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OZET

KUTANOZ LEISHMANIASiS ETMENI L.TROPICA’DAN ELDE EDILEN LPG
MOLEKULUNE KARSI HIBRIDOMA TEKNOLOJISINE DAYALI MONOKLONAL
ANTIKORLARIN BUYUK OLCEK URETILMESi VE SAFLASTIRILMASI

Hilal SENTURK

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Leishmaniasis, Phlebotomus’'un (enfekte kum sineklerinin) kan emme esnasinda
memeli konaklara bulastirdiklari hiicre ici Leishmania protozoonlarinin olusturdugu bir
hastaliktir. Leishmaniasis’in; visseral, kiitan6z ve miikokiitan6z olmak lzere 3 klinik
formu bulunmaktadir. Visseral leishmaniasis (VL), kronik bir hastalik olup, i¢ organ
tahribati ile agir enfeksiyonlara hatta o6lime neden olabilmektedir. Kitan6z
leishmaniasis (KL); L. tropica ve L. major'un neden oldugu ve genelde tropikal ve
subtropik boélgelerde goriilen, bir deri hastaligidir. Kiitanoz leishmaniasis, lGilkemiz de
dahil olmak Uzere diinyanin yaklasik 83 llkesinde endemik olarak gorilmektedir.
Diinya genelinde oldugu gibi Tiirkiye’de de kiitandz leishmaniasis vakalarina daha sik
rastlanmaktadir. 1988 ve 2010 yillari arasinda Tirkiye'de 50 bine yakin Kitano6z
leishmaniasis vakasinin Glineydogu Anadolu Bolgesi civarinda oldugu bildirilmistir.
Hastaligin tanisinda; mikroskobik, kiltir ve molekiler yontemler kullanilir. Ancak,
klasik kultir yontemi ile mikroskobik yontemin duyarliligi 6rnekteki parazit sayisina
bagh olarak degisir. Ozellikle Kitanéz leishmaniasis’in  kronik ve iyilesmeyen
formlarinda duyarhiligi yaklasik olarak %40 civarindadir. Klasik kiltir yonteminden
farkli olan mikro kiltiri yontemi (MKY); parazit sayisina bagl olmaksizin en kisa
sirede (1-3 glin) tayin etmesinin yaninda, yliksek duyarlilik géstermesi ve ekonomik

XV



olmasina ragmen gorintilenebilmesi igin inverted mikroskoba ihtiya¢ duyulur.
Leishmaniasis’in  tanisinda kullanilan  serolojik ydntemlerin  6zellikle visseral
leishmaniasis’e karsi ylksek duyarlilk (%80-90) gosterdigi bilinmektedir. Fakat kiitan6z
leishmaniasis’de olugsan himoral vyanitin visseral leishmaniasis’e gore disik
olmasindan dolayi antikor temelli serolojik yontemler yetersiz kalmaktadir. Buna goére
de, kiitandz leishmaniasis’in tanisinda antijen temelli serolojik testlerin degeri daha ¢ok
onem kazanmaktadir. Ancak antijen temelli serolojik yontemler, antijene karsi
Uretilmis yogun bir antikorun bulundugu kosullarda gerceklesebilir. Bu sebeple,
kiitan6z leishmaniasis tanisinda veya tani kitlerinin gelistirilmesi, ancak hibridoma
teknolojisine dayali Uretilen poliklonal ve monoklonal antikorlar ile mimkin olabilir.
Leishmaniasis’de hibridoma teknolojisine dayali monoklonal antikorlarin gelistirilmesi
ile ilgili literatlirde az sayida c¢alisma bulunmakta olup bunlarin ¢ogu visseral
leishmaniasis Uzerine yogunlagsmaktadir. Kitandz leishmaniasis ile yapilan tek
¢alismada; L.tropica lizatina karsi poliklonal antikorlar Gretilmistir. Son yillarda konu ile
ilgili laboratuvarimizda hem VL hemde KL etmeni parazitlere karsi hibridoma
teknolojisine dayali poliklonal ve monoklonal antikorlarin Gretimine yonelik calismalar
tamamlanmis ve hala yiratilmektedir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda, visseral
leishmaniasis etmeni L. infantum’ un 15kDa antijenine karsi spesifik olan monoklonal
antikor ve kitanoz leishmaniasis etmeni L.tropica'ya karsi poliklonal antikorlar
Uretilmistir. Ancak, simdiye kadar kitanoz leishmaniasisin tanisinda, L.tropica’nin
yliksek immiinojen 06zelligine sahip ylizey antijenine karsi hibridoma teknolojisine
dayali monoklonal antikor liretilmesine yonelik herhangi bir calisma bulunmamaktadir.
Laboratuvarimizda TUBITAK kapsaminda gergeklestirilen “Leishmaniasis'e karsi asi
gelistiriilmesinde polimerlere dayali yeni bir yaklasim: LPG-polimer konjugatlari”
projede; lipofosfoglikan (LPG) molekiili izole edilmis ve bu molekiiliin Leishmaniasis’e
karsi %83 oraninda koruyuculuk gosterdigi saptanmistir. LPG molekilinin boyle
yuksek diizeyde antikor liretebilmesine ragmen, Leishmania’nin herhangi bir tiriinden
izole edilmis LPG molekiline karsi hibridoma teknolojisine dayali monoklonal antikor
Uretilmesine yonelik bir calisma bulunmamaktadir. Bu agidan, kiitan6z leishmaniasis’de
kullanilmak Uzere gelistirilecek tani kitinde, LPG molekiliine karsi tretilen monoklonal
antikorlarin 6nemli rol oynayacagi distnidlmektedir. Bu bilgiler 1siginda tezin amaci,
Diinya’da ve ulkemizde L.tropica’nin en immiinojen molekili olan lipofosfoglikana
(LPG) karsi hibridoma teknolojisine dayali monoklonal antikorlarin retilmesi,
saflastirilmasi ve kiitandz leishmaniasis tanisinda kullaniimak Uzere spesifikliginin
belirlenmesi tzerine kurulmustur.

Bu hedefe ulasabilmek igin; disi BALB/c farelerine (6-8 haftalik), L.tropica’dan izole
edilmis immonejen lipofosfoglikan (LPG) molekiili ile birlikte Freund ve daha 6nceki
calismalarimizda etkinligi belirlenmis FDA onayli Freund adjuvantina gore daha az
toksik olan POX adjuvantinin farkli kombinasyonlari ile immiinize edildi. Flizyon 6ncesi
hibridoma kiltiirinin gelisimini desteklemek icin fare periton makrofajlari besleyici
hiicre hatti olarak kullanildi. immiinizasyon sonucu LPG’ye karsi kontrol grubu farelere
gore yaklasik 8,5 kat daha yliksek antikor yanitinin goruldigi fare B- lenfosit kaynagi
olarak flizyon calismasi icin kullanildi. Flizyon asamasinda yliksek imm{in yanit gésteren
fareden elde edilen dalak hicreleri ile fare myeloma hiicreleri (P3-X63-Ag8.653)
polietilen glikol (PEG-4000) varliginda flizyona ugratildi. Flzyon calismasinin
ylrittldtgli 660 kuyunun 128 kuyusunda hibridoma hiicresi gorildi. Fakat yapilan
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indrekt ELISA sonuglarina goére sadece 16 kuyunun LPG’ye karsi antikor Urettigi tespit
edildi. Antikor Gretiminin en ylksek oldugu 8/E7 kuyusu alt klonlanarak monoklonal
antikor Uretiminin tek klon hibrid hiicre tarafindan tretilmesi saglandi. 8/E7 klonundan
¢ogalan hibridoma hiicreleri kademeli olarak biiyiik dlcek kilttiri yapilarak elde edilen
monoklonal antikorlarin HPLC ile saflastiriima islemi gerceklestirildi. Saf olarak elde
edilen monoklonal antikorlarin LPG molekiilene olan spesifikligi Dot Blot analizi ile
dogrulandi. Ayrica yapilan ¢apraz reaksiyonla saf monoklonal antikorlarin herhangi bir
capraz reaksiyon gostermedigi, sadece LPG molekdliine karsi cevap olusturdugu ortaya
cikarildu.

Sonuc¢ olarak; Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanligi tarafindan desteklenen
0254.5TZ.2013-2 numarali proje kapsaminda, Dinya’da ve llkemizde ilk kez olarak
Kitan6z Leishmaniasis etmeni L.tropica’nin imminojenik ylizey molekili olan
lipofosfoglikana (LPG) karsi hibridoma teknolojisine dayali monoklonal antikorlar elde
edilmistir. Elde edilen bu sonuglar, L.tropica’dan izole edilen LPG molekiline karsi
hibridoma teknolojisine dayali olarak gelistirilen monoklonal antikorlarin, bu molekile
karsi yiksek diizeyde spesifiklik gosterdigini ve bu nedenle elde edilen monoklonal
antikorlarin gelecekte kitandz leishmaniasis tanisinda kullaniimasinin  uygun
olabilecegini ortaya ¢ikarmistir.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, LPG molekilii, Hibridoma teknolojisi, Monoklonal
antikor, Saflastirma, Tani yontemleri
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ABSTRACT

LARGE SCALE PRODUCTION AND PURIFICATION OF MONOCLONAL
ANTIBODIES BASED ON HYBRIDOMA TECHNOLOGY AGAINST LPG
MOLECULAR FROM L.TROPICA, CAUSATIVE AGENT OF CUTANEOUS
LEISHMANIASIS

Hilal SENTURK

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Leishmaniasis is a disease which is caused by infected sand nets Phlebotomus while
sucking the host mammalian blood ean intercellular Leishmania protozoons.
Leishmaniasis has 3 clinical formes including visceral, cutaneous and mucocutaneous.
Visseral leishmaniasis (VL) is a chronical disease which result with severe infections
even if death by infection of internal organs. Cutaneous leishmaniasis (CL) is caused by
L. trpica and L. major and it is a skin disease which is usually seen in tropical and
subtropic regions. Cutaneous leishmaniasis is seen as endemic in 83 countries
including our country. Between 1988 and 2010, 50.000 cases of cutaneous
leishmaniasis in Turkey were reported to be located in the Southeastern Anatolia
Region. In the diagnosis of the disease; Microscopic, culture and molecular methods
are used. However, the sensitivity of the classical culture method and the microscopic
method varies depending on the number of parasites in the sample.The sensitivity of
chronic and non-curable forms of cutaneous leishmaniasis is approximately 40%. Micro
culture method (MKY), which is different from classical culture method; detects the
disease in the shortest time (1-3 days) regardless of the number of parasites,
eventhough it is economic and high sensitive an inverted microscope is required. It is
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known that the serological methods used in the diagnosis of Leishmaniasis show high
sensitivity (80-90%) especially to visceral leishmaniasis. However, antibody-based
serologic methods are inadequate because humoral response in cutaneous
leishmaniasis is lower than visceral leishmaniasis. Accordingly, the value of antigen-
based serological tests becomes more important in the diagnosis of cutaneous
leishmaniasis. However, serologic methods based on antigens can be performed under
conditions in which an intense antibody against the antigen is present. For this reason,
the development of cutaneous leishmaniasis diognosis or diagnostic kits can only be
possible with polyclonal and monoclonal antibodies produced based on hybridoma
technology. There are few studies in the literature on the development of monoclonal
antibodies based on hybridoma technology in Leishmaniasis, most of which focus on
visceral leishmaniasis.In one study with cutaneous leishmaniasis, polyclonal antibody
against L. tropica lysate is produced. In recent years, studies on the production of
polyclonal and monoclonal antibodies based on hybridoma technology against both VL
and CL mutant parasites have been completed and are still being carried out in our
laboratory. As a result of these studies, monoclonal antibodies against to the 15 kDa
antigen of L. infantum as visceral leishmaniasis factor and polyclonal antibodies
against to L.tropica as cutaneous leishmaniasis factor were produced. However, as far
as cutaneous leishmaniasis is concerned, there is no study based on hybridoma
technology against surface antigen with high immunogenicity of disease-causing
parasite. In our laboratory, a new approach based on polymers in the vaccine
development against Leishmaniasis: LPG-polymer conjugates has been realized within
the scope of TUBITAK. As a result of this project, a lipophosphoglycan (LPG) molecule
has been isolated and it has been determined that this molecule is 83% protective
against Leishmaniasis. Although there is such a high level of antibody production by
LPG molecules, there is no study to produce monoclonal antibodies based on
hybridoma technology against LPG molecules isolated from any species of Leishmania.
Therefore, monoclonal antibodies against the LPG molecule are thought to play an
important role in the diagnosis of cutaneous leishmaniasis. The aim of this thesis is to
produce monoclonal antibodies based on hybridoma technology against
lipophosphoglucan (LPG), the most immunogenic molecule of L. tropica in the world
and in our country, to determine its specificity for use in the diagnosis of cutaneous
leishmaniasis.

For the purpose of this thesis study, POX and Freund adjuvants with LPG molecule
isolated from L.tropica were injected with 3-5 week old female BALB / ¢ mice, for
immunization. To support the development of pre-fusion hybridoma cultures, mouse
peritoneal macrophages were used as feeder cell lines. Mice in which a high-antibody
response to immunization was observed were used for fusion studies as a B-
lymphocyte source. In the fusion phase, the spleen cells which are the source of B
lymphocyte spleen cells and mouse myeloma cells (P3-X63-Ag8.653) were fused in the
presence of polyethylene glycol (PEG-4000). Hybridoma cells were seen in 128 wells of
660 wells where fusion work was carried out. However, according to the indirect ELISA
results, it was determined that only 16 wells produced antibodies against LPG. The 8 /
E7 well, the highest antibody production, was subcloned. Thus, monoclonal antibody
production was provided by monoclonal hybrid cells. The hybridoma cells grown from
the 8 / E7 clone were gradually cultured on a large scale. The purification of the
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obtained monoclonal antibodies by HPLC was carried out. The specificity of pure
monoclonal antibodies against LPG molecule was confirmed by Dot Blot analysis. In
addition, no cross-reaction of the pure monoclonal antibodies with the cross-reaction
made. It proved that it only responds to the LPG molecule. As a result, in this thesis
study, for the first time in the world, a high amount of monoclonal antibody was
obtained by forming hybridoma cell line producing monoclonal antibody against LPG
molecule.

As a result; Monoclonal antibodies based on hybridoma technology against
lipophosphoglucan (LPG), the most immunogenic surface molecule of L.tropica, have
been obtained for the first time in the world and in our country, as a result of the
project 0254.STZ.2013-2 supported by the Ministry of Science, Industry and
Technology. These results show that monoclonal antibodies developed based on
hybridoma technology against LPG molecule isolated from L. tropica have high
specificity against this molecule and that the obtained monoclonal antibodies may be
suitable for use in the diagnosis of cutaneous leishmaniasis in the future.

Keywords: Leishmaniasis, LPG molecule, Hybridoma technology, Monoclonal antibody,
Purification, Diagnostic method.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Leishmaniasis, Trypanosoma cinsi zorunlu hiicre ici parazitleriyle (Leishmania) enfekte
olmus Phlebotomus’un (disi kum sineklerinin) memeli konaktan kan emerken
parazitleri bulastirmasiyla olusan zoonotik bir hastaliktir [1]. Diinya Saglk Orgiiti
(DSO)’'niin siraladigi alti biiyiik tropikal hastalik listesinde, sitmadan sonra ikinci sirada
yer alan Leishmaniasis [2] ayrica, latent enfeksiyonlara da neden olan en 6nemli
protozoon hastaliklardan birisidir [3]. Leishmaniasis, dinyadaki ciddi halk sagligi
problemlerinden biri olup diinya capinda, [4] Turkiye de dahil olmak lizere, glineybati
Asya, bati Afrika, Hindistan, Cin ve Akdeniz havzasi gibi daha sicak iklim bolgelerinde
yer alan yaklasik 99 (lkede endemiktir [5]. Her yil 12 milyon kisi Leishmania
parazitleriyle enfekte olurken, Leishmaniasis’in endemik oldugu yerlerde yasayan 350

milyon birey risk altindadir [4].

Leishmania parazitlerinin hayat dongisu, , Phlebotomus’un memeli konagi sokup deri
altina promastigot parazitlerini inokile etmesiyle baslar. Konakglya aktarilan
promastigot formdaki parazitlerin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesine ragmen
makrofajlarin icinde hayatta kalmasi ile sireg ilerlerler [6]. Makrofajlar icerisinde
amastigot formuna donilsip cogalan parazitler, makrofajlarin lizisine neden olarak
diger hicreleride de enfekte eder [7]. D6ngl, Phlebotomus’un enfekte kisiyi tekrar
1sirip, konakcinin kaninda bulunan enfekte fagositlerin vektore gecmesiyle devam eder.
Phlebotomus’un orta bagirsaginda, amastigotlar daha sonra promastigotlara dénusdr.

Prosiklik olarak adlandirilan bu olgunlasmamis promastigotlar yilizeye baglandiktan



sonra, metasiklik promastigotlara olgunlasirlar. Bu metasiklogenezden gecerek,
promastigotlar virlilans yeteneklerini kazanarak daha hareketli olurlar. Bu asamadan
sonra, metasiklik promastigotlari epitelden ayrilir ve farinks ve bukkal bosluga gog

ederek yasam dongusi tamamlanir [8].

Leishmaniasis’in, visseral (VL), kitandz (KL) ve mukokitandz (MKL) olmak lzere 3
formu bulunmaktadir. Her yil yaklasik 1.5 milyon yeni kutandz leishmaniasis vakasi ve
500.000 visseral leishmaniasis vakasi oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica, kiresel
iIsinmadan dolayi hastaligin vektor sayisindaki artistan 6tlirli leishmaniasis vakalarinin
arttigl rapor edilmistir [4]. Visseral leishmaniasis (VL), tedavi edilmedigi takdirde
Ollimcaldir ve her yil dlinya capinda yaklasik 500.000 insan vakasinda, 50.000'den fazla
insanin 6limiine neden olmaktadir. Bu vakalarin % 90'ina yakin kismi Hint alt kitasinda,
Dogu Afrika'da ve Brezilya'da gorulir [9]. Kiitandz Leishmaniasis (KL), yiz ve el gibi acik
bolgelerde yillarca iyilesmeden kalabilen ve ciddi estetik kaygilara yol agan yara
izlerinin olusmasina neden olan tedavisi olduk¢a zor endemik bir hastalktir. Kiguk
kiitan6z nodullerden briit mukozal doku hasarina kadar degisen bir klinik spektrum
gosterir. Lezyonlarin ¢cogu, boyun, kol, 6nkol ve ellerde olmak lzere viiciidun acikta
kalan kisimlarinda meydana gelir. Hastalik uzun yillar boyunca kronik olarak devam
edebilmektedir. Hastalik sirasinda olusan yara izlerinin kalici olmasi nedeniyle

hastalarda psikolojik ve travmatik rahatsizliklar da gortlmektedir [10].

Kitanoz Leishmaniasis (KL), 77 tlkede endemik oldugu ve her yil hastaliga yakalanan
1.5 milyon insanin % 90" Afganistan, Cezayir, Brezilya, Kolombiya, iran, Pakistan, Peru,
Suudi Arabistan ve Suriye'de yasadigi bildirilmektedir [11]. Diinya genelinde oldugu gibi
Turkiye’de de KL vakalarina daha sik rastlanmaktadir [12]. 1988 ve 2010 yillari arasinda
Turkiye'de 50 bine yakin KL vakasinin yarisindan fazlasi Sanlurfa basta olmak Uzere
Guneydogu Anadolu Boélgesi'nde oldugu bildirilmistir [13], [14]. Turkiye’de kitanoz
leishmaniasis’e Glneydogu Anadolu’da Leishmania tropica, Akdeniz Bolgesi'nin
dogusunda ise L. infantum neden olmaktadir [15], [16]. Kiitan6z leishmaniasis, pek ¢cok
deri lezyonu ile (deri tiberkiilozu, bakteriyel deri enfeksiyonlari, , malign deri
timorleri, deri kurtlanmasi, , mantar enfeksiyonlari, keratoakantoma vb.)
karistirilabilir. Bu ylizden hastaligin tanisinda, uygun tedavinin secilebilmesi icin bircok
degisik teknikler kullaniilmaktadir [17], [18].
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Leishmania tanisinda kullanilan yontemler; mikroskobik, kiltir, molekiler ve serolojik
yontemlerdir [19]. Klasik kultlir yonteminin temeli, in vitro kosullar altinda
amastigotlarin hareketli promastigotlara donlserek cogaltilmasina dayanmaktadir.
Ancak, klasik kultir yonteminin duyarhhgl o6rneklerdeki amastigot sayisina bagh
oldugundan, parazit sayisi az oldugu durumlarda ¢ok uzun bir inkiibasyon siiresi (1-6
ay) gerektirir [20]. Son yillarda Allahverdiyev ve ark. tarafindan gelistirilen Mikro kultir
yontemi (MKY), klasik yontemden farkh olarak en kisa sirede (1-3 giin) ortamdaki
parazit sayisina bagh olmadan yilksek duyarlilik gostermektedir. Farkl arastirmacilar
tarafindan yapilan ¢alismalarda gelistirilen bu yeni yontemin klasik kiltiir yontemine
nazaran daha duyarli, en kisa slrede tani koyabildigi ve daha ekenomik oldugu
belirtilmistir [21]. MKY, VL ve KL'nin tanisi icin kullanilan kiltir ortaminin ¢esidinden
bagh olmaksizin yiksek duyarhliga sahiptir [22]. Ayrica, klasik kiltlir yontemle
karsilastirildiginda, bu yontemin asemptomatik leishmaniasis’in tanisinda dénor kan
bankalarindan alinan oOrneklerde diger yontemlere nazaran daha duyarli oldugu
gosterilmistir [23]. Bu yontem sadece leishmaniasisin tanisinda degil, helikobakter

tanisinda da 6rnek bir model olusturmustur [24].

Spesifik serolojik tani, spesifik bir hiimoral yanitin varligina dayanir. Mevcut serolojik
testler indirekt floresan antikor (IFA), enzim bagli immunosorbent assay (ELISA),
Western Blot ve direkt agliitinasyon testi (DAT) olmak Uzere dort format Uzerine
kurulmustur. Fakat Kitandz Leishmaniasis, genellikle yliksek dizeyde bir antikor
tepkisine yol agmadigindan tanida kullanilan antikor temelli testlere karsi duyarhihgi
duslktir [24], [25], [26]. Buna gbre de, KL tanisinda antijen temelli serolojik testlerin
degeri daha cok 6nem kazanmaktadir. Ancak antijen temelli serolojik yontemler,
antijene karsi Uretilmis yogun bir antikorun bulundugu kosullarda gerceklesebilir. Bu
sebeple, KL tanisinda veya tani kitlerinin gelistiriimesinde kullanilacak yiksek
konsantrasyonlu antikorlar, hibridoma teknolojisine dayali Uretilen poliklonal ve
monoklonal antikorlar ile mimkin olabilir. VL'de, KL'den farkli olarak parazit
antijenlerine karsi ylksek dlizeyde antikor olusturdugundan antijen temelli serolojik
testler 6nem tasimamaktadir. Buna goére, KL tanisinda hibridoma teknolojisine dayal
poliklonal ve monoklonal antikorun Uretilmesiyle tani kitlerinin gelistirilmesi oldukca

onemlidir. Leishmaniasis’in tanisinda kullanilan antijen temelli tani yontemlerinin
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temelini, hastadaki antijenlerin parazite 6zgli antikorlar tarafindan yakalanip tespit
edilmesine dayanir [27], [28], [29], [30], [31], [32], [33]. KL hastalarinda, yliksek
diizeyde antikor olusmadigindan hibridoma teknolojisine dayali antikorlarin Gretilmesi

son derece 6nemlidir.

Monoklonal antikor tretimi, hibridoma teknolojisine dayanarak gerceklestirilir. ilk kez
1975 yilinda Kohler ve Milstein tarafindan tanimlanan hibridoma teknolojisi, belirli bir
antijen ile immunize edilen hayvandan elde eidlen antikor treten B hiicreleri ile kanser
hiicresi olan myeloma gibi 6limslz bir hiicre hattinin birlesmesiyle olusan hibrid

hicrelerin, sonsuz monoklonal antikor Gretme kapasitesine dayanir [34], [35].

Leishmaniasis icin hibridoma teknolojisine dayali literatiirde az sayida c¢alisma
bulunmaktadir [36], [37], [38], [39]. Visseral leishmaniasis ile ilgili yapilan calismada
VLlye karsi elde edilen farkli tipteki monoklonal antikorlarin, VL etmeni bitin
parazitlerin 57 kDa’luk ortak antijenik proteinini tanidigi gosterilmistir [36]. L.tropica’ya
karsi hibridoma teknolojisine dayali yapilan tek bir calismada ise, L.tropica lizatina karsi

poliklonal antikor Gretilmistir [39].

Son yillarda konu ile ilgili laboratuvarimizda da calismalar yiritilmektedir. Konu ile
ilgili olarak hem VL hemde KL etmeni parazitlere karsi hibridoma teknolojisine dayali
poliklonal ve monoklonal antikorlarin Uretimine yonelik calismalar tamamlanmis ve
hala yirutiulmektedir. “Visseral leishmaniasis etmeni leishmania infantum antijenine
karsi hibridoma teknigi ile monoklonal antikor elde edilmesi” (Serkan Yaman, 2012)
adli yiiksek lisans tezi basari ile tamamlanmis olup ¢alisma sonucunda ilk kez olarak
Ulkemizde, L. infantum’ un 15kDa antijenine karsi spesifik olan monoklonal antikor elde
edilmistir. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanhgl tarafindan desteklenen proje
kapsaminda “Leishmania tropica parazitlerinden elde edilen imminojen molekdllere
karsi tanida kullanilmak lizere hibridoma teknolojisine dayali antikor Gretilmesi” (Asli
Pinar Zorba, 2015) adh yiksek lisans tezi calismasinda ise, kitan6z leishmaniasis
etmeni L.tropica'ya karsi Uiretilen poliklonal antikorlarin sadece L.tropica'ya 6zgi degil,
L.infantum ve L.major'e ve karsi farklh duyarllikta etki gosterdigi saptanmistir. Boylece,
literatlrde ve laboratuvarimizda elde edilen ¢alisma sonuglari, Leishmania parazitlerine

kars! hibridoma teknolojisine dayal Uretilen poliklonal ve monoklonal antikorlarin tani
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sistemlerinde biylk bir potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak,
simdiye kadar kitan6z leishmaniasisin tanisinda, hastalik etmeni parazitin immiin
baskilayici molekiliine karsi hibridoma teknolojisine dayali herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Laboratuvarimizda, (TUBITAK, Proje No0:1085170) “Leishmaniasis'e karsi asi
gelistirilmesinde polimerlere dayal yeni bir yaklasim: LPG-polimer konjugatlari” projesi
tamamlanmasi sonucunda L.tropica parazitlerinden en immiin baskin molekil olan
lipofosfoglikan (LPG) molekilu izole edilmis ve bu molekilin hastaliga karsi %83
oraninda koruyuculuk gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
LPG molekiill parazitin en imminojen molekili oldugu ve bu molekdile karsi tretilecek
antikorlarin yiiksek tani degerine sahip olacagl dusiiniilmistir. Ozellikle L.tropica
parazitinin LPG molekiliine karsi gelistirilecek monoklonal antikor temelli tani kiti
ileride kitanoz leishmaniasis tanisini  kolaylastirmasini  mimkin kilabilecektir.
Literatlrde ise, LPG’ye karsi monoklonal antikor tiretimine yonelik herhangi bir calisma

bulunmamaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, L.tropica’nin en immiinojen molekili olan LPG ve onun sabit bolgesine
kars! hibridoma teknolojisine dayali monoklonal antikorlarin iretilmesi, saflastiriimasi

ve KL tanisinda kullaniimak tzere spesifikliginin belirlenmesidir.

1.3 Hipotez

Bu amacla gergeklestirilen tez calimasinda ise, ilk kez L.tropica’dan elde eidlen LPG
molekiliine karsi monoklonal antikorlarin elde edilmesi , saflastirilmasi ve tani
degerinin ortaya cikarilmasi hedeflenmistir. Bu hedefe ulasabilmek icin asagidaki

calismalar gerceklestirilmistir;

— KL  etmeni L.tropica promastigotlarinin kiltlirinin  yapilmasi  ve

kriyoprezervasyonun gerceklestirilmesi,

— L.tropica’dan immiuinojen LPG yiizey molekilinin izole edilmesi,



Disi Balb/c farelerin (6-8 haftalik) LPG molekilunin farkli adjuvantlar ile
immdinizasyonlarinin gergeklestiriimesi ve LPG’ye karsi ylksek antikor yanitina
sahip farelerin ELISA yontemi ile belirlenmesi,

Antikor Ureten B-lenfosit hiicrelerine uygun flizyon hiicre partneri olan P3-X63-
Ag8.653 myeloma hiicre hattinin kriyobanktan c¢ikartilarak devaml kaltirinin
yapilmasi,

Flizyon icin yardimci hiicre hatti olarak kullanilacak olan 1774 fare makrofaj benzeri
hiicre hattinin kiltlirtinin yapilmasi,

Flizyondan once hibrid hiicrelerinin kiltir ortamindaki gelisimine katki saglamak
amaciyla, kontrol grubu fareden periton makrofaj hticrelerinin alinmasi,

LPG’ye karsi yeterli antikor yanitina sahip fareden elde edilen dalaktan, B-lenfosit
hicre izolasyonunun vyapilmasi ve myeloma hicreleri ile flizyonlarinin
gerceklestiriimesi,

Flizyon sonrasi olusan hibrid hicrelerin seleksiyonu icin secici besiyerlerinde
kiltlrlerinin yapilmasi ve spesifik antikor tGreten kuyularin ELISA ile tespit edilmesi,
LPG’'ye pozitif reaksiyon gosteren kuyularin destekleyici besiyeri igerisinde
sinirlayici sulandirma yontemiyle alt klonlamasi yapilarak spesifik tek bir klona ait
monoklonal antikor Greten hibrid hiicrelerin elde edilmesi,

Alt klonlama sonucu kuyularda kolonize olan hibrid hicrelerinin LPG’ye karsi
Urettikleri antikor dizeylerinin tespit edilmesi,

LPG’ye karsi pozitif reaksiyon gosteren alt klondan hibrid hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve
monoklonal antikor lireten hibrid hiicre hatlarinin elde edilmesi,

Hibrid hicrelerin in vitro’da kademeli olarak buylk 6lcek kiltliri yapilmasiyla
monoklonal antikorlarin elde edilmesi,

Hibrid hicrelerinin kriyoprezervasyonunun gerceklestirilmesi,

Elde edilen monoklonal antikorlarin saflastiriimasi ve LPG’ye olan spesifikliginin

belirlenmesi asamalari gerceklestirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Leishmaniasis

Leishmaniasis, Leishmania isimli zorunlu hiicre i¢i protozoan mikroorganizmalarinin
neden oldugu vektor disi kum sineginin isirmasiyla ortaya c¢ikan bir parazit
enfeksiyonudur [7]. Hastalgin bilyik cogunlugu yoksul Glkelerde olmasina ragmen,
dinyanin bir¢cok yerinde endemiktir. 80 civarindaki Ulkede 20 milyondan fazla
leishmaniasis hastasi vardir ve yilda 400.000 yeni vaka insidansina sahiptir [40], [41].
Uluslararasi seyahatler, gocler ve savaslar hastaligin endemik olmayan bdlgelere
yayllmasini hizlandirmistir [42]. Ayrica, bagisiklik sistemi zayif kisilerin sayisindaki artis,
HIV enfeksiyonlari ve son zamanlarda ortaya c¢ikan biyolojik tedavilerde kullanilan
kemoterapotik maddeler, Avrupa icinde goriilen Leishmaniasis’ de artisa neden
olmustur [43]. Ug¢ cesit Leishmaniasis tiirii oldugu bilinmektedir. Bunlar; Kiitandz
Leishmaniasis, Mukokitan6z Leishmaniasis ve Visseral Leishmaniasis’dir [41]. En yaygin
gorilen Katanoz Leishmaniasiste, parazit deri dokusundaki (dermis) makrofajlari
enfekte ettiginde cilt dokusunda yaralar ve nodiller olustururken diger yaygin goérilen
Visseral Leishmaniasis'te parazit, kemik iligi, karaciger ve dalak gibi ic organlarda
bulunan makrofajlarin icinde geliserek hastaligin daha siddetli ve 6limcil olmasina
neden olur. [7], [44]. Diinya Saglik Orgiitiiniin belirledigi paraziter hastaliklar arasinda,
Leishmaniasis kaynakh Oliimler sitmadan sonra ikinci sirada iken, Ulclincli sirada

Sistozomiyaz (schistosomiasis) kaynakli 6liimler bulunmaktadir.



2.2 Leishmaniasis’ in Epidemiyolojisi ve Prevalansi

Leishmaniasis’in, tahmini olarak her yil 2 milyona yakin yeni vakasi ortaya ¢ikmaktadir.
Leishmania’nin bulasabilecegi alanlarda 350 milyondan fazla insan yasamaktadir [7].
Glney Amerika, Afrika, Gliney Avrupa ve Asya'daki 98 llkeden vakalarin oldugu
bildirilmistir. Hastalik yoksulluga bagli ve 'thmal Edilen Tropikal Hastaliklardan biri
olarak sayilmaktadir [45]. Leishmaniasis genellikle cografi konumlarina goére, Eski
Dinya (Avrupa, Asya ve Afrika) veya Yeni Dinya (Amerika) olarak kategorize edilir.
Leishmania cinsinin en az 20 tlrl insanlar igin patojeniktir. Lokal deri Ulserleri
Uzerindeki latent enfeksiyonlardan o6limcil sistemik hastaliga kadar uzanan bir dizi
patolojiye yol acarlar. Ug ana klinik sendromu su sekilde ayirt edilir: visseral (i¢ organ),
kiitan6z ve mukokitandz leishmaniasis [44]. Visseral leishmaniasis (VL), tedavi
edilmedigi takdirde o6lumcildir ve her yil diinya capinda 500.000 insan vakasinda,
50.000'den fazla insanin 6limine neden olmaktadir. Bu vakalarin% 90'ina yakin kismi
Hint alt kitasinda, Dogu Afrika'da ve Brezilya'da gorilir [9]. Dogu Afrika ve Asya'daki
endemik topluluklarda yapilan prospektif calismalar, VL'nin gérilme oraninin yilda
1000 kiside 2-14 yas araliginda degismekte oldugunu gostermistir. Bununla birlikte,
hastaligin yayihmi, ayri alanlarda gerceklestigi icin, kiglk topluluklarda gézlemlenen
insidans oranlari, daha blylk alanlara gore tahmini yapilamaz. L. donovani'nin
antroponotik yayihimi, genellikle Dogu Afrika'da ve Hint alt-kitasinda tekrar eden bir
salgin doéngisi icerisinde, L. infantum’un hayvandan insana gegisi ise Akdeniz
Havzasi’'nda, Orta Dogu’da, Orta Asya’da, Cin’de ve Glney Amerika’da olmasi VL nin

diinya tzerinde farkl yerlerdeki vakalara neden olur (Sekil 2. 1) [11].
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Sekil 2. 1 Dlnya capinda Visseral Leishmaniasis'in dagilimi (2009)



Kitanoz Leishmaniasis (KL) 77 ulke oldugu bildirilmektedir ve yaygin olarak diinyadaki
seyahat kliniklerinde goriilmektedir [46]. Tahmini 1.5 milyon yillik vakanin yaklasik%
90"l Afganistan, Cezayir, Brezilya, Kolombiya, iran, Pakistan, Peru, Suudi Arabistan ve

Suriye'de gorilmektedir (Sekil 2. 2) [11].
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Sekil 2. 2 Diinya ¢apinda Kitan6z Leishmaniasis’in Dagilimi (2009)

Yasam boyu uzun yara izi ile sonuglanan Kitanoz Leishmaniasis, 6zellikle endemik
bolgelerdeki gen¢ kadinlar tarafindan korkulmaktadir. Kiitandéz Leishmaniasis
antroponotik veya zoonotik olabilir. Eski Diinya Kitanoz Leishmaniasis’i genellikle yari-
kurak ya da ¢ol bolgelerinde goriliirken, Yeni Dinya’da ormanlarla iliskilendirilmisken,
simdi kent gevresi alanlari da artan bir sekilde etkilenmektedir. Bildirilen vaka oranlari
genellikle yilda 10 000'de 1-10 arahgindadir. Brezilya'nin endemik bir bolgesindeki
Kitanoz Leishmaniasis 'ye iliskin 5 yillik prospektif bir calismada, 1000 kiside 8 yillik bir
hastalik vakasini ve hastahgin % 15'lik kisminda yaygin oldugu belgelenmistir [47].
Mukokitanoz leishmaniasis (MKL), Gliney Amerika ile sinirhdir ve olgularin % 5'inden
azinda ortaya cikan, Kiitandéz Leishmaniasis 'in seyrek bir komplikasyonudur.
Mukokltandz Leishmaniasis genellikle rahatsiz edici izler birakarak olimcul
komplikasyonlara neden olabilir. Yukarida belirtilen durum, primer lezyonu olan
hastalarin % 2.7'sinde ilk KL'den ortalama 6 yil sonra ortaya ¢ikmistir. Eski Diinyada KL

ve VL'de mukozal olarak iliskilendirmek mimkinddar.



2.3 Tirkiye’de Leishmaniasis

Tirkiye, cografi yapisi geregince Avrupa, Asya ve Afrika arasindaki subtropikal iklim
kusaginda bulunmaktadir. Tirkiye'de KL 6nemli bir halk saghgi sorunudur ve bildirilen
en onemli vektor hastaligidir (Sekil 1). KL'nin kendini iyilestiren antroponotik formu
Glneydogu Anadolu Bolgesi ve Akdeniz Bolgelerinde endemiktir ve ayrica Orta
Anadolu ve Ege Bolgelerinde oldugu da bildirilmistir [48], [49]. 1988 ve 2010 yillari
arasinda Tirkiye'de 50.381 KL vakasinin yarisindan fazlasi Sanlurfa basta olmak lizere
Glneydogu Anadolu Bolgesi'nde oldugu bildirilmistir [13], [14]. Bu vakalarin agirlikh
olarak L. tropica kaynakli oldugu disiintlmektedir. Bununla birlikte, bazi KL vakalarinin,
Tirkiye'nin Dogu Akdeniz boélgesinde L. infantumdan kaynaklandigi dusinilmektedir
[48], [50]. Son zamanlarda, L. major ve L. donovani parazit tirleri, Adana [51] ve
Sanliurfa sehirlerinden [13] KLl'ye sahip hastalarin klinik 6rneklerine molekiler
yontemler kullanilarak tanimlanmistir. Phlebotomus papatasi ve P. Sergenti, L.major ve
L.tropica igin ¢ok iyi bilinen spesifik vektorlerdir ve Eski Diinya’da yaygin bir dagilim
gosterirler [52], [53]. Phlebotomus papatasi, kum sinegine gore Tirkiye'de
Leishmaniasis’in endemik bolgelerinde oldukca antropofiliktir ve bol miktarda bulunur

[48], [54], [55], [56].
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Sekil 2. 3 2007-2009 yillari arasinda Tirkiye’de Kiitan6z Leishmaniasis vakalarinin
yayginligi [57]
2.4 Leishmania Tirleri ve Morfolojileri

Leishmania parazitleri, Kinetoplastida sirasina gére Trypanosomatidae ailesine ait bir
protozoandir. Bu parazitler; tekli, bliylik mitokondrilerinde DNA iceren bir kiitle ile tipik

bir 'kinetoplast' bulunduran tek hiicreli kamcili organizmalardir. Leishmania parazitleri
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iki sekle sahiptir: memeli konukgidaki amastigot ve vektériindeki promastigot formu.
Amastigotlar yaklasik 2-6 um boyutlarinda bir ¢ekirdek ve bir kinetoplast iceren oval
govdelerdir.  Memeli  konakg¢inin  makrofajlarinda  ¢ogalirlar.  Vektérinin
bagirsaklarindaki parazit, ince kamgili hiicre formu olan promastigot formunda (2-3 um

ile yaklasik 15-30 um) gelisir.

Sekil 2. 4 Leishmania parazitinin sahip oldugu promastigot ve amastigot formu [58]

Sekil 2.4 ‘te gorildigl gibi; a)Her biri kamgi iceren promastigotlar olarak adlandirilan
cok hitcreli ve hareketli form. (b) L. donovani ile enfekte altin hamster dalagindan
hazirlanan Giemsa boyali simirde goriilen amastigotlar (klg¢lk noktalar) olarak
adlandirilan hicre i¢i ve hareketsiz evre Ross tarafindan vyapilan orijinal cins
tanimlamasindan bu yana, [59] en az 20 patojenik tiirtin oldugu tanimlanmistir. Bu
tirleri  morfolojik olarak birbirinden ayirt edilmesinin  olanaksiz  oldugu
disiinilmektedir. Tir ayiriminin sadece izo-enzim [60], [61], ya da molekiler

metodlarla ayirt edilebilmektedir [62].

Cizelge 2. 1 Leishmania tirlerinin meydana getirdigi hastaliklarin, cografi yere, konakgl
hayvanlara ve vektorlere gore siniflandirilmasi [58]

Organizma Enfeksiyonu Cografyasi Kaynagi Vektorii
Visceral Kuzey-dogu ) Phiebotomus
L. Donovani Insanlar
Leishmaniasis Hindistan argentipes
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Cizelge 2.1 Leishmania tiirlerinin meydana getirdigi hastaliklarin, cografi yere, konakgi
hayvanlara ve vektorlere gore siniflandiriimasi [58] (devami)

Organizma Enfeksiyonu Cografyasi Kaynagi Vektorii
Akdeniz
] Visceral havzasi, Kopekler,tilkiler, | P.pcrniciosufi,
L. Infantum
Leishmaniasis | Orta  Dogu, | akallar P.arias
Gin, Asya
Sudan
Sudan, Kenya,
Visceral kemirgenleri, P.orinntalis,
L.Donovani Afrika
Leishmaniasis kopekler, P.martini
boynuzu
insanlar
Orta
Dogudaki
Kitanoz yarigoller,
L.major Col Faresi P.papatassi
Leishmaniasis | Kuzey
Hindistan,
Pakistan
Kiitanoz Yari-sahara,
L.major Kemirgenler P.duboscqi
Leishmaniasis | sydan
Orta Dogu,
Kiatanoz )
L.tropica Akdeniz Insanlar P.sergenti
Leishmaniasis
havzasi, Asya
Kutanoz Kenya, P.longipes,
L. Aethiopica Yaban fareleri
Leishmaniasis | Etiyopya P.pedifer
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Cizelge 2.1 Leishmania tiirlerinin meydana getirdigi hastaliklarin, cografi yere, konakgi
hayvanlara ve vektorlere gore siniflandiriimasi [58] (devami)

Organizma Enfeksiyonu Cografyasi Kaynagi Vektorii
Glneydogu Tilkiler,
Visceral Amerika, kopekler, Luizomyia
L.chagasi
Leishmaniasis | Brezilya, Amerika keseli | longipalpis
Venezuella sigani
Kiitan6z Yucatan, Orman
L.Mexicana L.olmeca
Leishmaniasis | Guatemala kemirgenleri
Glney
Kitanoz Amerika’nin Orman
L.Amazonensis L.flaviscutellata
Leishmaniasis | tropikal kemirgenleri
ormanlari
Giiney ve Orta | Orman
- Mukokitanéz | Amerika’nin kemirgenleri, Psychodopygus
L.Braziliensis ' )
Leishmaniasis | tropikal Yari-evcil Lutzomyia spp.
ormanlari hayvanlar
Peru’nun
Gulney Andlari,
Mukokiitanoz L.verrucarum,
L.Peruviana Arjanti’nin Kopekler
Leishmaniasis L.pvmenis
yiksek
kesimleri
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Gizelge 2. 2 Leishmania turlerinin klinik belirtileri ve cografi dagilimi [58]

Tiirleri Klinik belirti Cografik Dagilimi
L.donovani Visseral(kala-azar) Eski Dinya: Cin, Hindistan,
Banglades
L.infantum Visseral Eski Dilinya: Kuzey-orta
Asya, Kuzeybati Cin,
Ozbekistan, Orta Dogu
L.chagasi Visseral Yeni Dinya: Glney ve Ota
Amerika
L.major Kitanoz Eski Dlnya: Afrika,
Orta dogu, Kuzey Asya
L.mexicana Kitan6z, Mukokiitanoz Yeni Dlnya:
Giney Meksika, Beliz,

Kuzey Guatemala,

Giney Teksas

L.amazonensis

Kiitan6z, Mukokiitan6z

Yeni Diinya: Gliney ve Orta

Amerika

L.braziliensis

Mukokiitanoz, Kitanoz

Yeni Diinya: Glney

Amerika boyunca

Leishmania cinsi genel olarak visserotropik (L. donovani, L. infantum) ve dermatotropik

tirlere ayrilabilir. Bu duruma istisnalar ise: Akdeniz Havzasinda tek tiik vakalara neden

olan dermatotropik bir

enzimatik degiskene

sahip L. infantum’un

Kitanoz

Leishmaniasis'e sebep olmasi ve bazen immiin yetmezligi olan kisilerde visseral
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hastaliga neden olabilecek L. tropica ve L. amazonensis. Yeni Diinya dermatotropik
tarleri ikincil mukozal yayilhimi ile bilinir, ancak Eski Dinya dermatotropik tirlerinin
neden oldugu tek tik mukozal vakalari da vardir. Visseralli hastalarda bile agiz, burun
veya genital bélgede mukozal lezyon gelisebilir. Alisiimamis, tipik olmayan bu gosterim,

HIV ile enfekte hastalarda daha sik gorilir.

2.5 Leishmania Parazitlerinin Hayat Dongiisu

Tatarcik Evresi insan Evresi
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Prun!asngutlar kanini emer ve —
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Sekil 2. 5 Leishmania parazitinin hayat dongusi [5]

Disi kum sineklerinin konakgiyl 1sirmasiyla, enfektif (hastalik bulastirici) asamada
Leishmania promastigotlarini deriye enjekte eder. Parazitler fagositler tarafindan
dermal dokuda yakalanirlar, baslangicta kisa Omdirli nétrofiller ve daha sonra
makrofajlar tarafindan da yakalanir ve fagosite edilir. Promastigotlar makrofajlarin
fagolizozomlari icerisinde yerlesirler ve amastigot formlarina doénerek cogalirlar.
Promastigotlari fagosite eden immin hicrelerin lizise ugramasiyla diger hiicrelerin
amastigot ile enfekte edilmesine neden olur [7]. Déngl, disi kum sineklerinin enfekte
kisiyi 1sirarak, konakcinin kaninda bulunan enfekte fagositlerin vektére gecmesiyle

devam eder. Vektorin bagirsaginda Leishmania amastigot formundan promastigot
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formuna doner. Parazitler daha sonra kum sineklerinin burnuna goc ederek Leishmania

yasam dongilsini tamamlanir [5].

2.6 Leishmaniasis Tiirleri

2.6.1 Kiitanoz Leishmaniasis (KL)

Bu, Leishmaniasis'in en yaygin bigimi olup, ilk basta sark g¢ibani olarak bilinir ve 1srarli
bocek 1sirmasi gibi gorilir. Basit cilt lezyonlari vektor tasiyan kum sineginin isirdigi
yerlerde goriinir. Birkag ay icinde kendi kendine iyilesir ancak iz birakir. Kulugka siiresi
birkac glinden aylara kadar sirebilir. Yavas yavas, lezyon buiylr, kirmizi kalir ve agri
yapar. Lezyonun iyilesmesinde enfekte bolgelere gé¢ eden I6kositler enfekte dokularin
nekrozuna neden olur ve iyilesme sirecinde bir granilom olusturarak yara dokusunun

iyilesmesini saglarlar.

2.6.2 Mukokiitanoz Leishmaniasis (MKL)

"Espundia” olarak da bilinen bu hastalik bicimi, nazo-oral ve bogaz bosluklarin asiri
tahrip edilmesine, vicutta korkung lekelerin gikmasina, ylziin bozulmasina ve yasam
boyu sliren bir aciya neden olur. MKL bazen Sudan ve diger Eski Diinya odaklarindan
bildirilmektedir. Bununla birlikte, klasik MKL, baslangigta olusan sark g¢ibaninin
gorliniste gecmesine ragmen, bazen vyillar sonra, yanak iclerinde veya burun
mukozasinda metastatik lezyonlar gorilen L. braziliensis enfeksiyonlariyla sinirlidir.
MKL’'in yasam dongtisii kemirgenlerden kemirgene ve memelilerden orman kum sinegi

Lutzomyia susu tarafindan aktarildigl zoonotik bir enfeksiyon olarak da bilinmektedir.

2.6.3 Visseral Leishmaniasis (VL) ya da Kala-Azar (KA)

VL, cesitli leishmaniasis formlari arasinda en korkung¢ ve yikict olanidir. En siddetli
hastalik seklidir ve tedavi edilmediginde genellikle 6limclldir. Parazit, asir ucg
vakalarda asemptomatik bir enfeksiyondan 6limcil VL formuna gecebilen bir dizi klinik
sendromdan sorumludur. Uzun sliren ates, dalak buylmesi, karaciger bulyliimesi,
onemli kilo kaybi, ilerleyen anemi, kan hiicre sayilarinin azalmasi ve kanda globiilin

fazlahg! gibi durumlarin goriilmesine neden olur. VL, sekonder enfeksiyonlarla daha
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komplike olur. Tam gelismis VL'nin sonucu genellikle zayiflamis immin sisteme sahip
hastanin baska bir enfeksiyona yakalanarak VL 6limle sonuglanir. VL, HIV-1
enfeksiyonu olan insanlar arasinda onemli bir firsat¢ci enfeksiyon olarak ortaya
cikmaktadir [63], [64]. Aslinda, parazit HIV enfeksiyonunun patogenezinde bir kofaktor
olabilir [65].

2.7 Leishmania Parazitlerindeki Lipofosfoglikan (LPG) Molekiilii

Lipofosfoglikan (LPG), Leishmania parazitinin promastigot safhasinda, flagella da dahil
olmak Uzere tiim ylzeylerde bulunan Leishmania parazitlerinin kritik bir hiicre yizeyi
glikokonjugatidir. Leishmania promastigotlarin ylizeyi hatta kamgisi blylk oranda
glikosilfosfatidilinositol (GPI) sabitleyici molekillerden olusan yogun bir glikokaliks yapi
ile kaphdir [66]. Bu GPI baglantii molekiller, parazit ylizey proteaz gp63 ve
proteofosfoglikanlar (PPG) gibi protein yapilarini icerir. Parazit ylizeyinde bulunan en
bol bilesen ise lipofosfoglikan (LPG) adi verilen bir GPI ile sabitlenmis fosfoglikandir.
LPG yapisinda olusabilecek spesifik farkhliklar, disakkarit tekrar birimlerinin sakkarit

yan zincirlerle yer degistirme derecesine gére gerceklesir.

-
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Sekil 2. 6 Leishmania parazitlerinin ylizeyinde bulunan LPG molekillin{in yapisi [67]

Sekil 2.6’da gorilen LPG molekili yapisinda; fosfatidilinositol lipid baglanma bolgesi,
Gal(al,6)Gal(al,3)Galf  (B1,3)[Glc(al)-PO4]Man(al,3)Man(al,4)-GlcN(al) yapisini
iceren sakkarit merkez, Gal(B1,4)Man(a1)-PO4) yapisini tekrarlayan fosforile disakkarit
bolge ve kiiclik bir oligosakarit kap yapisi icerir [68].
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Parazit yuzeyinde bulunan LPG, promastigotlarin kompleman aracilikli liziden
korunmak ve ayni zamanda konakg¢l makrofajlari ile baglanmalarini kolaylastirmak ve
konak¢cli makrofajin icinde hayatta kalmayr kolaylastirdigi distnidlmektedir.
Leishmania'nin LPG’den yoksun suslari kum sineklerinde bir enfeksiyon olusturamadigi
gorilmastir Ayni zamanda hizla boélinen prosiklik promastigotlarin kum sineginin
bagirsak epitel hiicrelerine baglanmasinda LPG molekuliiniin aracilik ettigi goralmustir

[66].

2.8 Leishmaniasis’in Tanisi

Leishmaniasis'in tanisi, organizmalarda yarattig tipik deri lezyonlarinin goérilmesi ile
basit teshis koyulabilmesine karsi klinikopatolojik bulgular 1siginda tani analiz
sonuglarinin da degerlendirilmesi gerekebilir [19]. Visseral Leismaniasis icin kemik iligi,
dalak ve lenf nodlarindaki doku orneklerinde, Mukokiitan6z Leishmaniasis igin
mukokitan6z lezyonlarda ve Kitan6z Leishmaniasis igin deri lezyonlarinda parazitlerin
gorllmesi hastaligin tanisini koyar [69]. Spesifik tani yontemleri, etkilenen dokularin
sitolojik ve histopatolojik incelemesini, serolojiyi, etkilenmis dokularin ve kan
Uzerindeki PCR deneylerinin sonuglarini igerir. Endemik bdlgelerde tani koymak zor
olabilir. Clnkl konakgi parazitle klinik bulgularin yoklugunda uzun sire enfekte
edebilir. Ayni zamanda diger vektor kaynakli patojenlerle ortak enfeksiyonlar klinik
Cizelgeyu zorlastirabilir ve leishmaniasis'e benzeyen isaretlere neden olabilmektedir

[19].

2.8.1 Kiutanoz Leishmaniasis’in Tanisi

Laboratuvar kosullarinda, biyopsi ya da kazima ile alinmis o6rnekler Giemsa ile
boyanarak amastigotlarin dogrudan tanimlanmasiyla mikroskobik tani yapilir.
Amastigotlar, karakteristik cekirdekleri ve kinetoplastlari ile capi 2-4 um olan yuvarlak
veya oval yapilar olarak gézlemlenir. Ulser tabanli érnekler genellikle en yiiksek verime
sahiptir. Bununla birlikte, diger calismalar da merkezden veya sinirdan alinan simir
veya kiltir orneklerinin tanisal sonuglarinda 6nemli bir fark bulmamistir [70], [71].
Genellikle, farkli lezyon veya lezyon kisimlarindan alinan aspirat 6rnekleri incelenir.

Mikroskopinin tanisal duyarhligr % 85'ten daha fazla oldugu bildirilmistir [71], [72].
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Anti-Leishmania antikorlari serolojik testlerle de tespit edilebilir. Fakat antikorlar zayif
himoral yanit nedeniyle antikorlar saptanamayacak dusik titerlerde mevcut olma
egilimindedir [25], [26]. L. major veya L. tropica kaynakh KL, genellikle saptanabilir bir
antikor tepkisine yol agmaz. Leishmania suslarina karsi hiicredeki cevabi degerlendiren
LST (Leishmania deri testi) genellikle olumludur. Fakat LST geg¢mis ve anhk
enfeksiyonlari ayirt etmekte basarisizdir. Leishmanin deri testi (LST) veya Karadag testi,
Leishmania antijeninin intradermal olarak 6n kola enjekte edilmesiyle gecikmis
hassaiyet reaksiyonunu olcmektedir. LST, tipik olarak aktif VL'de hastalarin anerjik
durumundan dolayi negatiftir. Basaril bir tedaviden sonra, VL hastalarinin % 80'inde 6
ay sonra pozitife doner. LST'nin aktif Vl'de az tanisal degeri vardir, ancak
asemptomatik enfeksiyon durumunu ortaya koydugu icin epidemiyolojik ¢alismalar icin
yararli olabilmektedir. Parazitin niikleik asitlerinin PCR-temelli yontemlerle saptanmasi,
tanisal duyarhligi gelistirir ve Leishmania tirlerinin tanimlanmasina olanak saglar [17],
[73], [74]. Kiultir metodu ve PCR ile DNA’nin tanisi hassastir ancak gelismekte olan

Ulkelerde halen pratik degildir.

2.8.2 Visseral Leishmaniasis’in Tanisi

Epidemiyolojik sartlar ve spesifik olmayan biyolojik parametreler ile kombine edilen
klinik durum VL siphesine yol agar. Ancak tedaviye karar verilmeden 6nce taninin
parazitolojik veya serolojik yéntemlerle onaylanmasi gerekir. Diinya Saglik Orgiitiinin
(WHO) VL icgin bir klinik vaka tanimlamasi olusturmustur: endemik bir alanda, 2
haftadan uzun siiren ates ve kilo kaybindan herhangi birinin varligi VL olma olasiliginin
yliksek oldugunu ve daha ayrintii bir sekilde arastirilmasi gerektigini belirtir [75].
Hastaligin yaygin olmadigi gelismekte olan Ulkelerde, laboratuvar imkanlarinin varhgi
hastaligin yeterli ve etkin bir sekilde izlenmesini saglar. Bununla birlikte, gelismekte
olan ulkelerin kirsal alanlarinda yasayan hastalara yonelik kullanimi basit teshis araclari
gereklidir [76]. VL'nin laboratuvar teshisi, yeterli 6érneklerin mikroskopik gozlemi ve

kiiltiriine, antijen tespitine, serolojik testlere ve molekiiler yéntemlere dayanir.
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2.8.3 Leishmaniasis Tani Yontemleri

2.8.3.1 Mikroskopik Tani Yontemleri

VL tanisinin kesinligi, klinik 6rneklerdeki parazitlerin dogrudan gosterilmesini ve
spesifik molekiler yontemlerle desteklenmesini icerir [77], [78], [79]. Amastigotlarin
varligl ayni zamanda karaciger biyopsileri ve lenf diglmlerinde de tespit edilebilir.
Giemsa ile boyanan kemik iliginin duyarhhg yaklasik % 60 ila % 85 arasindadir. Dalak
aspiratlarinda duyarlilik daha yiiksektir (% 93) [80], ancak 6rneklerin alimi deneyim
gerektirir. Duyarhligi artirmak icin floresan boya ile konjuge antikorlar da kullanilabilir
[81]. Buna ek olarak, sonuglar teknik uzmanhga ve hazirlanan simirlerin kalitesine

baghdir.

2.8.3.2 Kiiltiir Yontemleri

Geleneksel kultir yontemleri, hareketli promastigotlarin ¢ogaltilmasi igin in vitro
kosullar altinda Uretilmesini icerir. Parazitlerin klltiriinde, Brain Heart Infusion Broth
genis bir aralikta bulunan hassas organizmalarin kiltiriinde kullanilan, beyin dokusu ve
dekstrozun kombinasyonuyla zengin bir icerige sahip, ayrica beyin ve kalp inflizyonlar
kullanilarak modifiye edilmis besiyeri kullanilmaktadir. Kiltir asamasinda ilk 6nce
kiicik olcekte Uretilen promastigot parazitler, parazit sayisina ve ¢ogalma hizina bagli
olarak buylk o6lceklere aktarilarak cogaltilirlar. Bu ylzden klasik kiltir yonteminde

uzun siiren bir inklibasyon sireci vardir (15 - 30 giin).

2.8.3.3 Mikro Kiiltiir Yontemi

Parazit kultlrinln tanida yliksek hassasiyet gostermesine ragmen zaman alici ve pahall
bir ydontemdir. Dolayisiyla klasik kiiltlir metodu klinik tani i¢cin nadiren kullanilir. Mikro
kiltir yontemi (MKY) gibi duyarhligi artiran yeni kiltiir yontemleri bulunmaktadir [21].
Allahverdiyev vd. VL ve KL'nin tanisi icin parazitlerin sayisina veya kullanilan kaltir
ortaminin cesidinden bagh olmaksizin yiksek duyarliliga sahip mikro kiltiir yontemini
(MKY) gelistirmislerdir..Bu yontem oldukca basit ve ekonomik bir yontemdir [22].
Geleneksel kiltir yonteminin duyarhligi 6rneklerdeki amastigot parazit sayisiyla

degiskenlik gosterir ve bazen bu durum cok uzun bir inkiibasyon siiresi (1-6 ay)
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gerektirebilir [20]. MKY, bu degisken parametrelere karsi daha kararlidir ve hastaliga
daha hizli tani koyulasini saglar. MKY'nin yiliksek hassasiyeti, 6rnek malzemeyi
konsantre hale getiren ve amastigotlarin promastigotlara donlstirilmesi icin uygun
mikroaerofilik kosullar saglayan kilcal tiplerin kullanimi ile agiklanabilir. MKY’nin
verdigi sonuglarin, klasik kiiltir metodu kullanilarak elde edilemeyecegi vurgulanmistir
[21], [82]. Allahverdiyev vd. [23] yaptigl calismada, Leishmaniasisin tanisinda kullanilan
(simir, NNN, IFAT, ELISA, ICT ve PCR) yontemlerle MKY’yi karsilastirarak, donor
kanlarindan Leishmania parazitlerini tespit etmek icin MCM duyarligini incelemislerdir.
Kan bankasindan alinan numunelerde Leishmania parazitlerinin tespiti igcin MKY en
duyarli yontem olarak bulunmustur. Klasik yontemlerle karsilastirildiginda, dondr
kanlarininin MKY'ne ylksek duyarlilik goéstermesi tanisi konulmamis asemptomatik
leishmaniasisin %80’inin tanisinda yeni umutlara yol agtigi distinilmektedir. MKY'nin
semptomatik leishmaniasis tanisinda yiksek bir duyarhliga sahip oldugu ve halen

dinyanin cesitli yerlerinde uygulanmakta oldugu bilinmektedir.

2.8.3.4 idrarda Antijen Tespiti

Bircok calismada VL hastalarinin idrarinda leishmaniasis’e 6zgi antijen tespit edilmistir.
1995'te De Colmenares vd. Kala-azar hastalarinin idrarinda 72-75 kDa ve 123 kDa'lik iki
polipeptid antijenik yapi oldugunu bildirmistir [83]. 2002'de Sarkari ve ark. , idrarda 5-
20 kDa agirhginda karbonhidrat temelli, VL hastalarinin isiya dayanikli antijenini tespit
etmislerdir [84]. idrar numunelerindeki bu antijenin saptanmasi icin bir lateks
aglutinasyon testi (KAtex, Kalon Biological, UK), gelistirilmistir. Hasta ornekleri,
endemik ve endemik olmayan bdlgelerde kullanilarak degerlendirilmistir. Bu test,
yuksek 6zgillik (% 82-% 100) gostermistir. Ancak dislik ile orta hassasiyet (% 47 ile %
95) gosterdigi bolgelerde mevcuttur [85], [86], [87], [88], [89]. Glinlimizde bu yontem,
antikor Uretimi az olan hastalarin tanisi icin kullanishdir. Bu baglamda, bu yontem
immin yetmezligi olan hastalarda % 100 duyarhliga ve % 96 6zgullik oranina sahip
oldugu bildirmistir [90]. Bir baska g¢alismada, HIV ile enfekte hastalarda VL igin % 87
ozgulliik ve % 85 duyarlilik elde edilmistir. Duyarhhgi % 60 ile % 71, 6zgulligia % 79 ile %

94 arasinda degisen agliitinasyon testi, VL hastalarinin idrarinda bir baska leishmania’
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ya ait diisiik 1sida kararli antijen tespit edilmistir [91]. Ozetle, lateks agliitinasyon testi

basit, gergeklestiriimesi kolay, ucuz ve hizl bir tarama testidir.

2.8.3.5 Serolojik Yontemler

Spesifik serolojik tani, spesifik bir himoral yanitin varligina dayanir. Mevcut serolojik
testler indirekt floresan antikor (IFA), enzim bagli immunosorbent assay (ELISA),
Western Blot ve direkt agliitinasyon testi (DAT) olmak Uzere dort format (izerine
kurulmustur. Duyarlilik, yonteme bagh iken 6zgillik, kullanilan serolojik yontemden
ziyade antijene baghdir. Tim antikor tani testlerinde bulunan dezavantaj; antikorlarin
hasta iyilestikten sonra da aylarca kanda kalarak pozitif sonu¢ vermesidir. Bu ylizden
enfeksiyonun gecip gecmedigi hakkinda tam bir bilgi elde edilemez. Bu yizden,

endemik bolgelerde asemptomatik olarak enfekte kisilerde bu testler pozitif olabilir.

Dolayli floresan antikor (IFA) testinin hassasiyeti (% 87 -% 100) ve 6zgulligu (% 77-100)
yuksektir [91], [92]. Visseral leishmaniasisin IFA testi ile teshisi icin promastigot
formlarinin, tripanozom serumu ile capraz reaktivitesi en disik olan antijen tercih
edilmelidir [93]. Antikor yaniti enfeksiyonda ¢ok erken saptanabilir ve tedaviden alti ile
dokuz ay sonrasinda saptanamaz hale gelebilir. Tedaviden sonra antikorlarin disiik

titrelerde devam etmesi, hastaligin tekrarladigini gosterir [94].

Enzim Bagli immiinosorbent Testi (ELISA), VL serolojik tanisi icin tercih edilen bir
laboratuvar testidir. Teknik son derece hassas, ancak 6zgul antijen kullanimina bagli
kolay bir testtitr. ELISA testinde kullanilan antijenlerden biri, canli promastigotlar
dondurulup ¢ozdirilerek elde edilen ¢oziilebilir bir promastigot antijenidir (Siklosporin
A). Siklosporin A kullanilan ELISA duyarliigi % 80 - % 100 araliginda iken ve 6zgllligu
de % 84 - % 95 arasinda degismektedir [95], [96], Secici antijenik molekiller
kullanildiginda (116 kDa, 72 kDa ve 66 kDa molekiler agirliklar) duyarhhk cok
duslikken (% 37) 6zglillik % 100'e yaklasmistir [97], [98]. Kullanilan diger saflastirilmis
antijenler, 36-kDa’lik glikoprotein [99], L. donovani [100] tarafindan salinan metabolik
antijenler ve visseral hastaligin gelisiminde rol oynayan A2 proteinleridir [101], [102],
[103]. L. chagasi'nin proteninden klonlanmis kinesin iliskili rK39 rekombinant proteinin,
korunmus bir bolimi ELISA formatinda calistirldiginda, insan ve kopek VL

vakalarindan yiiksek diizeyde reaktif oldugu bildirilmistir [104], [105]. Bu rekombinant
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antijen kullanilarak, klinik VL'e karsi hastalarda % 99 6zgullik ve duyarlilik gésterdigi
bildirilmistir. Hindistan'da bu antijenin,% 98 duyarlilik ve % 89 o6zgullik gosterdigi
bildirilmistir [106]. Bununla birlikte, Sudan ve diger Ulkelerde yapilan bir calisma
raporu, bu antijenin distk duyarlilik (% 75) ve 6zgillik (% 70) gosterdigini ortaya
koymustur [107]. HIV pozitif hastalarda rK39-ELISA, IFA testinden (% 54) daha yiksek
duyarhlik gostermistir. Basaril bir tedavi ile, antikor titreleri hastalik esnasinda ve
tedavinin sonunda hizla azalir. Hastaligin niksettigi kisilerde rk39'a karsi artan antikor
titreleri gérilmustir. Bir baska ¢alismada, Leishmania chagasi'nin iki hidrofilik antijeni

(rk9 ve rk26) VL'nin serolojik tanisinda kullaniimistir [108].

Western Blot gibi bu tiir testler icin promastigotlar log fazina kadar kiltirlenir,
parcalanir ve proteinler SDS-PAGE'de ayrilir. Ayrilan proteinler, bir nitrosellloz zar
Uzerine transfer edilir ve hastanin serumuyla taranir. Western Blot teknigi, cesitli
leishmania antijenlerine ayrintili antikor yanitlari olusturur [109], [110] ve 6zellikle VL
ile birlikte enfekte HIV hastalarinda [111], [112], [113] IFA testi ve ELISA'ya gore daha
duyarli oldugu bulunmustur [71-73] Teknigin dezavantajlari (ekipman ve zaman

gereksinimleri ve maliyet) arastirma laboratuvarlarindaki kullanimini kisitlar.

Direkt Aglutinasyon Testi (DAT), serum orneginde anti-Leishmania antikorlariyla
spesifik olarak reaksiyona giren ve promastigotlarin agliitinasyonuyla sonuglanan,
Leishmania promastigotolarinin dogrudan agliitinasyonuna dayanir. Coomassie boya
ile boyali promastigotlar slispansiyon olarak ya da oda sicakliginda en az iki yil
dondurularak kurutulmus formda depolanarak kullanilabilmesi bu alandaki kullanimini
kolaylastirir [114], [115]. Chappuis ve ark. [116] yaptigi DAT metodunu degerlendiren
otuz ¢alismayi iceren analiz sonuglarina gore; DAT’nin % 94.8 oraninda duyarhlik ve %
97.1 oraninda 06zglllik gosterdigini bulmuslardir. Visseral leishmaniasis'in serolojik
tanisi icin DAT, yiksek duyarliik ve o6zgilliige sahip olmasina ragmen, hala bazi
sinirlamalari vardir. Bunlarin arasinda nispeten uzun inkiibasyon siiresi (18 saat) ve
yapilmasi gereken numunelerin seri dilisyonlari vardir. Bu problemleri ortadan
kaldirmak icin Schoone ve ark. 2001'de [117] hizli bir aglitinasyon tarama testi (FAST)
gelistirdi. FAST metodu sadece bir serum seyreltmeye ve (¢ saat inklibasyona ihtiyag

duyar. Bu teknik blyilik popilasyonlarin taranmasi icin olduk¢a uygundur. FAST'In
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duyarliligl ve 6zglnlGgu sirasiyla % 91.1-% 95.4 ve % 70.5- % 88.5 olarak bulunmistur
[118], [119].

immunokromatografik Metod (Ic), son yillarda rk39 antijeninin (L. chagasi'den alinan
39 amino asit-tekrar rekombinant leishmanial antijeni) kullanildig
immunokromatografik test oldukca yaygin hale gelmistir. Bu metod, nitroseliiloz
membran Uzerine seritler halinde rekombinant K39 Leishmania antijenin
emdirilmesiyle yapilan kalitatif membran bazli imminolojik bir metoddur. Kan veya
serum Ornegi tampon madde icerisinde seritlere batirilirak ¢ok kisa siirede sonuclar
alinir. Klinik VL vakalarda rkK39 IC, farkli populasyonlar lzerinde farkli duyarlilik ve
O0zgullik gostermistir. rk39 IC, Hindistan'da [120], [121] % 100 duyarlilik ve % 93-98
ozglllik, Brezilya'da % 90 duyarlilik ve % 100 6zgiillik [122] ve Akdeniz bolgesinde ise
% 100 duyarhlik ve 6zgulliik gostermistir [123]. Gliney Avrupa'daki diger raporlarda ise
rk39 IC testi VL vakalarinin sadece % 71.4' (inde pozitif iken [124] Sudan'da rkK39 IC %
67'lik bir duyarlihk gostermistir [107]. Duyarliiktaki bu farkhhklarin, farkh etnik
gruplarda gézlemlenen antikor tepkilerinin farkli olmasina baglanabilir. rk39 IC testinin
akut enfeksiyonu tahmin etmede ¢ok yonli oldugu kanitlanmistir. Sahip oldugu ylksek
duyarlilk ve o0zgillik seviyeleri ile VL'nin tanisi i¢in tek gegerli metod olarak
gorilmektedir. Ayrica hizli (15-20 dakika), kullanimi kolay ve tekrarlanabilir sonuglar
verir. DAT'da oldugu gibi, IC, endemik boélgelerdeki saglikh bireylerin 6nemli bir
boliminde ve tedaviden sonraki uzun siireler boyunca pozitiftir. Bu nedenle, IC, daha
onceden VL gecirmis ates ve dalak biylimesini tekrar yasama sikayetiyle gelen kisilerde

kullanimini kisitlar.

Lateks Aglutinasyon Testi LAT, amastigot formundan tiretilen A2 antijenine karsi
Uretilen anti Leishmania antikorlarinin hizli tespiti icin yakin zamanda gelistirilen hizli
bir tani teknigidir. DAT ile karsilastirilan bir calismada, DAT ile dogrulanmis hasta
serumlarinin A2- LAT amastigotundaki 6zgulligi % 93.5 iken, duyarhligi % 88.4
olmustur [125], [126].

2.8.3.6 Molekiiler Yontemler

Farkli molekiler yontemler Leishmaniasis tanisi icin art arda degerlendirilmis olsa da,

PCR tabanli metodlar, 6zellikle immin sistemin baskilandig hastalarda ana molekdler
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tani araglarnidir [127]. Leishmania DNA'sini VL tanisinda algilayan PCR protokollerinde,
dalak, lenf nodu ve kemik iligi aspirasyonlari ile tam kan érnekleri kullaniimistir [128].
VL'nin tegshisi igin birgok PCR tabanli yontemler farkl 6zgullik ve duyarlilik géstermistir.
Dalak veya kemik iligi [129] érneklerinde duyarlilik en yiiksektir (% 100'e yakin). ideal
numune, invaziv olmamasi nedeniyle periferik kandir. Periferik kan kullanilarak,
bahsedilen duyarlihk arahklart % 70 ila % 100 arasinda degisir [130], [131]. Yakin
zamanda, VL, kiitanoz leishmaniasis (KL) ve post kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL)
tanisi icin bir oligokromatografi-PCR gelistirilerek, lenf, kan ve kemik iligi 6rnekleri
Uzerinde yuksek bir duyarlilik (>% 95) gosterilerek VL dogrulanmistir [132]. Bununla
birlikte, PCR teknikleri karmasik ve pahali olmasi nedeniyle cogu VL'in endemik oldugu
Ulkelerde, birkag egitim hastanesi ve arastirma merkezi ile kullanimi sinirlandirilmistir.
PCR muhtemelen gliniimiizde Leishmania enfeksiyonu igin duyarligl en yiksek testtir.
Fakat, endemik bodlgelerde, tek basina PCR pozitifligi aktif VL hastaliginin bir kaniti
olarak alinamaz. Clinkli asemptomatik saglkli bireylerin 6nemli bir kismi PCR testinde
pozitif ¢cikar [133]. Marseilles’in L. infantum icin yaptigI gercek zamanl kantitatif PCR
calismasinda, Fransa cevresindeki 81 saglkl bireyin % 58'i pozitif bulunmustur [134].

PCR sonuglari bu nedenle daima klinik ve biyolojik verilerle birlikte yorumlanmalidir.

2.9 Leishmaniasis immiinitesi

Leishmania'nin basarili bir sekilde ortadan kaldiriimasi, immin sisteminin g¢esitli
hiicrelerin koordineli calismasina baghdir. Hastalik olusumu ve parazit yok etme
arasindaki savas, kum sineklerinin isirigindan sonra kana aktarilan promastigotlarin
konakg¢l hiicre icerisinde nihai amastigot fomuna donene kadar ki sirede
Leishmania'nin konakgi bagisiklikligindan kagma kabiliyetine baglidir. Leishmania'nin
yok edilmesinde; konakg¢l savunma bilesenleri, dogal ve adaptif bagisiklik sisteminini

hiicreleri rol oynar [135].

2.9.1 Kompleman Sistem

Kompleman sisteminin, enfekte konakginin kan dolasimindaki promastigotlari yok
etmesinde 6nemli bir rol oynadigl uzun zamandir bilinmektedir [136]. Son yillardaki

arastirmalar Leishmania parazitlerinin lizise olan duyarliliginin dogrudan serum
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kompleman konsantrasyonu ile iliskili oldugunu gostermistir [137]. Kompleman
sisteminin klasik yolu Leishmania tarafindan aktive edilmesine ragmen, parazitler igin
kompleman aracili yikimi genelde alternatif yolla meydana gelir. L. donovani'den alinan
amastigotlar L. tropica amastigotlarina gére kompleman sistem tarafaindan lizise
ugrama acisindan daha direnclidir [138]. Fraksiyonlanmamis promastigotlar,
tamamlayici tarafindan lizise olduk¢a duyarli iken, enfektif metasiklik promastigotlar

genellikle daha direnclidir [139].

2.9.2 Dogal immiinite Hiicreleri

Notrofiller, kum sineginin isirnglyla olusan Leishmania enfeksiyonu bolgesine birkag
saat icerisinde ulasan ilk savunma hicreleridir [140], [141]. Leishmania
promastigotlarini aktif olarak engelledigi gosterilmistir [142], [143].
Notrofiller Leishmania Uzerinde bir dizi 6ldiricl etkiye sahip nitrik oksit ve [144]
trombosit aktive edici faktér [145] gibi faktorler Gretir. immiin yanit konakginin
genetigine ve notrofillerin apoptotik veya nekrotik durumuna bagh olmakla birlikte
notrofiller genelde Leishmania enfeksiyonlarinin ¢cogunda koruyucu bir role sahiptir

[146], [147], [148], [149], [150].

Leishmania enfeksiyonu baslangicinda, dogal éldurictu (NK) hiicreler de nétrofillerin
enfeksiyon bdlgesine goclinden sonra bdlgeye dahil olurlar [140], [151]. Dogal
oldlrict hucreler, erken IFN-y kaynagidir ve bu sitokin CD4+ hicrelerinin Thl
hiicrelerine donlsimini tetikleyerek parazitin  konakgl icerisinde yayilmasini
sinirlandirir [152], [153]. NK htcreleri ayni zamanda sitotoksik aktivitesi ile direkt
parazit lizisine aracilik etmenin yaninda Leishmania ile enfekte makrofajlarda sitokin
aracili indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) indiiksiyonunda katkida bulunur [154].
NK hicreleri bakimindan yetersiz farelerde yapilan calismalarda, NK hcrelerin L.
donovani enfeksiyonunun 6nlenmesinde 6nemini gosterirken kiitandz leishmaniasis
modellerinde 6nemsiz oldugu goérilmistiir [155], [156]. insan leishmaniasisinde,
iyilesen bdlgeye CD56+ NK hicrelerin [157] bulunmasi NK hiicrelerinin hastalikta
koyucu bir rol oynadigini gosterse de hastaligin ilerleyen safhalarinda [157], [158] NK

hiicre populasyonunun azaldigi gérilmdastdr.
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T lenfositlerini iceren dogal immiin hicrelerinin 6zellemis alt kiimeleri olan dogal
oldlrich T hicreleri (Natural killer T, NKT), Leishmania enfeksiyonun [159], [160] erken
donemlerinde immin cevapta 6nemli bir rol oynar ancak bu roller Leishmania ve
konakginin tiirine bagl olarak degisir. CD1d bakimindan sinirh NKT hiicreleri, [159],
[161]. Leishmania’'nin ylzeyindeki glikokonjugatlar ve glikoinositi tanir. Ayrica bu
hicreler L.dovani ile enfekte BALB/c farelerin karaciger boslugunda IFN-y [159] salimini
tesvik ettigi goriulmusttr. Fakat C57BL/6 [162] farelerde durumun kotulestigi
saptanmistir. L. Major enfeksiyonunda NKT hiicreleri organa 6zgl koruma gosterir.
Ornegin; dalak ve deri lezyonlarinda parazit kontroliine katki saglarken lenf nodlarinda
boyle bir katkisi goriilmez [161]. VL olan insanlarda hastalik ilerledikce iNKT hiicre

siklig1 artarken tedavi sirecinde azalmaktadir [163].

2.9.3 Edinsel immiinite Hiicreleri

Lenfositler Leishmania enfeksiyonunda, makrofajlarin antiparasitik aktivitesini
etkileyen sitokinlerin diizenlenmesini aktive ederek edinsel immiinite cevabinda rol
oynarlar. T hicrelerinin, Leishmania'nin gesitli formlarina karsi bagisiklikta 6nemli bir
rol oynadigi iyi bilinmektedir. Genellikle IFN- y (reten Th1 hiicreleri, makraofajlarda
nitrik oksit (NO) tretimini arttirirlar. L.major enfeksiyonun iyilesmesi icin gereklidir. Ote
yandan, Th2 hicrelerinin Urettigi IL-4 ve IL-13 sitokinleri de duyarlilik ile iliskilidir.
Esasen, genetik olarak direngli (C57BL / 6 gibi) veya L. major enfeksiyona duyarl
(BALB/c gibi) fareler, Thl veya Th2 sitokin tUretme kabiliyetleri ile karakterizedir.
L.donovani’nin neden oldugu farelerde ve insanlarda goérilen visseral leishmaniasis’te
IFN-y reten Th1 hiicreleri siddetli hastaliga karsi koruyucudur [164]. insandaki kiitanoz
leishmaniasisinde de CD8+ T hicreleri tarafindan dretilen IFN- y hastaligin
iyilesmesinde 6nemli bir katkida bulunur [165], [166]. Bununla birlikte, Leishmania
enfeksiyon modellerinde CD4 veya CD8 hiicrelerinde yetersiz fareler kullanildiginda
gorilmus ki, CD4 T hicreleri hastaligin ¢6zimi icin gerekliyken, CD8 T hiicrelerinin
kiitan6z veya visseral leishmaniasise karsi bagisikliktaki roll, kullanilan modele bagl

gorunmdstir [167], [168], [169], [170], [171].

Diizenleyici T hicrelerinin (Tregs) aktivitesini ve goclini etkileyen fare modellerinin

kullanildigr calismalarda, L.major enfeksiyonuna karsi olusacak immin cevabin
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diizenlenmesinde anahtar rol oynadigini gostermektedir [172], [173], [174]. Diger
yandan, CD4+T hicrelerinin efektor tepkileri, diizenleyici T hicrelerinin Urettigi IL-10
tarafindan kisitlanir. Bu durum, direncli C57BL / 6 farelerin dahi parazit direncine
neden olur ve bu da hastaligin yeniden aktive olmasina neden olur. Ote yandan
diizenleyici T hicreleri L. major'a uzun vadeli bagisikigin devam etmesinde katkida
bulunurlar [175], [176]. Efektér ve dizenleyici hiicreler arasindaki bu denge,
Leishmania parazitlerinin immin sistemden kacisi ile potansiyel olarak istismar

edilebilir.

Leishmania'ya karsi olusan immiuniteye diger bagisiklik hiicreleri de katilir. B hicreleri
bakimindan yetersiz olan farelerde parazit yliklerinde belirgin olarak azalma goriilmesi
B hiicrelerinin, L.donovani enfeksiyonunun erken evrelerinde zararl bir rol oynamakta
oldugunu gosterir [177]. B hiicrelerinin oldugu bdlgelerde, antijene spesifik CD8+T
hicrelerinin sitotoksik aktivitesinin yani sira IFN- y Ureten CD4+T [178] hiicrelerinin
sikhgini 6nledigi goridlmistir. Boylece artan parazit ylklerine katkida bulunmustur.
Miyeloidden tiretilen baskilayici hiicreler Gzerinde yapilan son ¢alismalarda, T hiicre
aktivasyonunu baskilama yeteneklerine ragmen, NO'ya bagl bir sekilde L. major'a
direnc kazandirdiklarini gostermektedir [179]. L. major enfeksiyonu sirasinda, dendritik
hiicre alt gruplari ve bu gruplarrin farklilasmasi, adaptif imminiteyi modiile etmede ve

hastaligin sonucunu etkilemekte rol oynamaktadir [180], [181].

2.9.4 Sitokinler ve Kemokinler

Cesitli sitokin ve kemokinlerin yikict 0Ozelliklerinin gosterildigi fare modellerinde,
sitokinlerin ve kemokinlerin Leishmania enfeksiyonlari da dahil olmak Uzere bir dizi
bulasici hastaliga karsi bagisiklikta blylk bir rol oynadigi gorilmuistiir. Parazitlerin
ortadan kaldirilmasinda, salgilanan protein kaynakli immin diizenleyicilerden bazilari
(IL-12, TNF-a, IFN-y gibi) [182], [183] 6nemli bagisiklik hicrelerinin aktivasyonuna ve
farklilasmasina katilirken, digerler sitokinler (6rnegin IL-4, 1L-10, IL-13, TGF-B) vya
Leishmania’ya karsi immiin cevabi kisitlar ya da Leishmania’nin sirekliligini saglayacak
sekilde immiuin hiicrelerin aktivasyonu ve farkhlasmasini saglayabilir [184]. Sitokinler,
immun veya enfekte hiicreler tarafindan dretilir. Leishmania'nin blylmesini inhibe

veya destekleyen molekuilleri salmak icin diger hiicreleri aktive ederek islevlerini yerine
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getirirler. Kemokinler ve kemokin reseptorleri, bagisiklik hicrelerinin inflamatuar
bolgelere tasinmasiyla ilgilidir. Gergekten de, bir¢cok arastirmaci leishmaniasis'in

immun-profilaksinde ve tedavisinde kullanimlarini 6nermislerdir [185].

2.9.5 Kiitan6z Leishmaniasis’te immiinite

Kiutanoz leishmaniasis’teki dokunun iyilesmesi, CD4* T hicrelerinden salinan IFN-y
indlksiyonu ile karakterizedir. Tedavi basarisizligl, Leishmania'ya spesifik CD4 + T
hicrelerinden dusik IFN-y yanitlariyla artmis IL-4 seviyeleri ile iliskilidir. L. major
lezyonlarinda artmis IL-10 ekspresyonunun ise hastaligin ilerlemesiyle iliskili oldugu
bulunmustur. Calismalar, insanlardaki KL'de Th1 ile Th2 hicreleri arasindaki cevaplarin

ikiye bolinmesine dikkat ¢ekmistir [186].

Mukozal ve diffiiz kiitandz leishmaniasis, imminolojik spektrumun zit uglarina disen
siddetli iki hastalik formudur. Tim klinik formdaki hastaliklarin iyilesmesi igin T
yardimci 1 (TH1) tipi tepkilere ihtiya¢ duysa da, artmis TH1 tipi yanit ve artmis CD8 +
sitotoksik T hicresi, hastalik siddeti ile iliskilidir. Asiri abartili hicresel yanit ile,
parazitlerin nazofaringeal mukozaya metastaz yaparak lezyonlarin bozulmasina neden
olan mukozal leishmaniasis'in gelismesine neden olur. Bu durumun aksine, TH1
sitokinlerinin disutk seviyelerinin bir sonucu olarakta diffiz kiitanoz leishmaniasis
olarak adlandirilan hastalik formu ylksek antikor titreleri ile de iliskilidir. Buna ek
olarak, diffiiz kiitan6z leishmaniasis'li hastalar yliksek diizenleyici sitokin interlokin-10
(IL-10) Uretirken, mukoza leishmaniasisli hastalarda IL-10 seviyesi disuktir [187].
Diffiz (DKL) kiitanoz leishmaniasis hastalari, negatif bir gecikmis tip hipersensitivite
(DTH) ve tam bir anerji-leishmanial antijenine sahip olmasi nedeniyle agirlikh olarak
Th2-tipi sitokin tepkisini gostermektedir. DKL hastalarinda diisiik konsantrasyonda
interferon-y (INF- y) ve interldkin 12 (IL-12) gdstermesine ragmen, yiksek miktarda

interlokin 4 (IL-4), interldkin 5 (IL-5) ve TNF-a konsantrasyonlari bulunmaktadir [188].

2.10 Antikorlar ve Yapisi

Antikorlar, tim molekdllerin genel isleyisinde dnemli bir rol oynayan birkag islevsel
bélgeye sahip biyiik, karmasik, cok fonksiyonlu proteinlerdir. insan antikorlari, 50-75

kDa buylkliglinde, her biri bir cift 6zdes hafif ve agir zincirden olusan bazik H,L;
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yapisina sahip Y-seklinde yaklasik 25 kDa’luk monomerik altbirimlerden olusur [189],
[190], [191], [192]. Antikorlar, bir¢ok distlfid bagiyla bir arada tutulan, iki 6zdes agir
zincir ve iki o©zdes hafif zincirlerden olusur. Antikor zincirleri, amino asit
degiskenliklerine dayanarak sabit (C) ve degisken (V) bolgelere sahiptirler. Hem agir
hem de hafif zincirlerin N-terminal bolimlerinde bulunan degisken bolgeler, molekilin
en onemli bolgelerinden biri olan antijen baglama fragmanini (Fab) olusturur. Bu
bolgede oncelikle baglayici antijen ile ilgili tamamlayicilik belirleme bolgeleri (CDR'ler)
olarak adlandirilan hiper-degisken alanlar vardir. CDR'lerin amino asit dizilimindeki
cesitliligi sayesinde farkl baglanma o6zgilliklerine sahip ¢ok sayidaki farkl antikorlar
secilebilir. Antikor yapisinda degisken agir ve hafif alanlarin disinda ¢ok az varyasyon
sergilenir ve bu uzantilar (FRs) olarak adlandirilir. Antikorun kristalize edilebilir
fragmani (Fc), baglanma ylizey reseptorlerine katiir ve immiinolojik cevaplarda bir
takim énemli fizyolojik rol oynar. Bu Fc kismi, her iki Fab kolundaki baglama alanlarinin
birbirlerinden bagimsiz olarak galismasina izin veren esneklik saglayan bir mentese

bolgesi ile baghdir [193].

a, 6, €,y ve W agir zincirleri sirasiyla Ig sekilde agir zincir dizilerinden, IgA, IgD, IgE, 1gG
ve IgM siniflarini tanimlar ve bu gruplarin her biri insan immiin sisteminde farkl bir role

sahiptir.

O Hafif Zincir Ig

O Agir zincir laD % é;
Disulfit Bagi ? % (/(/
; S secretory

m] Birlestirici Zincir IgA % éy

ViHH“%B . &

Sekil 2. 7 imminoglobiilinlerin (Ig) Siniflandiriimasi [194]
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Cizelge 2. 3 immiinoglobiilin (Ig) siniflarinin &nemli fonksiyonlari [195]

Sinif  Alt sinif Hafif zincir Adir zincir - Onemli fonksiyonlari

Kompleman sistem
IgGl, 1gG2, 1gG3, aktivasyonu, toksinlerin
lgG K veya A Y
IgG4 notralizasyonu ve

opsanizasyonu

Viral ve  bakteriyal
molekillerin ylzeye
IgA IgAl, IgA2 K veya A a

baglanmasini

engellenme

Antijenik molekdllere
yapisma ve komplement
IgM Yok K veya A I

sistemin aktivasyonuyla

mikroplarin éldarilmesi

IgD Yok K veya A ) Lenfosit aktivasyonu

Allerjik reaksiyonlari
iceren parasit
IgE Yok K veya A €

enfeksiyonlarina  karsi

koyma

Hafif zincirler, tim siniflar icin k veya A izoformundadir. H,L; yapisi, Fc ve FAb denilen
B-kath tabakalar iceren bolgelerden olusurlar. Bir 1gG antikorunda bulunan, bir cift

mentese, CH, ve CHs sabit alanlarindan olusan Fc kismi, ¢ok hiicreli oldirme
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mekanizmalarinin yani sira antikorun plazma yari dmriini uzatan mekanizmalar da
iceren gesitli temel fonksiyonlari belirler [189], [190], [191], [192]. IgG'lerin olaganiisti
bir esneklige sahip oldugu bilinmektedir; Fc, dalgalanmasi ve ayrica mentese Uzerinde
dénmesi igin FAb kollarinin ileri ve geri salinmasi ve FAb dirseklerinin bikilmesi
yetenegine sahiptir [196], [197], [198], [199].

Antijen

Baglama
Bolgesi

by
/”I Hafif Zincir

Mentese

Bolgesi e
> ll AZIr Zincir

Sekil 2. 8 Antikorun yapisinda bulunan agir ve hafif zincirlerin baglandigi mentege
bolgesi [195]
Mentese bolgesi, antikora ¢esitli konformasyonlara girebilme yetenegi kazandiran hem
dénme hem de sallama esnekligi icin izin verir [196], [198], [199]. insan IgG'lerin
mentese itme esnekligi buylkten kiiglige 1gG3> IgGl> 1gG4> 1gG2 seklinde siralanir
[198]. Antikorlar, hiimoral cevap icin en dnemli eleman olarak duslnulir ve iki 6nemli
islevi yerine getirirler: (1) Fab kismi yoluyla hedef tanima ve (2) Fc kismi yoluyla antijen
eleme / efektor fonksiyonu. Antikorlar poliklonal ve monoklonal olarak siniflandirilir.
Poliklonal antikorlar, plazma ve hiicre disi sivilarda bulunan ve herhangi bir patojen
veya yabanci molekiliin saldirisina karsi ilk tepki olarak Uretilen konakgi proteinlerdir.
Antikorlarin temel amaci, bagisiklik sisteminin karsilastigr herhangi bir tehdidi ortadan
kaldirmaktir [200]. Antikorlar adaptif (edinsel) bagisiklik tepkisinin bir parcasidir. Bu
yizden herhangi bir tehdit ve enfeksiyona karsi spesifiktirler. Boylece, spesifik
antikorlar antijenlere yiksek afiniteyle baglanir. Bu 6zelliklerinden dolayi antikorlar,
bilimsel ve tibbi arastirmalarda ¢esitli amaclar icin kullanilabilirler. Bilimsel ¢calismalara
bu sekilde dogrudan ya da dolayli olarak katkida bulunabilecek baska malzeme
bulunmamaktadir. Poliklonal antikorlar in vivo Uretilirken, monoklonal antikorlar

biyoteknolojik manipulasyonlar ile Giretilmistir [195].
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2.10.1 Poliklonal ve Monoklonal Antikorlar

Bu antikorlarin her ikisi de ayni yapiya ve isleve sahiptir; ancak PAb ve MAb’in orijinleri,
Uretimi ve 0zglllugu birbirinden farklidir. Bu iki antikor arasindaki temel fark, onlari
Ureten hicrelerin klonalitelerinde (hangi kok/klondan geldigi) yatar. MAb tek bir klon
tarafindan Uretilirken, PAb birlikte sayisiz klon tarafindan Uretilir. Kisaca, poliklonal
antikor, herhangi bir patojen Uzerindeki butin epitoplari taniyip baglanabilirken,
monoklonal antikorlar patojenin sahip oldugu tek bir epitopa baglanabilen tek B-
lenfosit klonunundan Uretilen antikorlardir. Bu antikor tiplerinin her birinin kendine ait

arti ve eksileri vardir [201].

Cizelge 2. 4 Poliklonal ve monoklonal antikorlarin karsilagtiriimasi [195]

Ozellikler Antikorlar
Poliklonal Monoklonal
Epitop Tanimasi Goklu Tek
Capraz Reaksiyon Verme Yiiksek- Diistik Cok duistk — Sifira Yakin
Konjugasyon Zor Kolay
Spesifikligi Disuk Oldukea Yiksek
Kararsizlik Yiksek Disuik
Degrade Olabilmesi Dislik Yiksek
In Vitro Uretim - +
In vivo Uretim + +
icerdigi Klon Sayisi Coklu Tek
Hassasiyet Dustk Yiiksek
Uretim Maliyeti;
Baslangig Dustk Yiiksek
Uzun Vadede Yiksek Disuk
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2.11 Hibridoma Teknolojisi

ilk kez 1975 yilinda Kéhler ve Milstein tarafindan tanimlanan hibridoma teknolojisi,
monoklonal antikorlara dayali modern antikor tedavilerine yol acan yeni gelismeler ile
ilerlemistir. Antikor Greten B hiicresi ile kanser hiicresi olan miyeloma gibi 6limstiz bir
hiicre hatti arasindaki kaynasmadan kaynaklanan hibridoma, tanimlanmis 6zglnlig
ve afinitesi ile belirli bir monoklonal antikorun sonsuz bir kaynagi olabilir. Hibridomlarin
ortaya cikist 1970'lerin basinda Ug¢ teknolojinin yakinlasmasindan kaynaklanmigtir: 1)
Oliimsiiz miyeloma-miyeloma hiicre fiizyonlari; (2) 6liml{, antikor ireten B hiicreleri;
ve (3) antikor Ureten B hicrelerini gorsellestirmek icin yapilan uygulmalari
kapsar. César Milstein ve onun Medical Research Council'deki grubu, antikorlar
salgilayan miyelom-miyeloma fiizyonlarini tretmislerdir [34], [35]. Uretilen fare
antikorlarinin germ hatti serilerinin olmamasinin sebebi, bilinmeyen antijenlere karsin
degisen izoptiplerin ve somatik mutasyonlaridir [202]. Schwaber ve Cohen [203]
Olimsiz bir mirin miyeloma hicre hattinin insan periferik kan lenfositleri ile
kaynastiriimasindan olusan melez hiicre dizilerinin slrekli olarak insan
immunoglobilini salgiladigl sonucunu gostermistir. Bu g¢alisma spesifik hibridoma
Uretimi icin temel olusturmustur. Ayni zamanda, Georges Kohler, isvicre'deki Basel'deki
imminoloji Enstitiisiinde doktora tezi icin farelerin tek bir antijenle bagisiklamasina
yanit olarak Uretilen antikor cesitliligini degerlendiriyordu. Kultlrind yaptig 6limli B
hiicrelerinden antikorlar elde etmeye c¢alisiyordu, fakat B hicrelerinin kultiirlendiginde
gosterdigi asiri narinlik ve kisa dmri olmasi sebebiyle ¢ok az basari elde etmistir. Khler
ve Milstein ayni calisma ortamda c¢alismaya basladiktan sonra Kéhler, hem 6limsiiz,
hem de spesifik bir antijeni taniyan tek bir antikor Greten B hiicreleri ile miyeloma
hiicreleri arasinda gerceklestirilecek flizyon proseslerini gelistirdi [204]. 1984'de
Milstein, Kohler ve lJerne, monoklonal antikor Ureten hibridomalari Uretmek
icin kesfettikleri ydntemler icin Nobel Fizyoloji veya Tip Oduiliinii almislardir. Kéhler ve
Milstein'in bu kesiflerinin patentini almamislardir. Boylece hibridoma teknolojisi hem
akademisyenler hem de endistri tarafindan kilometre tasi olarak kullanilarak
gelismistir. Serbest erisiminden ve ylksek diizeyde epitopa spesifik baglanma
reaktifleri Gretme gliciinden dolayi, hibridoma teknolojisi spesifik antijenlere karsi fare

antikorlari elde etmek icin kisa slirede standart bir yaklasim haline gelmistir.
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2.11.1 Hibridoma Teknolojisinin Prensipleri

Hibridoma Uretiminin ilk basamagi, hayvanlarin ilgili antijenle bagisiklanmasi ve immiin
cevabin arttirilmasi icin antijenin adjuvan ile karistirilmasini icerir. Geleneksel bir
immunizasyon 3 asamada gerceklesir; 1) Antijenin hazirlanmasi, 2) Hayvanlarin

bagisiklanmasi ve 3) Antikor titresinin belirlenmesi.

Klasik bir imminizasyon; antijenin Freund adjuvantiyla asilanmasiyla baslar ve 14. ve
22. giinlerde diisiik Freund orani verilerek antijenin etkinligi arttirihr [205]. immiinize
olan hiicreler B hiicrelerinin aktive olmasiyla antikor iretirler [195]. immiin cevabin
yeterli diizeyde olan hayvandan, immiunizasyon icin kullanilan antijene karsi antikor
salgilayan B-lenfositleri igeren dalak izole edilir. Clink{i lenfositler igin en iyi kaynak
dalaktir. Dalak izole edilecekken fare, servikal dislokasyonla éldirilmeli ve islemden
once cilt ylzeyi % 70'lik etanol ile sterilize edilmelidir. Dalak, steril kosullar altinda
cerrahi olarak ¢ikarilmalidir. izole edilen dalak uygun fizyolojik tamponlar ile tasinir.
Dalaktaki B hticreleri (veya alternatif olarak periferik B hiicreleri, lenf nodlarindan ve /
veya kemik iligi B hticreleri) toplanir ve SP2/0, NSO ya da FO hicre hatti gibi 6limsiz
fare miyeloma hiicreleri ile polietilen glikol varliginda belli oranda fliizyona ugratilir

[205], [206]. PEG disinda Sendai viris ile de flizyon gerceklestirilebilir [207].

Hibrit hicreleri segmek icin, nilkleotid sentez yolaginin 6nemi ortaya cikmistir.
Kurtarma yolaklarini etkileyen ilgili enzimlerde yapilan bir mutasyon, memeli hiicre
kiltirlerinde istenilen hicrenin canhligini korumasi i¢in kullanilan yaygin bir
yontemdir. En yaygin hedef enzim hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HGPRT)
'dir. HGPRT enzimi kurtarma yolunda (salvage pathway) kullanilan énemli bir enzimdir.
HGPRT enzimine sahip hicreler normal sekilde blyilyebilir ve de novo yolunu
kullanarak DNA sentezi yapabilir. De novo sentez yolaginda ise nikleik asitler tekrardan
Uretilir. B hiicrelerinin kiltlr ortaminda sinirli bir 6mre sahip olduklari ve bir siire sonra
Olecekleri bilinmektedir. Fakat miyeloma hicrelerinin kiltir ortamindan elimine
edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, miyeloma hiicreleri HGPRT enziminden yoksun
hale getirilmelidir. Kiltir ortami ise yalnizca HGPRT enzimine sahip hiicrelerinin
bliyimesini destekleyen bir ortamda yapilmalidir. Myeloma hiicreleri 8-azaguanin’e

maruz birakilarak HGPRT enziminden yoksun hale getirilir. HGPRT (-) myeloma
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hicreleri ile HGPRT (+)B hiicreleri kaynastirilir. Flizyon sonrasinda, ortamda farkl hiicre
popilasyonlari vardir: (1) kaynasmamis B-lenfositler, (2) kaynasmamis myeloma
hicreleri ve (3) kaynasmis hiicreler (veya hibrid hiicreler). Buradaki en dnemli nokta
antikorlar Ureten melez hiicreleri segmektir. Bu sorun ise ortama segici besiyeri ilave
edilerek ortadan kaldirilmistir. MAb Uretimi igin kullanilan segici ortam HAT Ortami
(Hipoksanthine, Aminopterine ve Thymidine) olarak bilinir. Aminopterin de novo
yolunu engellerken, kurtarma yolunda ise nikleotid biyosentezi icin hipoksantin ve

timidin gereklidir [195].
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Sekil 2. 9 Fiizyondan sonra meydana gelen hiicre secilimi [195]

Flizyon Oncesinde kullanilan HGPRT (-) myeloma hiicreleri kurtarma yolunu
kullanamaz. Flizyon sonrasinda hibridoma hiicreleri, B-lenfositlerinden HGPRT + genini
alirlar. Bu hicreler segici ortamda (HAT ortami) ile kiiltlirlendiginde, HAT ortamindaki
aminopterin de novo yolunu bloke eder, ancak hibridoma kurtarma yolunu kullanarak
niikleotid sentezine devam ederek hayatta kalabilir [195]. HAT (hipoksantin-
aminopterin-timidin) destekli besiyeri ortaminda, HGPRT enziminden yoksun olan
miyeloma huicreleri eger flizyona ugramadiysa ortamda o6lirler [208]. Boylece flizyonla
birlikte, Olliimsliz, antikor Ureten hibridoma hicreleri olusturulur [207]. Sicanlarda,
sican miyeloma hticre hatti Y/0, flizyon partneri olarak kullanihr [206], [209]. Sonug

olarak hibridomalar, B hiicrelerinden gelen aktif HGPRT genine sahiptirler. Olusan
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hibridomalarin segici olarak gogaltiimasi igin HAT ortaminda buyurler [208]. Fizyon
sonrasinda hiicreler oldukga narin hale gelir, bu nedenle daha ileri adimlar ¢ok dikkatli
yapilmalidir. Uretilen hibridomalar alt klonlama islemine tabii tutularak spesifik tek bir
klona ait monoklonal antikor Ureten hibridoma hucreleri elde edilir. Alt klon kilturden
Uretilen metabolitlerin antijene olan spesifikligi belli aralklarla olctlir. Kiltirden
istenilen antikor bulundugu takdirde, hibridoma hiicre hattindan V bolgeleri
klonlanarak da rekombinant yapilabilir [210]. Antikor Urettigi tespit edilen alt klon
kiltirden elde edilen supernatantlar antikor saflastirilmasi icin depolanirken,
hibridomalar in vitro veya in vivo olarak buyik olgekte Uretilir. Yeteri kadar antikor elde
edilen hibridomalarin sonradan tekrar kullanilabilmesi igin kriyoprezervasyonu

gerceklestirilerek sivi azotta saklanir.
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Hiicre fluzyonu igin
gerceklestirilen 6n

¢alismalar
| 1
Farelerin belirli antijen Myeloma hiicrelerinin immdiinize farelerden
ile immunizasyonu log fazinda dalak hicrelerinin elde
kaltarlenmesi edilmesi

PEG ile dalak ve myeloma hiicrelerinin birlestirilip HAT
besiyerinde kiltirlenmesi

e B\

Hibridoma hiicrelerinin gdzlemlenmesi ve HT besiyerine
ecilmesi
\ ge¢ J
e B\
Monoklonal antikor (mAb) yaniti yiiksek hibirodma
hiicrelerinin alt klonlanmasi

N\ J

e B\
Monoklonal antikor tireten hibridoma hiicrelerin buyiik

Olcekte Uretilmesi ve kriyoprezervasyonu )

e B\

Elde edilen monoklonal antikorlarin saflastiriimasi ve
karakterizasyonu
N\ J

Sekil 2. 10 Hibridoma teknolojisi kullanilarak tretilen monoklonal antikorlarin tretimini

gosteren akis diyagrami [193]
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2.12 Hibrid Hiicrelerinin Cogaltilmasi

mAb Uretiminde hem in vivo hem de in vitro yontemler kullanilir. Pazarlanan tedavi
edici Urlinler haricinde metodun belirlenmesinde genellikle maliyet 6nemlidir.
Ekonomik acgidan genelde in vivo daha avatajlidir [211]. Biylk oOlgek monoklonal
antikorlarin (mAb) uretiminin hizlanmasi, insanlarda ve hayvanlarda kullanilan tibbi
teshislerde, tarimda ve ayrica insanlardaki terap6tik prosedirlerde kullanimi da orantili
olarak arttirmistir. Analitik amaglar igcin mAb’in mikro veya miligram miktarlari yeterli
olmaz. Bunun igin gram veya bazen kilogram miktarinda elde edilmesi gerekir. Bu
miktarlari retmek icin in vivo galismalar etik yoninden uygun olmamaktadir. Bu

ylzden mAb’lar biyoreaktorlerde esas olarak Uretilmektedir [212].
in vitro biyiik dlgek kiiltiir icin ise avantajli bir cok durum séz konusudur. Bunlar;

1) Fare govdesinde lretilen antikorlarda kontamine proteinlerin bulasma riski oldukca
ylksektir. Bu ylzden hiicre kiltlri stipernatrallarinin kullanilmasi daima gereklidir. Saf

bir monoklonal antikor sadece serumsuz kiltirden elde edilebilir.

2) Serumsuz hicre kiltarinin o6nemli bir avantaji, antikorlarin daha kolay

saflastirilabilmesidir.

3) Bir in vitro reaktor sistemi, in vivo kosullara yaklasirsa fizyolojik ve fizyokimyasal
acidan son derece verimli olur ve ylksek miktar, ylksek kalite ve ekonomik mAb
Uretimi yapilir. Bu sekildeki mevcut biyoreaktor sistemleri, tekrarlanabilirlik, bayitme,

gozetleme ve kontrol agisindan énemli avantajlara sahip olur [213].

2.12.1 Hibrid Hiicrelerinin in Vitro Kiigiik Olgek Uretimi

Statik kdltiir olarak bilinen kiltlr flasklarinda tretilen hibridoma hiicreleri, 106 hiicreye
/ ml yogunluguna kadar ¢ogaltilabilir. Bu nedenle pahali ve ¢cok emek gerektirir, fakat
az miktarda mAb Uretimi icin tercih edilen az yer kaplayan bir yontemdir. Enfeksiyon
tehlikesi, 6zellikle yavas buylyen hicreler icin nispeten daha blyuktir. Filtreli kalttr

kaplarinda gaz giris ¢ikisi oldugundan pH degerinin stabil tutulmasi daha zordur.

Silindirli sise kultlrlerinde, daha blylik sayida hiicre kiltirlenip Uretilebilir. Hibridoma

hiicreleri 0,5 ila 3 rpm arasinda kuvvetli bir sekilde cogalir. Fizyolojik pH'nin dogru
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ayarlanmasi ve bakimi ile ilgili sorunlar ortaya cikabilir. Kiltlr asamasindan once
silindir siseleri CO2 ve maksimum 10 mM HEPES tamponu ilave edilerek stabilize edilir.

Bu 6n islemler hiicrelerin yiksek canlilik gbstermesini saglar.

Donen Flasklar (Spinner Flasks), hibridoma hiicre kiltird icin kiiglik bir miknatisa sahip
olmasi yeterlidir. Cogu hibrit hicreler, kiltirin slispansiyon halinde tutulmasini
saglayan karistirma hizina (50-100 rpm) hassas degildir. Bazi klonlar ise bu kosullara
dayanamaz ve mekanik olarak yok olur. Bu sistem igin bir gubuk veya bliylk bir kiirek
benzeri kiiresel bir karistirici kullanilmasi tavsiye edilebilir ve bunlar dakika da 15-30
devirlik doénls hizlarina izin verir. Sitostatlarda, daha vyuksek hibridoma hicre
yogunluklari elde edilebilir. Sitostatlarda hem hiicre hem de antikor Uretimi, ylksek bir
seviyeye ulasir. (1 x 107 hiicre / ml'den fazla). Optimize edilmis sitostat kulturlerinde

ml’de 40 ug antikor uretilebilir [214].

Katabolitlerin bir kismi, hilicre blyimesi sirasinda ortama salinir. Daha Oncede
belirtildigi gibi amonyak iyonlari, yliksek konsantrasyonlarda sitotoksiktir. Bunun gibi
katabolitler kiltirden surekli olarak uzaklastirilirsa, hiicreler istenen mAb'yi oldukca
uzun slre Uretebilir. Hiicre ortamindan toksik maddelerden arindirmanin basit bir
yontemi de diyalizdir [215], Bu y6temde, hiicreler bir diyaliz tipline doldurularak bir
kultur sisesine (flaska) yerlestirilir [216] Adamson ve ark. [217] bu islemle, 1.5 X 10’
hicre / ml'ye varan hiicre yogunluguna ulasarak donen (spinner) yigin kiltirlerine

kiyasla daha yliksek antikor konsantrasyonlari elde ettiler.

Poliamin gapraz bagh alginattan yapilmis jel mikrokirelerine hibridoma hiicrelerinin
dahil edilmesi aslen pankreastaki adacik hiicrelerinden baz alinarak tasarlanmistir. Bu
tasarim, hibridoma hicreleri igin yuksek verimlilikle (> 1 X 107 hiicre / ml) saglamistir
[218], [219], [220], [221]. Birden ¢ok kapsilleme yontemleri vardir. Bir yontemde
hiicreler bir sodyum aljinat ¢Ozeltisi ile karistirilarak CaKL; ¢ozeltisine damlatilir. Burada
damlalar jellesir ve bir polimer (6r., Poli-L-Lisin) ile cevrelenir. Bu polimer hiicre
etrafinda pasif bir zar olusturur. Aljinat jelini sivilastirmak i¢in bir sodyum sitrat ¢ozeltisi
kullanilarak ve hicreler polimer kiiresinde (mikrokapsul) kalacak sekilde durulanir.
Kdltlir sonunda kapsiller ortamdan basit sedimantasyonla ayrilir, membranlar acik

olarak kirllir ve mAb iceren slipernatant, santriflij edilerek elde edilir.
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Mikrokapsullerdeki hticrelerin kapstllenmesi fazla teknik ¢aba gerektirdiginden, bu
yontem simdiye kadar laboratuar Uretimi icin herhangi bir biylik olcekte

kullanilmamuistir.

2.12.2 Hibrid Hiicrelerinin Biyoreaktorlerde Uretilmesi

MADb'ler icin beslemeli hiicre kiltlrl proseslerinin gelisimi son yillarda 6nemli 6lctide
artmustir. Artisin temelinde iki 6nemli faktor vardir [222] (i) dogru blyime 6zelliklerine
ve yuksek 6zgil verimlilige Uretken hicre hatlari iretmek ve (ii) reaktér galismasi
boyunca yiiksek ve devamli canli hiicre yogunlugu saglamak icin besiyeri ve beslenme
stratejilerinin daha iyi anlasilmasi. Hizli bliyime ve yiksek spesifik Gretkenlige (Qp)
sahip hicre hattinin olusturulmasi, hicre kiltiri Gretim siurecini gelistirmek icin temel
olusturmaktadir. in vitro kiiltiire ilave edilen destekleyici kimyasallar hiicre hattinin
stabilitesi ve bliyiime kabiliyetini arttirir [223]. Etkili ekspresyon sistemlerinin kullanimi
[222], [223] yuksek Uretken bir hiicre hatti olusturmak icin bir 6n sarttir. Asamali olarak
hibridoma kdltirlerinin 6zelliklerini izlemek igin 96 gozli plakalardan, calkalamal

siselere hatta kiculk biyoreaktorlere gecilir [224].

Buyuk olgekli hucre kaltirt islemlerinde, boyut ve / veya hacim olarak kademeli
bliyitme yapilarak calkalayici flasklara veya donen flasklara gecilir. Tek kullanimlik
kiltir malzemeleri biyoreaktérlere gecis slrecinde yaygin sekilde kullanilir. Hiicre
kiitlesi biyoreaktore aktarilacak diizeye gelinceye kadar biydtilir. Beslemeli reaktorler
hiicre blylmesi ve Urlin Uretimi icin en vyaygin kullanilanidir. Bu sistemde
biyoreaktorde bulunan besin maddelerini desteklemek igin klglik miktarda besin
ilavesi gerekir. Coziinmis oksijen, pH, sicaklik, oksijenin kitle transferi ve CO; lretimi

biyoreaktorde sirekli kontrol edilir.

Serum icermeyen ortamlarin kullaniimasi, yiksek hlicre kiltiirt titrelerinin elde
edilmesine olanak saglar. Maya veya bitki kaynaklarindan elde edilen hidrolizatlar
sikhikla hiicre kiltliri ortamina ilave edilmistir. Bu durumun neticesinde, blyuk olgekli
islemlerde serum kullanimini etkili bir sekilde degistirmistir. Amino asitler gibi metaller
gibi isaretleyici ortam bilesenlerinin hicre kiltirinde Uridn verimi Gzerinde etkili
oldugu gosterilmistir [225], [226]. Gaz alisverisi verimliliginin korunmasi, hiicre kiltra

Olceklendirilmesinin basariimasi icin cok onemli bir kriterdir [227]. MAb hiicre kiltira
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saflastirma adimlarindan 6nce hicreleri ve hiicre artiklarini ayirmak igin derinlik ve
membran filtrelerinin ardindan santrifiij kullanir [228]. Yogunluk filtreleri, parcaciklari
uzaklagtiran membran filtrelerden farkl olarak iginde partikilleri tutabilen lifli bir
yataga sahiptir. Son zamanlarda, derinlik filtrelerinin, partikillerin uzaklastirilmasindaki
filtrasyon roliine ek olarak, konakgi hiicre proteinleri ve DNA gibi ¢Ozlinebilir yabanci

maddeler i¢in adsorpsiyon 6zelliklerine sahip oldugu gosterilmistir [229].

immunoglobulin Gretimi, hibridomadan hibridomaya farkhihk gésterir. Bu yiizden,
Fazekas de St. Groth'un (1983) test ettigi hlicre dizileri, hiicre basina saniyede 500 ile
en fazla 8 milyondan fazla Ig molekuli salgilar [214]. Ig sekresyon orani, hilicre sayisi ile
orantili olarak artmaktadir. Genel olarak mAb konsantrasyonu, ulasilabilen maksimum
nihai hiicre yogunlugu ile hiicrelerin bu yogunluktaki canliligi ile dogru orantilidir [230].
Hicrelerin yiksek canlihk gosterdigi yliksek hiicre yogunluklari, hibridoma hiicrelerine
besin girisinin ve atik (6l4) hibridoma hicrelerinin kiltir sisteminden ¢ikartilmasi ile
saglanir. Hiicrelere saglanan besin maddeleri ve katalitik olarak aktif maddeler (amino
asitler, vitaminler, koenzimler, hormonlar, peptidler, lipidler, tuzlar, vs.) ve ortamin
fizyolojisi (osmolalite, pH, konsantrasyon, ¢oziinmuis oksijen, sicaklik vb.) hiicrelerin
gereksinimlerine gore ayarlanmalidir. Diger yandan, katabolitlerin uzaklastiriimasi,
ornegin amonyak veya hiicreleri zehirleyebilecek olan toksik bilesenlerin kiltur

ortamindan uzaklastiriimasi gerekmektedir [231].

Cizelge 2. 5 Biyoreaktor sistemlerinin monnoklonal antikor tretim kapasitesi [232]

Kaltiir Sistemi Maksimum Mab
Kiiltar Tipi
/Metod Yogunluk Konsantrasyonu

Hiicre Kultura

Statik 05-1 10-30
Flasklar
Doénen Flasklar Karistirmal 1-2 10-50
Diyaliz Tipleri Karistirmal 10-20 100 - 300
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Cizelge 2. 6 Biyoreaktor sistemlerinin monnoklonal antikor Gretim kapasitesi [232]

(devami)
Kiiltlir Sistemi Maksimum Mab
Kiiltiir Tipi

/Metod Yogunluk Konsantrasyonu
Fermantorler;

-Reaktor Karistirmal 1-2 10-30
-Boliinmiis reaktor Karistirmali 05-1 10-30
-Beslemeli reaktor Karistirmal 2-3 30-100

-Hava kaldirmali Hava Akigli 1-5 100-350

-Donenfiltreli
Karistirmal 5-10 300 -600

perfiizyon
-Enkapsiilasyon Karistirmali 50-100 500 - 1000

ince Bosluklu Fiber
100 - 1000 500 - 1000
Sistemler

in Vivo 40.000 ‘e kadar

Gerekli mAb miktari, Uretim sisteminin dogru segimi igin belirleyici niteliktedir.
pug-mg araliklarindaki miktarlar geleneksel statik doku kiltlri siseleri icinde sorunsuz
uretilebilir, donen flasklar (spinner flasks), ici bos fiber sistemler veya karistiriimis
kiicik fermantorlerde mg-g miktari icin uygunken, daha blytk miktarlarin Gretilmesi
icin, fermantor sistemler kullanilir. Blyilk bosluklu fiber sistemler gibi sistemlerin
kullanimi kolay ve buydtilebilir olmasi, daha kigik Gretim  birimlerinin
cogaltilmasindan daha uygundur. Spin filtreli veya ultrafiltrasyon membranl hava
kaldirmal veya perfiizyon fermenterler de hiicrelerin ortam icerisinde kesintisiz akis
degisiminde tutulmasi icin uygundur [215], [233]. Biyoreaktore sadece bir kez hiicreler
inokile edilir ve sonraki asamalarda herhangi bir madde eklenmez. Hiicreler genel
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olarak maksimum 1-2 x 10° hicre / ml hicre yogunluguna kadar buyirler. Yiksek
konsantrasyonlardaki toksik katabolitlerin agirlikh olarak amonyum iyonlari [234]
hicrelerin kisa zamanda Olmesine neden olur. Beslemeli reaktorlerde (Fed-batch)
prosediriinde, besin maddeleri ve katalitik olarak aktif maddeler strekli olarak veya

araliklarla ilave edilir, bu da hiicre yogunlugunu ve trin{n verimini arttirir [232].

2.12.3 Hibrid Hiicrelerinin in Vitro Biiyiik Olgek Uretimi

ince bosluklu fiber sistemler ve fermenterler, laboratuardan endiistriyel boyutlara
kadar o6lgeklendirme igin ¢ok fazla ¢alisma yapilmasina gerek duyulmayan en dnemli

biyoreaktor sistemleridir.

ince bosluklu fiber sistemler, ici bos fiber kilcal membran demetlerinden olusur.
Hicreler, oyuk-fiber modilinin kapiller bosluklarinda kolonize olurlar. Uygun bir
kiltir ortami, ici bos fiber kilcal damarlardan akarak hibridom hiicrelerini besler ve
toksik metabolik Griinler uzaklastirilir [232]. i¢ bosluklu fiber biyoreaktér, toplamda 500
mg veya daha fazla mAb saglayacak sekilde tasarlanmistir. Bu sistemlerin kurulabilmesi
yliksek maliyet gerektiginden ancak buylik miktarda mAb gerekliyse kullanilir. Bosluklu
fiber reaktor bircok laboratuarda basariyla kullanilmistir [235], [236], [237]. Bir¢ok
Uretici firma, hayvan ve insan hiicrelerinin kiiltlirlenmesi icin tasarlanmis standart veya
O0zel fermenterler tedarik etmektedir. Fermantasyon sisteminin temel o6zellikleri,
paslanmaz celik kabin ve cevresinin 121 ° C' de sterilize edilmesini ve fermantasyon
cihazinda sicaklik, karistirma hizi, ¢éziinmus oksijeninin ve pH'inin kontroliinli yapmaya
elverisli olmasidir. Kiltirleri iyice karistirmak icin kullanilan yontemler hassas hiicrelere
herhangi bir sekilde hasar vermemelidir. Bu, fermantasyon sistemlerinde karistirma
yoluyla veya yonlendirilmis bir gaz akisi ile basarilabilir. Birinci durumda, hiicre kiltiri
mekanik olarak bir karistiriciyla karistirilir. Tarif edilen ¢ok sayida karistiricidan, (egik)
bicak karistiricisi ve ozellikle de bir gemi pervanesine benzeyen karistirici (deniz carki)
sispansiyon kiltlrler icin en uygundur. Bu reaktorlerde kdplk olusumu, serum iceren
veya protein acisindan zengin ortam kullaniliyorsa sorunlara neden olur. Kopuk
olusumu ortamdaki biyokimyasal ve fiziksel kosullari degistirdiginden hiicreler hizli bir

sekilde o6lur. Kopuk olusumu, belirli bir dereceye kadar, yani toksisite sinirina ulasilana
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kadar, koplk engelleyici kimyasallarin eklenmesi veya kisa bir buhar enjeksiyonu ile

engellenebilir [232].

2.12.4 Hibrid Hiicrelerinin in Vivo Uretimi

In vitro teknikler, mAb {retim ihtiyacinin % 90'indan fazlasini karsilar. Ancak in vitro
yontemlerin etkisiz olacagli durumlarin var oldugu bilinmelidir. Kiltir siirecince hibrit
hiicrelerin &zellikleri degiserek mAb {retim ihtiyaglari cesitlilik gdsterir. in vitro
teknikler her duruma uygun degildir. Ozellikle hastaligin tedavisinde kullaniimak iizere
Ozglllik acisindan cok sayida mAb taranmasi gerekebilir ve bu durumda arastirma
aksayabilir. Bazi hibridoma hiicre hatlari, in vitro kosullara iyi uyum saglayamaz. in vitro
yontemler ile Uretilen hibridomalarin % 90'iInda mAb Uretmesine ragmen, sinirli ve

onemli bir basarisizlik orani vardir [211].

Baglangigta mAb Ureten hibridomalari segmek igin in vitro kosullarin kullaniimasina
ragmen, baslangi¢c kiltlri besleyici hiicreler gibi davranabilen bircok normal dalak
hicresi icerir. Bazi durumlarda devam eden in vitro kiltiir, hibridoma buylimesini
desteklemez. Bunun sonucunda, ylkselen antikor konsantrasyonu, hibridoma
biiylimesi veya sekresyonu olumsuz sekilde etkilenebilir. in vivo calismalar genellikle,
bir antikorun bir reseptor-ligand etkilesimini bloke etme, mikrobik patojenin bazi
yonlerini inhibe etme veya belirli bir hiicre tirinin lizizini veya apoptozunu indiikleme
kabiliyetini inceler [211]. in vivo ydntemde, antikor lireten klonlar farelerin periton
bosluguna enjekte edilir ve burada timor gibi bliyimeye baslarlar. Antikorlar, farelerin
peritoneal boslugundaki asit sivisinda hibridoma (tiimor) hiicreleri tarafindan salgilanir
[195]. Farenin periton boslugu, hibridoma hicrelerinin ¢ogalmasi icin ve dolayisiyla
monoklonal antikorlarin Gretimi icin en uygun kosullari sunmaktadir. Potter ve Boyce
[238] 6nce timor hiicrelerinin ¢cogalmasi icin uygun oldugunu aciklamislardir. Farelerde
periton bosluguna mineral yag ve mineral yagi adjuvanlari enjekte edildikten sonra
plazmositom olusumunu gozlemlemislerdir. Bu etkinin hibridoma hiicrelerinin

¢ogalmasinda da gorulebilecegi sonucunu gikarmistir

In vivo optimizasyon, sadece siirekli Giretime gidecek hiicre hatlari icin gereklidir. Ancak
in vitro optimizasyon, tiim hiicre hatlari i¢cin kabul edilebilir bliyiime ve mAb Uretimi
saglamak icin gereklidir. Optimizasyon islemi ayrica in vitro Uretimle iliskili artan
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maliyetlerin 6nemli bir faktori olan blylik miktarda tek kullanimlik sarf malzemesi

gerektirir [211]. in vivo (retim ve optimizasyonunu etkileyen degiskenler arasinda

farenin yasi, cinsiyeti, soyu, asilanacak hibridoma hiicre buylkligi ve hacmi yer alir

[211], [239]. in vivo Uretilen yiiksek titreli monoklonal antikor preparatlari, monoklonal

antikor Ureten hibridoma hiicreleri ile intraperitoneal olarak inokile edilen farelerin

asit sivisindan elde edilebilir. Sivi, hicrelerin enjeksiyonundan sonra birka¢ kez

toplanir. Isiile inaktive edilerek titre edilir ve depolanir.

in vivo Uretimde gerceklesen basamaklar;

1.

10.

11.

Hicreleri asilamadan 1 hafta once farelere 0.5 - 1 ml Pristane periton icine enjekte
edilir.
DMEM10 / HEPES / piruvat iceren 175 cm?lik kultar flasklarinda hibridoma
hiicreleri log fazina gecinceye kadar kiltlrlenir.
Kaltira 50 ml’lik falkon tuplerine aktarilarak 1500 rpm’de oda sicakliginda 5 dakika
boyunca santriflijlenir ve supernatant ortamdan uzaklastirilir.
FBS icermeyen 50 ml steril PBS veya HBSS icinde yeniden sispanse edilerek
hicreleri yikanir ve tekrar santrifij edilirek supernatant ayrilir. Bu islem iki kez
tekrarlanir ve 5 ml PBS veya HBSS icinde slispansiyon haline getirilir.
Toplanan hiicreler tripan mavisi ile boynarak sayilir [240].
Hiicre konsantrasyonunu, FBS icermeyen PBS veya HBSS ile 2.5 x 10° hiicre / ml'ye
ayarlanir. ilk enjeksiyondan yaklasik 1 hafta sonra [241] Farenin karin bosluguna
hiicreler enjekte edilir.
Karin tamamen asidik sivi (genellikle 3-4 hafta) ile dolana kadar asilanmis farelerin
her 3-5 giinde bir karin distansiyonu icin kontrol edilir. igne yardimiyla karin
bolgesinden asidik sivi bosaltilir.
Toplanan sivilar, 10 dakika boyunca oda sicakliginda 2700 rpm'de santrifijlenir
[240].
Supernatantlari ileriki calismalar icin +4°C’de saklanir. Pellet atilir [241]. Toplanan
supernatantlar 56°C’deki su banyosunda 45 dakika isi ile inaktive edilir.
MAb iceren asitin titresi uygun yontemle test edilir.
1:10 oraninda seyreltilerek 0.45 um'lik bir filtreden gecirilerek sterilize edilir ve -
70°C’de uzun vadede saklanir [240].
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Hibridoma hdicrelerinin  Gretiminde kullanilan in vitro ve in vivo ydntemler

karsilastirildiginda;

In vitro ydntemlerin avantajlari;

1. Fare kullanimi azalir,

2. lilag endustirisi tarafindan biiyiik dlcek mAb iiretimi icin tercih edilen bir yéntemdir.

3. Yari gecirgen membran kullanilan in vitro yontemlerde, fare asit sivisinda Uretilen
konsantrasyonda mAb Uretilebilir ve fare asitik sivindan gelebilecek kontaminasyon

faktorleriicermez [211].

In vitro ydntemlerin dezavantajlar;

1. Kuguk olgekli veya orta olgekli mAb Uretimi igin in vivo yontemlere gore daha
pahalidir [235], [237], [239], [242], [243].

2. Bazi hibridomlar kiltiirde iyi gelismez veya kiiltiirde kaybolurlar. Kiltiir ortaminda
FBS kullanimi ise ileriki saflastirma islemleri igin sorun yaratir.

3. Genel olarak, kiltiir sipernatantlari, mililitre basina 0.002-0.01 mAb igerir. Bu
miktar in vivo yontemlerle elde edilen antikor mktarinin altindadir.

4. Gida ve ilag idaresi (FDA)ya gore in vivo yéntemler icin sponsor maliyetinin 2-10

milyon dolar arasina mal olacagini tahmin etmektedir [211].

In vivo yéntemlerin avantajlari;

1. Fare asit sivisinda mAb yiksek konsantrasyonda Uretilir.
2. Maliyeti daha dusuktar.

3. Invitro kiltiir ydntemlerini 6gretme ihtiyaci ortadan kalkar.

In vivo yéntemlerin dezavantajlari;

1. Gunlik gozlem gerektirir.
2. in vivo yontemlerle (retilen mAb, saflastirma gerektirebilecek cesitli fare
proteinleri veya diger proteinler icerebilir.

3. Invivo yéntemler, farelerde agriya ve sikintiya neden olabilir [211].
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2.13 Monoklonal Antikorlar

MADb yapisi lGzerinde birkag gorls vardir [244], [245], [246]. MAb’larin  monomerik
birimi 150-180 kDa'lik bir molekiler kitleye sahip ve Y sekline olduk¢a karmasik
makromolekdllerdir. Antikorlarin sekonder yapilarinin % 70'ini antiparalel B tabakalari
olusturdugu gorilmistir. Bu B tabaklar, iki 6zdes hafif zincirde ve iki 6zdes agir
zincirde bulunurlar ve her biri yaklasik 110 amino asit uzunlugunda, B variller seklinde
diizenlenir. Bu alanlar birbirleriyle etkilesime girerek mentese bdlgesi ile baglantili

kurar. Boylece molekil esnek Y seklini alir [247].

Vi

e
Hinge

}/ .

Sekil 2. 11 Monoklonal antikorlarin anatomisi [210]

Cu3

Sekil 2. 12 1gG1 monoklonal antikorun elektron mikroskobundaki goriintlisi [248]

Son 30 yilda rekombinant ve sentetik olmak Uzere yeni iki MAb tipi gelistirilerek
onaylanmistir. Rekombinant MAb'ler, germ hatlarinda insan gen lokuslarini taslyan
transgenik farelerde (Uretilebilir [249]. Bakteriyofaj gorintii tabanh teknolojiler
sayesinde bulylk 6lcekte yliksek afiniteli antikorlar [250] Uretilmistir. Kimyasal cesitlilik
yaratmak ve dogal MAb'lerin hedef antijenlerine spesifik baglanmanin en temel

ozelligini taklit eden nikleik asit esasli molekiller Gretmek i¢cin amino asitlerin diger
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biyolojik molekiller tarafindan degistirilmesi ile ilgili basaril calismalar yapilmistir
[251]. Klasik MAb ailesinde, konakgi tlrlerin arahgi, fare-fare hibridomalarindan
farelere, sicanlara, hamsterlara, tavsanlara, insanlara, tavuklara ve bitkilerden

kaynaklanan mono ve hetero hibridomalara kadar genisler [252].

2.13.1 Monoklonal Antikorlarin Siniflandiriimasi

Farkh kaynaklardan ve farkh tiirlerden elde edilen MAb'lar igin bir adlandirma kurali
gerekli olmustur. isimde bulunan 4 veya daha fazla hece iriin hakkinda bilgi
vermektedir. MAb terminolojisi, monoklonal antikor igin "mAb" son ekini igerir. "MAb"

nn

son ekinden onceki bir veya iki harf, insan kaynagi icin "u", fare icin "0", sican i¢in "a",

primat ( maymungiller) igin "i", kimerik igin "xi" ve insanlastiriimis antikor kaynagi

icinse "zu" eki kullanilr.

(A) (8)
£ Yy 4 -l
(€) (D)
N %
L e J —

Sekil 2. 13 Monoklonal Antikorlarin Sinirlandiriimasi [253]

Sekil 2.13’te gosterildigi gibi; (A) (Mirin) Fare antikorlari tamamen yabancidir ve
modifiye edilmemistir. (B) Kimerik bir antikorda, sabit bolge insandan modifiye edilir.
(C) insanllastiriimis antikorlarin, insan kaynakli olarak diizenlenmis degisken bélgenin
bir kismi vardir. (D) Tam bir insan antikoru, insan kdkenli sabit ve degisken bolgeler

icerir [253].
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2.13.2 Monoklonal Antikorlarin Saflastiriimasi

Hiicrelerin kiiltirden toplanmasi
Protein A kromatografisi
)

Viral inaktivasyonu
!

Jt
Kromatografik ayirma
basamaklari

It
WViral filtrasyon
I
= 5
Ultrafiltrasyon / Diyafiltreleme
(UF / DF)

Sekil 2. 14 Monoklonal antikorlar igin saflastirma basamaklari [254]

MADb'lerin hicre kialtlird ortamindan verimli bir sekilde toplanmasi ve saflastiriimasi,
Uretim surecinin kritik bir parcasidir ve toplam Ulretim maliyetlerinin énemli bir
boliminil belirleyebilir [255]. Saflastirma prosesindeki temel husus safliktir. Diger
onemli hususlar slirecinin hizidir ¢linkl tedavi stireci aksamamalidir. Bir diger dnemli
husus ise genel verimdir. Buna ek olarak, saflastima islemleri, islemin saglamligi,
glvenilirligi ve o6lceklenebilirligi de dahil olmak lzere cesitli Uretilebilirlik 6lcutlerini
karsilamalidir. Uriiniin safligini, proseslerden gelebilecek kontamine molekiiller (6rn.,
konakgi hiicre proteinleri, DNA, sizlilmis Protein A ve bazi hicre kiltliri atiklar)
disurir. Buna ek olarak, safsizlik durumunda drinin glvenligini saglamak igin
virUslerden arindirma yetenegine de sahip olmalidir [254]. Farmasotik olarak kabul
edilebilir saflik seviyelerini elde etmek icin diger kromatografi yontemleri Protein A
kromatografisi ile birlestirilmistir. Anyon degistirme kromatografisi ve boyut ayirma
kromatografisi, hibridoma hiicre kiltiri tarafindan eksprese edilen monoklonal
antikoru saflastirmak icin kullanilmistir [255]. Asagi akis prosesinde (saflastirma
proseslerinde) son adim, depolama hacminin dlsurilmesi ve Grinin ya da ilag
maddesinin uygun ortmada Uretilmesi icin ultrafiltrasyon / diyafiltrasyon islemidir (UF /

DF).
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Saflastirma basamaklarinda en c¢ok c¢ok kullanilan ydntem Protein A afinite
kromatografisidir. Bu afinite kromatografisi, mAb'lerin Fc bolgesi ile Protein A ligandi
arasindaki spesifik baglanma afinitesine dayanir. Bu 6zgllik, hiicre kiltird isleminden
gelen konakgl hiicre proteinlerinin, DNA ve diger safsizliklarinin uzaklagsmasina izin verir
ve tek bir adimda >% 98 saflik kazandirir. Saflastirma prosesleri, 6zellikle de konakgi
hicre proteinlerini, DNA'yl ve yilksek molekil agirlikli agregatlari ilag maddesinde
kabul edilebilir seviyelere indirmeyi hedefler [257]. Protein A afinite basamagindaki
baglanma kapasitesi, akis hizi ve ylikleme esnasindaki kalis stirelerinden dnemli dlglide
etkilenmektedir [258]. Bilylk o6lcekli Protein A kromatografisi icin bir diger sikinti,
sistemde kullanilan reginenin 6mruddr. Protein A ligandinin asiri pH kosullarina duyarli
oldugu bilinir ve Urinlere baglanma kabiliyetini zamanla kaybedebilir. Baz temelli
ligandlar, yiksek maliyetlerinden 6tlr( halen yaygin olarak kullanilmamaktadir. Agaroz
esasli Protein A reginelerinin, yeniden olusturulmasi igin siklikla kullanilan alkaline
maruz kaldiginda baglanma kapasitesinde asamal bir gerileme, meydana gelmistir
[259]. Huicre kiltlr stpernatanti dogrudan kolona yiklenerek (nétr bir pH'da) ve Uriin,

disik pH'larda kolondan ayrilir [254].

Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), klasik kolon kromatografisinden
tlretilmistir ve buglin analitik kimyanin en énemli yéntemlerinden biridir [260]. HPLC,
ornek igindeki safligi kontrol etmek, reaksiyon degisikliklerini izlemek, yeni
formilasyonlari degerlendirmek ve nihai Urinlerinin kalite kontrol / glvencesi
uygulamak icin tercih edilen bir yontemdir [261]. HPLC'nin hedefi, numunenin, icindeki
maddenin miktar tayinini tespit edip ayirmaktir [262]. HPLC, numunenin enjekte
edildigi kolon icindeki gozenekli materyalden (sabit faz) ve kolondan daha yliksek
basingla pompalan sivi fazdan (mobil faz) olusur. Hareketli faz kolona yiksek akis
hizinda verilerek sabit faz boyunca ilerler ve enjekte edilen numuneyi kolon boyunca
tasir. Ayirma prensibi, sabit faza olan yapismaya bagli olarak ¢ézlinen maddenin sabit
fazda adsorbe edilmesidir. Ayrisma tamamlandiktan sonra kolondan farkli zamanda

ayrilan fraksiyonlar UV ile analiz edilir.
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Sekil 2. 15 HPLC (Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi) [263]

Protein A kolonundan elde edilen Griniln disik pH'da olmasi ve ¢ogu mAb'in disik pH
kosullarinda ¢ozelti icinde dengeli olmasi nedeniyle, virisleri inaktive etmek icin disik
bir pH inklibasyon adimini saflastirma prosesine dahil edilir. Distk pH inaktivasyonu,
cesitli biyoteknoloji Urinleri icin retrovirlsleri basariyla inaktive ettigi gdsterilmistir
[264]. Disilik pH’larda stabil olan ¢cogu monoklonal antikor icin, retrovirislerin tam
inaktivasyonunu disiik pH kosullarinda saglanabilir ve bu pH araliginda inkiibasyon
gerceklesir [265]. pH inaktivasyonunun ardindan, (riin daha dengeli bir pH araligina

tasinmasi icin notralize edilir.

Protein A kromatografik basamagindan sonra yapilan kromatografik ¢alismalar, disik
seviyelerde kalan, konakgi hiicre protein safsizliklarini, yiksek molekil agirlikli
agregatlari, DNA ve sizilmis Protein A'yl Griinin o6rnekten uzaklastirmasini amaclar.
Genellikle, katyon degistirme kromatografisi (CEX), anyon degisim kromatografisi (AEX)

ve hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC) kullanilir.

Cizelge 2. 7 Belirli tiirdeki istenmeyen molekillerin uzaklastiriimasi icin kullanilan
kromatografik yontemler [254]

Safsizhik Kromatografik Yontem

Hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC),
Biyik molekiiller ( agregatlar)
Katyon degistirme kromatografisi (CEX)
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Cizelge 2. 8 Belirli tiirdeki istenmeyen molekdllerin uzaklastiriimasi icin kullanilan
kromatografik yontemler [254] (devami)

Safsizlik Kromatografik Yontem

Anyon degisim kromatografisi (AEX),
Konak hiicrenin potein yapili safsizliklari | Hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC),

Katyon degistirme kromatografisi (CEX)

Hidroksiapatit (HA),

Kolondan kopmus Protein A Hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC),

Katyon degistirme kromatografisi (CEX)

Hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC),

Katyon degistirme kromatografisi (CEX),

Viral temizleme
Hidroksiapatit (HA),

Anyon degisim kromatografisi (AEX)

Disik pH’da tamamlanan viral inaktivasyon adimini tamamlamak icin viral filtrasyon
islemi yapilr. Viral filtreler, gozenek boyutlarina gore (retroviral (<50 nm) ve parvoviral
(<20 nm)) siniflandirilabilir  [266]. Viral filtreler, tekrarlanan kromatografik
basamaklarindan birini takiben saflastirma prosesinde bulunur. Kullanilan viral filtre
tipleri molekiller arasinda titre edilebilirken, kullanilan filtrelerin yeri ve boyutu Uriine
gore degiskenlik gosterir. Saflastirmanin tamamlanmasinin ardindan, Griinin kendi
tamponuna aktarilarak depolanmasi gerekir [267]. Bu islem, bir ultrafiltrasyon /
diyafiltrasyon dizenegi kullanilarak gerceklestirilir. Kullanilan membran tir(, zar igine
uygulanan basing, ¢capraz akis hizi ve diafiltrasyonun gerceklestirildigi konsantrasyon,

tim mAb'ler icin farkhdir.
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2.13.3 Monoklonal Antikorlarin Karakterizasyonu

Antikorlarin  karakterizasyonu, antikorlarin sinifini, baglanma kinetigini, epitop
spesifikligini, capraz reaktivitesini ve antikor afinitesini belirlemede 6nemli rol oynar.
Cizelge 2.7’ de, bu 6zellikleri degerlendirmek icin kullanilan bazi teknikler gosterilmistir.
Antikor sinifinin ve alt sinifinin belirlenmesi, radyoimiinoassay, ELISA ve alt siniflara
0zgl antikorlarinin kullanildigl immun ¢oktirme islemleriyle yapilir. Bunlar ticari olarak
antikor izotipi kitleri formunda bulunurlar. Monoklonal antikorlar s6z konusu
oldugunda, antikor sinifinin belirlenmesi, antikorun gercekten monoklonal oldugunu
kanitlamaz. Bununla birlikte, hibridomadan Uretilen bir antikor, belirlendigi alt sinif
turinde spesifik monoklonal davranisina sahipse, antikorun monoklonalite sergiledigi
varsayllmistir. Antikor spesifikligi, ELISA, RIA, BlAcore, Western ve Dot Blot analizleriyle
antijen ve diger yapisal olarak benzer antijenlerle capraz reaktivite calismalari yapilarak
belirlenir. Antikorun spesifik antijenine gosterdigi afinitesi ELISA veya biyosensorler
kullanilarak arastirilabilir. BlAcore, ylzey plazmon rezonansi (SPR) teknolojisi
kullanilarak biyomolekiller arasindaki baglanma etkilesimleri izerine gercek zamanli
nicel veri saglayan bir testtir. Ayni zamanda BlAcore, etiketleme gerekmeksizin
biyomolekiler etkilesimleri incelemek igin kullanilabilen ger¢ek zamanh bir
biyosensordiir. Antikor-antijen etkilesimi BlAcore kullanilarak incelenebilir, bu nedenle

baglanma ve ayrilma kinetigi hakkinda énemli bilgiler sunar [193].

Cizelge 2. 9 Monoklonal antikorlarin karakterizasyonunda kullanilan yéntemler [193]

Karakteristik Teknik

Farkli antijenlere karsi ELISA, RIA,
Antikor spesifikligi ve capraz reaktivite
BlAcore, Western ve Dot Blot analizi

Antikor afinitesi Kinetik calismalar, BlAcore

Depolamadan sonra geri kazanilan
Depolamadaki kararlihig
titrenin testi
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Cizelge 2. 10 Monoklonal antikorlarin karakterizasyonunda kullanilan yontemler [193]
(devami)

Karakteristik Teknik

Capraz adsorpsiyon ¢alismalari, Alt
Monoklonalite
klonlama ve analiz, Flow sitometri

Antikor sinifi / Alt sinifi immiin Coktiirme, RIA, ELISA

Western Blot; Bir protein varligini tanimlamanin yani sira, incelemek igin kullanilan
sisteme bagh olan o6rnekler arasindaki protein konsantrasyonundaki degisiklikleri de
tanimlar. immiinoblot lekeler yari kantitatif bir analiz olarak bilinir. Ciinkii lekeler
arasinda buyik farkhhklar vardir (transfer verimliligi, kuyu basina ayni miktarda protein
yiklenmesi, yikama siireleri) immiinoblotting islemi, protein ekstraksiyonu ile baslar.
Ardindan bir poliakrilamid jel dékiimi ve numunelerdeki proteinlerin boyutuna gore
ayrilmasi (SDS-PAGE), proteinlerin jelden bir membrana aktarilmasi ve bloke etme
basamaklarini icerir. Ancak deneyi calistirmadan once, ne kadar antikorun kullanilacagi

bilinmesi gerekir [268].

(Dot-Blot) Nokta-immiin-baglayici Testi, nitroseliiloz seliloz membran (NCM)
disklerinin (1 cm ¢apinda) antijenin yerlestirilmesini ve 12 saat boyunca 4 ° C'de inkibe
edilmesini gerektirir. Disklere standart bloklma ve baglama prosedirleri uygulanir ve
pozitif bir reaksiyon, nitroseliiloz seliloz membran disklerinin orta boélimiinde

¢Ozlinmeyen bir mor rengin olusmasiyla gosterilir [269].

2.13.4 Monoklonal Antikorlarin Kullanim Alanlari

Oncelikle antikorlar, patojenleri nétralize ederek konakglyr korumak igin viicuda
salinirlar. Antikorlar bir hayvani isgalcilere karsi koruyabilirse, benzer sekilde antikorlar
ekojen olarak verildikleri takdirde diger hayvanlari ayni enfeksiyonlardan

koruyabilecekleri hipotezi ileri slirGlmuistir. Zamanla, antikorlarin diger uygulama
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alanlari kabul edilerek genislemistir. Ancak monoklonal antikorlarin kesfi, antikor

uygulamalarinda devrim yaratmistir [270].

Monoklonal antikorlar cesitli hastaliklar icin teshis, tedavi, arastirma reaktifleri ve ilag
hedefleme ajanlari olarak kullanilmistir. Hibridoma teknolojisi, rekombinant DNA
teknolojisi ile birlikte, kimerik antikorlarin, insanlastirilmis antikorlarin, antikor
yapilarinin ve spesifik antikorlarin gelistirilmesine yol agmistir. Monoklonal antikor
Uretim teknolojisinin gelistirilmesi ve istenen niteliklere (6zglinlik ve ylksek afinite
gibi) sahip 06zel olarak hazirlanmis antikorlarin (retilmesi sonucunda monokloanl
antikorlar bilim insanlar tarafindan kullanilabilir hale geldi. Monoklonal antikorlar,
hem teshis hem de tedavi icin tercih edilen poliklonal antikorlarin yerini almaya
baslamistir [271]. Genel olarak antikor uygulamalari; tedavi edici, analitik ve diger

uygulama alanlari olmak (izere 3 kategoride incelenir.

2.13.4.1 Tedaviye Yonelik Kullanim Alanlari

Yiksek 6zgunlugl ve ayni monoklonal antikor 6zelliklerinin tekrar tekrar lretebilmesi
nedeniyle immunoterapo6tik ajan olarak mAb’lar iyi bir secimdir. Terapotik mAb, klinik
calismalarda ve cok sayidaki makalede [272], [273], [274] kapsamli olarak incelenmistir.
MAb'In diger bir avantaji, cesitli ajanlarla (6rn., ilaclar, radyoaktif isaretleyiciler,
toksinler, isaretleyiciler, vb.) konjuge olabilmesidir. Konjuge mAb, asagidaki
nedenlerden 6tlrl terapotik maddeler olarak kullanilabilir: (1) 6zgilliklerinden dolayi
spesifik hedeflere baglanarak etki edebilir; (2) yiklerle konjuge edildiginde, yiki belirli
hedeflere iletilebilir. MAb'In kanser tedavisinde kullanilmasinin nedeni de budur.
Toksin ile konjuge antikor kullaniyorsa, yapilan islem bir immino-toksin olarak
tanimlanabilir. Benzer sekilde, radyoaktif isaretleyici antikorun kullaniimasi radyo-

immunoterapi olarak bilinir.

2.13.4.2 Kanser Tanisinda Monoklonal Antikorlar

Tani amaclari icin, pek cok monoklonal antikor bir gamma vyayiciya benzetilir.
Radyasyon, hiicrelerin gesitli katmanlarini tespit etmek amaci ile niifuz edebilir. En
yaygin olarak kullanilan radyoizotop; teknetyumdur (Tc99m). Bazi monoklonal

antikorlar yaygin olarak tani icin; CSE-tarama (kalin bagirsak kanserinde yiliksek

56



seviyelerde belirlenip saptanan fare karsinoembriyojenik antijen (KEA) monoklonal
antikorlari), Indimacis 125 (yumurtalik adenokarsinonda belirlenip timor antijeni CA-
125 saptanan fare monoklonal antikorlari) ve su anki diger tani gorintilemelerde

kullantlr.

2.13.4.3 Kanser Tedavisinde Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikorlar, radyoaktif izotoplar ya da zehirli kimyasallarla, ilaglar ve 6n
ilaclar ile direkt olarak tlimorlerle birlestirilip sitotoksik tasima kapasitelerini
gelistirmek igin de kullanilabilir. Monoklonal antikorlar bir radyoaktif maddeye, ilaca ya
da toksik bir maddeye baglanir. Monoklonal antikorlar, tizerine yiiklenen bu maddeleri
kanser hiicrelerine vermek igin hedeflenen bir ajan gibi kullanilir. Konjuge monoklonal
antikorlar hedef antijeni bulup, baglanana kadar viicut icerisinde dolasir. Bu durum

viicudun diger bolimlerindeki saglikli olan hiicreler lizerindeki zararini azaltir.

Konjuge monoklonal antikorlar hangi yapiya baglandiklarina gore pek ¢ok farkh tiplere

ayrihirlar;

- Monoklonal antikorlar kemo-isaretlenmis gibi adlandirilan kemoterapik ilaglara
baglanirlar. Ornegin, brentuximAb vedotin (Adcetris) FDA tarafindan kabul edilen
kemo-igaretlenmis antikorlar, B ve T hiicrelerindeki CD30 antijeni bulunmasi
amaclar. Monomethyl auristatin E (MMAE) olarak adlandirilan monoklonal antikor
bir kemoterapi ilacina baglanir.

- Monoklonal antikorlar, radyoizotoplara baglanirlar. IbritumomAb tiuxetan (Zevalin)
ve tositumomAb (Bexxar) radyoaktif isaretli monoklonal antikorlara dérnektirler. Bu
antikorlarin ikisi de direkt olarak CD20 antijenine karsidir; ancak her biri farkl
baglayici radyoaktif molekillere sahiptirler.

- Monoklonal antikorlar immunotoksin olarak isimlendirilen molekillere
tutturulurlar. immunotoksinler, kemo-isaretli ve radyoaktif isaretli monoklonal

antikorlarin yarattigi sitotoksik zehirlere sahiptirler.

Hedef hiicrelere ilacin secici olarak verilmesi icin, ilaglarin ve 6n ilaglarin pekgok tipleri
monoklonal antikorlara baglanir ve timor yerlerine karsi secici bir sekilde hedef alinmis

olunur. Kemoterapik ilaglar 6rnegin adriamycin, auristatins, methotrexate, doxorubicin ve
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onilaglar monoklonal antikorlara baglanir ve segici bir sekilde timor yerlerine ulasarak

basarili bir hedefleme gergeklestirilir [195].

2.13.4.4 Analitik Kullanim Alanlari

Monoklonal antikorlarin, yliksek 6zgunlikleri nedeniyle gesitli analitik uygulamalar igin
mikemmel bir se¢cim oldugu zamanla ortaya c¢ikmistir. Bu uygulamalar; laboratuvar
bilgilerinin analizinden, teshis testlerine, klinik ve patoloji laboratuvarina kadar genis bir
yelpazede kullanilir. Monklonal antikorlarin gelisimi ve teknolojinin ilerleyisi ile isaretleyici
tiplerinin gesitliligi ile immunolojik teshisde monoklonal antikorlarin degerini arttirmistir.
Gunlmuzde, bu testler ¢esitli hastaliklarin tanisi ve tedavisi icin yaygin bir sekilde
kullanilmasindan dolayi ¢cok glivenilir hale gelmistir. Glinimuizde, immuinolojik tani testleri
saha kosullarinda bile direkt olarak kullanilabilir. immunolojik teshis testlerinin alan
testlerindeki bazi orneklerine HIV ve hamilelik testleri 6rnek olarak verilebilir. Bir
laboratuvar cevresindeki monoklonal antikorlarin en yaygin analitik kullanimlarina;
Western Blot, radyolojik immuno analizler, Ouchterlony’nin ikili Difiizyonu (ODD), Radyal
immunodifiizyon (RID), Enzim bagli immiinosorbent deneyi (ELISA), Floresan iliskili Hiicre

Ayirma (FACS), immiinohistokimya (IHC), immiinofloresans 6rnek olarak gésterilebilir.

2.13.4.5 Diger Kullanim Alanlari

Antijen-antikor etkilesimlerinin  tersinir reaksiyonlarinin  karakteristik  ozellikleri
antikorlarin hazirlayici uygulamalari icin tesvik edici hale gelmistir. Bu tlir uygulamalar ile,
herhnagi bir yapiya bagh bir Grlinin, Grine 6zgl antikorlari kullanarak karmasik bir
karisimdan izole edilebilmesi ve saflastiriimasi gerceklestirilir. Saflastirilacak Griind iceren
kompleks karisim, bir matrise tutturulur, antikorlar ile karistirilir ve Urin antikora
baglanir. Baglanan driin (antijen-antikor kompleksi), tamponun pH'Inin veya iyon
konsantrasyonunun degistirilmesiyle ayrilirr ve (riin toplanir. Bu yontem immuno-aritma
ya da immuno-zenginlestirme adiyla da bilinir. Bu FACS ve MACS gibi cesitli uygulamalar
icin laboratuvarlarda kullanilir. Bu method bircok endustriyel uygulamalara entegre

edilebilme 6zelligine sahiptir [195].
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2.13.4.6 Leishmaniasis’in Tanisinda Monoklonal Antikorlarin Kullanimi

Leishmania’nin serolojik tani kapsaminda (antikor tespitine bagh olarak) parazitolojik
tanida alternatif bir yontem olarak gorlinmektedir. VL'nin teshisi icin ELISA, [29], [275]
dot ELISA [276], [277] ve indrekt ELISA [30], [278], [279], [280] gibi pekgok serolojik
teknikler gelistirilmigtir. Bu tlr tani yontemlerinin duyarhhgl ve 6zginlGgi, kullanilan
antijen tirine, kaynagina ve safligina baglidir. Leishmania antijenlerinden bazilari, diger
mikroorganizmalarla paylasilan capraz reaksiyona giren ortak epitoplari vardir. [281],
[282], [283] VL tanisinda, idrarda antikorun saptanmasini, islam ve ark. [27] ELISA sistemi
ile VL hastalarinin idrarinda IgG bulgularini % 95 duyarllik ve 6zgullik gosterdigini
bulmuslardir. Ancak antikor saptama analizinde bir takim sorunlar yasanmaktadir: (1)
asemptomatik enfeksiyonlarda pozitif olabilirler (2) pek ¢ok serolojik testte oldugu gibi,

mevcut ve gecmis enfeksiyonlarin ayrimi kolay yapilamaz.

Antikor tespitine bir alternatif olarak, idrar veya serumda antijen tespit edilmesi,
paraziter enfeksiyonlarin tanisinda yeni bir yaklasim meydana getirmistir. Midahale
olmayan bir teknik olarak idrarda antijen tespiti cesitli paraziter hastaliklarin teshisinde
kullanilmistir [284], [285], [286] Leishmaniasis'de VL hastalarinin idrarinda L. donovani
¢Ozlinlr antijeninin ilk tespiti Kohanteb ve ark. tarafindan c¢ift yonlii immiinoelektroforez
kullanarak bulunmustur [31]. Son zamanlarda, leishmaniasisde antijen tespiti alaninda
Attar ve ark. [32] lateks aglutinasyon testi ("KAtex") ile VL hastalarinin idrarinda antijen
varhigini gostermistir. Eger idrar, testten 5 dakika 6nce denatire edilirse, KAtex'in
duyarliigl ve 6zgulligu sirasiyla % 70-80 ve % 100 olacagini vurgulamislardir. Sonraki
calismalarda ise, aglitinasyon testi icin kullanilan hedef antijenin distik molekl agirlikh
(5-20 kDa) bir karbonhidrat antijeni oldugu saptanmistir [84]. Kisa siire dnce baska bir
rekombinant protein olan rk28 da bir ¢alismada degerlendirilerek, hem ELISA'da hem de

hizli tani testi (RDT)'de rk39'dan daha iyi performans sergiledigi gosterilmistir [33].

2.14 Leishmaniasis’in Kontrolii icin Asi Gelistirilmesi

KL e karsi koruyucu bagisiklik edinilmesi, uygun bir hiicresel bagisiklik tepkisi olusturmasi
durumunda asilamanin leishmaniasis'in kontroliine yonelik uygulanabilir bir yaklasim

oldugu duslintilmektedir. Bu amacla tasarlanan, birinci nesil asilar, viriilansi, uzun sdreli
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kaltar, y-radyasyon, kimyasal mutajenez veya gen inaktivasyonu ile oldirilmis veya
zayiflatilmis parazitleri icerir. Az miktarda zayiflatilmis organizmalarla enjeksiyon bazen
dogal enfeksiyona karsi koruyucu bir Thl yanitini uyarmada daha verimli olsa da, HIV
enfeksiyonlarinin yayilmasi, organ nakli veya kanser kemoterapisinde imminosupresif
ilaglarin kullanimi, ani bir cevap olusumunu etkiler ve bu ylizden bazi endiselerin
dogmasin sebep olmustur. Aksi takdirde bagisiklik sistemi zayif olan kisilerde latent

Leishmania enfeksiyonu goralir.

Son birka¢ yilda tanimlanmis antijenik bilesenlerden olusan ve Leishmania
enfeksiyonlarina karsi etkili hiicresel bagisikhg uyandirmak Gzere tasarlanmis ikinci nesil
asilarin gelistirilmesine yonelik 6nemli ¢alismalar gosterilmistir. L. braziliensis’in neden
oldugu mukokitandz leishmaniasis ve L. amazonensis’in neden oldugu diffiiz kitanoz
leishmaniasis, MKL c¢alismasi icin uygun fare modelleri bulunmadigindan, asi
galismalarinin gogunlugu L. major enfeksiyonundan kaynaklanan kiitandz leishmaniasis’e
ya da L. Donovani 'den kaynaklanan visseral leishmaniasis’e odaklanmistir [287], [288].
Leishmania enfeksiyonuna karsi koruma saglamak icin birka¢ strateji arastirilmasina
ragmen su anda kitanoz veya visseral leishmaniasis icin etkili bir asi bulunmamaktadir.
Leishmaniasis'i 6nlemenin en basarih  yolu, canli parazitlerle enfeksiyon olan
‘Leishmanization’ diye adlandirilan bu prosediir yizyillar boyunca viicudun maruz kalmis
kisimlarindaki lezyonlara karsi koruma saglamak igin kullanilmigtir. Bu yontemin genellikle
etkili olmasinin yaninda parazitin virtlans kaybi, standardizasyon zorlugu ve iyilesmeyen
lezyonlarin gelisimi ile iliskilendirilebilir. Bunlara ek olarak, parazitlerin asla viicuttan
temizlenmemesi ve bagisiklik sistemi baskilanan bireylerde enfeksiyonun tekrarlama riski
oldugundan bu vyaklasim glinimizde kullanilmamaktadir. Bununla birlikte,
leishmanization'in basarisi, leishmaniasis igin bir asi olabilecegi fikrini destekledi. Bununla
birlikte, canli asidan daha geleneksel asilara olan ugurum, baslangicta distinilenden ¢ok
daha fazla oldugu ortaya cikmistir. Oldiiriilen tim parazitler, zayiflatiimis canh parazitler,
parazit proteinleri, altbirim rekombinant asilar, vektorlii asilar ve DNA asilari ile asilama
girisimlerinden sinirli basari elde edildi. Givenlik 6sterilerine ragmen, tiim parazitlerin
oldirilmias faz 1l asi denemeleri basarisiz olmustur [289]. Bu basarisizhgin nedeni,
geleneksel asilar ve adjuvanlar tarafindan wuzun sireli hiicre aracii antikor

Uretilememesinden kaynaklanmaktadir. Dogal bagisiklik tepkilerini daha kaliteli alabilmek
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icin bu sorunun Ustesinden gelebilecek yeni adjuvanlar gelistirilmektedir [290], [291].
Leishmaniasis asisinin gelisimini geciktiren bir baska konu ise, CD4 + T hiicreleri tarafindan

taninan imminodominant antijen eksikligidir.

Bununla birlikte, son zamanlarda Leishmania proteini glikozomal fosfoenolpiruvat
karboksiminin, CD4 + T hiicreleri tarafindan taninan immiinodominant bir antijen oldugu
ve bir ¢ok farkl Leishmania parazitinde korundugu kesfedildi. En dnemlisi, bu proteinin
asilandig hayvan modellerinde hem kiitandz hem de visseral leishmaniasis’e karsi dGnemli
koruma saglamistir. Leishmania kum sinekleri vasitasiyla bulagmasi, birkag asi
¢alismasinda kum sineklerinin tiikirik proteinlerinin potansiyel rolinl arastiriimistir
[292]. Ornegin, bir kum sineginin tiikiirik proteini ile asilama, rhesus maymununda
Leishmania major'un kum sinegine iletimine karsi énemli koruma saglamistir [293]. Bu
sonug, kum sineginin tuklrik proteinlerinin bir asi ile birlestirilmesinin daha iyi koruma
saglayabilecegini distndirmustiir. Bu veriler, leishmanial bir asi gelistirmeye yonelik
cabalarin devam ettigini gostermektedir. Leishmaniasis’e karsi asi tasarimi icin yeni
yaklagimlarda kum sineklerinin roll ve bir asi pargasi olarak kum sinek proteinlerinin
potansiyel rolii de dahil olmak lzere leishmanial bir asi ulasilabilir bir hedef olmaya

devam etmektedir.
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda, deney hayvanlari ile ilgili yapilan galismalar hari¢ gergeklestirilen

bitiin calismalar, 2015-2017 yillari arasinda Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik

bolliiminde yer alan Hiicre Kiltiri ve Doku Muhendisligi Laboratuvarinda Prof. Dr.

Adil M. Allahverdiyev ve Yrd. Do¢c. Dr Melahat Bagirova’nin 6nderliginde deneysel

metodojik bir sekilde gerceklestirilmistir.

3.1 Materyal

3.1.1 Ekipman

Steril hiicre kiltir odasi

Hava akimli kabinler (Laminar flow -Thermo Scientific Hera safe, Faster

BHEN 2006)

Karbondioksitli inkiibatér (New Brunswick scientific CO-150 37°C,
FrioCell 111 25 °C)

inverted mikroskop (Olympus CKX41)
Santriflij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)
Manyetik karistirici (Heidolph MR3000)

pH metre (HANNA instruments)
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Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

Buz makinesi (Scotsman AF100)

Vortex (LMS(laboratuvary medical supplies) VTX-3000L)

Su banyolari (GFL (gesselschaft fir labortechnik) mbH, Kerman)
Isiticili karistirici (Heidolph instruments)

ELISA ¢oklu plak yikama cihazi (Thermo)

Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Argelik(+4,-20°C), GFL(-40°C))
-197 °C azot tanki ve azot tasima tanklari (DMC air liquid systems)
Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)

UV-spektrofotometre (Jasco V-530)

ELISA ¢oklu plak okuyucusu (spektrometre) (Thermo)

Saf su ve ultra saf su sistemleri (GFL2104)

10, 100 ve 1000 pl'lik mikropipetler (Thermo, Pippetman)

1-10, 20-200, 100-1000 pl’lik tek kullanimlik pipet uglari (AxyGen)
Santrifdj ttpleri 15 ve 50 ml. (Eppendorf, IsoLAB)

ELISA 96 kuyulu plaklari (TPP)

Hicre kultlra plaklart (TPP)

Hucre kultir flasklari 25 cm?, 75 cm? (TPP, Corning)

Serolojik pipet tabancasi (Thermo)

Serolojik pipetler 1,5,10 ml (Blau Brand Germany)

Steril pastor pipeti 3 ml (LP ITALIANA SPA)

Diyaliz membrani (MWCO 50,000 Thermo)

Kriyotlipler (TPP)
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3.1.2

Makas, diseksiyon seti (Miller - Germany)

Suizgec (BD Falcon)

50-1000ml’lik otoklavlanabilir cam siseler (ISOLAB, SCHOTT)

Hicre sayimi icin thoma lami (Menzel superior)

1, 5, 10 ve 50 cc’lik enjektor (Ayset)

0,22 um ve 0, 45 um’lik siringa filtreleri (MILLIPORE, TPP, Sartorius)
SDS-PAGE jel elektroforez sistemi (Hoefer)

Guc¢ kaynagi (Hoefer)

0.2 um Nitrosellloz Membran (GE Healthcare Life Sciences, Amersham

Protran Premium)

GPCmax (VISCOTEK)

Sivi Kromatografi LC-6AD(SHIMADZU)

Fraksiyon Toplayici FRC-10A (SHIMADZU)

Hizli ELISA Fare mAb izotip kiti (Thermo SCIENTIFIC)
Altin AB Konjugasyon Kiti (PanReac AppliChem)

Lateks eldiven (Broche)

Kimyasallar

Anti-fare IgGs (G,A,M)-Alkaline Fosfat Antikoru (Sigma)
Freund complete adjuvan (Sigma)

Hidroklorik asit, HKL (Riedel-de Haén)

Protein ladder (low range) (Thermoscientific)

BSA bovine serum albiimin (Sigma)

Tripan mavisi (Biologycal Industry)
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Akrilamid (Sigma)

Bis-akrilamid (Sigma)
Trizma-Baz(Sigma)

B-Merkaptoetanol (Fluka)

EDTA (AppliChem)

Bromofenol mavisi (aMReSCO)

Sodyum dddesil silfat (SDS) (Sigma)
N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED) (Sigma)
Yagsiz sit tozu (AppliChem)
8-Azaguanin (Sigma)

Hipoksantin aminopterin timidin, 50X HAT (PAN)
Hipoksantin timidin, 100X HT (Gibco)
Polietilen glikol-4000, PEG-4000 (Sigma)
Amonyum silfat, (NH4)2SO4 (merck)
Sodyum klorir, NaKL (Sigma)

Sodyum bikarbonat, NaHCOs (Merck)
Siikroz (MERCK)

Glisin (Fluka)

Etanol (Merck)

L-Glutamine (PAN Biotech)

Magnezyum klorir, MgKL; (Fluka)
Cinko Klordr, ZnKL; (Fluka)

Sodyum azid, NaNs (Sigma)
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= Potasyum hidroksit, KOH (Merck)

. Dipotasyum fosfat, K;HPO4 (Sigma)

. Monopotasyum fosfat, KH,PO4 (Sigma)

. Sodyum di hidrojen fosfat mono hidrat, NaH,P04.H,0 (Merck)
. Disodyum hidrojen fosfat, Na;HPO4 (Merck)

. KKL (Sigma)

. Amonyum persilfat (MERCK)

. 4-nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate (SIGMA)
= Tween-20 (MP Biomedicals LLC)

= RPMI-1640 (Fenol redli ve fenol redsiz) besiyerleri (GIBCO Invitrogen)
. HEPES (AppliChem)

. FBS-fetal bovine serum (GIBCO Invitrogen)

= DMSO (AppliChem)

. Gentamisin (GIBCO)

. Penisillin-streptomisin (PAN Biotech)

3.1.3 Deneylerde Kullanilan Tampon, Besiyerleri ve Kimyasallarin Hazirlanisi

3.1.3.1 Tamponlar
PBS Tamponu

8 g NakL, 0,2 g KH,POs, 1,8 g Na;HPO4.2H,0 ve 2 g KKL hassas terazide tartildi. Uzerine
900 ml distile su eklenerek pH’1 7,4’e ayarlandi. Son hacmi 1 It olacak sekilde distile su

ile tamamlandi, stizlild{ ve otoklavlandi.
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PBS-Tween 20 Tamponu
Hazirlanan fosfat tamponuna (PBS) hacimce %0,05 olacak sekilde Tween-20 eklendi.
Kaplama Tamponu (pH; 9,6)

1,59 g NayCOs, 2,93 g NaHCOs ve 0,2 g NaNs3 hassas terazide tartilarak pH’1 9,6’ya

ayarlandi. Tamponun hacmi distile su ile 11t'ye tamamlandi.

Bloklama Cozeltisi (ELISA)

Kaplama tamponuna %2 (agirlik/hacim) olacak sekilde yagsiz siit tozu ilave edildi.
PBS/Tween20/sut tozu

PBS/Tween20 ¢ozeltisine %2 (agirlik/hacim) olacak sekilde yagsiz siit tozu eklendi.
Substrat Tamponu (pH:10,4)

0,02 g ZnKL,, 0,04 g MgKL, ve 1,5 g glisin hassas terazide tartilarak distile suda ¢ozalda.

pH; 10,4’e ayarlandi ve son hacim 200 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi.
%50 PEG Cozeltisi (agirhik/hacim)

10 g PEG-4000 (Sigma) 121 °C’de 10 dakika boyunca otoklavlandi. Ardindan 37°C’de 10
ml PBS icerisinde c¢ozllerek ependorflara 1’er ml bolistlrilerek 4°C’'de karanlikta

saklandi.
Stok Akrilamid Cozeltisi

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid hassas terazide tartilip bir miktar distile suda

¢ozuldikten sonra son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.
3 M Tris-HCL Tamponu (pH 8,8)

72,68 g Trizma-baz tartilarak distile suda c¢ozildi. 3N HKL ile pH 8,8’e ayarlandi.

Ardindan son hacimi distile su ile 200ml’ye tamamlandi.
1,5 M Tris-HCLTamponu (pH 6,8)

35,35 g Trizma-baz tartilarak distile suda ¢ozildi. 3N HKL ile pH 6,8’e ayarlandi.

Ardindan son hacimi distile su ile 200 ml'ye tamamlandi.
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%10 SDS
10 g Sodyum dodesil stilfat (SDS) distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.
%10 Amonyum Persiilfat (APS)

Amonyum Persilfat her zaman taze hazirlandi ve hazirlanirken 6nce 0,1 g tartilarak

distile su ile 1 ml'ye tamamlandi.
1 x Yiiritme Tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin, %0,1 SDS, pH 8.3)

3.03 g Tris, 14.4 g Glisin ve 1 g Sodyum dddesil stilfat (SDS) distile su ile ¢ozildi. pH 8,3’

ayarlandi ve son hacmi 1 It olacak sekilde distile su ile tamamlandi.
Ornek Yiikleme Tamponu

2 ml 1,5 M Tris-HKL (pH 6,8), 0,5 g SDS, 5 g Sukroz, 0,25 ml B-Merkaptoetanol ve 5 ml

bromofenol mavisi (% 0,5 agirlik/hacim) distile su ile 50 ml'ye tamamlandi.
Bloklama Soliisyonu (DOT BLOT)

Hazirlanan fosfat tamponu (PBS) igerisine %0.1 (agirlik/hacim) olacak sekilde BSA ilave
edildi.

Yikama Soliisyonu (DOT BLOT)

Hazirlanan fosfat tamponu (PBS) igerisine %0.05 (agirlik/hacim) olacak sekilde Tween-

20 eklendi.

3.1.3.2 Besiyerleri
Myeloma ve Makrofaj Kiiltiir Besiyeri

Besiyeri, %80 RPMI 1640, %20 fetal bovine serum (FBS) ve 50 pg/ml Penisillin-
streptomisin olacak sekilde hazirlanarak +4°C’de kullanima hazir ve steril bir sekilde

muhafaza edildi.
Secici Besiyerleri

A) HAT; Hipoksantin aminopterin timidin (50X HAT) supplement (PAN) 1lt. kiltar
besiyerine 20 ml. olacak sekilde eklendi. Kullanima hazir ve 1sik gormeyecek sekilde

steril olarak -20°C’de muhafaza edildi.
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B) HT; Hipoksantin timidin (100X HT) suplement 1 It besiyerine 10 ml. olacak sekilde

eklendi. Kullanima hazir ve 1sik gérmeyecek sekilde steril olarak +4°C’de muhafaza

edildi.
Hibridoma Kiiltiir Besiyerleri

A) HAT igerikli: %80 RPMI 1640, %20 fetal bovine serum (FBS), 100 pg/ml Penisillin-

streptomisin ve hacimce %1 HAT igerecek sekilde steril olarak +4°C’de saklandi.

B) HT igerikli: %80 RPMI 1640, %20 fetal bovine serum (FBS), 100 pg/ml Penisillin-

streptomisin ve hacimce %0,5 HT icerecek sekilde steril olarak +4°C’de saklandi.
Dondurma Besiyeri

%95 FBS ve %5 DMSO olacak sekilde hazirlandi.

3.1.4 Deneylerde Kullanilan Deney Hayvanlari

Bezmidlem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuarinda, etik kurul rapor onayi
dogrultusunda flizyon galismalari icin 6-8 haftalik disi Balb/c irkindaki fareler B-lenfosit

kaynagi olarak kullanildi.

3.1.5 Deneylerde Kullanilan Hiicreler

3.1.5.1 LPG Antijenin Eldesinde Kullanilan Leishmania Parazitleri

immdiinizasyon islemlerinde antijen kaynagi olarak Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi
Laboratuarimizda kriyobanki olusturulmus L.tropica promastigotlarindan izole edilen

Lipofosfoglikan (LPG) molekili kullanildi.

3.1.5.2 Myeloma Hiicre Hatti

Hibridoma calismalarinda Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimi Hayvan Hiicre
Kiltiiri Laboratuvari sorumlu 6gretim {yesi Sayin Prof. Dr. S.ismet Deliloglu Giirhan
tarafindan temin edilen ve daha sonrasinda laboratuvarimizca kriyobanki olustulan P3-

X63-Ag8.653 myeloma hiicre hatti kullanildi.
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3.1.5.3 Antikor Ureten B-Lenfosit Hiicreleri

6 hafta boyunca 10 giin arayla immunize edilmis disi Balb/c farelerin dalak lenfosit

hicreleri, fizyon ¢alismalarindan B-lenfosit hiicre kaynagi olarak kullanildi.

3.1.5.4 Besleyici Hiicre Olarak Fare Periton Makrofajlari

Flizyon calismalarinda destekleyici hiicre olarak immiinize edilmemis kontrol grubu disi

Balb/c fareden elde edilen periton makrofaj hiicreleri kullanildi.

3.1.5.5 J774 makrofaj hiicre hatti

Laboratuvarimizda kriyobanki oluisturulmus J774 hicre hatti, kiltlir ortamina
salgiladigl metabolit ve blylme faktorlerinin hibridoma kiltir gelisimini desteklemesi

icin kullanildi.

3.2 Metod

3.2.1 L.tropica Parazitlerinin Kriyobanktan Cikarilmasi

Sivi azottan cikarilan hiicreler 27°C'de ki su banyosunda iyicene c¢alkalanarak
¢Ozdiruldu. Cozdirilen hicrelerin tamami kriyotiipiin icerisinden alinarak, 5 ml %10
FBS iceren RPMI 1640 besiyerinin bulundugu 25cm?lik flasklara 108 parazit / ml olacak
sekilde ekimi yapildi.

3.2.2 L.tropica Parazitlerinin Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Parazit sayisi 107 parazit /ml degerine ulastiginda besiyeri miktari iki katina cikartildi.
Ayni dongu tekrarlanarak 107 parazit /ml sayisina ulastiginda 25 ml %5 FBS iceren RPMI
1640 bulunan 75 cm?lik flask icerisinde 10° parazit / ml olacak sekilde ekimi yapildi. 107
parazit /ml sayisina ulasildiginda 300 ml Brain Heart Infusion (BHI) besiyeri iceren 1
litrelik erlene 10° parazit / ml olacak sekilde ekim yapildi ve dérdiincii giin besiyeri iki
katina cikarildi. Promastigotlar metasiklik evreye ulastiklarinda 4°C’de 4000 rpm’de 25
dakika santrifiij edildi ve pelletler antijen eldesi i¢in gerekli islemlerin yapilacagi giline

kadar -20°C’de saklandi.
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Sekil 3.1 L.tropica kultlr gorlintlist (10x)

3.2.3 L.tropica’dan Lipofosfoglikan (LPG) Molekiiliiniin Elde Edilmesi

L.tropica pelletlerinden lipofosfoglikan (LPG) molekilinin izolasyonu daha o6nce
laboratuvarimizda tamamlanan TUBITAK destekli proje kapsaminda belirli protokol
izlenerek izole edilmistir. 1085170 kodlu yiritlciligini Prof. Dr. Adil Allahverdiyev’in
yaptigl “Leishmaniasis'e karsi asi gelistirilmesinde polimerlere dayali yeni bir yaklagim:
LPG-polimer konjugatlan” adli proje kapsaminda, lipofosfoglikan (LPG) molekilinin

izolasyonu asagidaki adimlarla gergeklestirilmigtir;

Buzu c¢ozdirilen pelletler her bir falkona 3ml olacak sekilde dagrtildi. Uzerlerine
onceden hazirlanan 2:1 oranindaki klorofom/metanol karisimi eklendi. Her bir tiipteki
pellet sonikatorle 1 dk boyunca buz icinde parcalandi ve 1 saat beklemeye birakildi.
Beklemenin ardindan 6érnekler 4000 rpm ve 4°C de 10 dk santrifij edildi. Santrifij
sonrasl stprenatantlar ayrildi. Pelletlerin Gzerine 15 ml dnceden hazirlanmis %9’luk
isopropanol eklendi. Vortekslenerek ¢ozdiriilen pelletler buz icerisinde sonikator ile
1dk boyunca tekrar parcalandi. 1 saat beklemenin ardindan 14000 rpm’de 25 dk
boyunca santrifuj edildi. Stpernatantlar ayri bir yerde toplandi. Pellete tekrardan
parcalama ve santrifuj islemleri uygulandi. Bu parcalama islemi toplamda ¢ kere
tekrarlandi. SUpernatantlar bir yerde toplanip daha sonra liyafilizatorde kurutulmak

Uzere -40°C a kaldirildi. Liyofilizatérde kurutulan 6rnekler oktil seferoz kolonundan
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gecirildi ve toplanan fraksiyonlarin TLC ile LPG analizi yapildi. TLC sonucu LPG’nin

oldugu fraksiyon liyofilizatérde kurutularak -40°C’de saklandi [66].

3.2.4 Balb/c Farelerin LPG Molekiilii ile immiinizasyonu

Bezmidlem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda bulunan deney
hayvanlari Uzerinde uygulanacak formiulasyonlarin olusturulmasi amaciyla L.tropica
promastigotlarindan elde edilen toz halindeki LPG steril PBS ile 3ml’ye sulandirildi. 0,45
pum’lik filtre ile steril edilerek, enjeksiyon ve ELISA asamalarinda kullaniimak Gzere -40
°C’de saklandi. Laboratuvarimizda daha dnce yapilan ¢alismalar dogrultusunda etkinligi
tespit edilmis, toksik olmayan, FDA onayli POX adjuvanti ile Freund adjuvantinin LPG
molekiluli ile farkli kombinasyonlari hazirlandi. Hazirlanan formilasyonlar 6 haftalik
disi Balb/C fareler Uzerinde intraperitonal olarak tatbik edildi. ilk immunizasyon
oncesinde kontrol amacli olarak hayvanlardan intrakardiyak olarak kan alimi

gerceklestirildi. immunizasyonlar 10 giin araliklarla gergeklestirildi.

Deney hayvanlarinin immiinizasyonu igin LPG ile farkhh adjuvan kombinasyonlari

asagidaki gibi hazirlandi;

LPG :POX (250 pg : 45 pl) (Dlsik doz)
LPG : POX (350 pg : 45 ul) (Yiiksek doz)
LPG : Freund (150 pg : 45 pl)

Hazirlanan karisimlarin toplam hacmi 200 pl olacak sekilde PBS ile tamamlanarak

farelere enjekte edildi.

72



Sekil 3.2 immiinize edilen Balb/c irki fareler

3.2.5 Fare Serumlarinin Antikor Yanitlarini ELISA ile Tayin Edilmesi

Farelerden alinan serumlar 3000g’de 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Ustte kalan
serum alinarak ELISA isleminde kullaniimak icin -40°C’de saklandi. Kandan ayrilan
serum orneginin ELISA islemi icin ilk dnce 96 gozli plaka LPG molekili ile kaplandi. Her
kuyuya 1 pg LPG ve 100 pL kaplama sollisyonu disecek sekilde hesaplama yapildi.
Belirlenen kuyulara 100’er pL LPG + kaplama soliisyonu konuldu. Plaka 1 gece +4 2C'de
inkiibasyona birakildi. Ertesi gin antijenle kaplanan plaka 3 kez yikandi. (Yikama
solisyonu 1L PBS + 0,5 ml Tween 20) Antijenle kaplanan plakada antijenle
kaplanmayan vyerlerin kaplanmasi icin %2’lik siut tozu iceren kaplama tamponu
hazirlandi. Her kuyucuga 100 ul sit tozu karisimi ilave edildi ve 1 saat 37°C'de inkiibe
edildi. 1 saat sonunda plaka 3 kere yikandi. Fare serumlarinin yogun olmasindan dolayi
ile 1/50 oraninda seyreltildi. Bunun igin belirli kuyulara 5 pl serum, tzerlerine 245 pl
%2’lik slt tozu iceren PBS-Tween 20 koyularak 1 saat 37°C'de inklibe edildi. 1 saatin
sonunda plaka 3 kez yikandi. Anti- Mouse Polyvalent 1/1000 oraninda olacak sekilde
PBS+Tween 20 ile karistirilarak hazirlandi. Her kuyucuga 100 pl olacak sekilde ilave
edildi ve 1 saat 37°C’'de inklbe edildi. 1 saatin sonunda plaka 5 kez yikandi. -40°C’'de
saklanan 4-nitrophenyl phosphate di(tris) salt substrati her kuyucukta 1mg/ml olacak
sekilde substrat tamponu ile hazirlandi. Yapilan bu ¢ozelti karanlik ortamda her

kuyucuga 100 pl olacak sekilde ilave edildi ve oda sicakliginda 35-45 dk boyunca
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karanlikta bekletildi. Bu siire sonunda plaka ELISA reader cihazinda 405 nm dalga

boyunda okutularak sonuglar kaydedildi.

3.2.6 Fiizyon Deneyleri

3.2.6.1 P3-X63-Ag8.653 Myeloma Hiicrelerinin Kriyobanktan Cikariimasi

Sivi azottan cikarilan P3-X63-Ag8.653 myeloma hiicre hatti 37°C'ye ayarlanmis su
banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdirildl. Kriyotlipln etrafi %70’lik etanol ile iyice
temizlendi. Kriyotlplin icerisinde ¢oziinmis hiicreler pipet yardimiyla daha 6nceden
icerisine 4 ml %10 FBS iceren RPMI 1640 konulmus 15 ml’lik santriflj tlplerine
aktarilarak 1000 rpm’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Slpernatant
ortamdan uzaklastirilarak falkonun tabanina hafif bir mekanik kuvvet uygulanarak
hicre pelleti siispanse edildi. Stispanse hiicre pelleti %10 FBS iceren RPMI 1640 ile 1
ml’ye tamamlanarak 25 cm?lik flasklara 5 x 10* hiicre/ml olacak sekilde aktarildi.

Flasklar 37°C'de %5 CO; ve %98 nem iceren inklibatorde kiltire edildi.

3.2.6.2 P3-X63-Ag8.653 Myeloma Hiicrelerinin Kiltiiriiniin Yapiimasi

P3-X63-Ag8.653 myeloma hiicre hattinin besiyeri ortami 2 glinde bir gerekli miktarda
degistirilerek devam ettirildi. Hicrelerin durumu inverted mikroskop (Olympus) ile
izlendi. Kaltir ortaminda yogun bir sekilde cogaldigi gozlenen hiicreler ilk Once
sayilarak pasaj islemi gergeklestirildi. Hlicre sayimi icin flasktaki hicreler ilk dnce hafif
bir mekanik darbe ile ylizeyden kaldirildi. Daha sonra pipet yardimiyla kiltir ortami
tekrar flaskin icine bosaltilarak hiicrelerin daha iyi kalkmasi saglandi. Cok fazla kopuk
olusturmadan kaldirilan hticreler 15 ml’lik falkon tiiptine alindi. 15ml’lik falkon tipine
aktarilan tim hicreler 1000 rpm’de 5 dk. santrifijlendi. Santrifijden sonra
supernatant ortamdan uzaklastirildi, pellet siispanse edildi ve %10 FBS iceren RPMI
1640 ile 1 ml’'ye tamamlandi. Hicre sayimi igin sayim tipune 48 pl %10 FBS igceren
RPMI 1640, 2ul sitspanse hiicre pelleti ve 50 pl Tripan mavisi koyularak iyicene
karisirildi. Karisim, Thoma lami lzerindeki lamelin altina yiiklendi ve karelerin icinde
kalan parlak hiicreler sayildi. Thoma lamindaki sayim asagida belirtildigi gibi

gerceklestirildi;
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Hicre sayisi (1ml) = Ort. hiicre sayisi x Sulandirma katsayisi x Thoma lami sabiti ~ (3.1)

Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve st tarafinda bulunan 16 kare igerisindeki

hicrelerin aritmetik ortalamasi

Sulandirma katsayisi: Pelletten alinan hiicrelerin sayimi igin yapilan sulandirma

katsayisi, Thoma lami sabiti: 10.000

Sayilan huicreler 5x10° hiicre/ml yogunluguna ulastiginda pasajlari gerceklestirildi.

Sekil 3.3 Log fazindaki P3-X63-Ag8.653 myeloma hiicreleri (20X)

1T
T
1T

Sekil 3.4 Thoma lami lizerindeki kareler
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3.2.6.3 Myeloma Hiicrelerinin 8-Azoguanin ile Muamele Edilmesi

8-azoguanin purin nikleotid biyosentezinin inhibitori olarak bilinen guaninin triazol
analogudur. B lenfosit-myeloma flizyonu sonucunda antikor Ureten aktif saf hibridoma
elde edebilmek igin flizyon ©ncesinde myeloma hicreleri 8-azaguanin mutajenik
maddesiyle muamele edilerek HGPRT- mutant duyarli myeloma hicre hatlari elde
edildi. Bunun igin; flzyondan 10-15 giin 6nce myeloma hiicrelerine azoguanin
muamelesi yapildi. 8-azoguaninin uygulanma miktari 20ug/ml olacak sekilde
hesaplandi [294], [295], [296], [297]. 6,6x10-3 M’ye sahip 8-azaguanin 10 ml steril
hicre kiltir besiyeri ile sulandirildi. Dilie edilen soltisyon 1ml’lik ependorflar igerisine
bolinerek kullanilacagi gline kadar -20°C'de saklandi. Uygulanacak azoguanin

miktarinin belirlenmesi icin asagidaki hesaplama yapildi;

M=n/V (3.2)
M=m/mA/V (3.3)
(6,6x107-3)=(m/(152,1))/(0,01)

m=0,0100386 gr

m=10,0386 mg

m=10038,6 ug

Bu hesaplamalar dogrultusunda 10 ml kiltlr besiyeri icerisinde 10038,6 g azoguanin
oldugu belirlendi. Kultir ortaminda bulunan 10 ml’lik besiyerine 20 pug/ml azoguanin
eklenebilmesi icin stoktan her uygulamada 200 pul solisyon alindi ve hicre kiltir
besiyerine eklendi. Flaskin tabanindan kaldirilan myeloma hiicreleri 15 ml’lik falkonlar
icerisine toplanarak 1000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
olusan stipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti taze %10 FBS iceren RPMI besiyeri ile
stispanse edildi. 75 cm?lik flask icerisine 10 ml taze besiyeri ile 5x10* hiicre/ml olacak
sekilde slispanse myeloma hiicreleri ilave edildi. Son olarak 10 ml besiyeri icerisine 200
ug azoguanin eklendi ve bu islem iki kere tekrar edildi. 8-azaguanin flizyon isleminden

en az 1 hafta once kultlir ortamindan arindirildi.
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Sekil 3.5 Azoguanin uygulamasi sonrasi myeloma hiicrelerinin morfolojik goriintisi
(20 X)

3.2.6.4 Fiizyonda Yardimci Hiicre Hatlarinin Hazirlanmasi i¢in J774 Makrofaj Hiicre

Kiiltliriinlin Yapilmasi

Daha once laboratuvarimizda VL ile ilgili hibridoma teknolojisine dayali yiritiilmus
calismada, flizyonda yardimci hiicre hatlari olarak fare periton makrofajlari yerine 1774
metabolitlerinin kullanilmasinin uygun olacagi gosterilmistir. Bu sayede kontaminasyon
olasiligi en aza indirilerek etik olarak bos yere fare kullanilmasinin éniine gecilmistir. Bu
ylzden, bu tez kapsaminda da flizyon icin Urettigi metabolitleri kullanilmasi adina 1774

hiicre hattinin kiltlri yapilmistir.

Sivi azottan cikarilan J774 hicre hatti 37°C’'ye ayarlanmis su banyosunda hizli bir
sekilde cozdirildi. Kriyotlipin etrafi %70'lik etanol ile iyice temizlendi. Kriyotipin
icerisinde ¢6zinmus hicreler pipet yardimiyla daha dnceden igerisine 4 ml %10 FBS
iceren RPMI 1640 bulunan 15 ml’lik santriflj tliplerine aktarilarak 1000 rpm’de 5
dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Sipernatant ortamdan uzaklastirilarak falkona
disaridan hafif bir mekanik kuvvet uygulanarak hiicre pelleti stispanse edildi. Slispanse
hiicre pelleti %10 FBS iceren RPMI 1640 ile 1 ml’ye tamamlanarak 25 cm?lik flasklara 5
x 10* hicre/ml olacak sekilde aktarildi. Flasklar 37°C’de %5 CO2 ve %98 nem iceren
etivde kdltire edildi. Kiltir slresince inverted mikroskopta gelisimleri izlenen

hicrelerin besiyeri degisimi ve hiicre sayisina baglh olarak pasaj islemi gergeklestirildi.

77



Pasajlanmak icin flasklardan toplanip santrifiij edilen hiicrelerin supernatantlari
hibridoma kilturinde besleyici ortam olusturmasi icin 0,22 um’lik filtre (Millipore) ile

stzuldi ve kullanilacagi gline kadar +4°C’de saklandi.
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Sekil 3.6 J774 hattinin kiiltiird (20x)

3.2.6.5 Besleyici Hiicre Olarak Kullanilmak Uzere Fare Periton Makrofajlarinin Elde

Edilmesi ve Kiltiriiniin Yapilmasi

Periton makrofaj hicreleri flizyondan 2 giin 6nce alindi. Fare yiksek dozda eter
inhalasyonu ile sakrifiye edildi ve %70’lik alkol ile dezenfekte edildi. Steril kabin
icerisinde sirt Uistl yatirilan farenin bacaklari penslerle zemine sabitlendi. Karin bolgesi
steril pens ve makas yardimiyla yanlara ve yukari dogru acildi. Farenin uygun periton
bolgesine, daha 6nceden hazirlanan 5 ml’lik enjektor igerisindeki 3 ml sogutulmus
RPMI 1640 besiyeri diger organlara degmeden dikkatli bir sekilde dolduruldu.
Besiyerinin periton bdlgesinde iyicene dagilmasi saglandi. Daha sonra periton
bolgesindeki besiyeri enjektorle geri cekildi ve kiltir islemine kadar soguk ortamda
tutuldu. Alinan periton makrofaji 1000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifijlendi.
Ortamdan supernatant uzaklastirildi ve pellet %10 FBS iceren RPMI 1640 besiyeri ile 1
ml’ye tamamlanarak Tripan mavisi ile hiicre sayimi gergeklestirildi. Flizyon islemi
sonucunda olusacak hibridoma kultiiriiniin ekilecegi plakalara kuyu basina 10.000

periton makrofaji ve 100 pl besiyeri olacak sekilde hicreler 96 gozli plakanin

78



ortasindaki kuyucuklara ekimi vyapildi. Plaklar 37°C'lik %5 CO; ve %98 nem
kosullarindaki inkiibatorde (New Brunswick scientific CO-150 37°C) kdltlre edildi.

Sekil 3.7 Farenin periton boélgesine RPMI 1640 besyerinin verildikten sonra besiyerin
enjektorle geri ¢cekilme ani

Sekil 3.8 Periton makrofajin feeder olarak plakalara ekildikten sonraki durumu (20x)
3.2.6.6 Fiizyon Basamaklari

immiinize Dalaklarin izole Edilerek B-Lenfosit Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Antikor yaniti yiksek olan fare flizyon igin sakrifiye edilmeden 2 giin 6nce adjuvansiz
tam doz antijenle vuruldu. Flzyon glinii fare yliksek dozda dietil eter inhalasyonu ile

sakrifiye edildi. %70 etanol ile yikanarak steril pensler ve makas yardimiyla derisi
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kesildi. Kesilen deri altindan farenin periton boslugu acildi ve karin bélgesinin sol alt

kismindan dalak dikkatlice ¢ikartildi.

Sekil 3.10 immiinize farelerden elde edilen dalak

Alinan dalak laminar flow icerisinde serum icermeyen RPMI 1640 iceren petrinin
icerisine aktarildi. Pens yardimiyla dalagin etrafindaki yag veya herhangi doku/organ
parcalari temizlendi. Dalak tekrardan serum icermeyen RPMI 1640 olan petri icerisine
alinarak Gzerine kisa cizikler atildi. 5 ml’lik enjektorle cekilen serumsuz RPMI, dalak
icerisine verilerek kan hiicrelerinin besi ortamina yayilmasi saglandi. Kan hiicrelerinden
ayrilan dalak steril petri icerisinde 0.70 um’ lik filtre Gzerinde enjektoriin tersi ile
Gzerine serum icermeyen RPMI eklenerek ezildi. Steril petri icerisinde biriken hicreler
serolojik pipet yardimi ile steril falkonlara aktarildi. Falkona toplanan hicreler 1000

rom.’de 5 dk boyunca santriflijlendi. Bu islem en az 3 kez kan hiicrelerinden ayrilincaya
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kadar tekrar edildi. En son santrifijden sonra supernatant uzaklastirilarak hiicre

serumsuz medium ile stispanse edildi ve hiicre sayimi gergeklestirildi.

P3-X63-Ag8.653 Myeloma Hiicrelerinin Hazirlanmasi

P3-X63-Ag8.653 myeloma hiicreleri flasklardan kaldirilarak 50 ml’lik santrifiij tliplne
toplandi ve 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlendi. Stipernatant pipet yardimi ile
uzaklastirildi ve hiicre pelleti serum icermeyen RPMI ile slispanse edilerek flizyon igin

gerekli hiicre sayimi yapildi.

Hiicre Sayimi

Myeloma ve dalak hiicrelerinin sayimi igin 2 farkli sayim tipilne tripan mavisi
solisyonundan 50 pl, serumsuz besiyerinden 48 pl ve hiicre slispansiyonlarindan 2 pl
alinarak iyicene karistirildi. Lamel ile kapatilmis Thoma laminin iki tarafina sayim
tipindeki karisim yiklendi. inverted mikroskop ayarlanarak Thoma laminin alt ve (st
tarafindaki 16 sar bliylk karedeki parlak hiicreler sayildi, aritmetik ortalamasi alindi ve

hicrelerin canhliklari asagidaki formul ile hesaplandi:
Hicre sayisi (1ml) = Ort. hiicre sayisi x Sulandirma katsayisi x Thoma lami sabiti ~ (3.1)

Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve Ust kisimlarinda bulunan 16 karedeki canli

hicrelerin aritmetik ortalamasi

Sulandirma katsayisi: Pelletten alinan hicrelerin sayimi igin yapilmis sulandirma

katsayisi

Thoma lami sabiti: 10.000

Hiicre Flizyonu

Hicreler; 1: myeloma hiicresi, 10: dalak hiicresi olacak sekilde karistirildi. Gerekli hiicre
sayisini iceren hiicre slispansiyonlari steril falkon icerisinde toplandi ve 10 dk boyunca
1250 rpm’de santrifiij edildi. Slipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti
sispanse edildi. 1ml PEG soliisyonu 1 dk boyunca yavasca hiicre pelletine ilave edildi
ve pipetle dikkatlice karistirildi. Flizyon karisimina 4 dakika boyunca 4 ml serum

icermeyen RPMI 1640 eklenerek karistirildi. Ardindan hiicrelere 10 ml serum
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icermeyen RPMI 1640 eklendi ve 15 dk 37°C ‘de inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan
karisima yavasga 30 ml %20 FBS iceren RPMI 1640 eklendi ve 1250 rpm’de 7 dk
boyunca santrifiij edildi. PEG’in uzaklastirilmasi icin siipernatant atildi ve secici besiyeri
ile siispanse edildi. (Segici besiyeri : %2’lik HAT olacak sekilde hazirlanan %20’lik RPMI
1640) Suspanse edilen hiicre pelleti, daha 6nceden periton makrofajlarinin ekildigi
kuyulara, her kuyuya 150 ul olacak sekilde koyuldu. Nemli bir ortam saglanmasi igin
plakalarin kenarlarina steril PBS koyularak kiltir, 37°C, %5 CO, ve %98 nem saglayan

kosullarda inkiibasyona birakildi.

3.2.6.7 Hibridoma Kiiltiri

Kdltarian 3.ginlnde bir plaka secilerek inverted mikroskop altinda hibrid hicrelerinin
olusup olusmadigl ve kiltlrin durumu incelendi. Kiltirin 7. gliniinde yapilan
incelemede bircok kuyuda hibridoma morfolojisine yakin hiicre gorildi. Fakat
inklibasyon siresi yeterli olmadigindan isaretlenmedi. Fakat ayni giin her kuyudan
kuyunun dibine degmeden 100 ul kaltir Gst sivisi alindi ve taze 100 pl %2 HAT ve
%20’lik FBS ihtiva eden RPMI 1640 besiyeri eklendi. Kiltir siresi boyunca hicrelerin
durumuna ve kultiir ortamindaki kirlilige bagh olarak bu islem tekrarlandi. Flizyondan
yaklasik 3 hafta sonra besiyerinin icerigi HT, J774 hicre hattindan elde edilen
supernatant ve %20’lik FBS iceren RPMI 1640 besiyeri olacak sekilde hazirlandi ve
hiicreler bu besi ortami ile kiltirlendi. Besiyeri degisimi sirasinda hibridoma
hiicrelerinin gorildiglu kuyulardan toplanan supernatantlar indirekt ELISA yontemi ile

antikor yanitlari belirlendi.
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Sekil 3.11 Flizyon sonrasi hiicrelerin goérintisi (20X)

Sekil 3.12 HT besiyerine gegildikten 1 hafta sonraki kiltir durumu (20X)

Sekil 3.13 Hibridoma hiicrelerinin HT besiyerinde 27.glindeki durumu (20X)
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3.2.6.8 Spesifik Antikor Ureten Kuyularin ELISA ile Belirlenmesi

Toplanan hibridoma sipernatnatlarin ELISA islemi icin ilk 6nce 96 gozli plaka LPG ile
kaplandi. Her kuyuya 1 pg LPG ve 100 pL kaplama soliisyonu disecek sekilde
hesaplama yapildi. Belirlenen kuyulara 100’er pL LPG + kaplama soliisyonu konuldu.
Plaka 1 gece +4 2C’de inklbasyona birakildi. Ertesi giin antijenle kaplanan plaka 3 kez
yikandi. (Yikama solliisyonu 1L PBS + 0,5 ml Tween 20) Antijenle kaplanan plakada
antijenle kaplanmayan vyerlerin kaplanmasi icin %2’lik sit tozu iceren kaplama
tampounu hazirlandi. Her kuyucuga 100 pl st tozu karisimi ilave edildi ve 1 saat
37°C'de inklibe edildi. 1 saat sonunda plaka 3 kere yikandi. Hibridoma
sipernatantlarina herhangi bir seyreltme islemi uygulanmadi. Kuyulara 100 pl
hibirodoma siipernatanti koyuldu ve yaklasik 1,5 saat 37°C’'de inkiibe edildi. 1 saatin
sonunda plaka 3 kez yikandi. Anti- Mouse Polyvalent 1/1000 oraninda olacak sekilde
PBS+Tween 20 ile karistirilarak hazirlandi. Her kuyucuga 100 pl olacak sekilde ilave
edildi ve 1 saat 37°C’'de inklbe edildi. 1 saatin sonunda plaka 5 kez yikandi. -40°C’'de
saklanan 4-nitrophenyl phosphate di(tris) salt substrati her kuyucukta 1mg/ml olacak
sekilde substrat tamponu ile hazirlandi. Yapilan bu ¢o6zelti karanlik ortamda her
kuyucuga 100 pl olacak sekilde ilave edildi ve oda sicakliginda 35-45 dk boyunca
karanlikta bekletildi. Bu slre sonunda plaka ELISA reader cihazinda 405 nm dalga

boyunda okutularak sonuclar kaydedildi.

3.2.6.9 Sinirlayici Sulandirma Yontemi ile Hibridoma Hiicre Hatlarina Alt Klonlama

isleminin Uygulanmasi

ELISA ile LPG’ye karsi monoklonal antikor Urettigi tespit edilen kuyulardaki hibrid
hicreler pipetaj yapilarak kuyucuklardan kaldirildi ve 1000 rpm’de 5 dakika boyunca
santriflijlendi. Sipernatant dokiilerek pellet besiyeri ile 1 ml’'ye tamamlandi ve hiicre
sayimi tripan blue yontemi ile gerceklestirildi. Hibrid hiicrelerin tek klondan tremesini
saglamak icin klonlanacak hibridoma hicreleri kuyucuk basina 1-10 hiicre diisecek
sekilde hesaplanarak HT iceren besiyeri ile seyreltildi. Olusturulan hicre
sispansiyonlari 96’lik plakada her bir kuyucuga 100 ul olacak sekilde dagitildi. Plaklar 1-

2 gin boyunca medyumu hic¢ degistirilmeden inkilibe edildi. Gelisimleri inverted
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mikroskopta izlenen hibridoma alt klon hiicrelerine gereken zamanda besiyeri degisimi

yapildi.

-

Sekil 3.14 L.tropica’dan izole edilen LPG molekiiliine karsi gelistirilen hibridoma
hiicrelerinin alt klon goriintis

3.2.6.10 Monoklonal Antikor Ureten Hibridoma Hiicrelerinin Biiyiik Olgekte

Uretilmesi

96’ll plakalarda kiltiirlenen monoklonal antikor Ureten hibrid hiicrelerinin zamanla
belli kuyularda olusturdugu hibrid kolonizasyonu inverted mikroskopta incelendi.
Gelisim gorilen kuyulardaki hiicreler pipetaj ile kuyulardan kaldirilarak 1000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifljlendi. 1774 supernatanti ile destekli HT besiyeri ile slispanse
edilerek 48 kuyucuklu plaklara her kuyuda 0.8 ml olacak sekilde aktarildi ve 37°C, %5
CO; ve %98 nem kosullarini saglayan inkiibatérde inkiibe edildi. inkiibasyonun 5.
glninde, kuyucuk basina 200 ul olacak sekilde J774 silipernatant ilaveli taze besiyeri
eklendi. Kilir devaminda iki giinde bir kuyulardan 200 pl alinip yerine 200 ul taze
besiyeri ilave edilerek kiltiire devam edildi. Hiicrelerin dizglin morfoloji ve (iremesine
bagl uygun kolonizasyon gorildigiinde, hibrid hicreler 12°li ve 6’li plakalara aktarildi.
6 gozIli plakanin her bir géziinde kiiltiirlenen hibridomalar ayri 25 cm?lik ve 75 cm? lik
flasklara aktarilarak, kiltiir 6lcegi buyutuldi. Buyuk dlgek (25 cm?, 75 cm? flasklarda)

kiiltirden toplanan slipernatantlar 0,22 um’lik filtereden gecirilerek +4°C’de saklandi.
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Sekil 3.16 Kademeli olarak yapilan biyiik 6l¢ek hibridoma kiltlriiniin akis semasi

3.2.6.11 Hibrid Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

Blyuk Olgekte kultlirlenen hibrid hiicreler pipetle flask ylizeyinden kaldirilarak
falkonlara aktaridi, +4°C’ de 1000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi ve santrifij
sonrasi slipernatant ortamdan uzaklastirildi. Pellet besiyeri ile slispanse edildi. Bir kriyo
tlipte dondurulacak maksimum hiicre sayisina bagli olarak pellet besiyeri ile siispanse

edilerek ayni hacimde %5 DMSO igeren dondurma sollisyonu yavasg¢a ilave edildi.
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Kriyoprotektan ile muamale edilmis hiicre pelleti kriyo tliplere aktarildi. Kriyo tlipler
+4°C’ de 1 saat, —20°C’ de 2 saat tutulduktan sonra, — 40°C derin dondurucuda 1 gece

bekletildikten sonra, sivi azot tankina aktarildi.

3.2.6.12 Hibridoma Hiicre Hatlarinin Kriyobanktan Cikarilmasi

Sivi azottan ¢ikarilan monoklonal antikor Greten hibrit hiicreler 37°C’ye ayarlanmis su
banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdlrildi. Kriyotliplin etrafi %70’lik etanol ile iyice
temizlendi. Kriyotlplin icerisinde ¢o6zlinmis hiicreler pipet yardimiyla daha 6nceden
icerisine 4 ml besi ortami konulan 15 ml’lik santrifiij tiplerine aktarilarak 1000 rpm’de
5 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Stipernatant ortamdan uzaklastirilarak falkona
disaridan hafif bir mekanik kuvvet uygulanarak hiicre pelleti siispanse edildi. Slispanse
hiicre pelleti HT ve %10 FBS igeren RPMI 1640 besiyeri ile 1 ml’'ye tamamlanarak 25
cm?lik flasklara 5 x 10* hiicre/ml olacak sekilde aktarildi. Flasklar 37°C’'de %5 CO; ve

%98 nem igeren etlivde kiilture edildi.

Sekil 3.17 Kriyoprezervasyon sonrasi agilan monoklonal antikor lireten hibridoma
kalttrinln flasktaki gériintlsi (10X)

87



3.2.6.13 LPG’ye karsi iiretilen Monoklonal Antikorlarin Alt izotipinin Belirlenmesi ve

Saflastiriimasi

Uretilen Monoklonal Antikorlarin Alt izotiplerinin Belirlenmesi

Hibridoma sipernantanlarinda bulunan monoklonal antikor tipinin bilinmesi bir
sonraki asamada hangi tir saflastirma proseslerinin uygulanacagini géstermistir. Bu
yluzden alt izotip belirleyici strip kit (Hizh ELISA Fare mAb izotip kiti (Thermo
SCIENTIFIC)) ile antikor tiplemesi gergeklestirildi. Bu amagla; 150 pl Hibridoma
sipernatanti kit icerisindeki gelisim tliptiine konuldu. 15 ile 25°C arasinda 30 saniye
inkiibe edildi ve ardindan kisa stire icerisinde renklenmis lateks tamamen ¢6zlinene
kadar kuvvetlice calkalandi. izotiplendirme stripin siyah ucu tiipiin dibine gelecek
sekilde yerlestirildi ve en az 1 dk boyunca siviyi emmesi icin beklendi. Pozitif kontrol
bantlarinin belirgenlistiginden emin oldugumuz takdirde stripler tipten cikartilarak

analizi yapildu.

Amonyum siilfat

Monoklonal antikor tireten hibrid hiicrelerden elde edilen supernatantlarin saflastirma
islemi igin ilk 6nce amonyum silfat ¢oktirmesi yapildi. Bunun igin; hibridoma
supernatantinin (izerine hacimce %30’luk olacak sekilde amonyum silfat tuzu
(NH4),S04 +4°C’de 30 dakika boyunca calkalanarak ilave edildi. Tuzun eklenmesinin
ardindan 1 saat boyunca +4°C'de inkibe edildi. 1 saatin sonunda o6rnekler 13.000
rom’de 30 dakika boyunca +4°C’de santrifiijlendi. Supernatant pipetle dikkatli bir
sekilde uzaklastirilarak dibe ¢oken proteinler PBS ile iyice pipetaj yapilarak siispanse

edildi.

Diyaliz

Diyaliz membranlari 6rnek sayisina gore uygun boyutta kesilerek, uclari iple baglandi.
Genis bir mezura yaklasitk 1000 ml PBS ¢ozeltisi konuldu. Ortamin sirkiilasyonu igin
¢Ozeltinin icine manyetik karistirici koyuldu. Ucu baglanan diyaliz membranlarina,
amonyum silfat ¢oktlirmesi isleminde elde edilen PBS ile slispanse edilmis 6rnek

yuklendi ve icinde manyetik karistirici bulunan PBS ¢ozeltisi icerisine yavasca birakildi.
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Bu islem +4°C’de 16 -18 saat boyunca devam edildi. Bu siire sonunda membranlardan

ornekler dikkatlice alinarak -20°C’de muhafaza edildi.

Jel Filtrasyon Kromatografisi (GPC)

Amonyum silfat ve diyalizi yapilmis 6rnekler jel filtrasyon kromatografiden gegirilerek
numune igindeki alt birimlerin molekiler agirhgi ve yizdelikleri belirlendi. Bu yontem
GPCmax (VISCOTEK) cihazi kullanilarak yapildi. Saflastirma asamasinda yapilan bu islem
bir bakima HPLC igin hazirlik agsamasidir. Jel filtrasyon tekniginde ilk 6nce hazirlanan
PBS 0.45 um’lik filtreden gegilerek sizildii. Amonyum silfat ¢oktirmasi ile diyalizi
yapilmis yari saf haldeki hibridoma stipernatanti 0.22 um’lik filtreden gegirilerek kolona
yuklendi. Kolondaki yarim saatlik akisin sonrasinda numunenin igindeki alt birimlerin

goriindugu veriler elde edilerek sisteme kaydedildi.

HPLC (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi)

Saf monoklonal antikorlar HPLC (Sivi Kromatografi LC-6AD (SHIMADZU)) yontemiyle
elde edildi. HPLC kolonunun bagh oldugu sistem acilarak ilk 6nce siizilmis tampon
¢ozelti (PBS) 30 dakika boyunca kolon akisinin sabitlenmesi icin gegirildi. Akisin
sabitlendigi kolona yaklasik 1 ml sGizilmis PBS verildi. PBS yliklemesinden sonra kolona
yuklenecek ornekler belirli hacimlerde 0.45 um’lk filtrelerden gegirilerek kolona
yuklendi. Fraksiyonlar (Fraksiyon Toplayici FRC-10A (SHIMADZU)) , kolonun bagl
oldugu programdan manuel olarak toplandi ve elde edilen fraksiyonlarin tamami -

20°C’'de muhafaza edildi.
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3.2.6.14 Uretilen Monoklonal Antikorlarin LPG’ye Karsi Spesifikliginin SDS-PAGE ve

Dot Blot ile Belirlenmesi

SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Cizelge 3.1 SDS-PAGE igin hazirlanan %10’luk jellerin igerigi

Yiikleme jeli Ayirma jeli
3 ml distile su 4,13 ml distile su,
Yiikleme Jeli Ayirma Jeli

700 pl %30’luk akrilamid /bisakrilamid, 3,3 ml %30’luk akrilamid /bisakrilamid,

1,25 ml %0.4 SDS iceren 0.5 MTris-HKL 2.5 ml %0.4 SDS iceren 1.5 MTris-HKL

(pH=6.8), (pH=8.8),
25 ul %10’luk Amonyum sulfat 60 pul %10’luk Amonyum sulfat
20 ul TEMED 13 ul TEMED

ilk dnce kulanilacak olan camlar silinerek sisteme otutturuldu. Temiz bir beherin
icerisine sirasiyla belirlenen miktarlarda distile su, %30’luk akrilamid, 1.5 M Tris-HKL
eklendi. Taze hazirlanan amonyum silfat ¢ozeltisi belirli miktarda ilave edildikten sonra
en son TEMED eklenerek, konulan 2 cam arasina pipet yardimiyla hazirlanan jel
karisimi dokildi ve polimerlesmesi icin Uzeri distile su ile kapatilarak bir stire beklendi.
Polimerlesmenin ardindan Gzerindeki su dokilerek yikleme jeli hazirlandi. Yikleme jeli
icinde sirasiyla belirlenen dlgulerde distile su, %30’luk akrilamid, 0.5 M Tris-HKL, taze
hazirlanan amonyum silfat ve TEMED eklendi. Hazirlanan jel iki cam arasina

polimerlesmis jelin Gzerine dokildi ve lizerine taragin yerlestirilmesiyle kuyucuklarin
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olusmasi beklendi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra sisteme yerlestirilen camlarin
arasina ve sistem kabinin igine ylikleme tamponu (1x) dolduruldu. Yiklenecek
orneklerden 20 pl, yiritme tamponundan ise 8 ul ependorfun icine koyularak 95°C’de
5 dakika denatiire edildi. Kuyucuklarin basina SDS leaderdan 3.5 ul koymak Uzere,
orneklerin tamami kuyucuklara ylklendi. Kasetin Uzeri kapatilarak sistem 100 V.'a
ayarlanarak cgalistirildi. Sistem icinde tam bir ayrisma oldugunda sistem kapatildi.
Camlar birbirinden dikkatlice ayrilarak ayrismanin oldugu jel alindi ve boyanmasi igin
calkalayicida staining c¢Ozeltisi icerisinde 1 gece bekletildi. Ertesi glin ise jelin rengi

acilana kadar destaining ¢ozeltisinde ¢alkalanarak analizi gerceklestirildi.

Dot Blot

Dot Blot analizinin gergeklestirilebilmesi igin antijen antikor kompleksmize spesif olarak
baglanacak isaretleyici bir molekiile ihtiyacimiz vardi. Bu yiizden, Dot Blot analizin
yapilabilmesi icin oncelikle saf bir sekilde elde edilen monoklonal antikorlarin altin
naopartiklller ile konjuge edildi. Konjugasyon kitindeki (Altin AB Konjugasyon Kiti
(PanReac AppliChem) protokol geregince; ilk olarak 5 ml konjugasyon bufferi 15 ml’lik
falkonun igerisine koyuldu. Konjugasyon bufferi ile monoklonal antikor 20 pg/ml’e
ayarlandi ve 0.05 ml antikor ¢Ozeltisi falkona aktarildi. Sonrasinda falkona 625 pl altin
nanopartikiil sollisyonu eklendi. Burada antikorun baglanmasi kendiliginden
olusmustur. Reaksiyon kabi karistirilarak 90 saniye oda sicakliginda inkibe edildi. 312,5
pl bloklama solisyonu ilave edilerek nanopartikil ylizeyindeki serbest baglanma
yerlerini doyurmak icin karistirilarak 15 dakika inkiibe edildi. 62,5 ul stabilizasyon ilave
edilirek kanistirildi. 15 dakika inklibe edildi. Fizyolojik pH'ya ulasmak icin 93,75 ul
notralizasyon ¢Ozeltisi ortama ilave edilerek ve karistirildi. 5 dakikalk inkibasyon siresi
sonunda son olarak 187,5 ul %99’luk glisin reaksiyon kabina eklenerek karistirildi. Prob
karisimi 30 dakika 3500g’de oda sicakliginda santrifljlendi. Santrifiij sonrasi ortamdan
supernatant uzaklastirildi ve pellet 250 ul saklama buffer’i ile sispanse edilerek

+4°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 3.18 Elde edilen antikorla kapli altin nanopartikil ¢ozeltisi

Dot blot analizi icin 0.2 um’lik por buyukligine sahip nitroseliiloz membran (0.2 um
Nitroseliloz Membran (GE Healthcare Life Sciences, Amersham Protran Premium))
uygun boyutta kesildi. Yaklasik olarak 2 pl LPG ile 2 pl saf monoklonal antikor bir
ependorfa koyularak birbiriyle inkiibe olmasi saglandi. Yaklasik 10-15 dakika sonra 4
ul’lik antijen-antikor kompleksi nitroseliiloz membrana koyularak kurumasi beklendi.
Kuruduktan sonra kagidin tzerini kaplayacak sekilde bloklama soltisyonu (20 mM PBS +
%0.1 BSA) koyularak 1 saat oda sicakliginda calkalayicida inklibe edildi. 1 saatlik
inkilbasyondan sonra membran (20 mM PBS + %0.05 Tween 20 iceren) yikama
soliisyonu ile 3 er kez 5’er dakika muamele edilerek yikandi. Uzerine Au ile konjuge
monoklonal antikor ilave edilip kurumasi beklendi. Membran kurudugunda bir defa

daha Au ile kapli monoklonal antikor ilave edilerek konsantrasyonu arttirildi.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 immiinize Edilen Farelerin Antikor Yanitlari

Flzyon icin kullanilan Balb/c farelerinin, L. Tropica’dan izole edilen LPG molekdliyle
fakl kombinasyonlardaki adjuvantlarla immiinizasyonu belli araliklarla gergeklestirildi.
Flizyon icin belirli tarihlerde imm{inize edilen farelerin 12.imminizasyondan sonra elde
edilen serum ornekleri, indirekt ELISA yontemiyle o6lglilmustir. Serum &rneklerinin

LPG’ye karsi gosterdigi antikor yanitlari Sekil 4.1’de gosterilmistir.
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1.fare 2.fare 1.fare 2.fare 3.fare 1.fare 2.fare

Absorbans (OD) 450 nm

Yiiksek doz Diisiik Doz Freund KONTROL

Sekil 4.1 12. immiinizasyon sonrasi farkl antijen - adjuvant kombinasyonlari ile
imminize edilen farelerden elde edilen serum 6rneklerinin LPG’ye karsi gosterdikleri
antikor yanitlari (Ylksek doz: (LPG : POX (350 pg : 45 pl)), (Dlstk doz; LPG :POX (250 pg
:45 ul)), LPG : Freund (150 pg : 45 ul)
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Sekil 4.1’de goéruldigu Uzere, immunize edilen tim farelerden elde edilen serum
ornekleri 1/50 oraninda sulandirilarak indrekt ELISA yontemi ile LPG’ye karsi antikor
yaniti belirlenmistir. Tiim farelerde LPG’ye karsi spesifikligin kontrol grubu fareye goére
oldukga yuksek ciktigr gortlmustir. Bu sonug¢ immiunizasyonlarin basarili oldugunu
gostermistir. Bu sonuctan faydalanarak en yiksek antikor yaniti gosteren yiksek doz

LPG molekill ve POX adjuvanti ile imminize edilen fare flizyon igin segilmistir.

4.2 Fizyon Sonuglari

Flizyon asamasinda hiicre sayimi gerceklestirilen myeloma ve dalak hiicreleri 1:10
oraninda flizyona ugratilmistir. Bu sayim sonucunda toplamda dalak hiicrelerinin sayisi
59.000.000 olarak sayilmistir. 1:10 oranina uymasi icin ise 5.900.000 myeloma hiicresi
sispanse hale getirilerek dalak hicreleri ile birlestirilmistir. Flzyon prosediriinden
sonra hibrid hicreler, daha 6nceden periton makrofaji ekilmis 96 gozli plakalarin
ortadaki kuyularina 100 ul olacak sekilde ilave edildi. Toplamda 11 tane 96 g6zl plaka
(60 x 11 = 660 kuyu) inkiibasyona birakilmistir. Hibridoma kiltirinin 7.ginlinde
deneme amagl secilen 1 adet 96 gozIli plakanin tim kuyulari LPG’ye karsi antikor
yanitlari indrekt ELISA yontemi ile incelenmistir. Kontrol grubunda 1/50 oraninda

seyreltilmis fare serumu kullanildigi ELISA sonucu asagidaki gibidir;
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Absorbans (OD) 450nm

96 gozlii plakadaki kuyu numaralari

Sekil 4.2 7 glinlik hibridoma kiiltliriinden elde edilen supernatatlarin LPG’ye karsi
gosterdikleri antikor yanitlari
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Sekil 4.2’de goruldigu gibi 7 gunlik bir inkiibasyonun hibridoma hiicrelerinin yeterli
diizeyde antikor Uretmesine vyeterli olmamistir. Bu vyilzden diger plakalarin
inklibasyonuna devam edilmistir. Toplamdaki 660 kuyuda hibridoma hiicresinin
gorilebilmesi icin dlzenli olarak inverted mikroskop altinda takibi yapilmistir.
incelemenin sonucunda 660 kuyudan, kiltiriin 21., 30. ve 45. giinlerinde hibridoma
gorilen kuyular isaretlenerek, kiltiir supernatantlarinin LPG’ye karsi spesikligi indrekt

ELISA ile tayin edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 96 gozIu farkh plakalarda kiiltlre edilen hibridoma supernatantlarinin LPG’ye
karsi gosterdikleri antikor yanitlari
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Grafikte, inklibasyon siiresi uzadik¢a kuyularda hibrdoma hiicrelerinin goriilme olasilig
ile hiicrelerin antikor Gretme kapasitesinin arttigi gérilmektedir. Grafikten anlasilacagi
gibi en yiksek absorbans degerinin goruldigi kuyu 8.plakada kiltiirlenen 8/E7
kuyusudur. Yaklasik degeri 0.325 OD (450 nm) olarak olglilmustiir. Cikan bu sonuglar
dogrultusunda antikor yaniti yiksek olan 8/E7 kuyusunun alt klonlanma islemi
yapilmistir ve bundan sonraki kiltir 8/E7 klonu olarak adlandiriimistir. 8/E7 klonu 96

gozlu plakada kulttrlenmistir.

4.3 Alt Klon Hibridoma Kiiltiiriin Sonugclari

Alt klon kiltaranian (8/E7 klonunun) siirekli takibi neticesinde hibridoma ve hibridoma
kolonisi gorilen kuyularin, LPG’ye karsi olusturduklari monoklonal antikor diizeyinin
tespiti icin toplanan alt klon sGpernatantlarinin indrekt ELISA analizi yapilmistir. (Sekil

4.4)
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Sekil 4.4 8/E7 klonunun belirli zamanlarda spernatanti alinmis hibridoma kolonisi
gozlemlenen kuyulardaki hiicrelerin LPG’ye karsi lirettikleri monoklonal antikor
yanitlari

Sekil 4.4’te goruldigu gibi, 8/E7 (0.325 OD) klonu, sinirlayici alt sulandirma islemi
sonucunda 96 gozli plakanin 60 kuyusunda kiltiirlenmistir. Alt klon kiltlriin 10.
gunlinde 24 kuyuda hibiridoma kolonisi gorilirken, kultiirin 17. gliniinde ise 34
kuyuda hibridoma kolonisi gézlemlenmistir. Koloni olusan 34 kuyunun tamaminda
LPG’ye karsi monoklonal antikor yanit olusmustur. En yiliksek monoklonal antikor
yanitina sahip kuyular alt klon kiltiriin 17.glinlGinde sitpernatantlari toplanan F10
(0,345 OD) ve B2 (0,327 OD) kuyulari olmustur. 17.giinde yapilan indirekt ELISA’da
daha fazla kuyunun galisiimasinin sebebi ise hibridoma kultlirinin inklibasyon stiresi
uzadikca hibrid hicrelerin daha iyi kolonize olmasidir. 10. ve 17.giinde de indirekt
ELISA’s1 yapilan kuyularda antikor yanitlari kiltiir devam ettikce artmistir. Yapilan alt
klonlama sonrasi yiksek antikor yaniti saptanmis F10 ve B2 kuyulari, kademeli olarak
blyulk o6lgek kaltirh yapilmak Uzere sirasiyla; 24’1G,12°li, 8'li plakalarin ardindan 25
cm?lik ve 75 cm?lik flasklara aktarilarak buytk 6lgekte kiltirlenmistir. 6 gozlu plakanin
her bir kuyusu farkli bir 75 cm?lik flaska pasajlanarak toplamda 6 farkli 75 cm?lik flask

elde edilmistir.
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4.4 Biiyiik Olgek Hibridoma Kiiltiiriiniin Sonuglari

Her bir blylk Olcege gecis asamasinda toplanan hibridoma silpernatantlarinin
monoklonal antikorlar dizeylerinin karsilasilagtiriimasi igin indrekt ELISA ile analizi
gerceklestirilmistir. Bunun icin 6 gozIlu plakada ve 75 cm?lik flaskta kiltirlenen ayni
hibridoma hicrelerine ait stpernatantlar indrekt ELISA yontemi ile analiz edilerek
kiyaslanmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 6’ plakadan ve 75 cm?lik flasktan alinan hibridoma supernatantlarin LPG’ye
karsi gosterdikleri monoklonal antikor yanitlari

Sekil 4.5’te sonuclari karsilastirilan stipernatantlar; ayni hibrid hiicrelerinin 6 goézIi
plakadan ve 75 cm?lik flasklardan toplanan siipernatantlardir. 6’li plakalarda kultiire
edilen hibrid hiicreler birbirine yakin diizeyde monoklonal antikor tretmislerdir. (Mavi
gostergeler) 6’'li plakalarda kiltirlenen hibrid hiicreler yaklasik olarak 0,215 OD (450
nm) degerinde antikor Uretirken 75 cm?lik flasklara aktarildiktan sonra butin
hibridoma serilerinde lretilen monoklonal antikor seviyelerinde artis gorilmiustir. 6
gozli plaka ile 75 cm?lik flask karsilastinildiginda flask yaklasik olarak 6 kat daha genis
bir kiltir ortami sunmaktadir. 75’lik flaska aktarildiktan sonra hiicreler daha yliksek
Ureme hizi gostererek flaskin tabanini kaplamislardir. 75’lik flasklarda kaltirlenen
hiicreler, 6’li plakada kulturlenirken ulastiklari maksimum hiicre sayisindan ¢ok daha
fazla hiicre sayisina ulasmislardir. Bu yizden biylik 6lcekge gecildikce daha yiksek

oranda monoklonal antikor elde edilmistir.
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4.5 Monoklonal Antikorun Alt izotipinin Belirlenmesi

L. tropica’dan izole edilen LPG antijenine karsi 6zgli monoklonal antikorlar blyiik 6lgek
kilturlerde Uretildikten sonra saflagtirma islemlerinin kararlastirilmasi igin antikorun alt

izotipi belirlendi.
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Sekil 4.6 Alt izotip belirleyici kit sonucu

Sekil 4.6’da, A’da testin calistigini gdsteren pozitif bant, agir zincirini gésteren M banti
ve hafif zinciri gosteren kappa bantinda mavi bant gézlemlenmistir. B’de ise testin
calistigini gosteren pozitif bantin yaninda silik bir G3 banti gériilmistir. Bu asamadan
sonra +4°C’'de muhafaza edilen hibridoma siupernatantlari amonyum siilfat ile

¢Oktirillerek istenmeyen proteinler, diyaliz ile de ortamdaki tuzlar uzaklastiriimistir.

4.6 Jel Filtrasyon Kromatografi (GPC) Sonucu

Amonyum sllfat ve diyalizi yapilmis yari saf haldeki &rnekler jel filtrasyon
kromatografiden gecirilerek numune icindeki alt birimlerin molekiler agirhig ve
ylzdelikleri belirlenmistir. Numunenin icindeki alt birimleri gosteren grafik asagidaki

gibidir:
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Sekil 4. 7 Yari-saf supernatantin GPC grafigi

Sekil 4.7" de gorildugu gibi; ilk pikte 4383 kDa’luk kismin dispersitesi (Mw/Mn,
polimerik yapi olup olmadigini gésteren deger) 1’in lzerinde ¢ikmistir. Bu degerin 1
civarinda olmasi, yapinin protein, sakkarit ya da niikleik asit oldugunu gostermektedir.
ilk pikteki dispersite degeri 2.31 olugu icin bu yapinin agregat oldugu sdylenebilir. ikinci
pikte ise numunenin %3,2’lik kismini olusturan 750 kDa’luk alt birim, glncu pikte
ornegin %0,9’luk kismini olusturan 432 kDa’luk kisim ve bir sonra ki pikte %1,6’lik kismi
olusturan 301 kDa’luk altyapi goriilmektedir. Diger pikte gozlemlenen yari-saf 6rnegin
%6,1’sin1 olusturan 1gG3 olarak 6ngordiigiimuz literatlire uygun 164 kDa’luk molekiiler
agirligina sahip altyapi gorinmektedir. Son pikte, numunenin blylik bir kismini
olusturan ve IgM olmasi gereken fakat kDa’unu daha az oldugu icin kuskuya
distigimiz 66 kDa’luk kisim gorulmektedir. Literatlirde IgM’nin molekiler agirhig
yaklasik olarak 900 kDa olarak ge¢mektedir. Bu kuskuyu ortadan kaldirmak igin, ilk
HPLC sonucunda IgM olarak tahmin ettigimiz fraksiyonu alt izotip belirleyici strip ile

tekrar test edilmesine karar verilmistir.
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4.7 HPLC Sonuglari

Yari saf haldeki 6rneklerden, monoklonal antikori saf bir sekilde elde etmek icin HPLC
yapilmistir. HPLC sistemine verilen slizilmis vyari saf oOrnegin kolon boyunca

ilerledikten sonra alinan sonucu asagidaki gibidir;

Time: 28,7213 Minutes - Amplitude: -0,002241 ol

Sekil 4. 8 Stiztilmis yari-saf 6rnegin HPLC sonucu

Sekil 4.8’i gormemizdeki temel amag, ayirmak istedigimiz kisimlarin kolondan kaginci
dakikada gectigini gormektir. Sirasiyla stzlUlmis bir sekilde kolona ylklenen
numunelerin kolon igerisindeki hareketi grafikte izlendi. Toplanmak istenilen bdlgenin
pik baslangici ve bitisi dikkate alinarak fraksiyonlar toplandi. Bu yizden, 1gG3 igin
16.dakika icerisinde, IgM icin ise 16-18.dakikalar arasinda monoklonal antikorlar
fraksiyon tliplerine toplandi. Toplanan fraksiyonlarin tamami -20°C’de muhafaza edildi.
Tlpte toplanan 1gG3’lin ne kadar saf bir sekilde elde edildigini gormek icin fraksiyon

tekrardan HPLC'den gecirilerek test edildi.
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Sekil 4. 9 1gG3 fraksiyonunun HPLC sonucu

Time: 26,7343 Minutes - Amplitude: -0,000634 Wwolts
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Sekil 4. 10 IgM fraksiyonunun HPLC sonucu

T T
26 % 0

| 4.9; 30 dakikallk HPLC sonucunda, 1gG3’lin saf olarak elde edildigini

gostermektedir. 1gG3’Gn hem numune icinde disik yilizdelige sahip olmasi hemde

kolonu terketme zamanina yakin IgM’nin kolondan ge¢mesinden dolayr 1gG3’lin

topl

anma siresini kisitlanmistir. Bu yizden 1gG3’te Ornek kaybinin oldugu
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gorilmektedir. Sekil 4.10°da ise I1gM’nin saf bir sekilde elde edildigi, sistemin kayda
deger tek pik vermesiyle dogrulanmistir.

Time: 16,3908 hirutes - Amplitude: 0017278 Yolts

Sekil 4.11 Fraksiyonlarin toplanmasindaki baslangic ve bitis noktalari

Grafik 4.11’de goruldigu gibi yesil ile gosterilen aralik 1gG3 toplandigi alani, mavi ile
gosterilen aralik ise IgM’nin toplandigi alani ifade etmektedir. 1gG3’(in pik sonu ile
IgM’nin pik baslangici ¢akistigl icin, 1gG3 fraksiyonuna IgM diismemesi adina toplama
islemi daha o6nceden kesilerek tamamlanmistir. Toplama siresinin kisaligr toplanan

IgG3 fraksiyonarinin diisiik konsantrasyonlu olmasina neden olmustur.

4.8 HPLC Sonucu Elde Edilen Fraksiyonlarin Degerlendirilmesi

4.8.1 1gM Fraksiyonun Alt izotip Belirleyici Strip Sonucu

kDa acisindan kuskuya disilen fakat IgM olarak tahmin edilen fraksiyon, alt izotip

belirleyici striple tekrar test edildi. Sonuc asagidaki gibi olumlu ¢ikmistir;
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Sekil 4. 12 IgM fraksiyonun alt izotip belirleyici strip analiz sonucu

Sekil 4.12’de M bandini gbsteren gizgiler disinda sadece testin ¢alisip ¢alismadigini

gosteren kontrol bantlari gortlmustur.

4.8.2 Elde Edilen Fraksiyonlarin Monoklonal Antikor Miktarinin Belirlenmesi

Blylik Olgek uretilen hibrid hicrelerinde toplanan biitliin stpernatantlar HPLC'den
gecirelerek monoklonal antikorlar saf bir sekilde elde edilmistir. Elde edilen IgM ve
IgG3 monoklonal antikorlarin miktar tayini icin UV Spektrofotometrede olgiim
alinmistir. Yapilan 0&lgiim neticesinde alinan absorbans degerlerine gore 1gG3
fraksiyonun 1 ml’sinde yaklasik 1 mg 1gG3’(in, IgM fraksiyonun 1 ml’sinde ise yaklasik
olarak 6 mg IgM monoklonal anitkor oldugu bulunmustur. (1gG3 1mg/ml, IgM 6mg/ml)

4.8.3 Saf Monoklonal Antikorlarin Capraz Reaksiyon Sonuglari

LPG’ye karsi ylksek monoklonal antikor yanitinin olustugu 8/E7 klonundan retilen
bliyik 6lcek hibrid hiicre sipernatantlarinin HPLC ile elde edilen fraksiyonlari, farkl
antijenik yapilara karsi olusturdugu antikor yanitlari indrekt ELISA analizi yapilarak test
edilmistir. Bu analiz icin 96 gozIli plakalar, L. infantum’un parcalanmis biitlin ylzey

antijenleri, L. tropica’nin pargalanmis biitlin ylzey antijenleri ve BSA ile kaplanmistir.
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Sekil 4.13 HPLC'den elde edilen monoklonal antikor fraksiyonlarinin farkli antijenik
yapilara karsi gosterdigi antikor yanitlari

Sekil 4.13’den anlasilacagi Gzere, saf monoklonal antikorlarin BSA, L. infantum’un ve
L.tropica’nin pargalanmis bitin yizey antijenleri gibi antikor cevabinin gorilebilecegi
antijenik yapilara karsi antikor cevabi gostermedigi tespit edilmistir. Bu da elde edilen
monoklonal antikorlarin herhangi bir ¢apraz reaksiyon gostermedigini, sadece belirli

epitopa karsi (LPG) Uretildigini ortaya koymustur.
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4.8.4 SDS-PAGE Sonuglan

Sekil 4. 14 SDS-PAGE sonucu

Sekil 4.14’teki; 1. ve 2. kuyular saflastirilmamis monoklonal antikorlar (farkl hibrid
hicrelerden toplanmis stipernatatlar), 3.kuyu HPLC sonucu alinan IgM fraksiyonu, 4. Ve
5. Kuyulara HPLC sonucu alinan 1gG3 fraksiyonu, 6.kuyu HPLC sonucu alinan IgM
fraksiyonu, 7.kuyu ihmal edilmistir, 8. Kuyu Ledder, 9.kuyu HPLC'den gegmemis sadece
amaonyum silfat ve diyaliz islemleri gerceklestirilmis yari saf 6rnekler, 10.kuyu ise
BSA'dir. 1. ve 2. kuyulardaki ornekler saflastiriimadigi icin icinde farkh molekiler
agirliga sahip alt birimlerin oldugu ve bantlarin (st Gste binerek bir yiginti olusturdugu
gorilmektedir. 9.kuyuya bakildiginda ise 1 ve 2 kuyulara nazaran bantlarin daha
belirgin oldugu ve istenmeyen yapilarin amonyum silfat ve diyaliz islemleriyle
ornekten uzaklasinldigi gorilmektedir. 3. Ve 6. Kuyuya yiklenen HPLC sonucu elde
edilen IgM fraksiyonu ise sadece 68 kDa’lik kisimda bant vererek HPLC'nin basarih
oldugunu kanitlamistir. Bu kDa aralgi 10.kuyuya koyulan 68 kDa’luk BSA 6rnegiyle de
desteklenmistir. Jelde 1gG3 fraksiyonu (4. ve 5. kuyular) bant olusturmamistir. Bunun

sebebi ise; elde ettigimiz 1gG3 fraksiyonun disik konsantrasyonda olmasidir.
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Saflastiriilmamisg ve saflastirilmis 6rneklerin kuyulari karsilastirildiginda (sekilde yuvarlak

ile gosterilmistir) saflastirmadan sonra érnegin nasil tek banta indigi gértlmektedir.

4.8.5 Dot Blot Sonuglari

LPG molekili ile saf haldeki monoklonal antikorlarin gorsel anlamda birlestigini
gormek icin Dot Blot analizi yapilmistir. Uygun membran, uygun bloklama ve yikama
solisyonlari kullanilarak, antijen antikor kompleksinin membrana tutunmasi
saglanmistir. Son asamada noktasal kirmiziigi vermesi adina, daha onceden
konjugasyonu yapilan monoklonal antikor ile kaph altin nanopartikiiller membrana

yuklenmistir.

Sekil 4. 15 Dot Blot sonucu

Sekil 4.15’te son yikama isleminden sonra membranda olusan pembe noktasal
gorintl, membran Uzerinde ylklenen antijen antikor kompleksine monoklonal antikor
kaph altin nanopartikillerin baglandigini gosterir. Bu sonug elde edilen saf monoklonal

antikorun LPG ile spesifik bir baglanma gergeklestirdigini kanitlamistir.
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4.9 Kriyobanktan Cikarilan Hibrid Hiicrelerinin Antikor Yanitlari

Monoklonal antikor tireten hibrid hiicrelerinin dondurma isleminden 6énce LPG’ye karsl
Urettigi monoklonal antikor dizeyleri ile kriyoprezarasyon sonrasi kiltiirlenen hibrid

hicrelerinin LPG’ye karsi (irettigi monoklonal antikor yanitlari karsilastirildi.
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Sekil 4.16 Kriyoprezervasyon islemi 6ncesi ve sonrasinda hibridoma hiicrelerinin LPG’ye
karsi Urettikleri antikor yanitlari

Sivi azot tankindan cikartilarak tekrardan kiltlre edilen hibridoma hicreleri kiltirin
2.ginlinde ortama adapte olup c¢ogalmaya baslamislardir. Hibridoma kiltiirin
slipernatantlari, besiyeri degisimi ve pasajlama esnasinda toplanmistir. Farkh tarihlerde
toplanan hibridoma slipernatantlarinin LPG’ye karsi gosterdigi antikor yanitlar Grafik
4.16’da gosterilmistir. Grafikteki sonuclar karsilastirildiginda kriyoprezervasyon 6ncesi
hibridomalarin daha fazla monoklonal antikor sekrete ettigi gortlmustir.
Kriyoprezervasyon sonrasi acilan hibridoma kiiltlirti, kiltir stiresince daha fazla antikor
Uretmeye devam etmistir. Kriyoprezervasyon oncesi hibrid hiicreler 1,110 OD (450 nm)
diizeyinde monoklonal antikor (iretirken kriyodan sonrasi kiiltlirlin 18.glinlinde Uretilen
monoklonal antikor diizeyi 0,450 OD (450 nm) olarak 6l¢lilmistir. Degerler gbz 6nline
alindiginda kriyoprezervasyon sonrasi hiicrelerin antikor lretme kapasitesinin %59,4

oraninda distiugi gorilmektedir.
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BOLUM 5

SONUC ve ONERILER

Dinyanin en 6nemli halk saghgi problemlerinden birisi olan Leishmaniasis enfekte kum
sineklerinin (Phlebotomus) kan emme esnasinda memeli konaklara bulastirdiklari
hiicre ici Leishmania protozoonlari vasitasiyla ortaya cikan parazitik bir hastaliktir [1].
Yiz ve el gibi acik bolgelerde yillarca iyilesmeden kalabilen ve ciddi estetik kaygilara yol
acan Kitanodz leishmaniasis, genellikle ylksek diizeyde bir antikor tepkisine yol
acmadigindan tanida kullanilan antikor temelli testlere karsi duyarlihg disik bir
Leishmaniasis formudur. [24], [25], [26]. Buna gbre de, Kiitan6z leishmaniasis tanisinda
antijen temelli serolojik testlerin degeri daha ¢ok 6nem kazanmaktadir. Ancak antijen
temelli serolojik yontemler, antijene karsi Gretilmis yogun bir antikorun bulundugu
kosullarda gerceklesebilir. Bu sebeple, Kiitandz leishmaniasis tanisinda veya tani
kitlerinin gelistirilmesinde kullanilacak yiksek konsantrasyonlu antikorlar, hibridoma

teknolojisine dayalh Uretilen monoklonal antikorlar ile miimkdiin olabilcektir.

Hilcre Kultiri ve Doku Mihendisligi Laboratuvarimizda, “Leishmaniasis'e karsi asi
gelistirilmesinde polimerlere dayali yeni bir yaklasim: LPG-polimer konjugatlar” adli
projenin tamamlanmasi sonucunda L.tropica parazitlerinde immiinojen molekiil olan
lipofosfoglikan (LPG) molekiilii izole edilmis ve bu molekilin hastaliga karsi %83
oraninda koruyuculuk gosterdigi ortaya cikmistir. Elde edilen sonuclar dogrultusunda
LPG molekili parazitin en immiinojen molekili oldugu ve bu molekiile karsi Gretilecek
antikorlarin yiiksek tani degerine sahip olacagi dusiiniilmistir. Ozellikle L.tropica
parazitinin LPG molekiline karsi gelistirilecek monoklonal antikor temelli tani kitinin
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gelistirilmesi ileride kltan6z leishmaniasis tanisini kolaylastirmasinda etkin rol

oynayabilecektir.

Bu ama¢ dogrultusunda vyapilan tez c¢alismasinda asagidaki calismalar

gerceklestirilmistir;

= Hibridoma teknolojisinin temel prensipleri geregince, immunizasyonda kullanilacak
antijen ve adjuvant se¢imi immunizasyonun altin kriterlerini olusturmaktadir. Clinki
iyi bir immunizasyon, fareden antikor yaniti yliksek B-lenfosit hiicrelerini meydana
getirmektedir. Antikor yaniti yiiksek B hticrelerinin, disi Balb/c fareden elde edilmis P3-
X63-Ag8.653 myeloma hiicreleri ile flizyonu sonucu hibridoma hcrelerinin basarili bir
sekilde olusturulmasi saglanir. Bu sebeple dogru immiinizasyon uygulamasi icin 6
haftalik disi Balb/c fare irki ve Freund adjuvantinin yani sira laboratuvarimizda daha
Oonce yapilan calismalar dogrultusunda etkinligi tespit edilmis, toksik olmayan, FDA
onayll POX adjuvanti immiinizasyon islemi icin secilmistir. imminizasyonda antijen
kaynagi olarak, L.tropica promastigotlarindan izole edilen LPG molekili kullaniimistir.
LPG ve POX kompleksinin; diisiik dozu (LPG :POX (250 g : 45 ul) 3 fareye, yliksek dozu
(LPG : POX (350 pg : 45 ul)) 2 fareye, LPG ve Freund adjuvant kompleksi (LPG : Freund
(150 pg : 45 pl)) ise 1 fareye intraperitonel olarak uygulanmistir (Sekil 3.2).
imminizasyonlar 10 giin arayla gergeklestirilmis ve 12. immiinizasyon sonrasi
farelerden elde edilen serum oOrnekleri indirekt ELISA yontemiyle 1/50 oraninda
sulandirilarak LPG’ye karsi olusturduklari antikor yanitlari incelenmistir (Sekil 4.1). Elde
edilen sonuglarda ylksek doz LPG:POX kompleksiyle imminize edilen 2 numarah
farenin LPG’ye karsi en ylikslk antikor yanitina (1,70 OD (450 nm)) sahip oldugu
saptanmis ve flzyon igin segilmistir.

* immiinizasyon isleminin paralelinde Hiicre Kiltiiri ve Doku Miihendisligi
laboratuvarimizda daha 6nceden kriyo banki olusturulumus myeloma hicre hatti sivi
azottan ckarilarak kalturd yapilmistir. Flizyon isleminden sonra ortamda sadece
hibridoma hiicrelerinin bulunmasi icin myeloma hicreleri 8-azaguanin mutajenik
maddesiyle belli oranlarda muamele edilerek HGPRT enziminden yoksun hale
getirilmistir. Boylece, flizyon sonrasi kiltlir ortamindaki secici besiyeri (HAT) varliginda

ortamda sadece hibridoma hiicreleri cogalmasi saglanmistir.
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= Flzyon 6ncesinde, hibridoma kultliri igin besleyici hiicre hatti olmasi igin kontrol
grubu fareden periton makrojlari elde edilerek flizyon sonrasi hibridoma kiltirinin
surdirelecegi kuyulara ekimi gerceklestirilmistir.

= LPG’'ye karsi ylksek immiin yanit olusturan farenin dalagindan elde edilen B-
lenfositleri, 8-azaguanine maruz birakilarak log fazinda kiltirlenen P3-X63-Ag8.653
myeloma hicreleri ile PEG varliginda flizyonu gerceklestirilmis ve segici kiltlir ortami
icerisinde (HAT) kaltirlenmistir. Yapilan hibridoma kiltiriinde, LPG’ye karsi antikor
Ureten kuyular indirekt ELISA ile belirlenmistir (Sekil 4.3). Klltiir siresi uzadik¢a LPG'ye
karsi Uretilen antikor yanitlari ile ve baska kuyularda hibridoma kolonisi goérilme
sansinin arttigi saptanmistir. LPG’ye karsi en yiksek antikor yanitin gorildigia kuyu
8.plakada kultirlenen E7 kuyusu OD 0.325 (450 nm) olmustur. 8/E7 kuyusundaki
hibridoma hiicreleri, sinirlayici sulandirma yontemi ile alt klonlanarak 96 gozli plaklara
ekimi gerceklestirilmistir (8/E7 klonu). Alt klonlama isleminde kullanilan kiltir
ortaminda, daha 6nce laboratuvarimizda yapilan calismalar neticesinde fare periton
makrofajlari yerine J774 hiicre hattindan alinan metabolit kullanimi kontaminasyonun
ve aynl zamanda ekonomik ve etik olarak bos yere fare kullanilmasinin dniine gegip
olumlu sonuglar vermesiyle bu tez calismasinda da hibridoma kiltiirine sagladig
olumlu etkisinden dolayi J774 (st sivisi ve DNA sentezini tesvik edici HT besi ortami
kullanilmistir.,

= 96 gozlu plakta kilturlenen 8/E7 klonu, stirekli takip edilerek kuyularda kolonize
olan hibridoma hiicrelerinin LPG’ye karsi olusturduklari monoklonal antikor yanitlari
belli araliklarla indirekt ELISA ile 6l¢liimustir (Sekil 4.4). 8/E7 klonunda LPG’ye karsi en
yuksek antikor yanitini F10 (0,345 OD) ile B2 (0,327 OD) kuyularinda gorilmustiir. F10
ve B2 kuyularindan toplanan hibridoma hiicreleri sirasiyla 48’li, 24’li, 12'li ve 8'li
plakalarin ardindan 25 cm?lik ve 75 cm?lik flasklara aktarilmistir. 6 gézlii plakanin her
bir kuyusu farkh bir 75 cm?’lik flaska pasajlanarak toplamda 6 farkh 75 cm?'lik flask elde
edilmis ve in vitro’da blylik 6l¢ek hibridoma Gretimi yapilmistir.

= LPG’ye karsi monoklonal antikor lireten hibridoma hticrelerinin bliyik 6lcek tGretimi
75 cm?lik flasklara kadar yapilmistir. Kademeli 6lcek biyiitme islemleri sirasinda 6
gozlu plakadan alinan hibridoma (st sivisi ile 75 cm?lik flasklardan toplanan hibridoma

Ust sivisinin LPG’ye karsi Urettikleri antikor yanitlari indirekt ELISA yontemi ile
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kiyaslanmistir  (Sekil 4.5). Sonugclar; kiltir 6lceginin  blylumesiyle hibridoma
hlcrelerinin ortama sekrete ettigi monoklonal antikor miktarinin dogru orantili bir
sekilde arttigini gstermistir.

= (retilen monoklonal antikorlarin saflastirma basamaklarinin belirlenebilmesi icin alt
izotip belirleyici kit ile immunoglobulin alt tipi tayin edilmistir. Analiz sonucu Uretilen
monoklonal antikorlarin iki alt sinifa (1gG3 ve IgM) ait oldugu bulunmustur (Sekil 4.6)

= Blyuk oOlcek hibridoma kiltirinden elde edilen sipernatantlarin saflastirma
prosesleri; amonyum siilfat ¢oktlirmesi, diyaliz, jel filtrasyon kromatografisi ve yliksek
basingh sivi  kromotografisi (HPLC) vyapilarak gerceklestirilmistir. Jel filtrasyon
kromatografisi yari saf (amonnyum silfat ve diyalizi  yapilmis hibridoma
sipernatantlari) érneklerinin icindeki bitlin alt birim yapilarini gérmemizi saglayarak
(Sekil 4. 7) HPLC'de iki ayri immunoglobulin sinifinin saf bir sekilde elde edilebilmesi
saglamistir (Sekil 4.9 ve 4.10)

= Elde edilen saf monoklonal antikorlar ile saflastirilmamis hibridoma stipernatant
orneklerinin SDS-PAGE analizi yapilarak saflastirmanin ne kadar basarih oldugu
gorilmek istenmistir (Sekil 4. 14). Elde edilen 1gG3 fraksiyonu diislik konsantrasyonda
olmasi sebebiyle jelde bir bant verememistir. Fakat daha yiksek konsantrasyonda elde
edilen IgM fraksiyonu jelde tek bir bant vererek saf bir sekilde elde edildigi teyit
edilmistir. Bu analiz ile sadece amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve diyalizi gerceklestirilmis
sipernatantlarin hicbir saflastirma basamagi uygulanmamis sipernatantlara oranla
yuksek olctide safsizliklardan arindigi gorilmustir.

= HPLC'de vyiksek hassasiyetle birbirinden ayrilan 1gG3 ve IgM monoklonal
antikorlarinin LPG’ye karsi olan spesikligi ¢capraz reaksiyon ve Dot Blot analizleri ile
degerlendirilmistir. Yapilan capraz reaksiyon sonucunda (Sekil 4.13) saf bir sekilde elde
edilen monoklonal antikor fraksiyonlari; BSA, L. infantum’un ve L.tropica’nin
parcalanmis bitlin ylzey antijenleri gibi antikor cevabinin gorilebilecegi antijenik
yapilara karsi antikor cevabi gostermedigi sadece LPG’ye karsi ylksek spesifiklik
gosterdigi tespit edilmistir.

= Yapilan Dot Blot analizinde, hibridoma hiicrelerinin LPG molekilline karsi Urettigi
monoklonal antikorlarin, LPG molekiiliine baglanarak, monoklonal antikor ile kapli altin

nanopartikillere tutunmasi gergeklestirilmistir. Antijen-antikor kompleksinin spesifik
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bir sekilde monoklonal antikor kapli nanopartikillere baglanmasi nitrosellloz
membran lzerinde pembe nokta halinde gorilmistir (Sekil 4. 15) Bu test sonucunda
elde edilen saf monoklonal antikorun LPG molekiiline karsi spesifik oldugu bir kez
daha kanitlanmistir.

= Son olarak kriyoprezervasyonu gerceklestirildikten bir slire sonra sivi azottan
cikartilmis LPG’ye karsi spesifik monoklonal antikor tireten hibridoma hiicreleri ile ve
kriyoprezervasyon oncesi hibridoma hiicrelerinin LPG’ye karsi olusturduklari antikor
yanitlari kiyaslanmistir (Sekil 4. 16). Sonuglar degerlendirildiginde; kriyoprezervasyon
oncesi hibridoma hiicrelerinin yliksek oranda monoklonal antikor Urettigi gorilmustur.
Kriyoprezervasyon sonrasi acilip kiltlrlenen hibridoma hiicrelerinin antikor Uretim
kapasitesinin, klltir sliresi boyunca artmasina ragmen dondurulmadan o6nceki gibi
ylksek dizeyde iUretmedigi tespit edilmistir. Kriyoprezervasyon oncesi hibridoma
hicreler LPG’ye karsi 1,110 OD (450 nm) degerine sahip monoklonal antikor (retirken,
kriyoprezervasyon sonrasi 0,45 OD (450 nm) degerine sahip monoklonal antikorlar
Uretmistir. Bu veriler 1si8inda kriyoprezervasyon islemi, hibrid hiicrelerinin monoklonal

antikor Gretme kapasitesini yaklasik olarak %59,4 oraninda duslirdiglini gostermistir.

Boylece bu tez calisma sonucunda, Diinya’da ve Ulilkemizde ilk kez olarak Kitanoz
Leishmaniasis etmeni L.tropica’nin immiunojenik yliizey molekili olan lipofosfoglikana
(LPG) karsi hibridoma teknolojisine dayali monoklonal antikorlar elde edilmistir. Yine ilk
kez olarak, hibridoma hiicrelerinden uretilen LPG’ye 6zgli monoklonal antikorlarin
saflastiriimasinda HPLC yontemi kullanilarak saflik orani oldukc¢a yliksek monoklonal
antikorlar elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar, L.tropica’dan izole edilen LPG
molekiliine karsi hibridoma teknolojisine dayali olarak gelistirilen monoklonal
antikorlarin, bu molekile karsi yiiksek dizeyde spesifiklik gosterdigini ve bu nedenle
elde edilen monoklonal antikorlarin gelecekte kitandz leishmaniasis tanisinda

kullanilmasinin uygun olabilecegini ortaya ¢cikarmistir.
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