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MONOKLONAL ANTIKORLARIN URETIMI VE
KULLANIMI
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OZET

Normal antikor yapan B lenfoblastlar ve uygun myeloma hiicrelerinin fiizyonu ile, tek tip antikor
yapma niteliginde, siirekli iireyen hiicrelerin ¢ogaltilmas: teknigi Kohler ve Milstein tarafindan
1975'de bagarilmugtir. Doku kiltiiri ortaminda ireyebilen bu hiicrelere "hibridoma” denmugtir.

Monoklonal antikorlar ve hibridoma teknolojisi halen spesifik yiizey markerleri ile hiicre tipleri-
!nin ayrilmasinda, lenfoid ve myeloid malignitelerin tesbitinde, doku tiplendirimlerinde kullaniimakta
olup, yakin bir gelecekie de timor spesifik antikorlara sitotoksik ilaglar baglanarak timér tedavi-
sinde (Sihirli Kurgun) yaygin olarak kullanilabilecektir.

SUMMARY
The Production and Use of Monoclonal Antibody

The technic for the production of immortal clones of cells making single antibody specificities
by fusing normal antibody-forming B lymphoblasts with an appropriate myeloma cells are achived
by Kohler and Milstein in 1975. These cells so celled "hibridomas" are selcted out in a tissue culture
medium.

Monoclonal antibody and hibridoma technology are used in the speration of individual cell types
with specific surfaces markers, diagnosis of lymphoid and myeloid malignancies, tissue typing. And
also will be wused in tumour therapy (magic bullet) with cytotocxic agents coupled to
antitumour-specific antibodies.

GIRIS

Tiim canhlar kendi kalitsal yapilarina yabancilik &zelligi tasiyan molekiileri
(antijenleri) tamyan ve bunlara karsi gdéstererek organizmay: koruyan "immiin sisteme"
sahiptir. Antijenler tarafindan uyanlan immiin sistem 6zgiil immiin cevap verir.

Antikorlar humoral immiiniteden sorumlu molekiillerdir. Immiinglobiilin
yapisindadirlar, plazma hiicreleri (B lenfoblastlar) taraindan sentezlenerek dolagima salinir
ve viicudun her tarafina yayilarak etki gosterirler (1).

Immiinglobiiliinlerin (Ig) her antijene ayn ayn baglandiklan hipervariabl bolge son
derece cesitlilik gosterir. Yaklasik 100-120 amino asidin cesitli kombinasyonlarinin
olusturdugu bu bdlgeye gore, bir fare tipinin antikor hafizasimin 10 milyon ile 50 milyon

(1-5 x 107) arasinda olabilecegi tahmin edilmektedir. Bir tek antijenik determinanta kars:
1000 ile 8000 arasinda farkli antikor tamimleomus, fakat bunlarin yalmz 5-10 g¢esidi her
zaman aynlabilmigtir. Bunlar, antikor sentezleyen birden fazla B lenfoblasun iirettigi
kangik (poliklonal) antikorlardir. Bu durumda verilen antijenik determinantlara kars:
olusan spesifik antikorlan yeterli miktarda elde edip saflasurmak ve primer yapilarim
incelemek miimkiin olmamaktadir (2).

Multip] myelomada ise, plazma hiicrelerinden birisinin malign proliferasyonu ile
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(monoklonu) tek tip Ig ve myeloma (M) proteini iiretilir. Uretilen Ig fonksiyonel olarak
antikor niteligi tasimaz, ancak cok miktarda salgilanir. Hastalalin plazma ve idrarlarinda
¢ok miktarlarda biriken protein ise Ig'in hafif zincir niteligini tasimaktadir (1).

1975 yilinda Kéhler ve Milstein somatik hiicre fiizyonu tekniginden yararlanarak,
antikor yapabilen fakat kisa 6miirlii olan B lenfoblastlarla sonsuz lireme ve tek tip Ig
sentezleme 6zelligi olan belirli myeloma hiicrelerinin fiizyonu sonucu SUREKLI OLARAK
TEK TIP ANTIKOR (MONOKLONAL ANTIKOR) URETEN HIBRID HUCRE HATTI'm elde
etmeyi basardilar. Bu olay fantastik, utopik teknoloji devrini acarken kendilerine de 1984
yili nobel up &diiliinii kazandirmistir (3, 4).

Monoklonal antikor adim1 verdigimiz; istenilen antijene veya bir antijenik
determinantina karsi spesifitesi olan ve yiiksek titrede saf antikor sentezleyen, tek bir
hibrid hiicreden kéken alan ve devamli iireme potansiyeline sahip hiicre populasyonunun
(monoklon) sentezledigi antikorlarin elde edilmesinde gesitli terimler ve islemler
kullanilmaktadir (5, 7).

Hiicre Fiizyonu:

Fiizyon eritme, birlestirme anlaminadir. Iki ayn hiicrenin uygun ortamda birlestirilip
baz1 ortak &zelliklerini bir araya getirmektir. Monoklonal antikor (MonAb) sentezleyecek
hiicreleri elde etmek icin fiizyona sokulan hiicrelerde cesitli 6zellikler vardir (Tablo: 1).

B Lenfoblastlar: Elde edilecek MonAb'un spesifik olacagi antijenle immiinize edilmig
canhmin dalak hiicre siispansiyonundan elde edilir. Immiinizasyon sonucu uyarilan B
lenfositlerin herbiri gesitli antijenik determinantlara kars1 6zgiil antikor sentezlemek iizere
blast hale gegerler. Lenfoblastlarin canhda poliklonal ¢ogalmalari nedeniyle serumdaki
antikorlar da poliklonal antikor nitelifindedir. Bu hiicreler, hiicre kiiltiiriinde tireyemezler
ya da cok kisa siire icin canli kalirlar. Herbir lenfoblastn uzun siire cogalmas: saglanarak,
bunlardan tek tip antikor elde edilir (3, 6-9).

Myeloma Hiicreler: lyi bir myeloma hatt1 siirekli ve kolay iireyebilmeli, siiratli ireyen
hibritler olusturmali, yiiksek konsantrasyonda Ig sentezlemeli, kendine ait antikor sentezi
yapmamali, HAT (Hipoksantin+Aminopterin+Timidin) ortaminda yalmz basina
iireyememesi icin HGPRT (Hipoksantin Quanin Phospho Ribozil Transferaz) veya TK
(Timidin Kinaz) enzimi defekti olmahdir. Bu &zellikleri tasiyan insan orijinli iyi bir
myeloma hatt1 hemiiz kullamlamamistir. en ¢ok fare ve rat hiicreleri kullanilmaktadir (3,
9, 10).

Hibrid Hiicreler: Imiinize edilmis B lenfoblast ve mutant myeloma hiicrelerinden fiizyon
islemi ile elde edilen melez hiicrelerdir. Hibrid hiicreler ayni tiirden veya ayn tiirden canli
hiicreleri arasindaki fiizyonlarla elde edilebilir. Bu hiicreler fiizyon sirasinda iki atasal
hiicreye ait kromozomlardan bir kismimmi kaybettikleri gibi, her iki hiicreye ait
kromozomlarin pek ¢ogunu korurlar. Fiizyonda uzak tiirden hiicreler kullanildig1 zaman
kromozom kayb1 daha fazla olmaktadir. Hibrid hiicreler B lenfoblastlardan aldig1 6zellikle
HGPRT enzimine sahiptir ve HAT ortaminda tireyebilirler (8, 11, 12).

Klonlama:

Ureme potansiyeli goésteren hibrid hiicre topluluklarindan hazirlanan yeni bir
siispansiyonla herbir hiicrenin yalniz basina liremesinin saglanmasidir. Hibrid hucre
toplulugundaki hiicreler sayisinca klonlar elde edilir. Tek klonlama yetmedifi zaman
iireyen hiicrelerden yeniden klonlamalar yapilir. Bu hiicreler antijenin tek bir
determinantina kars1 antikor iireten (MonAb) hiicreler olur (3, 5, 7, 13, 14).
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Yapilan ¢aligmalarin sonunda birtakim ‘6zellikler aranir:

1-Siirekli hiicre iiremesi olmalidir.

2-Immiinglobiilin sentezi yapilmalidir.

3.Tek tip antikor sentezlemelidir (IgG veya IgM ve digerleri gibi)
4-Ozgiil antikor yapmaldir.

Bu amaca yonelik yapilacak monklonal antikor iiretim teknigi sSyledir:

1-Calisilacak olan canli tiiriiniin segimi: Kohler e Milstein'in orijinal ¢aligmalar1 dahil
olmak iizere en cok kullamlan faredir. Daha ¢ok Balb/c fareleri kullamilir.

2-Immiinizasyon: Fareler istenen antijenik molakiile karg1 uygun bir asilama prosediirii
ile bagisik hale getirilir. Bir hafta aralarla iki ya da {i¢ immiinizasyon onerilir. Yetersiz
immiinizasyon kadar asin immiinizasyon da sonucu olumsuz etkiler.

3-Lenfoblast siispansiyonunun hazirlanmasi: Immiinizasyon sonucunda farelerin
dalaklan steril olarak cikartilir ve siispansiyonu yapilir. Bunlar B hiicresi ihtiva ederler.
Immiinizasyon sonucu ne kadar ¢ok B lenfoblast hiicresi olusmussa basar1 o kadar
yiiksektir. Bu lenfoblastlar HGPRT enzimi yapabilmelidirler.

4-Myeloma hiicre hatti segilir: Myeloma hiicrelerinin yukarida sozii edilen &zellikleri
tasimas1 gerekir. Ozellikle HGPRT veya TK enzimi defekti olmahdr. HGPRT defekti olan

myeloma hiicreleri bir piirin analogu olan 8-Azoguanin'e direng¢lidirler. 106 kadar myeloma
hiicresinin olusturdugu ortama 20 ug/ml 8-azoguanin ilave edilirse yaklagik 20 klonluk
hiicre elde edilebilir. Aym sekilde TK enzimi defekti olan hiicreler de, bir pirimidin
analogu olan 5-bromodeoksiiiridin‘'e direnclidirler. ortalama 30 ug/ml ilave edildigi zaman
defektsiz hiicreler cogalamaz, TK defekti olanlar tesbit edilip ayrilabilir. Bunlar HAT
ortaminda yalmz bagma iireyemezler. Bu defektlerini fiizyona girdikleri B lenfoblastlardan
giderirler. Bunun i¢in Balb/c farelerden saglanan X63, SP2/0 ve ratlardan elde edilen
YB2/30 hiicre hatlar1 en ¢ok kullanilanlardir.

5_Fiizyon: Buna hibridizasyon islemi de denir. Bu asamada B lenfoblastlar mutant
myeloma hiicreleri ile fiizyona sokulur. Fiizyon islemi HAT besi ortamimda yapilr.
Buradaki aminopterin DNA sentezinde, ana niikleik asit sentezini bloke eden bir
inhibitérdiir. Bu ana yol bloke edildigi i¢in normal hiicreler yan yollardan, yani
hipoksantin veya timidinden yararlanarak niikleik asit sentezini yapabilirler. Buna
karsilk HGPRT enzimi defekti olan mutant myeloma hiicreleri aminopterinli ortamda
ireyemez. B lenfoblastlarin omiirleri de kisa oldugu i¢cin, HAT ortaminda ancak; stirekli
iireme &zelligini myeloma hiicrelerinden, HGPRT enzim genini B lenfoblastlardan almis
olan hibrid hiicreler iireyebilir.

HAT ortaminda yapilan fiizyon islemi ise kisaca sdyledir:

a-Dalak siispansiyon hiicrelerinden yaklasik 108 hiicre ile myeloma hiicrelerinden

2x107 hiicre, icinde iki hiicrenin birlesmesini kolaylastiracak Polietilen Glikol
(PEG)'liin %25-50'lik solusyonundan (veya inaktive Sendai Viriisiinden) 0.5-1 ml
bulunan tiip igerisinde bir araya getirilir. 60-90 saniyelik bir siire tutulur.

b-Tiip icinde birlesme saglandiktan sonra buna HAT besi yeri ilave edilerek, hafifce
kanstinlir, plastik pleytlerin goézlerine mikropleytlerle 0.2 ml olacak sekilde
dagitilir. Uzeri kapaulip %4 CO3'li rutubetli ortamda etiive kaldinlir. Ureme

yetenegindeki hibrid hiicreler 10-12 giinde yavas yavag gelisip 3-4 haftada gozle
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goriilebilir klonlar meydana getirirler.

c-Antikor tesbiti: Hibrit hiicrelerin iireme yaninda, yeteri kadar antikor sentezlemesi de
gerekir. Bunun igin hiicrelerin iiredigi yerlerde iist sividan ELISA, RIA, IFA gibi
serolojik tekniklerle antikor sentez durumlan incelenir ve uygun olanlar secilir. Bu
asamada esas istediimiz antijene uygun Ig sentezinin olup olmadigm tesbittir.
Ancak bu antikorlar yine de antijenik determinantlara kargi poliklonal niteliktedir.
Bunun tek bir antijenik determinanta ait &zellikte olmasi ig¢in "hiicre kiltiiri
klonlama yontemi" kullanilir.

6-Klonlama: Bu islem igin iireme olan kuyucuklardaki hibrid hiicre topluluklarindan
yeniden bir hiicre siispansiyonu hazirlamr. Ayn bir pleyte, cukurcuklann herbirine bir
hiicre isabet edecek sekilde ekimler yapilir ve iliremeye birakilir. Yani tek bir hiicreden
yeni hiicrelere benzer populasyonlar (Klonlar) elde edilir. Hergiin iireme kontrol edilir.
Ureme olursa bu, bir myeloma hiicresi ile bir B lenfoblastin birlegmesi sonucu iireyen
hibrid hiicrelere aittir.Bu istenilen antijene ya da antijenik tederminanta karsi ¢ok ozgiil
antikor sentezler. Difer taraftan bir bagka kuyucuktaki iireme aym antijenin farkh
tederminantina 6zgiil olabilir. Tek klonlama yetmedigi zaman yeni iireyen hiicrelerden
tekrar klonlamalar yapilabilir.

Boylece, istenilen antijene veya antijenik determinantina karsi spesifitesi olan,
yiiksek titrede saf Ig sentezleyen tek bir hibrid hiicreden kéken alan ve devamli lreme
potansiyeline sahip hiicre populasyonu (monoklon) ve bunlarin sentezledigi antikorlar
(monoklonal antikorlar) elde edilmis olur.

7-Saklama: Hibridoma hiicrelerinin iirettifi MonAb'lar karakterize edilir; 6zgtllugi,
titresi, baglanma kapasitesi, dayamklhihigi, saklama kosullari, Ig tipi, monoklonalite
derecesi, antijenik determinantin biyokimyasal yapisi gibi &zellikler saptamir. Saklamaya
alimir. Hiicreler sivi nitrojende dondurularak, elde edilen saf antikorlar da liyofilize
edilerek saklanabilir. I¢ine koruyucular ilave edilmelidir.

8-Yeniden iiretme islemi: Gerektiginde bu hiicrelerin donmug stogundan siispansiyonlar
yapilarak tekrar iiretilebilir. Bunun igin, hiicre kiiltiirii sigeleri ig¢inde, aym tarzda
seyreltilerek ¢ok fazla oranda antikor iiretilebilece§i gibi, farelerin intraperitoneal
injeksiyonu ile olusturulan ascites tiimérlerinde de firetilebilir. Siselerde iretilen
hiicrelerden kiiltir sivissmn 1 ml'sinde yaklasik 10-1000 ugr antikor elde edilmesine
karsilik, Farelerin peritoneal sivilarindan 5,20 mg/ml saf Ig elde edilebilir (2, 3, 5-7, 9),
(Sekil: 1).

Monoklonal Antikorlarin Kullanim Alanlar:

MonAb'lar hastaliklarin teshisinden tedavisine, komplex molekiilleri saflagtirmaktan
doku tiplendirimlerine kadar c¢ok cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Kullanim alanlar
6zellik arzeden durumlarda daha da artacaktir. MonAb'larin en ¢ok kullamildig:i genel
alanlar kisaca Tablo: 2'de verilmistir (1, 15-22).
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TABLO 1
Monoklonal Antikor Uretiminde Kullanilan Hiicreler ve Genel Ozellikleri.

KULLANILAN HUOCRELER OZELLIKLERI
B LENFOBLASTLAR -Genellikle fare ya da rat orijinlidir.

-Spesifik Antijen ile immiinize edildikten sonra dalak
stispansiyonu ile elde edilir.

-Spesifik antikor iretir.

-HAT ortaminda invitro iireme yetenegi (HGPRT+) tagir.

MYELOMA HUCRELER -Siirekli iireme yetenegindedir.
-Cok miktarda Ig tiretr.
-HGPRT (veya TK) enzim defekti vardir. HAT ortaminda

ireyemez. =

-8-azoguanin'e (veya S-bromodeoxyuridin'e) direnclidirler.
HIBRID HUCRELER -B lenfoblast ve Myeloma hiicrelerin fiizyonu ile

olusmustur.

-HAT ortaminda siirekli iireyebilir.

-Spesifik, siirekli ve ¢ok miktarda antikor sentezler.
-Herbir hiicrenin klonu ile monoklonal antikor tiretilir.
-Dondurulup saklanabilir ve yeniden iiretilebilir.

TABLO 2

Monoklonal antikorlarin bazi uygulama alanlar

LENFOSIT -Tiim matiir T lenfositlerde anti-T3 tiplendirimi.

SUBPOPULASYONLARININ -T-helperlerde anti-T4'lin tanimlanmasi

TANIMLANMASI -Siipressor/Sitotoksik T hiicrelerde anti-T8'in
tanimlanmasi.

HUCRE TUKETIMI -Anti-T3 monoklonallarla Sldiiriicii T hiicrelerinin birlikte

"Graft versus host” reaksiyonunu 6nlemek igin insan
kemik iliginde kullanilmasi.

HUCRE IZOLASYONU -Inti-reseptor antikorlarla hiicrelerin seperasyonu.

KAN GRUPLANDIRILMASI -Anti-A, anti-B gibi monoklonal antikorlarla eritrositlerin
taranmasi.

KANSER TESHISI -Monoklonal anti-T ALL'erle non-T ALL'in aynlmasi.

-Doku kesitlerinde peroksidaz isaretli monoklonallarla
lenfomalann tanimlanmasi.

GORUNTULEME -Lokalize kolon tiimérlerinde Radyoaktif
anti-carsinoembriyonik antijenlerin goriintilenmesi.
IMMUNRADIYOMETRIK -Antijenik determinantlarin monoklonallarla
OLCUMLER tanimlanmasi.
KOMPLEX ANTIEN KARI- -Ag1 iiretimi i¢ni ajanlarin dnemli antijenlerinin
SIMLARININ ANALIZI tanimlanmasi
-Myeastenia graviste asetil kolin antijenlerinin

tanimlanmasi.
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