[‘tlik Vet. Mikrob Derg. 1995 8 (1)

A,, VE O, TiPi SAP VIRUSU ASI SUSLARININ 146S 128
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Sap hastaligina yonelik serolojik ve immunolojik testlerde kullanmak tzere,
Turkiye'de uygulana:. sap virisu asi suslarinin (0, Man 69 ve A,, Mah 65)
1468 ve 128 partikillerine karsi monoklonal antikorlar Uretildi.

Burada, standard immunizasyon protokoluna gére immunize edilen Balb/c
farelerin dalak hucreleri ile NSO myelome hucrelerine PEG4000 varliginda
fuzyon uygulandi. Olugan hibridoma kolonileri indirekt ELISA yontemi ile kontrol
edildi. Secilen pozitif klonlar in vitro gogaltildi. Sonugta A,, Mah65 ve O, Man69
sap virisu suslarinin 146S ve 12S partiktllerine karsi monoklonal antikor
salgilayan toplam 170 adet hibridoma klonu, (12 adet A,, 146S, 10 adet A,,
128, 17 adet O, 146S ve 113 adet O, 128) elde edildi ve sivi azot igerisinde
(-196°C)de dondurul~-ak stoklandi.

SUMMARY

The aim of this study is to produce MAbs against 146S and 12S particles of
FMDV vaccine strains (A,,Mah 65 and O, Man 69) to be used in serological
and immunological tests for FMD.

The spleen cells of Balb/c mice, immunized in accordance with the stan-
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" dard immunization protocol and NSO mouse myeloma cells were fused in the
presence of PEG 4000 as fusing agent. Hybridoma colonies were screened for
antigen specificity by indirect enzymelinked immunosorbant assay (ELISA).
Selected positive clones were produced in vitro. As a result, totally 170 MAb
producing hybridoma clones against 146S and 128 particles of A,,Mah 65 and
0O,Man 69 (12 for A,, 146S, 10 for A,, 12S, 17 for O, Man 69 146S and 113 for
O,Man 69 12S) were produced and stored in liquid nitrogen (-196°C)

GiRiS

Monoklonal antikor (Mab) uretimi teknolojisi Kéhler ve Milstein'in 1975'de,
hucre fuzyonu tekniklerinin, dnceden belirlenmis bir antijenik determinatina karsi
spesifik antikor Uretiminde kullanilabilecegini bildirmeleri ile baglamistir. Bu
arastirmacilar, ayni antijene karsi farkli antikorlar treten farkli hibrid suslarinin
elde edilmesinin mumkin oldugunu da gostermislerdir. Sonraki yillarda bu
temelden hareket edilerek pek cok antijene karsi Mab tretilmistir.

Sap viruslarina karsi spesifik Mab uretimi ilk olarak 1982 de
tanimlanmistir(18). Bu Mab'lar teshis amach kullanilabilecegi gibi antijenik
varyasyonlarin belirlenmesi ve asilarin potens tayini gibi amaclarla da
kullaniimaya baslaniimistir (6,24,25,30).

Doku kulturlerinde uretilen sap viruslarinin tam virionu viral RNA'yi icerir ve
146Spartikult olarak tanimlanir. 146S partikulleri kimyasal ve fiziksel faktorler
(1s1, pH, hucresel proteolitik enzimler, vb.) ile 12S partiktllerine donusebilirler.
128 partikulleri sadece internal kapsid protein VP4'U icerir (29). Bu 6zellik, inaktif
as! hazirlanmasinda ve muhafazasinda stabil pH ve i1sinin 6nemini
gostermektedir.

Diger pek gok sap virusu susu arasinda O,Mansia 1969 susuna kars! da
cesitli Mab'larin uretildigi bildirilmistir, ancak hentz A,,Mahmatl 1965'e karsi
hazirlanmig Mab tanimlanmamistir (8).

Bu arastirmaiile Aﬁkara Sap Enstitisu'nun asi susu olan O,Manisa 1969 ve
A,,Mahmatli 1964'Un 146S ve 128 partikullerine karsi Mab salgilayan hibridoma
hucre kultirlerinin elde edilmesi amaglanmistir.
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MATERYAL VE METOT

Virus: A,,Mahmatl 65 ve O,Manisa 69 virus suslari BHK21 monolayer hucre
kalturlerinde roller sistemde cogaltildi.

146S antijenlerinin purifikasyonu: Sap virus suslarinin 146S partikalleri
sucrose density gradient ile purifiye edildi (9).

12S antijenlerinin hazirlanmasi: Buamacla 146S partikillerinin dusuk pH
degerlerinde parcalanmasi 6zelliginden yararlanilarak Crowter'in (Crowter,
J.R.,1987).bildirdigi yoéntem uygulandi.

Fare: Immunizosyon ve makrofaj kulturt hazirlanmasi amaciyla Manisa
Tavuk Hastaliklar Arastirma Enstitist'nden saglanan Balb/c fareler kullanildi.

Myeloma Hiicreleri: NSO myeloma hucreleri IAH (Institute of Animal Health),
Pirbright, Ingiltere'den temin edildi. Fuzyonda kullaniimadan énce bakteriyel ve
mikoplazmal kontaminasyonlar yénunden sterilite testleri ile 8-Azaguanin'e
direnglilik, selektif vasata duyarililik kontrollari yapildi. 8-Azaguanin'e direnglik
kontroit %0.5; 1.0; 1.5 ve 2.0 oraniarinda 8-Azaguanin (Sigma, A.B.D.) igeren
uretme vasatinda canlilik ve iremenin incelenmesi ile gergeklestirildi.

Selektif vasata duyarliik kontrolu: Bu amacla selektif ve nonselektif
(kontrol) vasatlarda 10°® dilusyonda hazirlanan myeloma huicre kulturleri 1 hafta
sureile %5 CO, 37°C ortamda inkube edildi ve gunlik kontrollarla hiicre élamleri,
kontrol kargisinda gézlendi.

Myeloma hucreleri fuzyondan 7 gun énce sivi azottan ¢ikartilarak 3-4 pasaj
ile stasyoner kultiirlerde 25,75 ve 150 cm? yiizeyli polipropilen kultir kaplarinda
cogaltildi. Fuzyon gunu aktif treme fazinda olmalarina 6zen gésterildi.

Serum: Uretme ve selektif vasatlarin hazirlanmasinda degisen oranlarda
(%2,5-10) fotal dana serumu (FBS), fuzyon sonrasi selektif vasatlarda ayrica
% 10 oraninda at serumu (HS) kullanildi. Serumlar kullanilmadan 6nce 56°C de
30 dakika bekletilerek inaktive edildi.

Arastirmanin ilk asamasinda farkli seri numarall serum numuneleri arasindan
en uygun olaninin segimi igin su testler uygulandi:

a.Sterilite: Inaktive edilmemis serum numuneleri bakteriyel ve mikoplasmal
kontaminasyonlar yénunden kontrol edildi.

b.Cloning effeciency: Bu amagla Uretme vasatina %10 ve 20 oraninda

ilave edilen serumun, "dilution plating” teknigi ile 96 gozIu doku kultirt kaplarinda
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hazirlanan Myeloma htcrelerinin tek htcreden koloni olusturmalarina etkisi
karsilastirmali olarak incelendi ve en yuksek degeri veren serum numuneleri
ayirildi (21).

c.Dalak hiicre kiiltiiriine etkisi:Bu amagla 1 adet Balb/c fareden hazirlanan
dalak hucre kulturt %10 ve 20 serumlu tretme vasatlarinda 7 gun sureile %5
CO, 37°C de inkube edildi ve gunlik kontrollarla hiicrelerin canliliklarini devam
ettirme sureleri incelendi.

Vasatlar:

a)Serumsuz vasat: DMEM/F12 nutrient mixture (Sigma, A.B.D.) veya RPMI
1640 (GIBCO A.B.D.)

b)Uretme Vasati: Myeloma hticre kiltari icin DMEM/F12 (%10 FBS, %1 8-
Azaguanine), hibridoma hucre kulturleri icin DMEM/F12 (%10 FBS, 1 mM
HEPES) veya RPMI 1640 (%10 FBS).

c)Monoklonal antikor tUretimi amaciyla hibridoma htcre kulturlerinin hacim
buyutulerek tretilmesinde DMEM/F12 (%7.5-2.5 FBS)

d)HAT Selektif Vasat: DMEM/F12(% 10 F, %10 HS, 1mM HEPES; 1x10*“M
hypoxanthine (H), 4x107M aminopterin (A)1, 6x10°M thymidine (T) veya RPMI
1640 (% 10FBS, % 10HS, 1x10“M H. 4x10"M A, 1.6x10° M T)

e)HT selektif vasat: HAT selektif vasatindan aminopterin cikartilarak
hazirlandi.

f)Hibridoma hiicrelerinin dondurma vasati: Bu amagla %90 FBS ve % 10
DMSO (dimethyl sulphoxide) kullanildi.

Dondurma vasati disindaki tim vasatlarda kullanilacaklart zaman %1
gentamicin sol (5 ug/ml) ilave edildi.

Polyethyleneglycole (PEG): Buamacla 1 gr PEG 4000 (Merck Almanya) 1
ml PBS (Dulbecco's phosphat buffered salin) ile karigtirilarak 1atm'de 15 dakika
sterilize edildikten sonra kullanildi.

Dalak hiicre kiiltiirii (feeder-layer): Bu amacla immunize edilmemis bir
adet Balb/c fare omurganin dislokasyonu ile éldurtldikten sonra dalagi steril
olarak alindi. 5 cm g¢apli petri kutusundaki tel siizgegten ezilerek PBS yardimi
ile hucrelerin ayiriimasi saglandi. Santrifugasyon teknligi ile iki kez PBS ile yikandi
ve pelet Uretme vasati icerisinde homojenize edildi. Canlilik, yogunliuk ve sterilite
kontrollari yapildiktan sonra 4°C'de muhafaza edildi. Fuzyon ya da klonlamada
kullanilmadan bir gtin 6nce tiretme vasati igerisinde 1-5x10* hiicre olacak sekilde
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dilue edilerek kultur kaplarina taksim edildi ve %5 CO, 37°C'de inkubasyona
birakildi.

Immunizasyon: Her inokulasyonda A(A,,Mah.65) 146S ve A 12S antijenleri
40 ug/fare, 0(0,Man:69) 146S ve O 12S antijenleri 50 pg/fare olarak kullaniidi.
Her antijen icin 3 kez inokulasyon yapildi. Birinci inokulasyon esit hacimde
Freund's complete adjuvant ile antijen karisimi (0.2 mil/fare) subcutan yolla
uygulandi, 3 hafta sonra ikinci ve bir hafta sonra Uglincu inokulasyonlar adjuvan
ilave edilmeksizin 0.2 ml/fare intraperitoneal olarak verildi. Her antijen icin 4
fare kullanildi.

Fuzyon: Uglncu immunizosyonu izleyen ikinci ve tgtincu gunlerde
gergeklestirildi. Fuzyon islemi Butchaiah ve Rao (Butchaiah, G., Rao, B.U.,1989)
nun bildirdigi sekilde uygulandi. Fuzyon sonrasi HAT selektif vasat icinde
hazirlanan hiicre suspansiyonu feeder layer iceren ya da igermeyen 96 gozli
kultur kapilarina (50 ug/g6z) ve 24 gézlu kaltar kaplarina 0.5 ml/géz taksim
edildikten sonra %5 CO, 37°C'de inkubasyona birakildi. Her fuzyonda selektif
vasati kontrol amaci ile en az 4 adet géze sadece myeloma huicresi konuldu. |k
u¢ fuzyondan sonra hibridoma olusumu igin sadece 24 go6zlu kultur kaplari
kullanildi. Fuzyonu izleyen dérdiinct ginden baslayarak hibridoma olusumunu
saptamak tzere tum gozler her gun incelendi. Fuzyonun dérdincu ve yedinci
gununde tum gozlere HAT selektif vasat ilave edildi, daha sonra haftada iki kez
HT selektif vasat ile vasat degistirildi. Onbesinci guinden baglayarak bu amagla
sadece Uretme vasati kullanildi.

Fuzyonu izleyen 2-4 hafta icerisinde hibridoma olusan gézler isaretlendi ve
%40-60 oraninda yuzeyi kapladiklari zaman vasat numuneleri antikor varligi
yénunden test edildi.

Hibridoma Kiiltiirlerinin Klonlanmasi: Test sonucu antikor salgilayan
hibridomalari igerdigi belirlenen gozler dilusyon teknigi ile feeder layer iceren
yada icermeyen 96 gozlu kultur kaplarinda klonlandi (19). Tek hiicreden olusan
koloni veren gozler Mab varhigi yéniinden test edildi ve pozitif yaniticeren gézler
daha sonra sirasiyla 24 gozli, 25 cm? ve 75 cm? yuzeyli kultur kaplarinda
pasaijlandi. .

Hibridoma Kiiltiirlerinin Dondurularak Saklanmasi: Klonlamadan sonra

24 g6zl ve 25 cm’ yuzeyli kiltur kaplarinda treyen hibridoma hucreleri
= To == Eoes danduarma vacat icinde 2-4 ampul, -196°C'de stoklandi.



A,,ve O, Tipi $ap Viriisti - Garhan - Goirhan - Aynagoz - Unal - Unver - Akatag

Bu iglem in vitro Uretimin ileriki safhalarinda da yinelendi.

indirekt ELISA: Monoklonal antikor salgilayan hibridomalarin belirlenmesi
amaci ile spot test seklinde uygulandi (18). Bu amagla Nunc immunoplatelere,
solid fazda antijen (146S veya 12S) karbonat-bicarbonat buffer, pH 9.6 icerisinde
40 pg/ml dilue edildi. Bir gece 4°C'de inkubasyondan sonra PBS/T20/BSA (%0.5
Tween 20 ve %3 si1gir serum albumin iceren PBS) (pH 7.4) ile 5 kez yikandi ve
50 pg/ml hibridoma vasati ilave edilerek 37°C'de 2 saat inkube edildi.. PBS ile
yikanan gézlere daha sonra peroxidase ile konjuge edilmis tavsan anti-mouse
IgG (Sigma,A.B.D.) ile tekrar 2 saat 37°C'de inkube edildi ve yikandiktan sonra
diamine/hydrogene peroxide substrate ilave edildi (100 pl/géz). Reaksiyon 15
dakika sonra 100 ul/géz 1 M H,SO, ilavesi ile durduruldu ve 492 nm dalga
boyunda (spektrofotometrede) absorbans oélguldu. Negatif kontrol olarak
myeloma hucrelerinin kullanilmis vasati, immunize edilmemis fare kan serumu
ve Uretme vasati, pozitif kontrol olarak immun fare kan serumu kullanildi.

Degerlendirmede negatif kontrollarin ortalamasinin tizerindeki degerler pozitif
kabul edildi. Indirekt ELISA ilk hibridoma klonu igin degisik safhalarda en az tg
kez tekrarléndl.

Monoklonal Antikor Uretimi: Bu amagla 25 cm? yiizeyli kultir kaplarinda
uretilen hibridoma hcreleri 75 ve 150 cm? yuzeyli flasklarda ¢ogaltildi ve 100-
150 ml hacime ulastiklarinda hucre Uremesinin -baslamasina kadar 4-5 gin
37°C'de bekletildi. Daha sonra klturler, klarifikasyona kadar 4°C'de bekletildiler.
In vitro Mab uretiminde vasattaki FBS orani kademeli olarak %2.5'a kadar
azaltildi.

Monoklonal Antikorlanin Klarifikasyonu: Bu amagla 4°C'de muhafaza
edilen hibridoma vasat sivilari 3000 rpm 30 dakika santriftj edildikten sonra
0.45 ym membran filtrelerden suzuldu ve 40-50 ml hacimlerde taksim edilerek
-20°C'de muhafaza edildi.

Monoklonal Antikorlarin Purifikasyonu: -20°C'den cikartilarak oda 1sinda
¢ozdurilen hibridoma kultur vasatlari, 10 mM sodyum fosfat buffer (pH 6.8)
kullanilarak 20x1 cm lik hydoxylapatite (Bio-Rad HT) kolonundan 30 ml/saat
hizla gecilerek Ig ler fraksiyone edildi. IgG fraksiyonlarin yeri 280 nm dalga
boyunda belirlendi ve bu fraksiyonlar toplanarak -20°C'de muhafaza edildi (28).
IgG miktari OD (optik denstite) : 1.33 formuline gére mg/ml olarak belirlendi
(1). Fraksiyonlar %0.01 NaN, ilave edildikten sonra +4°C'de stoklandi.
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BULGULAR

1. Anti-O, Man 69 146S antijen Mab salgilayan hibridoma olusumu igin bir
gun ara ile gergeklestirilen iki fuzyon isleminden de olumlu sonug alinirken anti-
A,,Mah65 146S ve 12S ile anti-O, Man 69 12S antijen Mab igin bazi sorunlarla
karsilasildi. Anti-A,,Mah65 146S ve 12S'in ilk fuzyonlarini takiben prokaryotlarin
olustugu gozlendi. Bu, antikor salgilamayan hucreler selektif vasat icerisinde
20-30 gun kadar canliliklarini devam ettirmelerine ragmen herhangi bir mitoz
belirtisi gostermedi (Tablo 1). Anti-O, Man 69 146S antijen Mab tretimi igin
yapilan fuzyonda ise hibridoma olusumu orani (fusion frequncy) beklenenden
¢ok daha dusuk (%3.1) oldu (Tablo 2).

2. lIk ug fuzyonda 96 gézlu mikroplate'lerde hibridoma olusumu oraninin 24
gozlu kaltur kaplarina oranla dikkati gekecek kadar disiik oldugu gézlendi. Bu
nedenle sonraki ¢galigmalarda sadece 24 gozlu kiiltir kaplari kullaniidi.

3. Hibridoma olusumu ile feeder-layer kullanimi arasinda énemli bir iligki
goézlenmedi. Ayni sekilde Mab salgilayan hibridoma kolonilerinin
saptanmasindan sonra yapilan klonlama islemlerinde anti-146S Mab salgilayan
hibridoma klonlarinin eldesinde herhangi bir problemle karsilanmadi. Tek koloni
olusumu ve cogalmasi feeder-layer varligina bagli oimaksizin gergeklesti. Oysa
anti-12S Mab salgilayan hibridomalar klonlamalari sirasinda ancak feeder-layer
varliginda uretilebildi. Ayni 6zellik bu hibridomalarin -196°C'den ¢ikartiimasindan
sonra da gozlendi.

4. Fuzyon sonrasi 24 gozlu kultur kaplarinda hibridoma hucresi olusumu
orani (hibridoma gorulen gézler/fuzyonda kullanilan immun B-hticresi sayist)
ve indirekt ELISA ile antiviral Mab salgiladig tesbit edilen hibridoma hucresi
iceren gozlerin orani her fuzyonda degisiklik gosterdi. (Tablo 2)

5. Sonugta anti-A,,Mah65 146S Mab salgilayan 12, anti-A,,Mah65 128 Mab
salgilayan 10, anti-O, Man69 146S antijen Mab salgilayan 17 ve anti-O, Man69
128 antijen salgilayan Mab salgilayan 131 adet hibridoma susu elde edilerek -
196°C ve stoklandi.lmmunuzasyonda kullanilan antijen ve her fuzyonda elde
edilen hibridoma kolonileri sayisi ile indirekt ELISA sonucu Mab pozitif bulunan
hibridoma koloni sayisi Tablo-2'de gosterildi.

6. HPHT chromatografi sonucu purifiye edilen Mab'larin 1.9-2.5 mg/ml IgG
icerdigi belirlendi.
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Tablo 1. Antijen tiplerine gore fuzyon basarisi

Fuzyon Sonugclari
Antijen Fuzyon Sayisi | F, E; Oran
A,,Mah65/146S 4 - - 2/4
A,,Mah65/128 2 + 2/2
O,Man69/146S 4 - - 1/4
0,Man69/12S 3 - + - 1/3
TOPLAM 13 6/13

Tablo: 2. Fuzyonun degerlendirilmesi.

(1) Hibridoma igeren goézler x 100/toplam g6z sayisi,
(2) Mab + gozler x 100/hibridoma olusan goézler,
(3) Mab + g6z sayisi x 100/dalak hicresi sayisi

Hibridom;P

Antigen Fuzyon Dalak %1 Mab %2 Mab Fuzyon
Hucresi + gozler + gozler + klonlar basan%3
A, Mah65/146S 2 2x10° 17 60 1 34 12 6x10°
A,,Mah65/126S 2 1x10® 216 90 142 657 102 1x10°
D,Mah69/146S 2 2x108 14 7. 7 50 17 3.5x10°%
D,Mah69/126S 1 1x108 3 3.1 3 100 131 15x10°

AR
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TARTISMA VE SONUC

Hibridoma teknolojisinin temel prensibi, hibridizasyondan sonra antikor
salgilayan hibridoma ya da hibridomalarin klonlanarak cogaltiimasi ve boylece
tek bir antijenik determinanta karsi fazla miktarda antikor tretiimesidir. Genel
anlamda kolay olmakla beraber uygulamanin gesitli basamaklarinda problemlerle
karsilasiimaktadir.

Oncelikle, myeloma hicresinin antikor salgilamayan, kontaminasyonlarindan
ari ve HAT selektif vasata duyarli olmasi gerekir (22). NSO myeloma hucresi,
NS1 myeloma hucresinin bir ttrevi olup antikor salgilamadig: bildirilmistir (7).
Bakteriyel ve mikroplasmal kontaminantlari icermedigi arastirmanin ilk
asamasinda dogrulanmistir. Ticari FBS'larin ancak % 10'nun fuzyon igin uygun
oldugu bilinmektedir (3). Bu calismada da fare dalak hicrelerinin canliliklarinin
devamina etkisi ve en yuksek "cloning efficiency" degeri tesbit edilen serum
numunesi sec¢ilmis ve arastirmanin sonuna kadar ayni seri kullaniimistir.

Fuzyondan hemen sonra ve klonlama asamasinda peritoneal makrofaj, dalak
hucre kultura, 3T3 fibroblast cell-line gibi feeder-layer kullanimi énerilmektedir
(2,4,5,12,19). Ancak yapilan karsilastirmali galismalar bunun her zaman gerekli
olmadigini ortaya cikarmistir (10). Bu ¢alismada fuzyon sonrasi hibridoma
olusumunda dalak makrofaj hiicre kultirinun belirgin bir etkisi gértilmemis ise
de bazi hibridomalarin gerek klonlamalari gerekse sivi azottan cikartilip
uretilmeleri asamasinda feeder-layere bagimli olduklari gézlenmistir.

Fuzyon sonrasi hibridoma olusumunu ve sonraki ilk klonlamada Mab
salgilayan hibridoma iceren klonlarin olusum oranlarini etkileyen pekgok faktor
vardir. Feeder-layer olarak aktive edilmis periferal kan htcreleri (PBC) .
kullanildiginda %10 hibridoma olustudu, bu hibridomalarin 10“tnin Mab
salgiladigi buna karsilik aktive edilmemis PBC ile bu oranin 10® oldugu
bildiriimektedir (31). Ayrica selektif vasat olarak HAT yerine AAT (adenine,
aminopterin, tyhmidine) kullanildiginda hibridoma olugsumunun %60 arttigi, Balb/
¢ yerine immunuzasyonda RBF/Dn kullaniimasinin daha olumiu sonug verdigi
de bildirilmigtir (2). Klonlama yénteminin etkisi de 6nemlidir. Dilusyon yéntemi
ile klonlama %9.55 basari saglanirken yumusak agar teknolojisinde bu oran
%50'ye kadar yukselebilmektedir (15). Ancak, yumusak agarda klonlamadan
sonra hucre kolonisinin Mab pozitif oldugunun saptanabilmesi igin tekrar sivi
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vasat igerisinde ¢ogaltiimasi gerekmektedir.

‘Mab salgilayan hibridomalarin belirlenmesinde genel prensip olarak en
duyarl ve pratik test uygulanir. Sap virusleri ile galismada ELISA kisa surede
cok sayida ornegi tarama olanagi sagladidi i¢in tercih edilen yéntemdir. Ancak,
yapilan karsilastirmali calismalar, Mab'larin sadece indirekt ELISA'da farkl
degerlerde de olsa, belirlenebildigini gostermistir (20). Bu calismada da amag
sadece Mab salgilayan hibridoma htcre kultarlerini belirlemek oldugu icin spot
test olarak indirekt ELISA uygulanmistir.

Her ne kadar in vitro hibridoma kulturlerinin de FBS'dan kaynaklanan Ig
kontaminasyonu riski var ise de sorun, serumsuz vasat kullanimi ile
¢o6zUumlenmistir ve % 80 oraninda saf Mab urettigi bildiriimektedir (3,11,23). Son
yillarda guglenen, deneme hayvani kullanimina kargi etik direniglerin de
yonlendirmesi ile Mab uretimi icin gesitli in vitro sistemler geligtiriimektedir
(13,16,17,26,27). In vitro Mab uretiminin en pratik yolu stasyoner ya da
karistirmal sistemlerde hacim buyutme yoéntemidir (10,11). Bu ¢alismada da
stasyoner kultlrlerde Mab uretimi yontemi kullaniimistir.

Uretilen Mab'lar klarifikasyon sonrasi belirli amaglarda kullanilabilirler; gok
yonlu kullanilabilmeleri igin purifiye edilmeleri 6nerilmektedir (1). Ascitic sivinin
purifikasyonu i¢in en basarili yéontem Staph.aureus Protein A affinity
chromatography'dir (14). Hibridoma kultur sivisinin purifikasyonu igin ise en
uygun yontem olarak hydroxyapatite chromatography (HPHT) &nerilmektedir
(1,23). HPHT'den sonra Protein A affinity chromatography uygulamasinin ise
daha saf IgG eldesi sagladidi bildiriimektedir (23). Bu ¢alismada IgG'ler HPHT
kromatografi ile purifiye edildi. Mab'larin sonraki kullanimlarindan énce amaca
gore Protein A affinity kromatografi ile bir kez daha purifiye edilmesinde yarar
vardir.

Bu arastirma ile Mab eldesi teknigi Sap Enstitiusi'nde uygulamaya
konulmustur. Ancak elde edilen hibridomalarin ve Mab'larin gesitli testlerde
kullanilabilmesi igin dikkate karakterize edilmeleri gerekmektedir. Bu amagla
calismalara baglaniimigtir.
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TESEKKUR

ELISA uygulamalari igin laboratuvar olanaklarindan yararlanmamizi saglayan
_ tum Seroloji Laboratuvari elamanlarina, teknik yardimlarindan dolayi A. Ayhan'a
ve desteklerinden dolayi Enstitust Mudurlugu ve TAGEM'e tesekkur ederiz.
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