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ANTIFOSFOLIPID SENDROMU OLAN BIR HASTADAN
MONOKLONAL ANTI-82 GLIKOPROTEIN ANTIKORLARININ
URETILMESI

Murat INANC#*

OZET

Tekrarlayan arter veya ven trombozlari ve /veya fetus kayiplari ile birlikte antifosfolipid anti-
korlarin (AFLA) saptanmas! antifosfolipid sendromu (AFS) olarak tanimlanmigtir. AFS'li has-
talarda saptanan AFLA'larin $nemli bir béliimiiniin sadece fosfolipidlere degil p2-glikoprotein
(B2GPI) ve protrombin bagta olmak iizere plazma proteini igeren ve protein kofaktor-fosfoli-
pid'den olusan antijen komplekslerine baglandig: ortaya konmugtur Yapilan aragtirmalar anti-
B2GPI antikorlarin AFS patogenezindeki dnemini belirlemekle birlikte, bu otoantikorlarm or-
taya ¢ikiglarimin ve patojenik etkilerinin mekanizmalart tam olarak agiklanamamugtur, Bu calig-
mada AFS'li bir hastanin dalagindan elde edilen B-hiicreleri kullanilarak yapilan fiizyon dene-
yi ile hibridoma olugturularak monoktonal anti-R2GPI elde edilmesi amaglanmigtir. Kardiyoli-
pin ve B2GPI'e baglanlanan monoklonal otoantikor {ireten iki hibridoma tiretilmistir.

SUMMARY

The production of monoclonal anti-g2 glycoprotein I antibodies from patient with antiphosp-
holipid syndrome. The production of monoclonal anti-g2 glycoprotein I antiboies from patient
with antip Recurrent arterial or venous thrombosis and/or fetal loss with positive tests for an-
tiphospholipid (aPL) autoantibodies has been classified as the antiphospholipid syndrome
(APS). It has been found that most aPL antibodies in patients with APS do not bind exclusi-
vely to phospholipid antigens but react with protein cofactor-phospholipid-antigen complexes.
These protein cofactors were found to be plasma proteins like p2-glycoprotein (32GPI) and
prothrombin , Although investigations revealed the importance of anti- R2GPI antibodies in the
pathogenesis of APS, the origin of these autoantibodies and mechanisms of their pathogenicity
could not be explained completely. In this study, B-cells from a spleen of a patient with APS
were used in a fusion experiment in order to produce monoclonal anti-(2GPI antibody secre-
ting hybridomas. Two different autoantibody secreting hybridomas were produced. The mo-
noclonal autoantibodies bind to both cardiolipin and p2GPL

GIRIS de ve klorpromazin gibi bazi ilaglar1 kulla-
nan hastalarda saptanabilen heterojen bir
otoantikor grubudur (19, Serumda AFLA an-
yonik (kardiyolipin vb.) veya notral fosfoli-
pidlerin (fosfatidiletanolamin) antijen olarak
kullanilarak ELISA yontemi ile saptanabilir.
Bir diger yontem ise antikorlarm fosfolipide
bagimli pihtilagma testlerinin (aPTT vb.) sii-

resini uzattiginin belirlenmesidir. Bu durum-

Tekrarlayan arter veya ven trombozlart ve
/veya fetus kayiplart ile birlikte antifosfoli-
pid antikorlarin (AFLA) saptanmasi antifos-
folipid sendromu olarak tanimlanmugtir ©),
Klinik tabloya trombositopeni eslik edebilir
ve sendromun ilk bulgusu trombositopeni
olabilir (13), AFS ilk olarak sistemik lupus

eritematozuslu (SLE) hastalarda tanimlan- ) 5 N .
da lupus antikoagiilaninin varligindan soz

mis olmakla birlikte bagka bir otoimmiin
hastalif1 olmayan kisilerde goriilebilir ve bu
durum primer AFS olarak adlandirilir @,
AFL SLE ve diger otoimmiin hastaliklarin,
infeksiyonlarin, malign hastaliklarin seyrin-

edilir 19,

AFS'li hastalarda saptanan AFLA'larin
dnemli bir boliimiiniin sadece fosfolipidlere
degil p2-glikoprotein (B2GPI) ve protrombin
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bagta olmak iizere plazma proteini igeren ve
protein kofaktor-fosfolipidden olusan antijen
komplekslerine baglandig: ortaya konmustur
(L7), B2GPI (apolipoprotein H) in vitro anti-
koagiilan 6zellikleri olmakla birlikte fizyolo-
jik rolii tam aydinlatilamamis bir plazma
proteinidir D, Ayrica heparin, trombosit
membrant ve DNA gibi negatif yiiklii mak-
romolekiillere baglanabilir. AFS'li hastalarda
direkt B2GPI'e baglanan antikorlar saptan-
mis ve bu anti-B2GPI antikorlarin tromboz
agisindan tan1 degerinin antikardiyolipin an-
tikorlardan yiiksek oldugu ortaya konmustur
(D), Anti-B2GPI antikorlarin SLE'li hastalar-
da tromboz gelismeden énce de pozitif bu-
lundugu saptanmustir (!2), Bu bulgulara ek
olarak B2GPI ile asilanan farelerde anti-
B2GPI antikorlarmin gelismesi ve bu hayvan
modellerinde AFS ile uyumlu klinik bulgu-
larin ortaya ¢ikmasi, B2GPI'in AFS'de im-
miinojenik 6zelligini ve gelisen otoantikorla-
rin patojenik karakterini yansitmaktadir (16),

Yapilan arastirmalar anti-32GPI'in AFS pa-
togenezindeki onemini belirlemekle birlikte,
bu otoantikorlarin ortaya ¢ikislarmin ve pa-
tojenik etkilerinin mekanizmalari tam olarak
agiklanamamustir, Bu ¢alismada AFS'li has-
talarin B-hiicreleri kullanilarak yapilan fiiz-
yon deneyleri ile hibridoma olugturarak mo-
noklonal anti-B2GPI elde edilmesi amaglan-
mustir.

MATERYAL ve METOD

Anti-B2GPI pozitif hastalarin saptanmasi
amactyla University College London Blo-
omsbury Romatoloji Unitesi tarafindan iz-
lenmekte olan 11 primer AFS'li hasta IgG
antikardiyolipin ve anti-32GPI ELISA testi
ile tarandi. Her iki antikorla ilgili ELISA
metodlar1 12 numarali kaynakta tarif edil-
mistir, Tarama sonucunda pozitif bulunan
hastalardan tedaviye direngli trombositopeni
nedeniyle splenektomi yapilacak olan
P.G.'den elde edilecek dalak hiicreleri ile
fiizyon yapilmasi planlandi,

Fiizyon Protokolii

Splenektomi sonrasi dalak steril sartlarda la-
boratuvara getirildi ve laminer akim cihazin-
da heparin ve RPMI igeren soliisyon iginde
¢ok kiiciik parcalara boliindii. Bu pargalar-
dan elde edilen hiicre suspansiyonundan mo-
noniikleer hiicreler Lymphoprep (Nycomed)
ile ayrildi. Ug kez RPMI-1640 (Gibco) ile
yikanan hiicrelerin direkt olarak CB-F7 fare-
insan heteromiyelom (normal insan B-lenfo-
sitleri ile fare miyelom hiicre dizini
P3X63Ag8/653'tin fiizyonu sonucu elde
edilmistir) hiicre dizini (S. Jahn, Berlin) ile
flizyonu yapildi ®), CB-F7 hiicreleri HAT
(hipoksantin-aminopterin-timidin)'a duyarli,
ouabain'e direngli sekretuar olmayan bir
hiicre dizinidir. Kisaca, mononiikleer hiic-
re:CB-F7 orani 1:1 olarak hiicreler RPMI
icinde karistirildi ve santrifiij edildi. Elli
milyon lenfosite 6nce 1ml %50 polietilen
glikol eklendi ve daha sonra 1 milyon lenfo-
site Iml RPMI ile seyreltildi.Yeniden santri-
fiij yapild1 ve fiizyon sonrasi soliisyon ile su-
landirild1. Hiicreler daha sonra 96 kuyucuklu
plakalara (Nunc) ekildi. Yirmidort saat sonra
kuyucuklara HAT soliisyonu eklenmeye
baglandi. Hiicrelerin ¢ogaldigi kuyucuklar-
dan alman "supernatant” yaklagik 3-4 hafta
sonra antikor sekresyonunun saptanmasi igin
ELISA ile kontrol edildi. Plakalar Dynatech
MR 4000 ELISA okuyucu ile pozitif kontrol
optik dansitesi 1.0't gectigi zaman okundu
ve okunan degerden antijenle kaplanmamig
kuyucuklarda okunan degerler ¢ikarilarak el-
de edilen sonuglar dikkate alindi. Monoklo-
nal antikor eldesi i¢in antikor sekresyonu ya-
pan klonlar ii¢ kez yeniden diliisyon yapila-
rak klonlandi-ekildi ("subcloning by limiting
dilution") ©), Yirmi dort kuyucuklu plakalar
kullanilan bu dénemde klonlarin ekspansi-
yonuna destek olarak kuyucuklara BALB/c
farelerin peritonundan elde edilen makrofaj-
lar eklendi. Ekspansiyon gozlenen ve yapi-
lan ELISA kontrollerinde uygun 6zgiilliikte
antikor sekresyonu yapan klonlarin tedricen
serumdan yoksun solilisyonda ve 500ml'lik



siselerde kiiltiirleri yapildi ®, Antikor sek-
resyonu yapan hibridomalar -80 C'de dondu-
rularak piirifikasyon ve ileri ¢aligmalar igin
sakland1

BULGULAR

Onbir primer AFS'li hastanin tarama sonug-
lar1 Sekil 1'de verilmistir. Bu ¢alismada 1,6
ve 11 numarli hastalar diginda biitiin hasta-
larda anti-B2GPI antikorlar pozitif bulun-
mugtur. Fiizyon deneyi splenektomi olan 7
numarali hastadan (P.G.) elde edilen dalak
hiicreleri kullanilarak yapildi. Fiizyon sonra-
smda hiicreler 19 adet 96 kuyucuklu plakaya
ekilmistir. Uc hafta sonra tespit edilen
400'den fazla klondan elde edilen "superna-
tant" ELISA ile antikardiyolipin ve anti-
B2GPI sekresyonu agisindan polivalan kon-
juge kullanilarak kontrol edildi. Klonlarin
tespit edildigi kuyucuklara destekleyici ola-
rak farelerden elde edilen makrofajlar eklen-
mig ve kiiltiir stirdiiriildii. Antikardiyolipin
ELISA ile yiiksek baglanma saptanan 12
klonun kiiltiiriine devam edildi. Altkiiltiir
("subcloning") yapilan 2 klonda yiiksek IgM
anti-B2GPI sekresyonu saptand: ve klonlar

inan¢ M.

(IG11R1 ve IG11R2) ileri analizler yapil-
mak {iizere -80 C'de saklandi. Elde edilen
klonlarin kardiyolipin ve f2GPI'e baglanma
aktiviteleri Sekil 2'de verilmistir. ELISA
yontemi kullanilarak belirlenen klonlarin ¢ift
sarmal DNA (dsDNA)'ya baglanmadig1 sap-
tanmustir.

TARTISMA

Hibridoma teknolojisinin gelismesi arastir-
macilarin otoimmiin hastaliklarda otoan-
tikorlarin ayrintili 6zelliklerini incelemeleri-
ni saglamaktadir. Insandan monoklonal anti-
kor dretilmesi ve analizi ile ilgili deneyler
ornek elde etmede zorluklar ve teknik glig-
liikler nedeniyle belli merkezlerce yapilabil-
mektedir. Bu ¢aligmada tedaviye direngli
trombositopenisi olan ve anti-f2GPI antikor-
lar1 pozitif bulunan bir primer AFS'li hasta-
dan fare-insan heterohibridomalar: elde edil-
mesi.ve heterohibridomalar tarafindan {ireti-
len otoantikorlarin tanimlanmast amacglan-
mugtir, Calisma sonunda kardiyolipin ve
B2GPI'e baglanan IgM izotipinde iki otoanti-
kor tiretilmig ve ileri analizler i¢in saklan-
mugtir.

Sekil 1. Anti-B2 glikoprotein I antikor taramasi yapilan primer antifosfolipid sendromlu hastalarin sonuglari. P= pozi-

tif kontrol, N= saglikli kontrol, OD= optik dansite
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Sekil 2. Monoklonal antikorlarin (IG-11R1 ve IG-11R2) ve pozitif muglardir 17), Bagka antijenlerle il-

kontrol serumunun kardiyolipin (anti-KL) ve $2-glikoprotein I'e (anti-

B2GPI) baglanma aktiviteleri (ODX 1000).

gili ¢alismalarda inhibisyon incele-
meleri IgG ve IgM izotipindeki mo-
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mustur @, AFS'li hastalardan elde
edilen IgM izotipinde monoklonal

antikardiyolipin antikorlarin ince-
lenmesi, bu antikorlarin IgG izoti-
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cok yakin iligkili epitoplara baglan-
diklarmin ve patojenik IgG izotipi
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ozelligi tagidiklarimi ortaya koymus-
tur (18), IgM otoantikorlarmn bu dzel-

Daha 6nce SLE'li hastalardan {iretilen mo-
noklonal anti-dsDNA antikorlar ¢ogu IgM
izotipinde ve polireaktiftir. Aktif SLE'li has-
talarda yiiksek diizeyde saptanan anti-
dsDNA antikorlar ise IgG izotipindedir ),
SLE ve AFS arasmda otoantikor iiretimi agt-
sindan benzerlikler vardir ve AFS'de de
tromboz ve fetus kayiplar1 gibi klinik bulgu-
larla yiiksek diizeyde IgG AFLA arasinda
korelasyon saptanmigtir (11, TgM izotipinde-
ki otoantikorlarin dogal otoantikor nitelikle-
rine kargin IgG izotipindeki otoantikorlarin
bir boliimiiniin patojenik 6zelligi oldugu ve
gelisimlerinde somatik mutasyonun rolii ol-
dugu kabul edilmektedir ), Insanda IgG
izotipinde monoklonal antikor iiretimi peri-
ferik kanda IgM iireten hiicreler lehine bir
artis oldugundan gii¢c oldugu ileri stiriilmiis-
tiir @, Bir diger monoklonal antikor {iretim
metodu olan periferik lenfositlerin Epstein-
Barr virus transformasyonunun daha c¢ok
IgM iireten klonlan segtigi diigtiniilmektedir
©), IgM izotipindeki AFLA'nin 6zgiil olma-
yan bicimde bir¢ok negatif yiiklii molekiile
baglanma olasilig1 vardir (polispesifik oto-
antikorlar). Ravirajan ve ark. ¢ok sayida
IgM insan monoklonal AFLA ile yaptiklar
caligmada bu otoantikorlarin fosfolipid anti-
jenlere 0zgiil olarak baglandiklarimi kanitla-

likleri nedeniyle patojenik tzellikle-
ri agisindan incelenmeleri 6nemlidir (17),

Calismamizda ve dalak dokusu kullanilan bu
fiizyon deneyinden 6nce yapilan 10 periferik
lenfosit fiizyonunda IgG iiretimi agisindan
daha avantajli bir yontem oldugu kabul edi-
len partner heteromiyelom hiicreleri ile di-
rekt fiizyon yapildig: halde IgG otoantikor
tireten hibridoma elde edilememigtir. Benzer
metodla daha 6nce 1gG anti-dsDNA ve IgG
antifosfolipid antikorlarmn iiretilmis olmasi
nedeniyle metod acisindan bir sorun olmadi-
g1 kabul edilebilir ©:15), Ayni dénemde IgG
monoklonal antikor iiretimi yapilamamasi
CB-F7 fiizyon partneri ile ilgili sonradan ge-
lismis bir secicilik 6zelligi ile agiklanabilir.
Buna ek olarak otoantikor taramas: ve fiiz-
yon deneyi farklt zamanlarda yapildigindan
deney swrasinda IgG anti-2GPI iiretiminin
olmadig1 varsayilabilir. Monoklonal insan
otoantikoru tiretimindeki sorunlar son yillar-
da belirli antijene spesifik hiicrelerin akim
sitometresi ile tek tek secimi ve daha sonra
immiinoglobulin degisken boélge (V) geninin
klonlanmasi ve monoklonal antikorun trans-
fer vektorleri yardimiyla rekombinan olarak
tiretilmesi ile giderilebilmektedir. Bu yolla
elde edilen AFLA antikorlarin heterojen ya-
pt ve fonksiyon tagidiklari bildirilmistir (14,




Bu deneyde iiretilen hibridomalarmn serum-
dan yoksun sollisyonda kiiltiiriintin yapilip
elde edilen "supernatant"dan afinite piirifi-
kasyonu ile ¢ok miktarda antikor elde edile-
rek antikorlarin yapisi, antijene baglanma
ozelliklerinin incelenmesi ve hibridomalar-
dan ¢cDNA elde edilerek sekans analizi plan-
lanmaktadir (19),

Not: Bu calismadaki deneyler Prof. D.A.
Isenberg (University College London, Ingil-
tere) yonetiminde ve Dr C.T. Ravirajanin
yardim ve destegi ile yapinugtir. Yazar her
iki bilimadanmina tesekkiirlerini sunar. Ca-
lismalar kismen Tiirkiye Bilimsel ve Teknik
Arastirma Kurumu ( TUBITAK) tarafindan
verilen Avrupa Bilimsel Degisim Programi
(Royal Society) ve NATO B-2 Doktora Son-
rast Arastirma Progranu burslart ile des-
teklenmigtir.
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