsa bile bu ayrim' etkiİıcÜr. Ayrıca, 
monoklorral antikorlar kolay, ucuz. ve. devamlı olarak . elde edilebi­
lirler. Affiniie ve spesifiteleri · de. oldukça · yüksektir: MonoJ.d.onal 
antikodara (MKA) radioaktif amino asitler (35S İnethionine, 76Se­
lenomethionine) ilave edilerek 'işaretlenebilir: · ·Bunlan.'ii . yanısıra, 
enzim ve fluorenas boyalar da bağlanarak, ELISA ve FA testlerin-
de de güvenle kullanılabilirler. · · · 

MKA'ların yukanda açıklanan avantajlan yanısıra, bazı dez­
avantajlan da bulunmaktadır. Örneğin koinp1omeİıt . fikzasyÖn ve 
presipitasyon testlerinde bir monoklorral antikor yerine birkaÇ 
MKA'nın kullanılması tavsiye eôilmektedir. Monoklöiıal antikor­
ların çok spesifik olmaları nedelliyle, ayrı ·cinste bulunan ıİıikroôr­
ganizmalar da benzer · ahtijenik determinahtlar varsa oiılarla da 
kros reaksiyon verebilirler. Bunların yanısıra, MKA'lann dondu­
rulması ve çözülmesi sıra·sında titre kayıpfarı, poliklonal antikör­
lara oranla, daha fazla olmakta ve buna bağlı aktivitesinde düşme­
ler. görülmektedir. İnsanların . tiroid'in stiınuılan . bonnonu'na (TSH) 

· kai·şı oluşan MKA'la~, insan luteinizan honnonu (LH) ile, TSR'den 
\ 1 .. • • ' 

daha kuvvetli . reaksiyon, verdiği bildirilmiştir. . . . · .. · · ,. u . 

· · Monoklonal antikor teknolojisi He üretilen . antikorhinn etkih­
likleri . bazen zayıf olmaktadır. Hibridöma tek .bir tip sınıf ve alts·i­
nıfta antikor senteziediği için:, bu tür iinıİıunglobulinle~ b~ı . sei-o­
İojik reaksiyonlar için yeterli olamamaktadir. · Şöyle ··ki; lg Gl'ler 
1complementi fikse · edemez ve bu ·nedenle de komplemente . bağtrnlı 
lınmunolojik teaksiyoİılarda . (CFT . ve . sitotoksisÜ:e) kullanılamaz­
lar. IgG3'ler de oldukça iİısoluble biİ' özellik taşidıklar!ndan ·- İriu-
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hafaza ve sevklerde güçlükler gösterir. Buna, karşı_n IgG2'ler in­
san .tümör hücrelerinin makrofajlar tarafından tahribinde (sito­
toksik etkinlik) daha etkili görülmektedirler. 

Yukardakilerin yanisıra, bazı genetik karakterleri d~ MKA'la­
rın hastalıkların teşhis ve tedavisinde kullanılırnlarını kısıtlamak­
tadır. Örneğin, IgG'lerin Fe bölgeleri, birçok normal hücrelerin yü­
zeyindeki Fe gama reseptörleriyle bağlanabilir. Böylece, radioaktif 
veya kemoterapötik maddelerle bağlanmış olan MKA'ların tümör 
veya hedef hücrelerine karış olan selektif yönelmelerine ve spesifik 
bir özellik göstermelerine mani olur. 

MKA'ların üç ıboyutlu özelliği de (Lettice forınasyonu) zayıf ol· 
duğundan veya ortadan kalktığından presipitasyon reaksiyonu için 
de uygun değildirler. 

Aglutinasyon reaksiyonlarında da bazı aktivite ve avidite azlı­
ğına rastlanıldığı bildirilmiştir. 

Yukarıda açıklanan nedenlerin ışığı altında, MKA'larla yapı· 
lan immunolojik reaksiyonlarda alınan negatif sonuçlar antijenik 
moleküllerin (veya immunojenlerin) yokluğunu pek göstermernek 
tedir. 

Son yıllarda, Monoklenal antikorların bazı serolojik reaksi­
yonlarda (CF, AGID, vs) etkinliğini artırmak amacıyle yeni bir yön­
. tem geli ştirilmeye çalışılmaktadır. Bu da, Rekombinant Monoklo­
nal Antikor tekniği'dir Bu metodda, iki ayrı antijenik determinan­
ta karşı antikor sentezleyen iki hibridomayı bileştirerek (Kuadroma) 
.her iki tür MKA'a ait karakter taşıyan yeni hibrid MKA elde etme 
.amaçlanmaktadır. Bıı tekni.ğin aşamaları aşağıdaki Şekil- 6'da gös· 
terilmiştir. ', · 

Bahsedildiği tarzda antikor sentezleyen iki ayrı hibrido­
manın füsyonu sonunda elde edilen rekorubinant monoklona! · 
antikor oluşturma yöntemi y~mısıra, benzer diğer bazı tekniklerde 
. bildirilmiştir. Bunlardan biri, , iki ayrı monoklorral antikor enzi­
matİk yolla ayrıştırıldıktan sonra elde edilen Fab bölgelerinin (an­
tijenle birleşen· bölge) bifonksiyonel kros linkeder ile birleştirilme­
si ve böylece bispesifik (kimerik) monoklonal antikor oluşturul­
ması (Şekil- 7) ve ,diğeri de antikor sentezleyen bir hibridoma ile 
İmınunize edilmiş bir dalak hücresinin (B-lenfoblast) füsyonu 
(trioma), MKA elde edilmesi teknikleridir (Şekil- 8). 
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Her iki yöntemle de oluşturulan rodent-rodent veya rodent­
human kimerik monoklorral antikorun bir ağır ve bir hafif zinciri. 
diğer yarısından farklı orijinden kaynaklanmaktadır. 

Son yıllarda antikor moleküllerinin bakterilerde ekspresyonu 
ile fazla miktarda antikor sentezi elde etme yöntemleri üzerinde 
d urulmaktadır. 

Hibridomlar B-hücreleri yanısıra uyanlmış T-lenfositlerinden 
de benzer tarzda elde edilebilir. Özellikle, daha fazla interferon, in­
terleükin ve diğer lenfokin veya sitakinleri üretmek için bunları 
sentezleyen T-hücreleri (T-blast) ile miyeloma hücreleri birleştiri­
lerek hibridomalar elde edilmiştir. Bu yöndeki çalışmalar halen 
devam etmektedir. 
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ıvıunuKıunaı 1-\nLIKorıar · . 

·. MONOKLONAL ANTİKORLARIN HASTALIKLARDA 
KULLANILMASI 

1-\raö 

.. : :· · ··,· Her ne··· kadar · rrionoklonal anİikOrlann eıd·e edilmesirlin her 
aşamasında ayrı ayn· güçlükler ve sentezlerren antikorların . aktivi­

"tesinde bazı sortıJ:İlar (kros reaksiyonlar, yabancı proteinlerle kon­
. taininasyon, · dondiı.rma ha.İlerinde titre düşmesi, vs) olmasına kar-
Şın, bilim adamİ~n MKA'iatın gele~eğine insan ve hayvan sağlığı 
açısından ,ümitle bakmaktadırlar. Şunu da belirtmek gerekir ki, 
güçlüklerin çoğu, geliŞen .teknolojik olanaklarnedeni ile ·çqk azaltıl­
mıştır ve bugün MKA'lar bir çok laboratuvadarca kolayca üretile­
bilmekte ve diğer araştırıcılara kullanılmak · arnatı ile gönderil­
mektedir. 

·. Monokloİıal ; ant!ko~la~n hast~lıklarda baŞlıca kullanım amaç­
lan şöyle özetlenebilir : 

. ı) . E pidemiyolqj_ik çalışmalarda ( ser:oepiq~rp.iyolo j i' de) . . , : .. 
2) . İnfeksiyonların teşhisinde . (serodiagnozis'~e) .. 

3) infeksi yonlardan koriırimada (pasif · bağışıklık, · seroprr)f. 
· ' '" !aksi' de) . 

4) ., ):Iastalıkla~ın sağ;;ı.ltımında '(sera terapi' de) 

S) Aşılar.in hazırlanmasında 

Epidemiyolojik Calışmola~da (Seroepidemiyoloji) 
, . ; . , ; • . ' ., • • •• ' r • , 

İnfeksiyonlann insidens ve prevalensinin tayininde, erken. ü:ş­
his, sağaltım, infeksiyonlann kontrol altına , alınmasında veya era­
dikasyonunda yararlanılan prensipierin konulmasında olduğu ka­
dar, subklinikal · infeksiyonlann (latent, gizli infeksiyonlar), kronik 
infeksiyonların, portör, rezervuar, reaktör, vs hayvanların ortaya 
konmasında epidemiyolojik ve özellikle seraepidemiyolojik araş­
tırmalann rolü çok fazla bulu"nmaktadır. Bu amaçla, alınan kan, 
serun;ı, ekskret, sekret, sıvı ve organlarda antikor ve antijenlerin 

' ani.:rifuası veya ortaya konmasında MKA'lar çok daha fazla ~tkin­
lik 'gösteririfiktedirler. Son yıllarda çeşitli kimyasal macİdelerin 
(ho~onlar, ~s) arartınasında da işar~tli MKA'lar, . polİklonal'İara 
ötanla'· daha spesifik fonksiyon yapmaktadır. · 

;._.· . . ' 

· · Monoklorral -antikorlann enzimlerle (peroksidase, vs), radio­
izotQ"plar · (125I, . 32r) v.e-.fluoresan boyalada . (Fluorescein isothiocyan­
ate, vs) bağlanarak duyarlı immunolojik testlerde (ELISA, RIA, FA) 
direk veya indirek olarak kullanılmaktadırlar. MKA'ların bu tari-



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

da kullanılması ile, laboratuvarlarda rutin olarak yararlamlan yön­
temlerle ortaya konamayan antikor, antijen ve diğer maddeler, da­
ha çabuk ve güvenilir bir şekilde teşhis edilebilmekte veya ortaya 
konabilmektedir. Bu s-ubstanslar çok düşük düzeylerde (nanogram) 
olsalar bile. Böylece gizli kalmış infeksiyonlar, reaktörler, rezervu­
arlar, vs daha fazla oranda ortaya konabilmekte, hastalık odaklan 
teşhis edilebilmek~e ve bunlara karşı kısa bir süre içinde etkin ko­
ruyucu önlemler alınabilmektedir. 

Bir çok bakteriyel (Brucellosis, Campylobacteriosis, Listerios·is, 
Tuberculosis, Paratuberculosis, Leptospirosis, Salmonellosis, Pas­
teureUosis, Chlamydiosis, ·Mycoplasmosis, vs) viral (Newcastle, IB, 
IBD, Marek, Kuduz, Şap, vs) ve paraziter hastalıklann teşhisinde 

. monoklorral antikarlann rolü çok fazla artmış bulunmaktadır. 

Hcısta·lıkarın Teşhisinde (Serodiagnozis) 

İnfeksiyonlar ve bunlara bağlı olarak meydana·' gelen hastalık­
larda etkenin veya antikorların erken saptanmasında, tip ve sero­
tiplerinin belirlenmesinde MKA'lar büyük ·yararlar sağlamaktadır­
lar. Hastalık etkenlerinin identifikasyonlarının çok çabuk ve gü­
venilir olarak yapılması sağaltıma ve prognoza çok olumlu katkı­
da bulunacağı gibi, hastalığın etrafa yayılmadan söndürülmesinde 
ve gerekli koruyucu önlemlerin alınmasına da büyük yararları ola­
caktır. 

MKA'lar aynı zamanda, hastalık odaklarının, kanser hücreleri­
nin, tümör markerlerinin ve metastaslarımn teşhisinde, toksemik 
infeksiyonlarda toksinin tip ve alt tiplerinin tayininde, aynca süt, 
idrar, doku sıvıları, vs sıvılardaki bazı kimyasal maddelerin (ho­
man, enzim, ilaç, eriyebilir protein, meta:bolit, vs) tesbitinde de çok 
fazla kullamlmaktadırlar. 

Hastalıklcrın Sağaltımında (Seroterapi) 

Hayvanlardaki çeşitli hastalıkların sağaltımında, monoklorral 
antikorların kullanİlması, henüz insan hekimliğinde olduğu kadar 
bir alana sahip değilse de,; ı;amanla, özellikle, evde beslenen kedi ve 
köpeklerin, aynca çok kıymetli damızlıkların tedavilerinde kulla­
mlabileceği doğaldır. Ancak, bu amaçla kullanılacak monokİonal 
antikorların çok fazla üretilmesi, ucuz olması ve kolaylıkla temin 
edilmesi gibi · problemierin ortadan kaldırılması gereklidir. Bunla-
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ra rağmen, diğer sağahım metodlarının yanısıra veya onlarla bir­
likte veya yardımcı olarak yararlanılması öncelikle düşünülmeli­
dir. Tedavi amacıyle· çeşitli hastalıklara (tetanoz, botulizim, kuduz, 
ve diğer bakteriyel ve viral infeksiyonlara karşı hazırlanan MKA'­
lar oldukça fazla yararlar sağlayacağı bir gerçektir. 

Buzağılarda neonatal septisemi ve enteritlere neden olan 
E. coli'lerin piluslarına karşı hazırlanan MKA'lar oral verildikle­
rinde, ETEC (entero toksijenik E. coli)'lerc karşı koruduğu bildiril­
miştir. 

Kanserin sağaltımında, kanserli hücrelerin yüzey antijenleri­
ne karşı hazırlanan MKA'lar ya tek olarak veya çeşitli toksinlerle 
{C. diphtheria toksini veya ricin) konjuge edilerek {iınınuntoksin), 
kullanılmış ve yararlı olabileceği açıklanmıştır. 

Hastalıklardan Korunma'da (Seroproflaksl) 

Veteriner hekimlikte «koruyucu hekiınlik» önemli ve esasdır 
Sağahımdan daha etkili ve ucuzdur. infeksiyonların çıkmaması · ve 
yayılmaması için her türlü genel ve özel önlemler almak gerekmek­
tedir. Koruyucu amaçla, çeşitli infeksiyonlara karşı hazırlanmış 
monoklorral antikoriar veteriner hekimlikte henüz yaygınlık ka­
zanmış değildir. Ancak, bazı spesifik bakteriyel ve viral hastalıkla­
ra karşı evde beslenen kedi ve köpeklerde veya çok kıymetli da­
mızlıklarda pasif bağışıklık sağlamak amacıyle kullanılabilirler. 

Aştiarın Hazırl·anmalarında 

Çeşitli infeksiyonlara karşı ·korumada son yıllarda anti-idiotip 
antikor'dan yararlanma durumu ortaya çıkmış bulunmaktadır. Bu 
amaçİa çeşitli bakteriyel, viral ve paraziter etkeniere karşı hazır­
lanmış monoklonal antikodara karşı yine singencik hayvanlarda 
hazırlanmış anti-idiotip monoklonal antikorlar, antijenle aynı in­
ternal imaja sahip olması, veya, antijenle birieşebilmesi nedeniyle, 
aşı olarak yararlamlmaktadır. Böyle aşılar da henüz deneme saf­
hasında olup ticarete çıkarılmış değildir. 

MONOKLONAL ANTİKORLARIN Dİ<iER BAZI 
KULLANIM ALANLARI 

Monoklorral antikorlar (MKA) çok yüksek spesifiteye ve etkin­
liğe sahip olması nedeniyle gerek insan ve gerekse veteriner hekim-
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·lik te bir . çok · kullanırrr alartı bulinuştur. Yukanda bahsedilen konu­
lar dışında bit çok çalışmalarda ve araştirmalarda 'da: mönoklömil 
antik o rlardan· yararlar · sağlarulmaktadır: : Bunlar da özetle· aŞağıda 
bildii'ilmiştif.. . . . . 

· ... :> .. -~i 
1) Antijenlerin' saflaştınlmasııida 

· : · 2) . A$ı su$lariniıi · şeçimirrde . · · 
· 3) Diyagnostik kitlerin -hazırlimmasında 

4) Araştırma- ve teşhis çalıŞmalannda ·' 
S) Mastitis çalışmalarında 
6) :. _Tümi:_)rle. ilgili çalışmalarda 

Antijenleriı:ı sotı~ştırılmasın~a · 

Bir immunojenin yüzeyinde birbirinden az- çok farkli karak­
terde antijenik determinantlar bulunmaktadır. Bunlara karşı da 
vücutta antikorlar meydana: gelir. Bu antijenik deteriiıinantların 
.he;rbirine karşı da monoklorral kara,kterde antikorlar .oluşturulabi­
)fr. Böyle . antikorlar kullanılarak antijenler . sa.fl~ştırılapilrİıekte­
dir. Şö.yle ki, mqnoklonal antik.orlar . ,cyanoge_ıı broi!ıid yard~l.yla 

·ag~rose grantillerine . absorbe -ecİildik):e~ .. so:iıra, ' 'tıetetojen antij~nle 
ilmarnele edilere_l\:. antijen~antikor: ko~pleksi sağlanır. So:ı;ı,ra .bini­
dan, yıkama suretiyle antijen çıkanlarak çeşitli serolojik testlerde 
güvenle. kullanılabilir. B'\1 · tarz pürifikasyon yÖntemine affinfte 
krwnatografik metod adı verilmekt~çlir. .. . . . . ' ' 

Aşı Suşlarının Seçiminde 

Kompleks yapıdaki bir .antijen inoku1umu için4e, vücut~a en 
iyi uyarımı yapan ve ,proteksiyon meydana , getiren antijenik dete.r­
minantları seçmede ye bunu ayırmada, mOJ,10klonal antikodardan 
yararl~nılmaktadır. ·Bu a.ı;naçla yüksek titre ve . aktiviteye sahip 
_olan m,onoklonal antikorlar, :antijenle absorbsiyona tabi tutularak, 
btll'adan antijenik determinant .elde edilir . ve bu immunizasyon için 
kullanılır. · . . : . · . . . · - . . . . . . . . 

Eğer antijenik deterriiinaı:it :· bir pröteiiı ı:holekülü ü~eri~de "b~­
lunuyorsa, bu prot~in, enzimatİk olarak polipeptidlere _ ayrılır. Son­
ra bunlar -m6nük:1onai aİıtiko~la biı:t'eŞtiriÜi- (affinite kromatogra­
fi). Antijen-antikor komplekSindeİı· protei~ antijen ayrılır. Bunun 
amino .. asit sıralan tayin edilir .ve bunun bem.eri sentetik :olarak 
elde edili_r . . Bu .polipeptid, taşıyı~ı bir proteinle _birleştir~lerek vü~u-
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da verilir, Bu ycılla 4;a, en iyi antije:r:Hk uyarım yapan antijen . seçi-
lebilir. · 

Diya.gnostlk 'Kitlerin Hcızırlanmasında -

. Çeşitli bakteriyel, viral ve paraziter hastalık etkeJllerine karşı 
hazırlanan ·ınonoklona'i antikorlar (IgG, IgM, vs) veya saf . olarak 
eld~ edilmiş ola~ immunglobulinlere veya bu:rıl~miı. altsın~flarına 
karşı hazı:da:İı:an monokloria( ailtikorhır klinik 'mikrobiyolojide se­
roepidemiyolojik, ve serodiyagnostik amaçlarla .etkin bir şekilde 
kullanabi).mektedirler. Özellikle, . ikinci türden eld~ edileı;ı mono­
klonal . antikariarın bazı niaddel~~le (enzim, . i~otop, b~ya) birleşti­
rilerek . ei de edilmiş konjügatlar ·da .infeksiyon etkenlerinin . veya 
bunların alt türleriilin erken teŞhisinde bü)riik faydalat sağlamak-
tadır. · · ' 

Bö;le · haiı~laİıa~ kitler'aynı z~~nda kari, idrar ve d<?kularda 
çeşitli kimyasal maddelerin aranmasında da yardımcı olmaktadır. 

Araştırm-:! ve Teşhis Çalışmalarında 

...:.._ · İnsan ve hayvanhirda hastalık oluşturan· infek~iyöz ·etken­
lerinin birbirlerinden aynlmalarında, 

- infeksiyö~ etkenierin (bakteri, ' vi:fu~, · mantar, protozoon, 
parazit, vs) alt gruplannın belirlenmelerinde, ·: 

· · - İnfeksiyöz etkenlerde sonradan meydana gelen genetik de­
ğişmelerin (mutasyon) saptanmasında ·ve muünl.tlann teş-
hisinde, ,_. · 

- Postvaksinal hastalıkların meydana geldiği durumlarda, 
aşı içerisinde geriye dönüş oranının . belirlenmesinde ve 
böyle aşılarda virulent etkenin varlığının saptanmasında, 

..::..._ . Birbirleii~e çbİc yakın ölan antij~nik .moleküllerin .ay~m-
lannın yapılmasında, : · .: · 

·- İnsan ve · hayvanlardaki B- ve T-hüctelerinin ve . bu:rılann 
alt gruplannın saptanmasında, . 

. ~ Ç~şitli .hücrelerinin . yüzey. antijenilc mol~küllerine göre. bir­
biderinden ayrilmalarında ve antijenik 11aritalannın çıka­
rılmasında, 

· · - Kompleks antijenik moleküllerden saf, spesifik ve yüksek 
titrede homojen antikorların elde edil:rrü:!slnde, 

189 



t:tııK vet. MiKrob. Derg. 1989 6 (4) 

. - Aşı üretiminde kullanılabilecek uygunlukta immunojenin­
lerin seçilmesinde, 

- Kompleks antijenik malekililerden saf, spesifik ve yüksek 
titrede homojen antikorların elde edilmesinde, 

- Kan hücrelerinin yüzey moleküllerinin belirlenmesinde ve 
kan gruplannın tayininde, 

- Büyük doku uyuşum antijenlerinin (MHA) belirlenmesinde, 

- Antijenlerin saflaştırılmasında, 

- İmmunglobulinlerin sınıf ve alt sınıflarının tayininde, 

- Hormanlara, çeşitli ilaçlara, toksinlere, mikroorganizma-
lara ve diğer ajanlara karşı yüksek titreli spesifik -ve homo­
jen antiserumların elde edilmesinde, 

- Vücut doku ve sıvılarında çeşitli kimyasal maddelerin be-
·Hrlenmesinde, · 

- Sperma hürcelerinin ayrımında, 

- Hücrelerin ontogenezisi sırasında ve sonradan yüzeylerin-
de meydana gelen antijenik moleküllerin türlerinin tayi­
ninde, 

- Lenfakin ve diğer sitokinlerin elde edilmesinde, 

- İmmunojenlerin yüzeylerinde bulunan çeşitli antijenik de-
terminantlann belirlenmesinde, haritalannın ve analizleri­
nin yapılmasında. 

- ve diğer önemli çalışmalarda. 

Mastitis Calışmalcırında 
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- Süt komponentlerinin sentez mekanizmalarm incelemede, 

- Süt salgılayan hücrelerin yerlerini belirlemede, 

- Sekretör hücrelerin yüzey antijenik moleküllerinin v~ yüzey 
immunglobulinlerinin belirlenmesinde, 

- İmmunglobulinlerin transportunun saptanmasında ve izlen-
mesinde, · 

- İmmunglobulinlerin serum, süt ve kolostrumdaki düzeyleri­
nin ve sınıflarının tayininde, 



- Sütte ve kanda bulunan hücrelerin tip \ie alt tiplerinin belir-
lenmesi ve aralarındaki farkın ortaya konmasında, · 

- Laktasyonun çeşitli dönemlerinde, çeşitli stres faktörleri al- . 
tında veya özel koşullarda, sütte ve kanda bulunan hücrele­
rin yüzey antijenlerinde meydana gelecek değişikliklerin be­
lirlenmesinde, 

- infeksiyon durumlarında, sütte ve meme dokusunda bulu­
nan hücrelerin yüzey antijenik moleküllerinde oluşabilecek 
değişikliklerin belirlenmesinde, 

- Hayvanlar arasındaki sekretör hücre yüzey moleküllerinin 
saptanmasında, 

- Süt bileşiminin belirlenmesinde. 

Tümörle ilgili Calışmalarda 

- Benzer . histolojik görünümde olan tümörlerin yüzey antijP.- . 
nik moleküllerinin belirlenınesinde, 

- Tümör tiplerinin ve alt tiplerinin tayininde, 

- Primer tümörlc;:rle bunlara ait metastasların saptanmasında, 

- Kemik iliği aspiratlarından tümör hücrelerinin eiiminasyo-
nunda, 

- Kemik iliğinden immunreaktif hücrelerin CT-hücrelerinin) 
eliminasyonunda, 

- Kanda dolaşan veya hücrelere bağlanmış olan · tümör anti· 
jenlerinin ortaya konmasında, 

- İmmuntoksinlerin hazırlanmasında, 

- Tümöde ilgili ve sağaltıma ve teşhise yönelik diğer çalışma-
larda. 

Sonuç olarak, gelişen rekombinant DNA teknolojisi, monoklo­
nal antikor üretimine yeni ufuklar getirmiş ve hibridomalardan sağ­
lanan klasik antikor sentezinin daha ötesine gidilmesine yardımcı 
olmuştur. Yeni yöntemler yardımı ile, immunglobulin sentezini 
kodlayan genler (ağır, hafif, variable, konsatant bölge genleri) hüc­
relerden çıkarılabilmekte ve üzerlerinde, in vitro olarak, DNA ma­
nipulasyonları (gen manipulasyonları) yapılarak istenilen nitelik­
leri taşıyan yeni gen kombinasyonları elde edilebilmektedir. Bu 
taıcda hazırlanan genler, bir ekspresyon . vektörüne veya m eki k 
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vektöre (plasmid, vaksinia virusu, SV40,· vs) bağlanarak uygun bir 
konakçıya (bakteri, maya, hibridoma hücresi, vs) aktarılmakta ve 
genin ekspresyonu sağlanmaktadır . .. 

Yeni teknolojiler, klasik tam bir antikor rİıolekülünün yanısı­
ra, sadece variable veya Fc-porsiyonlannın sentezlerini gerçekleşt: ­
ren hibridomaların elde edilmesine olanak sağladığı gibi, gelecekte. 
antikor sentezleyen bakteri ve maya gibi hücrelerin elde edilmesi­
ne de ışık tutacaktır. Nitekim şimdiden, E. coli'de bazı antikorla­
rın üretildiği bildirilmiştir. 

Trioma ve kuadroma'lann senteziediği hibrfd irri.munglobulin­
lerin yamsıra, geliştirilen yeni yöntemlerle başka tarzda kimerik 
moleküller de oluşturulabilmektedir. Örrı.eğin, hafif :?ipcirleri fare­
ye ve ağır zincirleri insana ait antikor molekülü veya, bir hafif ve 
ağır zinciri bir hücre yüzeyindeki antijenik moleküle ve diğer ya­
rısı (bir ağır ve bir hafif) da başka bir hücre yüzey antijenine karşı 
hazırl.;mmış antikorların bir ar;ıya getirilmesinden . teşekki,il etmiş 
hibrid immunglobulinler, veya' diğer ' değişik kombinasyonlar, vs 
gibi. 

Böylece, geliştirilen rekombinant DNA teknolojisi yardımı ile 
doğada rastlanmayacak özellikte ve .etkinlikte immımglobulin mo­
lekülü elde etmek mümkün olabilecektir. 
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