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MONOKLONAL ANTiKOR TEKNOLOJISI’NiN DUNU, BUGUNU VE GELECEGI

YESTERDAY, TODAY AND THE FUTURE OF MONOCLONAL ANTIBODY
TECHNOLOGY

'S.Mert Selimoglu, “Murat Kasap, “Giirler Akpmar, *Aynur Karadenizli

20. yy baslarinda Paul Erlich “sihirli mermi” (magic bullet) teorisini one siirdiigiinde elinde yalnizca Emil von Behring ile Kitasato Shibasaburé 'nin hiimoral
immiinitenin varligina dair yapmis olduklari ¢alismamn verileri mevcuttu. O giinlerde antikorlarin varligina dair hi¢bir somut veri bulunmamaktaydi. Teoriye
gore “eger spesifik bir patojene ozgii bir bilesik gelistirilebilirse, bu yolla séz konusu patojene toksin de gonderilebilirdi”. Bu baglamda 80 lerden giiniimiize
monoklonal antikor gelistirme teknolojisi alaminda geldigimiz nokta degerlendirildiginde, Paul Erlich’in o yillarda prensip olarak éne siirdiigii savagim
stratejisini hayata gegirebilecek teknolojinin dtesine gegmeye basladigimiz séylenebilir. Ilk yillarda tamamu ile fare antikorlarinn iiretimi ile baslayan siire,
ayni yillarda temelleri atilan rekombinant DNA teknolojisinin de yardimu ile biiyiik bir hizla gelisim gostermistir. Giiniimiizde, proteomiks ve biyoinformatik
alanlarinin da soz konusu alanda varlik gostermeleri ile farkli organizmalarda bulunan daha uzun yari-6miirlii antikorlarin insan zincirli versiyonlarindan, ¢ok
fonksiyonlu antikorlara; toksin konjuge edilmis antikor formlarindan, radikal sayilabilecek tasarimlara kadar Paul Erlich’in hayallerinin cok 6tesinde “sihirli
mermiler” iiretebilmekteyiz. Ustelik iiretebildigimiz bu mermiler tamami ile hedefine ozgiidiir. Ancak biitiin bu gelismelere ragmen, giincel antikor gelistirme
tekniklerinin getirdigi bazi kisitlar nedeni ile olasi salginlarda yeterince hizli davranamamakta; kanser vakalarinda ise halen biiyiik dl¢iide konvansiyonel
silahlarimiza basvurmak zorunda kalmaktayiz. Neyse ki soz konusu alandaki hizli gelisim ve giiniimiizde mevcut olan teknolojik olanaklar nedeni ile
Monoklonal antikor teknolojisinin ¢eyrek asirda kat ettigi yolun ¢ok daha fazlasim éniimiizdeki 10-20 yil iginde kat etmesi bekl ktedir. Bu baglamd
giintimiiz diinya ilag pazarindaki payr %25 'ten fazla olan protein bazli biyoteknolojik ilaglarin, yakin bir gelecekte kimyasal olarak sentezlenen konvansiyonel
terapdtiklerin yerini alarak pazarin biiyiik ¢ogunluguna hakim olmasi beklenmektedir.

Anahtar Sézcukler: Monoklonal antikor, hibridoma, faj gosterim, transgenik fare, protein tabanl ilaglar

When Paul Erlich postulated the idea of “magic bullet” in the early part of 20th century, he only had the findings of a research, regarding the presence of
humoral immunity, performed by Emil von Behring and Kitasato Shibasaburo.. There was no concrete data about the presence of antibodies in those days.
According to the idea, “if a compound could be made that selectively targeted a disease-causing organism, then a toxin for that organism could be delivered
along with the agent of selectivity”. If the point in the technology of monoclonal antibody generation that we have reached from ‘80s to present is considered, it
can be claimed that we have started to go beyond the technology realizing the fighting strategy principally proposed by Paul Erlich at those times. The period
starting with the production of fully murine antibodies in the first years exhibited a fast-growing trend with the help of recombinant DNA technology
established around the same years. Today, we can generate various “magic bullets”, being so much beyond what Paul Erlich might dream, with the
contributions of fields such as proteomics and bioinformatics. Those range from human-chained antibodies found in different species with longer half-life to
multifunctional antibody forms, and from toxin-conjugated antibodies to novel designs, which may be considered as radical. Furthermore, the bullets that we
can produce are completely target-specific. In spite of all these developments, we cannot take actions sufficiently fast due to some constraints of recent antibody
development techniques. In cancer cases, we are still mostly obliged to resort to our conventional guns. Fortunately, monoclonal antibody technology is
expected to make much more progress within 10-20 years than it has made in the past quarter-century because of rapid progress in the field and current
technological capabilities. Thus, protein-based biotechnological drugs, of which current global market share is more than 25%, are expected to substitute most
chemical-based conventional therapeutics and dominate most of the market in the near future.

Keywords: Monoklonal antibody, hybridoma, phage display, transgenic mouse, protein-based drugs

Giris

Giinlimiiz ~ diinyasinda  bilinen  anlamdaki klasik yolagin1 aktive etmekte ve toksinlere
antikorlarin yap1 ve fonksiyonlarina dair bilgiler baglanarak nétralize olmalarmi saglamaktadir.
ancak  1950’lerden  sonra  belirginlesmeye Antikora bagl hiicresel sitotoksisitede ve sitozolde
baglamistir. Bu tarihten giliniimiize kadar edinilen bulunan isaretlenmis viriyonlarin imha edilmesini
bilgiler  degerlendirildiginde  genel  olarak saglayan hiicre i¢i antikor yardimli proteoliz
antikorlar, hiumoral imminitenin en etkili mekanizmasinda da Onemli rol oynarlarl’z. Tum

bilesenleri olarak bilinmektedir. Insanda genel
olarak 5 ¢esit antikor bulunmaktadir. Bunlar
imminoglobilin A (alfa), D (delta), E (epsilon), G
(gama), M (mii) olarak adlandirilir. Bunlar
arasindan immiinoglobiilin G (IgG), kanda ve
hiicre dis1 sivida bulunan temel antikor tipi olup,
viicut dokularinin enfeksiyonunun kontrol altinda
tutulmasini saglamaktadir. IgG islevini birkag yolla
gerceklestirmektedir.  Oncelikle  patojenlerin,
IgG’nin neden oldugu agliitinasyon ile birbirlerine
baglanmast s6z konusudur. Bunun yani sira,
opsonizasyon olarak bilinen siire¢ ile IgG kaplt
patojen yuzeyleri fagositik immin hicrelerini
aktive etmektedir. 1gG’ler komplement sistemin

bunlarin yami sira, IgG yaklasik 22 giinliik yari
omri ile kanda kalis siiresi en uzun olan antikor
tipidir. Bu 6zelligini erigkinlerde de mevcut olan ve
alblimini de baglayabilme yetisi olan neonatal Fc
reseptoric adi1 verilen reseptére borgludur. Bu
reseptor araciligt ile kandaki yari omrii 6nemli
olgiide arttirilmaktadir®.  Antikorlarin  terapotik
amagla kullanimi, varliklarinin kanitlanmis oldugu
ilk yillara kadar uzanmaktadir. Bu amagla spesifik
bir antijen ile imminize edilen bir hayvanin
poliklonal antikor iceren serumun toplanarak
saflagtirilmasi ve terapotik amagli olarak kullanimi
denenmigtir. Ancak bu durum hayvan proteinleri
ile kontaminasyon (6zellikle viris ya da prion


https://en.wikipedia.org/wiki/Emil_von_Behring
https://en.wikipedia.org/wiki/Kitasato_Shibasabur%C5%8D

transmisyonu gibi) problemlerine ve mevcut serumdaki
istenilen antikor titresinin oldukc¢a diisiikk kalmasina neden
olmustur. Bunun yani sira, poliklonal antikor havuzunun
bir¢ok epitopu taniyabilen antikorlari igermesi nedeni ile non-
spesifik pek ¢ok reaksiyona sebebiyet vermektedir, ki bu
durum poliklonal antikorlarin kullaniminin éniinde duran en
buyilk problemdir.

Poliklonal antikor tedavisinin mevcut sakincalari nedeni ile
monoklonal (yalnizca bir epitopa 0zgii) bir antikor
molekiiliniin geligtirilmesi bir zaruret halini almigtir. Bu
amacla Georges Kohler ve César Milstein* tarafindan 1975
yilinda yapilan somatik hiicre fiizyonu g¢alismasi bir devrim
niteligi tagimaktadir. Her ne kadar kisaca “antikor iiretme
yetenegi olmayan sinirsiz Omiirli miyeloma hiicreleri ile
antikor {iretme yetenegi olan kisa Omirlii B-lenfosit
hicrelerinin  birlestirilmesi” olarak agiklansa da; O6ziinde

akillica tasarlanmig deneysel bir metot yatmaktadir.

Hibridoma Teknolojisi

Somatik hiicre fiizyonu teknigi ile gelistirilen hibridoma
hiicreleri stabil olarak IgG antikoru salgilama yetisindedir. ilk
zamanlarda, elde edilen hibridomalarin fareye intra-peritonal
yolla enjeksiyonu ile monoklonal antikor Uretimi in-vivo
ortamda gerceklestirilmistir. Ancak iiretilen antikorlarin fare
proteinleri ile kontamine olusu, biiyiik 6l¢ekli iiretimdeki etik
sorunlar, buna karsin hiicre kiiltiirii ¢alismalarindaki olumlu
gelismeler, kiiltiirde kullanilan malzemelerin kalitelerinin
artarak fiyatlarinin diigmesi gibi nedenlerle, kisa zaman sonra
in-vivo Uretimin yerini in-vitro tiretim almaya baglamustir.

Hibridoma gelistirmede kullanilan hiicre hatlar1 arasindan
miyeloma hiicre hatt1 in-vitro kiltirde oldukga ileri pasaj
seviyelerine kadar iiretilebilmektedir. Ayrica diger memeli
hiicrelerine nazaran daha hizli bitylime 6zelligine sahiptirler.
Ancak stabil yapida antikor iiretme yetenegine sahip
degildirler. Bu nedenle, fiizyon amaci ile kullanilacak olan
miyeloma hiicre hatlarinin antikor iiretme yetenegini tamamen
kaybetmis olduklarindan emin olunmas1 gerekmektedir. Hiicre
bankalarinda bu amagla kullanima sunulmus c¢esitli hiicre
hatlar1 mevcuttur. Ote yandan B-lenfositler, kendisine kars1
antikor gelistirilmek istenen ajan ile immiinize edilmis fare
(siklikla, Balb-c) dalaginin mekanik pargalama sonrasi kiiltiire
alinmas: ile elde edilmektedir. Immiinizasyon asamasi, uzun
stireli immiin yanit ve buna bagl IgG olusturulabilmesi amact
ile belli bir diizende birka¢ seferlik enjeksiyonlar ile
gerceklestirilmektedir. Fiizyon asamasinda dalaktan izole
edilerek kiiltlire alinan B-lenfositlerin yasam omiirleri kiiltiirde
yaklasik olarak bir hafta ile sinirlidir.

Hibridoma hiicrelerinin elde edilmesi i¢in kullanilan K&hler ve
Milstein’in metodu temel olarak; ikincil pirin nikleotit sentez
yolagi baskilanmis miyeloma hiicreleri ile kiiltiirde sinirl
omre sahip B-lenfositlerin birlestirilmesi ve birincil sentez
yolagin1 baskilayacak kiiltiir ortaminda yalnizca hibrit
hiicrelerinin ~ hayatta  kalmasmin  saglanmasi  esasina
dayanmaktadir. Buna gore birinci islem basamaginda;
miyeloma hicreleri 6ncelikle 8-azaguanin (siklikla bu ajan
tercih edilmektedir) igeren besiyerinde yaklasik 1 hafta slire
© Kocaeli Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi, 2016 SBD16-1.2
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ile muamele edilir. Bu sayede kurtarma (sekonder) pirin
sentezi yolaginda rol alan HGPRT enziminin sentezlendigi
gen bolgesi mutasyona ugrayarak, HGPRT enziminin dogru
sentezlenememesine yol acar. Boylelikle, ikinci islem
basamaginda de novo (birincil) piirin sentezi yolagmin da
hasara ugratilmasi ile birlesemeyen hiicrelerin  dlmeleri
saglanacaktir.

Ikinci islem basamaginda, oncelikle sekonder yolagi bloke
olmus simirsiz dmiirlii miyeloma hiicreleri ile her iki yolagi da
aktif olan sinirli dmre sahip B hiicreleri fiizyon ile birlestirilir.
Bu amacla genelde kimyasal fiizyon veya elektrofiizyon
metotlar1 kullanilmaktadir. Kimyasal metotta, iki hiicre
hattinin da ayni tiipte toplanmasinin ardindan ortama PEG
(polietilen  glikol) ilave edilir ve boylelikle hicre
membranlarinda gézenekler olusturulur. Bu yolla iki hiicrenin
de birbiri igerisine gegisi saglanmaktadir. Elektrofiizyonda ise
aynt kurgu elektrik akimi kullanilarak saglanmaktadir.
Kiyaslandiginda, uygulayicidan daha bagimsiz ve optimize
edilmis verilere dayali olmasi nedeni ile -elektrofiizyon
metodunun daha basarili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
somatik hiicre flizyonu amaci ile daha ziyade elektrofiizyon
tercih edilmektedir. Flizyon agamasindan sonra hiicreler HAT
(hipoksantin-aminopterin-timidin) se¢imi asamasi igin kiltiire
almirlar. Bu agsamada mutajen ajan olarak siklikla aminopterin
kullanilmasma karsin, aminopterin yerine metotrekzat ya da
azaserin de tercih edilebilmektedir. HAT seleksiyonunda
kullanilan mutajen, hiicrelerin de novo plrin sentezi yolagini
bloke ederek, onlar1 ikincil yolagmi  kullanmaya
yonlendirmektedir. Bu sayede, islemin birinci basamaginda
ikincil yolag1 bloke edilmis olan miyeloma hiicreleri oliirler.
Seleksiyon amaci ile gercgeklestirilen kiiltivasyonun yaklasik
bir hafta kadar stirdurilmesi nedeni ile in-vitro’da zaten sinirli
yasam Omriine sahip olan B-lenfositler de dogal olarak oliirler.
Geriye yalmizca ikincil yolagi kullanabilen birlesmis
hibridoma hiicreleri kalir (Cizim-1)°.

HAT  seleksiyonu  slresince  besiyerinde  kullanilan
hipoksantin, pirin tirevi olarak; timidin ise, pirimidin tlrevi
olarak DNA sentezinin desteklenmesi amaci ile kullanilan
ajanlardir. Bu kapsamda siirdiirilen yaklagik bir haftalik
kiiltivasyon sonrasinda hiicreler mitojeni barindirmayan ancak
yine DNA sentezini tesvik edici HT besi ortamina alinirlar.
Hayatta kalan hiicreler olan hibridoma hicrelerinin geligimi
icin ise HT besiyerinin bir sire daha destekleyici olarak
kullanilmasina devam edilir.

a. Fare Antikorlari

Oldukca umut vadeden ve konvansiyonel yontem olarak da
anilan somatik hiicre flizyonu teknigi ile gelistirilen
hibridomalardan iretilen antikorlarin  terapdtik olarak
kullanimlar1 sirasinda dnemli problemler ile karsilagilmustir.
Bu amagla yapilan denemelerde hayvan deneylerini basar ile
tamamlayan fare kokenli antikorlar, insan denemelerinde
HAMA (insan anti-fare antikoru) adi verilen immiin yanitin
gelismesine neden olmustur. Ancak sebep olduklar1 immiin
yanita ragmen ilk donemlerde fare kokenli antikorlarin
kullanimt ile gelistirilen antikorlardan birkag1 terapdtik olarak
kullanima sunulmustur. Bunlar arasinda halen kullanimda olan

SBD 2016 S.1, C.2,5.6-14
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1. Basamak:
Birincil Yolak: + Birincil Yolak: +
8-azaguanine muamelesi Lkincil Yolak; =
Omilr: Sonsuz & * Omiir: Sonsuz
Miyeloma Hiicreleri HGPRT Miyeloma Hiicreleri
2. Basamak:

Birincil Yolak:
Ikincil Yolak: +
Omiir: Thafta

Birineil Yolak: +
Ikineil Yolak: -
Omiir: Sonsuz

HGPRT Miyeloma Hiicreleri B-Lenfosit Hiicreleri

Fiizyon | | Fiizyon

Birincil Yolak: 4
Ikineil Yolak: +
Omiir: Sonsuz

Birincil Yolak: +
Ikincil Yolak: -
Omiir: Sonsuz

Birincil Yolak:

Ikincil Yolak: +
Omiir: 1hafta

HGPRT Miyeloma Hiicreleri B-Lenfosit Hiicreleri

| D= | fm) |
S

S
(5

B-Lenfosit Hiicreleri

Hibridoma Hiicreleri

Birineil Yolak: -

Ikincil Yolak: +
Omiir: Sonsuz

HGPRT Miyeloma Hiicreleri Hibridoma Hiicreleri

Cizim-1. Hibridoma olusturma basamaklar1 (Greenfield, E.A.>"ten
uyarlanmistir).

2 adet drin bulunmaktadir (Cizelge-1)®. Bunlardan
catumaxomab (Removab) quadroma olusturularak tretilmis
olup, sahip oldugu iiclii fonksiyon nedeni ile Triomab (iiglii
antikor) olarak adlandirilmaktadir. S6z konusu quadroma
olugturma iglemi fare + fare hibridomas: ile sigan + sigan
hibridomasinin fiizyonu esasma dayanmaktadir (Cizim-2A)".
Bu sekilde elde edilen nihai hiicre hatt1 (quadroma) tamamu ile
fare ve tamamu ile sigan protein zincirlerine sahip antikorlari
sentezleyebildigi gibi, ayn1 zamanda yaris1 fare + yarisi si¢can
protein  zincirlerine sahip antikorlari (triomab’lar1)) da
sentezleyebilmektedir®. Triomab’lar aslen konvansiyonel
yontem ile iiretilebilen ve bu nedenle de biitiinciil yapida olan
ilk ve tek bispesifik (iki farkli molekiile 6zgiil olan)
antikorlardir. Bu kapsamda, catumaxomab’in sigan kokenli
Fab kolu sitotoksik T-hiicrelerinin CD3 yiizey antijenine
baglanarak T-hiicre aktivasyonunu saglarken, fare kokenli
diger kolu EpCAM (epitel hiicre adezyon molekiilii) kolon
kanseri yiizey antijenine baglanmaktadir (Cizim-3)°. Her ne
kadar sdz konusu antikor Fab bdlgelerinin ayri epitoplara
0zgiil olmasi nedeni ile bispesifik olarak ifade edilse de,
mevcut biitiinciil yapisindan 6tiirii Fc kolu ile antikora baglt
hiicresel sitotoksisite mekanizmasini da aktive etmektedir. Bu
nedenle de nihai yapisindan Otiiri  Triomab olarak
adlandirilmaktadir.

© Journal of Health Sciences of Kocaeli University, 2016 SBD16-1.2

b. Kimerik Antikorlar

HAMA yaniti probleminin “kismi” ¢&zliimii, hibridoma
teknolojisi ile hemen hemen paralel zamanda gelisim gosteren
rekombinant DNA teknolojisinden gelmistir. Buna gore,
fareye iirettirilen biitiinciil yapidaki antikorun antijeni tanima
bolgesini de iceren Fv bolgesine ait gen zinciri ile insanda
bulunan antikorlarin immiin sistem tarafindan taninan ve her
IgG’de ayni1 yapida olan Fc bolgesini kodlayan gen zinciri
birlestirilerek, gen aktarimi sonrasinda sentezlettirilmistir
(Cizim-3). Sonugta %30-35 oraninda fare kokenli, %65-70
oraninda insan kokenli kimerik antikorlar elde edilmistir
(Cizim-2b). Ancak kismi rekombinasyon ile saglanan bu
iyilestirme, sorunun ¢oziimiine de yine ayni oranda kismi katki
saglamistir. Bu sekilde kimerize edilen (kismi olarak
insanlastirilan) antikorlar ilag pazarina sunulmus ve basarilt
terapilere imkan vermis olsalar da, uygulandig1 hastalarin bu
antikorlara karst HAMA’ya kiyasla daha seyrek de olsa
HACA (insan anti-kimerik antikoru) yanit1 gelistirebildikleri
saptanmustir. Bu durum, kimerik antikor kullanimi ile
gelisebilen immiin yanitin, elde edilen biitiinciil yapidaki
antikorun ne kadarinin insan dig1 kokenden geldigi ile dogru
orantili oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilebilir.
Ancak guncel bulgulara gore hipersensitivite ve immin
yanitin gelismesine, tedavi edilmekte olan hastaligin niteligi
ve immiin baskilayici ilaglarin birlikte alinmasinin da etki
edebildigi saptanmistir™®. Bu sekilde iiretilerek piyasaya
sunulmus ve halen kullanimda olan 9 adet iiriin mevcuttur

(Cizelge-1)°

(A)

Triomab
(%50 fare - %50 sican)

Fare Antikoru

(B) ] (D)

Fv Bolgesi

CDR Bolgeleri

Kimerik (%65-70) insansi (%90-95) insan Antikoru

Antikor Antikor

Cizim-2. Biitiinciil yapidaki monoklonal antikor g¢esitleri (Candas,
D.”den uyarlanmistir).

SBD 2016 Vol.2, No.1, pp.6-14
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Cizelge-1. Diinya genelinde piyasaya sunulan monoklonal antikorlar (Ecker, D.M. ve dig.%’dan derlenmistir).

Ticari isim Etki Alani* Tari* Uluslararasi isim Formu
Removab . . catumaxomab** Biitiinciil yapida, ti¢ fonksiyonlu
- TUmér (-tu- Fare Antikoru (-omab — - > - -
Zevalin () ( ) ibritumomab tiuxetan Biitiinciil yapida, Y-90 ile konjuge
Adcetris brentuximab vedotin Antikor-ilag konjugati, MMAE ile konjuge.
Erbitux TUmer (-tu-) cetuximab
Rituxan rituximab
Sylvant siltuximab
Remicade infliximab
Inflectra Kimerik Antikor (-ximab) infliximab Remicade biyobenzeri
Remsima Immiin Sistem (-li-) infliximab Remicade biyobenzeri
Simulect basiliximab Fab formgnda (Sekll-'Z),.butun(':ul yapldakl
antikorun papain ile kesilmis.
ReoPro Dolagim sistemi (-Ci-) abciximab
Gazyva obinutuzumab
Herceptin trastuzumab
Kadcyla Tamor (-tu-) ado-trastuzumab emtansine Antikor-ilag konjugati, DM ile konjuge
Lemtrada alemtuzumab
Perjeta pertuzumab
Actemra tocilizumab
Cimzia certolizumab pegol Fab formunda (Seliql-_Z), polietilenglikol ile
onjuge
Entyvio o ) Insans1 Antikor (-zumab) vedolizumab
Keytruda Immiin Sistem (-1i-) pembrolizumab
Soliris eculizumab
Tysabri natalizumab
Xolair omalizumab
Avastin Dolagim sistemi (-Ci-) bevacizumab
Lucentis Anti-anjiyojenik (-anibi-) ranibizumab Fab formunda (Sek411-2"), m."“." biyal
fermentasyon ile tiretilmis
Synagis Anti-viral (-vi-) palivizumab
Arzerra ofatumumab
- Tumor (-tu(m)- -
Vectibix (tu(m)-) panitumumab
Benlysta belimumab
Simponi s . golimumab
Humira Immiin Sistem (-li(m)-) adalimumab
Yervo . . ipilimumab
Y Insan Antikoru (-umab) =
Abthrax Dolagim sistemi (-c(ir)-) raxibacumab
1 (- - N
Cyramza i ramucirumab
llaris . canakinumab
Interlokin (-ki(n)- -
Stelara nterlkin (-ki(n)-) ustekinumab
Prolia . Her iki iiriin de ayn1 zincir yapisindaki
Xgeva Kemik (-0s-) denosumab antikorlar igermektedir

*: Parantez igerisinde verilenler “uluslararasi isimlendirme”de kullanilan ekleri belirtmektedir.
**: catumaxomab fare/sigan hibridi olarak tiretilmistir. Bu nedenle isimlendirmesi farkli yapilmigtir

© Kocaeli Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi, 2016 SBD16-1.2
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c. insans1 Antikorlar

Kimerizasyon oraninin immiinojenite ile dogru orantili
oldugunun fark edilmesi lizerine arastirmacilar hiimanizasyon
yiizdesini arttirabilecekleri ¢aligmalara yonelmislerdir. Bu
baglamda, antikorlarin her iki Fab kolundaki agir ve hafif
zincirlerin u¢ kisimlarinda bulunan CDR (tamamlayicilik
belirleme bolgesi) isimli ii¢ pargali yapilarin fare kokenli
antikorun gen zincirinden kopyalanilarak, insan kdkenli
antikorun gen zincirine eklenmesi ile yalnizca %5-10’luk
kismi fare kokenli olan insan antikorlart gelistirilmistir
(Cizim-2C, Cizim-3). CDR bdlgeleri, 6zellikle de agir zincire
ait olanlari, epitopa baglanmada baglica roli iistlenmektedir.
Bu nedenle CDR bdélgelerinin kopyalanmasi kimi antikorlarda
yalnizca agir zincir ile smirli tutulurken, kimi zaman hem agir
hem de hafif zincirlerin birlikte kopya edilmesi
gergeklestirilmistir. Bu sekilde insanlastirma amaci ile yapilan
isleme CDR graftlama adi verilmektedir. Beklendigi {izere, bu
sekilde elde edilen antikorlar nedeni ile gelisebilen immiin
yanit olduk¢a diisik seviyede kalmakta ve bu nedenle soz
konusu antikorlar tan1 ve tedavi amaci ile yaygmn bi¢imde
kullanilmaktadir (Cizelge-1). Ancak sahip oluklar1 fare
kokenli protein zincirleri nedeni ile bu antikorlarin da zaman
icerisinde giderek artan seviyelerde immiin yanita sebep
olmalar1 beklenmektedir™. Bu nedenle daha ziyade bitinii ile
insan kokenli monoklonal antikorlarin  gelistirilmesine
¢aligilmaktadir.

D. insan Antikorlar

Glnlimiizde gelistirilmekte olan antikorlar tamamu ile insan
protein zincirleri i¢erecek sekilde gelistirilmektedir (Cizim-
2d). Bu amagla kullanilan teknikler arasinda popiiler olan faj-
gosterim ve transgenik fare ile Uretim teknikleri endistriyel
amagcla kullanimda olan en popiiler iki tekniktir.

CDRyl CDRy3 CDRy2

AT it Bagy

Degisken Balge (V)

o __———— Sabit Bélge (C)

Mentese Bélgesi

Hafif Zincir () Asparajin aa (N297)

Agir Zincir (i)
Glikozilasyon Paterni

Cizim-3. Antikor anatomisi
http:/Awww.novimmune.com/science/antibodies.htm!)**dan uyarlanmustir.
y
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Antijen Baglanma Bolgesi

a. Faj Géosterim Teknigi

Bu teknik, mevcut monoklonal antikor gelistirme yontemleri
arasinda en popililer olan1 olarak one ¢ikmaktadir. Farkli
ozelliklere sahip rekombinant antikorlarin gelistirilmesine
(Cizim-4)** ve bunlarin insan kokenli protein zincirleri
kullanilarak {iretilebilmesine imkan saglamasi gibi pek ¢ok
avantaji mevcuttur. Temel olarak yonlendirilmis evrim
prensibine dayanmaktadir. Buna gore, somatik mutasyon
sonucu antikor gelistirilmek istenen antijene 6zgiil hale gelmis
ve en iyi baglanabilen M13 bakteri fajinin se¢ilimi yapilarak,
baglanmay1 saglayan protein zincirinin rekombinant DNA
teknolojisi yontemleri ile tiretimi gergeklestirilmektedir.

Teknik kapsaminda, dncelikle insan B-hucresinde mevcut olan
Vy ve V| protein zincirlerini kodlayan gen cercevesinin PCR
(polimeraz zincir reaksiyonu) ile ¢ogaltimi yapilir. Kopya
edilen gen bdlgesi, rekombinant antikorun (scFv veya Vg
formunda) M13 bakteri fajinin plll ylizey antijeninin Oniine
denk gelecek sekilde sentezlenebilmesi amaci ile plll yiizey
proteini gen bélgesinin éniine entegre edilir (Cizim-5)*. Bu
sekilde hazirlanan bakteri faj1 ile Escherichia coli susu enfekte
edilerek fajlarin ¢ogaltilmasi saglanir. Cogaltilan fajlar, ilk
seleksiyon agamasi i¢in Gip veya 96 kuyucuklu plak ylzeyine
tutturulmus haldeki antijenlerin (izerine eklenir (Cizim-6a)'®.
Bu asamada antijene baglanabilen fajlar baglanirken,
baglanamayanlar yapilan yikama islemi ile uzaklastirilir.
Sonraki asamada, faja spesifik ve 1s1ma yapabilen bir
konjugata sahip sekonder antikor ile kuyucuk yiizeyine
muamele edilir. Ardindan gerceklestirilen son yikama
isleminden  sonra  baglanan  antikorlarin = varligmin
spektrofotometrik olarak tespit edilebilmesi icin sekonder
antikora bagl konjugatin 1s1ma yapmasi saglanir ve hemen
ardindan 6l¢iim yapilir. Alinan sonuglara gore pozitif oldugu
belirlenen kuyulardaki fajlar tripsinizasyon islemi ile toplanir
ve E.coli’de ¢ogaltimi yapilir (Cizim-6a). Birinci seleksiyon
sonucunda elde edilen pozitif kuyulardan toplanan fajlar icin
seleksiyon islemi aynmi sekilde iki sefer daha yapilir (toplamda
3 kez yapilmast tavsiye edilmektedir). Bu sekilde
gergeklestirilen ikincil ve iigiinciil seleksiyon basamaklari,
elde edilecek antikorun affinitesinin olgunlastirilmasi igin
yapilmaktadir. Boylelikle nihai olarak elde edilecek olan
antikorun yiiksek baglanma yetisinde olmasi saglanmig olur.
Baglanma bolgesi faj gosterim teknigi ile elde edilen
antikorun ilgili gen zincirine ulasildiktan sonra, s6z konusu
gen zincirinin uygun ekspresyon kasetine sahip plazmit
vektoriine klonlamasi yapilir. Elde edilen plazmit, tasarimi
yapilan nihai antikor formuna gore (biitlinciil, mini yapi, scFv
vb.) bakteri (siklikla E.coli), maya (siklikla Pichia pastoris)
veya memeli (siklikla CHO) hiicrelerine aktarilir (Cizim-6a).
Boylelikle yiiksek 6zgiilliik ve affiniteye sahip olacak sekilde
gelistirilen antikorun tan1 ve/veya tedavi amaci ile kullanilmak
iizere iiretimi gerceklestirilmis olur.

b. Transgenik Fare Teknigi

Transgenik fare teknigi temel olarak fare embriyonik kok
hiicrelerine insan immiinoglobiilin (Ig) genlerinin aktarilmasi
esasina dayanmaktadir. Bu yolla elde edilmis ve insan
antikoru salgilama ozelligine sahip farelerin immunizasyonu
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Monospesifik Antikorlar

jgzng&#v

Kopek baligi IgNAR  Deve IgG Insan IgG Fab>-CHs scFv-Fc  Dortlii Yapr ~ Mini Yapt  Uglii Yapr ~ Fab
~175 kDa ~75kDa ~150 kDa ~130 kDa ~100 kDa ~100 kDa ~80 kDa ~75kDa  ~55kDa
Ikili Yapi scFv Vu ViH VNAR
~55 kDa ~50 kDa ~28 kDa ~15kDa ~15kDa ~15kDa
Bispesifik Antikorlar Trispesifik Antikorlar
Insan IgG Fab2-CH3 Fab2 scFv-Fc Mini Yapi Ikili Yapt Fabs Uglii Yap:
~150 kDa ~130 kDa ~110 kDa ~100 kDa ~80 kDa ~55kDa ~50 kDa ~165 kDa ~75 kDa

Gizim-4. Faj gosterim teknigi ve recombinant DNA teknolojisi yontemleri ile iiretilebilen antikor tipleri. scFv: Tek zincirden olusan Fv bélgesi antikoru; VH: insan Fv bélgesi agir

zinciri; VhH: Deve Fv bolgesi agir zinciri; VNAR: Kopek bahigi Fv bolgesi agir zinciridir'? ™,

© Kocaeli Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi, 2016 SBD16-1.2 SBD 2016 S.1, C.2, s.6-14



S.M. SELIMOGLU et al.

scFv yapisinda
antikor molekiili

gift zineirli faj DNA st

1
P vl

Cizim-5: ScFv molekiilii tasiyan M13 bakteri faj1 (Kierny ve
dig.*>"ten derlenmistir).

sonrasinda gergeklestirilen iglemlerin tamami klasik hibridoma
gelistirme teknigi ile bire bir aynidir. Bu yontemle gelistirilen
antikorlar tamami ile biitiinciil yapida insan antikoru
niteligindedir (Cizim-2, Cizim-6b). S6z konusu teknigin klasik
yontemden ayrilan en biilyiik 6zelligi, gliniimiiz rekombinant
DNA teknolojisi metotlart ve gen aktarim teknikleri ile
kombine edilmis olmasidir. Buna gore, oncelikle in-vitro
kiltirti yapilan embriyonik kok hiicre hatlarindan birindeki
fare Ig-agir zinciri ile Ig-hafif zincirlerine ait ilgili genler
inaktive edilir. Bu sekilde gelistirilen hattan elde edilen
embriyolar in-vivo’da gelisim siirecine alimarak ID (fare
immiinoglobiilini {iretemeyen) fare wki elde edilir. Bu
calismaya paralel olarak, baska bir embriyonik kok hiicre
hattinin Ig gen bolgesine ayni zamanda insan Ig’leri de
sentezleyebilmesi igin insan Ig geni zincirleri eklenir. Bu
sekilde gelistirilen hattan elde edilen embriyolar da in-vivo’da
gelisim siirecine alinirlar ve bdylelikle hem insan, hem de fare
1g’ni sentezleyebilen bir irk da elde edilmis olur. Sonugta, elde
edilen iki fare irkinin birbirleri arasinda ¢iftlestirilmesi ile her
iki irkin da Ozelliklerini tasiyan bireylerin yaninda, yalnizca
insan Ig zincirlerini sentezleyebilen bir wrk da olusturulmus
olur (Cizim-7)'*",

a) Faj gisterim Teknigi b) Transgenik fare Teknolojisi

/\ r
L | WW‘ 2

) lnsan IgG ‘ \~
Tekrarh Secilim !::} @ {@ @

Pl B A
Sireci

i!mw

9

Hedef Antijen

“)‘-m

09909 o o G
©o 00 ™
©

Fuzyon partneri olarak
Miyeloma hilcre hatts

Spesifite
Tammasi
Hibridoma hiicre o o

hattinn gelistinilmesi —o o

l

+) o

Klonlama ve Gen Aktanm

-
L <
Istenilen Formda Antikor B
Uretimi

itiincil Yapda Antikor
Uretimi

Cizim-6. Popiiler antikor Gretim teknikleri (Brekke ve Sandlie *’dan
derlenmistir).
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Gelecekte Kullanilmaya Aday Teknikler

a. Insan-insan Hibridomalar

Oliimsiiz ve Stabil Insan B-lenfosit Hiicre Hatti

Insan B-lenfositlerinin éliimsiizlestirilebilmesi iizerine yapilan
ilk caligmalardan itibaren hasta bireylerden elde edilen B-
lenfositlerin Epstein-Barr viriisii (EBV) ile 6liimsiizlestirilmesi
yontemi iizerinde durulmaktadir'’. Bu amacla yiiksek miktarda
B-lenfosite ihtiya¢ duyulur. Bunlar bademcik basta olmak
iizere lenfatik dokulardan veya siklikla periferal kan
mononiikleer hucrelerinden temin edilmektedir. Ancak bu
yolla elde edilen hiicre hatlarmin diigiik seviyelerde antikor
salgiladiklar1 ve EBV’nin daha ziyade antikor salgilama yetisi
diisiik olan hiicre klonlarmni enfekte ederek onlarmn oliimsiiz
olmalarini saglayabildigi tespit edilmistir. Sonrasinda yapilan
¢aligsmalarda, EBV transformasyonu ve klonlamasi esnasinda
kilttire CpG oligonikleotidi olan, toll-benzeri reseptdr (TLR)
9 agonisti ilave edilmesi ile gorece ¢ok daha basarili sonuglar
almmaya baslanmustir'®. Bu kapsamda, SARS enfeksiyonuna
maruz kalarak, kurtulan bir hastadan 35 ayr1 antikor izole
edilebilmistir'™. Bu teknik sayesinde ayrica asagida daha
detayli olarak bahsi gecen RT-PCR (ters transkriptaz ile
polimeraz zincir reaksiyonu) ile ilgilenilen antikora ait Fv
protein zincirine (Cizim-3) ulasilmas1 islemi daha kolay
uygulanabilir bir hal almstir™®. Bununla beraber, s6z konusu
olimsiizlestirme, fiilen hiicrelerin ancak fiizyon siirecine kadar
gecen zaman igerisindeki karakterizasyon vb. prosedirler
siiresince  yasayabilmelerini ve stabil olarak antikor
salgilayabilmelerini miimkiin kilabilecek bir siire ile sinirlidir.
Bu agidan degerlendirildiginde, Oliimsiizlestirilmis B-
lenfositlerin  kullanimi ile salgiladigi antikoru onceden
karakterize edilmis olan hibridomalarin gelistirilebilmesi
teknik a¢idan miimkiin olsa da, Olimsiiz B-lenfositlerin
kullanim1 ile endiistriyel 6lgekte monoklonal antikor iiretimi
heniiz arzu edilen bir hayalden 6teye gegememektedir.

Olimstiz Insan Miyeloma Hiicre Hatti

ilk zamanlarda 6liimsiiz nitelikte farkli fare miyeloma hiicre
hatlart gelistirilmis olsa da, 6liimsiiz yapidaki insan miyeloma
hiicre hatlarinin gelistirilmesi zaman almistir. Bu kapsamda
gelistirilen hiicre hatlar1 (U-226, SK-007, GM1500, RPMI
8226, LICR-LON-Hmy2, Karpas 707 vb.) arasinda en giincel
olani Karpas ve dig.? tarafindan gelistirilen Karpas 707’dir.
S6z konusu hat, EBV ile transforme edilmis B-lenfositler ile
uyumlu sekilde hibridize edilebilmesi i¢in ouabain’e direngli
ve etkin bir HAT seleksiyonu igin ise HAT-duyarli olarak
gelistirilmistir. S6z konusu hiicre hattinin EBV ile transforme
edilmis hiicrelerden, bademcik ve kan lenfosit hiicrelerine
kadar farkli hiicreler ile birlestirilerek stabil bicimde antikor
salgilama yetisine sahip hibritler olusturabildikleri ve bunlarin
uzun siireli ve yeterli seviyelerde antikor salgilayabildikleri
rapor edilmistir™. Ancak farkli kaynaklar tarafindan yapilan
bagimsiz caligmalarda basarili sonuglarin elde edilebildigi
durumlarin oldukga nadir oldugu ifade edilmektedir®.
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b. Akis Sitometrisi ile Hiicre Smiflandirmasi ve Tek-tip Hiicre
ile RT-PCR

Soz  konusu  teknik ile  “insan  B-lenfositlerinin
olimsiizlestirilmesi teknigi”nde oldugu gibi etik nedenlerden
otiirli ya aktif sekilde immiinize olmus hastaya ait B-hicreleri,
ya da asilama sonrasi yanit gelistiren bir hastaya ait B-
hiicreleri  kullanilabilmektedir. Bu baglamda, 06ncelikle
hastanin sahip oldugu immiin repertuvarina ulasiimaya
calisilmakta, sonrasinda ise akis sitometrisi (flow cytometry)
ile ilgilenilen antijene 6zgu antikoru sentezleyen B-hiicre
klonlarma ulagilmaktadir. Ardindan, ilgili antijene karst
yiiksek ozgiilliikk ile baglanabilen antikoru sentezleyen hiicre
ekstraktia antikorun Fv bolgesini (Cizim-3) icerecek sekilde
sentezlenen primerler ile RT-PCR kurularak baglanma
bolgesine ait gen zincirine ve onun kodladig1 protein zincirine
ulasilmaktadir’. Son basamakta ise CHO (cin hamster
ovaryumu) hiicreleri veya benzeri bir konak kullanilarak
rekombinant DNA teknolojisi ydntemleri ile ilgilenilen
antijene yiiksek o6zgiilliik ile baglanabilen biitiinciil yapidaki
antikorun iiretimi gerceklestirilebilmektedir®’,

Fare Ig a@r ve hafif zincir genlen = C—mn
inaktive ediliv
Modifiye edilmemig fare

embriyonik kok hiicreleri

Inaktive edilmig el =8 Insan Ig genleri
Ig agr ve hafif e | C—mm0 | entegre edilmiy
zincirlerine sahip " crmn ) fare embriyonik
embriyonik ko \ T Fare Ig agir-zincir gen e/ kokhicreler
[t = =
T Fare Ig hafif-zincir geni
I insan 1g agu-zineir geni
jl T insan 1g hafif-zincir geni
- TTITR A IR
AL Tu(z N
LR N @ )
L ] ¥
e !
W = 2
T BN [

Fare antikorlan ile birlikte insan
antikorlan uretebilen fare hatti

Fare antikorlan
iiretemeyen fare ham

e

Yalmzea insan antikorlan tretebilen fare hatti

Cizim-7. Transgenik fare iiretim metodu (Jakobovits *"*den
uyarlanmustir).

c. Hibrit Hibridoma (Heterohibridoma)

Hibrit hibridoma (heterohibridoma) hiicre hatlari, immiinize
olmus ya da agilama sonrasi yanit gelistirmis bir hastaya ait
insan B-lenfosit hiicreleri ile ©nceden gelistirilmis bir
heteromiyeloma hiicre hattinin fiizyonu ile gelistirilmektedir.
Bu kapsamda kullanilan heteromiyeloma hiicreleri, belirli bir
insan hiicre hattt (siklikla miyeloma hiicreleri) ile fare
miyeloma  hicrelerinin -~ flzyonu  sonucunda  elde
edilmektedir'®. Bu kapsamda yapilan galismalarda gelistirilen
heteromiyeloma hiicre hatlarinda insan kdkenli partner olarak
insan miyeloma hiicre hatlarnin yani sira®?%, IgA miyeloma
hastas1 bireyden izole edilen kemik iligi mononiikleer
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hiicreleri®®, nodiiler lenfoma hastasindan izole edilmis malign
lenfoid hiicreleri®’ veya megakaryoblastik l6semi hiicreleri’®
de kullanilabilmektedir. Bu alanda yapilan &nemli bir
calismada; siklikla hibridoma olusturmada tercih edilen Sp2
fare miyeloma hiicre hatti hiicrelerine fare interlokin-6 ve
insan telomeraz katalitik alt-iinitesi’ni (TERT) es zamanli
olarak ekspirese edebilmesi oOzelligi  kazandirilmistir.
Boylelikle, bu hiicrelerin  partnerligi  ile  gelistirilen
hibridomalarda bir yandan I1L-6 ekspiresyonu sayesinde hiicre
proliferasyonu ve immunoglobulin Gretimi stimile olurken,
diger yandan TERT ekspiresyonu sayesinde oliimsiizliikleri
garantilenmekte ve uzun sire ile karyotipik stabilitelerini
muhafaza edebilmeleri saglanmaktadir. Bu hattin kullanimui ile
gelistirilen  Sp2/mIL-6/hTERT heteromiyeloma hattinin,
Streptococcus pneumoniae ile enfekte olmus hasta dalagindan
izole edilen B-hiicreler ile fiizyonu sonucunda etkin sekilde
antikor salgilama yetisine sahip heterohibridoma hattinin
gelistirilebildigi rapor edilmistir'®*.

Sonug

Monoklonal antikor UGretim teknolojilerinin miladi olarak
kabul edebilecegimiz Milstein ve Kohler’in kesfettikleri metot
ile baslayan siirecin, geride biraktigimiz ¢eyrek asirlik zaman
dilimi sonunda tam anlami ile istenilen noktaya geldigi
sOylenebilir. Bu baglamda, piyasada mevcut olan antikorlarin
yerini faj gosterim ve transgenik fare teknolojileri sayesinde
hizla biitinii ile insan tabanli muadilleri alirken, kimyasal
olarak sentezlenen klasik ilaglarin yerini ise yine s6z konusu
teknikler ile yeni gelistirilen biyoteknolojik ilaglar almaya
baslamistir. Giiniimiiz teknolojisi ile gelismekte olan metotlar
bir yandan antikorlarin elde edilme siiresini kisaltma yoniinde
evrilirken; diger bir yandan protein miihendisligi ile yapay
amino asitlerin  kullanim:  ve in-situ modelleme gibi
yaklasimlar ile baglanma affinitesi ve spesifitenin
arttirilmasia yonelik olarak evrilmektedirler. Benzer bir
durumun piyasadaki diger protein tabanli ilaglar (insiilin,
epoetin, vb.) i¢in de gegerli olmasinin yani sira, monoklonal
antikor teknolojisi ile edinilen deneyimler 1siginda kandaki
yartlanma siirelerinin arttirilmasi i¢in kullanilan kimyasal
ajanlarn yerine (PEG vb.) antikor Fc zincirine bagli halde
iiretilen proteinler de yavas yavas pazardaki yerlerini almaya
baslamistir. Boylelikle her gecen giin hizla gelismekte olan
monoklonal antikor teknolojisi sayesinde yakin gelecekte daha
kisa zamanda, daha spesifik ve daha yiiksek affiniteye sahip
antikorlarin  gelistirilebilecek olmasmin yan1 sira, bu
teknolojinin kazanimlart iizerine ingsa edilmekte olan diger
segmentteki ilaglarin da protein tabanli hale gelerek daha
biyouyumlu, daha uzun sire etkili ve hedeflerine spesifik
olmalarini beklemekteyiz.
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