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OZET

Karsinoembriyonik antijen (CEA) kolorektal kansede yaygin olarak
kullanilan bir timor belirleyicisidir. Bununla bikte meme, ak@er, mide, pankreas,
mesane, tiroid, karager kanserlerinde ve bazi benign hastaliklarda se@EA
degerleri arts gosterebilir. Guntimizde anti-CEA monoklonal anti&g tek ya da
diger tumor belirleyicileri ile birlikte kolorektal keserlerin tanisinda oldukca etkili

bir sekilde kullaniimaktadir.

Bu calsmada, CEA ile immunize edilen BALB/c farelerin serarindaki
antikor seviyeleri belirli zaman araliklarinda tesedildi. En yuksek antikor
aktivitesi veren fare fuzyorslemi icin kullanildi. Flizyon sonrasi spesifik amiik
dreten hibrit hiicreler dolayli ELISA yéntemi ilelibkendi. Pozitif reaksiyon veren

klonlara sinirli seyreltmealemi uygulanarak alt klonlama yapildi.

Elde edilen monoklonal antikorlarin 6zgugiiifarkh proteinler kullanilarak
yapilan capraz ELISA aktivite testi ile belirlendiarsinoembriyonik antijene kgar
yuksek 6zgunlukte anti-CEA monoklonal antikor UretéB; 8Bs ve 8F hibrit
hiicreler elde edildi. Bu hibrit htcrelerin immunoiglilin tiplerinin IgM oldgu
saptandi.In vitro olarak serumlu ve serumsuz besiyerinde gémhgekte Uretilen
hibrit hicrelerin Ust sivilarina amonyum stlfat giknesi yapildi ve distile suya

karsi diyaliz edilerek saflgirildi.



SUMMARY

Carcinoembryonic antigen (CEA) is awidely used tumor marker for colorectal
cancers. As in colorecta cancers, serum CEA levels may adso be eevated in
carcinoma of the breast, lung, stomach, pancreas, bladder, thyroid, liver and some
benign diseases. Currently, anti-CEA monoclonal antibodies, alone or in
combination with other tumor markers, are effectively being used in the diagnosis of

colorectal cancers.

In this study, antibody levelsin the sera of BALB/c mice immunized with CEA
were detected at certain time intervals. The mouse giving the highest antibody
activity was used for the fusion process. After the fusion, hybrid cells producing
specific antibodies were determined by indirect ELISA. The clones showing positive

reactions were subcloned by using limiting dilution procedure.

The monospecificity of the monoclonal antibodies obtained by this means was
determined by performing cross ELISA activity test using different proteins. Hybrids
cells (6B, 8Bs and 8E;) producing high specific monoclonal antibody against CEA
were obtained. It was then determined that immunoglobulin isotypes of these hybrids
cells were IgM. Supernatants of hybrid cells produced in vitro in large quantities in
medium with or without serum were precipitated with ammonium sulfate and

purified by dialysing against distilled water.
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AFP . Alfa-fetoprotein

AP : Alkalen fosfataz

ASCO : Amerikan Klinik Onkoloji Birlgi
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1. GIRIS

Gunumuizde kanser 6lime neden olan en dnemli Hdatdin birisidir ve son
kirk yil iginde melanom, ¢oklu melanom, non-Hodglemfoma, akgier, prostat ve
meme kanserleri gibi kanser turlerinde agdrilmtir. Her yil yaklaik bir milyon
yeni kanser vakasi ortaya ¢cikmaktadir. TUumor kesfidileri (timor markirlar) ile
ilgili arastirmalar, kanserin erken tani ve taramasinda, teoagiezerlendiriimesinde
ve hastafiin tekrar olgumunun takibinde bu markirlarin kullanimi Gzerinde

yogunlasmistir (Way B.A., Kessler G., 1996).

Tumor belirleyicileri kanda veya vicut sivilarind@mor hacreleri tarafindan
Uretilen veya tumorle gkili olarak ortaya ¢cikan maddeler olarak tanimlaKandaki
ya da salgilardaki 6lcimlere dayali olarak, timeélirkeyicileri neoplastik dokunun
normal dokudan ayirtedilmesinde kullanilabilirl&u markirlar hiicre, doku, beyin-
omurilik sivisi, serum, plazma ve siit gibi vicutilarinda bulunurlarideal bir
tumor belirleyici, kanserin tanisinda, derecelahdesinde ve prognozunda, tedavi
etkilerinin izlenmesinde, hastgin tekrar olgumunun takibinde, tumorlerin
lokalizasyonunda ve genel populasyonlarda kansami@sinda etkin bigekilde
kullanilabilmelidir. Fakat timor belirleyicileriningogu ideal tumor markir
Ozelliklerini tagimaz. Tumorle ikkili antijenler, enzimler, izoenzimler, hormonlar,
spesifik proteinler, karbohidrat epitoplar, onkolgenve onkogen urlnleri timor
belirleyicileri olarak kullanilabilmektedir (Karldya C. et al., 2003).

Karsinoembriyonik antijen (CEA), %45-55 oranindarbdohidrat iceren, 180
kDa airliginda, sedimentasyon orani 7-8 S olan bir glikopnoie CEA molekuli,
N-terminal ucunda lizin bulunan 641 aminoasitli lana protein zinciri ile yan
karbohidrat zincirlerinden meydana gelmektedir. B¢dmdrat miktari, Ozellikle
tumor orijinine b@l olarak dgismektedir. CEA, embriyonik yam slresince kolon
epitel hdcrelerinde 6nemli miktarlarda sentezleri@mor iliskili bir antijendir.
Serum CEA seviyeleri normal ygkin bireyin kolon dokusunda oldukca iktir
(2.5-5 ng/ml). CEA kolorektal kanser icin en yayduilanilan timor belirleyicidir.
Meme, akaker, mide, pankreas, mesane, tiroid, ka@gGi yumurtalik, serviks



kanserlerinde de yuksek CEA seviyelerine rastldmalfiroz, yangili bgirsak
hastalgi, kronik akcger hastalii ve pankreatit gibi hastaliklarda serum CEA dizeyi
artis gosterebilir. Gunumuizde serumdaki CEA miktarlakglorektal kanserli
hastalarin klinik acidan gerlendiriimesinde ve etkili bir tedavi sonrasindstalgin
izlenmesinde, kemoterapi veya radyoterapi uygulaname, akger ve beyin zari
kanseri hastalarda operasyon sonrasi kansegingelin belirlenmesinde etkin bir
sekilde kullaniimaktadir (Crawford N.P.S. et al.03). CEA’ya yonelik monoklonal
antikorlar, tek olarak ya da ghbr tumoér belirleyicileri ile birlikte kolorektal
adenokarsinom tanisinda oldukc¢a etkili kakilde kullaniimgtir (Alvarez J.A. et
al.,1995).

Bu tez camasinda hibridoma tekdii kullanilarak, kolorektal kanserin tumor
belirleyicisi olarak tanimlanan ve ilk onkofetal tgenlerden biri olan
karsinoembriyonik antijene kar monoklonal antikor Uretimi amaclangtr.
Calismadan elde edilen monoklonal antikorlarin kolorekenserli hastalarda gir
hastalik bulgulariyla birlikte derlendirilerek kullaniimak Gzere kanserli dokularin
tanisina, tedavinin izlenmesine, timorlu bélgeldrelirlenmesine ya da ilgili tani

kitlerinin olusturulmasina katki gfdayaca distinulmektedir.



2. GENEL BILGILER VE KONU ILE ILGILI
CALI SMALAR

2.1. TUmor Belirleyicileri

Kanda ¢ozundr molekdller halinde bulunan timor rielicileri, monoklonal
antikorlar tarafindan tespit edilebilen gumlukla glikoprotein yapisindaki
antijenlerdir (Perkins G.L. et al., 2003).

Ik bilinen timor belirleyici 1846 yilinda Henry Bes-Jones tarafindan
bulunan, multiple miyelomali hasta idrarinda®Gle coken ve kaynatilinca
kaybolan Bence-Jones monoklonal immunoglobuliniif aanciridir ve halen timor

belirleyici olarak kullaniimaktadir (Diamandis E.R2002).

1996 yilinda yapilan Amerikan Klinik Onkoloji Bigh (ASCO) toplantisinda
tumor belirleyici cagmalari icin Tumor Marker Utility Grading System (TMGS)
adi altinda bir cerceve cizilgtir. Buna gore timor belirleyicileri belirli kategtere

ayrilmustir:

1. Tanida kullanilan timor belirleyicileri:  Bu timor belirleyicileri malign
(k6th huylu) hastaga ve ilgili dokuya 6zgu olmalidir. Bu tip belirleyierin benign
(iyi huylu) hastaliklarda ve Bka organlarda belirlenmesi mimkin olmamalidir.
Ayrica duyarllgl ve spesifitesi yuksek olmahdir. Bu 6zg#i sahip olan timor

belirleyici, tanida ve tedavinin seciminde buyillketntgimaktadir.

Tanida kullanilan timor belirleyicilerinin alt grubolarak kabul edilen
belirleyiciler, taramada kullanilan timor belirleyeridir ve populasyon icinde
kanserli bireylerin belirlenmesinde yararlanilirlaBu tip belirleyicilerin de

duyarliliginin ve spesifitesinin yiksek olmasi gerekmektedir.



2. Prognostik belirleyiciler: Bu gruptaki belirleyiciler hasta@in gelsimi ve
hastanin gele@ acisindan bilgi veren belirleyicilerdir. Genelk ilk tedavi
suresince kullantlirlar ve hastanin sonraki tedmgarisini gosterirler. Bu markirlar

hasta sistemik tedavi almadan once test edilmeiegavi boyunca yinelenmelidir.

3. Prediktif (6n tanida kullanilan) belirleyiciler: Hastanin tedaviye vergi
cevabi veya direnci gdsteren belirleyicilerdir. gtrostik belirleyiciler hastaiin
ilerlemesini veya tekrarini belirleyebilirler. Buelzeple, bircok belirleyici hem
prognostik, hem de prediktif belirleyici olarak lanilabilir. Yapilacak olan der
calismalarla, yeni ve guclu prediktif belirleyicilerinulunmasi halinde tedavi
teknikleri gelsecek ve tedavi secimi kolagkacaktir.

4. Tedavinin izlenmesinde kullanilan belirleyiciler Bu belirleyiciler klinik
uygulamalarda yararli olan belirleyicilerdir. Bunléedavi esnasinda kullanilan,
tedavi etkinlgini ve tedaviye cevabi gosteren belirleyicilerdiredavi esnasinda
yukselen timor belirleyici duzeyleri ilk tedavi imin deSistirilmesi gerektgini
gosterir (Chan D.W. et al., 2002).

Tumor Dbelirleyicilerinin ¢gu neoplastik hicrelerden (tumoér hicrelerinden)
turevlenirken, timdr ogumuna ya da yayillimina yanit olarak organizma tadain
da Uretilebilirler. TUmor belirleyicileri farkll decelerde timor spesifitesi gosterirler.
Spesifik bir doku tipine 6zgu, secici 6zellikteafietoprotein (AFP), tiroglobllin ve
prostat-spesifik antijen gibi timaor belirleyicilevardir. Bu markirlar dgru teshisin
konulmasinda 6nemli rol oynarlar. Musin, sitokerate karsinoembriyonik antijen
gibi diger tumor belirleyicileri ise ¢gtli doku tipleri ve ilgili neoplazmalar ile
ili skilidirler. Bu markirlarin dguk secicilik 6zellikleri, klinik uygulamalarda her
zaman g6z 6nidnde bulundurulmalidir. Bircok timdirlegicinin normal ve yangili

hastaliklarda da o$tugu gozlenir (Seregni E. et al., 2001).

Tumor belirleyicilerinin - serumdaki  miktarlari ghr testlerle birlikte
deserlendirildigi zaman bazi kanser turlerinin belirlenmesinde amidinda etkili

olabilir. Tumoér markir seviyeleri tek bama kanser tanisinda yeterligidir:



- lyi huylu timorlerin variginda tumor markir seviyeleri artabilir.

- Her kanserli hastada 0Ozellikle hastah erken safhalarinda tumor markir
seviyelerinin yiksek olmagh goruldr.

- Birgok timor belirleyici 6zel bir kanser turt i¢cspesifik dgildir; bir timor
belirleyicinin kandaki miktari birden fazla kanséiriinde aryy gdsterebilir
(http://cis.nci.nih.gov/fact/5_18.htm).

Ideal bir tumor belirleyici sadece belirli bir kansi@rl icin spesifik ve kanserin
derecesini gosterecek kadar duyarli olmahdir. Timdarkir testinde gereken
orneklerin kolayca elde edilmesi gerekir ve bungin serolojik 6érnek tercih edilir.
Tamor markir testinin uygulanmasi kolay, hizli, giiir ve hastafiin evresi ile
tedaviye alinan yanitin arasinda uygunlulamalidir (Crawford N.P.S. et al.,
2003). Gunumuzde prostat-spesifik antijen (PSAindia timor belirleyicileri, tumor
hiicrelerinin tanimlanmasinda yeterli duyaghlive spesifiteye sahip gi&dir. Fakat
tumor belirleyicileri normal hastalarla kanserliskaarin ayirtedilmesinde, tumoér
hicresinin tanimlanmasinda ve kanser takibinde Jegmser tedavisine alinan
yanitin izlenmesinde etkin bir rol oynarlar. Hagdal tekrarlanmasi bakimindan
hastalarin takibinde, sadece etkili bgdavi yonteminin uygulanagadurumlarda
kandaki tumor markir seviyeleri belirlenmelidir ¢(8gni E. et al., 2001; Perkins G.L.
et al., 2003).

Tumor antijenleri hem monoklonal antikorlar hem piiklonal antiserumlar
tarafindan tanimlanan ve genellikle onkofetal entgr olarak isimlendirilen
markirlari icerirler. Onkofetal antijenler sadecankerli hiicrelerde @&, normal
fetal hicreler Gzerinde de yer alirlar. Bu antgenlimmin sistemin heniz
gelismedigi embriyonik gelgim evresinde ortaya c¢ikarlar. En iyi bilinen onkafe
antijenler karsinoembriyonik antijen ve alfa-feto@indir (Kuby J., 1994;

http://www.tc-cancer.com/tumormarkers.html ).



2.1.1. Karsinoembriyonik ~ Antijen  (Carcinoembryonic
Antigen = CEA)

Karsinoembriyonik antijen, normal mukoza hicreldarbulunan ve 6zellikle
kolorektal kanser gibi adenokarsinomlarda seviyelartan bir onkofetal
glikoproteindir.ilk kez 1965 yilinda Gold ve Freedman tarafindarkbion kanserli
doku drnginden izole edilmgtir (Gold P., Freedman S.O., 1965). Yapilanspahda
kolon adenokarsinomlarinin ekstraktlari ileg@viar immunize edilngtir (Shuster J.
et al.,1974). Tayan antiserumu ile gakl insan kolon dokusu ve serumunun jel
diffizyon teknikleri ile absorbe edilerek yapilaaligmalar sonucundaantijenin
hepsinin endodermal olarak gastrointestinal sisteatienokarsinomlarindan kdken
aldigi anlgiimis ve timdre 6zgu oldiu kabul edilmgtir (Shuster J. et al.,1974; Kraft
S.C., Kirsner J.B., 1976; Loewenstein M.S., Zamkh&t, 1977). Bu antijen,
gebelgin ilk iki tG¢ aylik slrecinde (trimestri), fetal vembriyonik b&irsakta,
karacgerde ve pankreasta da saptagimi Gold ve Freedman, bu antijeni, timor
dokusu ve embriyodaki @dimi nedeniyle ‘karsino-embriyonik antijen’ olarak
adlandirmglardir. Boylece CEA tumoér #kili antijenler (tumour-associated
antigen/TAA) arasinda yer algtir (Dykes P.W., King J., 1972; Haubrich W.S., Berk
J.E., 1976;. Kraft S.C., Kirsner J.B., 1976).

CEA normalde sgikh bireylerin kaninda az miktarlarda bulunurkkanserli
kisilerde ya da bazi iyi huylu timorlerin vaninda serumdaki seviyeleri artabilir.
CEA'ya yonelik monoklonal antikorlarin tretilmesiolon, rektum, mide, pankreas,
ince bairsak, tiroid, karager, mesane, yumurtalik, meme, serviks ve @kci
kanserlerini kapsayan bircok adenokarsinomlardasegkilseviyelerde bulunan CEA
protein miktarinin tespit edilmesine olanakglaaistir. CEA'nin kandaki normal
seviyesi sigara icmeyen ygkin bir bireyde <2.5 ng/ml iken, sigara icenlerde. (<
ng/ml'dir. CEA'nin sigara i¢cenlerin %19’unda vegh&li kontrol populasyonunun
%3’'Unde yuksek seviyelerde olglu bulunmugtur. Serumda 10 ng/ml'den fazla CEA
markirinin bulunmasi genellikle kanser @lmunu gdsterir. Kanser glumu dsinda
peptik Ulser, divertikilit, pankreatit, yangill kalbagirsak hastafii, kolelityazis

(safra tal olusumu), siroz, hepatit, hipotiroidizm, safra tikamgk| brorsit ve bobrek



yetmezlgi gibi akut ve kronik iltihabi hastaliklarda seru@EA deserleri artg
gOsterebilir (Horig H. et al., 2000; Seregni Eakt 2001; Perkins G.L. et al., 2003).

Karsinoembriyonik antijen der CEA ailesi lyelerine ait CD 66 grubunun bir
alt tipi olan CD66e hiicre ylzey reseptoriine sah{ptadjic O., 1989). CEA hicre
yuzeyinden dokulararasi faoga oradan da kanserli hastanin kan galana
gecebilir (Thomson D.M.P. et al., 1969).

2.1.1.1. Biyolojik Ozellikleri

1986 yilinda yapilan immunolojik ¢caitnalar, CEA'nin buyidk bir hiicre-ylzey
protein ailesinden meydana geljidii gostermgtir. CEA gen ailesi, 19. kromozom
Uzerinde tanimlanmgiiki grupta, 19913.1 ve 19913.3 arasindaki 29 gemzbri baz
dizilimlerini kapsar (Beauchemin N. et al., 1987mmermann W. et al., 1988;
Thompson J.A. et al., 1989). CEA ailesinde 36’dazid glikoprotein tanimlanmtir.
CEA molekili % 45-55 oraninda karbohidrat icereB0 kDa &irliginda bir
glikoproteindir (Seregni E. et al., 2001).

Klonlanms CEA gen dizilimi ile ilgili calsmalar, CEA proteininin 107
aminoasitlik bir NH-terminal baz dizisi, bunu izkEy her biri 178 aminoasitten
olusan oldukca korunmy birbirine disulfit bglari ile bali homolog ¢ domaini
iceren tek bir polipeptid zinciri (Oikawa S. et,dl987; Benchimol S. et al., 1989) ve
26 aminoasitlik bir hidrofobik C-terminal bolgesemolytugunu gosternstir. CEA,
glikozilfosfatidil inositol (GPI) kismindan kovalenolarak hicre membranina
baglanir ve bu 6zelfii ile CEA ailesinin dger tyelerinden ayrilir (Hefta S.A. et al.,
1988). Karbohidrat yan zincirleri, CEA molekull iinele tanimlanngi 28 potansiyel
Asn-bali glikozilasyon bdlgesi ile protein kor bélgesibeglanir (Benchimol S. et
al., 1989). CEA ve ilgili molekullerin domain yapi$gG’nin agir o-zincirinin
domain yapisina olduk¢a benzerlik gésterir. Bu negl@emminoglobulin gen stper
ailesine dahildir (Seregni E. et al., 2003¢Kil 2.1).
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Sekil 2.1.Karsinoembriyonik antijenin molekul yapisi (Horig &t al., 2000).
2.1.1.2 immiinolojik Ozellikleri

Insan timorlerinin antijenik Ozelliklerini  aciklamalgin  desisik yollar
izlenmitir. Cesitli immanolojik yontemler kullanilarak, timor dokuna kagi olan
himoral-hiicresel immuan yanitlar belirlegnvie timorlt hastalarin ganda, kendi
timorlerine kagi immun yanitin geftigi gorilmistir. insan timor antijenlerini
aciklamak icin dier bir yaklgim, insan timor dokusu ile heterojen hayvan tinleri
immunizasyonu esasina dayanir (Shuster J. et9q4)1

1968'de, lokalize kolon tumorli hastalarda, CEAKkas1 anti-CEA antikorlari
bulunmuytur. CEA'ya kasi gelisen himoral immuniteden antijenin karbohidrat
kismindaki antijenik determinantlarin, hicresel iiamiteden ise daha c¢ok protein
kisminin sorumlu oldgu sanilmaktadir (Dykes P.W., King J., 1972). Safldmis
CEA enjeksiyonlari ile elde edilen antiserumlardakitikorlar protein yapidadir
(Shuster J. et al., 1974). Antikorlarin, hicresebk kromatografisinde her ikisi de
IgG olan iki fraksiyona ayrilga ve immunodiffizyonla bu fraksiyonlarin her birini

CEA ile birer band verdi gorulmistur (Dykes P.W., King J., 1972).



2.1.1.3. Tayin Yontemleri

CEA tayininde kullanilan yontemler radyoimmunolope imminokimyasal

yontemler olmak Uzere iki grupta toplanabilir:

RIA ile serum ve vicut sivilarinda bulunan ng/mizelindeki hatta 1.0
ng/mlI’nin altindaki CEA miktarlari 6lculebilir (Dyds P.W., King J., 1972; Kraft
S.C., Kirsner J.B., 1976). Plazma ve serumda CB#&xabenzer glikoproteinlerin
ve diguk karbohidrat icegi olan makroglobilinlerin vargn, CEA dl¢cimlerinde
karsikliga neden olur. Bunu engellemek amaciyla, bu glikigmo ve
makroglobulinleri ekstrakte etmek gerekir (Shuskeet al., 1974). Normalde CEA
duzeyleri, perklorik asit ile ekstraksiyon ilk kade olarak kullanildsinda 2.5
ng/ml'den diguk (Dykes P.W., King J., 1972; Zamcheck N., 19p&rklorik asit ile
ekstraksiyon yapilmayan deneylerde normalin dstisis ng/ml (Shuster J. et al.,
1974) ve 20 ng/ml olarak tespit ediktii (Dykes P.W., King J., 1972).

Munjal ve arkadglari (Munjal D., Brady P.G., 1978) yaptiklari bialgmada,
kolonda CEA tayinini immunodiffizyon ve immunoeleXbrez yontemi ile
yapmslardir. Coller ve arkadgari, radyoimmunoelektroforetik Beama yontemini
agar jel plaklarinda uygulaghardir. Bu yontemle CEA, semikantitatif olarak ve
hizla dlculebilmektedir (Shuster J. et al., 1974).

2.1.1.4. Fizyolojisi

Imminofloresans tekniklerle, CEA'nin ¢ok az miktardgarmal yetikin
bagirsgginin limene bakan epitelyal hiicre membranlarinddyrgronik bairsak ve
kolon tumorlerinde birbirine biik konumda bulunan hicre membranlarinda
bulundgu gosterilmgtir (Beauchemin N. et al.,, 1987). CEA, normal insan
bagirsgginin distalinden mideye kadar olan bélgeden elderdrneklerde (Dykes
P.W., King J., 1972) ve kolorektal kanser nedeniyiezeksiyon yapilan
kolostomilerden alinan fecgeste (Loewenstein M.Samzheck N., 1977) ve
mekonyumda bulunngtur (Dykes P.W., King J., 1972).
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CEA'nin benign kolon mukozasinda, normakilerin kolon materyali ve
fecesinde d§ilk konsantrasyonda saptanmasi, normal ve yangdstinal mukoza
tarafindan meydana getigiinin kuvvetli kanitlaridir. Normal intestinal mukada
sentez edildii kabul edilen CEA, limene salgilanir ve feces dgari atilir
(Loewenstein M.S., Zamcheck N., 1977).

Cok fazla sigara icmeyen @ikli kisilerin %97’sinde kandaki CEA duzeyleri
normal (<2.5 ng/ml) bulunngtur (Zamcheck N., 1976). Normal ygdinlerin kolon
mukozasi doku grami baa ortalama 100 ng CEA icerir. CEA, kolonun primer
adenokarsinomunda doku gramisioa 1.000-18.000 ng, primer kolon kanserinin
karacger metastazinda 2.000-93.000 ng, primer ve meilapi@kreas kanserinde 5-
800 ng’'dir (Haverback B.J., 1976).

Kalin barsak hasta gorilen hastalarin yaklk %25’'inde kandaki CEA
miktarinin yukseldii goralmistir. Tumoéran lenf nodullerine yayilgh gozlenen
hastalarin %50’sinde ve az metastaz goérilen hastalda %75’inde CEA
seviyelerinin yiksek oldtu bulunmgtur. Az farklilasmis tumor hicrelerinin CEA
uretme olasiliklar diilkk olduzu halde, en yitiksek CEA gerleri metastaz ohumu
ile gorulmektedir (>100ng/ml) (Perkins G.L. et a003). CEA, kan serumu ve
tumor dokusu dginda, gastrointestinal sekresyonlarda vgedisistem organlarinin
sekresyonlarinda da atailmistir. CEA’ya benzer aktiviteler, immunolojik olarak,
tukrik, mide, pankreas, kolon-lavaj, asit, byomplevra sivilarinda ve idrarda
saptanmytir (Go V.L.W., 1976; Molnar I.G. et al., 1976).

2.1.1.5. Patolojisi

|. Kanserlerde CEA'nin Varli gi

a. Kolon kanserlerinde CEA: Thomson ve arkagarinin bildirdigi ilk seri
aragtirmalarda (1969), kolon kanserlerinde CEA pozkiftekansi %97'dir. Sonraki
calismalarda, CEA duzeylerinin kolon kanserinin hacmiyagyginlik derecesi ile
paralellik gosterdii ve CEA yukseklik frekansinin argu dikkati cekmgtir. 1976’da
Zamcheck ve arkadlari, bglangi¢ evresindeki hastalarda yaptiklari incelendele
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CEA yukseklik frekansinin %59'a kadar giiisint gozlemlensierdir. Birgok
argtirmaci, Dukes'’in yap@ kolon kanserlerinin evresini belirten siniflamday!
benimsemglerdir. Kolon kanserlerinde Dukes A’da CEA yiksé&kfrekansi %40,
Dukes B’'de %65, Dukes C'de %75, Dukes D’de %90akasaptanngtir. Yaygin
metastazlari olan kolon kanserlerinde ise CEA ykiksdrekansi %100’dur. Kolon
kanserleri icinde, CEA yukseklik frekansi ersdki olani sekum kanserleridir (%36)
(Dykes P.W., King J., 1972; Shuster J. et al., 1Z&ncheck N., 1976).

b. Kolon disi malign kanserlerde CEA: CEA’nin mide, meme, prostat,
mesane, bran karacgerve pankreas kanserlerindeki yukseklik frekanslablo
2.1'de gosterilmgtir. CEA, kolon, akcier ve memeden kaynak akrkanserlerin
metastazlarinda, lokalize kanserlere oranla ddhalarak yukselir. CEA dlzeyleri,
metastazlar bilinen pankreas kanserli hastalaril’'tde 10 ng/ml'den yiksek,
metastaz saptanmayanlarda ise 9 ng/ml'deyiilldibulunmgtur (Haubrich W.S. et
al., 1976; Loewenstein M.S., Zamcheck N., 1977).

Tablo 2.1. Kolon du malign kanserlerde CEA yikseklik frekansi (Shusdte
et al., 1974; Loewenstein M.S., Zamcheck N., 1977).

. CEA
HASTALIK YUKSEKL IK FREKANSI
(CEA> 2.5 ng/ml)
Sinnl sistemi kanserleri
- Mide % 35.5
- Pankreas % 61
Sindirim sistiedisindaki kanserler
- Meme % 52
- Bromg % 72
- Karacger % 62.6
- Prostat % 40
- Mesane % 33
Akut ve kronik I16semi ve lenfomalar % 47
Sarkomlar % 41

Il. Benign Hastaliklarda CEA'nin Varli g

Moore ve arkadgari 1971'de ilk kez kanser dibircok hastalikta, 6zellikle
gastrointestinal sistem organlari, bdbrek, kamrcive akater hastaliklarinda
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CEA'nin yukseldgini bildirmislerdir. CEA’nin kolon kanserlerinin yanisira benign
hastaliklarda da yukselebilmesi kolon kanseri tadeki yararini sinirlandirmasina
ragmen, Ulseratif kolitte yiksek seviyelerde olmasndexr gekiminin erken olarak
saptanmasinda CEA’'nin yararl olabilgce gostermgtir (Dykes P.W., King J.,
1972; Bullen A.W. et al., 1977; Loewenstein M.Santheck N., 1977).

Yas ve kan gruplarinin CEA konsantrasyonu Uzerine eldsi aratiriimistir.
Benign hastaliklardaki CEA dizeylerinin, genclemanda yalilarda daha yiksek
oldugu saptanmasina gmen genelde CEA’nin waile iliskili olmadigi kabul
edilmektedir. Ayrica kan grubu ile CEA duzeyleriasmnda da bir iki
saptanamangtir (Beaudonnet A. et al., 1981).

2.1.1.6. CEAnin Klinikteki Onemi

Genel olarak CEAnin klinik uygulamalari arasindaanker tanisinda,
asemptomatik populasyonda kanser taramasinda, qwogda, tedavinin
izlenmesinde, immunohistokimya, immunositokimyadakel patolojik tekniklerde,
tumor lokalizasyonunda ve terapide ise antikorglarans sitotoksik ajanlar veya
CEA geni taiyan g1 vektorleri seklindeki kullanimlari sayilabilir (Gold P.,
Goldenberg N.A., 1996).

Ileri evre kolon kanserli hastalarin %80'inden famt@a yiksek CEA
seviyelerine rastlangi halde, kolorektal kanserin erken tanisinda CEAidileri tek
basina yeterli dgildir. CEA'nin yeterli duyarliik ve spesifitede mlamasi,
asemptomatik populasyonlarda kanserirsi#ti oranda bulunmasi, bircok hatali
pozitif ve negatif sonuclarin alinmasina neden .oldfakat kolorektal
adenokarsinomlu hastalarin klinik acidageiendiriimesinde serum CEA seviyeleri
oldukga yararhdir (Gold P., Goldenberg N.A., 1996)

Mide sivisinda CEA seviyelerinin Olcilmesi mide &an riski tgiyan
hastalarin tanimlanmasinda olduk¢ca 6nemlidir (Tatd et al., 1988). Serum CEA
dizeyi mide kanserinin erkenshesinde etkili bir indikator d@ldir. Fakat ileri evre

mide kanserli hastalarin birgonda yiksek CEA seviyelerine rastlagtm (Haines
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A.P. et al., 1979; Ditrich C. et al., 1985). Yapilklinik argtirmalarda operasyon
oncesi ve sonrasi Olgcilen CEA seviyelerinin memelenve akgier kanserlerinin
deserlendiriimesinde prognostik indikatér olarak igord(gu tespit edilmgtir
(Crawford N.P.S. et al., 2003).

Gunumizde, kolorektal kanser tedavisinin izlenmasirkullanilan en iyi
yontem kandaki CEA seviyelerinin dizenli aralikdarblgtlmesidir. Kolorektal
kanserlerde timorli dokunun cerrahi midahale eataen cikarilmasi sonucunda
bir ya da dort ay icinde ylksek CEA seviyeleri natmeserine diger (Arnaud J.P. et
al., 1980). EBer kandaki CEA dizeyi normale donmezse, bu durumilga
operasyonun yetersiz olgunu ya da kanserin ggr organlara yayilgini gosterir.
Kemoterapi ve/veya radyoterapi uygulanan meme,gakcve beyin zari kanserli
hastalarda plazma ya da serum CEA seviyeleri, sgera sonrasi kanserin

ilerledigine ya da sonlangina saret eder (Gold P., Goldenberg N.A., 1996).

Tek olarak ya da der tumor belirleyicileri ile birlikte CEA'ya yondti
monoklonal antikor (mAb) teknolojisinin kullaniimaskolorektal adenokarsinom
tanisinda oldukca etkili olmgtur (Alvarez J.A. et al., 1995). Kim ve arkatia
radioimmunoguided surgery (RIGS) adi verilen bimtginle biparatopik CEA
mAbDb’larin kullanilabilecgini gdstermglerdir. RIGS yontemi ile radyoaktif olarak
isaretlenmg antikorlara bglanan tumoér hicrelerinin yaygli gama ginlari ile

intraoperatif tumorin tespit edilmesi mimkundura@iord N.P.S. et al., 2003).

Tumor spesifik antikorun  kullanilgh radyoimminolokalizasyon (RIL)
prosedurlerijin vivo'da kota huylu dokular ile iyi huylu dokularin atedilmesinde
etkilidir. Poliklonal anti-CEA antikorlari CEA aitnin diger Uyeleri ile capraz
reaksiyon verdiinden, timér dokusunun yerinin belirlenmesinde sadaormal
doku epitoplari ile capraz reaksiyon vermeyen mdémaM antikorlar kullanilir.
Yapilan bir calmada, radyoaktif olarak saretlenmg anti-CEA antikorlari
kullanilarak gastrointestinal kanserli hastalariy0¥0’'inda tumoérin yeri tespit
edilmistir. Radyoaktif anti-CEA monoklonal antikorlar kahilarak kolorektal ve
meme kanserli dokularin incelenmesi de mumkindioldG@., Goldenberg N.A.,
1996).
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Radyoimmunolokalizasyon yodnteminin yardimiyla tuntgislgelerinin tespit
edilebilmesi, bu timorlerin ayni teknoloji ile tedaedilebilecgini gindeme
getirmistir.  Anti-CEA antikorlarina sitotoksik radyoaktif addeler, ilaclar,
kemoterapotik ajanlar ya da toksinlerglzaarak spesifitesi artiriimisekilde CEA
eksprese eden tumor hicrelerine yonlendirilmeleriEA Ureten timdrlerin pasif
immin tedavisi mumkun olabilir (Gold P., Goldenb&td\., 1996).

CEA'’nin birgcok insan tumor hicresinin yizeyinde gék seviyelerde
bulunmasi, kansersacalsmalarinda etkin olarak kullaniimasinigiemistir. CEA
kanser @ calsmalari ile otoimmun reaksiyon glumu gorilmeden yuzeylerinde
CEA ekspresyonu olan hucrelere garimmun yanitin harekete gecirilmesi
hedeflenmektedir (Crawford N.P.S. et al., 2003).

2.1.2.AFP (Alfa-fetoprotein)

AFP karacger, yumurta kesesi ve gastrointestinal sistem itaatah sentezlenen
ve albimin ile benzer baz dizilimine sahip normal fetal serum proteinidir.
Hamileligin 12. haftasinda 3 mg/ml konsantrasyongana fetal plazmanin dnemli
bir bilesenidir. Dgumdan sonra serumdaki AFP seviyelerisrdégye balar ve
genellikle hamilelik dyinda sglikli kisilerin kaninda tespit edilemez. 3.5 gunlik bir
yarl dmre sahiptir ve yakin serumundaki konsantrasyonu 20 ng/ml'den aatfiay
B.A., Kessler G., 1996).

AFP seviyelerinin ar§1, primer karagier kanserinin, yumurtalik ya da testis
Ureme hicresi kanserinin vaimi gosterir. Hepatoseluler karsinoma (HCC) icin
AFP’nin duyarlilgr %98 ve spesifitesi %65 oldundan HCC igin en uygun
belirleyicidir. Ayni zamanda, AFP seviyesi i¢cin HG@&nisinda prognostik indikator
olarak & gortr. AFP’nin hCG ile kombinasyonu, Greme hucré&morlerinin
tanisinda, derecelendiriimesinde ve izlenmesindelkgia yararlidir. Nadiren mide
kanseri gibi dier kanser tirlerinde de serum AFP seviyeleri aa&P dizeyinin
artmasina sebep olan kanserin gorul@edurumlar ise siroz ya da hepatit gibi
benign karag@er hastaliklari, Wiscott-Aldrich sendromu ve hailikle
(http://cis.nci.nih.gov/fact/5_18.htm).
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2.1.3. PSA (Prostat Spesifik Antijen)

PSA, prostat dokusunda ve az miktarda sut, amnigonsi ve meme
dokusunda bulunan bir serin proteazdir. slgn erkeklerin kaninda duk
konsantrasyonlarda bulunur ve tim prostat hicrabmafindan dretilir. Prostatit,
benign prostat hiperplazisi (BPH), akut Uriner rdtatulmasi gibi benign prostat
hastaliklarinda ya da prostat bdlgesindeki malignsler olgumlarinda serum PSA
seviyeleri artabilir. Bu durumda bu hastaliklarynrgedilmesi guclgir ve yiksek bir
PSA seviyesi kanser tanisi icirgdr testlerin de gerekli olgunu gosterebilir. 50 ya
Uzeri tim erkekler icin dijital rektal incelemede ikandaki PSA seviyelerinin
Olcimleri her yil yapilmaktadir. Taramadaki kullemna ek olarak PSA siklikla
prostat kanser tedavisinin izlenmesinde kullanfWay B.A., Kessler G., 1996;
http://www.survivingandwinning2.com/breakthroughmaging/tumor-markers.htm).

2.1.4. CA15-3

Serum CA 15-3 seviyeleri, meme kanseri Ozellikkeriilevre meme kanseri
teshisi konmy bayanlarda tedavi surecinin izlenmesinde etkin aphar. Meme
kanserinin erken safhalarinda da nadiren CA 15:8yslkeri artar. Yumurtalik,
akciger ve prostat kanserleri de serum CA 15-3 duzeyiikselmesine neden olur.
Benign meme ya da yumurtalik hagtgliendometriyoz, iltihabi pelvik hastalive
hepatit gibi kanser ginda gorilen hastaliklarla kandaki seviyeleri atiab
Hamilelik ve emzirme de CA 15-3 dizeyinin artmasimeden olabilir
(http://cis.nci.nih.gov/fact/5_18.htm).

2.1.5. CA19-9

Ilk olarak kolorektal kanserli hastalarda gozleneA €9-9, ayni zamanda
pankreas, mide ve safra kanali kanserlerinde tammmgtir. Arastirmacilar, pankreas
kanserinin oldukca ilerlemesi sonucu hastalarda TA9 seviyelerinin arggini
gOstermglerdir. Safra tar olusumu, pankreatit, siroz ve kolesistit gibi hastalrkia
da serum CA 19-9 seviyeleri artabilir

(http://www.tc- cancer.com/tumormarkers.html).
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2.1.6. CA 27-29

Meme kanseri, yumurtalik ve akeir kanserlerinde, normal hamilgh ilk g
ayinda, benign meme hasgahda, siroz ve hepatit gibi karger hastaliklarinda
yuksek seviyelerde bulunur. Meme kanserinighi@ icin yeterli duyarlilga ve
spesifiteye sahip @édir ve benign meme hastgina sahip hastalarin erken evre
kanserli hastalardan ayirtedilmesinde kullaniinfeakat CA 27.29 yeniden gsdin

meme kanserinin erken tanisinda etkilidir (Way Biessler G.,1996).

2.1.7. CA125

Ovaryum kanserlerinin %80’inde gorulen bir antijgn&arenin insan ovaryum
kanser hucre dizisi ile ggiklanmasi sonucunda elde edilen bir monoklonakanti
(OC 125) tarafindan tanimlanir. CA 125 genelliklearyum kanserli hastalarin
serumunda bulungundan markir olarak kullanimina skin calsmalar
surdurdlmektedir. Uterus, boyun, pankreas, k@eacig@us, kolon, akger, meme
ve sindirim kanali kanseri gibi gier kanser tirlerinde serumdaki dizeyi artabilir.
Endometriyoz, iltihabi pelvik hast&l, peritonit, pankreatit, kargger hastak gibi
kanser duindaki hastaliklarda, menstriasyon ve hamilelikesbimde de yuksek CA
125 seviyelerine rastlanabilir. CA 125 yumurtaligankeri icin tedavi yonteminin
belirlenmesinde ve hastalarin takibinde kullanilKkemoterapi tedavisi goéren
yumurtalik kanserli kadinlarda seviyesininsdiesi, genellikle kanserin tedaviye

verdigi yaniti gosterir (http://www.tc-cancer.com/tumomkexrs.html).

2.1.8.CAT72-4

Yumurtalik kanseri ve gastrointestinal sistemdeatukanserler icin kullanilan
yeni bir testtir ve yumurtalik kanseri icin uyguieam CA 125 testine yardimci
niteliktedir (http://cis.nci.nih.gov/fact/5_18.htm)
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2.1.9. Enzimler

Enzimler ya da izoenzimler tumar belirleyici olaraidlaniimak yerine hastalik

safhalarinin dgerlendiriimesinde kullanilirlar.

a. Asit fosfataz: Bu enzim primer ve metastatik prostat kanserlerino@mal
prostatta yuksek konsantrasyonlarda bulunur veahgst ileri safhasinda hastalarin

takibinde kullanilabilir.

b. Galaktozil transferaz II: Cssitli kanser turlerinde 6zellikle gastrointestinadtem
kanserlerinde yiksek seviyelerde bulunan galakttahsferazin bir izozimidir.
Kolon kanserlerinde, bu enzimin seviyeleri hagtaliderecesine ve ggimine bal
olarak dgisir. Pankreas kanserinde malign hagiali benign olandan
ayirtedilmesinde bu enzimin CEA vezdr testlerden daha duyarli ve spesifik @alu

goralmastar.

c. Noron spesifik enolaz (NSE):Beyin ve noéroendokrin dokusundaki glikolitik
yolda rol oynayan bir izozimdir. Noroblastom, Wilntsimori (nefroblastom),
melanom ve tiroid, bobrek, testis ve pankreas k#insastalarda tespit edilmtir.
Ozellikle néroblastomlu hastalarda NSE seviyesidlgimi hastagin derecesi,
hastanin tedaviye vegiyanit ve prognozu hakkinda bilgi verebilir (htfpawvw.tc-

cancer.com/tumormarkers.html).

d. Laktat dehidrogenaz (LDH) : Her turli kanser ve ger bircok hastalikta LDH
seviyeleri ary gosterdginden belirli bir kanser tirinin tanisinda kullambz.
Testis kanseri, Ewing sarkomu, Hodgkigtdienfoma ve bazi I6semi tirleri gibi
kanser tedavilerinin izlenmesinde kullanilabilir.alld yetmezlgi, hipotiroidizm,
anemi, akagier ya da karager hastaliklarinda da yuksek LDH seviyelerine

rastlanabilir.

e. Prostatik asit fosfataz (PAP):Normalde kanda az miktarda bulunurken bazi
kanserli hastalarda serum PAP seviyeleri artabfAP’In prostat tarafindan

retildigi bilinmesine r@men, testis kanseri, I6semi ve Hodgkigtdlenfoma,
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Gaucher hastall, Paget hastall, osteoporoz, siroz ve hiperparatiroidizm gibi
kanser olgumu dsindaki durumlarda da yuksek PAP seviyelerine raatbdir
(http://cis.nci.nih.gov/fact/5_18.htm).

2.1.10. Hormonlar

Benzer hormonlarla ¢cok az ¢apraz reaksiyon veredayhi¢ ¢capraz reaksiyon
vermeyen bir hormonun spesifik olarak tanilanabdimehormonlarin tamor

belirleyicileri olarak kullanilabilmelerini ggamistir.

a. Insan koryonik gonadotropin (Human chorionic gonadotropin= hCG):

Normalde hamilelik doneminde plasenta tarafindaatilén bir glikoproteindir.
hCG seviyeleri trofoblastik hastginin goruldigl tim hastalarda, tGreme hicresi
kanseri olan hastalarin %70’inde ve daha az s&lsdminomada (kkalasimi tam
olmayan testis timo)uartar. Trofoblastik timérler icin hCG'nin duyargi ve
spesifitesi yaklgtk %100’dir. hCG’nin AFP ile kombinasyonu Ureme t&$c
tumorlerinin tanisinda, derecelendiriimesinde vésgeinin izlenmesinde oldukcga
yararlidir. Testis, yumurtalik, meme, ak&i, melanoma, kargger, mide, pankreas
ve yumurtalik kanserlerinde dahasdk oranda markir agina rastlanir. Normal
hamilelik, siroz, duodenal Ulser ve yangilglyaak hastafi gibi bazi kanser
disindaki durumlarda da hCG seviyeleri agosterir. hCG seviyeleri timor miktari
ve tedavi bsgarisi ile ilgkilidir, tedavinin izlenmesinde ve hastah tekrar
olusumunun gozlenmesinde kullanihr  (Way B.A., KessleG., 1996;
http://cis.nci.nih.gov/ fact/5_18.htm).

b. Kalsitonin: Tiroid bezinde bulunan parafolikuler C hicreleratendan Uretilen
bir hormondur. Kandaki kalsiyum seviyelerini dizsmkde rol oynar. Kanserin
erken tghisinde kullanilabilen nadir timor belirleyiciledan biridir. Meddller tiroid
kanseri olarak bilinen parafolikiler C hiicre kaleserde kandaki kalsitonin

seviyeleri arty gosterir.
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c. Tiroglobulin: Tiroid bezi tarafindan dretilir ve bir¢ok tiroicaktalginda kandaki
seviyeleri artar. Tiroglobulin dizeyinin 10 ng/mhnistiine ¢ikmasi kanserin tekrar
olusmaya baladigini gosterir. Metastatik tiroid kanser tedavisingonuclarini
deserlendirmek icin de  tiroglobdlin seviyelerinden  gdanilabilir
(http://cis.nci.nih.gov/fact/5_18.htm).

Tumor belirleyicileri olarak kullanilan gder hormon ve polipeptid faktoérleri;
vazoaktif inhibitér polipeptid (VIP), inhibin ve gain (Way B.A., Kessler G.,1996),
mesane tumor antijeni (BTA), kromogranin A, sergamma globulin, serum Her-
2/neu, NMP22, S-100, TA-90, doku polipeptid antijen(TPA)dir
(http://cis.nci.nih.gov/fact/5_18.htm).

2.2. Tumor Belirleyicilerinin Kullanim Alanlari

A. Kanser taramalari ve teshisi: Tumor belirleyicileri genellikle kanser tanisinda
kullaniimazlar. Kanser belirtilerine rastlanmayaastalarda kanserin st@si icin
gelistirildikleri halde, bu gorevi sadece prostat-sp&séintijen (PSA) yerine getirir.
Fakat bu markirlar, daha 6nce kansersahu gorilmemy bir hastada kanserin

kaynainin belirlenmesine yardimci olurlar.

B. Kanserin yeniden olgumunun belirlenmesi: Tumoér belirleyicileri hastagin
yeniden olgmasi durumunda erken taninin konulmasinda kullaitirlar. Meme
kanseri tedavisi goren bircok bayanda, kandaki C&31seviyeleri her wyil
Olcilmektedir. Boylece hastada kanser belirtisiigfoeden kanserin tekrar glma
olasilgl tespit edilebilmektedir. Fakat hicbir tumoér blyici bu konuda yeterli
duyarliiga sahip olmagindan uygulanan testin guvenigli tam degildir.
Gestasyonal trofoblastik tumorler, prostat, epaélgvaryum, yumurtalik ve testis
ureme hcre kanserleri icin etkili bir tedavi sewala kanda ilgili timor belirleyici

seviyelerinin olctilmesi yararli olabilir.

C. Kanserin ileri evrelerinin tespiti: Tumor belirleyicilerinin yaygin olarak ileri
evre kanser tedavisi goren hastalarin izlenmesikdianildigli bilinmektedir.

Uygulanan tedavi yonteminin yeterli olup olmgau belirlemek amaciyla, kandaki
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tumor markir seviyelerinin dlglilmesi gds rontgen filminin ¢ekilmesinden,
bilgisayarlh tomografi (CT) ve der birgok testin defalarca yapilmasindan daha kolay
ve ucuz bir yontemdir. Kandaki tiumor belirleyici ktarinin azalmasi tedavinin
yeterli oldyunu, timér markir seviyelerinin  artmasi ise tedgdinteminin
degistiriimesi gerektgini gosterir. Bu durum ile ilgili istisna ise kanse belirli bir
kemoterapi tedavisine ¢ok duyarli olmasidir. Kemegte birgcok kanserli hiicrenin
hizla 6lmesine ve ¢ok miktarda tumor belirleyicikiin dolaimina gegmesine neden
oldugundan kandaki markir seviyeleri gecici olarak artar

(http://'www.cancer.org/docroot/PED/content/ PED 2 BumorMarkers.htm).

D. Tedavinin izlenmesi: Bazi tumor belirleyicilerinin serumdaki miktarlanygun

tedavi yonteminin secilmesine, bazi kanser tlrteirhastafiin hangi evrede
oldugunun gosterilmesine, tedavi sirasinda hastaninviggglaverecgi yanitin

izlenmesine ve uygulanan tedavinin etkimliin deserlendirilmesine yardimci olur
(http://cis.nci.nih.gov/fact/5_18.htm).

E. Immun tanidaki rolii: Tamor ile iligkili antijenlere kagi tretilen radyoaktif
isaretli ya da tek olarak kullanilan monoklonal aatliar yiiksek antijen seviyelerinin
veya belirli bir bélgedeki antijen vaginin belirlenmesi amaciyla timaor tanisinda
etkin bir sekilde kullanilabilirler. Monoklonal antikorlar fllilasmams timor
hicrelerinin tanimlanmasinda ve kemilgiilibeyin omurilik sivisi, lenfoid organlar
gibi vicudun belli bdlgelerindeki mikrometastaztaritespit edilmesinde de
kullantlirlar (Roitt I. et al., 2001).

2.3.Monoklonal Antikorlar ve Hibridoma Teknolojisi

1960’larin balarina kadar miyeloma proteinlerinin yapisi immiogbr
tarafindan acgiklanamasgtir. Daha sonra Michael Potter, ilk olarak miyeldana
farelerde uyarilmasini gamis ve bu sayede cok miktarda monoklonal antikor
Uretebilmitir. Ancak bircok denemeye gmen enjekte edilmgi bir antijene kag
antikor sentezleyebilen tumorleri indiklemek mimkalamamgtir. Leo Sachs,
Kenko Haribata, Edwin S. Lennox ve Melvin Cohn dokiltirinde bir fare

miyeloma hicre dizisi Uretmeyi fmrmslar, fakat daha sonra bu hicre dizisi
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korunamamtir. 1973'te Richard G. Cotton, David S. SecherGesar Milstein ilk
kez hucre dizisi tarafindan salgilanan bir fare efdyna proteininin yapisal
mutantlarini kidltirde Uretrglerdir (Kohler G., 1985).

1975’te C. Milstein ve G. Kdhler, hiicre flizyonunarékete geciren bir ajanin
varhginda, belirli bir antijenle immunize edilgifarelerin dalgindan alinmy
lenfositler ile fare miyeloma hucrelerini (kemikgl kanserli B lenfosit hicreleri)
birlestirmislerdir. Ilk denemeler icin immiinojen olarak koyun kirmiznKgicrelerini
tercih etmglerdir. Olusan hibridoma hucreleri B lenfositlerinden antik@glama
Ozelliklerini, miyeloma hicrelerinden ise 6lumsikldzelliklerini almglardir. Tek
bir antijenik determinanta kgr cok miktarda antikor Ureten klonlar kuiltirde
uretilmistir. ilk kez, spesifitesi 6nceden tespit edilen bir mdao&l antikor
salgilayan flizyon hicresi kultirlerde surekli okagelistirilebilmistir. Ayni yillarda
Jonathan C. Howard ve Geofrey W. Butcher tarafindare doku uygunluk
antijenlerine kagn bir dizi monoklonal antikor Uretilngiir (Kéhler G., 1985).

Kohler ve Milstein’in gektirdigi hibridoma tekngi mAb dretiminde dnemli bir
donim noktasi olmgiur. Bu yontemle, istenilen spesifitede mAb Ureteibrit
hiicreleri segmek icgin ofturulan hibridomalarin deney hayvanlarina (farelesga
sicanlara) enjekte edilmesiyle sinirsiz sayida miAgbtimi mumkindir. Bunun
disinda cok sayida hibrit hiicre elde etmek iginvitro uygulanan cgtli yontemler
vardir. Bu Uretim sistemlerinin karisi, hicrenin ggalmasi ve mAb Uretme
aktivitesi gibi hibridoma 6zelliklerine [gadir (Geus B.D., Hendriksen C.F.M., 1998;
Breedveld F.C., 2000).

Hibridoma tekngi, monoklonal antikor tGretiminde bugtine kadar kullan en
etkili yontemdir ve argirma-tanilama materyalleri olarak monoklonal aoti&rin
gelistiriimesinde bircok ticari firma tarafindan rutinlasak kullaniimaktadir.
1975'ten beri cgtli antijenlere kagi monospesifik reaksiyon gosteren 10.000’den
fazla hiicre klonu gefiirilmistir. Fakat bilinen bircok enfeksiydz ajana yonatiib
heniliz Uretilmemngtir ve yeni ortaya cikan enfeksiyon hastaliklarkaasi tedavide
kullaniimak tGzere monoklonal antikor ggiime calgmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir
(Michaud G. et al., 2003).
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Hibridoma teknginin dezavantajlari arasinda; flizyogleminin c¢gunlukla
kemirgen hayvanlarin daiendaki B htcreleri ile sinirl olmasi, kimyasal Yi@n
isleminin rastgele meydana gelmesi, kompleksskatara kagi antikor tretiminin
oldukca zor olmasi, doku kultiri uygulamalari igereken besiyeri, FBS ve bunun
gibi malzemelerin pahali olmasi sayilabilir (Bedr{p., 2004).

Hibridoma tekngi bu olumsuzluklarin yanisira uygulanmasi kolayjdusica
etkili ve guvenilir bir yontemdir. Hibrit hiicrelegpitop haritalama ¢camalarinda ve
in vivo modellerde kullanilabilecek glikozillengni monoklonal antikorlar
uretebilirler. Sinirsiz sayida antikor Gretme kaeasdedirler. Homojen preparat
elde etmek icin basit bir kiltivasyon ve sgilana slemine gerek duyulmaktadir.
Serum icermeyen kultir kullanilarak da dahgudtimaliyette monoklonal antikor
uretimi gerceklgtirilebilir (Berry J. D., 2004).

Bir hayvanin immdinizasyonu (paiklanmasi) ile B lenfositleri aktif hale gelir
ve ardindan antijen Uzerindeki ¢ok sayida epitolgdsinin taninmasi sonucunda
antikor Uretimi gercekkgr. Her bir memeli B hicresi, genellikle 6-12 amasdten
olusan tek bir epitopu taniyan antikor tretme yegfame sahiptir. Tek bir B hicresi
yuzlerce antikor Uretmesine grmaen, bunlarin antijen g&ama bolgeleri benzer
yapidadir. Olgan immin yanitin derecesi enjekte edilen antij@gmimtinojenitesine
bagli olarak dgisir. Bircok farkli B hicresi tarafindan dretilen bantikor
topluluklar ceitli B hicre klonundan turevlendikleri icin polikhal olarak
isimlendirilirler. B htcreleri bir hayvandan alinip vitro kultire edildiklerinde,
herhangi bir d@isiklige uratilmams ya da oOliumsuz hale getiriimegterse hizla
olurler. Poliklonal antikor kagimindan izole edilngive dlimsuzligtiriimis tek bir B
hicre klonuna monoklonal denir. Poliklonal antikorl ile kiyaslandiinda
monoklonal antikorlar monospesifik ve homojen dkefiosterirler. Bu 6zellikler,
monoklonal antikorlari tani Kkitlerinin ve terapdékin gelstiriimesinde ve

uygulanmasinda ¢ok etkili bir materyal haline getitir (Stewart S.J., 2001).

Bircok durumda bir poliklonal antikor, tarama tesihin gelitiriimesi icin

yeterli degildir. Patojen Uzerindeki ¢oklu epitop bdlgesini ga antijeni, korunmyu
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yuzey epitoplari ile patojenin bircok serolojik sgau tanir, fakat ilgili sglari
birbirinden ayirt edemeyebilir. Konuk¢u hayvandeetien antikorlar igerisinde
polispesifik antikorlar da bulunur. Bu antikorlagdeneyde kullanilan antijen
preparatindaki kontaminantlarla istenmeyen reakdéaya yol acabilirler.
Monoklonal antikorlarin en 6nemli 0zelliklerindenirib son derece spesifik
olmalaridir. Bir hibridoma soyu getirildi gi zaman, monoklonal antikorlar buyuk
miktarlarda kolayca uretilebilirler. Ayni zamandau bantikorlarin  kullanimi,
poliklonal antikor preparatlarinda goérilen capraeaksiyonlari Onler ve
bagisiklanmg hayvanlardan ytksek afiniteli monoklonal antikorl&kolayca elde
edilebilir (Goding J.W., 1980; Berry J.D., 2004).

2.3.1.Monoklonal Antikorlarin Kullanim Alanlari

Uzun yillardan beri antijeni tanimlamak, saflemak, miktarini tespit etmek,
genetik haritasini ¢cikarmak, modifiye etmek, secwelyerini belirlemek icin ticari
serumlar kullanilmgtir. Buna kagin monoklonal antikorlar sinirsiz sayida elde
edilebilen saf kimyasal maddeler olduklari icin zanta serumlarin yerini alglar ve

antikor ile ilgili reaksiyonlarda kullanilingiardir (Kéhler G., 1985).

Monoklonal antikorlar cok ylksek spesifiteye ve idlige sahip olmalari
nedeniyle tip ve veterinerlik alanlarinda c¢ok fakkallaniimaktadir. Monoklonal
antikorlar enfeksiyon hastaliklarinin gmalmasinda, tanisinda ve tedavisinde
kullanilabilirler. Enfeksiyon etkenlerinin (bakterviriis, mantar, parazit, vs.) alt
gruplarinin belirlenmesinde, g#i hicrelerin yizey antijenik molekullerine goére
birbirinden ayrilmasinda ve antijenik haritalaringakariimasinda, molekdillerin
afinite kromatografisi yontemiyle saglarilmasinda, iyi bir proteityapisi elde etmek
icin prob olarak kullanilmasinda, hormon ve ilaglar RIA teknii ile
belirlenmesinde, s Uretiminde kullanilabilecek uygunlukta immunojerh
secilmesinde ve koruyucu antijen/epitoplarin tamasinda, kan hicrelerinin ylizey
molekdllerinin ve kan gruplarinin belirlenmesinde¢rokimya ve embriyoloji
alanlarinda yaygin olarak kullaniimaktadirlar (GagiJ.W., 1980; Coligan J.E. et
al.,1991).
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Monoklonal antikorlar, benzer histolojik gérinimdéan timorlerin yizey
antijenik molekdllerinin belirlenmesinde, kanda dm#&n veya hicrelere glanms
olan tumor antijenlerinin  ve alt tiplerinin tayia, immunotoksinlerin
hazirlanmasinda, antitimor spesifik antikorlargléatili sitotoksik ajanlarla terapide
ve tumodrle ilgili tghise yonelik cakmalarda kullaniimaktadirlar (Roitt I.M., Delves
P.J., 2001).

Teorik olarak, herhangi bir enfeksiy6z ya da yangn hastalgin klinik seyrini
degistiren bir monoklonal antikor Uretilebilir. Bu hipe#t, monoklonal antikorlarin
cssitli - klinik  hastaliklarda 6zellikle alloimmin ve oimmin hastaliklarda
kullanimina ilgkin ¢ok sayida ¢cailmanin yapilmasina onculik ettni. Monoklonal
antikorlar, romatoid artrit hastglnda yanginin dizenlenmesinde, Rh-hemolitik,
doku uyygmazlgl reaksiyonu ve kronik iltihabi arsak hastaf (Crohn hasta),
kronik astim, lenfoma, miyokardiyal enfarktiis vedihtif kolit gibi birgok hastaiin
onlenmesinde Bariyla kullaniimglardir. Son yillarda monoklonal antikorlarin
sepsisin ve septikokun patojenezisinin @giminde kullaniimasi deneysel ve klinik
alanda buyuk ilgi uyandirmtir (Pine La R.T., Hill R.T., 2001).

Monoklonal antikorlarin ve turevlerinin kanser tegande kullanimina yonelik
bircok calsma yapilmaktadir. Oncii B ve olgun B lenfositleriyiizeyinde yer alan
bir transmembran proteini olan CD20’e ariretilen bir kimerik IgG-1 olan
Rituximab (Mabthera) kanser tedavisi icin gefilen ilk mAb’dir. GUnimizde
sadece insan kdkenli bir mAb olan palivizumab (Sy®garespiratuvar sinsityal
virise yonelik olarak gatiirilmis, premattre bebeklerde brterda ve akgerlerde
gorulen displazi hasta@inin tedavisinde ariyla kullaniimgtir (Breedveld F.C.,
2000).

Monoklonal antikorlarin kanser tedavisindeki kullama iliskin bir diger
yontem, tumor hicresinin etrafina zararli radyasygni yayabilen radyoaktif
maddeleri antikorlara kgayarak onlari daha etkili hale getirmektir. Bu y&min
avantaji, tumoér belirleyicinin kodlanglitek bir timoér hicresinin hedef alinmasi ile
hicrenin yakinindaki ger tumor hicrelerinin 6lmesidir. TUmor hicrelernigoksik

oldugu bilinen kemoterapotik ilaglar da bu amagla kul@oilir. Bu yontemde
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sitotoksik ajanlar tumaor hicrelerine 6zgu yonlendide kullanilarak, sistemik ilag
uygulamalarinin doz sinirlayici yan etkileri olmaks tumor bolgelerinde yiksek
konsantrasyonlarda etki edebilirler.ger yaklgimlardan birisi de risin, difteri ya da
Pseudomonas toksini gibi bitki ve bakteriyel biyolojik toksierin dgrudan
monoklonal antikorlara lanarak kullaniimalaridir. Bunlar hicre igine
girdiklerinde dguk konsantrasyonlarda protein sentezini inhibeledee insanlarda
glcld immadn yanit olgumuna neden olurlar. Bu durum toksinlerin devanhdrak
kullanimlarini kisitlamaktadiDoksorubisin ve Calicheamisin gibi ilaclar @adan
monoklonal antikorlara tgeanabilirler. Calicheamisinin byekilde viicuda verilmesi
klinik alanda kullanimini gdarken tek bgina uygulanmasinin ise tim vicuda toksik
etki yaptg! belirlenmitir (Horig H.et al., 2000; Harris M., 2004).

IIk klinik uygulamalarda fare monoklonal antikorlakullaniimstir. Bu
antikorlarin insanlarda tedavi amach kullanimlai¢ temel nedenden dolayi
kisittanmaktadir. (1) Spesifik efektor fonksiyonaripe getirmek Uzere farenin F
domaininin, insan hicresel . Freseptorleri ile etkilgminde degisken 0Ozellik
gostermesi, (2) monoklonal antikorlarin insan viiowdhki yari-6mdrlerinin oldukca
distk olmasi ve (3) bu antikorlar ile tedavi edilenstadarin yaklglk %80’inde
tekrarlanan dozlar sonrasinda fare antikorlaringi kenmin yanitin olgmasidir.
Insan anti-fare antikor (HAMA) vyanitlarinin gmasi, mAb’larin tedavideki
kullanimlarini kisitlayan en énemli engellerderiddir Fare kokenli mAb ile yapilan
tedavi sonrasinda anafilaksi ve alerji slmu gorilebilir ve busekilde uygulanan
tedavi yonteminin etkisi 6nceki tedaviden daha bibr (Breedveld F.C., 2000;
Dijk M.A. et al., 2001).

Son yillarda genetik muhendgli yontemleri kullanilarak kimerik ya da
batindyle insansi antikorlarin Uretilmesi vesati tedavi uygulamalariyla immun
yanitin baskilanmasi kalasilan bu sorunlarin ¢6zimuinde etkili olabilir. Kirter
antikor yapilarinin %65-90'1 insan kokenlidir vetiggnin taninmasindan sorumlu
fare degisken bdlgelerinin insan antikorunun sabit ya da &fekoodlgeleri ile
birlesmesinden olgurlar. Insansi antikorlarin yakl&k %95’i insan kokenlidir ve
antikor spesifitesini  belirleyen fare antikorununok¢ desisken bolgesinin
(hypervariable region) ya da tamamlayici determtirgitgelerinin (complementary
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determining regions, CDR) bir insan antikor yapasb&lanmasiyla elde edilirler.
Insan kokenli antikorlar fare antikorlarindan dalkigiit immuinojenite gosterirler ve
Fc kismina bgl fonksiyonlarin yerine getirilmesinde daha etiilier. Fare
mAb’larinin insan kan dotamindaki yart mrt iki giin iken kimerik mAb’larinay
omra yaklaik iki haftadan fazladir. Genetik yapisi gigirilmis transgenik fare
dretiminin gelsmesi ve sentetik insan antikor kuttiphanelerininstolwlmasindaki
ilerlemeler, batindyle insansi antikorlarin ticalgekte tretimini mimkuin Kilngtir
(Bodey B., 2000; Harris M., 2004).

Hibridoma hiicre DNA’sindakigr ve hafif zincirleri kodlayan bélgelerin gen
kituphanelerini olgturmak amaciyla polimeraz zincir reaksiyonundan RPC
yararlanilir. Bu yontemde bircolga ve hafif zincir rastgele bigekilde birlstirilerek
olusan Ry Kklonlarinin istenilen antijene karantikor aktivitesi tespit edilir. Bu
teknoloji ile imminizasyona gerek kalmadan ve d&ell insan monoklonal
antikorlarinda oldgu gibi uretim gugclglyle kasgilasiimadan farkli spesifitede
milyonlarca hicre klonu tretmek, bunlarin istenikgesifitede olup olmadiklarini
hizla belirlemek ve istenilen monoklonak,Fyapilarini olgturmak mumkindur
(Benjamini E. et al., 2000; Breedveld F.C., 2000).

2.4. Hibridoma Teknolojisi ile Monoklonal Antikorla rin

Uretilmesi

Gunumizde monoklonal antikor Uretiminde; klasik riibma teknolojisi ve
immun antikor katiphaneleri olmak lzere iki temengem kullaniimaktadir.
Monoklonal antikor salgilayan hibridomalarin Gretimgin uygun olduklarindan
fareler yaygin olarak kullanilirlar. Monoklonal &uar kuttphanelerinin tretiminde
ise insan, fare, tgan ve kylar kullanilir. Bir monoklonal antikorun tani, atama
ya da tedavi amaciyla kullanimi, monoklonal antikietiminde uygulanilmasi
gereken yontemin secilmesinde etkilidir. Tanilayasicimonoklonal antikor tretilmek
isteniyorsa ve bol miktarda saf antijen varsa, ygua yontem bgasiklanms fareler
kullanilarak hibrit hicreler Uretmektir. Ancak geti saflatirilamiyorsa antikor
kutiphane olgturma tekngi kullanilabilir (Coligan J.E. et al., 1991).
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Uygun miyeloma hicre soylarinin bulunmamasi, hdmd teknginin
kemirgenler dyindaki turlerde yaygin olarak kullanimini engellgimi Birgok
laboratuvarda tayan, koyun, Sir gibi kemirgen olmayan turler icin hibridoma
teknikleri gelitirilmistir. Bu tdrler icin hibridoma fuzyonlarinin kullam hetero-
miyeloma flzyon geri ile mimkindur ve okan Kklonlar diguk kararlilk
gosterdiklerinden bu yontem yaygin olarak kullammiColigan J.E. et al., 1991).

Monoklonal antikor Uretim basamaklarini; Immiinizasyonda kullanilacak
antijen kaynginin, besiyerlerinin, mutant hiicre soyunun ve higgg@m metodunun
belirlenmesi, 2. Hayvanlarin pgiklanmasi ve immun yanitin izlenmesi, 3. Flizyon,
4. Hibrit sUpernatantlarin taranmasi, klonlanmasi dondurularak saklanmasi
olusturmaktadir (Stewart S.J., 2001).

Monoklonal antikor tretiminde doku kaykhiabnemli yer tutar. Basiklanms
bir farede kompleks bir antijene yanit olarak 1A@0000 arasinda antijene spesifik
B hicreleri olgur. Baarili bir monoklonal antikor tretimi, bu B hiicraten yeterli
miktarda secilmesine ve Uretilen antikorlarin eétkil test yontemi ile taranmasina
baglidir. Bagisiklanms hayvanlarda, immin yanit glumu artmaya bdadiginda B
hiicre havuzunun secimi 6nemlidir. Kanda sinirlidayaktif B hiicreleri bulunur. Bu
nedenle, rekombinant antikor kitiiphanelerinin yaitdaidomalarin tretimi icin kan
uygun bir lenfosit kayna degildir. Farelerdeki en iyi aktif B hiicre kaygiadalaktir.
Bagisiklanms olgun bir farenin dak B hicrelerinin yaklgk %54’Gna igerir.
Kemik iligi ve lenf nodilleri gibi antijene spesifik plazmabllarca zengin dokular
da bu glemler icin uygundurlar (Thompson M.A., Cancro M.B982; Berry J.D.,
2004) Sekil 2.2).



Mivelarma Hlcreler

ao&0000a00
= 3 ooooo0gann
3y Y | 11 4
eoo000Cca00
0390005800
Fuolietilen Glikal ile
Balbic Farenin Antijen ile Flmyvaon Hicre Kaltdr Flaklarndaki

immilnizasyanu Hikrit HOcreler

[
I Al
AN
11 YITFa et
MONOKLOMAL / REREREEE
AMTIKORLAR go80000000
T ELISA ile Hibrit

&;& Klonlarnn Taranmasi

in wiva Mah Dretimi

Sekil 2.2. Monoklonal antikor Gretimi (Shankar K.k al, 2000).

2.4.1.Immiinizasyon Protokolii

2.4.1.1. Antijen Saflgl
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Hibridoma Uretiminin 6nemli bir avantaji, saf aatij ile immunizasyon

isleminin yapilabilmesi ve bu antijene 6zgl spegiiite tespit edilebilmesidir.

Yuksek saflik derecesinde olan bir antijenlegib&lik yapilmasi durumunda

hibridoma Uretimi daha larili olur. Bu durum sadece gaau sansini artirmakla

kalmaz, immun yanitin tayininde rastlanilan prodEnm ve harcanan zamanin da

Onemli oranda azalmasinigsar (Stewart S.J., 2001).
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Saflgtirlmis lenfokin ve sitokinleri, ¢cb6zinngiihlicre membranlarini, SDS-
poliakrilamid jellerden izole edilmiprotein bandlarini ve tim hucreleri kapsayan
bircok antijen preparatlari monoklonal antikor imehde baariyla kullaniimstir.
Immiinizasyonda kullanilacak antijen preparatininigia@ntijenin hazirlagindaki
kolaylik, uygulanacak tarama testi, istenilen dktdl monoklonal antikor Uretimi
gibi bircok faktére bghdir. Istenilen 6zgunlikte monoklonal antikor salgilayan
hibridomalarin sayisini artirmak icin safialmis antijenle bgisiklama yapiimasi
uygundur. Protein safjirma slemi ile molekiller c¢@unlukla denatire
olduklarindan ve dgal formlarinda bulunmadiklarindan, sentetik peptidve
saflatirilmis proteinlerle immunizasyon sonucunda antijeni démaformda taniyan
monoklonal antikorlar Gretilir. Bu tir monoklonatté&orlar immun presipitasyon ve
immun blot cagmalarinda kullanilirlarken, hiicre yiizey antijereriflow sitometri
testlerinde ya da antijjenin gal formda bglandg fonksiyonel testlerde
kullanilamazlar (Coligan J.E. et al., 1991).

Imminojen preparatlarindaki kontaminantlar istenmewpatikor yanitlarina
neden olur. Hicre apn, BSA stabilizatorleri ya da doku kalturindeki FRfbi
kontaminantlar farelerde antikor yanitinin ghasina yol acabilirler. Saffariimig
virlis preparatlari ve rekombinant proteinler giéi antijenler ideal immunojenlerdir
ve yilksek kaliteli monoklonal antikor Uretimindekiat bir sekilde kullanilabilirler
(Berry J.D., 2004).

2.4.1.2. Hayvan Segimi

Monoklonal antikor Gretiminde fare, sican, hamster tawan gibi hayvan
turleri kullanilabilir. Belirli bir tiriin dalak hireleri kemirgenlerin miyeloma htcre
soyu ile kararli monoklonal antikor gluran hibridomalar Uretebilmelidir.
Filogenetik olarak fareden farkli hayvanlar kullanak kararli monoklonal antikor
ureten hibridomalar elde etmek oldukga glctimsan antijenleri gibi ggu
ksenogenetik antijen icin en iyi secim farelerdunlarin bakimi daha kolaydir ve
herbir farede Ig izotipine spesifik anti-lg antikon yaygin olarak bulunmaktadir.
Genellikle fare monoklonal antikorunu satlamak sican monoklonal antikorundan

daha kolaydir.immiinizasyon icin en uygunu BALB/c turt faredir. Barelerin
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dalaklari genelde ger fare sglarinin dalaklarindan daha buyuktir. Ayrica fiizyon
sonucunda okan hibridomalar tamamen BALB/c kokenli olgoadan asit sivi
aretimi icin hibrit hicreler bu farelerde Uretilmbt (Coligan J.E. et al., 1991).
Farelerin farkli inbredsoylari arasinda immun yanitin glimu bakimindan énemli
derecede bir varyasyon vardir. Ozellikle SJL faretenellikle giiclii bir immin
yanit olgumuna neden olurlar. Aktif hibritlerin Gretiimesmdjticlikle kaplasilirsa
farkl fare syglari kullanilabilir (Ledbetter, J.A., HerzenberdAL, 1979).

Son yillarda dalak hiicre vericisi olarak farelerddaha c¢ok sicanlarin
kullanimi 6nem kazangtir. Sigcanlarda hibridomalan vivo Uretildiklerinde daha
fazla hacimlerde asit sivi ya da serum salgilarurgan 1gG molekillerinin
stafilokokal protein A'ya bglanmasi ise bir dezavantajdir. Bu durumda bazkanti
saflgtirma yontemleri kullanilmahdir (Ledbetter, J.AHerzenberg L.A., 1979;
Goding J.W., 1980). Normal dondr ile miyeloma higcarasinda ne kadar biyuk bir
filogenetik ayrim olursa, o kadar kararsiz hibritedde edilir. Sican-fare hibritleri
oldukca baarnli sonuclar verirken taan-fare hibritlerinde ayni bari elde
edilememgtir (Goding J.W., 1980).

Imminizasyonda kullanilacak farelerin sgen sireleri ve zamanla
fibroblastlarin gelime goOsterme olasgh goz o6nunde bulundurulmalidir. Tipik
olarak, 6-8 haftalik fareler immunize edilir ve ¢ minde flzyon gercekigrilir.
Cesitli nedenlerle olgabilecek 6lim riskine karik en az ¢ fare benzer hbiekilde
immunize edilmelidir (Stewart S.J.,, 2001). Konukc¢hayvanin cinsiyeti
immiinizasyon glemi icin  6nemli dgildir. Immunizasyon siemi uzun
surebilecginden c¢gunlukla gen¢ hayvanlarin pgiklanmasi tavsiye edilir. Y&
hamsterlarin (>6 ay) dalaklari kullanilarak elddesdhibrit hicreler fazla miktarda
fibroblast icerebilirler (Coligan J.E. et al., 1991

2.4.1.3Imminizasyon
Normal dalak vericisinin immunizasyonu iki temel @a yonelik olarak

gerceklatirilir. Immunizasyonun ana fonksiyonu, B hiicrelerinin bolésimi ve

hibrit olusturabilecek hicrelere farklgmasini sglamaktir. Dger bir amaci ise,
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istenilen klonlar ¢galtmak ve boylece uygun hibritin elde edilgasini artirmaktir
(Goding J.W., 1980).

Ilk imminizasyon subkutan (deri alti) olarak geregtidilir ve karin
bolgesinde 2-4 farkl yeresié olarak daitilir. Ikinci immunizasyon intraperitonal
(karin zari bglugu) olarak uygulanir. Son immuinizasyon ise flizyon8ahgin 6nce
kuyruk damarindan intravendz (damar ici) olarakilverBoylece immunojenin
dalgga ulamasi ve B hicrelerinin maksimum uyarimgglsaabilir (Stewart S.J.,
2001).Immiinizasyonun g intraperitonal olarak uygularginda iyi sonuglar elde
edilebilir. Bircok aratirmaci son immdinizasyonun adjuvansiz intravenGaral
uygulanmasini dnermektedir. Bglem farede kuyruk damarindan olurken, sicanda
ya da hemstirda genellikle intraventz enjeksiyoolgulanamaz. Bu tir intravendz
immunizasyonlarin ~ oldirtiici  sistemik  reaksiyonlaraeden  olabileca

unutulmamalhdir (Coligan J.E. et al., 1991).

Ardi ardina uygulanan immunizasyaglemleri arasinda gegcen zaman Uretilen
antikorun affinitesini biiyik 6lglide etkileiki immiinizasyon arasinda gegen zaman
arttikca, antijen seviyeleri azalir ve sadece ykiksdfiniteli B hicreleri son
immunizasyona yanit verir. Qdan yanit ¢cgunlukla daha imminojenik antijene
karsi gerceklgir. Bu olayin buyutk bir kismi antijenle aktif hajelmis B hiicreleri ve
folikiiler dendritik hicreler tarafindan glurulan germinal merkezlerde meydana
gelir (Stewart S.J., 2001).

Sekonder bir baisik cevap sirasinda ortalama antikor affinitesinitmasi ve
izotip sinif donguiminidn olabilmesi icin 4-5 gunlik bir zamana ihgiyaardir.
Immiuin sistemin spesifik bir immiinojene altk yaniti IgM antikor tretimieklinde
gerceklgir. Bu yanitin olgumundan sonra, her bir B hiicresi kendi immunogiobl
izotipinden bir sinif dgisimi gecirebilir. Son hatirlatma olarak bilinen imm#asyon
isleminden dnce en az 3 haftalik bir dinlenme penyadenirse, olgan drtnlerin
IgG ve IgA alt sinifi antikorlar olduklari goruli®&andwich ELISA testi ile antikorun
belirlenmesi, antijenin immun afinite yontemiyleflagtiriimasi gibi bircok antikor
kullanim alanlarinda, stabiliteleri ve fiziksel anajlari bakimindan IgM izotipinden

ustun olduklarindan genellikle IgG antikorlari t@redilir (Stewart S.J., 2001).
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Genel olarak, bozulmaghucreler Uzerinde yer alan hicre ylzey antijenleri
oldukga immunojenik oldtundan bircok argirmaci bunlarla birlikte adjuvanlarin
kullanimina gerek duymastir. Diger taraftan, ¢ozunir proteinler genellikle sulu
cOzeltide cok zayif immunojenik 6zellik gosteritl®&u nedenle ¢ozundr antijenlerle
B. pertussis organizmasi iceren complete Freund veya incomjpletand adjuvanlari
kullaniimistir (Goding J.W., 1980).

2.4.2. Fuzyon Protokoll

2.4.2.1. Miyeloma Hucrelerinin Se¢imi

Kullanilan tipik mutant hiicre soylan SP2/0-Ag-14/3-X63-Ag8.653,
S194/5.XX0O ve FO'dir (Delves P.J., 1997). Bu miyedo hiicre soylarinin tima
BALB/c kékenlidir. Bunlar immunoglobulin salgilamlaz ve yaygin olarak flizyon
icin kullanilirlar. Bu hticre soylari %5 GO%96 nem ve 3T ortam kgullarini
saslayan steril bir inkiibatérde muhafaza edilmelide -6.10 hiicre/ml'de log
fazinda Uremeye birakilmahdir (Stewart S.J., 20Bit;ok sican ve fare tumor hiicre
soyu baariyla kullanildgl gibi SP2/0-Ag-14 fare hiicre soyu hafif ya daraincir
icermeyen bir miyeloma hucresi oglindan monoklonal antikor tretiminde tercih
edilir (Coligan J.E. et al., 1991).

Hibridoma dretiminde kullanilan en yaygin hicreildiz, 19gG; molekdillerini
salgilayan bir BALB/c miyeloma hicresi olan MOPCeil Bu hicre dizisi
Horibata ve Harris (1970) tarafindan doku kilturéinghlgilmis ve P3K olarak
yeniden isimlendirilmitir. P3K’nin azoguanine direncli bir alt dizisi Mikin’in
laboratuvarinda tespit edilmive P3-X63-Ag-8 olarak adlandirilgtir. Bu hiicre
dizisine kisaca X63 denilmektedir ve ilk kez datakreloma flzyonlarinda
kullaniimistir. Bu fizyonlar sonucunda, X63'in ve k zincirlerinin yanisira dalak
hiicreleri ile birlikte immunoglobulinlerin salgildrgl gorilmistir. Daha sonrg;
agIr zincirini icermeyen ve P3-NS1-Ag4-1 olarak isamdirilen bir hiicre dizisi mAb

uretiminde yaygin olarak kullanilgtir (Goding J.W., 1980).
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IR 983F ve YB2/O hucrelerini igceren sican miyelorhd@creleri sican
hibridomalarinin  Gretimi igin gediirilmistir. Ayrica sicanlarin Lou sundan
kokenlenen ve @r zincirler yerinex zincirlerini salgilayan 210-RCY3-AG1 sican
miyeloma dizisi de elde edilgtir (Delves P.J., 1997; Stewart S.J., 2001). GM4672
gibi lenfoblastoid hicre soylari ile flizyon sonudaninsan-insan hibridomalari
basariyla tretilebilmgtir (Newkirk M.M. et al., 1993).

2.4.2.2. Besleyici Hticreler

Besleyici htcreler genellikle timositler, makrotajl ya da fibroblastlardir.
Flzyon drUnlerinin ¢galmalarini splamak amaciyla birlikte kdltire edilirler. Bu
hicreler kaltirde zamanla olurler fakat fibroblasth bolinmelerini ve hibritlerden
daha fazla c¢galmalarini 6nlemek amaciyla bu hicreler radyasyonaruz
birakilmahdirlar. Besleyici hiicrelerin eklenmesiltkir icin her zaman avantaj@ar
ve bircok argtirmaci tarafindan bunun gerekli ofgludistinilmektedir (Stewart S.J.,
2001).

2.4.2.3. Fuzyon

1970’li yillarin bgindan itibaren iki somatik hicrenin bigtgilmesi ile
heterokaryon adi verilen bir hibrit hiicre elde éimsimkundur. Flzyorsiemi, iki
hiicrenin Sendai virist denilen aktif olmayan zavfhiis ya da polietilen glikol
(PEG) ile inkibe edilmesiyle gercekieilebilir. Bu yodntemlerle plazma
membranlari birlgtirilerek iki ayri hicrenin sitoplazma ve cekigildek bir hibrit
hiicrede biraraya getirilir (Kuby J.,1994; Stewad. S2001).

Flizyon protokolleri icin yakkak 10° miyeloma hiicresine ihtiyac duyulur.
Miyeloma hucreleri eksponensiyal buyime safhasioldaalidirlar. Eer hucreler
asiri cogalmislarsa ya da canliliklari %98-99'dan az isesdvdi bir flizyonun
gercekleme olasilg disuktir. Flzyon sirasinda dalak hicreleri ile miyedom
hicrelerinin birleme orani dnemli olmamakla birlikte en iyi sonuglarl-10:1
(dalak:miyeloma) arasindaki oranlarda elde edtim{Goding J.W., 1980).
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Hibrid hicrelerin canh kalabilmeleri igin fuzyonagonraki ilk 10 gin en kritik
donemdir. Diploid bir fare hicresi 40 kromozom djigmden bir hibrit htcre
ortalama 80 kromozom igerir. Fakat, ilk birka¢ ggimde bu kromozomlarin birgo
travmatik ve kararsiz membran flzyon olaylarindatayl kaybolur. Sonu¢ olarak
belirli kromozomlarin kaybolmasi; hicre 6limune,ctal Gremesinin durmasina,
immunoglobllin sentezleme yetem@n kaybolmasina ve buna @ga olarak

monoklonal antikor Gretmeyen hibritlerin elnasina neden olur (Stewart S.J., 2001).
2.4.2.4. Hucre Segimi

Fuzyon sleminden sonra kuiltirde bircok hicre tipi bulunufFakat,
hibridomalar ve birlgmems miyeloma hticreleri dinda bu htcrelerin timu 6lar.
Miyeloma hucreleri hibritlerden daha fazlagetaca& icin hibridomalari spesifik
olarak segmek gerekir. Bu amagla en yaygin olardlafilan yontem, hipoksantin
guanin fosforibozil transferaz (HGPRT) enzimindeoksun miyeloma hicre
soylarini kullanmak ve hicreleri HAT iceren sedi besiyerinde kilttire etmektir.
HAT besiyeri, de novo yolunu bloke eden aminoptaren salvage yolu ile DNA
sentezini sglayan hipoksantin ve timidin icerir. Bu nedenle aeel hibrit
hicrelerinin Gremesine izin verir (Kuby J., 1994e\&art S.J., 2001).

Normal hucreler her iki sentez yolunu kullanaraklettid sentezlerler. Bu
hiicrelere 8-azoguanin eklegiohide, hipoksantin guanin fosforibozil transferaz
(HGPRT) enzimi ile katalizlenen salvage yoluylaZbguanin hicrelerin DNA’sIina
girer. Baz dgisikligi nedeniyle fonksiyon gosteremeyen bu tur hicrélrler.
HGPRT icermedikleri icin salvage yolu kullanamayaficreler, 8-azoguanine
direnclidirler ve 6lmezler. Bu tiir HGPRT mutantlar 8-azoguanin kullanilarak
secilebilir ve immunoglobilinin H ve L zincirleriniiretme yetengne sahip
olmadiklarindan flzyon i¢in miyeloma hicreleri alakullanilabilirler (Golub E.S.,
Green D.R., 1991).

Ilk kez 1964 yilinda Littlefield tarafindan, pirine vpirimidinlerin temel
biyosentetik yolunun folik asit antagonisti olan iaopterin tarafindan bloke

edilebilecgi 6ne surdlmgtir. Aminopterin, bir seri karbon transferini 6nlge
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dihidrofolatin tetrahidrofata dogimuni sglayarak temel sentetik yolda 6nemli rol
oynar. Aminopterin varginda hiicre de novo yolu ile nikleotid sentezi yapawe
bu nedenle salvage yolunu kullanmak zorunda kblormal bir hiicre aminopterin
varliginda canhigini korurken bir HGPRY hiicresi tireyemez. Normal B hicreleri
HGPRT enzimine sahip olgundan HGPRT miyeloma hiicreleri ile
birlestirildi ginde olyan hibridomalar aminopterin vatinda Ureyebilirler (Stewart
S.J., 2001).

De novo yolu cagmadginda, hiicre purin ve pirimidin sentezinin yapildi
salvage yolunu kullanarak DNA sentezleyebilir. g yolunu Kkatalizleyen
enzimler hipoksantin guanin fosforibozil transfer@®GPRT) ve timidin kinazdir
(TK). Bu enzimlerin herhangi birinde meydana getamtasyon salvage yolunu bloke
eder. Bu nedenleger ortamda TK ve HGPRT enzimleri bulunursa ve hyere
timidin ile hipoksantin sélanirsa DNA sentezi gercekkbilir. Eger dalak htcreleri
TK ve HGPRT enzimlerini icermeyen miyeloma hucreléle birlestirilirse
hipoksantin, aminopterin ve timidin (HAT) icerenr tbesiyerinde sadece hibrit
hiicreler Ureyebilir. Doku kultiriinde uzun slUreaygmmadiklarindan birdeneyen
normal dalak hicreleri, aminopterin v@rhda ise birlgmeyen miyeloma hucreleri
olur. Bu sleme HAT secimi denir (Goding J.W., 1980; Golub E.Green D.R.,
1991, Stewart S.J., 20019kil 2.3).

Firimidinler Pirinler

De novo Yolu

Dra < Deoksiribonikleotidler —== Ribonlkleatidler == RNA

Aminopterin

Tk Salvage Yolu HGFRT
Tirmidin Hipoksantin
ATP Guanin

FRPF

Sekil 2.3. HAT kultir ortaminda bulunan aminopterie de novo yolunun

inhibe edilmesi ve salvage yolunun kullaniimasi§géth C., Povey S., 1995).
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2.4.3. Klonlama

Spesifik olarak monoklonal antikor Ureiti tespit edilen hibrit hicreler
klonlanabilir. Hucreler olgan hibritlerin gercekten monoklonal 6zellikte olup
olmadiklarindan emin olmak ve onlari ortamdaki mdapal antikor Ureticisi
olmayan dger hibritlerden ayirmak amaciyla klonlanirlar. Klama glemi ile tek tip
hibrit hiicresinin izolasyonu ve galtilmasi amaclanir (Goding J.W., 1980; Stewart
S.J., 2001).

Pratikte hiicre klonlanmasinda kullanilan iki yontealunmaktadir. En yaygin
kullanilan klonlama yoéntemi olan alt klonlamada &namac, htcreleri fiizyon
plaklarindaki her bir kuyucukta tek bir hicre bulnsaya kadar seyreltmektir.
Flzyondan sonra hucrelerde siklikla kromozom kaydmilir ve bu nedenle ilk
klonlama ile sadece az miktarda aktif hiicre eldkekitr. ilk klonlama klemi birkag
kez tekrarlanmali ve herbir klonlama sonrasindalkima verimlilgi ve aktif hiicre
sayisi artmy olmalidir. Sonunda hucreler kismen kararli haldeagklerdir.
Klonlama icin kullanilan ikinci yontem ise agaroel jgibi kati bir besiyerinde
hicreleri Gretmektir. Ga#tli jel sistemlerine serum, aminoasit ve antibikot
eklenerek hucrelerin Uremesi g&nir. Olwan hicre kimeleri pastor pipeti
yardimiyla besiyerinden toplanip flizyon plaklaranldarak cgaltilabilirler
(Milstein C., 1980).

2.4.4. Monoklonal Antikorlarinin Depolanmasi

Hibrit htcrelerin dlumsutzlik 6zelliklerinin korunmiaamaciyla dondurularak
saklanmalari gerekir. Antikorlar genelde oldukc¢ayatakli molekuller olmalarina
ragmen dgru sekilde saklanmazlarsa aktivitelerini kaybedebitirleOzellikle
immunoglobulinin konsantrasyonu dik ise, hiicreyi surekli dondurma ve yeniden
¢cbzme glemleri denatlrasyona neden olur. Kultir sivisinggrumun ya da
saflastirilmis hibridoma proteinlerinin liyofilizasyonu geneldé&tiaite kaybina yol
acar. Hucreler dondurulmadan saklanirlarsa kontasyion ve mutasyon riski
tasirlar. Antikor Ureten hibritler -19&’de sivi azot igerisinde dondurularak

saklanabilirler. -88C’de dondurma siemi memeli hicrelerinin  uzun sureli
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muhafazasi igin yeterli g@dir. Dondurma 6ncesi hucreler dimetil stlfokdiNISO)

iceren besiyerine konurlar. DMSO dondurmaemi sirasinda okan buz
kristallerinin olsumunu ve hicre ici organellerin zaragamalarini 6nler (Milstein
C., 1980; Stewart S.J., 2001).

2.4.5. Hibridoma Uretiminde Karsilasilan Giiclukler

a. Enfeksiyon: lyi bir doku kilttru tekngi kullanildiginda bakteriyal enfeksiyon
olusma riski azalir. Birgok agirmaci guvenlik ajani olarak penisilini ve

streptomisini (100 pug/ml) tercih etmektedir.

b. Uretim kaybi: Bazi hibritler dgal olarak dgerlerinden daha kararli olsalar da,
hibrit hiucreler genellikle kromozom kaybetmgilenine sahiptirler. Bu nedenle,
tekrarli klonlama glemlerine rgmen, bazi hicre dizilerinde Uretim kaybi gozlenir.
Baslangicta pozitif sonug¢ veren kultirlerin %50-70'endktivite kaybi olacaktir.
Salikli bir kultirde antikor Gretiminin dgimesi, Uretici olmayan varyantlarigia
drediginin bir gostergesidir. Hibridoma uretiminde hicgelisiminin invert faz

mikroskobu kullanilarak surekli izlenmesi ¢ok dnetinl

c. Hatali HAT secimi: Hucreler iyi Greme gosterdikleri halde tim supé&ndar
antikor tretimi bakimindan negatif sonuglar verigosa, bu durum HAT seciminde
bir hata oldgunu gosterir. Aminopterinin bozulmasi da bu durumealen olabilir.
HAT seciminin etkinlgi, miyeloma hicrelerinin birkag gin HAT besiyerinde
uretilmesi ile test edilebilir (Goding J.W., 1980).

2.5. ELISA Yontemi (Enzime Bali immiinolojik

Tani Yontemi)

Gunumizde enzim substragKisini temel alan biatlin ¢amalar icin kullanilan
ELISA teknikleri, 1960°'h yillardan beri giderek tan ygunlukta biyolojik ve
biyokimyasal cakmalarda kullaniimaktadir. Avremeas ve Uriel (1968, olarak
enzim karetli konjugatlari dokudaki antijenleri belirlemeeckullanmglar ve bu

konjugatlarin en az floresan konjugatlar kadar isjgesldugunu gosterngierdir.
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Engvall ve Perlmann ile Van Weeman ve Schuurs (19%1zamanli ancak farkl
enzimler kullanarak ELISA'y1 ilk kez serolojik yoetn olarak kullanmgiardir. Bu
yontemin serumun tim elemanlari ile reaksiyon vermyetengi serolojik
calismalarda 6nemini artirrgtir. Isaretli konjugat ve hedef molekul arasindakgkii
sadece protein-protein ile sinirh kalmayip protgilikoprotein, protein-glikolipid,
glikoprotein-glikolipid  ve  karbohidrat-protein  gkilerinde de bgariyla
kullaniimaktadir (Engvall E., Perlmann P.O., 1971).

Bu yontem fetal gedimin izlenmesinde, enfeksiyon hastaliklarinda, dgita
ve molekuler biyolojik yontemlerin kullanilgh Grinlerdeki mutajenik kirlenmelerin
belirlenmesi gibi birgok alanda kullanim imkani twktur. Diger klasik serolojik
tekniklere olan Ustinfiti ise sadece konjugatinsg@li gi ile sinirli degildir. ELISA
yontemi antijen-antikor ve enzim-substragklsinin katkisi ile son derece 6zgl,
duyarh, hizli, basit ve ayni anda cok sayida g@imesalsiimasina imkan veren
otomatizasyon 6zelliklerine sahiptir. Ayrica kongisgon sleminde kolay elde edilir,
toksik olmayan ve uzun émrlt enzimlerin kullaniBnau yontemi RIA ve floresan

antikor yontemine gore daha avantajli hale getitimiKoksal F., 2000).

ELISA yontemi bir serolojik testten beklenen antijgeya antikoru 6lgebilme,
kalitatif ve kantitatif sonuclar Gretebilme, antikalt gruplarini belirleyebilme,
avidite/affinite, materyallerinin kolay bulunabiliucuz ve gtvenilir olmasi gibi tim
Ozelliklere sahiptir. ELISA testi, antikor ya datiggnin tespitinde ve miktarinin
belirlenmesinde kullanilir. Antijen ya da antikoruslinen konsantrasyonlarina
dayali standart bir gi hazirlanarak bir 6rngn bilinmeyen konsantrasyonu
belirlenebilir. Genellikle antikor antijenin taniarimasini gdayan bir enzimle
isaretlenir. ELISA testlerinde en yaygin kullanilamzenler horseradish peroksidaz
(HRP) ve alkalen fosfataz (AP)'dir. Yaygin olarakllenilmamakla birlikte -
galaktosidaz, asetil kolinesteraz ve katalaz ereinde bulunmaktadir (Kuby J.,
1994).

Spesifik antikorlari, ¢ézunur antijenleri ya da reiglizey antijenlerini tespit

etmek amaciyla alti farkli ELISA sistemi kullanilktadir:
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a. Spesifik antikorlari tespit etmede kullanilan ddayli ELISA: Mg seviyelerinde
saf ya da yari-saf haldeki antijen vanhda, antiserumlarin ya da spesifik antikorlar
icin hibrit Gst sivilarinin taranmasinda bu immissay kullanilir. Antikorlar,
antijenlerin ELISA plaklarindaki kuyucuklara adserbdilmesi, kaplanan plaklarin
spesifik antikorlari iceren 6rnekler ile inklibe ledksi ve bglanmayan antikorlarin
yikanarak uzakkdirilmasi ile tespit edilirler. Protein A, protefd ile bal alkalen
fosfataz gibi konjugatlar kuyucuklara ekleninkiibasyondan sonra ganmayan
konjugat yikanarak uzakfarilir ve substrat eklenirkinci bir inkiibasyondan sonra
hidroliz olan substrat miktari bir spektrofotometya da spektroflorometre ile
belirlenir. Olgiilen substrat miktari 6rnekte bulanspesifik antikorun miktar ile
orantihdir (Kuby J., 1994K€kil 2.4).

i ;

| Yikama Yikama

| A

Antijen kapli Spesifik antikorun  n&m-konjugatli ikinci Substratin eklenmesi
kuyucuk eklenmesi antikorun eklenmesi ve renksomu

Sekil 2.4. Dolayli ELISA yontemi (Kuby J., 1994)

b. Cozundr antijenleri tespit etmede kullanilan dohysiz yarsmali ELISA: Bu
yontem ¢Ozundr antijenlerin tespitinde ya da mikéatininde kullanilir. Spesifik bir
antikorun veya mg seviyelerinde saf ya da yarisaléki antijenin varfiinda
kullanimi uygundur. Cozunur antijenlerin belirlersngin ELISA plaklari antijen ile
kaplanir ve bu plaklara Bmnan spesifik antikor-enzim konjugatlari, ¢ézuaitijen
iceren Ornekler ile inhibe edilirler. Antijen kagtuyucuklarda inhibitdr antijen ile
antikor-enzim konjugat kanminin inkiibasyonundan sonra,glemmayan konjugat
yikanarak uzakkrilir ve substrat eklenir. Orneklerde bulunanijant miktart,
substrat hidrolizinin inhibisyonu ile orantiidirevantikor solisyonunun seri
dilisyonlari ile olgturulan standart antijen-inhibisyogresinden tespit edilir (Kuby
J., 1994).

c. CoOzunidr antijenleri tespit etmede kullanilan anikor-sandvic ELISA:

Antijenin direkt olarak kati faza Bmndigl ELISA yOontemlerinden 2-5 kat daha
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duyarli oldigundan antijen tayini icin en kullagi yontemdir. Antijeni belirlemek
amacityla kuyucuklar spesifik tutuklayici antikoe kaplanir ve daha sonra antijen
iceren ornekler ile inkiibe edilir. Bnmayan antijen yikanir, enzimeghaarkh bir
antijen-spesifik antikor eklenir ve daha sonra lmnjlgat ile antijen inktibe edilir.

Baglanmayan konjugat yikanarak uzaflalir ve ardindan substrat eklenir.

Inkiibasyon sleminden sonra, substrat hidrolizinin derecesi IdiciHidroliz edilen
substrat miktari, 6rnekte bulunan antijen mikterarantilidir (Kuby J., 1994%5€kil
2.5).

. l
& s yikama g % S & %
’) Y ﬁé

Antikor kapli Antijenin Enzim-konjugatli ikinci  Substratin ekipesi
kuyucuk eklenmesi antikorun eklenmesi ve renksomu

Sekil 2.5.Sandvi¢ ELISA yontemi (Kuby J., 1994).

d. Spesifik antikorlarin tespiti i¢cin kullanilan ¢ift antikor-sandvi¢ ELISA: Bu
yontem, az miktardaki spesifik antikor v@rhda ve saf antijenin olmagl
durumlarda spesifik antikorlarin taranmasinda, agmtijene kay Uretilen farkl
monoklonal antikorlarin epitop haritalanmasinda ldlabilir. ELISA plaklari,
bagisiklanan turden elde edilen immunoglobdlin icin sflegutuklayici antikorlar
ile kaplanir. Test edilecek antikor kami kuyucuklara ilave edildikten sonra plaklar
yikanir ve antijenle inkiibe edilir. Tekrar yikamgeminin ardindan enzime Bia
spesifik antikor ile inkibasyondan sonra glammayan konjugat yikanarak
uzaklgtinlir ve substrat eklenir. Hidroliz igin pozitisonu¢ veren kuyucuklar
antijene spesifik antikorlari igerir (Coligan Jéf.al., 1991).

e. Hicre-ylzey antijenlerinin tespitinde kullanilan dolaysiz hicresel ELISA:
Hucre-ylizey antijenlerinin ya da reseptorlerinirsgiesyonu, mevcut antikorlar ya
da hicre-ytuzey molekullerine spesifikgdr ligandlar kullanilarak olgultr. Hicreler
bir hiicre-ylizey molekiline spesifik antikorlaraglbanzim ile inkibe edilirler.
Baglanmayan konjugat yikanarak uzaitlalir ve substrat eklenir. Antijen

ekspresyon seviyesi, hidroliz edilen substrat mikile orantihdir. Bu yéntem bir
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hiicre populasyonu Uzerindeki antijen ekspresyorniygswin Olcilimesinde flow
sitometri analizi kadar duyarhdir (Coligan J.Eaét 1991).

f. Hicre-ylUzey antijenleri icin spesifik antikorlarin tespitinde kullanilan dolayli
hiicresel ELISA: Yiizey antijenlerine kar tretilen antikorlar, tum hicrelerin primer
antikoru iceren bir 6rnekle inkiibe edilmesi saydsitespit edilirler. Banmayan
antikor yikanarak uzak$arihr ve hicreler daha sonra primer antikora #pes
antikorlara bglh bir enzim ile inkibe edilirler. Bdanmayan enzim konjugati
yikanarak uzakkdirilir ve substrat solisyonu eklenir. Banan primer antikorun
seviyesi hidrolize olmgsubstrat miktari ile orantilidir (Coligan J.Eaét 1991).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Cihazlar

Laminar kabin (Heraeus)

CG; inkuibator (%5 CQ %96 nem ve 3€) (VTB Binder)
Invert mikroskop vestk mikroskobu (Nikon)

ELISA okuyucu (Bio-Tek)

Spektrofotometre (Bio-Rad)

Yuksek hizli santriftij (Beckman)

Masaustl santrifj (Heraeus)

Sivi azot tanki (Tylor-Wharton)

Buzdolabi (-26C ve —76C derin dondurucu) (Arcelik)
Manyetik karstirici (IKA-Labortechnik)

Sicak su banyosu (32) (Memmert)

Vorteks (IKA-Labortechnik)

Mikropipet (0.5-100Qul) (Trefflab)

8 kanalli pipet (Trefflab)

Pipet tabancasi (Eppendorf)

Pleyt yikayicisi (Sigma)

Filtrasyon sistemi (Milipore)

3.1.2. Steril Malzemeler

96 kuyucuklu ELISA ve fuzyon plaklari (TPP)
Kultr kaplari (25 crfy 75 cnf, 150 cnf) (TPP)
Santriftj tapleri (10 ml ve 50 ml) (TPP)
Dondurma tupleri (TPP)

4, 6 ve 24 kuyulu kostar (TPP)

Otoklavlanabilir cangise (100-1000 cc) (Iso Lab)
Petri kaplari (Iso Lab)

Cam pipet (1-25 cc) (Iso Lab)
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Cam baget (Iso Lab)

Hucre kurgi (TPP)

Enjektdr (1-5 cc) (Hayat)
0.22um filtre (Sartorius)
Thoma lami (Iso Lab)
Eppendorf tupler (0.5, 1.5 ml)
Makas, pens, slizge¢

3.1.3. Kimyasal Maddeler

Freund’'s Complete (FCA) ve Incomplete AdjuvantiAF(Sigma)
Anti-fare polivalen antikoru alkalen fosfataz (AlR)njugati (Sigma)
Anti-fare IgG-AP konjugati (Sigma)

Anti-fare IgM-AP konjugati (Sigma)

Para-nitrofenil fosfat (PNPP) (Merck)

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) (Gibco)
RPMI-1640 medium (Gibco)

8-Azoguanin (Sigma)

Polietilen glikol (PEG-4000) (Merck)

Sigir Serum Albuimini (BSA) (Applichem)

Fetal Sgir Serumu (FBS) (Biochrom)

Sut tozu (Pinar)

Hipoksantin aminopterin timidin (HAT) (Gibco)
Hipoksantin timidin (HT) (Gibco)

Gentamisin (Gibco)

B-merkapto etanol (Gibco)

Dimetil sulfoksit (DMSO) (Sigma)

Glisin (Merck)

MgCl, (Sigma)

ZnCl, (Sigma)

Hepes (Sigma)

Sodyum sitrat (Merck)

Amonyum sulfat (Merck)



Tween 20 (Merck)

NaHCQ; (Merck)

NaOH (Merck)

KOH (Merck)

Monoklonal antikor izotip kiti (Roche)
Albimin bovin serum (ABS) (Sigma)
Lizozim (Sigma)

Jelatin (Sigma)

Diyaliz membrani (Sigma)

3.1.4. Antijenler

Karsinoembriyonik Antijen (CEA) (Fitzgerald Inc.)
Alfa-fetoprotein (AFP) (Fitzgerald Inc.)

3.1.5. Hicreler

Hibridoma calgmalarindaki hiicre soylari Tablo 3.1'de gostergimi

Tablo 3.1. Fizyon sleminde kullanilan hicreler

Hucre Kaynak

P3X63Ag 8.653 ATCC CRL-1580

Miyeloma tipleri
FO ATCC CRL -1646

Besleyici hiicreler Periton sivisi hiicreleriBALB/c fare

Dalaktan elde Lenfositler BALB/c fare dala
edilen hucreler

44
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3.1.6. Besiyerleri

RPMI-1640 Besiyeri: RPMI-1640 (10.3 gr), Hepes (5.96 gr), NaH{C@ gr)
tartildi. 10 M NaOH ile pH 7.2 olacajekilde ayarlandi. Steril filtreden (0.22
pm) gegcirildi. Deney esnasinda 1/1000 oraninda gesta, %10 FBS ve3-

merkapto etanol eklendi.

DMEM Besiyeri: DMEM (13.4 gr), NaHCQ(2 gr), Hepes (5.96 gr), sodyum
piruvat (%1) tartildi. pH 7.2 olacakekilde ayarlandi ve steril edildi. Bu
besiyeri kullanilirken 1/1000 oraninda gentami%ti0 FBS ilave edildi.

HAT Besiyeri: Fuzyon gleminde kullanilmak tzere RPMI veya DMEM
besiyerine %2 HAT (50X) ¢ozeltisi eklenerek handa

HT Besiyeri: RPMI veya DMEM besiyerine %2 HT (50X) ¢ozeltisilekerek

hazirlandi.

Dondurma Besiyeri: %50 FBS, %40 RPMI-1640, %10 DMSO oranlarinda
hazirlanarak hiicre dondurmgemi gerceklstirildi.

3.1.7. Tamponlar

PBS (Fosfat) Tamponu:KH,PO, (10 mM), KkKHPO, (10 mM) ile pH 7.2
olacaksekilde hazirlandi ve NaCl (0.15 M) ilave edildi.

PBS-Tween 20 Tamponu:Fosfat tamponuna Tween 20 (%0.05) eklenerek

hazirlandi.

Substrat Tamponu: ZnCl, (1 mM), MgChk (ImM), glisin (0.1 M), KOH ile
(pH=10.4) olacakekilde hazirlandi. Kullanim aninda 1 ml substratganuna
1 mg PNPP ilave edildi ve karanlikta saklandi.
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Polietilen Glikol Cozeltisi: Polietilen Glikol (2 gr), 1 ml distile su, 1 ml PBS
eklenerek 30 dakika 12@’de steril edildi. Flizyon samasina kadar 3C'de

saklandi.

3.2. YONTEM

3.2.1. Farenin Karsinoembriyonik Antijen ile Ba gisiklanmasi

Monoklonal antikor Uretiminde immunizasyon igin 6#aftalik be adet
BALB/c tiirti fare kullanildiilk immiinizasyon icin CEA, PBS tamponu icerisinde
1:1 oraninda FCA ile hazirlandi. 5 fare icin 2% CEA + 575ul PBS + 600ul FCA
hazirlanarak fare kaa 5pug karsinoembriyonik antijen olacajekilde karin zari

bosluguna enjekte edildi.

Ilk immunizasyondan sonra farelerden yiiksek antikaniti alindgindan
ikinci ve Gglincli imminizasyon icgin fare smaa 3 pg CEA kullanildi. ikinci ve
dclnct immdnizasyonda 5 fare icin, 1§ CEA + 285ul PBS + 300ul FIA 1:1
oraninda hazirlanarak karin zarishguna enjekte edildi. Fare serumlarindaki
antikor yanitinin izlenmesi icin immdinizasyon dnnda farelerin  kuyruk

uclarindan kan alindi ve ELISA testleri yapildi.

3.2.2.immin Yanitin ELISA ile Belirlenmesi

Imminizasyonsiemlerinden sonra antikor diizeyinin tespiti icin &£¥a karsl
olusan spesifik immun aktivite dolayli ELISA yontemieiltespit edildi. ELISA
plaklarindaki kuyucuklar PBS icinde 50 ng/ml CEASA ve sit tozu olacajekilde
kuyu baina 100l kaplandi ve 2C'de gece boyu inkiibe edildi. Banmayan
antijenler PBS + %0.5’lik Tween-20 tamponu ile wkaak uzaklgtirildi.
Bosluklarin bloklanmasi icin kuyucuklar 150 %1’lik BSA ve st tozu ile kaplandi.
1 saat 37C’de inkiibe edilen plaklar yikandiktan sonra, PBiide 1/100 oraninda
seyreltiimi fare serumu herbir kuyuya 1Q0 eklendi ve 37C’de 2 saat bekletildi.

Yikama sleminden sonra, kuyucuklara alkalen fosfatagéaetli 1/1000 dilisyonda
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anti-fare 19G ve IgM konjugatlari eklendi. ELISAadari 37C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra tekrar yikandi ve 1 mg/ml PNPPpssat tamponu iginde
hazirlanarak kuyucuklara eklendi. 1 saat oda sigiakia ve karanlikta bekletildi. 60.
ve 120. dakikalarda ELISA okuyucusu ile 405 nm’'desabans 6lculerek antikor
duzeyi belirlendi.

3.2.3.FuzyonIslemi

3.2.3.1. Besleyici Huicrelerin Elde Edilmesi

Flzyondan bir giin 6nce immunize olmarbir fare bu glem icin kullanildr.
Fare oldurildukten sonra bir stire alkol icerisiheé&letildi. Laminar akiml kabinde
farenin karin bolgesi steril makas ve pens yardemagildi, kuyruk tutularak dst deri
pens ile boyuna dou c¢ekildi ve periton aga cikarildi. Organlara geneden ygsiz
bdlgeden periton igerisine yakla 5 ml RPMI veya DMEM (serumsuz) enjekte
edildi ve enjektorle tekrar geri cekildi. Biekilde periton i¢ ylzeyindeki besleyici
hicreler alinny oldu. Calgilacak hicre kilttir pla sayisina gore elde edilen bu

besiyeri kagimi 100pul olacaksekilde daitildi.
3.2.3.2. Fare Dalak Hucrelerinin Elde Edilmesi

CEA ile immunize edilen fareler arasinda en yukaekkor aktivitesi veren
fare dolayli ELISA yontemi ile belirlendi. Flzyondadért gin 6nce bu fareye
hatirlatma glemi uygulandi. Jug CEA + 195ul PBS adjuvan kullaniimadan, farenin
el ve ayak iclerine, kuyruk damarina ve karin Zagluguna uygulandi. Flzyon
isleminde kullanilacak olan fare oldurdldikten sor@O’lik alkol igerisinde
bekletildi. Laminar akimli kabinde pgiklanmsg farenin sol kaburga bdlgesinden
kesilerek dalak, yadokusundan arindirilgmbir sekilde 10 ml PBS tamponu bulunan
petri kabina alinarak kucuk bir slizgecte cam bagetzildi, hiicreler aga cikarildi
ve cam pipet ile sispanse edildi. Hiucreler, PBStarmanda 1100 rpm’de 10 dakika

santrifilj edilerek 2 kez yikandi. Ust sivi atiléwktsonra ¢oken hticrelerin Gizerine 45

ml PBS eklenerek hiicre sayimi yapildi.
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ELISA calsmalarinda pozitif kontrol olarak kullanmak icin éain kalbinden
50 ul kan alindi, Na-sitrath ependorf tip icine konubde kisa sireli santrifij edildi.

Ust fazdaki serum yeni bir tiipe alindi ve numun@®G2le saklandi.

3.2.3.3. Miyeloma Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Fluzyondan 10 gin once P3 veya FO miyeloma hucrehdicre kaltlr
kaplarinda %10 FBS iceren RPMI-1640 ya da DMEM ymr$erinde c@altiimaya
baslandi.Bunun icin sivi azot tankinda dondurularak saklaarveya FO miyeloma
hiicreleri 37C sicaklikta ¢ozulip PBS tamponu icine alinarak 01ipm’de 10
dakika santrifij edildi. Hucre pelleti %10 serunl&@MI-1640 ya da DMEM besiyeri
ile ¢ozulerek kulttr kaplarina aktarildi. Birkagngsionra hiicre pasajlamgeimi icin
kultar kabindaki besiyeri atilarak yerine 5-10 n®#$koyuldu, cam pipet ya da hiicre
kiregi ile kabin zeminine yapmis olan hicreler kaldirildi. PBS iginde siUspanse
edilen bu hucreler 1100 rpm’de 10 dakika santefigli. Ust faz atildiktan sonra
coken hiicreler %10 serumlu besiyeri ile siispaniddi e 25 cnflik ve daha sonra
75 cntlik kiltir kaplarina aktarildi.

Miyeloma hicrelerinin ¢galtilmasi sirasinda kudltir kaplarina 8-azoguanin
1/100 oraninda eklenerek HGPRTmutant hiicrelerin ortamdan uzaklalmasi
saglandi. Fizyon gund kaltar kaplarindaki Ust sivdamsisede toplandi ve hicreler
pasajlanarak 50 ml'lik santrifij tipU icerisine rali ve 1100 rpm’de 10 dakika
santrifilj edilerek 2 kez yikandi. Ust sivi atilduktsonra ¢oken hiicrelerin tizerine 45

ml PBS eklendi ve hiicre sayimi yapildi.

3.2.3.4. Hucrelerin Sayllmasi

Hiicre kargimindan 25ul érnek Thoma lami (izerine alinarak 16 fiya disen

hiicreler sayildi. Formulden flzyona girecek olgsiam hiicre sayisi belirlendi.

10* (Sabit Katsayrx Lamdaki Hiicre Sayis Diliisyon Hacmi = Toplam Hiicre
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3.2.3.5. Polietilen Glikol ile Hucrelerin Birlestiriimesi

Hucre sayimi yapilan miyeloma hucreleri ve dalakréigri 1. flizyonda 1/4
(P3 miyeloma/dalak), 2. fiizyonda 1/10 (P3 miyelahatdk), 3. flizyonda ise 1/25
(FO miyeloma/dalak) oraninda bigteildi ve 1100 rpom’de 10 dakika santrifij edildi.
Ust sivi atildiktan sonra c¢oken hiicre kamna 37C’de inkibe edilen 1 ml
polietilen glikol 1 dakika boyunca yayebir sekilde eklendi. 3%'de 1 dakika
bekletildikten sonra 4 ml RPMI, 20 ml RPMI ve soarak %15 FBS iceren 20 ml
RPMI 2 dakikalik stre icerisinde hticrelerin Uzeryera bir sekilde ilave edildi.
Karisim CQ, inkiibatorde 37C'de 1 saat bekletildikten sonra santrifiij edildst sivi
atildiktan sonra ¢oken hicrelere %2 HAT ve %20 kg$en RPMI besiyeri ilave
edildi. Bir gun once hazirlanmplan besleyici hiicreler tzerine 150kuyu olacak

sekilde yuklendi.

3.2.3.6. Hibrit Hiicrelerin Secilmesi

Bu kultiir 10 giin siresince G@kubatorde 37T 'de bekletildikten sonra %10
FBS iceren HAT’lI RPMI ile beslendi. 3. fizyonda i®MEM besiyeri kullanilarak
ayni slemler tekrar edildi. Bu stre icerisinde hibrit néler HAT secici besiyerinde
cogalarak hucre klonlarn ofturdular. Flzyon hicre plaklarindaki hibrit htcrele
invert mikroskopta taranarakaretlendi. HAT besiyerinde yaklk bir ay siiresince
cogaltilan hiicreler %2 HT iceren besiyerinde en azhdfta geltiriimeye birakildi.
Olusan hibritlerin aktivitelerinin belirlenmesi icin EEA testleri yapildi ve CEA'ya
karsi spesifik olarak antikor treten hibrit hiicre klanlsecilmg oldu.

3.2.3.7. Klonlamaislemi

Fuzyon glemi sonucunda tek klondan ean hibrit hiicre soyunu elde etmek
amaclyla antijene spesifik olarak antikor Uretebrihihiicrelere sinirli seyreltme
islemi uygulandi. Bugslem ic¢in fizyonun yaklgk 10.-20. gunlerinde yiksek antikor
aktivitesi gosteren hibrit hicreler klonlama icimllanildi. Bu hicrelerin sayimi
yapildiktan sonra, 96 kuyucuklu htcre kultir plakida tek hicre olacagekilde
dagitildi (Coligan J.E. et al., 1991).
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3.2.3.8. Capraz ELISA ile Aktivite Tayini

Tek klondan olgan bu hibrit hcrelerin spesifik antikor dizeylémin
belirlenmesi icin capraz ELISA yontemi kullanild@LISA plaklarindaki kuyucuklar
50 ng/ml CEA, AFP, albimin bovin serum (ABS), linoz jelatin, FBS ve st tozu
ile 100 pl kaplanarak 2C’de gece boyu bekletildi. Bfanmayan antijenler yikama
tamponu ile uzakkrildi. Kuyucuklar 150ul %121’lik st tozu ile bloklandi ve
37°C’de 1 saat inkuibe edildi. Plaklar yikandiktan somerbir kuyucga 100pl hibrit
ust sivisi eklendi ve 8Z’de 2 saat birakildi. Tekrar yikamgleiminden sonra,
kuyucuklara 1/1000 dilisyonda alkalen fosfatagdadatlenmg anti-fare polivalen AP
konjugatl eklendi ve 3T'de 1 saat inkiibe edilen plaklar yikandi. Son aMar
1mg/ml PNPP substrat tamponu hazirlanarak herlyiudwga 100ul olacaksekilde
eklendi. 405 nm'de absorbans gge Olculdi. Renk d#ésiminin olusmasi ile
substratin parcalanma orani saptanarak CEA’'ninlifartoteinlerle olan capraz

reaksiyonlari gosterildi.
3.2.3.9. Hibrit Hicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hibrit hiicreler PBS ile yikanarak 1100 rpm’de 1&ia santrifj edildi. Daha
sonra dondurma besiyerinde yakka1-2x10° hiicre/ml olacaksekilde dondurma
thplerine alindi. Bu tupler —8Q’de bir glin bekletildikten sonra, uzun siire saklkm

icin sivi azot tankina (-196) konuldu.

3.2.4.Anti-CEA Monoklonal Antikorlarinin Safla stirilmasi

3.2.4.1. Anti-CEA Monoklonal Antikorlarinin Serumlu ve Serumsuz

Besiyerinde GegiOlgekte Uretilmesi

8B6 ve 8E1 anti-CEA monoklonal antikorlarini gerdlcekte tretmek igin
siraslyla %10, %5 ve %0 FBS iceren RPMI besiyerifslent ve 150 criilik kiiltir
kaplarinda, iki gunluk araliklarla galtildi. 1100 rpm’de santrifijlendikten sonra
hiicre st sivilari “€’de saklandi (Bgalp A. et al., 2000).
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3.2.4.2. Amonyum Siilfat Coktiirmeislemi

%210 serumlu ve serumsuz ortamda uret8&6 ve 8Elanti-CEA monoklonal
antikorlarini igeren kultur Gst sivilari Gzerine Sodraninda amonyum sulfat, gk
bir ortamda 30 dakika icerisinde manyetik kiarici yardimiyla yavayava eklendi.
Bu sekilde gece boyu°€’de bekletildi.

3.2.4.3. Anti-CEA Monoklonal Antikorlarin Distile Suya Karsi Diyalizi

Elde edilen 8B6 ve 8Eanti-CEA hibrit hiicrelerin monoklonal antikor izpti
kiti ile immunoglobdlin tiplerinin IgM oldgu belirlendi. Bu tip antikorlar i¢in uygun
olan bir saflatirma tekngi kullanildi. %10 serumlu ve serumsuz besiyerindaig
Olcekte Uretilen anti-CEA monoklonal antikorlarinist sivilarina 10.000 rpm’de 15
dakika santriftjlemeslemi uygulandi. Elde edilen Ust kesimler 2 giin bwaudistile
suya kagi diyaliz edildi (Friboulet A., 1zadyar Demichele,1995). Diyaliz sonrasi
ornek 13.000 rpm’de 50 dakika santriflj edildi. 8di) sonrasi olgan pelet PBS ile
c6zlldu. Elde edilen antikor orgiein protein miktari spektrofotometrede @jpde

belirlendikten sonra ELISA ile aktiviteleri testitet.
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4. BULGULAR

4.1. CEA ile Imminizasyon Sonrasi IgM ve IgG

Yanitlari

BALB/c farelerin CEA ile birinci immunizasyonu saw 14. 29. ve 44.
gunlerde, ikinci immunizasyonu sonrasi 71. ve 8%bnlgrde 1/100 oraninda
seyreltiimg fare serumlarinda CEA, BSA ve sit tozunaskagelisen IgM ve 1gG
antikor yanitlari ELISA ile izlendi.

Imminize edilmi farelerde CEA’ya kar olusan antikor yanitinin IgM-AP ile
elde edilen sonuclar Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.8& IgG-AP ile elde edilen sonug
lar1 Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.4'te gosterilmekteBirinci immunizasyon sonrasi 14.
glnde st tozu ile bloklangnkuyucuklardaki fare serumlarinin CEA’'ya kadisik
ve BSA ile bloklanmy kuyucuklarda ise daha yiksek bir IgM yanitininigigi
belirlendi. 29. ve 44. gunler arasinda ise BSA \#& tozu ile bloklanny
kuyucuklarda IgM yanitinin zamanla azgldilgG yanitinin hizla artmaya gadig|
g6zlendi.lkinci immiinizasyon sonrasi 71.ve 85. gunlerde CBAgsi gelisen 1gG

yanitinin artmaya devam ¢iti IgM yanitinin ise ayni seviyede katdtespit edildi.

CEA ile immunize edilmi farelerin serumlarinda BSA'ya kargelisen antikor
yanitinin IgM-AP ile elde edilen sonuglar Cizelgeé.'te, 1IgG-AP ile elde edilen
sonugclari ise Cizelge 4.6.’da gosterilmektedir. Tiame serumlarinda BSA'ya kar
IgM yanitlan olgtu ve 0Ozellikle 14. ve 44. glnler arasinda BSAdiha yuksek
capraz reaksiyon alindi. Buna kar fare serumlarindaki IgG yanitlarinda ise BSA

ile capraz aktivite vermegiigozlendi.

Farelerin CEA ile immunizasyonlari sonrasinda fiagkinlere ait serumlarinda
sut tozuna kar gelisen antikor yanitinin IgM-AP ile elde edilen sonucl@izelge
4.7.de, 1gG-AP ile elde edilen sonuclari Cizelgs3.4le go6steriimektedir. Fare
serumlarindaki IgM yanitlarinin BSA’ya kargelisen antikor yanita gére daha
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distk, IgG yanitlarinin ise BSA antikor yaniti ile lzen oldugu go6zlendi. Fare
serumlarindaki IgG yanitlarinda st tozu ile capeaksiyon tespit edilmedi.

3 —e— 1.fare
—m— 2.fare

25 - —a— 3.fare
4 fare

—x— b.fare

—e— kontrol fare

1 14 29 44 71 85

gunler

Cizelge 4.1. CEA'ya kar BALB/c fare serumlarinda ojan IgM yaniti
(Bosluklar BSA ile bloklanmgtir)

—e— 1.fare
—m— 2.fare
—a— 3.fare

4 fare
—x— b.fare
—e— kontrol fare

1 14 29 44 71 85

gunler

Cizelge 4.2.CEA'ya kasl BALB/c fare serumlarinda ojan IgG yaniti
(Bosluklar BSA ile bloklanmgtir)



14

29

gunler

44

71

85

—e— 1.fare
—a— 2.fare
—a— 3.fare
4 fare
—x— 5.fare
—e— kontrol fare
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Cizelge 4.3. CEA'ya kar BALB/c fare serumlarindaki IgM yaniti (Bluklar

sut tozu ile bloklanmgtir)

14

29

gunler

44

71

85

—e— 1.fare
—m—2.fare
—a— 3.fare

4 fare
—x— b.fare
—e— kontrol fare

Cizelge 4.4. CEA'ya kar BALB/c fare serumlarindaki IgG yaniti (Raklar

sut tozu ile bloklanmgtir)



3 - —e— 1.fare
—a— 2.fare

25 - —a— 3.fare
4 fare

—x— 5.fare

—e— kontrol fare

1 14 29 44 71 85

gunler

Cizelge 4.5. BALB/c fare serumlarinda BSA'ya «agelisen IgM yaniti

3 —e— l.fare
—m— 2.fare
2,5 - —a— 3.fare
4 fare
2 —x— b.fare
S kontrol f
E 15 | —e— kontrol fare
O
1 L
0,5
O L L L L
1 14 29 44 71 85
gunler

Cizelge 4.6. BALB/c fare serumlarinda BSA’'ya &agelisen 1gG yanit
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—e— 1.fare
—m— 2 fare
—a— 3.fare

4 fare
—x— b.fare
—e— kontrol fare

0OD405

1 14 29 44 71 85

gunler

Cizelge 4.7. CEA ile hasiklanms fare serumlarinda sit tozuna famgelisen

IgM yaniti
5 —e— 1.fare
—m— 2. fare
—a— 3.fare

1,6 -
4.fare
o L2 | —x—b5.fare
= —e— kontrol fare
[a)
O

1 14 29 44 71 85

gunler

Cizelge 4.8.CEA ile baisiklanmg fare serumlarinda sut tozuna gagelisen

IgG yaniti
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4.2. Fizyon Denemelerinden Elde Edilen Sonuclar

CEA ile baisiklanan BALB/cfarelerden alinan serum ELISA ile test edilerek
en yuksek antikor yaniti veren fare flizyona aliBdi.calsmalar ile ilgili elde edilen

flzyon sonuclari Tablo 4.1."de gdosterikti.

Birinci flzyon calsmasi sonrasinda elde edilen hibritlerden monosgesif

antikor yanitt alinama@gh icin ikinci fizyon denemesi yapildi. Bu flizyon
calismasinda CEA’ya 6zgu monoklonal antikor treten yadkli hibrit hiicre (2F12,
6B7, 8B6, 8E1l, 9G5, 10D12, 11C7) elde edildi. Birinve ikinci flizyon
denemelerinde P3 miyeloma hicresi kullanildi. Rdvkl miyeloma hicresi (FO) ile
dcuncu fuzyon sleminin yapilmasi amaclandi ancak bu gahda hibrit hicre
olusumu g6zlenmedi. Bunun nedeninin FO miyeloma hiudredeki digik gelsme
hizindan ve flzyonsamasinda yeterli miyeloma/dalak hicresi Birle oraninin

(1/25) sglanamamasindan kaynaklagddistintulmektedir.

Tablo 4.1. Ug farkh flizyon caimasi ile elde edilen sonuglar

Flzyon hucreleri 1.fazyon 2.flzyon 3.flzyon
Dalak hticre sayisi 270 M* 200 M 200 M
Miyeloma hicre sayisi 65 M 20M 8 M
Flzyonda kullanilan 1056 1056 672
toplam kuyu sayisi
Toplam hibrit hiicre sayisi 240 872 i
Antikor aktivitesi veren

L 4 20 -
hibrit hiicre sayisi
Spesifik antikor treten i v i
hibrit hiicre sayisi

(*): Milyon
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4.3. Capraz ELISA Aktivite Sonuclari

Flzyon sonrasinda antikor aktivitesi olan yirmi ritithiicreden bir kismi
aktivitelerini kaybetti, bazilari ise farkli protderle (AFP, ABS, sit tozu, FBS,
jelatin, lizozim) capraz etkikgm gosterdi. Dolayli ELISA testi sonucunda anti-CEA
monoklonal antikorlarindan 2F12 ve 9G5’ingei proteinlere gore CEA’yl daha
yuksek, 6B7, 10D12 ve 11C7’nin ise CEA'yl dahsigkioranda tanigh gorulda.
8B6 ve 8E1 anti-CEA monoklonal antikorlarinin fargroteinlere kan daha dgik

oranda ¢apraz reaksiyon veiidyapilan ELISA testi sonucu belirlendi.

Flzyon sonrasi yuksek antikor aktivitesi gosterdmithhtcrelerdeki capraz
reaksiyonlari tespit edebilmek icin farkli prot@nlELISA plgina kaplandi. Hibrit
hiicrelerin bu proteinlere kar gosterdgi capraz reaksiyonlarin ELISA sonuclari

Tablo 4.2.’de gosterilmgtir.

Tablo 4.2. Yedi farkl proteine kgarelde edilen ¢apraz reaksiyon sonuclari

ELISA'da Monoklonal Antikorlar

kullanilan

proteinler 2F12 6B7 8B6 8E1l 9G5 | 10D12 11C7
CEA 3.1 1.2 2.1 2.7 3.0 0,6 0,8
AFP 2.1 0,8 1.2 1.3 2,5 0,5 0,4
ABS 1,8 0,7 0,8 1.2 2.2 0,6 0,4
Sut tozu 1,7 0,9 1.6 1.5 2,1 0,4 0,5
FBS 1,9 0,5 0,4 0,2 1,8 0,2 0,2
Jelatin 2.0 0,6 0,5 0,3 1,9 0,1 0,3
Lizozim 2.2 0.2 0.6 1.0 1.1 0.5 0.1
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Spesifik olarak anti-CEA monoklonal antikorlaretiigi belirlenen hibritlerin
tek klondan olgan soylarini elde etmek icin bu hibritlere singéyreltme glemi
uygulandi. Monoklonal antikor izotip kiti ve dolayELISA yontemi kullanilarak
2F12, 6B7, 8B6, 8E1, 9G5, 10D12 ve 11C7 monokloaatikorlarinin IgM
immunoglobulin tipinde oldgu belirlendi (Cizelge 4.9).

OlgG

OD 405

2F12 6B7 8B6 8ElL 9G5 10D12 11C7

monoklonal antikorlar

Cizelge 4.9Monoklonal antikorlarin tipleri

Elde edilen 8B6 ve 8E1 anti-CEA monoklonal antikarlserumlu ve serumsuz
besiyerinde gegidlcekte uretildi. IgM tipindeki bu monoklonal akdirlar icin uygun
bir saflgtirma yontemi olan distile suya kardiyaliz islemi yapildi. Monoklonal
antikor Ureten tum hucreler dondurularak daha $ongalismalarda kullaniimak

Uzere azot tankinda saklandi.



60

4.4. Distile Suya Kasl Diyaliz islemi ile Saflastirma

4.4.1. Serumsuz Besiyerinde Uretilen Monoklonal Aritorlarin

Distile Suya Kars! Diyalizi

8B6 ve 8E1 anti-CEA monoklonal antikorlarini Gretehbrit hiicreler serumsuz
besiyerinde geridlcekte uretildi. Bu hibritlerin 100 ml'lik Gst wilarina amonyum
sulfat coktirmesliemi uygulandi. 150 ml’lik dier Ust sivilarl ise sadece distile suya
karsi diyaliz edildi. Santrifilj glemi yapildiktan sonra elde edilen ¢oken ornekteki
protein miktarlarr ORsgde 8B6 ve 8E1l anti-CEA mAb’lari igin sirasiyla 4.4e

2.38 mg/ml olarak belirlendi.

442. % 10 Serumlu Besiyerinde Uretilen Monoklonal

Antikorlarin Distile Suya Kar sI Diyalizi

% 10 serumlu besiyerinde genblcekte uretilen 8B6 ve 8E1l anti-CEA
monoklonal antikorlarinin 150 ml'lik Gst sivilari@@monyum silfat ¢coktirmealéemi
uygulandi ve 120 ml'lik dier ust sivilar ise distile suya kadiyaliz edildi. Diyaliz
sonrasi spektrofotometrede gpde Olcllerek elde edilen drnekteki protein miktari
8B6 ve 8E1 anti-CEA mAb’lari icin sirasiyla 1.51 &2 mg/ml olarak belirlendi.
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5. TARTISMA

Tumor belirleyicileri, kanserli hicrelerin veya bagi huylu timérlerin
varligina yanit olarak vicut tarafindan ya da tumor heictarafindan dretilen
maddelerdir. Kanserin ilerlemesi durumunda kand&sgk seviyelerde tumor
belirleyicilerine rastlanir. Kanserin erken safimaisi hastalar genellikle gliik pozitif
belirleyici oranlarina sahiptir ve bu nedenle erkanida fazla 6nem g¢anazlar.
Tamor belirleyicileri, uygulanan ilk tedavi sonrabastalgin seyrinde gortlen
gelismelerin dgerlendiriimesinde ve sonraki tedavilerin izlenmegsinnemli rol
oynarlar. Ayrica, kanserin derecelendiriimesinde kanser tanisinda prognostik
indikator olarakg gorirler (Way B.A., Kessler G., 1996; Seregni tale 2001).

Gunumizde, insan genom dizisinin belirlenmesi, g@ml ve kodladiklar
proteinlerin yapilarinin aydinlatiimasi, biyoinfaatikler gibi bilgi birikimini artiran
bircok faktor timar belirleyicilerinin geftiriimesine katki sglamaktadir. Gelecekte
ise bu yeni bilgi kaynaklari protein, gen vesidk molekiler girlikh timor
belirleyicilerinin ortaya c¢ikmasini gkyacaktir. Bu tip tumor belirleyicileri erken
tani, ayirici tani, prognoz ve tedaviye alinan yantahmini gibi konularda etkin
olarak kullanilabilecek ve boylece kanser mortalite morbiditesinde buyuk
disuslere yol acabilecektir (AlateO., 2002).

Cogunlukla kanser tanisi cok erken safhalarda yapdamx-isinlari,
bilgisayarl tomografi (CT) ya da ultrasonla kangshisi icin kanserli dokunun en
az 1 cm’e ulagmasi gerekir. Kanser alumu ilerledikge Uretilen ve kanser
belirleyicileri olarak bilinen karakteristik mad@ein kullanildg! yeni immunolojik
yontemlerle kanserli hicre tespit edilecek buygg&liersmeden belirlenebilir. Bu
tani sistemi, hast@in iyilesmesini geni Olclide artiran erken mudahalede blyuk
onem taimaktadir ve elde edilen tim sonuglari iceregedihastalik bulgulariyla
birlikte deserlendirilmelidir (http://www.pathlab2u.com/s-camsdtml).

Immin tani ve tedavideki temel hedef tumor belidégridir. Bunlar arasinda
sindirim kanali orijinli adenokarsinomlardan 6zdii CRC (kolorektal kanser) ile

ilgili calismalarda en fazla kullanilan timor belirleyicisi CE&A. CEA, CRC’de
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belirlenen ve radyoaktif olaraksaretlenms poliklonal antikorlar kullanilarak
hastalarda tespit edilen ilk insan tumor antijanfiMoraesD.W. et al., 1999).

Karsinoembriyonik antijen immunoglobdlin sUpergeitesanin Uyesi olan
glikoprotein yapisinda bir bigéktir ve ¢ssitli salgr dokularinda Uretilir.Yapilan
bircok argtirma gelgmekte olan Ulkelerde kadin ve erkeklerde malignite
siralamasinda ikinci sirayr alan kolorektal kareseié CEA duzeylerinin gakh
bireylere oranla daha fazla agihi gostermektedir (Hammarstrom S., 1999).
Pankreas, akger, meme kanserlerinde vezdr adenokarsinomlarda yiksek plazma
CEA seviyelerine rastlangtir. Benign hastaliklarda da serum CEA duzeyi alitab
(Bullen AW. et al.,, 1977; Gold P., Goldenberg N.AL996; http://www.tc-

cancer.com/tumormarkers.html).

CEA dizeyinin tek bana bilinmesi kemoterapi uygulanma kararinin veesin
icin yeterli deildir. Buna kasilik kolorektal kanserlerde operasyon oncesi CEA
dizeylerinin bilinmesi ve karager metastazinin belirlenebilmesi icin CEA testi
kullanilir. Karacger metastazinin belirlenmesinde ise yiksek CEA yséii
duyarlilgin %100 oldgunu gosterir. Duyarli radyoimmiunolojik (RIA) ve
enzimimmunolojik (ELISA) testler;, meme, aker, prostat, mesane ve mide
kanserlerinde de serum CEA seviyelerinin artabfigoegytstermstir (Cooper M.J. et
al., 1979; Moertel C.G., Fleming R., 1993; Fiella Klolina R., 1994; Duffy M.J.,
Van Dalen A., 2003).

Yuksek oranda ve spesifitede antikor Uretiminin goignasi, poliklonal
antikorlar ile pasif immin tedavi alaninda yapilgalismalar sinirlandirng
monoklonal antikorlarin galiiriimesi sayesinde bu zorluklar ortadan kaldirgim
Monoklonal antikorlar zamanla poliklonal antikorkayerini almstir ve ginimuzde
yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Monoklonal amiilar tek ya da ilag, toksin,
sitokin veya izotoplara Igh olarak kullanilabilirler ancak antikorlarin tedaamacgli
kullanimlarinda birtakim kisitlamalar bulunmaktadintikor genellikle buyutk tumor
kitlelerine zayif birsekilde penetre olur. Bu duruma ¢6zim olarak sgesifitijen
baglama bolgesine sahip F(aldragmentleri gibi daha kuiclik molekiiller ya da tek

domainli antikorlar geitirilebilir. Bunun yaninda timor kan damarlarinin
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endotelyumuna yonelik olarak tedavi uygulanabil&kntikorlar hedef antijeni
eksprese eden normal hiicrelere vedseptoru tayan hicrelere 6zgul olmayan bir
sekilde baglanirlar. Antikor molekdllerinin rekombinant DNAKkeolojisi ile genetik
ya da kimyasal olarak @wikli ge usratilmasi bu sorunu kismen ortadan kaldirabilir.
Tumorla ve normal hicreler arasindaki en iyi ayhmhucrelerde ayri ayr yer alan
iki farkh antijene kagi Uretilen bispesifik antikorlar ile genabilir (Roitt I. et al.,
2001).

CEA’'ya kasl Uretilen monoklonal antikorlar ilk olarak doku n@klerinin
immunohistokimyasal yontemle boyanmasiegivo olarak hastagin yerinin tespiti
gibi teshis amacl kullaniimtir. Cesitli spesifik anti-CEA antikorlari kullanilarak,
kolorektum, meme, akger, serviks, safra kesesi, mide, pankreas, kaegcprostat,
idrar torbasi ve uterus kanserlerinde ayrica larirkkcger ve tiroid ile ilskili
ndroendokrin tumdarlerinde CEA immunohistokimyaskdrak tanimlannstir (Gold
P., Goldenberg N.A., 1996; Haidopoulus et al., 20@frig H. et al., 2000).

CEA geninin bircok farkh insan timérlerinde ylksskviyelerde eksprese
olmasi ve molekiler biyolojisi ile immunolojisi hiakda bilgi edinilebilmesi kanser
asl calsmalarinda hedef antijen olarak kullanilmasina diasalamistir. CEA’'ya
karsi monoklonal antikorlarin Uretilmesi, g#i kanser teghis ve tedavi
uygulamalarinin geitiriimesine 6nculik etmgtir. Bu uygulamalar, anti-CEA
monoklonal antikorlarininn vivo olarak tek ya da radyoizotoplara veya hiicresel
toksinlere bgl olarak kullaniminin yaninda anti-idiyotip argitarin kullanimini da
icermektedir (Horig H. et al., 2000).

Hastalgin olwtugu bolgelerin tespitinde radyoaktif olaraksaretlenmg
monoklonal antikorlarin kullanimi buydk o6lcide atw. Antikorlar radyoaktif
maddeler, toksinler ya da kemoterapi ajanlari gitmtoksik molekullerin timarla bir
dokuya dgrudan yodnlendiriimesinde de etkin olarak kullatahr(Horig H. et al.,
2000). Goldenberg ve arkagir ilk olarak CEA'ya kagi **i-isaretli poliklonal
antikorlarin kanser tanisinda kullangohi gdstermglerdir (Zamcheck N. et al.,
1972). Mach ve arkagdri ise anti-CEA antikorlarinin yemek borusu tutatinin

tespitinde kullanilabileggni ileri sirmilerdir (Mach J.P. et al., 1974). Bugine
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kadar bircok mADb toksinlere Benms ve kanser immun tedavisinde kullanigtm.
Bu amacla CEA’'ya kar Uretilen monoklonal antikora risin A toksini @anarak
pankreas ve kolon kanseri tedavisinde etkili geikilde kullaniimgtir (Bodey B. et
al., 2000). Patt ve arkagari tarafindan yapilan caimalarda, CEA'ya spesifik
olarak uretilen IMMU 4 mAbDb'I kullanilarak bu antiken hastalarin %93’'Unde
kolorektal kanser tanisinda etkili olglugdsterilmgtir (Patt Y.Z. et al., 1994).

Kim ve arkadglar tarafindan PR1A3 ve T84.66 anti-CEA mAb’larin
indirgenmi Fab bolgelerinin capraz Iganmasi ile biparatopik monoklonal
antikorlar hazirlanmtir. Bu calgmada farkli miktarlarda CEA (reten kanser
hiicrelerine sahip 42 fare kullaniair. Bu farelerde®3-isaretli 1gG F(ah), ile
PR1A3'Un Fab bolgesi ya da biparatopik monoklonal antikorlarlldularak
tumorlerin yeri belirlenmtir (Crawford N.P.S. et al., 2003).

Moraes ve arkag&arinin drettikleri 6D1 anti-CEA monoklonal antikor
immunoperoksidaz yontemi ile CRC doku kesitlerindékEA-eksprese eden
neoplastik hicreleri spesifik olarak tanima 6zeilile olan bir IgG antikorudur.
Yapilan ¢calmada, 6D1 mADb’in vivo olarak CEA eksprese eden tiimorlere yonelik
olarak kullaniimgtir. Bu mAb’in sadece timoér dokusunaglaamdg ve CRC doku
kesitleri Uzerindeki immunoperoksidaz reaksiyondar€@EA’ya spesifik oldgu
gosterilmitir (Moraes D.W. et al., 1999).

Pavelic ve arkad#ari karsinoembriyonik antijenin spesifik bir eptma kag!
bir monoklonal antikor dretrglier ve bu antikorun kolorektal adenokarsinomlarla
reaksiyon verdiini tespit etmglerdir. Ayrica, 4 farkh anti-CEA mAb’in formaline
fikse edilmi insan primer ve metastatik kolorektal, yumurtdgksinomlarinin doku
kesitleri ile reaktiviteleri incelenrgiir. D-14, CEJ065, ZCEAL1 ve SP-625 olmak
Uzere dort monoklonal antikor kullanilghr. D-14, CEJO65 ve SP-625 mAb’larinin
kolorektal adenokarsinom doku opnde reaksiyona girdikleri goralmgitir (Pavelic
P.Z. etal., 1991).
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Teh ve arkadgdarn tarafindan yapilan farkl bir ¢cgtnada ¢ metastatik kolon
kanserli hastadan elde edilen serum ile farelefisbdanarak kolorektal kanser
dokusuna spesifik iki monoklonal antikor elde edifin. Immiinoperoksidaz testi ile
bu antikorlarin kolon timoér dokusu ile reaksiyonaigleri tespit edilmgtir. Sashikh
ve benign hastalardan alinan doku 6rnekleriyle siak vermedikleri fakat kolon
karsinoma doku ornekleri ile reaksiyona girdiklespit edilmg ve O-1 ve I-1 mAb
izole edilmitir. Kati-faz radyoimman testler ile her iki mAb'GEA ile reaksiyona
girdigi, yarismal ELISA deneyleri sonucunda ise her iki antiko@EA Uzerindeki
benzer ya da yakin gkili epitoplarla reaksiyon verdikleri bulunngtwr. Dokudaki
CEA yerine serumdaki CEA'ya kar anti-CEA antikorlar Uretildiinde, sadece
malign dokularla reaksiyona giren oldukc¢a spediitkmAb tretilmitir (Teh J.G. et
al., 1988). Bu tez caimasinda ise CEA ile lggiklanan fare serumlarindaki anti-
CEA poliklonal yanitlari dolayli ELISA testleri ileelirlendi.

Yapilan bir caymada, kolorektal ve akger adenokarsinomlarinin karger
metastazlarindan izole edilerek ssifilalmis karsinoembriyonik antijene kar
monoklonal antikorlar Uretilrgtir. Elde edilen 11 adet anti-CEA mAb’larinin IgG1
izotipinde olduklari tespit edilngiir. Bu monoklonal antikorlardan biri gnda
tumundn kolorektal veya aki@r karsinomundan izole edilen sekiz CEA preparati
Uzerindeki epitoplar tanigh ve doért mAb’in CEA’ya spesifik oldiu belirlenmgtir
(Hedins A. et al.,, 1986). Bu catnaya paralel olarak yapilan tez ealasinda,
hibridoma teknginden yararlanilarak karsinoembriyonik antijene dzgnti-CEA
monoklonal antikorlar Uretildi, izotip kiti ile dayli ELISA yontemleri kullanilarak
bu antikorlarin IgM tipinde olduklari tespit edildi

Yapilan bu tez calmasinda yurutilen deneyler kapsaminda; 6ncelikiariti
olarak satin alinmiolan karsinoembriyonik antijen ile BALB/c farelbggisiklandi.
Birinci ve ikinci immunizasyon sonrasi farelerinrs@larinda BSA ve sit tozuna
kargi olusan IgG antikor yanitinin birbirine benzer ofaduve capraz reaksiyon
olusmadgl belirlendi (Cizelge 4.1.-4.8.). Belirli zaman Bbkérinda fare
serumlarindaki antikor seviyeleri dolayli ELISA ikelirlendikten sonra en ytksek
aktiviteyi veren fare flzyonslemi icin kullanildi. Bu farelerin lenfositleri P3
miyeloma hcreleri ile fuzyonaguatildi. Segici HAT kultir ortaminda ureyen
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hibridoma hucrelerinden antijene kaytksek oranda antikor Ureten hibritler ELISA
testiyle belirlendi. Birinci flizyon ¢aimasi sonucunda elde edilen hibrit hiicrelerden
monospesifik antikor yanit alinamadi. Ancak ikifidzyon sleminden 2F12, 6B7,
8B6, 8E1, 9G5, 10D12 ve 11C7 adi verilen yedi aoetCEA monoklonal antikor

ureten hibrit hiicreler elde edildi.

Elde edilen monoklonal antikorlarin monospesifikplolmadgini belirlemek
icin farkh proteinler (AFP, ABS, st tozu, FClgtin, lizozim) kullanilarak ¢capraz
aktivite testleri yapildi. Bunun sonucunda 2F12 9@5 anti-CEA monoklonal
antikorlarin dger proteinlere gore CEA’yl daha yuksek oranda tgnidozlendi.
Ayni zamanda elde edilen bu anti-CEA monoklonalkankarin diger proteinlerle
ortak epitop bolgelerine sahip olabilme 06zelliklemedeniyle capraz aktivite
olusturduklari goruldid. 6B7, 10D12 ve 11C7 anti-CEA rakilonal antikorlarin
CEA'y1 daha dguk oranda tanigh tespit edildi. 8B6 ve 8E1 anti-CEA monoklonal
antikorlarin ise yapilan ELISA testleri sonucunda farkl proteinlerle yuksek

oranda reaksiyon vermeglive distik capraz aktiviteler okiurdugu belirlendi.

Pozitif sonuc veren kuyucuklardaki hibridomalarek klondan olgan soyunu
elde etmek icin sinirh seyreltmgeami ile alt klonlanma yapildiktan sonra bu hibrit
hiicreler %10 serumlu ve serumsuz besiyerinde sgéigekte Uretildi. Hibrit
hiicrelerin albiimin proteini iceren fetagsiserumlu besiyerinde getirilmesi ABS
gibi proteinlere kan capraz reaksiyon ojturmasina neden olabilmektedir. Bu
nedenle saf antikor eldesi icin serumsuz ortamdarentiretimi cakmalari

gerceklatirildi.

Serumsuz ortamda htcre Uretirglemiyle daha hizli ve ekonomik bgekilde
monoklonal antikorlarin safjariimasi sglanmaktadir. Bu yodntemle hicre
cogaltiminda serum ya dagtr bilesenlerin kullanimi gerekmemektedir. Monoklonal
antikorlar tek gamali olarak amonyum sulfat c¢oktirmesi ile kolagik
saflatirilabilir (Basalp A. et al., 2000).



67

Garcia-Gonzalez ve arkagiari sicandan elde edilen 9 adet IgG3 ve 8 adet IgM
monoklonal antikorlarina asit sivi filtrasyoslemi uygulayarak distile suya kar
diyaliz etmglerdir. 22.000 g’de 30 dakika santrifigl@aminden sonra okan cokelti
0.1 M Tris-HCI (pH 8) tamponuyla slUspanse editmi Bu sekilde uretilen
antikorlarin safigi SDS-PAGE ile belirlenmgtir. Bu saf haldeki antikorun albimin,
transferin ve dier fare asidik proteinlerinden uzaftilmasi sonucunda

fonksiyonunda bir d&sim g6zlenmemitir (Garcia-Gonzalez M. et al., 1988).

Vollmers ve arkadgdari insan IgM antikorunu safiarmak icin hibridoma st
sivisini %10 FCS iceren RPMI besiyerinde Urglendir. Ultrafiltrasyon yontemi ile
konsantre edilen bu Ust sivilar distile suyaskdryaliz edilerek saflgiriimistir. Bu
yolla elde edilen IgM antikorun @ik amaclarda kullanim i¢in uygun olgu
belirtiimistir (Vollmers H.P. et al., 1996). Yildirirm ve arkatarinin yapnmg oldugu
farkll bir calsmada farelerin serumlarindaki BSA spesifik antikganitinin
olusumunu engellemek ic¢in IgM tipindeki anti-id 6C9 ikotu distile suya kar
diyaliz edilerek saflgtiriimistir (Yildirrm T. et al., 2004). Yapilan bu cahalara
benzersekilde RPMI besiyerinde Uretilen 8B6 ve 8E1 antiACEAb Ureten hibrit
hiicre Ust sivilarinin 100 ml'sine amonyum sulfaktgéme slemi uygulandi. IgM
tipindeki bu antikorlarin 150 ml'lik gier Ust sivilar ise distile suya kardiyaliz
edilerek saflgtirildi. Bunun icin hibrit hdcrelerinist sivilari 10.000 rpm’de 15
dakika santriftjlendi. Santriflj sonrasi Ust kesm? gin distile suya kardiyaliz
edildi ve 13.000 rpm’de 50 dakika santriftij edilBu protokoltin izlenmesiyle daha
saf antikor 6rneklerinin elde edilebilegegorildi. Distile suyun pH derinin 5,4
olmasi nedeniyle izoelektrik noktasi (pl:6) ve nkdieagirligi 970 kDa olan IgM

antikorunun saflgtirilmasi bu yontemle géanabilmitir.

Sonu¢ olarak bu tez catnasinda; hibridoma tekgii ile kolorektal kanser
tumor belirleyicisi olan karsinoembriyonik antijekarsi monoklonal antikor Gretimi
gerceklatirildi. Elde edilen anti-CEA monoklonal antikorlar kolorektal kanserli
dokularin tani ve tedavisindeger yardimci yontemlerle birlikte kullanilabilege
ongorulmektedir. Ayrica elde edilen bulgularin safan yapilacak daha gegni
kapsamli cabmalara hazirhk nitefi tasiyacgsl ve ilgili test kitlerinin

olusturulmasina imkan géayaca disunulmektedir.



68

KAYNAKLAR

. Abbott C., Povey S., Making somatic cell hybrids, $omatic Cell Hybrids: The
Basics, Oxford University Press, Oxford, 1995, 8pl6.

. Alatas O., Klinik Biyokimya ve Kanser Sempozyumu, Turkimdk Biyokimya
Dernei, Bursa, 2002.

. Alvarez J.A., Marin J., Jover J.M., Fernandez Radgjas J., Moreno M.,

Sensitivity of monoclonal antibodies to carcinoeyamic antigen, tissue

polypeptide antigen, alpha-fetoprotein, carbohyaleattigen 50 and carbohydrate
antigen 19-9 in the diagnosis of colorectal adercicama, Diseases Colon
Rectum, 1995, 38(5): 535-542.

. Arnaud J.P., Koehl C., Adloff M., Carcinoembryoiictigen (CEA) in diagnosis
and prognosis of colorectal carcinoma, Disease®rCélectum, 1980, 23(3):
141-144.

. Basalp A., Cirakglu B., Bermek E., Simple production and purificatiof
monoclonal antibodies in serum-free medium, TurRidl., 2000, 24: 189-196.

. Beauchemin N., Benchim@&., Cournoyer D., Fuks A., Stanners C.P., Isolation
and characterization of full-length functional cDNAlones for human
carcinoembryonic antigen, Mol. Cell. Biol., 1987(9): 3221-3230.

. Beaudonnet A., Gounon GRichot J., Revenant M.CSex- and age-related
influences on carcinoembryonic antigen in bloodiniCal Chemistry, 1981,
27(5): 771.



69

8. Benchimol S., Fuks A., Jothy SBeauchemin N., Shirota K., Stanners C.P.,
Carcinoembryonic antigen, a human tumor markerctians as an intercellular
adhesion molecule, Cell, 1989, 57(2): 327-334.

9. Benjamini E., Coico R., Sunshine G., Monoclonal ayahetically engineered
antibodies, In: Immunology a short course, 4th Bdhn Wiley and Sons Ltd.,
USA, 2000, pp.107-110.

10.Berry J.D., Rational monoclonal antibody developtrienemerging pathogens,
biothreat agents and agents of foreign animal desethe antigen scale, The
Veterinary Journal, 2004: 1-12.

11.Bodey B., Siegel S.E., Kaiser H.E., Genetically iragred monoclonal
antibodies for direct anti-neoplastic treatment aadcer cell specific delivery of
chemotherapeutic agents, Current Pharmaceuticadex)00, 6: 261-276.

12.Breedveld F.C., Therapeutic monoclonal antibodié® Lancet, 2000, 355: 735-
740.

13.Bullen A.W., Losowsky M.S., Carter S., Patel S.,viNle A.M., Diagnostic
usefulness of plasma carcinoembryonic antigen sevehcute and chronic liver

disease, Gastroenterology, 1977, 73: 673.

14.Chan D.W., Schwartz M., Tumor Markers: Introductemmd General Principles,
In Tumor Markers: Physiology, Pathobiology, Teclugyl and Clinical
Applications, Diamandis E.P., Fritsche H., Lilja,HChan D., Schwartz M.
(Eds.), AACC Press, Washington DC, 2002: 9-18.

15.Coligan J.E., Kruisbeek A.M., Margulies D.H., ShelvaE.M., Strober W.,
Antibody detection and preparation, In: Currentt®ecols in Immunology, Vol 2,
Suppl 1, John Wiley and Sons Ltd., USA, 1991: 1-16.



70

16.Cooper M.J., Mackie C.R., Skinner D.B., Moossa A.R.reappraisal of the
value of carcinoembryonic antigen in the managenoérgatients with various
neoplasms, British Journal of Surgery, 1979, 66(2D-123.

17.Crawford N.P.S., Colliver D.W., Galandiuk S., Tunmarkers and colorectal
cancer: utility in management, Journal of Surg@atology, 2003, 84: 239-248.

18.Delves P.J., Preparing immunogens, In: Antibody dBetion Essential
Techniques, Rickwood D. (Ed.), John Wiley and Slaxs, UK., 1997, pp.18-26.

19.Diamandis E.P., Tumor markers: Past, Present aturdsun Tumor Markers:
Physiology, Pathobiology, Technology and Clinicapphications, Diamandis
E.P., Fritsche H., Lila H., Chan D., Schwartz MtEdé.), AACC Press,
Washington DC, 2002: 3-8.

20.Dijk M.A., Winkel J.G.J., Human antibodies as n@sdneration therapeutics,
Curr. Opin. Chem. Biotech, 2001, 5: 368-374.

21.Ditrich C., Jakesz R., Havelec L., Carcinoembryamtigen (CEA) plasma level
determination in the management of gastric canagemts, In: Tumor markers in
cancer control, Nieburys H.E., Holzner J.H., V3IE. (Eds.), New York: Alan
Liss; 1985: 181.

22.Duffy M.J., van Dalen A., Clinical utility of bio&@mical markers in colorectal
cancer: European Group on Tumour Markers (EGTMdlglines, Eur. J. Cancer,
2003, 39: 718-727.

23.Dykes P.W., King J., Progress report carcinoembcyamtigen (CEA), Gut.,
1972, 13: 1000.



71

24.Engvall E., Perlmann P.O., Enzyme linked immunosotbassay (ELISA).
Quantitive assay of immunoglobulin G., Immunochengjsl971, 8: 871-875.

25.Filella X., Molina R., CEA as a prognostic factardolorectal cancer, Anticancer
Res., 1994, 14: 705-708.

26.Friboulet A., 1zadyar Demichele L., Preparation asday of acetylcholinesterase
antibody, In: Methods in Molecular Biology: AntibpdEngineering Protocols,
Vol.51, Paul S. (Ed.), Humana Press, Totowa, Negeye 1995, pp. 211-222.

27.Garcia-Gonzalez M., Bettinger S., Ott S., Olivier Radouche J., Pouletty P.,
Purification of murine 1gG3 and IgM monoclonal dadies by euglobulin
precipitation, J. Immunol. Methods, 1988, 111(1):2B.

28.Geus B.D., Hendriksen C.F.M., In vivo and in vipmduction of monoclonal
antibodies: current possibilities and future pecsipes, Res. Immunol., 1998,
149: 533-620.

29.Go V.L.W., Simultaneous measurements of tumourdstsl antigens in

gastrointestinal cancer, Clinics in Gastroenterp|d®76, 5: 645.

30.Goding J.W., Antibody production by hybridomas, Iommol. Methods, 1980,
39(4): 285-308.

31.Gold P., Freedman S.O., Specific carcinoembryomtgan of the human

digestive system, Journal of Experimental Medicit#§5, 122: 467.

32.Gold P., Goldenberg N.A., Thearcinoembryonic antigen (CEA): Past, present
and future, Clinical Review, Perspectives in Colord Rectal Surgery, 1996,
9(2): 1-15.



72

33.Golub E.S., Green D.R., Antibodies as tools, Inmiumology a Synthesis, 2nd
ed., Sinauer Associates Inc., USA ,1991, pp.134-139

34.Haidopoulus D., Konstadoulakis M.M., Antonakis R Alexiou D.G., Manouras
A.M., Katsaragakis S.M., Androulakis G.F., Circulgt anti-CEA antibodies in
the sera of patients with breast cancer, Europeamadl of Surgical Oncology,
2000, 26: 742-746.

35.Haines A.P., Levin A.G., Fritsche H.A., Ethnic-gpodifferences in serum levels
of carcinoembryonic antigen, Lancet, 1979, 2(81486}.

36.Hammarstrom S., The carcinoembryonic antigen (CH#&nily: structure,
suggested functions and expression in nhormal ardymaat tissue, Sem. Cancer
Biol., 1999, 9: 67-81.

37.Harris M., Monoclonal antibodies as therapeutic nagiefor cancer, Lancet
Oncol., 2004, 5: 292-302.

38.Haubrich W.S., Berk J.E., Malignant tumours of tt@on and rectum, In:
Gastroenterology, Bockus H.L. (Eds.), 3rd ed., W$aunders Company,
Philadelphia, London, Toronto, 1976, 2: 1009.

39.Haverback B.J., Diagnostic procedures in the sifdgancreatic disorders, In:
Gastroenterology, Bockus H.L. (Eds.), 3rd ed., W&aunders Company,
Philadelphia, London, Toronto, 1976, 3: 961.

40.Hedins A., Zoubir F., Lundgrem., HammarstronS., Epitope specificity and
cross-reactivity pattern of a large series of mdomad antibodies to
carcinoembryonic antigen, 1986, 23(10): 1053-1061.



73

41.Hefta S.A.,Hefta L.J., Lee T.D., Paxton R.J., Shivelye., Carcinoembryonic
antigen is anchored to membranes by covalent attach to a
glycosylphosphatidylinositol moiety: identificatioof the ethanolamine linkage
site, PNAS, 1988, 85: 4648-4652.

42.Herbeth B., Bagrel A., A study of factors influemgiplasma CEA levels in an
unselected population, Oncodevelopmental Biology lsiedicine, 1980, 1(4-5):
191-198.

43.Horig H., Medina A.F., Conkright A.W., Kaufman H,LStrategies for cancer

therapy using carcinoembryonic antigen vaccinepeBxReviews in Molecular
Medicine, Cambridge University Press ISSN, 200@2:3994.

44. http://cis.nci.nih.gov/fact/5_18.htm

45. http://www.cancer.org/docroot/PED/content/PED_2_BMXmorMarkers.htm

46. http://www.pathlab2u.com/s-cancers.html

47. http://lwww.survivingandwinning2.com/breakthroughsgiging/tumor-

markers.htm

48. http://www.tc-cancer.com/tumormarkers.html

49.Karlkaya C., Erdgan S., Akkoclu A., Oktay G., Guner G., Ugan E.S9m@n
A.H., Akciger kanserinde ¢oklu tumor belirleyicisi analizoraks Dergisi, 2003,
4(3): 248-259.

50.Kocaturk U., Aciklamali Tip Terimleri Soziu, 9. Baski, Nobel Tip Kitabevi,
Istanbul, 2000.



74

51.Koksal F., Floresan Antikor Tek&i (FAT), Enzim Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), Western Blotting, Southern Blottingg Northern Blotting
Teknikleri, Mikrobiyoloji Bulteni, I. Ulusal Molekler ve Tanisal Mikrobiyoloji
Kongresi Ozel Sayisi, Meteksan Anonginketi, Ankara, 2000, 34, Sayi 1-2, 77-
112.

52.Kohler G., Derivation and diversification of monochl antibodies, The EMBO
Journal, 1985, 4(6): 1359-1365.

53.Kraft S.C., Kirsner J.B., Immunology in gastroentegy, In: Gastroenterology,
Bockus H.L. (Ed.), 3rd ed., W.B. Saunders Compdelyiladelphia, London,
Toronto, 1976, 4: 601.

54.Kuby J., Antigen-antibody interactions, In: Immuogy, 2nd ed., Kuby J. (Ed.),
W.H. Freeman and Company, New York, 1994: 148-150.

55.Kuby J., Cancer and the immune system, In: Immul@nd ed., Kuby J.
(Ed.), W.H. Freeman and Company, New York, 1994-582.

56.Kuby J., Hybridomas and monoclonal antibody, Inmamology, 2nd ed., Kuby
J. (Ed.), W.H. Freeman and Company, New York, 19%94-163.

57.Ledbetter, J.A., Herzenberg L.AXenogeneic monoclonal antibodies to mouse
lymphoid differentiation antigens, Immunol. Re9,78, 47: 63-90.

58.Loewenstein M.S., Zamcheck NCarcinoembryonic antigen and the liver,
Gastroenterology, 1977, 72: 161.

59.Mach J.P., Carrel S., Merenda C., In vivo local@abf radiolabelled antibodies
to carcinoembryonic antigen in human colon carciaamafted into nude mice,
Nature, 1974, 248(450): 704-706.



75

60.Madjic O., Cluster report: CD66, In: Leucocyte TypilV., Knapp W. (Ed.),
Oxford, England: Oxford University Press, 1989: 838

61.Michaud G., Salcius M., Zhou F., Bangham R., BahinGuo H., Snyder M.,
Predki P., Schweitzer B., Analyzing antibody speityf with whole proteome
microarrays, Nature Biotechnology, 2003, 21: 156921

62.Milstein C., Monoclonal antibodies, Sci. Ame., 19283 (4): 66-74.

63.Moertel C.G., Fleming R., An evalution of the caaembryonic antigen (CEA)
test for monitoring patients with resected colonaea, JAMA, 1993, 270: 943-
947.

64.Molnar 1.G., Gitnick G.L., Carcinoembryonic antiggransmission by blood
products, Gastroenterology, 1976, 70: A-63/921.

65.Moraes D.W., Lima E.N.P., Prado I.B., Cameiro C.R.®valuation of an anti-
carcinoembryonic monoclonal antibody suitable fanmunoscintigraphy,
Brazilian Journal of Medical and Biological Res#®ar1999, 32: 967-74.

66.Munjal D., Brady P.G., Quantitation and immunocheahicharacterization of
carcinoembryonic antigen and glucose phosphate @sse in blood and
washings of patients with gastric and colonic aéss, The American Journal of
Digestive Disease, 1978, 23: 57.

67.Newkirk M.M., Rauch J., Mageed R.A., Jefferis RgsRett D.N., Silverman
G.J., Restricted immunoglobulin variable region eyemsage by hybridoma
rheumatoid factors from patients with systemic kipearythematosus and
rheumatoid arthritis, Mol. Immunol., 1993, 30: 2863.



76

68.0Oikawa S., Nakazato H., Kosaki G., Primary struetuof human
carcinoembryonic antigen (CEA) deduced from cDNAjusnce, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1987, 142(2): 511-518.

69.Patt Y.Z., Podoloff D.A., Curley S., Kasi L., SmitR., Bhadkamkar V.,
Charnsangavej C., Technetium 99m-labeled IMMU-4n@noclonal antibody
against carcinoembryonic antigen, for imaging otubt recurrent colorectal
cancer in patients with rising serum carcinoembiyantigen levels, J. Clin.
Oncol., 1994, 12: 489-495.

70.Pavelic P.Z.,, Pavelic L., Pavelic K., Peacock J.8ltlity of anti-
carcinoembryonic antigen monoclonal antibodies differentiating ovarian
adenocarcinomas from gastrointestinal metastasishéoovary, Gynecologic
Oncology, 1991, 40(2): 112-117.

71.Perkins G.L., Slater E.D., Sanders G.K., Prichafsl,5erum Tumor Markers,
Am. Fam. Physician, 2003, 68: 1075-1082.

72.Pine La R.T., Hill R.H., Monoclonal antibodies, 9ears in Pediatric Infectious
Diseases, 2001, 12(1): 64-70.

73.Roitt .M., Brostoff J., Male D.K., Tumour Immunday, In: Immunology, 6th
ed., Roitt .M. Brostoff J., Male D. (Eds.), Edimgh ; New York : Mosby, 2001:
294-300.

74.Roitt I.M., Delves P.J., Antibody Production, InoiR’s Essential Immunology,
10th ed, Roitt I.M. and Delves P.J. (Eds.), Blackweience Ltd., Italy, 2001
45-53.

75.Seregni E., Ferrari L., Martinetti A., Bombardié&ti, Diagnostic and prognostic
tumor markers in the gastrointestinal tract, Sensima Surgical Oncology, 2001,
20: 147-166.



77

76.Shuster J., Freedman S.O., Gold P., Fetal antigenslinical medicine,
Laboratory Diagnosis of Immunologic Disorders, V¥a§., Stites D.P., Brecher
G. (Eds.), Grune et Stratton, New York-San Frameisendon, 1974: 204-210.

77.Stewart S.J., Monoclonal antibody production, IrasiB methods in antibody
production and characterization, Howard G.C., Bethdr. (Eds.), CRC Press,
LLC. USA, 2001: 51-67.

78.Tatsuta M., lishi H., Yamamura H., Okuda S/alue of gastric juice
carcinoembryonic antigen in identifying high-riskatignts for gastric cancer,
Oncology, 1988, 45(1): 30-34.

79.Teh J.G., Thompson C.H., McKenzie I.F.C., Productiof monoclonal
antibodies to serum antigens in colorectal carcepodournal of Immunological
Methods, 1988, 110(1): 101-109.

80. ThomsonD.M.P., Krupey J., Freedman S.O., G&ld The radioimmunoassay of
circulating carcinoembryonic antigen of the humagesdtive system, PNAS,
1969, 64: 161-167.

81.Thompson J.A., Mauch E.M., Chen F.S., Hinoda Y hr&we H., Berling B.,
Barnert S., von Kleist S., Shively J.E., ZimmermaNin Analysis of the size of
the carcinoembryonic antigen (CEA) gene familylaton and sequencing of N-
terminal domain exons, Biochem. Biophys. Res. Commi©989, 158(3): 996-
1004.

82.Thompson M.A., Cancro M.P., Dynamics of B cell népiee formation: normal
patterns of clonal turnover are altered by ligamiraction, J. Immunol., 1982,
129: 2372-2376.



78

83.Vollmers H.P., Wozniak E., Stepien-Botsch E., Zimnmann U., Muller-
Hermelink H.K., A rapid method for purification ahonoclonal human IgM
from mass culture, Hum. Antibodies Hybridomas, 1998): 37-41.

84.Way B.A., Kessler G., Tumor marker overview, Laltora Medicine
Newsletter, 1996, 4(9)X-15.

85.Yildinm T., Baalp A., Yucel F., Manav A., Sezenl.Y., Generation of anti-
idiotypic antibodies that mimic HbsAg and vaccipnatiagainst Hepatitis B virus,
Hybridoma and Hybridomics, 2004, 23: 3.

86.Zamcheck N., Moore T.L., Dhar P., Kupchik H., Immologic diagnosis and
prognosis of human digestive-tract cancer: carcmwgonic antigens, New
England Journal of Medicine, 1972, 286(2): 83-86.

87.Zamcheck N., The present status of carcinoembryamtgen (CEA) in
diagnosis detection of recurrence prognosis antuatran of therapy of colonic
and pancreatic cancer, Clinics in Gastroenterol@8yg, 5: 625.

88.Zimmermann W., Weber B., Ortlieb B., Rudert F., &dpp W., Fiebig H.H.,
Shively J.E., von Kleist S., Thompson J.&hromosomal localization of the
carcinoembryonic antigen gene family and differ@ngxpression in various
tumors Cancer Research, 1988, 48(9): 2550- 2554.



79

OZGECMiS

1980 yilinda Wak'ta dgdu. Orta ve lise grenimini Usak Orhan Dengiz
Anadolu Lisesi’nde tamamladi. 2002 yilinda Ege @nsitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliumi’nden mezun oldu. Ayni yil Gebze Yiksek TdwificEnstitisi’nde Yiksek

Lisans @renimine baladi.



