A. U. Vet. Fak. Derg.
31 (1) : 98-106, 1984

MONOKI.ONAL ANTIKORLAR
Miijgin Izgiir* K.Serdar Diker*
Monoclonal Antibodies

Summary: Monoclonal antibodies are homogeneous populations of
identical antibody molecules. Monoclonal antibedy technology is a form of genetic
engineering resulting in the production of specific antibodies by specialized lissue
culture lines. The production of these antibodies through cell hybridization permits
the dissection of complex antibody responses into their individual components.

The two biological components essential for the creation of hybrid cells are
antibody-producing spleen cells from immunized mice or rats and tumor cell
lines of lymphoid origin called myelomas. Single antibody-forming cells from
immunized rodents are fused with myeloma cells to create hybridomas with
properties of both parent cell types. These hybridomas produce the single type
of antibody molecule that they inhevited from the normal antibody-forming cll
parent. Hybrid cells derived in this way can produce unlimited quantitiles of
specific antibody in tissue culture or when grown in vivo as ascites tumors. It
is possible to produce monoclonal antibodies to any antigen by appropriate selec-
Lion techniques. Monoclonal antibodies have wide application in many areas of
human and veterinary medicine and biological science.

Ozet: Monoklonal antikorlar hibrid hiicreler tarafindan idiretilen homo-
Jen antikor topluluklanidir. Bu antikorlar, bagisiklanmis fare veya ratlardan
elde edilen dalak hiicreleri ile myeloma ady verilen lenfoid timdr hiicrelerinden
gelistirilen melez hiicreler tarafindan iiretilirler. Her iki tip hiicrenin 6zelltk-
lerini tagiyan hibridomalar, doku kiiltiirlerinde veya ascites timérlerinde ¢ok
miktarda monoklonal antikor olugtururlar. Monoklonal antikorlar, infeksiyiz
etkenlerin ve hiicre yiizeyi antijenlerinin tehisi ve immunoterapi alanlarinda
kullanmilmaktadirlar.

Giris

Organizmaya antijenik bir maddenin injeksiyonundan sonra,
B-lenfositlerinin farklilagmas: ile ortaya ¢ikan plazma hiicreleri, bu
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antijenc kars ozgil (spesifik} antikorlar uretirler. Antikor islevi goren
immunoglobulinler, scrum proteinlerinin gamma-globulin fraksiyo-
nunda ver alirlar. Bir immunoglobulin molekiliiniin yaklagk 100
amino asitten ibaret olan antijen baglanma ucu, bu amino asitlerin
degigik verlesim kombinasyonlarina bagh olarak 10%-107 antijeni
tanmima vetenegine sahiptir {17). Antijjen molckiliiniin  yapisinda
bulunan farklh antijenik determinantlara kargt olugan antikorlar, bir-
den gok B-lenfosit kiimesinden (klon) kéken aldiklan ig¢in heterojenik
ozelliktedirler ve poliklonal antikorlar seklinde de tanimlanabilirler.
Elektroforez yontemi ile incelenen bagipk serumdaki poliklonal anti-
korlarin heterojenik dagilinmn $ckil 1a’da gosterilmigtir.

Herhangi bir antijen ile uyarlan onciil (prekiirsér) bir B-lenfo-
siti segilerek bu hticrenin tremesi ve antikor olusturan bir plazma hiic-
resine degisimi saglanir ise, bu antijene kargt “monoklonal antikorlar”
adh verilen, tek tip antikorlarin homojen olarak tretimi saglanir. Yiik-
sek ozgiillitkteki bu tip antikorlann clde edilmesi, Kohler ve Mils-
tein’in (6) somatik hiicre melezlemesi (hibridizasyon) ile myeloma
hiicreleri ve B-lenfositlerini birlegtiren ¢aligmalan ile gergeklegmistir.
Myeloma; tck bir B-hiicresinden koken alan ve serumda tek tip bir
antikorun ¢ok miktarda bulunmas: ile karekterize neoplastik bir has-
talikir. Monoklonal antikorlar, antijcn molekiiliiniin sadece belirli
amijénik determinantlarina kargt olustuklar igin ¢ok spesifiktirler.
Elcktroforcz yontenu ile incelenen myelomalr bir serumdaki mono-
klonal antikorlarin homojenik 6zellikleri gekil 1b’de gosterilmistir (17).
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Sckil 1. Bir antijene kary olusan, (a) poliklonal, (b) monoklonal antikorlarin scrumdaki
elektroforctik gorintmii,
The patterns obtained from electrophoresis of (a) normal antiserum and (b) serum with
mycloma.
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Monoklonal Antikor Uretim Teknigi

Monoklonal antikorlar, iki tip ana hiicreden gelistirilen melez
(hibrid) hiicreler tarafindan uretilirler. Islevleri antikor iretimi olan
B-lenfositleri ile ncoplastik myeloma hiicrelerinin  hibridizasyonu
sonucu ortaya ¢ikan melezler, her iki ana hiicre tipinin dzelliklerini
tagirlar. Hibridomalar ana lenfosit hiicresinin sentczledigi antikorun
aymsini olusturabilir ve ana myeloma hiicresi gibi in vitro olarak
iireycbilirler. Monoklonal antikor tretimini saglayan teknik; rodent-
lerin immunizasyonu, somatik hiicre melezlemesi (fusion islemi),
hibrid hiicrelerin antikor aktivitesinin belirlenmesi, antikor ireten
hiicrelerin kiimelendirilmesi (klonlama) ve bu hiicrelerin seri sekilde
iiretilmesi gibi agamalar icermcktedir (Sekil 2) (2, 8, 16).

Mpyeloma hiicre hatlar:: Monoklonal antikor iiretimi fare ve ratla-
rin B-lenfositi myeloma tiimérlerinden elde cdilen hiicre hatlarinin
geligtirilmesi ile mimkiin olmustur (6). In vivo yolla kolaylikla olus-
turulabilen myelomalardan eldc edilen bu hiicreler in vitro olarak da
iireycbilmektedirler. Bir piirin metabolizmast cnzimi olan hipoksan-
tin-guanin fosforibozil transferaz enziminden yoksun olan bu hiicre-
ler, hipoksantin, aminopterin ve timidin (HAT) igeren kiiltiirlerde
iireycmezler. Ayrica myeloma hiicreleri kendi immunoglobulinlerini
sentczleme yetenegini kaybetmislerdir. Monoklonal antikor iiretimin-
de, fare ve rat mycloma hiicreleri kullanilmaktadir. Rat mycloma
hiicreleri, daha biiyiik olmalar1 ve daha kolay kaynagmalar: (fuston)
nedeniyle fare myecloma hiicrelerine tercih edilirler. Ayrica, fare mye-
lomalan ile insan ve diger tiirlerin B-lenfositlerinden elde edilen
melez hiicreler, in vitro kiiltiirlerde kromozomlarim ve antikor sen-
tezleme yctencklerini  kaybederler. Farc myeloma ve rat lenfosit
melczleri, rat-rat ve fare-fare hibridleri kadar dayanikhidirlar, Hibri-
dizasyon caligmalarinda en gok Balb/C farclerinden elde cdilen X63,
SP2/O ve ratlardan elde edilen YB2/30 hiicre hatlari kullanilmak-
tadir (3).

Bagigiklama (Immunizasyon) : Monoklonal antikor iiretimi igin
gerekli olan immunizasyon protokolii, normalde antiserum clde edil-
mesinde kullamlan yol ile aynidir. Fakat monoklonal antikor iireti-
mindc bagigiklama iglemi igin saf antijen kullanmak zorunlu degildir;
saflagirma iglemi kontrol asamasinda yapilir. Kuvvetli antyjenler,
meclezleme galiymasindan 4 giin énce tck doz geklinde; zayif antijen-
ler ise, sonuncu injeksiyon hiicrc melezlemesinden 4 giin énce olacak
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Sckil 2. Monoklonal antikor tiretim teknigi.
The production of monoclonal antibodics.
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sekilde aralikli birkag injeksiyon ile, B-lenfositlerinin elde cdilecegi
deneme hayvanlarima veriliv (2).

Kaynagtirma ( Fusion) islemi : 1ki ayr1 hiicrenin birlestirilme iglemi
olan fusion, monoklonal antikor iiretiminin cn 6nemli asamasidir. Son
antijen injeksiyonundan 3-4 giin sonra, bagisik kilinmig fare veya ratin
dalagindan lenfosit stispansiyonu hazirlanir (6). Bu hicreler, myelo-
ma hiicrelerti ile polictilen glikol bulunan bir test tipiinde birkag daki-
ka bekletilirler. Standart bir fusion i¢in ortamda I X 10* lenfosit ve
2 X 107 mycloma hiucresinin bulunmast geceklidir. Hiicreler mikro-
titrasyon kaplan icindcki kaltir vasaunda 37°Cde inkiibe edilirler.
Bundan sonra, hibridleri selcktif' olarak uretmck icin hipoksantin-
aminopterin-timidin (HAT} vasat kullamlir. Kaynagmamg parental
myeloma hiicreleri HAT besiyerinde iireyemezler. Normal lenfositler
de, in vitro iireme ycteneklerinin olmamast nedeniyle kisa  sirede
olirler. Bu durumda, HAT Dbesiyerinde sadece hibrid hiicreler iire-
yebilmektedirler. Bu hibridler, HAT besiyerinde treyebilme 6zellik-
lerini hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz enzimine sahip olan
ana lenfosit hiicrelerinden, in vitro iireychilme o6zelliklerin ise ana
mycloma hiicrelerinden  almiglardir (8).

Antikor diretiminin kontrolii : Standart bir lusion denemesi igin,
mikrotitrasyon kabindaki 400 ¢ukurun herbirine 0.2 m! hiicre karigimi
konur (1). Her gukur 1-5 hibrid hicre igerebilir ve bu hibridler degisik
oranlarda drerler. Hizh iireyen melexz hucreler 10 giin iginde gozle
goriilebilen koloniler olustururlar. Yavag tireyen hiicrelerin bu duru-
ma gelmelert ise 3-4 haftahk bir zaman alir. Bu Greme donemi sirasin-
da, HAT igeren besiyeri dizenli olarak yenilenmelidir.

Fusion isleminden sonra olugan hibridlerin timiniin antikor
sentezleme yeteneginde olup olmadiklar: bilinmemektedir. Bu nedenle,
kullamlan antijene kargt hibridomalar tarafindan iirctilen antikorlar,
hiicrelerin Gredigi bestyerinin Ust sivisinda aranirlar (17). Fusion iglemi
rastgele oldugundan, antikor sentezlcyen hibridlerin oram 9%, 1-50
arasinda degigir. Antikorlarin ist sividaki varbiklarimin 2-3 giin gibi
kisa bir stirede kontrol edilmesi iki yénden énem tagimaktadir. Mikro-
titrasyon kabinmin gukurlarinda hizla treyen melez hiicreler metaboliz-
ma artiklarimin ¢ogalmas: nedeniyle 6lebilirler. Diger yonden, antikor
tretmeyen hicreler hizla ¢ogalarak, antikor tretenleri baskilayabilir-
ler. Ust sividaki antikorlarin belirlenmesi amaciyla kullanilan antije-
nin 6zelligine goére, radyoimmunoassay, ELISA  ve hemolitik plak
deneyi gibt duyarh testlerden yararlamilmakeade (13).
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Hibridlerin kiimelendirilmesi (klonlama), saklanmast ve fazla miktarda
iiretilmesi - Ust stvisinda antikor bulunan gukurlardaki melez hiicre-
ler, monoklonal antikor iircten hiicre hatlarim clde etmek igin kiime-
lendirilirler. Kiimelendirme iglemi, mikrotitrasyon kaplarinda simirh
sulandirma ile veya yumusak agar izerinde tretilerck yapihr (8}.

Kiimelendirilmig hibrid hiicre hatlari, DMSO (Dimetil siilfook-
sit) icinde sivt nitrojenle dondurulup saklanirlar ve gerektiginde tekrar
kullanmilabilirler (2).

Elde cdilen hibrid hiicre hatlar in vitro olarak, 1 ml besiyerinde
10-100 mikrogram monoklonal antikor olusturabilirler (1). Bu anu-
korlar, ortamdaki mctabolizma artiklarindan biyokimyasal yéntem-
lerle ayrilirlar. Hibrid hiicre hatlari, in vivo olarak, fare ve ratlarin
karin bogluklarinda ascites tiimérleri olugturma 6zelligine sahiptirler.
Hibrid hiicrelerden koken alan bu tiimérler biiyiikk miktarlarda mono-
klonal antikor sentezlcyebilirler. Béyle bir deneme hayvanindan top-
Janan ascites sivisinin | ml’sinde 5-20 mg miktarinda monoklonal an-
tikor bulunabilir (17). Hibrid hiicreler ilc tretimde kullanilan rodent-
lerin doku uyusumu iyi isc bu hiicreler daha kolay tireme olanagina
sahip olurlar.

Monoklonal Antikorlarin Kullamum Alanlar:

Monoklonal antikorlar normal antiserumlarin yararlanildig
biitiin alanlarda kullanilabilmektedirler. Ayrica, ¢ok yiiksek ozgiilliik-
leri ve fazla miktarda clde edilchilmeleri nedeniyle daha tstiin 6zellige
sahiptirler. Monoklonal antikorlarin uygulama alanlar, kullanilan
antijenlere gore 3 grupta toplanabilir. Bunlar, infeksiyoz hastalik olug-
turan etkenler, hiicre yizeyi antijenleri ile proteinler ve kigik mole-

kiillerdir (1).

|- Infeksiyiz ectkenler : Bakteri, virus ve parazitler gibi infeksiyoz
etkenlerc karst geligtirilen monoklonal antikorlar bu hastahk etken-
lerinin teshisinde, ag dencmelerinde, ag tretiminde ve immunoterapi
amaciyla kullamlmaktadirlar.

a) Teghis: Gok genis ozgiilliigi, tek ornckliligi ve sinirsiz kulla-
nim alanlar: ile monoklonal antikorlar, teshis amacayla kullamilmaya
¢ok uygundurlar. Veteriner hekimler, ¢ok yakin bir gelecekte, influ-
cnza ve rhinopneumonitis gibi atlarin solunum yolu patojenlerinden
ileri gelen infeksiyonlari, ticari kitler halindeki monoklonal antikorlan
kullanarak aynlabileceklerdir (1, 4). Miktan gok az ve kiigiik an-
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tijenlere karyt bile clde edilebilen monoklonal antikorlar, ahsilagel-
mis serolojik testlerle birbirlerinden ayrilamayan c¢ok yakin antijenik
yapiya sahip mikroorganizma suglarim da ayirabilmektedir (1).
Ornegin, kopek parvo virusunu kedi panleukopeni virusundan ayira-
bilen monoklonal antikorlar tretilmigtir. Monoklonal antikorlar kulla-
milarak influenza virusunun hemaglitinasyon molekiliiniin antijenik
haritast ¢ikarlmig ve virusun in vitro mutasyon orani saptanmigtir
(18). Bu galiyma, dogal populasyondaki viruslarin mutasyon oranlari-
m 6grenmek bakimindan énemlidir. Bu metotla, kuduz virusundaki
mutasyon oraninin, influenza virusundaki kadar sik oldugu saptan-
mugtir. Kuduz virusunun dogal varyantlarimn nadir oldugu dusiinil-
digii 1gin, bu sonug aragtirmacilar tarafindan strpriz olarak degerlen-
dirilmigtis. Monoklonal antikorlar, ayrica polio, hepatitis-B, parainf-
luenza ve herpes viruslarinin teghisinde kullanilmaktadirlar (I, 19).
Mikobakteriler, streptokoklar, stafilokoklar ve neisserialar gibi bakte-
rilerin, ckinokoklar gibi parazitlerin ve klamidyalarin olusturduklar:
infeksiyonlar bu antikorlar ile ok hassas olarak teshis edilebilmektedir
(5, 7, 9, 11).

b} Agse segimi ve iretimi: Monoklonal antikorlar, agp secimi aga-
masinda, immun yanitt cn ¢ok uyaran antijenlerin belirlenmesi ama-
ayla kullamilmaktadirlar (2). Bu islem, rekombinant DNA tcknolojisi
kullanilarak 6li agilarin hazirlanmasinda ilk basamag: olusturmakta-
dir. As se¢iminde boéyle ayrinuli bir antijenik analizin yapilmasi,
ozellikle paraziter infeksiyonlarda énem tasir. Bu amagla, tripanazo-
malara, plasmodimlara, schistosomalara ve theilarialara karsg mono-
klonal antikorlar drectilmigtir (1).

c) Pasif immunoterapi : Ascites sivisindan ¢ok yogun olarak elde
cdilehilen monoklonal antikorlar pasif immunoterapi amaciyla da
kullanilmaktadirlar (10). Ornegin, nakliye isleminden énce monok-
lonal antikorlar ile pasif immunoterapi uygulanan sigirlarda, seyahat
hummasindan ileri gelen kayiplar énlenchilmektedir (1). Normal
pasif immunoterapi ile aym1 mekanizmaya sahip olan bu yolun avan-
tajl, ¢ok miktarda 6zgil antikorun saglanabilmesidir.

2— Hiicre yiizeyi antgjenleri : Bu bolimde yer alan normal ve anor-
mal hticre yiizeyl antijenleri 3 grup iginde incelenebilirler. Bunlar,
polimorfik molekiiller, degisim antijenleri ve hiicresel reseptorlerdir.

a) Polimorfik molekiiller : Kan grubu antijenler1 ve doku yusum
antijenleri polimorfik molekiillerdir. Bu antijenler hakkindaki bilgiler
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sayesinde, klinik organ transplantasyonlar ve kan transfiizyonu daha
basarili bir sekilde yapilabilmcktedir (15). Ayrica, kan grubu antijen-
lerine karsi gelistirilen monoklonal antikorlar, siiriilerin genctik ayrni-
minda kullamlarak, daha istiin 6zelliklere sahip sirilerin gelistiril-
mesini saglayacaklardir (4). Yine bu antikorlardan, organ transplan-
tasyonu icin verici dokularin sc¢iminde ve doku uyusum antijenicrinia
yapisinin belirlenmesinde yararlanilmaktadir.

b) Degisim antijenleri : Degisim antijenleri, bir hicreyi, doku
veya organi, diger hiicre, doku ve organlardan ayiran antijenlerdir.
Degisim antijenleri kapsamina giren tiimoére 6zgiill antyjenlere karg
gelistirilen monoklonal antikorlar, immunoterapi amactyla direk ola-
rak veya sitotoksik ilaglarin tasiyicis: olarak indirek yolla kullanilabilir-
ler (12). Tiimére 6zgiil monoklonal antikorlar, normal doku antijen-
leri ile kros-reaksivon vermemcktedirler.

c) Hiicresel reseptorler : Bu grup antijenler igine, hormonlar, ilag-
lar ve mikroorganizmalar i¢in tutunma ucunu olusturan reseptorler
girmektedir. Gelecekte, bir hormon reseptérii igin 6zgiil monoklonal
antikorlarin injeksiyonu ile hormon aktivitesini artirmaya yonelik
klinik uygulamalar yapilabilecektir (13).

3— Proteinler ve diger kiigiik molekiiller: Bu tip antijenlere kargi
monoklonal antikor uygulamasi klinik alanda olmaktadir. Immu-
noglobulin sinif ve alt siniflarina karg iiretilen monoklonal antikorlar
ticari kitler halinde satilmaya baglanmigtir (14). Ayrica, dokulardaki
ilag birikimi ve pestisidler ile yarig atlarindaki yasak ilaglar bile bu
yolla rahathkla belirlenchilir (1).
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