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OZET

KISTIK FIBROZIiSIN ERKEN TANISINA YONELIK IRT2’ YE KARSI
MONOKLONAL ANTIiKOR GELISTIRILMESI

Tugce Nur ERALP

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Banu MANSUROGLU
Es Danisman: Dog. Dr. Fatima YUCEL

Kistik fibrozis otozomal ¢ekinik gecis gosteren, beyaz irkta en sik rastlanan genetik hastaliktir.
Diinyada prevalansi yaklasik olarak her 3000 bebekte 1 olarak saptanmigstir. Pankreas, bagirsak,
akciger, ter bezleri ve dis salgi bezleri gibi viicudun bir¢ok 6nemli sistem ve organini ayni
anda etkileyebilen bu rahatsizlikta, sindirim sistemi ve solunum sistemi kalin ve yapiskan bir
mukoza salgistyla tikanir. Hastalarin yasam siiresinin ortalama 37 sene ile sinirlandigi bu
hastalikta, etkin tedavilerin erken baglatilabilmesi i¢in erken taninin Onemi giderek
artmaktadir. Yenidoganda kandaki, Immunoreaktif Tripsinojen (IRT) diizeyi, normal
yenidogan kanma gore 5 ilel0 kat daha fazladir.IRT bir yenidogan tarama aracidir ve
yenidogan tarama programlarinda ilk incelenmeye baslanan belirte¢ olmustur Bu hastaligin
erken tanis1 Amerika, Yeni Zelanda ve bircok Avrupa iilkesinde yenidogan tarama programinda
uygulamadadir. Tarama programlarinda, bebeklerin topuk kanindan IRT diizeylerine
bakilmakta, bazi iilkelerde ise DNA testi ile gen mutasyonu incelenmektedir. Ulkemizde de
2015 yihi itibariyle, T.C. Saglik Bakanlig1 Yenidogan Ulusal Tarama Programinda yenidogan
topuk kani 6rneklerinde Kistik Fibrozis hastaliginin taranmasi1 zorunlu testler arasina alinmig
ve IRT analizlerine baslanmistir. Kistik fibrozisin tanisinda kullanilan ELISA temelli tani
kitleri yurt disindan ithal edilmekte ve iilke ekonomisine biiylik kiilfet olusturmaktadir. Bu
sorunlar1 agmak amaciyla konu ile ilgili iilkemizde yapilan ¢aligmalar da oldukga yetersizdir.
Bu nedenle tiimiiyle yurt digsindan satin alinan, yilda yaklasik 1 270 000 yeni dogan bebek icin
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yapilacak ve tekrar testleriyle birlikte yaklasik 2 000 000 adete ulasacak olan IRT test kiti
ihtiyaci iilkemiz i¢in ¢ok onemlidir.

Bu tez ¢alismasinda Kistik fibrozisin tanisina yonelik gelistirilmesi planlanan yerli ELISA
kitlerinde kullanilmak iizere IRT2’ ye karsi monoklonal ve poliklonal antikorlar {iretildi.Bu
amagcla, ticari olarak temin edilen IRT2 antijeni ile 6-8 haftalik BALB/c tiirii fareler immiinize
edildi. Hibridoma teknolojisi kullanilarak giiclii antikor yaniti alinan fareler ile 7 ayr fiizyon
caligmalar1 gergeklestirildi. Flizyonlarda, B lenfosit kaynagi olarak dalak organmi kullanildi.
Dalak hiicreleri ile fare myeloma hiicreleri, polietilen glikol varliginda birlestirildi. Fiizyon
caligmalar1 sonucunda 3 adet klonun iirettigi antikorun IRT2 antijeni ile 6zgiin reaksiyon
verdigi dolaylt ELISA yontemi ile belirlendi.

Sonug olarak; elde ettigimiz bu monoklonal antikorlar kullanilarak yenidogan kanlarinda IRT?2
nin tespiti icin hizli, basit, giivenilir ve hassas sistemler olan ELISA tami sistemlerinin
gelistirilmesi miimkiin olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hibridoma teknolojisi, IRT2 antijeni, Kistik Fibrozis, Monoklonal
antikor, Tam kitleri
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ABSTRACT

MONOCLONAL ANTIBODY PRODUCTION AGAINST IRT2 FOR
CYSTIC FIBROSIS EARLY DIAGNOSIS

Tugce Nur ERALP

Deparment of Molecular Biology and Genetics
MSc Thesis

Adviser: Assoc.Prof. Dr. Banu MANSUROGLU
Co-Adviser: Assoc.Prof. Dr. Fatima YUCEL

Cystic fibrosis is an autosomal recessive genetic disease and has an incidence rate of one in
3.000 infants in worldwide. Cystic fibrosis affects multiple systems and organs simultaneously;
including lungs, pancreas, bowls, sweat glands and external glands where in lungs and
digestive system, causes obstruction with a viscous mucosal secretion. Most life threatining
part of the disease is malnutrition. Cystic fibrosis affects multiple systems and organs
simultaneously; including lungs, pancreas, bowls, sweat glands and external glands where in
lungs and digestive system, causes obstruction with a viscous mucosal secretion.Disease’s
survival to a median predicted age of ~37 years for children born with cystic fibrosis today. It is
important to early detection of disease for start in effective treatment strategy. In recent years,
cystic fibrosis was included in the neonatal screening programs in many countries such as
USA, New Zealand and any other European countries. In these screening programs, immun
reactive trypsinogen levels are tested from the heel bleedings of the newborns, in the other hand
some countries screen genetic mutation analysis. In our country, after 2015, there is no cystic
fibrosis diagnosis test. Since 2015, Health Ministry of Turkish Republic included cystic fibrosis
tests to the obligatory National Neonatal Screening Program, and heel bleedings of the newborn
were tested for IRT levels. But, neonatal cystic fibrosis scrrening tests are imported and this is
an economical inconvenience for our country. There is no sufficient labor in the diagnosis
technology area. Therefore, a need around 2.000.000 IRT test kits in order to test
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approximately 1270 000 babies per year with replicas, poses a great importance for our
country.

With this purpose, commercially obtained IRT2 antigen is used for immunisation of 6-8 weeks
old BALB/c mice in the experiments. By using hybridoma technology, seven fusion studies
were carried out with the high immune response giving mice. The spleen was used as a
lymphocyte source in the fusion studies. Spleen and myeloma cells were fused in the presence
of polyethylenglycol. As a result of fusion, 3 positive hybrid clones were obtained and
produced spesific monoclonal antibody against IRT2 by indirect ELISA.

In conclusion, using this monoclonal antibody it will be possible to develope quick, easy and
cheap ELISA diagnostic systems to detect the IRT 2 in newborn bloots.

According to this, the aim of this thesis study as a first time in our country is to produce
monoclonal and polyclonal antibody against IRT2 antigen. Using the hybridoma technology
process, we obtained original and high affinity monoclonal and polyuclonal antibodies.
Antibodies were purified and characterized.

Keywords: Hybridoma technology, IRT2 antigen,Cystic fibrosis , Monoclonal antibody,
Diagnosis Kit.
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

Ik kez 1938 yilinda ¢ocuk doktoru Dorothy H. Andersen tarafindan tanimlanip ve
“pankreasin kistik fibrozisi” olarak bilinen “mukovisidozis™ hastaligi, Kafkas irkinda en
stk goriilen genetik hastaliktir. Otozomal g¢ekinik olarak kalitilip, solunum sistemi ve
sindirim sistemiyle beraber salgi bezlerinde de etkisi goriilen, en yaygm oOlimeciil
kalitsal hastaliklardandir. Diinyada ve iilkemizdeki sikligi 3000 kiside bir olarak
belirtilmektedir [1], [2].

Akraba evliliginin halen sik oldugu iilkemizde sik¢a goriilen kistik fibrozis, ilerleyen
donemde viicudun birden ¢ok sistem ve organini ayni anda etkilemektedir. Kistik
fibroziste sodyum emilimi arttigindan dolay1 klor absorpsiyonu hiicrede bozulur. Hava
yolu ylizeyinde olusan dehidratasyon, sillerin fonksiyonuna da etki ederek bozar ve
solunum sisteminde de mukus birikmesine sebep olur. Ileri asamada kronik bakteriyel
enfeksiyon baslar. Oliimiin en yaygin sebebi, tekrarlayan akciger enfeksiyonlaridir [3],
[4]. Bagirsaklarda, pankreasta ve safra yollarinda tutulum olur; bu sebeple dengesiz
beslenme belirtileri ortaya c¢ikar. Klor salinimindaki bozulma sonucunda birgok
bagirsak hastalig1 olusur [5]. Hastalarin bobrekleri de bu rahatsizliktan etkilenir. Kistik
fibrozis hastalarinda metabolik alkaloz c¢izelgesine rastlanmakla beraber, idrar
konsantrasyonunda da iyon dengesizligine bagl olarak bozukluklar gozlenir [6].
Hastalarda yasam sagligini etkileyen diger bir dnemli belirtecse pankreatik kanallarda
olusan tikanmadir. Koyu ve yapiskan mukusun kanallar1 tikamasiyla pankreasin
sindirim enzimlerinde yetersizlik meydana gelir. Pankreas kanallarinda biriken salgilar

kanallarda gerilemeye ve ekzokrin salgi yapan pankreas dokusunun fibrozisine neden



olur. Pankreatit gelisimi ardindan, Langerhans adaciklarindaki hiicrelerde meydana
gelen kayip endokrin insiilin salgisinin azalmasina ve ileriki zamanlarda insiilin direnci

ve diyabete sebep olur [7].

Kistik fibrozisli hastalarin tanisi1 i¢in siklikla kullanilan {i¢ ydntem mevcuttur.
Yenidogan tarama testi ¢ok pahali olmamakla beraber, yenidogan bebeklerin topuk
kanlart 6rneginden immunreaktif tripsinojenin  (IRT) analizini temel alir. Kistik
fibrozisli yenidoganlarda IRT miktarlar1 yliksek olmakla beraber, bebeklerde birkag
hafta icerisinde bu deger diisme gosterebilir, hatta normale donebilir. Bu nedenle tarama
Ozgiinliigliniin artirilmas1 amaciyla IRT yiiksekligi saptanan bebeklerde ikinci bir IRT
taramast veya kistik fibrozis gen mutasyonu analizi yapilir. Her iki geninde de
mutasyon saptanan yenidoganlara hastaligin tanisi konur. Bazi durumlarda ter testi ile
sonucun dogrulamasi da istenebilir ve ardindan ter testi yapilir. Bu gende tek mutasyon
tagiyan hastalarda ise ter testi sonucuna gore tastyici bireyler ve hasta bireylerin ayrimi

gerceklestirilir [8- 10].

Son 30 yilda birgok iilkede kistik fibrozis hastaliinin tanis1 yenidogan tarama testleri
arasma almmustir. Ulkemizde ise kistik fibrozisin erken tanisi, Saghk Bakanlhiginin
katkisiyla ve hastaligin ciddiyetinden dolayr 2015 ten itibaren yenidogan tarama
programinin zorunlu testleri arasina alimmustir. 2015°te Tirk Halk Saghigi Kurumu
,Ulusal Yenidogan Tarama Programi teknik sartnamesinde TSH (Tiroid Uyarict
Hormon), fenilketoniiri ve biotinidaz ile birlikte kistik fibrozis hastaligida taranmasi

sart1 yer almistir [11].

Kistik fibrozisli hastalarin kanindan IRT miktar1 saptamast ELISA temelli sistemler
aracilifiyla yapilmaktadir. Monoklonal veya poliklonal antikor kullanimina dayali
ELISA testleri daha fazla kan 6rneginin test edilmesine olanak vermektedir ve diger
birgok teste gore daha giivenilir sonuglar vermektedir. Bu nedenle artik hemen her

laboratuvarda rutin uygulanan bir yontem halindedir [12].

1.2 Tezin Amaci

Kistik fibrozis gibi genetik hastaliklarda etkin tedavilerin erken baslatilabilmesi igin
erken taninin 6nemi giderek artmaktadir. Bu hastaligin tanist Amerika, Yeni Zelanda ve
bircok Avrupa iilkesinde yenidogan tarama programinda uygulamadadir. Tarama

programinda bebeklerin topuk kanindan IRT diizeyleri, baz1 iilkelerde ise DNA testi ile
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gen mutasyonu incelenmektedir. Ulkemizde 2014 yili ve dncesinde yeni dogan tarama
programinda yer almayan kistik fibrozis tani testi, 2015 yili itibariyle T.C. Saglik
Bakanligi Yenidogan Ulusal Tarama Programinda zorunlu testler arasina eklenmistir.
Yenidogan topuk kanmi Orneklerinde hastaligin taramasi igin IRT analizlerine
baslanmistir. Kistik fibrozisin tanisinda kullanilmak iizere gelistirilen tami kitleri yurt
disindan ithal edilmekte ve {lilke ekonomisine biiyiikk kiilfet olusturmaktadir. Bu
sorunlart agmak amaciyla konu ile ilgili lilkemizde yapilan calismalar da oldukca
yetersizdir. Bu nedenle tiimiiyle yurt disindan satin alinan, yilda yaklagik 1 270 000 yeni
dogan bebek i¢in yapilacak ve tekrar testleriyle birlikte yaklasik 2 000 000 adete
ulasacak olan IRT ELISA test kiti ihtiyaci iilkemiz i¢in ¢ok onemlidir. Tezde Kistik
fibrozisin erken tanisi i¢in ELISA temelli serolojik testlerde kullanilmak tizere
monoklonal ve poliklonal anti- IRT2 antikorlarinin gelistirilmesi ve karakterize edilmesi
amagclanmustir. Tlgili test sistemlerinin gelistirilmesine ydnelik tez sonuglar1 uygulamaya
aktarildik¢a, bir yandan disa bagimlilik azalacak, diger yandan ilgili pazarda rekabete
bagli olarak maliyetlerin diismesi s6z konusu olabilecek ve bu c¢ercevedeki proje

sonuglarindan kaynaklanan tirtinlerin ihrag edilebilmeleri de miimkiin olabilecektir.

1.3 Hipotez

Bu calisma sonucunda; kistik fibrozisin tanisi i¢in {iiretilen monoklonal ve polikonal
anti- IRT2 antikorlarinin serolojik yOntemler arasinda en basit ve yaygin tipi olan
ELISA sistemlerinde uygulanabilirliginin 6l¢imii ve spesifikligin belirlenmesi i¢in
monoklonal antikorlarin elde edilmesi saglanacaktir. Buna gore bu calisma iginde

hedefe ulasabilmek igin;

e Hibridoma calismalarinda antijen olarak uygulanmasi amaciyla gesitli IRT2
antijenlerinin kullanimi1 ve karakterizasyonu,

e Literatiirde antikor iretiminde rutin olarak kullanilan 6-8 haftalik Balb/c
farelerin immiinizasyonlarinin periyodik olarak yapilmasi ve ELISA yontemi ile
immiinizasyon kontrollerinin gerceklestirilmesi,

e Fiizyonun en 6nemli elemanlarindan olan FO myeloma hiicrelerinin devamli
kiiltiiriiniin elde edilmesi,

e Balb/C tiirii farelerin peritonundan elde edilen makrofaj hiicrelerinin ve
makrofaj kiiltiir metabolitlerinin hibrid hiicrelerinin gelisiminin desteklenmesi

amaciyla eldesi ve kullanilmasi,



ELISA ile en yiiksek immiin cevab1 verdigi belirlenen farelerden elde edilen
dalaktan B hiicrelerinin eldesi ve myeloma hiicreleri ile fiizyonlarinin
gerceklestirilmesi,

Fiizyon sonrasi hiicrelerin segici besiyerlerinde Kkiiltiirlerinin  yapilarak,
monoklonal olarak IRT2 antijenine karsi1 spesifik yanit1 olan hiicrelerin eldesi,
IRT2 antijenlerine kars1 spesifik yanit veren hiicre klonlarmin tek diisiiriiliip
monoklonal antikor sentezleyen hiicrelerin eldesi, bu hiicrelerin biiyiik dl¢ekte
cogaltilarak saklanmasi ve IRT2 antijenine karsi monoklonal antikor iireten
hiicre hatlarinin elde edilmesi,

IRT2 antijenine karst monoklonal antikor iireten hiicre hatlarinin ELISA test
sistemleri ile Ozgiinliigliniin kontrol edilmesi ve kiiltiir ortamindan

saflastirilmasi,

IRT2 antijenine kars1 {iretilen fare monoklonal ve tavsan poliklonal
antikorlarinin ileride farkli enzimatik veya kimyasal yapilarla birlestirilmesi,
sandvi¢c ELISA sistemi gibi cesitli tan1 sistemlerinde test edilmesi stratejileri tez

siirecinde belirlenmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Kistik Fibrozis

Kistik Fibrozis (OMIM 219700) diinya ¢apinda 70 000 bireye etki eden otozomal

resesif bir hastaliktir. Tiim 1rklarda goriilen bu hastalik en ¢ok Avrupalilarda etkisini
gostermektedir. Akciger ve hava yollarindaki ve pankraes duktusundaki anormal viskoz
salgilar kistik fibrozisli hastalarda enflamasyona onciiliik etmekte, doku hasarina sebep
olmakta ve bu durumda hem organlarin hem de organ sistemlerinin yikimina sebep

olabilmektedir [13].

Pankreatik enzimlerin disaridan saglanmasi ve multidisipliner takimlarin isbirligi
sayesinde yeni etkin terapilerin olusturulabilmesiyle sagkalim yas1 37’ ye kadar
cikabilmistir [13]. Sekil 2.1° de Kistik fibrozisin temel belirtileri ve bu belirtilerine

katkida bulunan genetik belirleyiciler goriilmektedir.

Organ sistemlerinin diizgiin caligmasini saglayan bir durum olan salg1 bezlerinin ince ve
akigskan sivist kistik fibroziste 7.kromozomda bulunan CFTR proteininde meydana
gelen mutasyon sonucunda yogun, yapiskan ve kivamli hale gelmektedir. Bu nedenle
hastalar enfeksiyona agik hale gelmektedir. Epitelyal dokular iceren ter bezi, safra,
bagirsaklar ve erkek tireme sistemi gibi yapilarda hastaliktan etkilenmektedir.
Pankreatik ekzokrin fonksiyonunun kaybi, yetersiz beslenme ve zayif gelismeye neden
olmakta ve bu nedenle tedavi altinda olmayan hasta bireyler hayatinin ilk yarisinda
yasamini Yyitirebilmektedir. Kistik fibroziste sodyum emilimi arttigindan dolayr Klor
absorpsiyonu hiicrede bozulur. Hava yolu yiizeyinde olusan dehidratasyon, sillerin

fonksiyonuna da etki ederek bozar ve solunum sisteminde de mukus birikmesine sebep



olur. ileri asamada kronik bakteriyel enfeksiyon baslar. Oliimiin en yaygin sebebi,

tekrarlayan akciger enfeksiyonlaridir [13, 14].

Akciger ve sinusler
inflamasyon, enfeksiyon ve
obstruksiyon

Havayollarinin
obstriksiyonu

Ter bezleri
Terdeki Klor

konsantrasyonunds artig P.geruginosa

enfeksiyonu

Karaciger Ekzokrin yetersizlikler

Siroz

Pankreas
Ekzokrin bozukluklar,
diyabetve

pankreatitis

Diyabet riski

Bagirsak
Bagirsaklar obstruksiyonu riski
BaZirsak obstruksiyonu ve
distal bagirsak

obstruksiyonu s -
Beden Kitle Indeksi

Erkek Ureme Sistemi

Kisirhk - CFTR genotipi

Genetik duzenleyiciler
D Cevresel ve stokastik faktorler

Sekil 2. 1 Kistik fibrozisin belirtileri, klinik bulgular1 ve hastaligin seyrini belirleyen
etmenler

Bagirsaklarda, pankreasta ve safra yollarinda tutulum olur; bu sebeple hastada dengesiz
beslenme belirtileri ortaya c¢ikar. Klor salinimindaki bozulma sonucunda da kistik
fibrozise ek olarak bir¢ok bagirsak hastaligi olusur. Hastalarin bobrekleri de bu
rahatsizliktan etkilenir. Kistik fibrozis hastalarinda metabolik alkaloz tablosuna

rastlanmakla beraber, idrar konsantrasyonunda da iyon dengesizligine bagli olarak

bozukluklar gézlenir [3-6], [14].

2.1.1 CFTR proteini ve CFTR mutasyonlari

Kistik fibrozis viicutta 6zellikle tiibiil ve kanal yapilarindaki epitelyal dokularin apikal
kismina (llimenle ylizyiize olan) bakan Klor kanallarinin fonksiyonlarindaki bozulma
olarak tamimlanir [15]. Bu bozuklukta apikal membranlardaki Klor impermeabilitesi
epiteller boyunca sivi tasinimini engellemekte, epitelyal sivilarin miktar1 ve igerigini
degistirerek organlarda g¢esitli defektlere sebebiyet vermektedir. Epitel dokularda
meydana gelen bu olay Kkistik fibroziste goriilen havayolu solunum hastaligi, terde tuz
tadinin olmasi, pankreas yetersizligi, meconium ileus ve erkeklerde kisirlik gibi olaylara

da agiklik getirmektedir [16].




Kistik fibrozis ¢ocuklarda ve geng yetiskinlerde kronik obstruktif akciger hastaligina ve
pankreasin ekzokrin fonksiyonunun bozulmasina sebep olan en Onemli medikal
problemlerden biridir Bugiin diinyada 70 000' den fazla birey kistik fibrozis hastaligiyla
bas etmektedir [17].

25 yil 6nce defekte ugramis kistik fibrozise neden olan gen; Collins, Riordan ve Tsui
tarafindan tanimlanmig ve klonlanmistir. Genin iiriinii olan protein ise CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator) olarak isimlendirilmistir [18]. Bu biiyiik basari
sonrasinda ¢aligsmalar bu proteinin asil gérevinin ne oldugunun anlasilmasi ve proteinin
yapisinin  kesfedilmesiyle beraber bu proteini hedef alan rasyonel terapilerin
gelistirilmesi lizerinden devam etmistir [19]. Klor kanali olarak kesfinin ardindan CFTR
yapisindaki mutasyonlar da molekiiler seviyede tanimlanmaya baslanmistir [20].
Bugiinlerde ise kistik fibrozisle alakali terapilerin biiyiik kismi gendeki mutasyonun
sebep oldugu hastaligin semptomlarini hedef almaktadir. 2011 senesinden yalnizca

ivacaftor (kalydeco) G551D mutant CFTR proteinini hedef almaktadir [21].

Yapisi, fonksiyonu ve diizenlenmesi géz oniinde bulunduruldugunda CFTR proteinin
bir ABC (ATP Binding Casette) tasiyicist oldugu ortaya ¢ikarilmistir . ABC tasiyicilart
iki adet membran gegcen domain (MSD) ve iki adette niikleotid baglanma domaini
(NBD) igermektedir [22]. MSD' lerce olusturulan yolaklarda NBD' ler, hiicre
membranindan bir¢cok substratin ge¢mesini ve iyonlarin pompalanmasini ATP
hidrolizinden sagladiklar1 enerjiyle saglarlar [22, 23].Bununla beraber CFTR yapisi,
NBD' sinde ATP baglanmasi ve yikilmasi siiregleri boyunca, Klor iyonuna diisiik
iletkenlik gosteren, diger ABC tasiyicilarindan daha farkli 6zellikler sergileyen bir
proteindir. Proteinin bu yapisi igsel olarak diizensiz bir yapi sergileyen diizenleyici

bolge (RD) araciligiyla oldukea siki bir sekilde kontrol edilmektedir [24].



Sekil 2. 2 CFTR Klor kanalinin molekiiler modeli. Dogal
tip CFTR proteininin ortogonal hali, kanal yapis1 ve ribbon
modeli seklinde gosterimi. 1.membran gecen bolge
(MSD1) mavi, 1.niikleotid baglama domaini (NBD1) acik
mavi, 2.membran gecen bolge (MSD2) kirmizi, 2.
niikleotid baglama bdlgesi (NBD2) kehribar, diizenleyici
bolge (RD) gri, niikleotid baglama domainin diizenleyici
ek kismi ise yesille gosterilmistir. 508. Fenilalanin
aminoasiti ve niikleotidlerin NBD dimerlerine baglanmig
hali de yapida goriilmektedir (Karbon: beyaz, Azot: mavi,
Oksijen: kirmizi, Fosfor: turuncu) [17]

Calismalarda NBD' nin “head to tail” dimerik yapisi a¢iga ¢ikarilmakla beraber dimerin
ara yiiztinde ATP baglanma bdlgelerinin varligi da kanmtlanmistir (Sekil 2.2 ve 2. 3),
[17]. NBD1' lerden birindeki ATP baglama bolgeleri NBD1' in Walker A ve Walker B
motifleri ile NBD2' nin LSGGQ motifinden olusurken (1.bolge), diger bolge NBD2'
deki Walker motifleri ve NBD1' deki LSGGQ motifini (2.bolge) icermektedir (Sekil 2.
2 ve 2. 3). Bu iki bolge birbirine benzer olmakla beraber fonksiyon olarak birbirlerinden
ayrilir [25], [26]. 1. ATP baglama bolgesi ATP' ye ¢ok siki sekilde baglanma 6zelligine
sahip olmakla beraber hidroliz aktivitesi neredeyse yoktur. Diger yandan 2.ATP
baglama bolgesi ATP' yi ¢ok hizli hidroliz edebilir [26].

Yapilan fonksiyonel c¢alismalar sonucundaysa CFTR' nin 6.transmembran segmentinin
(M6) proteinin iletim ve gecirgenliginde dominant bir role sahip oldugunu ortaya

cikarmigtir [27]. Protein kanalin agilma kinetigi ve mekanizmasi iizerinde yapilan



caligmalarda ise ac¢ilmanin transmembran segmentlerin doniisti ile mi yoksa komsu
transmembran segmentler arasindaki tuz kopriilerinin kirilmasi neticesinde mi meydana

geldigi halen netlesmemistir [28], [29].

CFTR geninde 2014 yilina kadar delesyon, insersiyon ile beraber ¢er¢eve kaymasi,
missens ve nonsens mutasyonlart da igeren 2000' den ¢ok mutasyon tanimlanmistir [30],
[31], (Cizelge 2. 1). Bir¢ok mutasyona rastlanma siklig1 oldukca diisiik olup bu istisnay1
bozan tek mutasyon tipi 3 baz ¢iftinin delesyonunu igeren 508. Fenilalaninde meydana
gelen mutasyondur (f508del). Kistik fibrozis hastalarinin yaklasik olarak %70'i her iki
kromozomunda da bu mutasyonu tasirken, %90' u delesyonun yalniz bir kopyasin
bulundurmaktadir [16], [31]. Diger bir ¢ok mutasyonun diinyada frekansi %]1- 5
arasinda degisirken, 20' den az mutasyonun frekansi ¢ok nadir olup %0.1 diizeyindedir
[17].
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Sekil 2. 3 CFTR por yapisinda ATP konformasyonel degisimleri
tetiklemesi

Kistik fibrozisin genotipi ve klinik fenotipi ise olduk¢a degiskendir [32], [33].
Hastalarin %85' 1 pankreatik yetersizlikten muzdarip olup, diger hasta bireylerde bu
durum pankreas yetmezligine sebep olmamaktadir. Bununla beraber tanisi zor olan
birka¢ tip hastada hayatlarinin ileriki donemlerinde yine pankreatik yetmezlik
goriilmemekle beraber daha normale yakin bir akciger ve solunum profiline
rastlanmaktadir Bu tip hastalar atipik kistik fibrozisli olarak adlandirilir [33]. Belirtilerin

cok az bir kism1 ise tek bir organda CFTR fonksiyonsuzlugundan ileri gelmekte olup bu



bireyler kistik fibrozis tanisindan ayri tutulur ve CFTR iligkili rahatsizliklar1 olan

bireyler olarak ayr1 bir kategoride bulunurlar [33].

Cizelge 2. 1 Sik goriilen CFTR mutasyonlar1 ve yiizdeleri [31]

Mutasyon Yiizde
AF508 66.0
G551D 1.6
R533X 0.7
G542X 2.4
W1282X 12
R117H 0.3
N1303K 1.3
AI507 0.2
1717-1G->T 0.6
R1162X 0.3
621+1G->T 0.7
R344W 0.1

2.1.1 Simf 1 Mutasyonlar:

Smif I olarak adlandirilan CFTR mutasyonlari nonsens, ¢erceve kaymast ve splicing
mutasyonlarini igerir. Bu gruptaki mutasyonlar CFTR biyosentezini onler (Sekil 2. 4),
[17]. Bu gruptaki nonsens mutasyonlar prematiire sonlanma kodonu (PTC) olugmasina
sebep olur. Translasyon olmasi gerekenden ©nce sonlanir ve mRNA "nonsense
mediated decay"e (NMD) ugrar. Sonucta ya hic CFTR proteini olugsmaz yada ¢ok az bir
kismu1 hiicre membranina ulasarak gorevini devam ettirebilir. CFTR geninde meydana
gelen mutasyonlarin biitiine oran1 %8 civaridir [30]. Yaygin 6rneklerinden olan G542X,

kistik fibrozisli bireylerde en sik rastlanan mutasyonlardan olup Akdeniz' de oldukga sik
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gortliir. W182X mutasyonu ise en sik Alman ve Polonya Yahudileri' nde goriilmektedir
[34]. Yapilan calismalarda PTC baskilanmasinin CFTR proteinin tamaminin islevsel
sekilde olugmasina ve hiicre membranina saglikli bir sekilde ulagsmasina onciiliik ettigi
ispatlanmistir. Bu konuda siiren tartismalarda yalniz PTC baskilanmasinin yeterli

olmayacagi ayni zamanda NMD' ninde baskilanmasi gerektigi {izerinde durulmaktadir

[35].

2.1.2 Simf IT Mutasyonlari

Smif II' de yer alan mutasyonlar CFTR proteinin yanlis islenmesini igermekte olan grup
mutasyonlaridir [17], (Sekil 2. 4). Yanlis islenme sonucunda plazma membrani islevsel
olan fonksiyonel proteinden yoksun kalir. Bu gruptaki mutasyonlarin en énemli 6rnegi
NBD1 bolgesinde meydana gelen F508del- CFTR mutasyonudur. Bu mutasyon sonucu
protein yanlis katlanir. Yanlis katlanan polipeptit, endoplazmik retikulumun (ER) kalite
kontrol mekanizmasinda rol oynayan proteinlerce taninir, protein ubikuitinlenir.

Ardindan bu yap1 proteazoma yikim i¢in yonlendirilir [36].

Yapilan c¢aligmalarda F508del mutanti proteinlerinin ¢ok az bir kisminin plazma
membranina go¢ ettigi goriilmiistiir. Diger yandan her ne kadar membrana ulasabilen
protein goriilse bile, yap1 stabil olmadigindan ve birgok kanal yapisi bozuklugu
sergilediginden wulasan proteinlerin yetersiz ve islevsiz kalmakta oldugu aciga
cikarilmigtir [37- 39]. Yapilan termodinamik ve yapisal analizler sonucunda NBD1-
F508del mutant: proteinlerin agregasyona meyilli bir yap1 sergiledigi de ortaya ¢ikmigtir
[40]. Diger yapisal ¢aligmalarda ise F508' in protein igerisinde NBD ve MSD ara
yiiziinde anahtar bir bolgede oldugu saptanmistir [41], [42]. Burada meydana gelen
bolgesel ve yapisal bozulmanin; domainler arasi etkilesimleri yok ettigi, proteinin
topografisini bozdugu, CFTR' nin diizgiin sekilde katlanmasini 6nledigi ve ardindan
patolojik bir kaskadin baglamasina sebep oldugunu gostermistir. F508del tarafindan
olusan bu bozulmanin tamiri NBDI1' in mutasyon sonucu yanlis katlanmasinin
kurtulmasi1 ve NBDI1- ICL4 ara yiiziinlin stabilize edilebilmesiyle ancak miimkiin
olabilmektedir [42]. Yapilan tiim bu g¢aligmalar sonucunda F508del-CFTR' nin yol
actig1 bozukluklardan kurtarilmay1 saglayacak yeni kiiciik molekiil kombinasyonlarinin

gerekliligi lizerinde durulmaktadir [43].
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2.1.3 Sinif III Mutasyonlari

Sinif III mutasyonlarina sahip CFTR proteinleri diizgiin olarak islenirler ve plazma
membrani da uygun yerlesim gosterirler [17], (Sekil 2. 4). Bu proteinlerde meydana
gelen bozulma ise CFTR porunun iletkenligini ve gecirgenliginin azalmasi ile iliskilidir.
Kanal kapisinin bozulmasi kanalin fonksiyonunda olduk¢a &nemli etkiler meydana
getirir. Bu bolgedeki en énemli mutasyon G551D mutasyonu olup, en sik rastlanan 3.
CFTR mutasyonudur. G551D mutasyonu sonucunda hastalik ciddi bir hal alabilir [16].
Ayn1 zamanda bu fenotip Ivacaftor ile de tedavi edilebilen ilk CFTR mutasyonu olma

Ozelligini tasimaktadir [21].

G551D mutasyonu, 2.ATP baglanma bolgesindeki LSGGQ motifinde olusmaktadir. Bu
kisim ATP’ nin Y Fosfatiyla etkilesimde kilit bir roldedir [44].
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Sekil 2. 4 CFTR sentezi ve fonksiyonuna mutasyonlarin etkisi [17]

2.1.4 Simif IV Mutasyonlari

R117H, R334W ve R347P mutasyonlar1 bu sinifta ele alinir [17], (Cizelge 2.1 ve Sekil
2. 4). Bu gruptaki mutasyonlar CFTR porundan iyonlarin akisini engeller. Mutantlarda
protein dogru sekilde islenmesine ragmen, dogal tip CFTR’ a gdre anyonlarin akisi
olduke¢a yavas gergeklesir. R117H i¢in bu azalma %15 civarindayken, R347P i¢in %70
kadardir [45].

CFTR proteininin MSD’ sinde meydana gelen bu mutasyonlar yalniz pordaki Klor
akigini yavaslatmakla kalmazlar, bununla beraber HCOs3- gibi anyonlarin taginmasina da
etki eder. HCOs- tasinimini hiicrede denetleyen pH akisinin CFTR’ da meydana gelen

mutasyonlar sonucu degisimi bu iyonun akisini yavaslatabilir, hatta durdurabilir [46].

2.1.5 Simif V Mutasyonlari

Bu sinifta yer alan CFTR mutasyonlar1 proteinin sentezinde azalmaya neden olur [20].
Bu gruptaki mutasyonlar CFTR promotorunde meydana gelerek transkripsiyonu
etkileyerek, CFTR transkriptlerinin alternatif splicing bdlgelerinde ve aminoasit
sekansinda degisiee neden olarak organizmada etkilerini gosterebilir. Sonugta, normal
fonksiyonda CFTR kanallari olusmasina ragmen gerekenden az sayida CFTR por

varlig1 saptanir [17].
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2.1.6 Simif VI Mutasyonlari

CFTR proteinin C terminusunun kisalmasina sebep olan nonsens ve g¢erceve kaymasi
mutasyonlartyla bilim diinyas1 tanistigindan beri, bu tip mutasyonlarin CFTR proteinin
plazma membranindaki stabilitesini azalttigin1 gosteren yayinlar ¢cogalmaya baglamis
ve 6. Tip mutasyon sinifi da CFTR mutasyonlar sunifina dahil edilmistir [47], [48].
Q142X mutasyonu CFTR proteininde 70 aminoasitin kesilmesine sebep olmakta ve
sonugta boyutca daha kiigiik CFTR proteini ortaya ¢ikmaktadir [17], (Sekil 2.4).
Yapilan calismalarda bu mutasyonun CFTR islenmesi yada hiicre i¢i tasinmasini

etkilemedigini; fakat olgun CFTR proteinin stabilitesini azalttig1 ispatlanmistir [48].

Farkli toplumlarda CFTR mutasyonlarina rastlanma sikligi ve mutasyonlarin dagilimi
farklidir. Bunun zittina F508del gibi bazi mutasyonlarin rastlanma siklig1 ise biitiin
diinyada oldukca yliksek olabilmektedir. Mutasyonlarin analizi i¢in birden ¢ok teknik
kullanilsa bile kistik fibrozisin %1-5" 1 arasindaki hastada her 2 alelde de aym
mutasyonlara rastlanmaktadir. Mutasyonun hastada saptanamamasi bireyin kistik
fibrozisli olmadigint  gostermez. Mutasyonlarin saptanmast IRT miktarlarina ve
hastaligin seyrine etki ettiginden CFTR’ de meydana gelen degisimler géz Oniinde

bulunudurulmalidir [14].

2.2 Kistik Fibrozisin Tanisinda IRT ve Diger Tanm1 Yontemleri

ELISA Temelli Yontemler: ilk kez 1979 da kistik fibrozisin yenidoganlarda tanisi
i¢in, kurutulmus kan spotlarindan radio immunoassayi ile IRT tayini yapilmistir [49].
Kistik fibrozisli bebeklerde yasamlarinn ilk birka¢ haftasinda IRT miktar1 5 ila 10 kat
yiikselmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak uzun bir siire yenidoganlarin topuk kanlari
almarak test edilmistir. Ilk birka¢ hafta sonrasinda IRT miktarinda meydana gelen
azalma nedeniyle bagka testlerinde yapilmasi tercih edilmeye baslanmistir. Pozitif ¢ikan
IRT testinin ardindan ikinci bir IRT2 taramasi yada DNA testiyle dogrulamalar
yapilmaya baslanmistir. Bilinen tiim bu stratejilere ragmen hala uluslararasi olarak

oturtulmus stratejiler ne yazik ki mevcut degildir [50].

1983’ te Amerikan Kistik Fibrozis Dernegi, erken taninin faydalar1 ve riskleri iizerinde
bilgilendirme yaparak yenidoganlarda erken taninin Onemini gosteren bir acgiklama
yapmistir [51]. Bu agiklamanin ardindan bir ¢ok farkli iilkede de kistik fibrozisin erken

tanistyla alakali yaymlar ard arda gelmeye baslamistir [52]. Farrell, yenidoganlarda
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erken tam1 sayesinde kistik fibrozisli bireylerin yanlis beslenmesinin Oniine
gecilebilecegini agiga c¢ikarmistir [53]. Yapilan diger bir sistematik ¢aligmada kistik
fibrozisin erken tanis1 amaciyla iki rastgele kontrollii denemeler 6n plana ¢ikarilmistir
[54]. Ardindan Ingiltere IRT’ nin tespitinin ardindan DNA analizini igeren erken tan

testiyle Kistik fibrozis erken tanisi yapan iilkelerin ilklerbasinda yer almistir [55].

Ter Testi: Yenidoganlarda IRT?2 tayini ilk asama olmakla beraber ardindan gelen DNA
analizi ve ter testi de kistik fibrozisin tanisinin 6nemli basamaklarindandir. Kistik
fibrozisli hastalarda ter testi ilk defa 1959’ta tanimlanmus ilk tani testi olup, giinlimiizde
halen altin standart olarak kabul gérmektedir. Tipik klinik bulgular1 olan kistik fibrozlu
hastalarin ¢ok biiyiik ¢ogunlugunda ter testi ¢ok yiliksek dogrulugu olan bir tan1 aracidir.
Atipik kistik fibrozisli bulgularda ise bu test net sonucglar ortaya koyamamaktadir.
Standart ter testi olan Gibson ve Cooke Testi uygun merkezlerde uygulama gerektiren
bir testtir. Bu test ancak 2 haftadan giin almis ve agirligi 3 kilogramin iistiinde olan
bebeklere uygulanabilmektedir. Ter testi i¢in ortak bir algoritma belirlenmistir ve
standart olarakta bu algoritma kullanilmaktadir (Sekil 2.5), [56]. 6 ayliktan biiyiik
cocuklarda terdeki Klor konsantrasyonunun 60mmol/litre olmas1 kistik fibrozis i¢in tani
koydurucu bir etmendir. Klor diizeyinin 160 mmol/l {izerinde olmasi normal

olmadigindan testin tekrarin1 gerektirir [56- 63].
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Sekil 2. 5 Kistik fibrozisin ter testiyle baslatilan tanisinin devaminda izlenen algoritma
[56]

DNA Mutasyon Analizi: Farkli toplumlarda CFTR mutasyonlarina rastlanma siklig1 ve
dagilimi farkli olmakla beraber 6zellikle iilkemizde bu dagilim ¢ok biiyiik farkliliklar
gosterir. Az sayida mutasyonun rastlanma sikligr %0,1” in altindadir. Bunun zittina
F508del gibi bazi mutasyonlarin rastlanma siklig1 ise biitliin diinyada oldukga yiiksek
olabilmektedir. Mutasyonlarin analizi i¢in birden ¢ok teknik kullanilsa bile kistik
fibrozisin %1-5’ i arasindaki hastada her 2 alelde de ayn1 mutasyonlara rastlanmaktadir.
Mutasyonun hastada saptanamamasi bireyin kistik fibrozisli olmadigin1 gdstermez.
Ozellikle iilkemizde genetik analizlerin smirlilif1 géz 6niine alnirsa bu oranlar daha da
cok degismektedir. Kistik fibroziste fenotip, hem CFTR genotipinden hemde cevresel

faktorlerden etkilenmektedir (Sekil 2.1), [14], [56], [64].

2.2.1 immiinoreaktif tripsinojen IRT2 Proteini

Tripsin ailesine ait olan bu serin proteaz yapist protein anyonik tripsinojen yada PRSS2
olarakta bilinir (Sekil 2.6), [65]. 247 aminoasitten olusur ve molekiil agirlig1 yaklasik
olarak 26488 Daltondur. T hiicre reseptorii f lokusu kiimesi igerisinde kodlanir. Bu

ailedeki diger protein iyeleri gibi peptidleri lizin yada arjininlerinden keser. Normal
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sartlardaki pankreas Ozsuyunda yliksek seviyelerde bulunur; ancak upregiilasyonu

pankreatitis ve kistik fibrozis gibi hastaliklarda karakterizedir [65], [66].
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]iquE

Sekil 2. 6 IRT2 lokusu [65]

MNLLLILTFV AAAVAAPFDD DDKIVGGYIC EENSVPYQVS LNSGYHFCGG
60 70 80 90 100
SLISEQWVVS AGHCYKSRIQ VRLGEHNIEV LEGNEQFINA AKIIRHPKYN
110 120 130 140 150
SRTLDNDILL IKLSSPAVIN SRVSAISLPT APPAAGTESL ISGWGNTLSS
160 170 180 190 200
GADYPDELQC LDAPVLSQAE CEASYPGKIT NNMFCVGFLE GGKDSCQGDS
210 220 230 240 247

GGPVVSNGEL QGIVSWGYGC AQKNRPGVYT KVYNYVDWIK DTIAANS
seklindedir [67]. Proteinin 3 boyutlu yapisi saf halde literatiire aktarilmamis olmakla
beraber diger izoformlarin bagka bilesiklerle kompozisyonunu i¢eren 3 boyutlu bilgiler
mevcuttur (Sekil 2.7), [68], [69].

Sekil 2. 7 IRT yapilar1. Sagdaki yapinin PDB numarasi 3P95, soldaki
yapinin ise 4WXV’ dir [68], [69]
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Fizyolojik sartlarda tripsinojen yapisinin tripsine doniisiimii enterokinaz enzimi
aracilifiyla olmaktadir. Zimojen formun aktif forma doniisiimi saglayan diger bir siire¢
ise tripsinin otokatalitik aktivitesidir. ~ Tripsinin otokatalitik aktivitesi sonucunda,

tripsinojen hekzapeptitlerinden kesilerek aktif tripsin formuna dontisebilmektedir [70].
H.O + Tripsinogen Tripsin Tripsin + Hekzapeptit
)

Diger yandan tripsin formlar1 sicakliga da oldukc¢a hassastir. Fosfat tamponunda
bulunan 1 mg/ml tripsin soliisyonu aktivitesinin %90’ m1 5 dakika igerisinde
kaybetmektedir [71].

Kistik fibrozisli bebeklerde yasamlarinn ilk birka¢ haftasinda IRT miktar1 5 ila 10 kat
yiikselmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak uzun bir siire yenidoganlarin topuk kanlari
alinarak test edilmistir. ilk birka¢ hafta sonrasinda IRT miktarinda meydana gelen
azalma nedeniyle bagka testlerinde yapilmasi tercih edilmeye baslanmistir. Pozitif ¢ikan
IRT testinin ardindan ikinci bir IRT2 taramasi yada DNA testiyle dogrulamalar

yapilmaya baslanmistir.

Saglikli bireylerde IRT1 protein miktarinin IRT2 miktarina oran1 3.0' dir [72]. Kistik
fibroziste kanallarin mukusla tikanmasi sebebiyle kandaki IRT2 miktar1 da
yiikselmektedir. IRT1 formu yiliksek konsantrasyonlarda bulunurken, pankreatitis gibi
patolojik durumlarda IRT2 formu artig gostermektedir [66]. IRT2' nin kistik fibroziste

IRT1' den daha anlamli olabilecegi lizerinde duran yayilar mevcuttur [73].

2.3 Antikor Yapilar

Serumda bulunan proteinleri tantyabilen ve antijenler tarafindan olusumu indiiklenen
proteinler antikor olarak adlandirilir. Tim antikorlar globiiler proteinleri iceren
immunoglobulin ailesine aittir. Antikorlarin temel fonksiyonlari organizmanin kendine
ait olmayan molekiillere baglanmaktir. Bilinen en farkli aminoasit yapisina sahip olan
antikorlarin kimyasal yapisi; baglanma etkinligi, baglanma spesifitesi ve biyolojik
aktivitesine etki eder. Bir memeli hiicresi, 100 milyon kadar antijenik determinant ve
yapay antijeni tanima ve cevap verme kapasitesine sahip antikorlar {iretebilir. Antikor
yapilarindaki amino asit sekansinin farkliliklari, her bir antikorun spesifik olarak belli
epitoplara baglanmasini saglar. Antikorun degisken bdlgesi onun biyolojik aktivitesini

belirlemede 6nemlidir. Bu bolge antijenik yapiya verilen cevabin; komplemen sistem,
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alerji yada fagositozla m1 cevap verilecegine etki eder. Her ii¢ aktivite de antikor

antijene baglandigi an belirlenir [74], [75].

1939’ da, Tiselius ve Kabat immunize edilmis serumu elektroforeze tabi tutmus ve
albumin, alfa globulin, beta-globulin ve gamma-globulin fraksiyonlarin1 ayirt
etmiglerdir. Serumdaki varligi da goz oniinde bulundurularak immunoglobulin (Ig) ve
IgG terimleri ortaya atilmistir. Ayirma kolonlart varliginda da agir IgM ve diger IgA,
IgE, IgD, IgG yapilariyla beraber hafif zincir dimerleri izole edilmistir [74], (Sekil 2. 8).
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Sekil 2. 8 Immunoglobulinlerin yapisal 6zellikleri ve glikozilasyon bolgeleri. IgM, IgG,
IgD, IgE, IgA1 ve IgA2 yapilar [74]

60’11 yillarin baginda Ingiltere’ den Rodney Porter ve Amerika’ dan Gerald Edelman
antikorlarin kimyasal yapisini ortaya c¢ikarmistir. Edelman ve Porter’ m IgG
molekiiliiniin karakterizasyonuna yaklasimlari farklidir. Edelman IgG molekiiliini
kimyasal ¢oziiciiler kullanarak ayrimlandirirken, Porter proteinleri degrade eden
enzimlerden yararlanmistir. Edelman, IgG alt iinitelerini elde etmek i¢in tavsan IgG’
sini disiilfit baglarim1 yikan DTT (1,4-Dithiothreitol) uygulamis, diger yandanda
yikilmis disiilfit baglarmin tekrar bir araya gelmesini Onleyen alkilleyici ajan
iyodoasetamit ve kovalent olmayan etkilesimleri bozan denature edici bir ajani da
tavsan IgG’ lerine uygulamistir. Uygulama yapilan proteinleri SEC (Size Exclusion
Chromatography)’ ten gecirmis ve esit molar oranlarinda iki alt {initeyi
ayrimlandirmistir. 50 kDa’ luk alt iiniteyi agir zincir (H zinciri), 23 kDa’ luk daha

kiigiik alt tiniteyi ise hafif zincir (L zinciri) olarak dizayn etmistir. IgG molekiiliiniin
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agirhiginin 150 kDa olmasindan yola ¢ikarak bu proteinin 2 H zinciri ve 2 L zincirinin
disiilfit bagiyla bir araya gelen zincirlerden olustugu sonucuna varmistir [75].Porter ise
tavsan IgG’ sini indirgeyici bir ajan olan sistein varliginda proteolitik bir enzim olan
papainle muamele etmistir. I[gG papainin etkisiyle peptit baglarindan hidrolize olmus ve
sonugta 3 fragment yap1 olusmustur (I, II ve III). Her ii¢ fragmentin benzer molekiil
agirhigma sahip oldugunu gozlemistir. Ug fragmentten ikisinin yapisal olarak
oOrtiistiigiinii ve antijene baglanma aktivitelerinin benzer oldugunu saptamis ve bu iki
fragmenti Fab olarak adlandirmistir. Serbest IgG molekiiliintin bivalent oldugunu ve
herbirinin antijen yapisina baglanabildigini gérmiis ve bu gozlemlerinden yola ¢ikarak

Fab fragmentlerinin univalent oldugu sonucuna varmaistir.

Papain muamelesi goren iiclincii fragmentin antijene baglanmadigin1 goriip diger
yandan bu fragmentin sogukta kristalize oldugunu gézlemlemis ve bu kisma Fc ismini

vermistir. Fab: Fc oranini 2.0 olarak belirlemistir [75].
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Sekil 2. 9 Tavsan IgG yapisinin kimyasal olarak ya da papain yada pepsinle fragmente
edilmesi [75]
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Antijen baglama kisimlan

r/i_ _7\\. Hafif zincir I,/f 7_7-\ |'

Sekil 2. 10 1gG domainlerinin sematik gosterimi [75]

Edelman, Porter’ in sonuclarini insan IgG yapisin1 kesip elektroforetik olarak
ayrimladiginda tekrar gézlemlemis ve insan IgG yapisinin antijenik olarak farkli iki
bolgeden olustugunu ve bu bdlgelerin tavsandan alinan sonuclarla Ortiistiigiinii
gormiistiir (Sekil 2.9), [75]. Alfred Nisonoff pepsin kullanarak IgG molekiiliiniin

kesimini yapip Porter’ a benzer sonuglar elde etmistir [76].

Ardindan gelen calismalarda antikorlarin kompleks globular proteinler olup baz1 yapisal
tekrarlara sahip olduklar1 agiga ¢ikarilmistir. Edelman her antikor zincirinin homolog
olarak tekrar eden homoloji iinitelerine sahip oldugunu ve bu iinitenin yaklasik 110
aminoasitten olustugunu kanitlayip bu domainlere “immunoglobulin domainleri” adin
vermistir (Sekil 2. 10). Her proteinin immunoglobulin geninin super ailesine benzer
yapisal motiflerinin oldugunu da ortaya koymustur. IgG’ nin hafif zincirinin VL (light
variable) ve CL (light constant) domainlerinden, agir zincirinin ise dort domainden
olustugunu gostermistir. Bu domainler 1VH (heavy variable) ve 3 adet CH (heavy
constant) bolgesinden olugsmaktadir. CH domainleri CH1, CH2 ve CH3 yada Cgl, Cg2
ve Cg3 olarak adlandirilmigtir (Sekil 2. 10), [75].
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Sekil 2.11 IgG yapisimin 3 boyutlu modeli.X- Ray krsitalografi ve eleKtron
mikroskobisi (a) IgG yapisinin basit molekiiler yapisi. (b) Domainlerin etkilesimi [75]

Agir zincirin V. kismmin hafif zincirin V kismiyla benzerligi saptanmistir. 3 C
bolgesinin birbirine yiiksek derecede homoloji gosterdigini ve hafif zincirin C
bolgesiyle de benzerliklerinin oldugu goriilmiistiir. Proteinlerin tersiyer yapilarinda iki
adet B carsaf yapisi bulunmaktadir. Her domain sandvi¢ benzeri bir yapiya sahiptir ve
hidrofobik bir i¢ kisimlari mevcuttur. Tabakalar birbirine 6zellikle proteinin merkezinde
olacak sekilde disiilfit baglariyla kovalent olarak baglidir. VL zincirine bakildiginda ise
baz1 loplarin sandvigten disart1 dogru uzandigr goriilmiis ve bu bolgeler sonraki
caligmalarda CDR’ ler olarak saptanmistir. Bu bolgenin biiyiikliigli ve sekli aminoasit
rezidiileri tarafindan belirlenmektedir. Agir ve hafif zincirler IgG molekiilii icerisinde
cok sayida kovalent olmayan etkilesimler sayesinde bir arada durmakta oldugu da
saptanmigtir. Bu etkilesimler, VL ve VH, CLve CH1, CH2 ve CH2 ile CH3 ve CH3
arasinda meydana gelmektedir (Sekil 2.11), [75].

2.3.1 izotip, idiyotip ve Allotip Kavramlari

Antikor smiflarin1  tanimlayan agir zincirin antijenik determinantlari izotipik
belirleyiciler olarak adlandirilir. Antikor molekiilii tek bagina bir izotipi ifade etmekte
olup bu tipler C bolgelerinden ayirt edilirler. Antijenik belirleyiciler IgG, IgA, IgM, IgD
ve IgE i¢in sirastyla Yunanca Y, a, 1, 8 ve € ile ifade edilir.Diger izotipik agir zincirler

bir smifin igerisindeki antikor alt siniflarini ifade eder. 1gG; g1, g2, g3 ve g4 ya da
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IgG1, 1gG2, 1gG3 ve IgG4 alt smiflarna sahiptir. Insanda normal serumdaki IgG
proporsiyonlari %65, 25, 5, ve 5’ tir. IgA ise al ve a2 yada IgAl ve IgA2 seklinde
dizayn edilir. Hafif zincirin antijenik belirleyicileri ise x yada A ile ifade edilir. Insanda
k C bolgesi i¢in bir gen varken, A en az 4 adet fonksiyonel gen bolgesine sahiptir. Bu 4
bolge sirastyla Al, A2, A3 ve A6 olarak adlandirilir. Hafif zincirin antijenik
determinantlari ise antikor sinifi yada alt sinifin1 belirlemede elzem degildir; ¢linkii k ve

A zincirleri tiim siniflar ve alt siniflarla iligkili yapilardir [75].

Idiyotipik belirleyiciler ise antikor molekiiliiniin V bolgesinde antijen baglama
bolgesine yakin bir yerde bulunur. Bu belirleyiciler antikorlar1 farkli idiyotiplere gore
ayirir ve genelde ayni antijenik determinant kars1 farkli spesifitesi olan antikorlar olarak
gosterilir. Her birey farkli antikorlara farkli idiyotipte antikorlar iirettiginden idiyotipler
kisiye dzeldir. Idiyotip, agir ve hafif zincirin diizenlenmesine ve antikor kombinleme

bolgesinin yapisina gore farkliliklar sergiler [75].

Allotipik belirleyiciler, tek alelde kodlanirlar ve immiinoglobulin genlerinin alel
formlarina spesifik antijenik determinantlardir. Bireyler arasinda hafif ve agir
zincirlerinin aminoasit sekansi acisindan ¢ok az fark bulunmaktadir. Her ne kadar
bir¢cok durumda ¢ok sayida aminoasit degisikligi meydana gelse de; tek bir aminoasitin
degisimi bile allotipik determinant olusumuna sebep olur. Bireyler arasindaki allotipik
degisimler, allotipik determinantlara karsi antikorlar kullanilarak saptanir ve genelde

bireyler arasindaki varlig1 polimorfizmler sayesinde olusur [75].

2.3.2 Antikor Siniflar1

Tasinan agir zincirin yapisina gore 5 sinif immunoglobulin tipi mevcuttur. Sinif
degisimi (class switching) siireci sayesinde B hiicreleri gelisimleri sirasinda bir antikoru
uretirken, diger antikor alt tipini iiretime gecebilir. Simif degisimi sayesinde farkl
efektor fonksiyon ve yapilara sahip antikorlarin olusumu saglanir [74], [77]. IgM, 1gG,
IgA, IgD ve IgE izotipleri aminoasit zincir uzunlugu, karbonhidrat baglantilar1 ve

disiilfit baglar sayesinde ayrimlandirilir. Bazilart multimerik yapilar olusturur [74].

Biitiin B hiicreleri antikor sentezi yasamlarina IgM tipi immunoglobulinleri sentez
ederek baslar. Bu hiicreler kemik iliginden ayrildiktan sonra; fakat antijenle
karsilagmadan Once zara yerlesik ve ayn1 antijen baglama bolgelerine sahip IgM ve IgD
yapilarindan antikorlar iiretir. Antijen yada T hiicreleriyle uyarim sonrasinda bazi B

hiicreleri, birincil antikor yanitin baskin 6gesi olan IgM salgilamak {izere etkinlesirler.
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Immiin yanitin daha geg evrelerinde, antijenik yapilarin ve T hiicrelerininde salgiladig1
sitokinlerin etkisiyle IgG, Ig E ve IgA tiplerini iiretmek lizere stimiile edilirler. Bu
hiicrelerse antikor iireten etkin hiicrelere ve onlara karsilik gelen antikor smiflarini
yiizeylerinde eksprese eden bellek hiicrelerine farklilasirlar. IgG, IgE ve IgA tipleri hem
antijenlerin uyarimi sonrasinda iiretildiklerinden hem de sekonder bagisiklik yanitina
hakim olduklarindan ikincil antikor siniflari olarakta adlandirilirlar. Her antikor sinifi
viicudumuza yabanci olan her tiir maddeye yani antijenlere farkli cevaplar verecek

sekilde saldirmak tizere 6zellesmistir [77].

Antikor smifin1 agir zincirin sabit bdlgesi belirlediginden B hiicrelerinin antijen
baglama bolgelerini degisime ugratmadan irettigi antikorun sinifini degistirebilme
yeteneklerini ayn1 VH bolgesini (agir zincirin antijen baglayan bdlgesini olusturan
kisim) kodlayan dizinin farkli CH kodlayan dizilerle ardisik olarak bir araya gelebilmesi
ozelligi saglamaktadir. Bu oOzellik sayesinde canlida cevresel antijenlerce secilmis
antijen baglama yeri, farkli antikor siniflar1 arasinda paylasilarak her sunifa ait farkli
biyolojik 6zelliklerin edinimi saglanmis olur. Bir B hiicresi IgM ve IgD iiretmekten,
IgG, Ig E ve IgA tiplerini {iiretmek {izere stimiile edildiginde smf degisim
rekombinasyonu (class switching recombination) olarak adlandirilan geri doniigsiiz bir
degisime ugrar. Bu degisim gen bolgelerinde VDJ kodlayan dizi ile hiicrenin eksprese
etmesi i¢in sec¢ilen CH kodlayict dizisi arasinda tiim CH kodlayan dizilerin o bolgeden
kesilip ¢ikarilmasina sebep olur. Simif degisim rekombinasyonu VDJ eklenmesinden
birka¢ yoniiyle farklilik arz eden bir stirectir. Ilk olarak bu rekombinasyon kodlanmayan
dizilerle iligkili olup, kodlanan dizilerin etkilenmesi miimkiin degildir. Ikinci olarak bu
siirecte farkli enzim yapilar1 ve farkli rekombinasyon dizileri kullanilir. Ugiincii farklilik
bu degisimin antijen uyarimi sonrasinda gerceklesmesi, dordiincii farklilik ise yardimei

T hiicrelerine bagimli olarak gerceklesen bir siire¢ olmasidir [75], [77].

IgM bilinen en biiyiik antikor yapist olup molekiiler agirligi 960 kDa civarindadir. 5
adet Ig molekiiliiniin basit sekilde disiilfit baglariyla etkilesmesi sayesinde olusmakta
olan bu yapidaki her bir Ig molekiilii yine 2 agir ve 2 hafif zincirden olugmaktadir. Yap1
J zinciri olarak adlandirilan kiiciik peptit yapist sayesinde stabilize olur. Pentamerik
yapida olan IgM dogal olarak 10 tane antijen baglama bolgesine sahiptir. Bu 6zelligi
sayesinde antikorlara daha yiiksek aviditeyle baglanir. IgM yapilar1 afinite olgunlasmasi

gecirmediklerinden ¢ogunlukla diisiik afiniteli yapilardir. Yiiksek molekiiler agirliklar:
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nedeniyle dokulara kolaylikla penetre olamazken, temel olarak serumda bulunur (Sekil
2.8), [74], [75].

IgD yapist membrana bagl sekilde kalip ¢ogunlukla hiicrenin aktivasyonunu etkiler.
IgD yapisi (175 kDa) kan serumunun %1’ den az kismini olusturur. Yaklasik miktar1 40
mg/ml’ dir. Fonksiyonu net olarak bilinmemekle beraber, B hiicrelerinde mevcut olan
ana reseptorlerdendir. B hiicresi olgunlastiginda diger antikor yapilariyla simif degisimi
yapar. C bolgesindeki d-zinciri 3 domaine ayrilir ve bu yap1 383 amino asit reszidiisii
icermektedir. Antikorun mentese bolgesi 64 aminoasitten olusur. Mentese bdlgesinin
diger antikor siniflarindan daha uzun olmasiyla diger antikor siniflarindan ayrilir (Sekil

2.9), [75].

IgA yapist ,viicut salgilarindan en bol bulunan antikor smifi olma 06zelligini
tagimaktadir.2 adet Ig molekiiliinden olusur. Dimerik yap1 kisa polipeptid zinciri olan J
yapisi ve iki adet disiilfit bag1 sayesinde stabilize olur. Ek olarak yapida sekretuar parka
olarak adlandirilan kisim epidermisin igerisine yapiin tasinmasini kolaylastirir.
Dimerik IgA formu, hem fagositik hiicreler aktif olmadigi zaman hem de komplement
sistem aktif olmadiginda viicut salgilarinda bol miktarda bulunur. Temel fonksiyonu,
komplement sistemi yeterince aktive edemeyen antijenleri notralize etmektir. Kristal

yapist Sekil 2. 12¢ de goriilmektedir [74], [78].

Sekil 2. 12 IgA Kristal yapisi [78]

IgG yapist serum Iglerinin yaklagik olarak %75’ ini olusturan primer antikor yapisidir.

Iki agir iki hafif zincirden olusur ve iki adet antijen baglama bdlgesine sahiptir. Farkli
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IgG subizotipleri farelerde mevcuttur: 1gG1, 1gG2a, 1gG2b ve 1gG3. Bu antikor yapisi
ilk antijen karsilagsmasini takiben 10- 14 giin icerisinde olusturulur. IgG ayn1 zamanda
yiiksek etkinlikte komplement sistem aktiflesmesini tetikleme Ozelligine sahiptir ve
bakteriyel enfeksiyonlara karsi savunmada onemli rolleri vardir. Plasentaya penetre
olabilen tek Ig olma 6zelligini de tasimaktadir [74], [79]. Ig2a kristal yapis1 Sekil 2. 13’
te goriilmektedir [79], [80].

Sekil 2. 13 IgG2a Kristal yapisi [79], [80]

2.4 In vitro Antikor Uretimi: Hibridoma Teknolojisi

Normal bir kan serumu her ml’ sinde 10 antikor molekiilii igerir. Antikorlarin deney
hayvanlarindan alinabilmesinden yola ¢ikarak antikorlarin identifiye edilebilmesi ve
etiketlenebilmesi miimkiin olmaktadir. Bu durumda ortaya ¢ikan tek zorluk serum

iceriginin ¢esitliligidir (Sekil 2. 14), [75].
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GELENEKSEL ANTIKOR URETIMI MONOKLONAL ANTIKOR URETIMI
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Sekil 2. 14 Monoklonal antikor tiretimi ile geleneksel antisera iiretiminin
karsilastirmasi [75]

Hibridizasyon tekniklerinin gelismesi immortalize edilmis ve spesifik antikor iireten
hiicrelerin {iretimine olanak vermektedir. immortalize B hiicrelerinin tek bir izotipinden
iiretilen spesifik antikorlara “monoklonal antikor” ismi verilmektedir. Normalde antikor
ireten hiicreler bir dizi olgunlagsma silirecinden gectiklerinden hiicre kiiltiiriinde
Ozelliklerini ve canliliklarini devam ettiremezken, myeloma hiicreleri 6liimsiiz
hiicrelerdir. Bu 06zelliklerden yola c¢ikarak “Myeloma hiicrelerinden elde edilen
immiinoglobulinleri neden kullanilamiyor?” sorusu a¢iga ¢ikmistir. Myeloma
immunoglobulinlerinin kullanilmama sebebi antijen spesifitelerinin bilinmemesi ve
antijene spesifik myeloma hiicrelerinin iiretiminin zor olmasidir. Ikinci problemin
iistesinden gelmek amaciyla immiin yanit boyunca spesifik bir antijene yanit olarak
olusturulan antikor iireten B hiicrelerinin myelomalarla kombine edilebilecegi goriisii

ortaya ¢cikmistir [75].

Georges Kohler ve Cesar Milstein antikor {ireten hiicreleri myeloma hiicreleriyle
birlestirmistir. Sonucta olusan hiicrelere hibrit- myeloma yani hibridoma adin1 vermistir
[81]. Hibridoma hiicreleri, myeloma hiicrelerinin 6liimsiizliigi ile B hiicrelerinin
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spesifik antijene kars1 antikor liretimi 6zelliklerini bir arada bulunduran hiicre hatlaridir.
1975’ te Kohler ve Milstein Nature’ deki makalelerinde acikladiklar1 ¢igir agici
deneyleriyle 1984’ te Nobel T1p Odiiliinii almislardir (Sekil 2. 15), [75]. Hibridomalarin
eldesi amaciyla modifiye edilen Kohler ve Milstein’in metodunda, ikincil plirin
niikleotit sentez yolagi baskilanmis myeloma hiicreleriyle kiiltiirde daha kisa omiirli
olan B lenfositlerin birlesmesi saglanir. Yontemin esasi; birincil niikleotit sentez
yolagin1 baskilayacak kiiltiir ortaminda yalnizca hibrit hiicrelerinin hayatta kalmasinin
saglanmasi esasina dayanir. Fiizyon oncesinde myeloma hiicreleri 8-azoguanin ile 1
hafta- 10 giin muamele edilir. Bu siire¢ boyunca, sekonder piirin sentezi yolaginda
gorevli HGPRT enziminin sentezlendigi gen bdlgesi mutasyona ugrar ve HGPRT
enziminin dogru sentez edilmemesi saglanir. Ikinci islem basamagindaysa primer piirin
sentezi yolagininda hasara ugratilmasi araciligiyla birlesemeyen hiicrelerin 6lmeleri
saglanir. Fiizyon isleminde sekonder yolagi bloke olmus 6liimsiiz myelomalarla her iki
yolagi aktif B hiicreleri PEG (PoliEtilenGlikol) gibi ajanlarla birlestirilir [75]. PEG
ilavesiyle hiicre membraninda gozenekler olusturulur ve iki hiicrenin de birbiriyle
birlesmesi saglanir. Flizyondan sonra hiicreler HAT (hipoksantin-aminopterin-timidin)
secimi icin kiiltlire almir. Bu asamada mutajen ajan olarak siklikla aminopterin
kullanilmasina karsin, aminopterin yerine metotreksat ya da azaserin de tercih edilebilir.
HAT se¢imindeki yontem de ise mutajen, hiicrelerin primer piirin sentezi yolagini bloke
ederek, sekonder yolagi kullanmaya yonlendirir. Bu sayede, islemin birinci
basamaginda ikincil yolagi bloke edilmis olan myelomalar 6liir. Seg¢ilim amagli yapilan
bu kiiltiir 7 gilin ile 10 giin arasinda siirdiirtiliir. Bu siiregte sinirli yasam omriine sahip B
lenfositler de 6liir. Geriye yalnizca ikincil yolag: kullanabilen hibridoma hiicreleri kalir

[82].
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HAT inkiibasyonu boyunca, besiyerinde kullanilan hipoksantin, piirin tlirevi olarak;
timidin ise, pirimidin tiirevi olarak DNA sentezinin desteklenmesi amaci ile kullanilir.
HAT besiyerinde inkiibasyonun ardinda hiicreler DNA sentezini tesvik edici HT besi
yerine alinir. Hayatta kalan hibridoma hiicrelerinin gelisimi i¢cin HT besiyerinin bir siire

daha kullanimina devam edilir [75], [82].
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Sekil 2. 15 Monoklonal antikorlarin tiretiminde kullanilan standart protokol. Hipoksantin
(H), Timidin (T), Aminopterin (A), Timidin Kinaz (TK) ile simgelenmektedir [75]
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Belirlenen antijene spesifik antikor iireten hiicrelerin identifiye edilebilmesi i¢in siklikla
indirek ELISA kullanilir. Uygun antikorlar: iireten hiicre klonlarin tespitinin ardindan
cogunlukla limited diliisyon yapilir. Bu sekilde her hiicre kuyucuguna 1- 10 hiicre
diismesi saglanir. Yeterince biiyiiylip klon lireten hiicre kuyularinin st sivis1 antikor
tiretimi agisindan yine indirek ELISA ile test edilir. Hibridomalar daha biiyiik siselere
daha yiiksek miktarda antikor {iiretebilmek icin alinabilir. Her bir litre hiicre iist
stvisindan 10 ile 100 mg kadar antikor saflastirilabilir. Alternatif olarak hibridoma
hiicreleri farenin peritoneal kavitesine de zerk edilerek hiicrelerin antikor iiretmesi
saglanabilir. Fareden alinan karin sivisindan her ml i¢in 1 ile 25 mg arasinda antikor
elde edilebilir. Kulaga basit gelse bile spesifik bir antijene karsi yiiksek afiniteli

antikorlarin iiretimi 3 ila 6 ay kadar siire alabilmektedir [75], [82].

Monoklonal antikorlarin bir ¢ok uygulama alan1 mevcuttur. Immunolojik arastirmalarda
bu yontem yeni bir ¢ag agmistir ve 6zellikle belirli immunoassaylerin olusturulmasinda

hibridoma metodu temel olarak kullanilmaya devam etmektedir [82].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Cizelge 3. 1 Genel Laboratuvar Ekipmanlari

Ekipman ve Sarf Malzeme Uretici Firma

+4 Dolap Bosch

10, 50, 100, 1000 ul’lik Thermo
mikropipetler

-20 Dolap Bosch
300 ul ‘lik ¢ok kanall1 pipetler Thermo
50 cc sise Schott
250 cc sise Schott
500 cc sise Schott
1000 cc sise Schott
1000-5000 pl pipet ucu Eppendorf
50-1000 pl pipet ucu Eppendorf
10-200 pl pipet ucu Eppendorf
0,1-10 pl pipet ucu Eppendorf
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Cizelge 3. 1 Genel Laboratuvar Ekipmanlar1 (devami)

Blotlama cihazi
Buz makinesi
Calkalayici

ELISA 96 kuyulu plaklar1

ELISA c¢oklu plak okuyucusu

(spektrometre)

ELISA c¢oklu plak yikama cihazi
Fraksiyon ayirim makinesi

Gli¢ kaynagi

Hassas terazi

Hava akimli kabinler

Isiticili manyetik karigtirici
Izotiplendirme Kiti

Jel Elektroforez Sistemi

Lateks eldiven

Liyofilizator
Manyetik karistirict

Masaiistii Santrifiij
Mini masaiistii santrifiij
Orbital Karistirici
Otoklav

Peristaltik Pompa

pH metre

Protein A kolonu

Pudrasiz Eldiven

BioRad
Scotsman AF100
BioSan

Nunc

BioTek Instruments

BioTek Instruments
BioRad

BioRad

Precisa Gravimetrics AG
Heraus

VELP Scientifica

Roche

BioRad

Broche

Martin Christ
Sigma- Aldrich

Eppendorf
LMS Harmony
Edmund Biihler
Sistek
Pharmacia
Mettler Toledo
GE

Broche
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Cizelge 3. 1 Genel Laboratuvar Ekipmanlar1 (devami)

PVDF membran Thermo
Santrifiij tiipii 0,2 ml Eppendorf
Santrifiyj tiipii 1,5 ml Eppendorf
Santrifiij tiipii 2 ml Eppendorf
Sicak su banyosu Niive

Sivi Azot tanki ve azot tasima

Union Carbide Nitrogen

tanklar1

Spektrometre Biochrom Libra
Tek kullanimlik pipet uglar Eppendorf
Ultrasantrifiij Hitachi
Ultrasonik banyo Bandelin

Vorteks

Scientific Industries

Cizelge 3. 2 Hiicre Kiiltiirtinde Kullanilan Ekipmanlar

Ekipman ve Sarf Malzeme

Uretici Firma

+4 Dolap

0,1-10 ul pipet ucu

0,22 um siringa filtresi

1 ml enjektor

1,8 ml kriyotiip

10 ml serolojik pipet

10, 50, 100, 1000 ul’lik mikropipetler
1000 cc sise

1000-5000 pl pipet ucu

10-200 pl pipet ucu

Bosch
Eppendorf
Millipore
SET
VWR

TPP
Thermo
Schott
Eppendorf
Eppendorf
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Cizelge 3. 2 Hiicre Kiiltiirtiinde Kullanilan Ekipmanlar (devami)

1-2,5-5-10-50 cc’lik enjektor Ayset

15 ml falkon TPP

175 cm? hiicre petrisi NUNC

2 ml serolojik pipet TPP

-20 Dolap Bosch

20 ml enjektor SET

25 cm hiicre kaziyici Costar

25 cm? filtreli hiicre petrisi TPP

250 cc sise Schott

30 cm hiicre kaziyici TPP

300 pl ‘lik ¢ok kanalli pipetler Thermo
39 cm Hiicre kaziyici Costar

40 cm hiicre kaziyict Greiner

5 ml serolojik pipet TPP

50 cc sise Schott

50 ml enjektor SET

50 ml falkon TPP

500 cc sise Schott
50-1000 pl pipet ucu Eppendorf
75 cm? filtreli hiicre petrisi BD Falcon
96 kuyucuklu hiicre plagi Corning
Ezici Sigma
Hemasitometre Bright Line
Inverted mikroskop Olympus
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Cizelge 3. 2 Hiicre Kiiltiirtiinde Kullanilan Ekipmanlar (devami)

Isik mikroskopu Olympus
Karbondioksitli inkiibator Heraus
Laminar Hava Akis Kabini Esco
Makas Sigma
Masaiistii Santrifiij Eppendorf
Otomatik pipet Eppendorf
Pens Sigma
Tiip kutusu Isolab
Vakum filtrasyon VWR

Cizelge 3. 3 Hiicre Kiiltiirtinde Kullanilan Canli Materyaller

Kullanilan Materyal Temin edildigi yer
Fo hiicre ATCC (CRL-1646)
Fare Balb/C
Makrofaj hiicreleri Balb/C
Dalak hiicreleri Balb/C

Cizelge 3. 4 Deneysel Caligmalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Ad1 Uretici Firma
4X Laemmli Sample Buffer BioRad

50X HAT Gibco

50X HT Gibco
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Cizelge 3. 4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler (devami)

8- Azoguanin Sigma
Acrylamide BioRad
Albumin Bovine Sigma
Amonyum PerSiilfat Sigma
Amonyum Siilfat Merck

Anti  Fare Ig(G,A,M)—Alkalin Fosfataz Sigma
Konjugati

Anti Fare IgG Alkalen Fosfataz Konjugati Sigma

apo-Transferrin Sigma
Asetik asit Merck
BCIP/ NBT Substrate Sigma
Bis-N,N'-Methylene Bis-Acrylamide BioRad
Cinko Klorit Sigma
DiSodyumHidrojenFosfatHeptaHidrat Merck
DMEM Sigma
DMSO Sigma- Aldrich
Etanol Merck
FCS Biochrom
Formaldehyde solution about 37% Merck
Freunds’ Adjuvant, complete Sigma
Freunds’ Adjuvant, incomplete Sigma
Gentamycin Gibco
Glacial Asetik Asit Merck
Glisin Sigma
Glukoz Sigma
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Cizelge 3.4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler (devami)

Hemoglobin Sigma

Human hemoglobin Sigma

IRT2 antijeni RayBiotech

KoHPO, Merck

KOH Sigma

Methanol Merck

NaBH, Sigma

NaHCO; Sigma

NaOH Merck

PEG4000 Merck

PNPP Sigma

SDS Sigma
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Cizelge 3.4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler (devami)

Skim Milk powder

Sodyum Bikarbonat

Sodyum DiHldrojen Fosfat
Sodyum Sitrat

Sodyum Tiyosiilfat Pentahidrat
TEMED (N,N,N’,N’
Diamin

Trisma Base

TriSodium Sitrat DiHidrat

Tetra Metil Etilen

Fluka

Sigma
Merck
Sigma
Merck

Sigma

Sigma

Merck

Trypan Blue Biologycal Industry
Tween 20 Sigma

Thermo Page Ruler Prestained Protein Thermo

Ladder

ZnCl, Sigma

3.2. Metod

3.2.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

SDS PAGE Jel iceriginin Hazirlanmasi

e %10’ luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Cozeltisi: 10 gram SDS, 100 ml distile

su i¢erisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

e %30 Akrilamid/ Bisakrilamid karisimi1 29,1 gram akrilamid ile 0,9 gram Bis-

akrilamid 100 ml dH,O igerisinde karanlikta ¢6zdiiriilerek hazirlandi.

e %10 APS (Amonyum Per Siilfat), 1 ml dH,O igerisine 0,1 gram APS eklenerek

jel dokmeden 6nce taze hazirlandi.

e 1 Mve l,5M Tris ¢ozeltileri sirasiyla 18,15 ve 6,05 gram Trisma Base dH,0

icerisine eklendikten sonra pH’ lar1 HCl ile ayarlanarak hazirlandi.
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e 10 X Yiirtitme Tamponu: 72,1 gram Glisin, 15,15 gram Trisma- Base, 5 gram
SDS karistirildiktan sonra pH:8,3’e ayarlandi. Ardindan hacim 500 ml” ye dH,O
ile tamamlandu. Jeller yiiriitiilmeden 6nce dH,0 ile 1X’ e seyreltilerek kullanildi.

Cizelge 3. 5 SDS PAGE alt jel igerigi

Alt Jel icerigi %12’ Iik jel %15’ Iik jel

Toplam Hacim 10 ml 20 ml 10 ml 20 ml
H,O 3,3 mi 6,6 mi 2,3 ml 3,4ml
%30 4 ml 8 ml 5ml 10 ml
Akrilamid/Bisakrilamid

Karigimi

1,5M Tris HCI pH: 8.8 2,5ml 5ml 2,5 ml 5ml
%10 SDS 0,1 mi 0,2 mi 0,1 mi 0,2 ml
%10 APS 0,1 mi 0,2 mi 0,1 mi 0,2 ml
TEMED 0,004 ml 0,008 ml 0,004 ml 0,008 ml

Alt jelin dokiilmesinin ardindan jel {izerine izopropanol eklendi. Jelin donmasinin

ardindan izopropanolden arindirilip st jel dokiildii.

Cizelge 3. 6 SDS PAGE iist jel igerigi

%S5 Ust Jel icerigi 5ml 10 ml
H,0 3,4ml 6,8 ml
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,83 ml 1,7 ml
Karisimi

1 M Tris HCI pH: 6.8 0,63 ml 1,25 ml
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Cizelge 3. 6 SDS PAGE iist jel igerigi (devami)

%10 SDS 0,05 ml 0,1 ml
%10 Amonyum Persiilfat 0,05 ml 0,1 ml
TEMED 0,005 ml 0,01 ml

Giimiis Boyama Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Fiks Tamponu; %50 MetOH, %12 Asetik Asit, 0,5 ml %37 Formaldehit ile (1
litre i¢in) ¢eker ocak altinda hazirlandi.

l.yikama tamponu; 1 litre ¢ozelti icin 500 ml EtOh, 500 ml dH2O igerecek
sekilde hazirlandi.

On muamele tamponun hazirlanmasi i¢in 0,2 g Na,S;03. 5SH20 1 litre ¢ozelti
icin tartilarak hazirlandi.

Bant fiksleme soliisyonu AgNO3 (2g/1) ve 0.75 ml %37 Formaldehit ¢eker ocak
altinda hazirlandi.

Gelistirme asamasindaki tampon 60 g/l Na,COgs, 4 mg/l Na,S;03 ve 0,5 ml %37
Formaldehit ile ¢eker ocak igerisinde hazirlandi.

Son yikama tamponu 1 litre i¢in 500 ml MetOH ile 500 ml dH,O igerecek
sekilde hazirlandi.

Immunblotlama Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Genel amach kullanilan fosfat tamponunun hazirlanmasi icin 150 mM KH3PO4
ve 150 mM K;HPO, c¢ozeltileri hazirlandi. KH2PO4 soliisyonunun pH’ si
K2HPQO, ile 7,2” ye ayarlandi.

PBS i¢in 10 mM fosfat tamponu ve 150 mM NaCl kullanildi.

TBS i¢in 9.68 g Tris-Base ve 32 g NaCl tartilip dH,O igerisine eklendi.
Ardindan pH: 7. 6’ ya ayarlandi.

TBS T ¢ozeltisi i¢in 1 litre TBS ¢ozeltisi igerisine 0,5 ml Tween eklendi.
Transfer tamponu i¢in 0.592 g Trisma-Base ve 0.293 g Glisin tartildi. Ardindan
hazirlanan %10’ luk SDS’ ten 337 ul eklendikten sonra pH: 9.2° ye ayarlanip

ardindan 20 ml Metanol, 100 ml” lik ¢ozelti igerisine eklendi.
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e Bloklama Soliisyonu: %1’ lik ¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in 20 ml PBS igerisine
0,2 gram yagsiz siit tozu eklenip vortekslenerek hazirlandi.
e Substrat: 10 ml dH,0O igerisine 1 tablet BCIP/NBT Substrati ¢ozdiiriilerek

hazirlandi.
Immiinizasyon ve kan ahmlari icin gerekli ¢ézeltilerin hazirlanmasi

e Immiinizasyonda, belirlenen antijen miktar1 i¢in Freunds’ complete adjuvan ile
PBS igerisindeki antijenin karisimi  1:1 olacak sekilde hesaplandi. 1lk
immiinizasyon complete adjuvanla ardindan gelen immiinizasyonlar, Freunds’
incomplete adjuvanla yapildi. Fiizyona alinacak fareye yapilan rapel ise yalniz
PBS ve belirlenen antijen karisimiyla yapildi.

e Kan aliminda Sodyum Sitrat: 2.3 gram sodyum sitrat, 0.8 gram sitrik asit ve 2.2

gram glikozun 100 ml distile suda ¢oziildii ve -20°C’de saklandi.
ELISA i¢in gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi

e Yikama cozeltisinin hazirlanmasi1 amaciyla, PBS ¢ozeltisine %0,05 (v/v) olacak
sekilde Tween20 eklendi.

e Bloklama soliisyonu %1 yag1 alinmis siit tozu icerecek sekilde PBS ile
hazirlandi.

e Substrat Tamponu: 0, 027 gram ZnCl,, 0,04 gram MgCl, ve 1,5 gram glisin 200
ml dH,O igerisinde ¢oziilerek pH: 10, 4’ ¢ KOH yardimiyla ayarlandi.

e ELISA asamasinda substrat ¢ozeltisi; 1 mg/ml para-nitrofenil fosfat, substrat

tamponunda ¢ozdiiriiliirerek kullanilacagi zaman taze olarak hazirlandi.
Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

e DMEM Hazirlanmast: 13, 36 gram DMEM, 2 gram Sodyum Bikarbonat ve 5, 96
gram HEPES 1 litre otoklavlanmis dH20 igerisinde ¢ozdiiriildii. Cozelti pH’ 1
NaOH ile 7,2’ ye ayarlandiktan sonra hiicre kiiltiiriinde kullanilmadan 6nce
vakum filtrasyon sistemi ile siiziilmesi gerceklestirildi.

e Farkl hiicrelerin biiylime medyumlarinin hazirlanmasi amaciyla 80 % DMEM,
20 % FBS, 50 pg/ml Gentamicin, %10 FBS, %90 DMEM, 50 pg/ml Gentamicin
veya %5 FBS, %95 DMEM, 50 pg/ml Gentamicin ile taze hazirlandu.

e PEG Hazirlanmasi: 2 gram PEG, 1 ml PBS, 1ml dH,0O igerisine hazirland:.

Fiizyondan &nce otoklavlandi. 37°C’ de muhafaza edildi.
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e HAT medyumu igin %2’ lik (40ml/L) HAT (50x) biiyiime medyumuna ilave
edildi.

e HT medyumu igin %2 HT (50x) (20ml/ ) biiyiime medyumuna eklendi.

e Dondurma Medyumu: % 20 FCS, %80 DMEM ve %10 Dimetil Siilfoksit
(DMSO) eklenerek hazirlandi.

Antikorlarin Saflastirilmasi Icin Gerekli Cozeltilerin Hazirlanmasi

e Antikorlarin ¢oktiirme islemi i¢in doymus Amonyum Siilfat ¢ozeltisi hazirlandi.
Bu amagla belirlenen miktarda ¢ozelti icin dH,O igerisine ¢okme gozlenene
kadar amonyum stilfat eklendi.

e Baglama reaksiyonu i¢in 20 mM Sodyum Fosfat tamponu hazirlandu.

e Elilisyon tamponu i¢in 0,1 M Glisin hazirlanip, pH’ 1 HCl ile 2,7’ ye ayarland.

e Denge tamponu 1M Trisma Base ile hazirlanip, pH’ 1 HCl ile 9’ a ayarlandi.

Tilim ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce ultrasonik banyoda degaze edildi.

3.2.2 Kullanilan Yontemler

3.2.2. 1 Jel Elektroforezi ve immiinblotlama
Jellerin Yiriitiilmesi

Proteinler 4X Laemmli Buffer ile uygun seyreltme yapildiktan sonra hazirlanan jele
yiiklendi. Protein nativ halinde birakilacaksa yalniz Laemmli Bufferina alindi.
Denatiirasyon yapilacaksa Laemmli buffer igerisine beta merkaptoetanol eklemesi
gerceklestirildi. Ardindan 95°C” de 3 dakika inkiibasyonu yapildi. Hazirlanan jeller
elektroforez sistemine alindi ve uygun miktarda tank tamponu eklendi. 90V’ ta
proteinlerin st jeli gegmesinin ardindan gii¢ kaynagi 120 V’ a alind1 ve belirlenen yere

kadar proteinlerin yiiriitiilmesi gézlendi.
Giimiis Boyama

Fiksleme Tamponunun 1 saat ya da gece boyu c¢alkalayicida inkiibasyonu
gerceklestirildi. 3 kez herbiri 20’ser dakika olacak sekilde %50 EtOH ile yikamanin
ardindan jel 1 dakika boyunca 6n muamele tamponunda muameleye birakildi. Ardindan
3 kez 20°ser saniye dH,O ile jel yikandi. 20 dakika boyunca bant fiksleme
soliisyonunda jel ¢alkalayiciya alindi. Ardindan jel 2 defa 20 saniye boyunca dH2O ile

calkalamaya alindi. Gelistirme asamasi protein bantlar1 goriinene kadar yapildi.

42



Ardindan 2 kez 2’ ser dakika boyunca jeller dH,O ile yikandi. Gelistirmenin durmasi
icin 10 dakika boyunca jel durdurma tamponunda inkiibe edildi. Jel goriintiileri tarama

ardindan degerlendirildi.
Immiinblotlama

Immunblotlama uygulamasi i¢in yiiriitilen SDS- PAGE jeller Transblot cihazinda
transfer tamponu yardimiyla PVDF membrana gegirildi. Ardindan bu membran TBS
tamponu ile 30 dakika, 37°C de dengelendi ve bir gece +4 °C de %1’ lik siit ¢ozeltisinde
bloklandi. Ertesi giin 3 kez TBS Tween ile yikanan membran TBS i¢inde 1/1000
oraninda sulandirilan uygun ticari monoklonal ve elde ettigimiz poliklonal antikorlar ile
1 saat oda sicakliginda muamele edildi. 3 kez 15 er dakika TBS- T soliisyonuyla
yikamanin ardindan 1/ 2500-1/5000 diliisyonda hazirlanmis alkalen fosfatazla
isaretlenmis anti-fare-polivalent ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Membranlar 3
kez 15° er dakika TBS- T ile son olarakta 1 kez 5 dakika TBS ile yikandi. Yikamalar
sonunda membran, substrat sollisyonu icerisine konarak 1 saat ¢alkalayicida inkiibe

edildi ve degerlendirmeleri yapildi.

3.2.2.2 Immiinizasyonlar
Antijenlerin hazirlanmasi ve fare- tavsan immiinizasyonu

Toplamda 6 seride immiinizasyon ger¢eklestirildi. Herbir seride 4-5 adet 6- 8 haftalik
Balb C tipi disi fareye 14 giinde bir immiinizasyon yapilacak sekilde planlama yapildi.
Ik seride farelere Prospec antijeni 50ug verildi. Diger 5 seride RayBiotech’ ten alinan
IRT2 antijeni ise 3 farkli konsantrasyonda (5, 25 ve 50ug)ve 14 giinde bir olacak
sekilde deri altindan enjekte edildi. Ilk immunizasyon Complete Freunds’ adjuvani ile
yapildi. Ardindan gelen diger tiim immiinizasyonlar incomplete Freunds’ adjuvan ile
yapildi. Adjuvan ile PBS icerisindeki antijenin karisimi 1: 1 olacak sekilde hesaplandi.
Fare isaretlemesi isleminde kulagi isaretsiz fare (NK), sag kulagi isaretli fare (SaK), sol
kulag: isaretli fare (SoK), her 2 kulagi da isaretlenmis fare (SSK) ve sag kulagi V
seklinde isaretlenmis fareler (SaVK) olusturuldu. Fareler flizyona alinmadan 6nce rapel
immiinizasyonlar1 flizyondan 4 giin 6nce intravendz olacak sekilde uygulandi. Son rapel
immiinizasyonunda antijen yalniz PBS igerisinde ¢6ziindiiriilerek farelere verildi. Rapel
immiinizasyonlarindaki antijen miktar1 normal kosullarda belirlenen antijen miktarinin

yarisi olacak sekilde uygulandi.
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Tavsan immiinizasyonlarinda RayBiotech firmasindan alinan IRT2 antijeni 150 pg doz
olacak sekilde hayvana uygulandi. Immiinizasyonlar 14 giinde bir tekrarlanirken,
antikor titre tayini icin kan drnekleri her immiinizasyondan 10 giin sonra alindi. ilk
immunizasyon bagisiklik sisteminin daha gii¢lii uyarimini saglamak amaciyla adjuvan
yapiyla beraber oldiiriilmiis Mycobacterium tuberculosis igceren Complete Freunds’
adjuvani ile 1:1 karistirilmis 6rnekle yapildi. Ardindan gelen tiim immiinizasyonlar
Mycobacterium icermeyen incomplete Freunds’ adjuvani ile yapildi. Alinan kan
ornekleri hazirlanan sodyum sitrat ¢6zeltisine alinip, santrifiij edildikten sonra

siipernatant kism1 serum olarak alinip ilerideki deneyler i¢cin —20°C’ de saklandi.
Immiin Yamt Kontrolii

Fare ve tavsan immiin yanitlarinin kontrolii igin indirek ELISA yontemi kullanildi.
Kaplanacak plaklardaki antijen miktarinin optimizasyonu sonucunda kuyucuk basina
100 ng IRT2 antijeni kaplandi. Farenin kuyruk ucu etanol uygulamasi ardindan ¢ok az
kesilerek kani alind1 ve 15 pl sodyum sitrat ¢ozeltisine ilave edildi. Yaklasik 2 dakika
boyunca maksimum hizda santrifiij edildikten sonra elde edilen serum dolayli ELISA ile
test edilene kadar -20°C’de saklandi. 96 Kuyu; 100 pl, 100 nanogram antijen ¢ozeltisi
ile (PBS ile diliie edilmis) kaplamp gece boyu +4°C’de bekletildi. Kuyular 3 defa
yikama tamponu ile yikandi. Kuyular 300 pl PBS ile seyreltilmis %1°lik yagi alinmis
siit tozu ¢ozeltisi ile bloklandi ve 1 saat +37°C’de veya 2 saat oda sicakliginda
bekletildi. Kuyular 3 defa yikama tamponu ile yikandi. 100 pl, 1/100, 1/1000 ve 1/5000
dilue serumlar (PBS ile) yiiklendi ve 1 saat +37°C> de bekletildi. Kuyular 3 defa yikama
tamponu ile yikandi. 100 pl, 1/2000 oraninda (PBS ile diliie edilmis) Alkalen fosfataz
enzimi ile isaretli kecide gelistirilmis anti fare polivalenti eklenerek 1 saat +37°C’de
bekletildi. Kuyular 5 defa yikama tamponu ile yikandi. Substrat tamponuna, 1 mg/lmi
oraninda substrat (p-nitrophenyl fosfat) konularak her kuyuya 100 ul ilave edildi.
Ardindan karanlikta ve oda sicakliginda 30 ve 60 dakika inkiibe edilip 405 nm’de
ELISA okuyucusunda absorbanslart okutuldu.

Antijen Kaplama Optimizasyonu

Bu amagla dolayli (indirek) ELISA ) yontemi kullanildi. Bu deneyin yapilmasi amaciyla
plaklar 1 gece 6ncesinden 10, 50, 100, 250 ve 500 ng Raybiotech antijeni / kuyu olacak
sekilde belirlenen antijenle kaplandi. Gece boyu bekletilen plaklar plak yikama

soliisyonuyla 3 kez yikandi ve ardindan 2 saat boyunca oda sicakliginda bloklama
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soliisyonunda inkiibe edildi. Inkiibasyon ardindan 3 kez yikanan plaklara antikor olarak
poliklonal fare serumu 1: 100, 1: 500, 1: 1000, 1: 5000 ve 1:10000 diliisyonlarda
hazirlanarak kullanildi. 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilen drneklere ikincil antikor
olarak 1: 2000 oraninda polyvalent eklendi. 1 saat 37 °C’de inkiibasyonun ardindan 5
kez yikanan plaklara Img/ ml olacak sekilde karanlikta substrat eklenmesinin ardindan
30 dakika ve 60 dakikalik siireglerde 405 nm’ de spektrofotometrik olarak okumalar
gerceklestirildi. Sonuglar pozitif ve negatif kontrollerde g6z Oniine alinarak

degerlendirildi.

3.2.2.3 Hiicre Kiiltiirii
Dondurulmus Hiicrelerin Acilmasi

-196°C’de siv1 azot tanklarindaki dondurulmus hiicreler; 37 C’de ¢oziilerek iizerine
onceden hazirlanmis uygun sicakliktaki PBS’ in eklenmesinin ardindan santrifiij
tiiplerine alindi. 1000 rpm’ de 7 dakika tiipler santrifiij edildi. Ardindan ¢oken hiicreler
%10 FBS iceren hiicre besi yeri ile birlikte T25 igerisindeki hiicre kiiltiirii ortamina

alind1.
Hiicrelerin Sayimi

PBS yardimi ile yikanan ve belli bir hacimde steril santrifiij tiiplinde mevcut olan
hiicrelerden mikro pipet yardimi ile 10-20 pl alindi. 1:1 oraninda tripan blue ile
seyreltme ardindan hemositometreye dikkatlice konularak 25 kareye diisen hiicre
miktart sayildi. 10* X hiicre hacmi (ml) X sayilan hiicre miktar1 kullanilarak hiicre

say1s1 hesaplandi ve ardindan uygulamalar1 yapildi.
Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler belli bir ¢ogalma evresinden sonra hiicre kiiltlir kabindan kaldirilarak yikama
islemi gergeklestirilir. Bu amacla, sararan hiicre kiiltiir iist sivis1 steril bir kaba alindi.
Kiiltiir sisesine, ylizeyini kaplayacak oranda PBS tamponu ilave edildi. Scraper yardimi
ile hiicreler nazik¢e kazinarak PBS tamponu ile birlikte santrifiij tlipline alindi. 1000
rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. iki kez yikama isleminden sonra pelletteki hiicrelere

%10 FBS iceren besiyerinin eklenmesinin ardindan hiicreler yeni kiiltiir kabina alindu.
Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin uzun siire muhafaza edilmesi amaciyla dondurma islemi gerceklestirilir. Bu
amagla hiicreler yikama islemine alindiktan sonra, hiicre pelleti dondurma medyumuna
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alindi. her bir dondurma tiipiinde 1.5 ml olacak sekilde pipet yardimiyla dagitildi.
Hiicreler dondurma medyumuna almarak her bir dondurma tipiinde 1x10°-5x10°
hiicre/1,5 ml olacak sekilde dagitildi. Dondurma tiipleri 6nce 1 saat -20°C” de bekletildi.
Ardindan —80°C’ ye alinan hiicreler, bir gece -80°C” de bekletildikten sonra uzun siire

saklanabilmeleri i¢in -196°C sicakligindaki s1v1 azot tanklarina kaldirildi.

3.2.2.4 Fiizyon Calismalar
Myeloma Hiicrelerinin Fiizyona Hazirlanmasi

Fiizyondan yaklasik 14 giin once Fo (CRL- 1646, ATCC) hiicreleri acildi ve
morfolojileri ile durumlari kontrol edildi (Sekil 3. 1). Fiizyondan 10 giin 6nce, myeloma
hiicrelerinin besi yerine Azoguanin (20 pg/ml) ilave edilerek HGPRT mutanti olan
hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi saglandi. Flizyon giini, iist sivis1 dokiilen hiicreler
pasajlanarak 2 kez 7 dakika 1000 rpm’de santriifiij edilerek yikanip, fiizyon sirasinda
myeloma/dalak hiicresi orani belirleyebilmek i¢in Fo hiicre sayim islemi

gerceklestirildi.
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Sekil 3. 1 Fiizyondan once agilan FO hiicreleri (20X)
Besleyici Hiicrelerin Fiizyona Hazirlanmasi

Flizyondan bir giin 6nce hibrit hiicrelerin gelisimi i¢in immiinize edilmemis herhangi bir
fare servikal dislokasyon ile oldiiriiliip, icinde % 70 etil alkol bulunan behere alindi.
Laminar akimli kabinde strafor iizerinde fare sirt {istii toplu igne ile sabitlendi (Sekil 3.

2). Tam karninin iizerinden pens ile tutarak yukari ve yanlara dogru kesiler yapilarak,
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bacaklarindan ve kuyrugundan tutarak farenin derisi yukar1 dogru yiiziildii ve peritonu
zarar gormeden agiga cikarildi. 5 cc’lik enjektor ile 5 ml sadece DMEM besi yeri
peritondan igeriye dikkatlice verildi. Ilk etapta girdigimiz yerden ¢ekebildigimiz kadar
DMEM besi yeri geri ¢ekildi. %80 DMEM, %20 FCS ve 50 pg/ml gentamisin igeren
besi yerine elde ettigimiz hiicre karisimli DMEM ilave edilerek her bir kuyuda 100 pl
olacak sekilde, hiicreler ¢oklu pipet yardimi ile 96 kuyuluk hiicre kiiltiir plaklarina

dagitildi. Hiicrelerin morfolojileri ve yogunluklar1 mikroskopta kontrol edildi (Sekil 3.
3).

Sekil 3. 2 Laminar akimli kabinde strafor tizerine sabitlenen Balb/ c fare

Sekil 3. 3 Besleme amagli alinan feeder hiicrelerin 96’ lik plaklara alindiktan sonraki
goriintiisii (10X)

47



Bagisiklanmis B hiicrelerinin fiizyona hazirlanmasi

Immiinizasyonlar sonucunda dolayli ELISA yontemiyle en yiiksek yanit aldigimiz fare
servikal dislokasyon ile oldiiriiliip, iginde %70 etil alkol bulunan behere alindi. Laminar
akimli kabinde strafor iizerinde fare sirt {istii toplu igne ile sabitlendi. Tam karninin
tizerinden pens ile tutarak yukar1 ve yanlara dogru kesiler yapildi. Peritonu keserek sol

tarafindan dalagi aciga ¢ikarilarak alindi (Sekil 3. 4).

Sekil 3. 5 IRT2 ile immiinize edilmis Balb/C fareden igerisinde steril PBS
bulunan steril petriye alinan dalak

Yaglarindan ayrilan dalak, icerisinde PBS tamponu bulunan steril petride (Sekil 3. 5)

stizge¢ ve baget yardimi ile ezildi. Elde edilen hiicreler siispanse edilerek santrifiij
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tiiptine alinip, 2 kez yikandi ve hemasitometrede sayildi. Aymi fareden ELISA’larda
pozitif kontrol amagli iizere kalbinden kan alinarak serumu Santrifiijle ayrildiktan sonra
20°C’de saklandi.

Myeloma ve Bagisiklanmis Dalak Hiicrelerinin Birlestirilmesi (Fiizyon)

Iki kez yikanan ve sayimlar1 yapilan FO ve dalak hiicreleri 1/10-1/3 oraninda olacak
sekilde santrifiij tiipiinde birlestirildi. 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Stipernatant
kismi atildi ve kalan pellete, 1dakika icerisinde 1ml PEG yavas yavas ilave edildi. Daha
sonra 3 dakika igerisinde 3 ml sadece DMEM, 10 dakika i¢erisinde 20 ml sadece
DMEM ilave edildi. Karisim 5 dakika 37°C’ deki CO, inkiibatorde bekletildi. 5 dakika
sonunda hiicrelerin igerisinde yer aldig: tiip santrifiij edilerek siipernatant kismi atilds,
HAT segici besi yeri ilave edilerek bir giin 6nce besleyici hiicre alinmis her kuyuya 150
ul/kuyu olacak sekilde multi pipet yardimi ile 96 kuyuluk hiicre kiiltiir plaklarina
dagitildi. Hiicrelerin morfolojileri ve olas1t kontaminasyon durumlart bir sonraki giin ve
diger giinler icerisinde plaklar kontrol edildi. Ilk 10 giin fiizyon plaklari CO, inkiibator
de dinlenmeye birakildi. Fiizyondan sonraki 10. giin hibrit taramasi yapild1 (Sekil 3. 6).
Hibrit gozlenen kuyulardan 100 pl st sivi alindi ve bu kuyulara 100 pl/kuyu HAT
secici besi yeri ilave edildi. 12. giin aynm1 sekilde HAT segici besi yeri ¢ekildi ve HT
secici besi yeri ilave edildi. Hiicrelerin gelisimine bagli olarak sonrasinda normal besi

yerine gegildi.

S S

Sekil 3. 6. fiizyondan 10 giin sonra tespit edilen bir hibrit (10X)
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3.2.2.5 Hibridoma Kiiltiirii
Hibrit Hiicrelerin Takibi

Fiizyon plaklarinin kuyulari, fiizyondan 10 giin sonra invert mikroskop ile hibrit hiicre
olan kuyular1 belirlemek amaci ile tarandi. Hibrit tespit edilen kuyulardaki hiicre kiiltiir
iist stvilari, antikor taramasi i¢in dolaylit ELISA yontemi ile test edildi. 96 Kuyu; 100 ul
PBS igerisinde hazirlanmis, 100 nanogram IRT2 antijen ¢o6zeltisi ile kaplanip gece boyu
+4°C’de bekletilen plaklar 3 defa yikama tampon ile yikandi. Kuyular 300 pl %1°lik siit
tozu ¢ozeltisi ile bloklandr ve 1 saat +37 °C’de veya 2 saat oda sicakliginda bekletildi.
Kuyular 3 defa yikama tamponu ile yikandi.100 pl st sivi 6rnekleri kuyucuklara
eklendi ve 1 saat +37°C’de bekletildi. Kuyular 3 defa yikama tamponu ile yikandu.
Kuyucuk basina 100 pl olacak sekilde, PBS ile hazirlanan 1/2000 oraninda alkalen
fosfataz enzimi ile isaretli anti fare polivalent yiiklendi. 1 saat +37°C’de bekletildi.
Kuyular 5 defa yikama tamponu ile yikandi. Substrat tamponuna, 1/1 oraninda substrat
eklenip 100 pl her bir kuyuya yiiklendi. 30 ve 60 dakika oda sicakliginda karanlikta
bekletilip 405 nm’ de ELISA okuyucusunda okutuldu.

Tek Diisiirme (Limited Diliisyon) Yontemi

Flizyon sonucu ELISA yontemiyle IRT2 antijenine karsi 6zel antikor lrettigi tespit
edilen hibrit hiicrelerden tek klondan olusan hiicreler elde etmek amaciyla tek diisiirme
islemi yapildi. Bu hiicreler daha sonra her bir kuyuya bir hiicre diisecek sekilde 100’er
ul 96 kuyuluk hiicre kiiltiir plaklarina dagitildi. Dolaylt ELISA ile 10 giin sonra hibrit
¢ikan kuyularin st sivilart test edildi ve uygun cevabi1 veren monoklon yeniden tek

diistirmeye tabi tutuldu.
indirekt ELISA Testi ile Capraz Reaksiyon Kontrolii

IRT2 antijenine karrg1 gelistirilen monoklonal antikorlarin spesifitesini belirlemek
amaciyla ¢apraz reaksiyon testi yapildi. Capraz reaksiyon testleri i¢in kuyular 100 ng
insan transferrini, insan serum alblimini, insan hemoglobini, PAP antijeni ve 1:1000
oraninda seyreltilmis insan serumuyla kaplandi. Gece boyu bekletilen plaklar plak
yikama soliisyonuyla 3 kez yikandi ve ardindan 2 saat boyunca oda sicakliginda
bloklama soliisyonuyla inkiibe edildi. Inkiibasyon ardindan ile 3 kez yikanan plaklara
antikor olarak IRT2 antijenine spesifik yanit verdigi diisiiniilen hiicre st sivilari
eklendi. 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilen 6rneklere 1: 2000 oraninda polyvalent
eklendi. 1 saat 37°C’ de inkiibasyonun ardindan 5 kez yikanan plaklara 1mg/ ml olacak
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sekilde karanlikta substrat eklenmesinin ardindan 30 dakika ve 60 dakikalik siire¢lerde
405 nm’ de spektrofotometrik olarak okumalar gergeklestirildi. Sonuglar pozitif ve

negatif kontrollerde géz oniine alinarak degerlendirildi.
Hibridomalarin Genis Olcekli Uretimi

Hibritlerden yiiksek miktarda antikor elde etmek igin 96 kuyucuklu plaklardan sirasiyla
24’1i hiicre plaklarina, 6 I1 plaklara ve T25’ lere hiicreler alindi. Ardindan 75 ve 150
cm?lik hiicre kiiltiir kaplarindan yararlanildi. Her plak ve kiiltiir kabma gegiste hiicre
iist sivilarindaki antikor {iretiminin devamliligini gérebilmek i¢in dolayli ELISA ile

antikor yanitlarina bakildi.

3.2.2.6 Antikorlarin Karakterizasyonu ve Saflastirmasi
Antikorlarin izotipinin Belirlenmesi

Antikor izotipi belirlenmesi amaciyla Roche isostrip mouse monoclonal antibody
isotyping kit kullanildi. Bu amacla antikorun oldugu {ist siv1 reaksiyon tiipiinde 1:100
oraninda PBS ile seyreltildi, ardindan kitin igerisindeki stripler bu karisim igerisinde 5
dakika inkiibe edildi. Bantlar goriiniir oldugunda 6rnek tiiplinden stripler ¢ikarildi ve

sonuglar kaydedildi.
Monoklonal Antikorlarin Saflagtirilmasi

Yeterli miktarda monoklonal antikor {ireten hiicre iist sivisinin toplanmasinin ardindan

saflagtirma ¢alismalarina baslandi.

A) Amonyum siilfat ile ¢oktiirme: Hibrit {ist sivilar1 tizerine, hiicre iist sivismin 1,1
kati miktarinda doyurulmus amonyum siilfat ¢ozeltisi +4 C’de manyetik
karistiric1 yardimi ile 60 dakika igerisinde eklendi. 2 saat +4°C’de manyetik
karigtirict yardimi ile karistirilmaya devam edilerek inkiibe edildi. Co6zeltinin
uygun siselere alinmasiin ardindan ultrasantrifiijde 10000 rpm de, +4°C’de, 30
dakika boyunca santrifiij edildi. Pellet PBS yardimu ile ¢oziildiikten sonra 10 mM
fosfat tamponu ve 150 mM NaCl igeren PBS’e kars1 gece boyu +4°C’de diyaliz
edildi.

B) Immiinoaffinite Kromatografisi ile Saflastirllmasi: Monoklonal antikorlarin,
serumda bulunan diger proteinlerden ayrilabilmesi i¢in Protein A bagh kat1 faz
lizerinde immiinoaffinite kromatografisi uygulandi. Kolonun hazirlanabilmesi

icin kolon hacminin 5 kat1 kadar baglama tamponu ile yikand1 (Sekil 3. 7).
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Sekil 3. 7 Antikorlarin saflastirilmasi i¢in hazirlanan kromotografi ve kolon diizenegi

Kolon 6ncesi protein fraksiyonlar1 10 dakika boyunca 13200 rpm’ de santrifiije alind1.
Santrifiijden sonraki iist kesim alinarak yilikleme i¢in ayrildi. Ardindan baglama
tamponu eklenerek kolon sonrasi kesimler fraksiyon cihazindan 1,5 ml’lik tiiplere
toplandi. Tiplerin 280 nm absorbans degerleri spektrofotometre yardimi ile Slgiildii.
Spektrofotometrede Olciilen absorbans degeri sifir1 gosterene kadar kolona baglama
tamponu yliklendi. Spektrofotometrede sifir degeri gozlemlendikten sonra antikoru
toplayabilmek icin kolona eliisyon tamponu yiiklendi. Antikorlar, 75 pl denge tamponu
iceren tiiplerde 1 ml’lik hacimlerde, 1,5 ml’ lik eppendorf tiiplere toplandi. 280 nm’de
ki absorbans degeri tekrar sifir degeri verene kadar devam edildi. Son olarak kolon
hacminin iki kati hacminde %20 etanol ile yikandiktan sonra kolon etiketlenerek
+40C’de saklandi. Saflagtirmanin ardindan kolon fraksiyonlartyla, antikor aktivitesi ve
antikor eliisyonlarinin tespiti amaciyla indirek ELISA yapildi. Absorbans ol¢giim

sonuglarindan yola ¢ikarak konsantrasyon hesaplamalar1 yapildi.

Antikorlarn Liyofilizasyonu ve Ekstinksiyon Katsayilarinin Hesaplanmasi

1 Molar ¢ozeltinin lem. lik kiivette verdigi absorbans molar ekstinksiyon katsayisi
olarak adlandirilmaktadir. Bir¢ok bilesik karakteristik absorbisyon spektrumu verir.
Bilinmeyen bir bilesigin absorbisyon spektrumu bilesigin kalitatif karakterizasyonunu
saglar. Boylece bilesik saptanabilir. Saflastirilan antikorlardan konsantrasyonlari
belirlenen ve yiiksek olan fraksiyonlar bir araya toplanip falkon igerisine alindi ve agzi
parafilmle kapatildi. Liyofilizatérde giin boyu liyofilizasyonun ardindan liyafilizasyon

sonlandirilarak Ornekler alindi. Liyofilize edilen Orneklerden 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1
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mg/ml, 0,5 mg/ml, 0, 25 mg/ml, 0,125 mg/ml lik konsantrasyonlarda antikor 6rnekleri
hazirlanarak 280 nm’ de absorbanslar1 6l¢iildii ve ¢ikan grafikteki egimden yola ¢ikarak

ekstinksiyon katsayilar1 belirlendi.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 immiinizasyonda Kullamilan IRT2 AntijenYapisinin Incelenmesi

Immiinizasyon ¢alismalarinda kullanilan IRT antijeni (Immiin Reaktif Tripsin 2) ilk
olarak ticari olarak Prospec (Pro-770-b) firmasindan temin edildi ve ¢alismalarin bir
bolimi bu antijenle yiiriitildi. Sonraki asamada IRT2 antijeni RayBiotech (228-
13214-3) firmasindan satin alindi.

Antijenin otokatalitik bir proteaz olmasi ve termal kosullardan etkilenme potansiyeli
nedeniyle stabilitesinin korunmasi amaciyla her iki IRT2 antijeni de temininden hemen
sonra lpg/ 1pl olacak sekilde kiigiik miktarlarda hazirlandi ve ve eppendorflar

igerisinde -20°C’de muhafaza edildi.

Antijenin stabilitesinin termal kosullardan etkilenmesi ve otokatalitik bir proteaz olmasi
nedeniyle enzimin stabilitesinin korunmasi amaciyla deney sirasinda kullanilacak
stoklar daima -20°C’de saklandi ve bir kez kullanilan antikor sonrasinda stabilite

degisimini de kayit altinda tutmak amaciyla +4°C’ de tutuldu.

Immiinizasyonlara baslamadan &nce, Prospec ve RayBiotech firmalarindan alinan IRT
antijenleri ile yapilan %15 lik Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS PAGE), glimiis boyama ve spesifik antikor varhiginda gerceklestirilen
immunblotlama caligmalar1 sonucunda Sekil 4. 1 ve 4. 2° deki sonuglar elde edildi.
Marker olarak Thermo Page Ruler Prestained Protein Ladder kullanildi ve boyama
sonras1 sekillerde goriildiigii gibi yaklasik 24 kDa agirhigindaki IRT antijenlerinin
literatiirde belirtilen mevcut protein yap1 ve Ozelliklerin de oldugu goriildi. Her iki

antjende farkli immiinizasyon serilerinde kullanildi.

54



kDa 1 2 3 4 5
130
100
70

55
40
35

25

10

Sekil 4. 1 RayBiotech ve PROSPEC
IRT2 antijenlerinin reducing %15 SDS-
PAGE’ de gosterilmesi (1: Thermo
Page Ruler Prestained Protein Ladder,
2: 500 ng RayBiotech+ PEFABLOCK ,
3: 500 ng RayBiotech, 4: 750 ng
PROSPEC, 5: 1500 ng PROSPEC)
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Sekil 4. 2 RayBiotech ve PROSPEC
IRT2 antijenlerinin immunoblotlama
ile gosterilmesi (1: Thermo Page Ruler
Prestained Protein Ladder, 2:500 ng
RayBiotech+ PEFABLOCK, 3: 500
ng RayBiotech, 4: 750 ng PROSPEC,
5: 1500 ng PROSPEC)
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4.1.1 Antijen ve Fare Serum Diliisyonu Optimizasyon Testi

Caligmalarda kullanilan antijen yapinin serumdaki antikor ile en optimal birlesme
konsantrasyonunun belirlenebilmesimesi amaciyla ELISA yontemi kullanilarak
antijenin kaplama optimizasyonu gerceklestirildi. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda
IRT2 antijen miktarlari,ile farkli diliisyonlara tabi tutulmus bagisiklanmis fare serumlari

denenerek antijen optimizasyonu yapildi (Sekil 4. 3).

3
25 EmFBS

g 2 E1l0ng
g 15 S0 ng
% m100 nz
E 1 m250 ng
] 500 ng
= 0s
-

[I -

Mo Ah 17100 1/500 171000 1/5000 1710000

Diliisyon miktarlan

Sekil 4. 3 ELISA kaplamalarinda kullanilacak antijen miktarinin ELISA ile
optimizasyonu
Deney sonucunda ELISA plaklarinda kaplamada kullanilacak antijen miktarinin

kuyucuk basia 100 ng IRT2 antijeni olacak sekilde yapilmasi kararlastirildi.
4.2 immiinizasyonlar-Fare ve Tavsan Sonuclar

IRT2 antijenine karsi monoklonal antikor iiretmek amaciyla her seride 4-5 fare olacak
sekilde 6 kafesteki farelere, poliklonal antikor eldesi amaciyla da 1 adet tavsana
belirtilen sekillerde ve belirtilen araliklarda immiinizasyonlar yapildi. 6- 8 haftalik Balb-
C tipi farelere Prospec antijeni 14 giinde bir olacak sekilde 50pg doz olarak uygulandi.
RayBiotech firmasindan temin edilen IRT2 antijeni ise 3 farkli konsantrasyonda (5, 25
ve 50ug doz) ve 14 giinde bir olacak sekilde deri altindan enjekte edildi. Farelerin
isaretlemesi amaci ile kulag: isaretsiz fare (NK), sag kulagi isaretli fare (SaK), sol

kulagr isaretli fare (SoK), her 2 kulag: da isaretlenmis fare (SSK) ve sag kulagi V
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seklinde isaretlenmis farelerin (SaVK) kulaklar1 makasla isaret birakilarak

gerceklestirildi.

Immiinizasyon igin birden fazla farenin bagisiklanmasinin bir sebebi de her fareden
istenilen diizeyde immiinolojik yanit alinamamasidir. Dolayli ELISA yontemi ile test
edilen tim kafes fareleri arasinda kafesteki farelerin yaklasik yaris1 IRT2 antijenine
yiiksek yanit verirken, digerlerinden yiiksek antikor yaniti alinamadi. Kafes ismi, fare

say1s1 ve belirlenen immiinizasyon tarihleri Cizelge 4. 1’ deki gibidir:

Cizelge 4. 1 IRT2 ile bagisiklanan farelerin immiinizasyon bilgileri

immiinizasyon Serileri | 1.seri 2.seri 3.seri 4.seri 5.seri 6.seri
Antijen IRT2 IRT2 IRT2 IRT2 IRT2 IRT2
(Prospec) (RayBiotech) | (RayBiotech) | (RayBiotech) | (RayBiotech) | (RayBiotech)
Antijen miktari 50 pg 50 ug 50 ug Sug 25 ug 50 ug
Immiinizasyon tipi Intraperitonal | Intraperitonal | Intraperitonal | Intraperitonal | Intraperitonal | Intraperitonal

Immiin yanitlarin kontrolii igin dolaylit ELISA yéntemi kullanilmustir.

l.serideki fareler PROSPEC antijeniyle bagisiklandirildi (Sekil 4. 4). Yiksek diizeyde

aktivite veren fareler flizyon ¢alismalarinda kullanildi.
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1.seri immiinizasyonlari
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Sekil 4. 4 50 pg Prospec IRT2 ile immiinize edilen farelerin ELISA sonuglari. Fare
immiinizasyon serilerinden elde edilen serumlarin 1:1000 diliisyonda kontrol edilmis
ELISA sonuglar (1.fare: SaK, 2.fare: SoK, 3.fare: SSK, 4. fare: NK, NI: Hi¢ immiinize
edilmemis fare)

2 kafesteki fareler 50 pg RayBiotech IRT2 antijeniyle bagisikland: (Sekil 4. 5). Yiiksek

diizeyde aktivite veren fareler fiizyon ¢alismalarinda kullanildi.

2.seri immiinizasyonlari

0z
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Sekil 4. 5 50 ug IRT2 ile immiinize edilen farelerin ELISA sonuglari. Fare
immiinizasyon serilerinden elde edilen serumlarin 1:1000 diliisyonda kontrol edilmis
ELISA sonuglar (1.fare: SakK, 2.fare: SoK, 3.fare: SSK, 4. fare: NK, NI: Hi¢ immiinize
edilmemis fare)

58



3.serideki fareler 50pg RayBiotech IRT2 antijeniyle bagisiklandi (Sekil 4. 6). Yiiksek

diizeyde aktivite veren fareler fiizyon ¢alismalarinda kullanildi.

3.seri immiinizasyonlari

an
02
o Ik Il I
[ | [ | ll T}

1 fare 2 fare 3 fare 4 fare 5 fate
Fareler

[}

B 2imgnitdzasyon W3 itninizasyon 4imtridnizasyon W5 itnindzasyon W6 dniinizasyon

Sekil 4. 6 50 ug IRT2 ile immiinize edilen farelerin ELISA sonuglari. Fare
immiinizasyon serilerinden elde edilen serumlarin 1:1000 diliisyonda kontrol edilmis
ELISA sonuglari (1.fare: SaK, 2.fare: SoK, 3.fare: SSK, 4. fare: NK, 5.fare: SaVK, NI:
Hi¢ immiinize edilmemis fare)

4. kafesteki fareler 5 pg RayBiotech IRT2 antijeniyle bagisikland: (Sekil 4. 7). Bu

seriden beklenen yanit alinamadigindan flizyona alinan fare olmada.

4.serideki farelerin yanitlar1 yiikksek olmadigindan devam edilecek serilerdeki

immiinizasyonlarin 25 ve 50 pg’ ik dozlarda olmasi kararlastirildi.
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4.seri immiinizasyonlar
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Sekil 4. 7 5 pg IRT2 ile immiinize edilen farelerin ELISA sonuglari. Fare
immiinizasyon serilerinden elde edilen serumlarin 1:1000 diliisyonda kontrol edilmis
ELISA sonuglar (1.fare: SakK, 2.fare: SoK, 3.fare: SSK, 4. fare: NK, 5.fare: SaVK, NI:
Hig¢ immiinize edilmemis fare)

5. kafesteki fareler 25 pg RayBiotech IRT2 antijeniyle bagisiklandi (Sekil 4. 8).
Bagisiklik yanit1 yiiksek olan fareler fiizyona alindu.

S.seri immiinizasyonlari
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Sekil 4. 8 25 ug IRT2 ile immiinize edilen farelerin ELISA sonuglari. Fare
immiinizasyon serilerinden elde edilen serumlarin 1:1000 diliisyonda kontrol edilmis
ELISA sonuglar (1.fare: SaK, 2.fare: SoK, 3.fare: SSK, 4. fare: NK, 5.fare: SaVK, NI:
Hi¢ immiinize edilmemis fare)
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6. kafesteki fareler 50 ug RayBiotech IRT2 antijeni ile bagisiklandi (Sekil 4. 9). Yiiksek

diizeyde aktivite veren fareler fiizyon ¢alismalarinda kullanildi.

6.seri immiinizasyonlari
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Sekil 4. 9. 50 ng IRT2 ile immiinize edilen farelerin ELISA sonuglari. Fare
immiinizasyon serilerinden elde edilen serumlarin 1:1000 diliisyonda kontrol edilmis
ELISA sonuglar (1.fare: SaK, 2.fare: SoK, 3.fare: SSK, 4. fare: NK, NI: Hi¢ immiinize
edilmemis fare)

Immiinizasyon gruplar1 sonucunda, fareler icerisinde IRT antijenine karsi en yiiksek
antikor yanit1 veren fareler dolayli ELISA metodu ile belirlendi. Grafiklere bakildiginda
Raybiotech IRT2 ile yapilan immunizasyonlarla antikor cevaplarimin yiikseldigi
gorllebilmektedir. Immunizasyon gruplar1 farkli zamanlarda baslatildigindan, farelerin
yaglar1 da gozoniine alinarak en yiiksek yanit veren fareler sirasiyla flizyon islemine

alindi.

61



4.2.1 Tavsan Immiinizasyonlari

IRT2 antijenlerine karsi tavsanlarda poliklonal antikor gelistirilmesi ¢aligmalari
kapsaminda, 3 aylik, 1 adet tavsana, ilgili antijenlerle bagisiklama ¢aligmalar1 yapildi.
RayBiotech IRT2 antijeni 150 pg doz olacak sekilde subcutenous olarak tavsanlara
uygulandi. Ik immunizasyon da 1:1 oraninda antijen ve Complete Freunds’ adjuvani
kullanilirken diger immiinizasyonlarda incomplete Freunds’ adjuvani ayni oranda
kullanildi. Immiinizasyonlar iki hafta ara ile gerceklestirildi. Her immiinizasyondan 10
giin sonra toplanan kan ornekleri hazirlanan sodyum sitrat ¢ozeltisine alinip, santrifiij
edildikten sonra serumlar dolayli ELISA ile test edildi. Serum ornekleri her
immiinizasyondan 10 giin sonra test edilmistir. Cizelge 4. 2 ‘de IRT2 antijeni ile

bagisiklanan tavsanin immiinizasyon bilgileri yer almaktadir.

Cizelge 4. 2 IRT2 antijeni ile bagisiklanan tavsanin immiinizasyon bilgileri

Antijen IRT2 (Raybiotech)
Antijen miktar1 150 pg
Uygulama sekli Subkutan
1.immiinizasyon 27.05.2016
2.immiinizasyon 10.06.2016
3.immiinizasyon 01.07.2016
4.immiinizasyon 22.07.2016
5.immiinizasyon 08.08.2016

4.2.1.1 Tavsamin Immiin yamt Kontrolii:

Immiin yanitlarin kontrolii igin fare immiin yamt kontroliinde de kullanilan dolayl
ELISA yontemi kullanildi. Farelerin immun yanit kontrolii i¢in yapilan ELISA testinden
farkli olarak, birincil antikor asamasinda 1:1000 dilue edilen tavsan serumu, sekonder
antikor asamasinda 1: 2000 seyreltilerek kullanilan AP isaretli Anti-Rabbit 1gG
kullanildi. Karanlikta substrat eklenmesinin ardindan 30 dakika ve 60 dakikalik
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siireclerde 405nm’de spektrofotometrik olarak okumalar gerceklestirildi. Sonuglar

pozitif ve negatif kontrollerde goz oniine alinarak degerlendirildi.

150 pg IRT2 ile immiinize edilen ve 1:1000 dilue edilen tavsan serumlarinin ELISA
sonuclart Seki 4.10.’da verilmektedir. Grafikten goriildiigii gibi, 5.immunizasyon
sonrasinda tavsanda IRT ‘ye kars1 poliklonal antikor cevab1 OD405°de 1,4 seviyelerine
ulasmistir. ELISA optimizasyon caligmalart amaciyla tavsanin kani alinip ilerideki

deneyler i¢in -200C’ de sakland1

Tavsan immiinizasyonlari

la

14

12

1

0E

0a BTavgan
04

-

. Il | | |

2imariindzasyon 3iwminizasyon 4ineiinizasyon 5 ingtiindzasyon

Ahsorbans{OD405)

Sekil 4. 10 150 pg RayBiotech IRT2 ile immiinize edilen tavsanin serumlarinin ELISA
sonuclari. Tavsan immiinizasyon serilerinden elde edilen serumlarin 1: 1000 diliisyonda
kullanilmasiyla elde edilmistir

4.3 Fiizyonlar

IRT2 ile bagisiklanan fareler arasinda, bu antijene en yiliksek immiin yanit veren
farelerle 7 adet fiizyon g¢alismasi gergeklestirildi. Elde edilen hibritlerin yanitlarinin
kontrolii indirek ELISA protokolii ile gergeklestirildi. Yapilan biitiin fiizyonlara ait

sayisal veriler Cizelge 4. 3‘te verilmistir.
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Cizelge 4. 3 Yapilan fiizyonlar hakkinda genel bilgiler

Fiizyon

No

2

3

4

5

6

Fiizyona
secilen
fare

1.seri
SSK

faresi

1.seri
SoK

faresi

1.seri NK

faresi

2.seri SaK

faresi

2.seri
SSK

faresi

2.seri NK
faresi

5.seri NK
faresi

Fiizyon
tarihi

06/10/201
5

19/11/201
5

04/12/201
5

07/04/2016

03/06/201
6

30/06/201
6

29/07/201
6

Dalak
hiicresi
sayisi

(Balblc)

318.10°

300. 10°

175. 10°

310. 10°

370. 10°

580. 10°

370. 10°

F0 sayis1
(ATCC
CRL1646)

155.10°

154. 10°

87,5. 10°

115. 10°

120. 10°

127,5. 10°

120. 10°

Dalak/ FO
orani

1/2

172

1/2

1/3

1/3

1/5

1/3

Test

edilen
hibrit
sayisi

265

203

378

Kontaminasy
on oldu

250

750

91

Antikor
aktivitesin
e sahip
hiicre
sayisl1

14

15

12

IRT2’ ye
kars1
monoklon
al antikor
lireten
hiicre
sayisi

Elde
edilen
hibrit
hiicre
hatlan

3E7, 6E7,
6G7

4.3.1 5 numarah fiizyon calismasi

2.serideki SSK faresine 9.immiinizasyon ardindan fare flizyona alindi. Fiizyonun

bilgileri Cizelge 4. 4’ te, fiizyona almman farenin bilgileri ise Sekil 4. 11’ de

verilmektedir.
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is

Absorh ans (OD405)

15 1

0s

2.seri 9. immiiniza syon

25

m1/100
m 11000
o 1/5000

1 fare 2 fare 3 fare Mo I. Pah

Fareler

Sekil 4. 11. 5. flizyona alinan SSK faresi ve kafesteki diger farelerin ELISA sonuglart
(1.fare:SoK, 2.fare:SSK, 3.fare: NK, No I: hi¢ immiinize edilmemis fare; PAb:

Poliklonal fare serumu)

Cizelge 4. 4 Besinci fiizyon bilgileri

Flizyona girilen fare 2.seri SSK faresi
Dalak hiicre say1s1 370. 10°

Fo sayis1 120. 10°

Dalak/ Fo orani 1/3

Test edilen hibrit say1st 250

Antikor aktivitesine sahip hibrit sayis1 3

IRT2’ ye karst monoklonal antikor iireten | 3

hiicre sayisi

Elde edilen hibrit hiicre hatlar 3E7, 6E7, 6G7
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IRT2’ ye kars1 monoklonal antikor iireten hibridoma klonlari, daha biiytik hiicre kiiltiir
plaklarina (24 gozli kostar, 75 cm? sise, 150 cm2) aktarilarak ¢ogaltildi ve herhangi bir
kontaminasyon riskine karsi, hizli bir sekilde dondurularak 6ncelikle -70°C’de bir gece
bekletildikten sonra -196°C’de siv1 azot tanklarina kaldirildi. Bu antikorlarin yanitlart en
az 2 kez kontrol edilmistir (Sekil 4. 12). Genis 6lgek iiretim amacli daha biiylik kiiltiir
plaklarma alindiktan sonra antikor yanitlarinin devamliligi indirek ELISA ile yeniden
kontrol edildi.

12

=
&

=
=1

M 1.tarama
W2 iarama

Absothans (OD405)

=
.
I

=
b
I

6GT

Sekil 4. 12 5.fiizyon sonucu elde edilen antikorlarin IRT2 antijenine kars1 verdigi
cevaplar

Daha da iyi yanit veren antikorlarin elde edilebilmesi i¢in flizyon caligmalarina devam

edilmesine karar verildi.

4.3.2 Yapilan Diger Fiizyonlar

1.flizyon sonucunda; 265 klon elde edildi. ELISA testlerinde 14 adet antikor aktivitesi
gosteren hibrit bulundu. Tekrarlanan ELISA kontrol ¢aligmalarinda hiicrelerin antikor
aktivitesini kaybettigi, 1E9 isimli klonun aktivitesini siirdiirlirken diger proteinler ve
antijen olmayan kuyularla gerceklestirilen ELISA testlerinde ¢apraz reaksiyon verdigi
gozlendi. Bu fiizyon calismasinda elde edilen hibrit hiicrelere ait antikorlarin IRT2’ye

0zgiin olmadiklar1 belirlendigi i¢in flizyon ¢alismalar1 diger farelerle stirdiiriildii.
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2. Fiizyon ¢alismasinda; 203 klon elde edildi. Elde edilen 15 adet antikor iireten hibritin

tekrarlanan ELISA caligmalarinda antikor aktivitesini kaybettigi gozlendi.

3. Fiizyon ¢aligmasinda;_378 klon elde edildi. ancak IRT2’ ye karsi antikor yaniti
gozlenen 9 hibritte, ilerleyen ELISA calismalarinda yanit alinmamaya baglandi. Bu

flizyon ¢alismasindan da beklenilen sonug elde edilemedi.

4. Fizyon calismasinda; flizyon c¢alismasi sonrasinda hiicreler kontrol edildiginde

bakteri kontaminasyonu saptandi ve bu nedenle flizyon devam ettirilmedi.

5. Fiizyon c¢alismasinda; 250 hibrid klon elde edildi. ELISA ¢alismalarinda bu klonlar
arasindan antikor aktivitesi gosteren 4 adet hibrid hiicre klonu tespit edildi. Bu
hiicrelerden bir tanesi (1B1) antikor aktivitesini kaybederken, diger 3 adet hibritin (3E7,
6E7, 6G7) IRT2 antijenine kars1 antikor yanitini siirdiirdiigii belirlendi. Yiiksek afiniteli
farkli 6zelliklerde antikorlarin elde edilmesi amaciyla, immun cevabi yiiksek fareler

kullanilarak fiizyon ¢alismalarina devam edildi.

6. ve 7. Fiizyon calismasinda, 841 klon elde edildi. ilk ELISA testlerinde bu klonlar
arasinda 12 tane antikor iireten hibrit hiicre belirlendi. Tekrarlanan ELISA testlerinde
bir kisminin c¢apraz reaksiyon verdigi bir kismininda antikor aktivitesini kaybettigi

tespit edildi.

4.4 Elde Edilen Monoklonal Antikorlarin Karakterizasyonu

4.4.1 Capraz Reaksiyonlarin Belirlenmesi

5.flizyon sonrasinda elde edilen 3E7, 6E7 ve 6G7 antikorlarinin IRT2 antijenine karsi
yanitlar1 ve diger proteinlere kars1 ¢apraz yanitlari dolayli ELISA yontemiyle belirlendi.
Kan serumunda serbest halde bulunan IRT2’ nin miktarinin spesifik olarak kantitatif
olarak ol¢iimii istendiginden Pankreatitle iligkili protein (PAP) (100 ng), transferin (100
ng/ kuyu), hemoglobin (100 ng/ kuyu), insan serum albumini (100 ng/ kuyu), ve insan
serumu (1:1000 diliisyon) ile de ¢apraz reaksiyonlarina bakildi. Capraz reaksiyonlara ait

veriler Cizelge 4. 5’ te gosterilmistir.
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Cizelge 4. 5 Elde edilen antikorlarin ¢apraz reaksiyonlarinin sonuglari

PBS | IRT2 |PAP | insan Hemoglobin | Transferrin | Insan
Serumu Serum
Albumini

6E7 0,109 | 2,527 | 0,092 | 0,205 0,103 0,099 0,106
6G7 0,114 | 0,825 | 0,095 | 0,232 0,091 0,091 0,094
3E7 0,12 0,999 | 0,104 | 0,199 0,098 0,099 0,104
*Pab 0,304 | 2,523 | 0,427 | 0,346 0,362 0,336 0,313
**pBS | 0,086 | 0,084 | 0,077 | 0,2 0,082 0,097 0,083

*Pab : Fare poliklonal antikoru
**PBS: Fosfat tamponu

Sonugcta elde ettigimiz her 3 antikorunda test edilen antijenik yapilar icerisinde yalnizca

IRT2’ ye spesifik oldugu saptandi (Cizelge 4. 5).

4.4.2 Antikor Izotipinin Belirlenmesi

Elde edilen 3 monoklonal antikorun karakterizasyonu calismalarinda; IRT2 antijenine
ozgiin 3E7, 6E7 ve 6G7 monoklonal antikorlarinin immiinoglobulin tipleri Roche
IsoStrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping antikor alt tipi belirleme Kkiti ile
belirlendi. Yapilan c¢alismada; 3E7 ve 6G7 isimli monoklonal antikorlarin
immiinglobulin tipinin IgG2a, hafif zincirinin ise x (kappa) tipinde oldugu belirlendi. En
yiiksek yanitt aldigimiz 6E7 antikorunun immiinglobulin alt tipi IgM, hafif zinciri ise k

(kappa) tipinde belirlendi (Sekil 4. 13 ve Cizelge 4. 6).
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Sekil 4. 13 3E7, 6E7 ve 6G7’ nin IsoStrip
ile belirlenen alt tipleri

Cizelge 4. 6 Elde edilen hiicrelerin salgiladigi antikorlarin izotipleri

Monoklonal antikor Immiinglobiilin tipi
3E7 IgG2a,

6E7 IgM, x

6G7 IgG2a,

4.5 Elde Edilen Monoklonal Antikorlarin Saflagtirilmasi

Monoklonal antikor saflastirmasi, konsantre edilmesi ve daha rahat saklanabilmesi
amactyla amonyum siilfat ¢oktiirme ve daha ileri asama olan Protein-A Immiinoaffinite
kolonu ¢alismalart IgG izotipli antikorlar i¢in yapildi. Bu amagla genis dlgekte iiretime
gecilen hiicrelerin st sivilar1 toplandi. Ardindan protein ve antikorlari ayirmak icin
Amonyum Siilfat ¢oktiirme yapildi. Coktiirme ve diyaliz ile ilgili bilgiler Cizelge 4. 7 °

de verilmistir.
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Cizelge 4. 7 Amonyum Siilfat ¢oktlirme dncesi ve sonrasi {ist sivilarla ilgili bilgiler

Monoklonal antikor | Ik hacim | Son hacim Son hacim/ ilk hacim

3E7 150 ml 10 ml 1/ 15
6E7 310 ml 20 ml 1/15,5
6G7 145 ml 10 ml 1/ 14,5

IgG2a alt tipine sahip proteinlerin gece boyu diyalizinin ardindan 3E7 ve 6G7
monoklonal antikorlar1 Protein A kolonuyla piirifiye edildi. 2 ml ve 4 ml® lik
fraksiyonlarla denemenin ardindan 6G7 antikoru 3 ml’ lik fraksiyonlar halinde
saflastirilirken 3E7 antikoru 2 ml’ lik fraksiyonlarla saflastirildi. Baglanma, yikama ve
elisyon asamalarinin her birinde protein konsantrasyonlart 280 nm’ de belirlendi.
Saflagtirmanin ardindan kolon fraksiyonlariyla, antikor aktivitesi ve antikor

eliisyonlarinin tespiti amaciyla indirek ELISA yapildi (Sekil 4. 23).

ELISA sonuglar1 ve 280 nm’ deki konsantrasyonve gz oniine alindiginda antikorlarin
saflastirilabildigi saptandi. Grafiklerde de goriildiigii lizere 3E7 ve 6G7 monoklonal
antikorlarmin Eliisyon tamponunun kolona yiiklenmesinin ardindan gelen 3 fraksiyon

tiipiinde alinabildigi saptand1 (Sekil 4. 23).

Saflagtirilmis antikorlarin miktarlar1 1 mg/ml” de bulunan IgG antikorunun miktarinin
1,43 olmasindan yola ¢ikarak hesaplandi (Proteinin absorbansi/ 1,43 (sabit say1)= 1 ml’

deki protein miktar1).

Hesaplama sonucunda 13. fraksiyondaki 3E7 miktar1 0,173 mg/ml iken, 14.
fraksiyondaki 6G7 miktar1 0,45 mg/ml olarak bulundu.
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Sekil 4. 14 Saflastirmasi yapilan IgG2a tipi 3E7 ve 6G7 antikorlarinin absorbans
sonuglar1 (EB: Eliisyon tamponu)

Liyofilize edilen orneklerden 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0, 25 mg/ml,
0,125 mg/ml lik konsantrasyonlarda antikor oOrnekleri hazirlanarak 280 nm’ de
absorbanslar1 6l¢iildii ve ¢ikan grafikteki egimden yola ¢ikarak ekstinksiyon katsayilari

belirlendi (Sekil 4. 15).
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Sekil 4. 15 Elde edilen antikorlarin € degerleri

2 mg/ml ve 4 mg/ml antikor konsantrasyonunda her 2 antikorunda absorbans degeri 3’
iin lizerinde ¢iktigindan spektrometrede 6lgiim alinamadi. 1 mg/ml ve diger seyreltmeler
tizerinden yola c¢ikarak belirlenen grafikteki egime bakilarak & (molar ekstinksiyon
katsayis1) degerleri belirlendi. 3E7 antikorunun degeri 1,369 iken, 6G7 antikorunun
degeri 1,89 olarak belirlendi.
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Ileride yapilan calismalarda, isaretlemelerde ve kit denemelerinde ekstinksiyon

katsayilarinda yararlanilarak antikorlarin miktarlar1 belirlendi.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Kistik fibrozis otozomal ¢ekinik gegis gosteren, beyaz irkta en sik rastlanan genetik
hastaliktir. Diinyada prevalansi yaklasik olarak her 3000 bebekte 1 olarak saptanmustir.
Pankreas, bagirsak, akciger, ter bezleri ve dis salg1 bezleri gibi viicudun bir¢ok énemli sistem
ve organini ayni anda etkileyebilen bu rahatsizlikta, sindirim sistemi ve solunum sistemi kalin
ve yapiskan bir mukoza salgisiyla tikanir [14]. Hastalarin 6mriinii kisaltan asil etmense
pankreatik ekzokrin fonksiyonlarin azalmasiyla yetersiz beslenmedir. Hastali§in erken teshis
edilmedigi durumlarda etkin tedaviye baslanilmamasi sebebi ile hastalarin 6mrii kisalmakta
ve yasam Kkaliteleri bozulmaktadir. Hastalarin yasam siiresinin ortalama 37 sene ile

sinirlandig da bilinen gergekler arasindadir [13], [14].

Bu nedenle hastalikta etkin tedavilerin erken baslatilabilmesi i¢in erken taninin 6nemi giderek
artmaktadir. Bu hastaligin tanis1 Amerika, Yeni Zelanda ve bir¢ok {ilkede yenidogan tarama
programinda uygulamadadir. Tarama programinda bebeklerin topuk kanindan IRT diizeyleri,
baz1 iilkelerde ise DNA testi ile gen mutasyonu incelenmektedir. Yeni dogan tarama
programinda yer almayan kistik fibrozis tani testi 2015 yili itibariyle T.C. Saglik Bakanlig1
Yenidogan Ulusal Tarama Programinda zorunlu testler arasina eklenmistir [11]. Yenidogan
topuk kani Orneklerinde hastalifin taramasi i¢in IRT analizlerine baslanmistir; fakat kistik
fibrozisin tanisinda kullanilmak {izere gelistirilen tani kitleri yurt digindan ithal edilmekte ve
bu da iilke ekonomisine kiilfet olusturmaktadir. Bu sorunlar1 agmak amaciyla konu ile ilgili
iilkemizde yapilan ¢alismalar da oldukga yetersizdir. Bu nedenle tiimiiyle yurt disindan satin
alinan, yilda yaklagik 1 300 000 yeni dogan bebek i¢in yapilacak ve tekrar testleriyle birlikte
yaklasik 2000.000 adete ulasacak olan IRT test kiti ihtiyaci {ilkemiz i¢in ¢ok onemlidir.

Bu tez c¢alismasinda yerli olarak ilk kez IRT2’ ye karsi monoklonal ve poliklonal antikor

dretilmistir. IRT 2° ye kars1 immunizasyonla beraber hibridoma teknolojisi de kullanilarak
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Ozgiin ve yliksek afiniteli ve poliklonal ve monoklonal antikorlar gelistirilmis, gelistirilen

antikorlar saflastirilip karakterize edilmistir.

Hedefe ulagsmak icin asagidaki caligsmalar gergeklestirilmistir;

Monoklonal antikorlarin eldesi i¢in; uygun antijenlerin se¢imi, fare tiiriiniin se¢imi,
adjuvan sec¢imiyle birlikte immiinizasyon sekli ve miktar1 gibi bir¢ok 6nemli safha
mevcuttur. Bu c¢alismada B lenfosit donorii olarak disi Balb/c fareleri, myeloma
hiicresi olarak da ticari olarak temin edilmis olan fare kdkenli Fo myeloma hiicreleri
(ATCC CRL1646) secilmis ve kullanilmistir. Calismada kullanilan hem complete
hemde incomplete Freunds’ adjuvami gii¢li immiin sistem uyarici 6zelligi olan,
hiimoral yanit1 indiikleyen ve fare immiinizasyonlarinda uygun bir adjuvan olarak
goriilmektedir. Bunun sebebi Freund adjuvani ile immiinize edilen hayvanlarda bu
immiin cevabin ¢ok uzun siireler korundugu ve igerigindeki mikobakteri lizatinin T
hiicrelerini  aktiflestirerek B hiicrelerinin = stimiilasyonunu ve olgunlagmasini
indiiklediginin bilinmesidir.

6-8 haftalik Balb/c fareleri IRT2 antijenleri ile farkli miktarlarda intraperitonel olarak
immiinize edilmistir. Fiizyondan Once son hatirlatma amaclhh yapilan
immiinizasyonlarda ise bagisiklanan miktarlarin  yarist1 oraninda adjuvan
kullanilmadan fareye intravendz olarak verilmistir. ELISA sonucunda en yiiksek yanit1
verdigi saptanan fareler fiizyona alinmistir. 5. fiizyon sonunda IRT2 antijenine karsi
en yiksek immun yanitt veren kuyucuklardaki hiicreler sec¢ilmis ve bu gruplarin
kiilttirleri genisletilip bir kism1 dondurulmustur.

Pozitif sonu¢ almman kuyularin tek diisiirme calismalarinda ise IRT2 spesifik
monoklonal antikor {tretilmesinde ilk olarak hibridoma klonlarmin gelisimleri,
farelerden alinan peritonel hiicrelerle desteklenmistir.

Ardindan yapilan ¢aligmalarda IRT2’ ye spesifik gelistirildigi diisiiniilen monoklonal
antikorlarin ¢apraz reaksiyonlarina bakilmistir ve antikorlarin IRT2 antijenine karsi
yanitlart en yiliksek c¢ikmustir. Kistik fibroz tanisinda son yillarda kullanilmaya
baslanan PAP belirtecine ve insan kaninda ve serumunda bulunan proteinlere karsi her
3 IRT2 antikorununda ¢apraz reaksiyon vermedigi saptanmistir.

Bir sonraki ¢aligmada iiretilen antikorlarin alt tipleri belirlenmistir. Deney sonucunda
3E7 ve 6G7 klonlarinin IgG2a alt tipli, 6E7 antikorunun ise IgM alt tipli oldugu
saptanmistir. Belirlenen izotiplere gore antikorlarin saflagtirilmasina yonelik

caligmalar1 yapilmstir.
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e Saflagtirma islemleri icin yiiksek miktarda {ist sivi gerekli olugundan bu hiicreler
bliyiik ¢apta kiiltiire alinmis ve her seferinde list sivilar1 toplanmistir. Hiicre kiiltiir
slipernatant1 biriktirilerek amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve protein A afinite
kromatografisi gerceklestirilmisir. Saflastirma islemleri sonrasi gergeklestirilen UV

spektrofotometre analizlerinde antikor miktarlar1 saptanmistir.

Sonugta bu ¢alismada iilkemizde ilk kez IRT2 antijenine karsi monoklonal antikor iireten
hiicre hatti elde edilmis, kriyoprezervasyonu gergeklestirilmistir ve tavsan poliklonal

antikorlar1t ELISA tabanli sistemlerde kullanilmak {izere saklanmuistir.

Ulkemizde IRT2’ ye kars1 ilk defa elde edilen bu monoklonal antikorlar ileride cesitli

enzimatik ve kemiliiminesans ajanlarla konjuge edilerek ELISA sistemlerinde kullanilacaktir.
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