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KISALTMALAR
Kisaltma Aciklamas
aa : Aminoasit
Ag : Antijen
AHAIb/98 : Anti-insan albumin IgG1 monoklonal antikor iireten hibridoma hiicresi
ASH : Antijen Sunucu Hiicre
BALB/c : Dencylerde kullamlan inbred fare 1rka
BLR : B lenfosit reseptorii
BSA :Slglrserumalbumini(Bovineserumalbumin)

CAy-IFNy38  : Anti insan IFNy IgG1 monoklonal antikor iireten hibridoma hiicresi.
CAy-1L2G : Anti insan IL2 IgG1 monokonal antikor iireten hibridoma hiicresi

CBB : Karbonat-bikarbonat tamponu

Ccb : Hiicre farkhlagmasim g6steren membran molekiilleri ( Cluster of
Differentiation )

EDTA : Etilen diamin tetra asctat

ELISA : Enzyme linked immunosorbent assay

Fab : Immiinoglobulin molekiiliiniin antijen baglayan kasmi ( Fragment of
antigen binding)

Fc : Immunoglobulin molekiiliiniin kristalize edilebilen kismi (Fragment
crystallizable)

FeeR : IgE antikorunun Fc kismina baglanan reseptor

FeyR : IgG molekiiliiniin Fc kismina baglanan reseptor.

FCS : Buzag fetusundan elde edilen serum ( Fetal calf serum )

HPLC : Yiiksek performansh sivi kromatografi ( High Performance Liquid
Chromatography )

HRPO : Yaban turbu peroksidaz enzimi ( Horseradish peroxidase )

ICAM : Hiicreler aras1 adezyon molekiilii (Intracellular adhesion molecule)
IFN : Interferon

Ig : Immiinoglobulin

IL : Interlkin

ITAM : Immiinoreseptor tirozin aktivasyon motifi

kDa. : Kilodalton



A : Dalga boyu ( Lambda )

LFA : Lokosit fonksiyonu ile iliskili antijen ( Leukocyte function-associated
antigen )

LPS s Lipopolisakkarit

mAb : Monoklonal antikor

MHC : Doku uygunluk kompleksi ( Major Histocompatibility Complex )
mig : B lenfosit yiizey immiinoglobulin

nm : Nanometre

oD : Optik Dansite

Ort : Ortalama

PBS : Fosfat ile tamponlanmus tuz ¢zeltisi ( Phosphate buffered saline )
PBS-10 + %10 FCS iceren 10mM PBS

PBS-BSA ¢ ELISA bloklama tamponu, %3 BSA igeren 10mM PBS

PBS-T : ELISA yikama tamponu, % 0.03 Tween 20 iceren 10mM PBS
RIA ¢+ Radio-Immunoassay

RPMI-1640 : Roswell Park Memorial Enstitiisii (Institute) tarafindan gelistirilmig
besiyeri.

RPMI-10 : %10 FCS igeren RPMI 1640

SAS ¢ Doymus ( Sature ) Amonyum Siilfat

SD : Standart sapma ( Standard Deviation )
SDS-PAGE ¢ Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jel Elektroforez
Td Ag + T hiicrelerine bagimh antijenler

TEMED : N.N.N’ N’-Tetramethyl — ethylenediamin
Th : Yardimei T lenfositleri

TiAg : T hiicrelerinden bagimsiz antijenler
TMB : 3,3°,5,5” Tetrametil benzidin

TLR : T lenfosit reseptérii

uv : Ultraviole

viv ¢+ Hacim/hacim sulandirma oram ( Volume / Volume )



OZET

1975 yilinda Kohler ve Milstein monokonal antikor (mAb) iiretimine
yonelik hibridoma teknolojisini tamimladslar, Bu teknigin bazi avantajlan sunlardir : (i)
Her hibrid hiicre, antijen yiizeyinde tek bir epitopa dzgiil antikor iiretir, (ii) hibrid hiicre
6liimsiiz oldugundan simrsiz miktarda antikor iiretim kaynagidir, (iii) degisik metodlarla
mAb’lar kullamlarak yiiksek miktarlarda saf antijen firetimi saBlanabilir.

Mikrobik enfeksiyonlarin tanisinda siklikla serumda 6zgiil antijen(ler) veya
antikor(lar) saptamr. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) bu tam
ytntemlerinden bir tanesidir. Degisik ELISA yontemlerinde 6zgiil antijen(ler) saptamak
i¢in siklikla iki farkh mAb kullamlmaktadir. Ancak immiin yanitin sikhkla baskin olan
immiinojenik epitopa yonelik olmasindan dolay: farkli epitoplara 6zgiil iki mAb iiretmek
zordur. Bazi makalelerde antijen yiizeyindeki farkhi epitoplara 6zgiil antikor iiretiminde,
immiinojenik epitopun 6zgiil mAb ile maskelenmesiyle olugan immiin kompleks yapinin
asgilamada kullamlmas: durumunda organizmada farkli epitoplara 6zgil antikorlarin
gelisebilecegi belirtilmektedir. Ancak, antijenle beraber pasif olarak verilen IgG
izotipindeki antikor immiin yamti baskilayabilmektedir. IgG bagimli baskilamada antijen
— immiinoglobulin G (IgG) kompleksinin e zamanlh olarak B-lenfosit reseptoriine (antijen
aracihify ile) ve B lenfosit Fc y reseptoriine (FcyRIIB) (antijene bagh IgG’nin Fc aracilif
ile) baglanmasi B-lenfosit uyanminin FcyRIIB aracih@n ile engellenmesine neden
olmaktadir.

Pasif olarak verilen antikorun immiin yamt: baskilama &zelligi klinikde de
degisik uygulamalarda yer almaktadir. Bazi agilar ( kabakulak ve kizamik gibi ) bebeklere
bir yasindan dnce uygulanmaz. Bunun nedeni anne kaynakli IgG izotipindeki antikorlarin
dogumdan sonra bebekte en az 6 aya kadar aktivitesini siirdiirebilmesidir. Bebek bir yagim

doldurmadan asilama yapildifinda yetersiz immiin yamt gelisebilmektedir. Ayrica



gebelikte anne ile fetusun Rh uyugmazliklarinda Rh(-) annenin fetus kaynakl: Rh(+) kan
hiicrelerine kars1 antikor yamitim engellemek i¢in anti-RhD Ig kullamlmaktadir,

Bu g¢ahgmada BALB/c farelere ayn ayn “antijen(hIFNy)+IgG”,
“antijen(hIFNy)+Fab” ve “antijen(hIFNy)” verildikten sonra her gruptaki farelerin
plasmalanndaki antikor diizeyleri ELISA yontemiyle Slciilerek karsilastiriidi. Denek sayisi
3 olan PBS grubn disinda tiim gruplar 5 adet fareden olusmaktadir. Gruplarin plasma
antikor diizeyleri karsilagtinldiginda “hIFNy+IgG” ile aplama yapilan grupta hIFNy’ya
karsi antikor yamtimn baskilandifx saptandi. Diger taraftan “hIFNy+Fab” ile asilama
yapilan grubun antikor yanitinda anlamh bir baskilamanin olmadig1 saptandi. Bu verilere
gore degisik epitoplara 6zgiil mAb olusturmak icin Onerilen epitop maskelenmesi
yonteminde IgG yerine Fab fragmanlanmn kullamlmas: ile daha olumlu sonuglarn
almabilecegi diisiiniildii.



YABANCI DILDE OZET

In 1975, Kohler and Milstein described the hybridoma technology for
generating monoclonal antibodies (mAb). Some of the advantages of this technique are: (i)
Each hybrid cell produces only one antibody which recognizes a specific epitope on the
antigen. (ii) As the hybrid cell is immortal, it provides an unlimited supply of antibody.
(iii) Purifying of the specific antigen in large quantities could be performed with various
methods by using mAb.

Microbial infections are frequently diagnosed by detecting specific
antigen(s) or antibody(ies) in serum. Enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA ) is
one of the diagnostic methods. In different ELISA methods frequently two different mAb
are used in order to demonstrate specific antigen(s). However, generating two different
mAb is rather difficult as the immune response is usually directed against epitope which is
the most immunogenic. However, antibodies which recognize particularly well-presented
or immunodominant epitopes are formed especially. In some articles, it was regarded that
to generate a different set of antibodies against the antigen, immunogenic epitopes are
masked with specific monoclonal antibodies from a first immunization, then the organism
can generate a different set of antibodies against the antigen when it meets the antigen /
antibody complex a second time. However, passive administration of IgG antibody
together with an antigen specifically suppresses the immune response. IgG mediated
suppression results from simultaneous interaction of the antigenic portion of the complex
with membrane Ig molecules on specific B cells and of the antibody portion of the
complex with Fcy receptors ( FcyRIIB ) on the same B lymphocytes.

The ability of passively administered antibody to suppress the immune
response has certain clinical consequences and applications as well. Certain vaccines ( €.g.
mumps and measles ) are not generally given to infants before one year of age. This is

because levels of maternally- derived IgG remain high for at least six months after birth;



the presence of such passively transfered IgG at the time of vaccination would result in the
development of an inadequate immune response in baby. In the cases of Rhesus
incompatibility the administration of anti-RhD antibody to Rh negative (-) mothers
prevents primary sensitization by fetally derived Rh positive (+) blood cells, presumably by
removing the foreign antigen ( fetal erytrocytes ) from the maternal circulation.

In this study, plasma antibody levels of BALB/c mice immunized either with
“antigen+IgG”, “antigen+Fab” or “antigen” were compared. Except for PBS group, all
groups consisted of 5 BALB/c mice. When plasma antibody levels were compared, it was
observed that antibody response was suppressed in “hIFNy+IgG” immunized group.
However, antibody levels in “hIFNy+Fab” — immunized group were found to be not
significantly suppressed. According to the results obtained from this study using
“Ag+Fab” instead of “Ag+lgG” for epitope-masking scemed to be more convenient to

generate mAb against different epitopes.



GIRIS

Kemik iliginde giinde 10'°-10'" B lenfosit yapilmaktadir. Bunlarin ¢ogunun
yasam siiresi kisadir. Periferik kanda dolagan uyanimarms B lenfositler efer antijen ile
kargilasmaz ise birkag haftada apoptoza (programianms hiicre Slimil) ugrariar. Antijenin
istirahat halindeki B-lenfosit reseptorleri ile capraz baglanmas: sonucu B-lenfositler
istirahat halinden ¢ikarak antijene 6zgiil antikor sentezleyen plazma hiicrelerine ve bellek
hiicrelerine doniigiir .

Multivalan antijenlere karst heterojen nitelikte poliklonal antikor yamiti
olugmaktadir. Ancak giiniimiizde tek tip ozgiillik gosteren B-lenfosit kionlannin
ayrilmasi ve kiiltiirde iiretilmesi ile sadece belirli epitopu taniyan antikorlar elde
edilebilmektedir. Tek bir B lenfosit kionundan sentezlendikleri igin belirli epitopa 6zgiil
tek tip immiinoglobulin yapis1 gosteren bu molekiillere monoklonal antikorlar (mAb)
denir %,

flk kez 1975 yilinda Cesar Milstein ve Georges Kdohler fare myeloma
hiicresini antijen ile immiinize edilmis fare dalak hiicreleriyle birlestirerck monoklonal
antikor firetimine yonelik ‘hibridoma’ teknigini tammiamuslardir 3,

Monoklonal antikorlar, antijenik yapilarnn saflastinlmasinda, antikorlann
yapisal ve fonksiyonel yonden incelenmesinde, hiicre yiizey reseptorlerinin taminmasinda,
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ve RIA (Radio-Immuno Assay) gibi
serolojik yontemlerin olusturulmasinda, radyoaktif madde ile isaretli monoklonal
antikorlar ile timdr hiicrelerinin immiinosintigrafisinde, a; Gretiminde ve
immiinoterapide kullamimaktadir *. Ozellikle yiizeyinde aym epitoptan birden fazla
icermeyen multivalan antijenlerin saptanmasina yonelik testlerde iki farkh epitopa ozgiil
mAb’larin kullamlmas: gerekmektedir. Teorik olarak antijen yiizeyindeki tim epitoplara

karsi antikor yamti geligebilmesine  karsin hibridoma tekniginin immiinizasyon



asamasinda multivalan antijenlerin kullamlmas: sonucunda siklikla immunodominant
epitoplara 6zgiill mAb elde edilebilmektedir. Multivalan antijenlerin yiizeyindeki farkl
epitoplara 6zgill mAb iretiminde degisik yontemler kullamlmaktadir Bunlar arasinda
deney hayvanlarinda neonatal dénemde immiinodominant epitopa yonelik tolerans
olusturma, astlama sonras siklofosfamid kullanarak tolerans olugturma ve hedef antijen
yiizeyindeki immiinodominant epitoplarin 6zgiil antikorlan ile maskelenmesi yontemleri
bulunmaktadar >,

Literatiirlerde, immiinodominant epitopun maskelenmesi amaciyla antijen-
immiinoglobulin G (IgG) kompleksi ile yapilan asilama iglemiyle farkh bir epitopa 6zgiil
mAb salgilayan hibridoma elde edilebilecegi bildirilmektedir®. Ancak asilama icin
kullamlan antijen-IgG kompleksinin es zamanli olarak B-lenfosit reseptoriine (antijen
aracihif ile) ve B lenfosit Fcy reseptoriine (FcyRIIB) (antijene bagh IgG’nin Fc aracilif
ile) baglanmasi B-lenfosit uyarimimin FcyRIIB aracih@: ile engellenmesine neden
olmaktadir. Bu nedenle, literatiirde &nerilen ve antijen-IgG ile yapilan epitop
maskelenmesi yonteminin difer epitoplara karst antikor yamtim baskilayacags
6ngoriilerek, bu ¢alismada daha etkin bir yontem olusturulmasi amaglanmgtir,

Bu amagla, laboratuvarimizda firetilen, anti-insan interferon gamma (c.-
hIFNy ) IgG monoklonal antikoru salgilayan degisik hibridoma hiicrelerinden CAy-
IFNy38 segilerek bu hibroma hiicresinden salgilanan o-hIFNy IgG1 mAb’un kendisi ve
Fab kasm elde edildi. Antijen olarak rekombinant insan IFNy kullamidi. IFNy’ya karst
immiin yamtin farkh epitoplara kars: yonlendirilmesinde “IFNy-IgG” yerine “IFNy-Fab”
kompleksinin daha etkin olacag diisiincesi ile sadece IFNy ile asilama da dahil edilerek ii¢

farkh agrlama yontemi karsilagtiriidi.
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GENEL BILGILER

1. B LENFOSIT UYARIMI

Yabanc: antijenlerin 6zgiil sckilde tamnmast kazamlmig immiin yamtin en
temel ozelliklerindendir. Antijen taminmasi olayinda, immiinoglobulinler, T-lenfosit
antijen reseptérii ve doku uygunluk kompleksinden [“Major Histocompatibility Complex”
(MHC)] kodlanan antijenler olmak iizere 3 farkli molekiil dogrudan rol oynamaktadir. Bu
molekiillerin ilk ikisinde farkli antijenik yapilarin tamnmasim saglayan gesitlilife degisik
mekanizmalar neden olmaktacr °.

Immiinoglobulinler memelilerin serum ve doku svilarinda bulunan
glikoprotein yapida molekiillerdir. Baz1 immiinoglobulin molekiilleri B-lenfosit yiizeyinde
bulunurlar ve bunlar 6zgiil antijen igin reseptér gérevi goriirler. Bir kusmu da plasmada,
doku aralarindaki stvida ve lenf sivilarinda serbest halde bulunurlar °.

Antijene 6zgiil yilksek miktarda antikorun olusmast az sayidaki 6zgiil B
lenfositlerin uyanimiyla gergeklesir. Heterojen havuz igerisindeki az sayidaki 6zgil B
lenfositlerin antijenle karsilagip lzla gogalmasina klonal seleksiyon denir. Heniiz
uyarilmams 6zgiil B lenfositlerin antijenle baglanmasi B lenfosit yiizeyindeki IgM ve IgD
izotipindeki yiizey immiinoglobulinleriyle (mIg) gergeklesir ve bu molekiiller B lenfosit
reseptérii (BLR) olarak tammlanmaktadir. B lenfosit yiizeyindeki mIgM ve migD’nin
sitoplazmik kuyruklan ¢ok kisa oldugu i¢in antijenle baglanma sonrasi olugan uyariy1
hiicre igerisine iletemezler. Uyanmn hiicre icine iletiminden mig’lerin yaninda,
birbirlerine disiilfit bagiyla bagh Ig-alfa (Iga, CD79a) ve Ig-beta (Igf, CD79b)
heterodimeri sorumludur. Iglevsel bir BLR, yiizey immiinoglobulini ve CD79a/CD7%
heterodimerinden olusmaktadir. B lenfositleri, mig’leri ile antijeni yakalayip
CD79a/CD79b heterodimerleriyle uyanyr hiicre igine iletmektedir. Ig-ow’mn 61 ve Ig-

f’mn 48 aminoasitten (aa) olusan sitoplazmik kuyruklan vardir. Kuyruklan dizerinde



11

immiinoreseptér tirozin aktivasyon motifi (ITAM) olarak tammlanan bir bblge
bulunmaktadir. Reseptor-ligand etkilesimini takiben Src protein tirozin kinaz ailesinden
olan lyn uyanlarak Ig-o. ve Ig-B heterodimerindeki tirozin dizilerinde fosforilasyon
saglanmaktacir %2,

Antijen-BLR baglanmas: sonucu B lenfosit uyanmu antijenin yapisina ve
aym zamanda B lenfositin gevresinden aldify sinyallere baghdir. B lenfosit uyariminda
antijenin yapisal nitelikleriyle ilintili olarak yardimci T lenfositleri (“T helper”Th) rol
almaktadir. Ogzellikle protein yapidaki antijenlere karsi ozgill antikor yamtimn
olugabilmesi i¢in T lenfositlerden salgilanan sitokinlere ihtiya¢ bulunurken baz1 antijenler
Th hicrelerinin yardima olmaksizin B lenfosit uyanmum saglamaktadirlar. Th
hiicrelerinin yardimi olmaksizin B lenfosit uyanmum saglayabilen antijenlere T
hiicrelerine bagimsiz (Ti) antijenler denir. Ti-antijenler Ti-Tipl ve Ti-Tip2 olmak iizere
iki gruba aynhr. Ti-Tipl antijenlere karsi IgM izotipinde antikor yamiti olmaktadir ve
antikor yamtimin olusabilmesi ig¢in T lenfosit yardimina (sitokin salgilanmasi) ihtiyag
duynimaz. Gram negatif bakteri hiicre duvarimin 6nemli bir komponenti olan
lipopolisakkarit (LPS), Ti-Tipl antijen i¢in bir 6rnektir. Ti-Tip2 antijenler ise hiicre
duvarinda yineleyen polisakkarit tiniteleri (polisakkarit kapsiilli mikroorganizma) veya
polimerik proteinler (bakteriyel flajel) gibi yineleyen epitoplan igeren antijenlerdir. B
lenfosit ylizeyinde mlg’leri ile ok sayida gapraz baglar kurarak B-lenfositleri aktif hale
gegirirler. Ti-Tip2 antijenlerine antikor yanitimn olugabilmesi i¢in az da olsa yardime1 T
lenfosit yardimna ihtiyag duyulmaktadir >3,

Bir ¢ok protein yapidaki antijene 6zgiil antikor yamtimin gelisebilmesi i¢in B
lenfosit yamisira MHC molekiilleri aracihify ile ve iglenmis seklinin CD4(+) Th ile de
temas etmesi gerekir Bu temas sonrasi yardimct T lenfositlerden sitokinler
salgilanmaktadir. Divalan ve oligovalan T Ilenfosit bagimh (“T-dependent”, Td)

antijenlerin B lenfosit mlg baglanmas: ile olugan sinyal B lenfosit aktivasyonu icin
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nispeten zayifur. Etkin bir immiin yamt olusabilmesi icin gerekli olan ikinci sinyal
antijene 6zgil B lenfosit ile Th arasindaki hiicresel temas ile gergeklesir. Bu temas B
lenfosit yiizeyindeki CD40 proteininin T lenfosit yiizeyindeki CD40 ligand (CD40L) gibi

diger baz1 yardime: molekiillerin kargilikli kenetlenmesi ile saglamr ',

2. IMMON YANITIN DUZENLENMES]

Immiin sistem, organizmay: yabanci maddelere ve patojen ajanlara karsi
korumaktadir. iImmiin sistemin en 6nemli 6zelliji bazi kontrol mekanizmalaryla immiin
yamti simirlayabilmesi veya diizenleyebilmesidir. Immiin yamitin etkinligini antijenin ve
antikorun bazi ozellikleri, immiin kompleksin niteligi, antijen sunucu hiicre tipi,
organizmamn genetik yapisi ve degisik asamalarda etkin olan kontrol mekanizmalan
belirlemektedir '°.

2.1. immiin Yamitin Diizenlenmesinde Antijenin Rolii

Immiin sistemin aktivasyonu igin ortamda bulunmasi zorunlu olan ilk
uyarici fakiSr, antijendir. Antijenin yapisi, dozu ve organizmaya verili§ yolu gelisen
immiin yanitin y8niinii ve sonucunu énemli 6lciide etlilemektedir.

2.1.1. Antijen Yapisi

Protein veya glikoprotein yamdaki antijenler, antijen sunucu hiicreler (ASH)
tarafindan islenerek lenfositlere sunulur. Bunlara karsi hem hiicresel hem de salgisal
immiin yanit gelisir. Ancak lipid ve polisakkarit karakterindekd antijenler ASH tarafindan
islenemedikleri ve MHC molekiilleriyle sunulamadiklani i¢in bunlara karsi etkin bir
immiin yanit olusmaz. Td antijen niteliginde olan antijeniere kars: 6zgiil IgM sonrasi IgG
agiga cikar, affinite artis1 ve hafiza B lenfosit gelisimi olur. Ti-Tipl ve Ti-Tip2 antijen
grubunda yer alan lipid ve polisakkarit karakterindeki antijenlere kars ise daha gok diigiik
affiniteli IgM ve az miktarda IgG2 olusabilmektedir. Antikor izotipinde degisiklik, affinite

arist ve hafiza B lenfosit gelisimi olmamaktadir. Bu nedenle, Ti-Tipl ve Ti-Tip2
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grubundaki antijenlere kars: sekonder immiin yamt gelisimi gézlenmez. Allerjen ozelligi
ghsteren bazi1 antijenlere karsi ise IgE agirhikhi yamt geligmektedir. Hiicre igi
mikroorganizmalara (Leishmania tropica gibi parazit veya Brucella abortus gibi
bakteriler ile genel olarak viriisler) kars1 agirhikh olarak hiicresel immiin yanit, ¢dziiniir
yapidaki protein antijenlere kars1 ise salgisal immiin yamt olusmaktadir 2.
2.1.2. Antijenin Dozu ve Giris Yolu

Minimum egik diizeyini agmas1 sartiyla organizmaya verilen antijen antikor
yanitina neden olurken, yiksek veya cok diigiik dozlardaki antijene kargi immiinolojik
yanit gergeklesmez. Cok yiiksek dozlarda veya periodik araliklarla diigiik dozlarda antijen
verilmesi 6zgiil T ve B lenfosit toleransina neden olabilmektedir. Baz1 antijenler deri
altina veya deri igine enjekte edildiginde immiin yanit olusmakta; nasal, oral veya yiiksek
dozda intravenoz yoldan verildiginde ise immiinolojik toleransa neden olabilmektedir 2.
2.1.3. Antijen Sunucu Hiicrelerin Rolii

Etkin bir immiin yamtin geligebilmesi igin antijenin ASH tarafindan
iglenmesi ve MHC molekiilleri ile T lenfositlerine sunulmasi ve T lenfosit reseptérlerine
(TLR) baglanmasi gerekir. Ancak etkin bir immiin yamitin gelisebilmesi igin bu
faktorlerin yamsira hiicreler arasi baglanmayr kuvvetlendiren adezyon molekiillerinin
ligandlan ile etkilesime girmesi, degisik sitokinlerin saigilanmasi, yardimci uyanm
molekiillerinin membranda ifadelenmesi ve ligand: ile etkilesime girmesi de gerekir '°.
Antijen sunucu hiicre iglevi géren B lenfosit iizerindeki CD80 (B7-1) ile T lenfosit
yiizeyindeki CD28 molekiilii arasindaki baglanma en 6nemli yardimci sinyal olusturan
etkilegsimlerdendir. Aynica ASH yiizeyindeki ICAM-1 (CD54) ve LFA-3 (CD58), T
lenfosit yilizeyinde LFA-1 (CD11a/CD18) ve CD2’ye baglanarak yardimci sinyal

olusturmaktadar '¢.
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2.1.4. Sitokinlerin Rolii

T lenfositi ve yardima: hiicrelerden salgilanan sitokinler immiin yamt: hem
uyaric1 hem de azaltic: yénde etkilerler. Bunun en belirgin 6megi sitokinlerin yardimer T
lenfositler iizerine olan gift yonlii etkisidir. Ornegin CD4" yardimer T lenfositleri (Th)
salgiladiklan sitokin profili agisindan fonksiyonel alt gruplara ayrihr. They lenfositler
bipotansiyel hiicreler olup, Thy ve Thy, lenfositlerine farkhiagir. Thy hiicrelerinden IL-2 ve
IFNy, Th, hiicrelerinden ise IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 agirlikh sitokinler salgilanir.
Antijenik uyanim sonrasi baskin olan Th tipi gelisen immiin yamti etkiler. Daha ok
hiicresel agirhkh immiin yanitin gelisiminde Th;, salgisal immiin yamtin gelisiminde ise
Thy, tipi immiin yanit etkili olmaktadir. Genel olarak hiicre i¢i mikroorganizmalara kars1
Th,, paraziter antijenlere ve allerjenlere karsi Thy agarhikh immiin yamt gelismektedir.
Thy’lerden salgilanan IFNy makrofaj yiizeyinde MHC simf-II ve yardimc: sinyal
olusumuna neden olan molekiillerin artisina neden olmaktadir'’. Bu etkiler makrofajlan
daha etkin ASH yapar. Th; alt grubunun baskin oldufu immiin yamtta salgilanan IL-2 ve
TFNy ile sitotoksik T lenfosit ve NK (Natural Killer — Dogal Oldiiriicii Hiicre) aktivitesinde
artis olmaktadir '®. Allerjenlere karsi gelisen IgE izotipindeki antikor yamtinda Thy
hiicrelerinden salgilanan IL-4 ¢nemli rol oynamaktadir '°. Ciinkii IL4 ve lL-l3,. IgE
izotip dSniisiimiine (class switching) neden olan sitokinlerdir 2. Th alt gruplan kargihikh
olarak salgiladiklan sitokinler aracihif ile birbirleri iizerine inhibitor etki gostererek
immiin yamiti farkli kutuplara yonlendirebilmektedir. Th; hiicrelerden salgilanan IFNy,
Thy, tipi hiicre proliferasyonuna engel olmaktadir. Thy hiicrelerden salgilanan IL-10 ise
Th, hiicrelerinden IFNy iiretimine engel olmaktadir *? . Th alt gruplan antikor yanitinin
farkhi sekilde olusmasina neden olur. Th, hiicrelerinden salgilanan IL-4 ve IL-13 IgE

olugmasina, IL-10 ise IgA olusmasina neden olur %',
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2.1.5. immiin Komplekslerin Rolii

Antikorlarin 6zgiil olduklan antijenlere karsi gelisen immiin yamu
diizenleyici etkisinin oldugn uzun siiredir bilinmektedir. Ilk olarak 1909 yihinda Smith T.
isimli arastrmacimn yaptifn calismada kobaylara verilen fazla miktardaki antitoksinin
difteri toksinine kargi gelisen immiin yamt inhibe ettifi gosterilmis ancak nedeni
agiklanamamugtir. Yaklasik 60 yil sonra Henry ve arkadaslan bunun nedeninin
sedimentasyon katsayis1 7S olan IgG molekiili oldugunu belirtmiglerdir .

Antikorlarin immiin yamti diizenleyici etkileri son derece carpicidir.
Miktarina bagh olarak sinjeneik (syngeneic) antikorlar %99.9 oramnda baskilamaya veya
1000 kat artisa neden olabilmektedir. IgM ve IgE izotipindeki antikorlar immiin yamt
artinc etki gosterirlerken; IgG’nin cift yonli etkisi bulunmakiadir . IgE’nin protein
yapidaki 6zgiil antijenle beraber deney farelerine verildiginde yizeyinde CD23 (FceRID)
tastyan B-lenfositlerin IgE/Ag kompleksini endositoz yoluyla hiicre icerisine aldiklan ve
antijenik peptidler seklinde yardimei T lenfositlerine sunduklan ve antikor yanitinda artig
oldugu belirtilmistir 2#?°. IgM bagiml antikor yanitindaki artis ise IgM’nin komplemam
aktive edebilme ozelligi ile gerceklesmektedir * . IgG bagamh artigin potansiyel
molekiiler mekanizmas: heniiz tam olarak agiklik kazanmamistir. IgG bagimh artigin da
kompleman ile gergeklescbilecegi ongdriilmesine ragmen *, bir calismada komplemamnt
aktive etme ozelligi nokta mutasyonlar ile ortadan kaldinlms IgG2a izotipindeki
antikorun da kontrol grubu kadar etkili oldugu saptanmgtar *.

immiin yamitin baskilanmasinda rol alan tek antikor izotipi 1gG’dir. Tiim
IgG alt gruplanimin hem primer antikor yamitim baskiladigz hem de sekonder antikor yaniti
icin gerekli olan hafiza hiicrelerin gelisimini engelledigi belirtilmistir *'. Immiin kompleks
yapida yer alan IgG’nin antikor yamtim baskilamas: temel olarak, B-lenfosit yiizeyindeki

FcyRIIB (CD32) ve mig’leri vasitasiyla B lenfosit uyarimim inhibe etmesiyle gergeklesir.
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B lenfosit reseptorleri ile FcyRIIB eszamanh olarak “antijen-1gG” kompleksi aracihf ile

¢apraz baglant yaptiganda B-lenfosit uyarim: engellenmektedir 2 (Sekil 1)

Antijen

Sekil 1. FcyRIIB ile B-lenfosit uyaniminin engellenmesi

Bu ¢ahigmada antijen tizerindeki belirli bir epitop (epitop X) 6zgil I1gG
antikoru ile kapatldiginda ve bu sekildeki kompleks ile asilama yapildifinda X epitopu ve
diger epitoplara dzgiil B-lenfosit antikor yamtimin olmayacag1 veya diisiik diizeyde olacag:
ongdriilmagtiir (Sekil 2A). Bunun nedeni X epitopunun ozgiil IgG aracih ile Ortiilmiis
olmast ve X epitopu disindaki epitoplara yamit verecek B lenfositlerin ise FcyRIIB
iizerinden inhibe edilebilecegidir. Bu nedenle X epitopu disindaki epitoplara kargi etkin
antikor yanitinin olabilmesi igin aplamamn “antijen-Fab” ile yapildifinda daha iyi olacag
diiginilmastir. Bu amagla, epitop maskelenmesinde kullamlacak olan IgG izotipindeki
antikorun papain enzimi ile parcalanmas: sonrasinda effektor fonksiyonlarindan sorumlu
olan Fc pargasimn ayrilmas: saglanarak (Sekil 2B), kalan Fab parcas ile 6zgiil epitopun
maskelenmesi ve “antijen-Fab” kompleksi ile asilamada X digindaki difer epitoplara

antikor yamtimin “antijen-IgG” kompleksi ile karsilagtinimas: amaglanmustir.
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Sekil 2. Antijen-IgG veya antijen-Fab kompleksinin antikor yamiti tizerine etkisi. Antijen- IgG ile
agillama sonucu B-lenfosit uyanmmmn engellenmesi (A). Antijen-Fab ile agilama sonras1 B-hitcre

uyanim (B).



18

3. INTERFERONLAR

Yaklagik 40 y1l dnce Isaacs ve Lindenmann tarafindan tammlanms olan
interferonlar, virislere karsi hiicrenin dzgfil olmayan bir reaksivonu olup, RNA ve protein
sentezini dogrudan etkilerler **. Anti-viral etki yamnda, anti-proliferatif ve
immiinoregiilatér etkileri de vardir. Interferonlar fagositozu arttmr, ayrica fagositer
hiicrelerin ¢ogalmasina ve salgisal driinlerinin artmasma neden olur; opsonize olmus
yapilann daha kuvvetli fagositozunu saglar *.

Interferonlar farkh ailelerden olugmustur. iki ana grup altinda incelenir:
Degisik tiirlerde saptannmg olan Tip 1 interferonlar, amino asit dizilimleri ve
immiinojenik 6zelliklerine gore IFN-alfa (IFN-ot), IFN-beta (IFN-B), IFN-omega (IFN-w),
IFN-delta (IFN-3) ve IFN-tau (IFN-r) olarak alt simifa aynimakiadir . IFN-a ve IFN-0
lokositlerden, IFN-B fibroblastlardan, IFN-8 bazi embiryonel yapilardan ve IFN-t ise
trofoblastlardan salgilanmaktachr. Alfa, beta ve omega IFN insanda 9 no’lu kromozomdan
kodlanmaktadr. Tip 1 interferonlar cok cesitli hedef hiicreleri etkileyerek “anti-viral, anti-
proliferatif ve immiinomodulator” etki gosterirler. Tip 1 interferonlann biyolojik
fonksiyonlan 4 ana grup altinda incelenebilir *2.

a. Tip 1 IFN viral replikasyonu énler. Tip 1 interferonun anti-viral etkisi asil olarak
cevredeki hiicrelere “parakrin” etki seklindedir.

b. Tip 1 IFN hiicre proliferasyonunu engeller. Ozellikle IFN-o bazi timérler (hairy
cell leukemia) igin anti-proliferatiftir. IFN-B ise normal hiicre biiyiimesinin
fizyolojik inhibitoriidiir.

¢. Tip 1 IFN NK hiicrelerinin litik potansiyelini arttirir.

d Tip 1 IFN MHC smif I molekiil ekspresyonunu arttirirken, MHC simf 1T
ekspresyonunu baskalar,

Tip 2 Interferon, IFNy veya immiin interferon olarak adlandirihir. 30 yil

6nce tantmlanan IFN-y daha ¢ok mitojenler veya antijenler ile uyanlmg T lenfositlerinden
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uretilir. NK hiicreleri de antijenle kargilastiklarinda veya endotoksinle uyariidigmda IFN-y
sentezlerler. Konakc1 savunmasinda inflamatuvar olaylarda anahtar rol oynayan IFN-y, T-
lenfositlerinde MHC simif II antijenlerinin artmasim saglar. Ayrica, T-lenfosit yiizeyinde
IL-2 reseptdrlerinin artmasimna yardimci olur ve IL-2 sentezini arttirir. B-lenfositlerini
proliferasyona zorlar, makrofajlan aktive eder. Mediatér salimminda da IFNy’nin aktive
edici etkisi vardir; 6zellikle IL-1 salinimimn uyam 2

Interferon gamma geni insanda 12, farede ise 10 numarah kromozomda
yer alir. Homodimerik yapidadir ve dimerik yapiy: olusturan birbirine benzeyen alt: adet
alt tnite birbirlerine asimetrik olarak yerlesim gosterirler. Genel olarak a-helikal tarzda
bir yapiya sahiptir (Sekil 3 ). Insan IFNy’nmn aa.(aminoasit) dizilimi fare IFNy’min aa
dizilimi ile yaklapk %40 benzerlik gostermektedir. Ayrica, fare IFNy’min 26 numarali
amino asitinde delesyon bulunmaktadir™. Insan rekombinant interferon y’nin farelerde
toksik bir reaksiyona neden olmadify saptanmustir. Ozellikle insan IFNy’ya kargi
mAb’lanin elde edildigi degisik cahigmalarda farelerin agilanmasinda sikhkla insan
rekombinant IFNy kullamiimaktadir®®*". Dolayisiyla fareyi asilamak icin dimerik yapidaki
insan IFNy’s1 antijen olarak kullamlabilir,

Sekil 3. Homodimer yapih insan interferony 3.
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GEREC VE YONTEMLER

1. GERECLER

1.1. Kullanilan Cihazlar Listesi

1. Hiicre kiiltir inkiibatorii: %5 CO,’li, 37°C nemli ortam (NUAIRE Auto Flow CO»-
Water Jacketed Incubator, Plymouth MN, A.B.D.).

2. Giivenlik kabini- Steril Laminar Akumh Kabin (NUAIRE Biological Safety Cabinet,
Class I Type A/B3, Plymouth MN, AB.D.).

3. ‘Inverted’ mikroskop (Nikon TMS; Japonya).

4. Isik mikroskobu (Nikon LaboPhot 2, Japonya).

5. Sogutmal: santrifiij (Benchtop centrifuge, HERMLE ZK-380, Gosheim, Almanya).

6. Mikrosantrifiij (MicroCen 13D, Herolab, Almanya).

7. Isitmali, rotoriu su banyosu (Techne Shaking Bath SB-16, Princeton NJ., AB.D.).

8. Siv1 azot tanki (Taylor Wharton 35 HC, serial no: 503-018-F3, Indianapolis IN.,
ABD.).

9. ELISA okuyucusu (Pasteur Diagnostics LP-400, Paris, Fransa).

10. Otomatik ELISA yikayicis1 (Pasteur Diagnostics LP-35, Paris, Fransa).

11. Yiiksek basinch sivi kromatografi (HPLC) sistemi: Waters 650 Advanced Protein
Purification System; Waters 600E System Controller, Waters System Interfere Module;
Waters 490E Programmable Multiwavelength UV  Detector, Maksima 820
Chromatography Workstation Version 3.0 Bilgisayar Programu (Waters, Millipore Corp.,
Milford, MA., AB.D.).

12, Otoklav (Pressiontravail, 2.5atm., 1953-2056, M. Schearer S.A., Bern, Isvigre).

13. Distile su cihaz1 (Seralpur PRO 90C, SERAL, Ransbach-Baumbach, Almanya).

14, pH metre (3010 pHmeter, Jenway, A.B.D.).

15. -80°C derin dondurucu (Jouan VX 530 Series 2, Fransa).
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16. Elektroforez giig kaynag (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, AB.D.).
17. SDS-PAGE Elektroforez tank: (El yapim).

18, Liyofilizator cihazi (Benchtop 3L, Virtis Company Inc., New York, A.B.D.).

19. Hassas terazi (Electronic Balance, A&D Company Limited, Tokyo, Japonya).

20. 10! - 100p1’lik otomatik pipet (Costar, Costar GmbH, Bodenheim, Almanya).
21. 100pl - 1000!” lik otomatik pipet (Costar, Costar GmbH, Bodenheim, Almanya).

22. 50pl — 200pt” lik otomatik gok kanalh pipet (Socorex, Swiss).

1.2. Kullamlan Geregler Listesi

1. Thomma lamm (Hausser Scientific, A.B.D.).

2. Dializ membram (Spectra/por, m.w. cutoff 12000-14000, katalog no: 132676, Spectrum
Medical Industries Inc., AB.D.).

3. Kolon (0.9x30 cm boyutlannda, C6169 Sigma Chem. Co., A.B.D.).

4. 96 kuyucuklu, diiz tabanh, yiiksek baglama kapasiteli ELISA mikroplaklan (High
Binding Capacity, Greiner, 655061, Niirtingen, Almanya).

5. 96 kuyucuklu, U tabanly, steril polipropilen mikroplaklar (M-4404; Sigma St. Louis,
MO, ABD)

6. 14 ml’lik konik tabanh, kapakli, steril, polipropilen tdpler (Greiner, 188.271,
Niirtingen, Almanya).

7. 50 ml’lik konik tabanh, kapaklh, steril, polipropilen tiipler (Greiner, 227.261,
Nirtingen, Almanya).

8. Serolojik polipropilen tiipler (12x75 mm., Tip Sorvall — 110441; LP Italiana SPA,
Milano, italya).

9. 1.5 ml.’lik kapakh mikrosantrfiij tiipleri (Greiner, Niirtingen, Almanya).

10. Steril hiicre kiiltiir giseleri (250ml; Greiner, 658170, Niirtingen, Almanya).

11. Enjektor filtresi (0.20pm, F-8148, Millipore filter, Millex-GS; Sigma).
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12. Enjektér filtresi (0.45um. 022678; Semadeni AG., Ostermudingen, Almanya.).

13. Pasteur pipetleri (Superior Marienfield, 32330503, Almanya).

14. 1ml."lik steril enjektor (Sterijen; Hayat Tibbi Aletler San., Corum, Tiirkiye)

15. 2ml.lik steril plastik enjektér (Sterijen; Hayat Tibbi Aletler San., Corum, Tiirkiye)
16. 10mL. ik steril plastik enjektor (Medplast Saghk Arag. A:S:, Ankara, Tiirkiye)

17. 20mL. Lk steril plastik enjektor (FE-Farma Tip Malz. A_S., Elazi, Tiirkiye)

18. 50ml.’lik steril plastik enjektor (Se-Inject; Tibset A.S., istanbul )

19. 50p1.’lik Hamilton enjektor, Model 705N (Sigma, Z10,894-4, St.Louis, MO, AB.D.).

1.3. Kimyasal ve Biyolojik Maddeler

1. 2, 6, 10, 14-Tetramethyl pentadecane; (Pristane, Sigma, T -7640, St. Louis, MO,
ABD.).

2. (NH4 )2804 (Amonyum siilfat, Sigma, A-2939, St.Louis, MO, A BD.).

3. NaCl (Sodyum kloriir, Merck, 6400.5000, Darmstadt, Almanya).

4. NaOH (Sodyum hidroksit, Merck, 6462.1000, Darmstadt, Almanya).

3.NaH;PO42H,0 (Monosodyum fosfat dihidrat, Merck, 6345.1000, Darmstadt, Almanya).
6. Na;HPO, (Disodyum hidrojen fosfat, Merck, 6586.2500, Darmstadt, Almanya).

7. Na;CO3 (Sodyum karbonat, Merck, A931998, Darmstadt, Almanya).

8. NaHCO; (Sodyum bikarbonat, Sigma, D-4019, St. Louis, MO, AB.D.).

9. C;H30;Na (Sodyum asetat, Merck, 9023840, Darmstadt, Aimanya).

10. H3PO, (Fosforik asit, Sigma, P- 6560, St. Louis, MO, A.B.D.).

11. HCI (Hidroklorik asit, Sigma, H-7020, St. Louis, MO, AB.D.).

12. H80; (Siilfiirik asit, %95-98’lik, Merck, 9023840, Darmstadt, Almanya).

13. CgHgOy (Sitrik asit, Sigma, C-0759, St.Louis, MO, AB.D.).

14. EDTA (Ethylene diamine tetracetate, disodium salt, dihydrate; Sigma. E-5134,

St.Louis, MO, AB.D.).
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15. C4H;;NO; (Trizma® base, Tris(hydroxymethyl) aminomethane; Sigma, T-1503,
St.Louis, MO, AB.D.).

16. Acrylamide (Sigma, A-8887, St. Louis, MO, A.B.D.).

17. N, N’- methylene-bis-acrylamide (Sigma, M-7256, St. Louis, MO, AB.D.).

18. H;NCH,COCH (Glycine, Merck, 500.188, Darmstadt, Almanya).

19. C12H2504SNa (Lauryl sulfat - Sodyum dodecylsulfate, Sigma, 1.-5750, St.Louis, MO,
ABD.).

20. (NHy),5,05 (Amonyum Persulfat, Sigma, A-6761, St. Louis, MO, AB.D.).

21. C3HgO; (Glycerol, Sigma, G-7757, St.Louis, MO, A.B.D.).

22. CeH1N2 (N.N.N’,N’-Tetramethyl — ethylenediamine, Sigma, T-9281, St.Louis, MO,
ABD.).

23. %30’luk H>0,, (Hidrojen peroksit, Aldrich, 21676-3, Almanya).

24. CH40O; (Asetik asit, Merck, 04134156, Darmstadt, Almanya).

25. CH30H (Methanol, Merck, 17800308, Darmstadt, Almanya).

26. Carbonic anhydrase (Sigma, C-2273, St.Louis, MO, AB.D.).

27. Sigar albumin (Sigma, A-7517, St. Louis, MO, ABD.).

28. B- Galactosidase (Sigma, G-6017, St. Louis, MO, A.B. D.).

29. Siggr serum albumin (BSA ) (Sigma, A-3803, St. Louis, MO, ABD.).

30. Fetal buzag serum (FCS) (Seromed, S-0113, Biochrom KG, Berlin, Almanya).

31. Horseradish peroxidase (HRPO) ile igaretli anti-mouse IgG (Antikorun Fc bolgesine
6zgiil) (Sigma, A-2554, St. Louis, MO, AB.D.).

32. HRPO ile igaretli anti-mousc IgG (Antikorun Fab bolgesine Ozgiil, biitin fare
immiinoglobiilin izotiplerine baglanabilmekte, Sigma, A-9917, St. Louis, MO, A.B.D.)
33. Bromphenol Blue (Sigma, B-6131, St.Louis, MO, ABD.)).

34. %0,4’lik Tripan mavisi soliisyonu (Merck, 11732, Darmstadt, Almanya).

35. Coomasie Brilliant Blue R250 (Merck, Darmstadt, Almanya)
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36. Tween-20 (Polyoxyethylencsorbitan monolaurate; Sigma, P-1379, St.Louis, MO,
ABD.).

37. BALB/c fare ( Harlan Inc., England).

38. Hi-Trap Protein G kolonu, 1ml.’lik (Mab Trap® GII kit, Pharmacia, Uppsala, Isvigre).
39. Sephacryl $200 HR Jel filtrasyon matriksi (Pharmacia, Uppsala, isvigre).

40. Heparin (Liquemine, 2500IU/5ml., Roche.).

41. Ci6HzN,.2HC1 ( TMB, 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine Dihydrochloride, Sigma, T-
8768, St.Louis, MO, AB.D.)

42. Papain ( Sigma, P-4762, St.Louis, MO, AB.D.)

43. C3H;NO,S ( L-cysteine, Sigma, C-7755, St. Louis, MO, AB.D. )

44. CHLINO ( Iodoacetamide, Sigma, 1-6125, St.Louis, MO, AB.D. )

45. C;Hi00 (Isobutyl Alkol, Sigma, 1-0273, St.Louis MO, ABD.)

1.4. Kullamlan Monoklonal Antikorlar

1. Anti-insan albumin (A-HAIb/98)

2. IgG1 izotipinde Anti-insan interl6kin2; a-hIL2 ( CAy-IL2G) ¥.

3. IgG1 izotipinde Anti-insan interferon gamma, a-hIFNy-38 (CAy-IFNy-38) .

4. 1gG2a izotipinde standard antikor (anti-insan IFNy, nétralizan antikor, Saflagtirilmis
fare monoklonal IgG2a, Catalog Number: MAB285, 500mg, Lot: KwWO015061, R&D

Systems, Minneapolis, MN 55413 A.B.D.).

1.5. Kullamlan Antijenler

1. Rekombinant insan IFNy (Immuneron”®, 1mg. Study No: NCI, Activity : 2.4 x 10U,
Lot No: 10M37 A, Biogen Research Corp., Cambridge, MA 02142 )

2. Rekombinant insan IFNy (Bochringer Ingetheim, 0.1mg/0.5ml, Ingelheim am Rhein,
Almanya ).
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3. Rekombinant insan IL-2 (Proleukin™, 18 milyon aldeslkin/flakon,Roche)

1.6. Hazirlanan Solusyonlar

1. 10mM PBS (Phosphate Buffered Saline),: 1,9mM NaH,PO4.2H20 + 8,1mM Na,HPO4
+154mM NaCl, pH 7.4.
2. Kromatografi “cahsma tamponu”: 10mM PBS + 0,2M NaCl, pH7.4.
3. Kromatografi “cliisyon tamponu”: 0,1M Sitrik asit, pH 2.6.
4. ELISA “yikama tamponu” (PBS-T): %0.03 Tween 20 iceren 10mM PBS, pH 7.4.
5. ELISA “bloklama tamponu” (PBS-BSA): %3 BSA iceren 10mM PBS, pH 7.4.
6. ELISA “substrat tamponu”: TMB ve H,0, ieren Sitrat-Fosfat Tamponu pH5.
7. Karbonat-bikarbonat tamponu (CBB): 15mM NaCOs + 35mM NaHCO;, pH 9.6.
8. Sodyum asetat tamponu (Na-asetat), pH 4.5.
9. 1gG “pargalama tamponu”: 10mM PBS ierisinde 0,02M EDTA + 0,02M Sistein

10. Jel sabitlestirici solusyon: %50 Methanol+%10 Asetik Asit+%40 Distile su.

11. Jel boyama solusyonu: %50 Methanol+%0.05 Coomasie R250+%10 Asetik Asit+%40
Distile Su.

12. Jel dekalorizasyon (boya ¢ikarma) solusyonu: %5 Methanol+%7 Asetik Asit + %88
Distile Su.

13. Jel saklama solusyonu: Distile su igerisinde %7°lik Asetik Asit.

14. Asetat-EDTA Tamponu : 0,1M Na-Asctat+0,003M EDTA, pH 5.5.

15. 4x Tris.CI/SDS, pH 6.8 : 0.5M Tris.C1+%0.4 SDS

16. 4x Tris.CI/SDS, pH 8.8 : 1.5M Tris.C+%0.4 SDS

17. 2x SDS/Ornek Tamponu : 25ml 4xTris.CI/SDS, pH6.8+20ml. gliserol+4g SDS+1mg
Bromfenol mavisi kansimna 100ml.’ye tamamlanacak sekilde distile su eklendi.

18. 5x Elektroforez Tamponu : 15.1g Tris baz+72.0g glisin+5.0g SDS 1000ml.’ye

tamamlanacak sekilde distile su eklendi.
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2. YONTEMLER

2.1. Anti-hIFNy IzG1 Monoklonal Antikor Saflagtirnimas

Anti-hIFNy IgGl monoklonal antikor salgilayan ve laboratuvanmizda
iiretilen CAy-IFNy-38 hibridoma hiicrelerinin®, BALB/c farelere intraperitoneal verilmesi
ile olusturulan asit sivismdan Protein G affinite kromatografisi yontemi ile asafida
ozetlendigi sekilde saflagtirildi.

2.1.1. Anti-hIFNy IgG1 iceren Peritoneal Asit Sivisinm Olugturalmas::

Hibridoma hiicre kiiltiir siipernatanlarma gére asit svisinda 100-1000 kat
daha fazla antikor olugmaktacir®. Bu yiizden, cahgmalarda kullamlmak Gzere yeterli
mikiarda o-hIFNy IgGl elde edebilmek igin CAy-IFNy-38 hibridoma hiicreleri BALB/c
farelere intraperitoneal verilerek asit sivisi olugturuidu.

Bu amagla ilk nce, tiimér olusumunu hizlandirmak igin 6 adet 8 haftalik
disi ve 10 adet 14 haftalik erkek BALB/c farelere 0.5ml pristan intraperitoneal verildi. 5
giin sonra, canhlik yiizdesi yaklasik %94 olan yaklagik 2.5x10%/ml sayidaki CAy-IFNy-38
hibridoma hiicresinden her bir fareye 0.5 ml hiicre intraperitoneal verildi. Hiicrelerin
enjeksiyonundan 9 giin sonra 2 disi fareden 12.5 ml peritoneal asit sivis1 toplandi. Pristan
kalinisim ortamdan uzaklagtirmak igin asit sivis1 400xg’de 10 dakika santrifiij edilerek
cam pamugundan gegirildi. Toplanan yaklagik 11 ml’lik sipernatanim 0.5 ml’si -80°C’de
saklamrken kalan 10.5 ml iizerine 20mM Tris-HCl pH 8.0 ecklenerck 50 ml’ye
mmamlandl.BukansxmmrekﬁkansunhmkﬁzeﬁneSOmldoymusamonyumsﬁlfat(
Saturated ammonium sulfate “SAS”) ¢bzeltisinden 50 ml cklendi ve gece boyunca
+4°C’de gokelmeye birakaldi.

SAS / (SAS + Kangim) ( v/v ) = %50.

Ertesi giin, ¢ozelti 1500xg’de 40 dakika santrifiij edildi. Cokeltinin distile su

ile ¢bziilmesi sonucu olugan 10 ml’lik gbzeiti pH7.2 olan +4°C’deki 11t’lik 10mM PBS’e
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karsi 4 saatte bir defistirilerck gece boyunca diyaliz edildi. Diyaliz edilen &rnek
1500xg’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra 0.45um’lik por gaph enjektér filtresinden
siiziildii ve 5 ml 10mM’lik PBS cklenerek 15 ml’ye tamamlandi. Amonyum siilfat ile
¢ktiirme sonras1 sipernatandaki ve ¢okeltideki 6zgiil antikor miktarlann ELISA
yontemiyle Slciileceginden her iki fraksiyondan 0.5’er ml aynlarak -80°C de saklands.
2.1.2. Asit Sivismdan Protein G Affinite Kromatografisi ile Anti-hIFNy IgG1
Saflagtinimas: :

Protein G’nin fare kaynakh IgG1’e protein A’dan daha kuvvetli baglanmast
nedeniyle®”, asit sivisindan o-hIFNy IgG1’in protein G affinite kromatografi yontemi ile
saflagtiriid.

ImI'lik Hi-Trap Protein G Sepharose kolonu (Mab Trap® GII Kit,
Pharmacia) siv1 kromatografi sistemine (HPLC sistemi, Waters 600E System Controller,
Milliopre Corp., Milford, MA, A.B.D.) bagland1 ve galisma tamponu (10 mM PBS + 0,2
M NaCl, pH 7.4) ile dengelendi. Protein G kolonuna 0,5ml/dak. sabit akim hizinda her
defasinda yaklasik 15 ml’lik drnekten 2 ml yiiklendi. Kolona uygulanan 6rnek igerisindeki
proteinlerin olusturdugu pikler 280 nm dalga boyu kullamilarak “Waters System Interface
Module” ( Millipore ) yardimiyla 30 dakikahk siire ierisinde “Maksima 820
Chromatography Workstation Version 3.30” ( Dynamic solutions, Millipore, serial
Number 30000 M/4 ) bilgisayar programinda gériintilendi. 2 ml 6rnek yiiklendikten sonra
kolon calhisma tamponu ile ykand. Protein G’ye baglanan o~hIFNy IgGl’in
serbestlestirilmesi i¢in 2 ml 0,1M sitrik asit pH 2,6 kullamildi. Elde edilen pik bolgesi (
21%°-25*° arasi = 2 ml ) toplandi ve 0.9 ml 1M Trizma® base ile notralize edildi, On
calimayla, «-hIFNy IgG1’in ¢iktify zaman arahif belirlendikten sonra cahsma tamponu
ile kolon yikanarak a-hIFNy IgG1 igeren yaklagik 13 ml’lik 6rnek 2’ser ml’lik kistmlara
bolinerek 6 defa daha sisteme yiiklendi. Her ¢ahsma sonras1 kolon ¢alisma tamponu ile
yikanarak yeni cahsma i¢in hazir duruma getirildi. 0,IM sitrik asit pH 2,6
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uygulanmasimin ardindan 6n ¢alisma ile belirlenen dakikalar arasinda o-hIFNy IgGl
igeren pik 2°ser mI’lik fraksiyonlar halinde toplanip 0.9 ml 1M Trizma®base ile notralize
edildikten sonra havuzlandi. Havuzlama sonras: yaklagk 20 ml’lik o-hIFNy IgGl
solusyonu 0,45um por ¢aph filtreden gegirildikten sonra +4°C’de 11t’lik 10mM PBS’e
kary1 4 saatte bir degigtirilerek gece boyunca diyaliz edildi. Diyaliz sonras1 o-hIFNy IgG1
solusyonu 0.5°er ml’lik preparatlar seklinde -80°C”de saklandh,
2.1.3. Protein Miktarimn Ol¢iimii

Protein G kolonundan saflagtiniian a-hIFNy IgGl1 solusyonundaki protein
miktan, protein standardi olarak kullamlan sigir serum albuminin (BSA) 280nm’deki
absorbans degerleri ile kargilagtirilarak saptandi®. Bu amagla, standart olarak kullamlacak
olan BSA, 10mM PBS ile sulandinlarak 0,1img/ml, 0,33mg/ml ve 1lmg/mI’lik
konsantrasyonlarda hazirlandi. Protein miktan 6lgiilecek olan 20mI’lik a-hIFNy IgGl
solusyonundan 0.5 ml almarak 10mM PBS ile % oramnda sulandiriidi. Daha sonra
sirastyla 0,11mg/ml, 0,33mg/ml ve 1mg/m!’lik konsantrasyonlardaki BSA ve ardindan %
oraninda diliie edilmis a-hIFNy IgG1 solusyonlarindan 0,5 ml sivi kromatografi sistemine
(HPLC sistemi, Waters 600E System Controller, Milliopre Corp., Milford, MA, AB.D.)
Iml/dak sabit akim hizinda yiiklendi. Yiiklenen standartlar ve rnek icerisindeki protein
maddelerinin olusturduu pikler 280 nm dalga boyu kullamlarak “Waters System
Interface Module” (Millipore) yardimuyla 25 dakikalik siire igerisinde “Maksima 820
Chromatography Workstation Version 3.30” bilgisayar programinda goriintiilendi. Okuma
sonuglari, konsantrasyonu bilinen BSA titrasyonlan ile yapilan standart efriye gbre
kargilagtinilarak, drneklerin protein konsantrasyonlan hesaplandi.



29

2.2. Saflaghrma Sonrasi Ozgiil Anti-hIFNy IgG1 Monoklonal Antikor Miktarimn
ELISA Yéntemi ile Ol¢iilmesi.

Protein G kolonundan saflastinlip protein tayini yapilmig a-hIFNy-38 IgGl
solusyonundaki ozgiil antikor miktan standart o-hIFNy (R&D) kullamlarak ELISA
yémemiﬂesapmndl.BuwhsmadaaymzamandasaﬂasUmadnc@siasitmndaki
antikor miktan, amonyum siilfat ile ¢oktiirme sonras: st stvidaki ve cokeltideki antikor
miktarlan ve saflagtirma sonrasi elde edilen piklerdeki antikor miktarlan da ¢alilarak
karsilagtinids.

Cahsmamn bir giin 6ncesinde yliksek baglama kapasiteli, diiz tabanh, 96
cukurlu plagin tiim gukurlarina 10mM PBS ile 2pg/ml konsantrasyona ayarlanan hIFNy
(immuneron)’dan 50plcukur dagitilds ve plak +4°C’de gece boyunca enkiibasyona
brrakaldi.

Enkiibasyon sonunda plak otomatik ELISA yikama cihazinda 3 kez distile su
ile yikandiktan sonra plagin tim gukurlarina 150pl/gukur bloklama tamponu (10mM PBS
pH 7,2 icerisinde %3BSA) daginldi ve 37°C ortamda 30 dakika enkiibe edildi.
Enkiibasyon sonunda plak otomatik ELISA yikama cihazinda 5 kez yrikama tamponu
(PBS-T) ile yikanarak kullamma hazir duruma getirildi.

Detaylan asagida tammlandign gibi 96 cukurlu polipropilen plakta 10mM
PBS kullanilarak &6rneklerin 1/10 seri diliisyonlan hazirlandi. Diliisyon sonrasi
polipropilen plagn her qukurundan 100ul/6rnek sira ile ahmarak kullamma hazir duruma
getirilmis 96 qukurlu galisma plagina aym konfigiirasyonda aktarild: ve 37°C’lik ortamda
1 saat enkiibasyona birakildi. Enkiibasyon siiresinin sonunda plak otomatik ELISA
yikayicis1 ile 5 kez PBS-T ile yikandiktan sonra plafin yansmna (1-6. striplerdeki
cukurlara) %10 FCS iceren 10mM PBS ile 1/6000 orammnda sulandmims HRPO igaretli
anti-fare IgG Fab 6zgiil konjugattan, kalan yanismna (7-12. striplerdeki gukurlara) ise %10

FCS igeren 10mM PBS ile 1/6000 oraninda sulandiriimis HRPO igaretli anti-fare IgG Fc
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6zgiil konjugattan 100yV/ukur dagatild: ve 37°C’lik ortamda 1 saat enkiibasyona birakaldh.
Enkiibasyon sonunda otomatik ELISA yikama cihaz kullamlarak plak 5 kez PBS-T ile
yikandi. Daha sonra fosfat-sitrat tamponunda ¢dziillen TMB igerisine kullanmadan hemen
once %30°luk H,O,’den %0.1 oraminda eklenerek hazirlanan substrat tamponundan
100pVcukur dagtildi ve plak oda sicakhiginda, karanhkta 30 dakika bekletildi. Stirenin
sonunda 1M H,SO4 durdurma solusyonundan plakdaki tim ¢ukurlara 50°ser ul eklenerek

plak 10 dakika igerisinde A=450 / 620 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirildi.

Tablo 1. CAy-IFNy-38 asit sivisindan antikor saflagtinimasi esnasinda elde edilen degisik

orneklerin hIFNy (Immuneron) kaph ELISA plagina dagitim konfugirasyonu

1 2 3 4 ] 6 7 8 9 10 11 12
X1 X2 X3 X4 X5 X6 . X1 X2 X3 X4 X5 X6

-] ol k] (2] [w] L] [=o] g

X1: 10.5 ml CAy-IFNy-38 asit sivissin 10mM PBS ile 1/10 dilie edilmis sckli. Asagiya
dogru (B—H) konsantrasyonu 1/10 azalmakia.

X2: %50 SAS ¢oktiirme ve santrifiij sonrast iistte kalan kisim (yaklagik 100 ml). Asafiya
dogru (B—H) konsantrasyonu 1/10 azalmakta.

X3: %50 SAS ¢oktiirme, santrifiij ve dializ sonrasi 15 ml’ye tamamlanmus ¢Okeltinin
10mM PBS ile 1/10 diliie sekli. Asagiya dogru (B—H) konsantrasyonu 1/10 azalmakta.
X4: Protein G kolonuna yiklenen 2 ml islenmis asit svisimn 6'°-16'°. dakikalar
arasindaki kolona baglanmadan gikan kismnin 10mM PBS ile 1/10 dilie edilmig sekli.
Asagiya dogru (B—H) konsantrasyonu 1/10 azalmakta.

X5: Protein G kolona yiiklenen 2 ml iglenmis asit sivisindan kolona baglanmig olan ve
0.1M sitrik asit ile 21%°-25%, dakikalar arasinda serbestlestirilen 2ml pik fraksiyonun
0.9ml 1M Trizma ile nétralize edildikten sonra (2.9 ml) 10mM PBS ile 1/10 diltie edilmig
sekli. Asagrya dogru (B—H) konsantrasyonu 1/10 azalmakta.

X6: Standart anti-hIFNy mAb’in 10mM PBS ile 1ug/ml’ye ayarlanmig konsantrasyonu.
Asagiya dogru (B—H) konsantrasyonu 1/10 azalmakta.

Calistlan 6rneklerdeki o-hIFNy, kati fazdaki IFNy’ya baglanmaktadir. Kati
fazdaki IFNy ile a-hIFNy etkilegim icerisinde ise, lizerine eklenen enzim isaretli anti-fare
Ig Fc veya Ig Fab konjugat baglamaktadir. Substrat eklendiginde, enzimatik reaksiyon

gerceklesmekte ve renklenmeye neden olmaktadir. Her cukurdaki renklenme diizeyi A =
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450/620 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirildi ve konsantrasyonu bilinen
R&D'nin degigik titrasyonlardaki OD degerleri ile Oorneklerin OD degerleri

karsilagtinilarak Srneklerdeki o-hIFNy IgG miktarlan hesaplandt.

2.3. a-hIFNy38 IgG1’in Parcalanmas:

Antikor molekiilleri iki adet agir ve iki adet hafif tipteki dort polipeptid
zincirden olusmaktadir. Antikor molekiillerinde, herbir agir zincir birbirleriyle ve birer
hafif zincire disiilfid baglan ile baglanmstir. Bu disilfit baglan cesitli proteolitik
enzimler vasitastyla enzim tipine bagh olarak degisik bolgelerden pargalanarak
antikorlarin genel olarak Fab ve Fc pargalarina aynimasina neden olmaktadir. IgG’nin
papain enzimi ile pargalanmasi sonucunda Fab adi verilen monovalan veya F(ab); adi
verilen bivalan pargalar olusabilmektedir * .

2.3.1. a-hIFNy38 IgG1’in Papain Enzimi Kullamlarak Parcalanmasi.

Papain enziminin L-sistein benzeri thiol grubunda yer alan molekillerin
varhgginda antikor molekiiliinii 3 pargaya boldiigii bilinmektedir. Bu parcalardan ilk ikisi
birbiri ile es yapih olup Fab (Fragment antigen binding: Antijen baglayan kisim) olarak
adlandinlir. Ugiincii parcamin ise antijenle baglanma &zelligi olmayip, sofukta kolaylikla
kristalize olur. Bu nedenle iigiincii pargaya Fc (Fragment crystallizable: Kristalize olabilen
kistm) denir.

a-hIFNy38 IgGl'in papain enzimiyle parcalanmasi sonucunda Fab
fragmentleri elde edilmesi amaglanmistir. Ancak, antikorun papain enzimiyle parcalanma
siiresi anikorun izotipine ve kaynagina bagh olarak depismektedir “°. Bu amagla ilk olarak
a-hIFNy38 IgG1’in papain enzimi ile parcalanma siiresi saptandi.

Papain enzimi taze hazirlanmmg parcalama tamponunda 0.1mg/ml’lik
konsantrasyonda hazirlandi. o-hIFNy IgG1’in Fab ve Fc pargalanna aynlmasinda papain

enziminin uygun olan etki siiresinin saptanmas1 amaciyla 2 saat, 4 saat, 8 saat, 16 saat, 24
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saat, 36 saat, 48 saat, kontrol ve par¢alama tamponu kontrolii olmak iizere 9 ayn grup
hazirlands. 2 saat, 4 saat, 8 saat, 16 saat, 24 saat, 36 saat ve 48 saatlik gruplann herbirine
10mM PBS icerisinde konsantrasyonu 2mg/ml’ye ayarlanan o-hIFNy IgG1’den 200pul
dagitild. Bu gruplara papain/antikor oram 1/20 olacak sekilde 200ul yeni hazirlanmms
papain enzimi dagitildi. Aynica pargalama tamponu ve papain icermeyen kontrol grubuna
2mg/ml konsantrasyondaki a.-hIFNy IgG1°den 350ul ve 10mM PBS’den 350t dagitildh.
Parcalama tamponunun o-hIFNy IgGl iizerine etkisini saptamak amaciyla 2mg/ml
konsantrasyondaki o-hIFNy IgGl’den 500ul iceren gruba 500ul papainsiz pargalama
tamponu dagitilch. Tim gruplar 37°C’lik su banyosunda enkiibasyona birakildi. Her gruba
enkiibasyon siiresinin sonunda final konsantrasyonu 0.03M olacak sckilde 0.3M
iodoasetamid eklendi ve kangtiniidi. Antikorlarmn parcalanmasinda en uygun siire SDS-
PAGE y6ntemi ile tespit edilinceye kadar 6rnekler -80°C’de sakland.

Aynica difer bir cahsmada da papain enziminin 1 saatten daha kisa
siirelerdeki etkisini saptamak amaciyla antikorun papain enzimiyle 15 dakika, 30 dakika
ve 60 dakikalik siirelerde enkiibasyonu yapildi. 15, 30 ve 60 dakikahk gruplarin herbirine
10mM PBS ile konsantrasyonu 2mg/ml’ye ayarlanan o-hIFNy IgG1°den 200pl dagitilch.
Bu gruplara papain/antikor oram 1/20 olacak sekilde200ul yeni hazirlanmig papain
dagitilch. Pargalama tamponunun o-hIFNy IgGl iizerine etkisini saptamak amactyla
2mg/ml konsantrasyondaki a-hIFNy IgGl’den 150ul igeren gruba da 150ul! papainsiz
pargalama tamponu dafinldi. Dagihm sonrasi tim gruplar 37°C’lik su banyosunda
enkiibasyona birakildi. Her gruba enkiibasyon siiresinin sonunda final konsantrasyonu
0.03M olacak sekilde 0.3M iodoasctamid eklendi ve SDS-PAGE yéntemiyle

degerlendirilmek iizere ~80°C’de saklandh.
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2.3.2. a-hIFNy38 IgGY’in Parcalanmasmda L-sisteinsiz (Papain aktive edilerek L-
sistein ortamdan uzaklagtinlmakta) ve L-sisteinli Ortamda (Temel yodntem)
Pargalama Yénteminlerinin Kargilagiriimas.

o-hIFNy38 IgG1’in papain enzimiyle parcalanmasinda en uygun ydntemin
saptanmas: amactyla IgG’nin papain enzimiyle pargalanmasinda kullanilan temel yOntem
ile alternatif yontem olan L-sistein ile papainin aktive edilerek ortamdan L-sistenin
uzaklagtinidif pargalama yontemleri karsilastirildi.

IgG’nin papain enzimiyle parcalanmasinda aktive edilmis papain kullanim
alternatif bir yontemdir. Bu yontemde papain enzimi kullamlmadan 6nce L-sistein ile
aktive edilmekte ve daha sonra kromatografik yontem kullamilarak L-sistein ortamdan
uzaklastinlmakia ve ardindan aktive edilmi§ papain kullamlmaktadir. Bu yontem,
¢ogunlukla IgG1°den F(ab), fragmanlannin veya IgG2a ve IgG2b’den Fab fragmanlarimn
elde edilmesinde kullamlmaktadir .

Aktive edilmis papain ile o-hIFNy38 IgGl’in parcalanmasinda ilk olarak
asetat-EDTA tamponunda ¢6ziilmiis 2mg/ml papain igerisine yeni hazirlannmg 0.5M L-
sisteinden final konsantrasyonu 0.05M olacak sekilde uygun miktarda eklenerek kangim
37°C’lik su banyosunda 30 dakika enkiibasyona birakild:. Enkiibasyon siiresinin sonunda
aktive edilmis papainden L-sisteini ayirmak igin jel filtrasyon kromatografi yontemi
uygulandi. Sephadex G-25 Fine jeli kullamlarak hazirlanan jel filtrasyon kromatografi
kolonu HPLC sistemine baglandi. Cam kolona (0,8x30 cm) jelin oturtulmasindan sonra,
asctat-EDTA tamponu pHS.5 ile kolon pH’s: dengelendi. Akim iz 0.75ml/dakika’ya
ayarlanarak L-sistein-papain kangimmn 1 ml’si sisteme yiiklendi. Kromatografi islemi
esnasinda olugan pikler 214 nm ve 280 nm’ye ayarlanmus UV dedektor ve bilgisayar
program ile gérintiillendi. 12-15. dakikalar arasinda olusan L-sisteinden anndinlmg
papain iceren pik (=2.25 ml ) 1mI'lik fraksiyonlar seklinde boliniip ~80°C’de saklandh.
Jel filtrasyon kromatografi yontemiyle L-sisteinden anndinlmig aktive papain ile



34

konsantrasyonu asetat-EDTA pHS5.5 tamponunda 1mg/m!’ye ayarlanmg o-hIFNy38 IgG1;
papain/antikor oram1 1/40 olacak sekilde kanstinlarak 37°C’lik su banyosunda 2 saat
enkiibasyona birakildi. Enkiibasyon siiresinin sonunda kontrol grubu ile beraber her iki
gruba da 0.3M iodoasctamid’den final konsantrasyonu 0.03M olacak sekilde uygun
miktarda eklendi ve SDS-PAGE yontemiyle degerlendirilmek iizere —80°C’de saklanda.
2.3.3. Papain ile Pargalama Sonrasi Orneklerin SDS-PAGE Analizi.

SDS-PAGE kullamlarak fare monoklonal antikorlann enzimle ayrnlan
pargalan kolayca ayrrt edilebilmektedir. Bu yiizden o-hIFNy38 IgG’nin papain enzimiyle
parcalanmasi sonrasi olusan parcalan ayirt etmek ve papain ile parcalama yonteminde en
etkin siireyi tespit edebilmek icin SDS-PAGE kullamlmustir *'.

Bu amagla ilk olarak, %10’luk ayiric: ( seperating ) jel hazirlandi. 150 ml’lik
kap igerisinde 15 ml %30 acrylamide/%0.8 bisacrylamide, 11,25 ml 4x Tris-Cl/SDS pH
8.8 ile 18.75 ml distile su kanstinldi ve vakum yardimiyla ¢6ziinmiig gazlan ¢ikanldiktan
sonra 150pl %10°luk amonyum persiilfat ve 30 pl TEMED eklenerek polimerizasyon
saglandi. Jel, iyice temizlenip sisteme yerlestirilmig iki cam plak arasina Pasteur pipeti
yardimyla dékiilerek yaklagik 8cm yiikseklikte jel dolumu saglandiktan sonra jelin iist
tabakasina yaklagik 1cm kalinhifinda isobutyl alkol dékiildii. Hava ile temast kesilen jel
oda sicakhginda yaklagik 60 dakika bekletilerek polimerizasyonu saglandi. Daha sonra st
kisimdaki isobutyl alkol dokiildii ve iist kisim 1x Tris-CI/SDS pH 8.8 ile yikandi.
Ardindan konsantre edici ( stacking ) jel hazirlandi. 50 ml’lik tiip igerisinde 1.3 ml %30
acrylamide/%0.8 bisacrylamide, 2.5 ml 4x Tris-C/SDS pH 6.8 ve 6.1 ml distile su
kanstnldi ve vakum yardimiyla ¢bziinmiis gazlan qkanldiktan sonra 50ul %10
amonyum persulfat ve 10ul TEMED eklenerek ayirici jel iizerine yaklasik 3cm yiikseklikte
stacking jel dokilerek 1.5mm kahinhktaki tarak yerlestirildi. Stacking jel’in
polimerizasyonu igin 45 dakika oda sicaklifinda bekletildi. Bu siire igerisinde 6rnekler 1/1

oraninda bromphenol mavisi (2xSDS/Omek Tamponu) ile kangtinlarak 30 dakika kaynar
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su igerisinde bekletildi. Siirenin sonunda tarak ¢ikartilarak acilmms olan kuyucuklar 1x
SDS/Elektroforez  tamponu ile yikanarak polimerize olmams monomerler
uzaklagtirildiktan sonra kuyucuklar 1x SDS/Elektroforez tamponu ile dolduruldu. Daha
sonra 50ul’lik Hamilton enjektérii kullamlarak standartlardan ve her bir 6rnekten 25ul
uygun kuyucuklara dagitilarak sistem gii¢ kaynagina baglandi. Ornekler 10.5 cm boyunda,
15 cm eninde ve 1.5mm kalinhiktaki jeI’de 40mAmp akimda 4 saat siiresince ylirfitiildi.
Siirenin sonunda jel dikkatlice yerinden gikartilarak Coomasie Brillant mavisi ile boyandi.
Boyama isleminde jel 100ml. sabitlestirici solusyonunda 1 saat bekletildikten sonra 30
dakika Coomasic boyama solusyonunda bekletildi. Boyama sonrasi jel sabitlestirici
solusyon ile yikanarak 1 saat boya ¢ikaric: solusyonda bekletildi. Bir gece boyunca 4 defa
degistirilen boya gikarici solusyon ertesi giin dokiildii ve jel %7’lik asetik asit igerisinde

saklandi.

24. Protein G Affinite Kromatografi Ydntemiyle o-hIFNy38 IgGl Fab
Fragmanlarimin Saflagtinimasi.

SDS-PAGE yéntemiyle a-hIFNyIgG1’in papain enzimiyle parcalanmasinda
uygun siirenin 4 saat oldugu saptandiktan sonra Fab fragmanlan saflaghnidi. Protein
G’nin fare kaynakh IgGl’in Fab fragmanlanm baglamasi nedeniyle, o-hIFNy IgG1’in
papain enzimi ile Fab ve Fc parcalarina aynimasi sonras: Fab parcalarim saflagtirmak icin
protein G ile affinite kromatografi yontemi kullamldy % 5 4%.%0.51

Bu amagla, papain/antikor oram 1/20 olacak sekilde total Ig konsantrasyonu
3mg/ml olan (a-hIFNy-38 IgG1 miktan ise 1mg/ml) IgG Srneginden 5ml ile 0.1 mg/ml
konsantrasyondaki 7.5ml papain kanstnldi. Kansim 4 saat boyunca 37°C’lik su
banyosunda bekletildi. Enkiibasyon siiresinin sonunda kansima final konsantrasyonu
0.03M olacak sekilde 0.3M’lik iodoasetamid’den 1.25 ml eklendi ve iyice kangtnldi.

Jodoasetamid ile papain enziminin aktivitesi durdurulduktan sonra kansimdaki Fab
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pargalanm saflaghrmak amactyla Iml’lik Hi-Trap Protein G Sepharose kolonu (Mab
Trap® GII Kit, Pharmacia) HPLC sistemine bagland: ve galisma tamponu (10 mM PBS +
0.2 M NaCl, pH 7,4) ile dengelendi. Protein G kolonuna 0,5ml./dak sabit alkim hizinda
13.75 ml 6rnekten her defasinda 5 ml yiiklendi. Ornek igerisindeki IgG1 Fab parcalanmn
olusturdugu ve protein G’ye bagh kalan havuz kolonun calisma tamponu ile yikanmasi
sonrasinda 2 ml 0, 1M sitrik asit pH 2,6 ile serbestletirildi. Elde edilen pik bolgesi 25%°-
28, dakikalar aras= 1.25 mi) toplandi ve 575 pi 1M Trizma® base ile notralize edildi.
Kolon galigma tamponu ile yikandiktan sonra 40. dakikada kalan 8.75 ml’lik 6rnekten
5ml yillendi. Kolona 2ml 0.IM sitrik asit uygulanmas: sonrasi 60°°-63. dakikalar
arasinda Fab parcalanm igeren pik bolgesi (1.25 ml) topland: ve 575 pl 1M Trizma® base
ile notralize edildi. Saflaghrma ve nétralizasyon iglemleri sonrast elde edilen ve Fab

pargalanm iceren siv1 250p1’lik rnekler halinde boliinerek —80°C’de sakland1.

2.5. Protein G’ye Baflanan ve Baflanmayan Fraksiyonlarm Antijene Kargt
Ozgiilliginin Aragtnimasi.

Fab parcalanm saflasirmak amaciyla kullamlan protein G affinite
kromatografi isleminde kolona baglanmadan gikan 7°°-18% ve 4295330 dakikalari
arasindaki havuzlanms pikler ile 25°°-28% ve 60°°.63% dakikalar arasindaki sitrik asit
ile serbestlestirilmis kolona bagh piklerin hIFNy (Immuneron), hiIL2 (Proleukin) ve HSA
( insan serum albumin) kaph kat: faza baglanma tzellikleri kargilagtinidi.

Bu amagla, yiiksek baglama kapasiteli 96 cukurlu ELISA plagimn farkl
kuyucuklarma 10mM PBS’de 2pg/ml konsantrasyona ayarlanan Immuneron’dan, Spg/ml
konsantrasyona ayarlanan Proleukin (hIL2)’den veya 10pg/ml konsantrasyona ayarlanan
insan serum albuminden 50pl/qukur seklinde dagitimian yapilarak bir gece boyunca
+4°C"de bekletildi. Ertesi giin plak 3 kez distile su ile yikandiktan sonra her bir qukura

150pl/cukur bloklama tamponu (10mM PBS pH 7.2 icerisinde %3BSA) dagtilarak
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37°C’lik nemli ortamda 30 dakika enkiibasyona kaldinildr. Enkiibasyon siiresinin sonunda
plak 5 kez yikama tamponu ile yikanarak kullamima hazir duruma getirildi.

Protein G affinite kromatografisi sonras: elde edilen pikler %10 FCS iceren
10mM PBS (PBS-10) igerisinde 1/10 oraminda sulandinidi ve aym tampon igerisinde 1/10
seri diliisyonlan yapldiktan sonra hIFNy, hIL-2 veya HSA kaph kati fazlara 100ul/cukur
dagatiici. Kontrol amaciyla plagin belirli cukurlarina Immuneron kaph kisimda CAy-
IFNy-38 hiicre kiiltiir sipernatami, Proleukin kapli kismda CAy-IL2G hiicre kiiltiir
siipernatam ve HSA kaph kasmda A-HAIb/98 hiicre kiiltiir siipernatamindan 100pl/cukur
dagitildr. Kor (blank) olarak belirli gukurlara 100pl/cukur PBS-10 dagitildi ve plak
37°C’lik nemli ortamda 1 saat enkiibasyona birakuldi. Enkiibasyon sonunda plak 5 kez
otomatik ELISA yikayicisinda PBS-T ile yikandi. Daha sonra konjugat olarak PBS-10
icerisinde 1/6000 oramnda sulandinlmg anti-fare Ig (Fab-spesifik) konjugattan
100pl/cukur tim cukurlara dagiildi. ELISA islemi yukanda tammlandifi sekilde

tamamlandi.

2.6. IFNyKaph Fazla Etkilesime Giren Protein G’ye Baglanan Fraksiyonun Fab- ve
Fe- Spesifik Konjugatlarla Reaksiyon Diizeyinin Kargilaghirnlmas:.

Yukanda tammlandif sekilde bir gece bekletilerek kullanima hazir duruma
getirilen Immuneron veya Boehringer kaph plaklara PBS-10 icerisinde seri diliisyonu
yapilan o-hIFNylgG1 Fab érneklerinden 100ul/well dagitilarak 37°C’lik ortamda 1 saat
enkiibasyona birakildi. Enkiibasyon sonunda plak otomatik yikayic: ile 5 kez PBS-T ile
yikandi. Yikama sonras1 PBS-10 igerisinde 1/6000 oraninda sulandiritoug HRPO isaretli
anti-fare Ig (Fc-spesifik) veya anti-fare Ig (Fab-spesifik) konjugatlarindan 100ul/gukur
dagitim yapildiktan sonra 37°C’de 1 saat enkiibasyona birakildi. Enkiibasyon siiresinin

sonunda ELISA iglemi yukanda tammlandi1 gibi tamamlandi.
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2.7. Amlama

Asilama icin, her grupta 5 adet 8-10 haftahik disi BALB/c fare olacak sekilde
4 grup hazirlandi. Immuneron preperatinda insan albumini olmasi nedeniyle asilama
islemi i¢in Boehringer Firmasina ait insan albumini icermeyen hIFNy preperati knllamidi.
Gruplarda yapilan asilama iglemi asagida tammlandig sekilde gergeklestirildi.

1. Grup (IgG-Ag Grubu): Bu gruptaki farelere enjekte edilecek hIFNy ve a-
hIFNy IgG miktarlan molar orammna gbre hesaplandi. hIFNy homodimer yapih bir
molekiildiir. a-hIFNy IgG’nin homodimer yapili hIFNy’ya baglanmasim saglayacak 2 adet
X epitopu bulunmaktadir. X epitoplan arasindaki mesafe ve konfiigiirasyomum uygun olup
olmach# bilinmedigi icin 2 adet Fab iceren o-hIFNy IgG’den bir molekiiliin bu iglevi
yapabilecegi bilinmemektedir. Bu nedenle, homodimer yapili bir hIFNy molekiiliindeki 2
adet X epitopunu kapatabilmek icin 2 adet «-hIFNy IgG molekiili kullamilmasi
gerektigine karar verildi. Dolaysiyla X epitoplanm kapatmada bir molekiil h[FNy i¢in en
az bir molekiil a-hIFNy IgG gerckmektedir. Monomer yapili hIFNy’min molekii agirhi
25-30kDa, monomerik IgG’nin molekiiler agirhg ise 150 kDa’dur. Bu nedenle belirli
miktardaki hIFNy’y: nétralize etmek igin (X epitoplarim kapatabilmek igin) en az 5 kat
agirhikta o-hIFNy IgG kullamimas: gerekmektedir ( Bir molekiil hIFNy igin bir molekiil
IgG kullamimalhdir ).

Asilama igin kullamlacak olan 0.1mg/0.5ml konsantrasyondaki hIFNy ile
0.5mg/0.5ml konsantrasyona ayarlanmis a-hIFNy IgG’den esit hacimlerde kanstinldi ve 1
saat 37°C’de enkiibasyona birakildi. Enkiibasyon sonunda 1 ml’lik hIFNy-o-hIFNy IgG
kanginu 1ml Complete Freund’s adjuvanti ile kangtinldi. Yeteri sertlikteki homojen
kangimdan her bir fareye 200ul intraperitoneal enjekte edildi. 15 giin sonra aym sekilde
hazirlanan hIFNy-o-hIFNy IgG kangimu 1ml Incomplete Freund’s adjuvanti ile

kanstinlarak fare bagina 200p1 intraperitoneal (i.p) enjeksiyon tekrarlandi,
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2. Grup (Fab-Ag Grubu):: Bu gruptaki farelere enjekte edilecek hIFNy ve
o-hIFNy IgG Fab miktarlar: molar oranlarma gore hesaplandi. Dolayisiyla 0.1mg/0.5ml
hIFNy ile 0.2mg/0.5ml a-hIFNy IgG Fab 6meklerinden esit hacimlerde kanstinlarak 1
saat 37°C°de enkiibasyona birakildi. Enkiibasyon sonunda karigim 1ml Complete Freund’s
adjuvant ile kangtriidi ve homojen bir kansim elde edilince her bir fareye i.p. 200l
enjekte edildi. 15 giin sonra aym miktarda IFNy ve a-hIFNy IgG Fab kangtinlarak 1 saat
37°C’de enkilbe edildikten sonra 1ml Incomplete Freund’s adjuvant ile kanstinld: ve
homojen bir kangim elde edilince herbir fareye 200yl i.p. enjekte edildi.

3. Grup (Ag Grubu): Bu gruptaki fareler sadece hIFNy ile asilanmgtir.
300ul hIFNy (0.2mg/ml) ile 300l PBS kangtirildi. Daha sonra 600l Complete Freund’s
adjuvant ile kanstirilarak herbir fareye 200pl i.p. enjekte edildi. 15 giin sonra aym sekilde
hazirlanan IFNy-PBS kangim 600pl Incomplete Freund’s adjuvant ile kanstinidi ve
herbir fareye 200pl i.p. enjekte edildi.

4. Grup (PBS Kontrol Grubu): Bu gruptaki fareler negatif kontrol olarak
kullamlacagindan yukanida tammlanan sekilde sadece PBS ile i.p. enjeksiyon yapld.

Ikinci aglama iglemi yapildiktan 15 giin sonra tiim gruplardaki farelerden
kan Srnekleri topland:. Her bir farenin kuyrugundan 3-4 mm kesilerek 200 kan alindh ve
1 damla heparin iceren 800pl serum fizyolojik ile 1/5 oramnda sulandirildi. Daha sonra
1500xg’de 5 dakika santrfiij edilen plasma 6rnekleri 100ul/ependorf seklinde boliinerek
¢alisma giiniine kadar —80°C’de saklands.

2.8. Plasma Orneklerindeki Antikor Diizeylerinin Ol¢iimi.

Plasma Grneklerindeki antikor diizeyleri ELISA yontemiyle 6lciildi.
Orneklerdeki toplam antikor yanitimn diizeyini 6lgebilmek amaciyla ELISA calismasinda
biitiin fare imminoglobulin izotiplerine baglanabilen, antikorun Fab bblgesine 6zgiil olan
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Fab spesifik konjugat kullamidi. Omeklerdeki &zgil IgG yamtinm diizeyini Slgmek
amaciyla ELISA cahsmasinda antikorun Fc parcasina 6zgiil Fc spesifik konjugat
kullamid.

2.8.1. Toplam Antikor Yamit: Diizeylerinin Olciimii

Calismamn bir giin dncesinde yiiksek baglama kapasiteli, diiz tabanli, 96
cukurlu plaklann tim qukurlarma 10mM PBS ile 2ug/ml konsantrasyona ayarlanan
hIFNy (Bochringer)’dan 50yul/gukur dagitildh ve plak +4°C’de gece boyunca enkiibasyona
brrakalds.

Enkiibasyon sonunda plaklar otomatik ELISA yikama cihazinda 3 kez distile
su ile yikandiktan sonra plaklarn tiim ¢ukurlanna 150pl/cukur bloklama tamponu (10mM
PBS pH 7,2 igerisinde %3BSA) dagitildi ve 37°C ortamda 30 dakika enkiibe edildi.
Enkiibasyon sonunda plaklar otomatik ELISA yikama cihazinda 5 kez yrikama tamponu
(PBS-T) ile yikanarak kullamma hazir duruma getirildi.

Detaylan Tablo 7°de tammlandifn sekilde degisik oranlarda diliisyonlan
yapiimis plasma ve kontrol 6rneklerinden 100uV/cukur dagitim yapildi. 37°C’lik ortamda
1 saat enkiibasyon sonras1 5 kez yikama yapilarak PBS-10’da 1/6000 diliie edilmig Fab-
spesifik konjugattan 100pl/gukur dagitim yapilarak plaklar tekrar 37°C’lik ortamda 1 saat
enkiibasyona birakildi, Enkiibasyon sonunda otomatik ELISA yikama cihazi kullamlarak
plak 5 kez PBS-T ile yikandi. Daha sonra fosfat-sitrat tamponunda cdziilen TMB icerisine
kullanmadan hemen 6nce %30’luk HyO,'den %0.1 oraminda eklenerek hazirlanan
substrat tamponundan 100pl/cukur dagitildh ve plak oda sicakhifinda, karanlikta 15
dakika bekletildi. Siirenin sonunda 1M H,SO,4 durdurma solusyonundan plakdaki tiim
cukurlara 50°ser ul eklemerck plak 10 dakika igerisinde A=450 / 620 nm’de

spektrofotometrik olarak degerlendirildi.
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Tablo 7: Fare plasma 6mekleri ve kontrol 6rneklerinin hIFNy kaph plaga dagitim

semasi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
Al A2 A3 A4 AS Bl B2 B3 B4 BS c1 c2
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
Al10 | A2710 | A3/10 A4/10 AS5/10 B1/10 B2/10 B3/10 B4/10 BS/10 ciio | c21o
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
AVI0* | A210% | A3/10° A4/10° AS5/10 BI/16* pr10> | B3n10® | Bano®* | BSne* | cuie* | c210?
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS “PBS PBS PBS PBS PBS
AV10® | A2110° | A3nC® A0 AS/10° B1/10° B210° | B3n0® | Bane® | BSno* | cuie® | c2io?
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
c3 c4 cs K1 K2 K3 RD Poz PBS PBS PBS PBS
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
cyio | canoe | c5no K1/10 K2/10 K3/10 RD/10 | Poz/10 | PBS PBS PBS PBS
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
Cc310° | cano® | ¢sne? K1/10° K2/10° K3/10* RD/10?> | Poz/10*> | PBS PBS PBS PBS
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
c3no® | cane® | csne? K11¢* K2/10° K3/10° RD/10° | Poz/10° | PBS PBS PBS PBS

PBS: Phosphate-Buffered Saline 100u! dagsm yapilan qukuriar. /qukur well.

A1, A2, A3, Ad, AS; 3. Gruptaki (Ag Grubu) 1, 2, 3, 4, 5 no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000,
1/56000 ve 1/500000 diltie edilmis gekillerinden 100ul dagttim yapilan gukurlar.

B1, B2, B3, B4, BS; 2. Gruptaki (Fab-Ag Grubu) 1, 2, 3, 4, 5no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000,
1/56000 ve 1/500000 diliie edilmig yekillerinden 100p1 dagnim yapilan qukaurlar.

C1, C2, C3, C4, C5; 1. Gruptaki (IgG-Ag Grubu) 1, 2, 3, 4, 5 no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000,
1/50000 ve 1/500000 dilile edilmis sekillerinden 100yl dagtim yapilan qukuriar.

K1, K2, K3; 4. Gruptaki (PBS Kontrol Grubu) 1, 2, 3 no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000, 1/50000
ve 1/500000 diliie edilmig gekillerinden 100p! dagtim yapilan qukuriar.

RD: 1pg/ml konsantrasyondaki 990u! standard o-hIFNY 1gG2a (PBS igerisindc) ile 1/5 dilte 10y imman
olmayan fare plasmas1 kangmmdan 100ul dagstim yapilan cukuriar.

Poz.: 590ul CAy-IFNY-38 kiltir siipematan: ile 1/5 dilfie 10pl immiin olmayan fare plasmast kangmmdan

100p1 dagtim yapilan qukuriar.
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2.8.2. Ozgiil IgG Yanit: Diizeylerinin Olciilmesi

Bir giin onceden kullanima hazir duruma getirilen Boehringer kaph 96
gukurlu ELISA plaklanna Tablo 8 ve Tablo 9°da tammlandif1 sckilde PBS ile 1/50
sulandinimis o-hiIFNyIgG Fab veya sadece PBS’den 100pl/qukur dagtildi. Plaklar
37°C’lik ortamda 30 dakika enkiibasyona birakaldr. Enkiibasyon sonrasi yikama
yapilmadan plaklara Tablo 8 ve Tablo 9’de tammlandif1 sekilde degisik oranlarda
diliisyonu yapilmis plasma ve kontrol orneklerinden 100ul/cukur dafiim yapildi.
37°C’1ik ortamda 1 saat enkiibasyon sonrasi 5 kez yikama yapilarak PBS-10°da 1/6000
dilie edilmis Fc-spesifik konjugattan 100plcukur daginm yapilarak tekrar plaklar
37°C’lik ortamda 1 saat enkiibasyona birakildi. ELISA gahsmasimn bundan sonraki

asamalan daha 6nce tammlandi sekilde gergeklestirildi.
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Tablo 8: Fare plasma 6rnekleri ve kontrol 6rneklerin Fab veya PBS ile 6n enkiibasyon
yapilmug hIFNy kaph 1. plaga dagitim semas:.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PBS Fab/S0 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/50 | PBS Fab/50
Al Al A2 A2 Bl B1 B2 B2 B3 B3 c1 cl

PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/S0 | PBS Fab/50
AVI0 | A110 | A210 A2/10 Bl/10 B1/10 B2/10 B2/10 B3/10 B3/10 C1/10 C1/10
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/S0 | PBS Fab/50
A110* | A1N10* | A2/10% A2/10° B1/10? B1/10? B210* | B210* | B3/10> | B3110* | crio®* | cine?
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/S0 | PBS Fab/S0 | PBS Fab/30
AV10® | A110° | A2110° A2110° Bl/10° BV/10° B210° | B210° | B310* | B310* | c1ne® | cine
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/S0 | PBS Fab/50
C2 2 c3 c3 PBS PBS K1 K1 RD RD Poz Poz.
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/50 | PBS Fab/50
C2/10 | C2/10 | C3/10 C3/10 PBS PBS K1/10 K1/10 RD/10 | RD/10 | Poz/10 | Poz/10
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/S0 | PBS Fab/50
C2/10° | C2/10* | C3/10° C3/10° PBS PBS KU10®> | K1710> | RD/10> | RD/10? | Poz/10* | Poz/10?
PBS Fab/S0 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/S0 | PBS Fab/50 | PBS Fab/50
c210® | c2ne® | oane? c3/10° PBS PBS KU10* | KV10* | RD/10® | RD/10* | Poz/10° | Poz/10°

PBS: Phosphate-Buffered Saline 100p] dagtim yapilan qukurtar. /qukur well.

Fab/50: PBS ile 1/50 dilte edilmis 0*hIFNy-38 IgG1 Fab pargasmdan 100p! dastun yapilan qukurlar.

Al ve A2; 3. Gruptaki (Ag Grubu) 1 ve 2 n0’lu farc plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000, 1/50000 ve
1/500000 diliie edilmig gekillerinden 100 dagitm yapilan qukurlar.

B1, B2 ve B3; 2. Gruptaki (Fab-Ag Grubu) 1, 2 ve 3 no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000, 1/50000
ve 1/500000 dilde edilmi sekillerinden 1001 dagitm yapilan qukurlar.

C1, C2 ve C3; 1. Gruptaki (IgG-Ag Grubu) 1, 2 ve 3 no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000, 1/50000
ve 1/500000 diliie edilmis sekillerinden 100pl dagitim yapilan cukurlar.

K1; 4. Gruptaki (PBS Kontrol Grubu) Ino’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000, 1/50000 ve 1/5060000
dilte edilmis sekillerinden 100p1 dagtim yapilan qukurlar,

RD: Ipg/ml konsantrasyondaki 990l standard 0-hIFNY IgG2a (PBS igerisinde) ile 1/5 dilie 10y imman
olmayan fare plasmas kangimmdan 100ul dagitim yapilan gukurlar.

Poz.: 990ul CAy-IFNY-38 killtir sipematam ile 1/5 dilite 10p! immiln olmayan fare plasmasi kargimmdan

100ul dagitrm yapilan qukurlar.




Tablo 9: Fare plasma 6rnekleri ve kontrol 6rneklerin Fab veya PBS ile 6n enkiibasyon
yapimug hIFNy kaph 2. plaga dagitim semas:.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/50 | PBS Fab/50
A3 A3 A4 A4 A5 AS B4 B4 B5 BS c4 c4
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/50 | PBS Fab/50
A3/10 | A310 | A4n0 A4/10 AS5/10 A5/10 B4/10 B4/10 B5/10 B5/10 C4/10 C4/10
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/50 | PBS Fab/50
A310* | A3/10% | A4n10® A4/10° AS510* AS/10? B410* | B410* | B510* | BS/10> | c4n10® | cano?
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/S0 | PBS Fab/50 | PBS Fab/50
A3/10° | A310® | A4NG A4/10° AS/10° AS/10° B410° | B410° | Bs/10° | Bs/10° | cane® | cane®
PBS Fab/50 [ PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/S0 | PBS Fab/50
cs c5 PBS PBS K2 K2 RD RD Poz Poz K3 K3
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/S0 | PBS Fab/50
cs/10 | ¢sne | PBS PBS K2/10 K2/10 RD/10 | RD/1O | Poz/10 | Poz/10 | K3/10 | K3/10
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 | PBS Fab/50 | PBS Fab/50 | PBS Fab/50
C5/10° | C5/10° | PBS PBS K2/10° K2/10* RD/10* | RD/10® | Poz/10% | Poz/10* | K3/10° | K3/10°
PBS Fab/50 | PBS Fab/50 PBS Fab/50 PBS Fab/S0 | PBS Fab/S0 | PBS Fab/50
Cs/10° | C5/10° | PBS PBS K210° K210* RD/10° | RD/16° | Poz/16° | Poz/10° | K3/10° | K3/10°

PBS: Phosphate-Buffered Saline 100l dagitom yapilan qukuriar. /qukur well.

Fab/50: PBS ile 1/50 dilte edilmis 0t-hIFNY-38 IgG1 Fab pargasmdan 100u1 dagtim yapilan cukuriar.

A3, A4, ve AS; 3. Gruptaki (Ag Grubu) 3, 4 ve 5 no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000, 1/50000 ve
1/500000 dilde edilmig yekillerinden 100u! dagtim yapilan cukurlar.

B4 ve BS; 2. Gruptaki (Fab-Ag Grubu) 4 ve 5 no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5060, 1/50000 ve
1/500000 dilite edilmig yekillerinden 100p] dagitsm yapilan cukurlar.

C4 ve CS; 1. Gruptaki (IgG-Ag Grubu) 4 ve 5 no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000, 1/506000 ve
1/500000 dilie edilmig sekillerinden 1001 dagtim yapilan cukurlar.

K2 ve K3; 4. Gruptaki (PBS Kontrol Grubu) 2 ve 3 no’lu fare plasmalarmm PBS ile 1/500 1/5000, 1/50000 ve
1/500000 dilde edilmig sekillerinden 1001 dagstim yapilan qukurlar.

RD: 1pg/ml konsantrasyondaki 990ul standard ai-hIFNY IgG2a (PBS igerisinde) ile 1/5 dilie 10p! immiin
olmayan fare plasmas: karignnmdan 100p] dagstim yapilan qukurlar.

Poz.: 990ul CAy-IFNy-38 kiltir sipematam ile 1/5 dilite 10! immiin olmayan fare plasmas: kangmmmdan

100ut dagatsm yapilan qukurlar.
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2.9.Istatistiksel Degeriendirme

Gruplar arasinda istatistiksel kargilastrma Microstat bilgisayar istatistik
programm kullamlarak bagimsiz 6rneklerin T testi ( Unpaired samples T test ) ile, grup ici
istatistiksel karsilaghrma ise bagimh orneklerin T-testi ( Paired samples T test) ile
degerlendirildi. Standarda gore 6rneklerin degerlendirilmesi Microstat bilgisayar istatistik

progranu kullamlarak regresyon-korelasyon analizi ile yapild: *2.
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3. BULGULAR

3.1. Fare Asit Svisindan %50 SAS Coktiirme Ydntemi ile a-hIFNy38 IgG1 iceren
Protein havuzunun elde edilmesi.

a-hIFNy38 IgGl salgilayan CAy-IFNy38 hibridoma hiicrelerinin BALB/c
farelere intraperitoneal verilmesi ile olusan asit sivisindaki o-hIFNy38 IgG1 ve %50 SAS
¢Oktiirme iglemi ile elde edilen 6zgiil antikor miktarlarina ait sonuglar Sekil 4’de sunuldu.
R&D kaynakh standart o-hIFNy IgG2a kullamlarak yapilan ELISA ¢alismasinda Fab-
spesifik konjugat (Sekil 4A) veya Fc-spesifik konjugat (Sekil 4B) kullamlarak olusturulan
OD-konsantrasyon degerleri arasindaki yiiksek diizeyde korelasyon saptand: (Fab-spesifik
konjugat igin r=0.9724, p=0.00549, Fc-spesifik konjugat icin r=0.9588, p=0.00998).

10 ml'lik asit sivist ile 15 ml’lik SAS Alt ve 100mI’lik SAS Ust 6roeklerine
ait seri sulandinm sonucu 0.00001 diliisyondaki OD degerleri karsilagtinldipinda asit
sivisindaki a-hIFNy-38 IgGl mAb’un gogunlugu %50’lik SAS ¢Sktiirme islemi ile elde

edilmektedir (Sekil 4A ve 4B).
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Sekil 4. Asit sivisindan %50 SAS ¢oktiirme iglemi ile ayrilan o-hIFNy-38 IgG mAb iceren
protein havuzundaki 6zgiil antikor diizeyi. Asit sivisimn kendisi ve SAS ile aynlan
fraksiyonlardaki o-IFNy-38 mAb diizeyleri R&D kaynakh standart o-hIFNy IgG2a mAb
esliginde hIFNy (Immuneron) kaph kati fazda Fab- (A) veya Fc-spesifik konjugat (B)
kullanarak kargilagtiriidi. Son nokta sulandirm oranlarindaki ( 0.00001 veya 0.000001 )
¢okeltinin (SAS Alf) verdigi OD degerleri ile asit sivisina ait OD deBerleri
kargilaghrildiginda 6zgiil antikorun goguniugunun %50 SAS ¢oktlirme islemi ile edildigi
saptanmaktadir.
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3.2. SAS CoBktirme islemi Sonram Elde Edilen Ornekten Protein G Afinite
Kromatografi Yontemi ile IgG Havuzuonun Saflagtiriimas:.

%50 SAS ¢oktiirme iglemi ile elde edilen 6rnek icerisinde IgG disinda, IgM
ve albumin gibi iligkisiz proteinler de bulunmaktadir. IgG disindaki iligkisiz proteinlerden
anndinlmis ve sadece IgG iceren 6mnek elde etmek amaciyla protein G afinite
kromatografi yontemi uygulandi. Bu amagla ¢ahgmada kullanilan Sepharose matriksine
bagh Protcin G’nin biyoteknolojik yontemle - albumine baglanabilen lasm
bulunmamakiadir. Ayrica protein G fare kaynakli IgM molekiiliine baglanmamaktachr.

Sekil 5°de tammlandif gibi, 15 ml’lik dializ edilmis SAS Alt Orneginden
kolona her defasinda 2ml yiiklendiginde (6 kez yikleme yapildi) protein G’ye
baglanmadan gikan (6'>-16'. dakikalar arasi, Flow-through) kisimda Snemli miktarda
iligkisiz protein bulunmaktadir. Protein G’ye baglanan IgG fraksiyonu ise 0.1M sitrik asit
ile etkin sekilde serbestlestirilerek (2130-25%, dakikalar arasindaki fraksiyon)
saflasinlabilmektedir. Sitrik asite bagh diisiik pH etkisiyle IgG molekiillerinin denatiire
olmas: ise 1M Trizma ile pH8’e ayarlanarak engellenmektedir. Boylece antijene olan
baglanma 6zelligi korunmaktadir (Sekil 6).

15 ml'lik dializ edilmis SAS Alt 6rneginden her defasinda 2ml olmak iizere
6 kez yiikleme yapilarak (toplam 12 ml’lik kism) pH 8’e ayarlanmg 17.4 ml IgG havuzu
elde edildi. IgG havuzundaki 6zgiil antikor diizeyi konsantrasyonu bilinen standart antikor
ile elde edilen OD degerleriyle karsilastirma yaplarak belirlendi. hIFNy kaphi ELISA
plaginda R&D kaynakli standard o-hIFNy IgG2a antikorun 0.001 diliisyonda verdigi OD
degeri (Fab konjugatla OD450/620=0.072, Fc konjugatla OD450/620=0.107), protein G
ile saflagtinlan antikor 6rnegi ile 1000 kat daha fazla sulandinmda elde edilmektedir (Fab
konjugatla OD450/620=0.163, Fc konjugatla OD450/620=0.107). Bu nedenle, protein G
ile saflagtinlan IgG fraksiyonu igerisinde standart antikor konsantrasyonunun (1ug/ml) en
az 1000 kat: miktarda (1mg/ml) 6zgiil antikor bulundugu saptandh (Sekil 6 ve Tablo 10).

I {1
M@Eijﬂjﬂhiﬂﬂlu - _mu.i"iﬁnf_;}
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$ekil 5. Protein G affinite kromatografi yontemiyle fare asit sivisindan o-hIFNy38 1gG1
iceren IgG havuzunun saflaghnlmasi. 1 ml’lik Protein G kolonuna 0,5ml./dak. sabit akim
hizinda her defasinda 2ml olmak iizere yaklasik 15 ml’lik islenmig asit sivis1 sirayla
yiiklendi. Herbir 2ml’lik 6rnegin yiiklenmesi sonrasinda kolon ¢alisma tamponu (10mM
PBS + 0.2M NaCl, pH 7,4 ) ile yikandi. Kolona baglt IgG molekilleri 2ml 0,1 M sitrik
asit pH2,6 ile serbestlestirildi. 21°0-25%, dakikalar arasndaki 2ml'lik pik fraksiyonlan
toplandi ve 1 M Trizma® base’den 0.9ml eklenerck pH 8’e ayarland.
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Sekil 6. Protein G affinite kromatografi yontemi ile a-hIFNy-38 IgG mAb iceren IgG
havuzundaki 8zgiil antikor diizeyi. %50 SAS ¢oktiirme iglemi ile elde edilen drnek (SAS
Alt) protein G kolona yiiklendifinde matrikse baglanmadan ¢ikan (Flow-through)
fraksiyonun 0,0001 diliisyondaki OD degeri blank (kor) diizeyine diigmektedir. Matrikse
bagh ve 0.1M sitrik asit ile serbestlegtirilen pik fraksiyonunun OD degeri 0,000001
diliisyonda bile blank OD degerinden daha yiiksektir ve kolona yiiklenen aym
diliisyondaki SAS Alt 6rneginin OD degerine yakindir. Dolayisiyla protein G kolonuna

yiiklenen drnek icerisindeki 6zgiil antikorun en az %901 saflaghirilabilmektedir.



51

Protein G affinite kromatografi yéntemi ile elde edilen IgG pikindeki total
protein miktar1 defisik konsantrasyondaki BSA é6rneklerinden elde edilen 280nm’deki
standard egriye gbre karsilastinlarak 6lciildii (Sekil 7). Protein G affinite kromatografi
yontemi ile elde edilen IgG pikindeki total protein (IgG) miktarimn 3mg/ml, 6zgiil antikor
miktarimn ise 1mg/ml oldugu saptand: (Tablo 10). Asit sivisindan saflastirtlan ve total
IgG igeriginin 1/3*d o-hIFNy38 IgGlolan 6rnek, epitop analiz cahsmasinda ve epitop
maskelenmesi ile aplama igleminde gerekli olan IgG Fab parcalanmn elde edilmesinde

kullanildi.
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Sekil 7. Protein G affinite kromatografi yontemiyle fare asit sivisindan elde edilen IgG
havuzundaki protein miktaninin BSA standard egrisine gore karsilagtirilarak belirlenmesi.
Calisma tamponu icerisinde 0.11mg/ml, 0.33mg/ml ve 1mg/ml konsantrasyona
ayarlanmus BSA solusyonlarindan ve % diliie edilmig IgG havuzundan akim lmz1 1mV/dak.
olacak gekilde sirasiyla 0.5 ml yiikleme yapildi ve 280 nm’ye ayarlanms UV dedekisr ile
goriintiileme yapild.
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Tablo 10. Protein G ile Saflagtinlan IgG havuzunun Ozellikleri

Total Protein Miktan Anti-IFNy Diizeyi
(mg/ml)°® (mg/ml)
_IgG Havuzu (17.4ml) 3 1

# \=280nm’de degisik konsantrasyonlardaki BSA ile elde edilen standard efriye gore hesaplandi.
b ELISA yontemi ile defisik konsantrasyonlardaki R&D kaynakh o-hIFNy IgG2a ile elde edilen

standard OD egrisine gére hesaplandi.

3.3. a-hIFNy38 IgG1 iceren ve Protein G ile Saflagnlan IgG Havuzunun Papain
Enzimi ile Pargalanmasi ve SDS-PAGE Analizi.

Birinci asamada papain enziminin L-sisteinli ortamda 15, 30 ve 60. dakikada
IgG preperatim pargalama etkinligi ve daha dnceden aktive edilmis papain enziminin‘L-
sisteinsiz ortamda 120 dakikada IgG preperatim pargalama etkinligi aragtirilch.

Sekil 8’de tammlanan SDS-PAGE’de 11. ve 12. siralar kontrol IgG
preperatina ve daha 6nceden aktive edilmis papainin L-sisteinsiz ortamda IgG preperatina
120 dakikalhik siiredeki etkisine ait analiz sonuglandir. Sekil 8°de 12. sirada goriildiigi
gibi daha 6nceden aktive edilmis papain enzimi ile Fab ve Fc pargalarinin elde edilme
islemi etkin olmamaktadir.

Sekil 8’dekd 5., 6., ve 7. siralar L-sisteinli ortamda IgG preperatinin papain
enzimi ile 15, 30 ve 60 dakika enkiibasyona birakilarak parcalama islemine ait analiz
sonuclandir. L-sisteinli ortamda papain enzimi zamana bagimh olarak IgG molekiillerini
pargalamaktadir. 150 kDa’luk alandaki protein (IgG) miktan zamana bagimh olarak
azalma gosterirken Fab ve Fc bolgelerine karsihik gelen 50 ve 25 kDa’luk alanlardaki
protein miktarlaninda artma saptanmaktadir. Ancak 60. dakikada bile IgG molekiillerinin
tamam parcalanmamaktadir. Bu nedenle Fab ve Fc parcalanmin daha etkin sekilde elde
edilebilmesi igin IgG preperatmin papain enzimi ile daha uzun siireli enkiibasyona
birakilmas1 gerektigi anlasild.
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Sekil 8. IgG preperatinin papain enzimi ile kisa siireli enkiibasyon sonunda %10 SDS-
PAGE analizi. 10.5x15 c¢m boyutlarindaki jel 40 mAmp akimda 4.5 saat siire sonunda
Coomasie Blue R250 ile boyanarak “dekolorizasyon” yapild:.

1.S1ra: 2xSDS/Ornek Tamponu

2. Swa: Standartlar; B-galaktozidaz (120kDa), sigir albumini (66 kDa) ve karbonik
anhidraz (29kDa).

3. Swra: Insan serum albumini (60 kDa).

4, Sira: Itiskisiz 6rnek

S. Sira: L-sisteinli ortamda papain ile 15 dakika bekletilen IgG preperati.

6. Sira: L-sisteinli ortamda papain ile 30 dakika bekletilen IgG preperaty..

7.Swra: L-sisteinli ortamda papain ile 60 dakika bekletilen IgG preperati

8. ve 9. Sira: 2x SDS / Ornek Tamponu

10. Sira: Insan serum albumini (60 kDa)

11. Sira: Normal IgG preperati

12. Sira: L-sisteinsiz ortamda aktive papain ile 120 dakika bekletilen IgG preperatu.
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Aktive papain ile L-sisteinsiz ortamda ve aktive edilmemis papain ile L-
sisteinli ortamda yapilan kisa siireli enkiibasyon sonuglarindan aktive edilmis papainin
kullamlmamas: gerektifi ve daha etkin bir parcalama iglemi igin enkiibasyon siiresinin
uzatilmas: gerektigi saptandi (Sekil 8).

Ikinci asamada ise L-sisteinli ortamda IgG preperat papain ile 2, 4 ve 8
saatlik enkiibasyona birakilarak SDS-PAGE analizi yapildh (Sekil 9). Kontrol IgG 6rnegi
ile kargilagtinldifinda (2. sira) parcalama tamponunda bazi yitksek molekiil agirhkli
protein bandlan saptanmasina karsin (3. sira), papain icermeyen parcalama tamponunun
yalmz bagina IgG molekiilii iizerine belirgin bir etkisi olmamaktadir. Sekil 9°daki 4., 5.,
ve 6. siralar L-sisteinli ortamda IgG preperatmin papain enzimi ile 2, 4 ve 8 saatlik
parcalama islemine ait analiz sonuglandr. 2 saatlik siirede molekiil agirthig 100-120 kDa
arahifina karsihk gelen bazi proteinlerin hala 6rnek igerisinde kaldign saptanmaktadr.
Ancak 4 saatlik enkilbasyon sonunda papain enzimi IgG molekiillerini etkin gekilde Fab
ve Fc parcalarma ayirmakta ve 2 saatlik enkiibasyon siiresiyle karsilastmldiginda iist
taraftaki proteinler kaybolmaktadir. Bu nedenle, IgG prepratindan Fab ve Fc olusturulmast

icin papain ile enkiibasyon siiresinin 4 saat olmas1 gerektigi belirlendi.
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Sekil 9. IgG preperatinin papain enzimi ile uzun siireli enkfibasyon sonunda %10 SDS-PAGE
analizi. 10.5x15 cm boyutlarindaki jel 40 mAmp akimda 4.5 saat stire sonunda Coomasie Blue R250
ile boyamarak “dekolorizasyon” yapildi.

1. Sira: Standartlar; Sifir albumin (66 kDa) ve karbonik anhidraz (29kDa).

2. Sira: Normal IgG preperati v

3. Sira: Pargalama tamponunda IgG preperati.

4. Sira: L-sisteinli ortamda papain ile 2 saat bekletilen IgG preperati.

5. Sira: L-sisteinli ortamda papain ile 4 saat bekletilen IgG preperat1.

6. Stra: L-sisteinli ortamda papain ile 8 saat bekletilen IgG preperati.

7. Sira: 2x SDS/Omek tamponu.

8. Sira: Standartlar; Sifiir albumin (66 kDa) ve karbonik anhidraz (29kDa).

9. Sira: Normal IgG preperati

10. Sira: Papain ile 4 saatlik pargalama sonrasi drnefin protein G kolona baglanmadan gikan kismm
(Sekil 10°daki 7-18% ve 42-53%. dakikalar arasindaki havuz).

11. Swra: Papain ile 4 saatlik pargalama sonrasi dmegin protein G kolona baglanan ve sitrik asit ile
serbestlestirilerek nétralize edilen kism (Sekil 10°deki 27%°-30 ve 62%-65. dakikalar arasmdaki
havuz).
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3.4. IgG Preperatmn Papain ile Parcalanmasi Sonrasmda Protein G Affinite
Kromatografi Yontemiyle Fab ve Fc Pargalarmmn Saflastiriimasi ve SDS-PAGE ile
Analizi,

Ingreperatmmpapainile4saatliksﬁredeetldnsekildeFabvch
pargalarina aynlmasi SDS-PAGE analizi ile saptandiktan sonra deneylerde kullamlmak
zere Fab pargas: elde edildi. Bu amagla 4 saat papain ile enkiibe edilen 13.75 ml 1sG
preperatindan her defasinda 5mi’si protein G kolona yiiklenerek 2 defa IgG Fab parcas1
saflastinldi (Sekil 10). Elde edilen Fab 6rneginin deneyler icin yeterli olmayabilecegi
ongdriilerek aym sekilde Sml o-hIFNy38 IgG1 goziilerek papain enzimi ile pargalandiktan

sonra protein G affinite kromatografi yéntemi ile saflagtimidi.

oeol 3 iz i
IR N | ) o |

x 10! minutes
Sekil 10. .Papain ile pargalanms IgG preperatindaki protein G’ye bajlanan fraksiyonun
saflaghnlmas1. 0,5ml/dak sabit akimda her defasinda 5ml 6rnek yiklendi. Kolona baglanmadan
¢ikan “flow-through™ fraksiyonlar (2x5.5 ml) ve protein G’ye baglanan ve 0,1 M sitrik asit pH2,6
ile serbestlestirilen fraksiyonlar (27°%-30. ve 623°65. dakikalar arast) topland:. Sitrik asit ile
serbestlestirilen toplam 2.5 ml fraksiyon @zerine 1.150 ml 1M Trizma® base eklenerek pH 8¢
ayarlandi.
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Protein G kolona baglanmadan ¢ikan “flow-through” kismi ve baglamp
0.1M sitrik asit ile serbestlestirilerek 1M Trizma ile nétralize edilen kisimlar SDS-PAGE
ile analiz edildi (Sekil 9). $ekil 9°daki 10. swrada gorildigii gibi, protein G’ye
baflanmadan ¢ikan kisimda Fab alamna karsihk gelen bolgede protein bandi
saptanamach. Buna kargilik 25kDa’luk Fc alamina karsilik gelen bélgede protein bandlar
saptandi. Aynica $ekil 9°daki 11. sirada goriildiigi gibi, protein G’ye baglanan
fraksiyonlar igerisinde agirhikh olarak Fab parcalan ve degisik molekiiler agirhktaki Fc
parcalanindan olusan kisimlar bulunmaktadir. Bu nedenle Fab parcasi olarak kullamilacak
6regin papain ile IgG preperatimn pargalandiktan sonra protein G’ye baglanan fraksiyon

olmas gerektigi saptandi.

3.5. Protein G’ye baglanan ve baglanmayan fraksiyonlarm antijene kargy zgilligi.

Papain ile parcalanan IgG preperatimn protein G’ye baglanan ve
baglanmayan fraksiyonlanindan hangisinde antijene baglanma 6zelligini koruyabilen Fab
parcasinin  oldugu ELISA ¢alismas: ile gosterildi. Bu amagla degisik oranlarda
sulandiritmus protein G’ye baglanan ve baglanmayan fraksiyonlarin hIFNy (Immuneron)
kaph kati fazda enkiibasyonu sonras1 Fab-spesifik konjugatla reaksiyonu arastinldi. Ayrica
reaksiyonun 6zgiil olup olmadifim anlamak igin galigma iligkisiz antijen olarak segilen
insan IL-2 ve insan serum albumini ile kaph kat1 fazlarda da tekrarland.

Sekil 10A’da goriildiigh gibi protein G’ye baglanan fraksiyonda antijene
Ozgiil Fab parcalarimin oldugu, protein G’ye baglanmadan ¢ikan fraksiyonda ise Fab
parcalanmin olmacif saptandi. Protein G’ye baglanan fraksiyonla karsilastinldiginda,
Protein G’ye baglanmadan gikan fraksiyonun 10 kat daha fazla konsantrasyonunda bile
belirgin bir OD degeri olusmamaktadir (Sekil 10A). Protein G’ye baglanan fraksiyonun
diliisyonla orantih olarak hIFNy kaplh kat: fazda verdigi OD degerleri 6zgiil reaksiyondan

kaynaklanmaktadir.
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Protein G’ye baglanan fraksiyon en yiiksek konsantasyonda bile IL-2 veya
insan albumini ile kaph kati fazlarda belirgin bir OD degeri vermemektedir interlokin-2
kaphi kati fazda (Sckil 10B) veya insan serum albumini kaph kati fazda (Sekil 10C)
protein G’ye baglanan ve baglanmadan ¢ikan fraksiyonun OD degerleri biribirilerine
yakin ve diisik degerlerdir. Bu nedenle protein G’ye baglanan fraksiyonun hIFNy kapli
fazda olusturdugu yiiksck OD degerleri antijene 6zgiil baglanabilme 6zelligini korudugunu
da gostermektedir.

Bu sonuglar Sekil 9°daki 10. ve 11. Sirada elde edilen SDS-PAGE verileri ile
uyumlu ciktifim gosterdi; protein G’ye baglanan fraksiyonda 50kDa agirhgmdaki alanda
protein bandi olusturan ve antijene baglanma 6zellifi gosteren pargalanma iriinleri
bulunmaktadir. Buna karsibk, protein G’ye baglanmayan (flow-through) fraksiyonda

antijene 6zgiil baglanma gosteren Fab parcalar: bulunmamaktadur,
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Sekil 10. Protein G’ye baglanan ve baglanmayan fraksiyonlarm antijene kars1 6zgulloginin Fab-
spesifik konjugatla gosterilmesi. Protein G’ye baglanabilen fraksiyon IFNy kapl kati fazda (A)
dilusyon ile orantili OD degeri olugturmaktadir. Insan IL-2 kapli kat: fazda (B) veya insan albumin
kaph kati fazda (C) kontrol antikorlar (hibirdoma kultir stpernatanlari) ile kargilagtirma
yapildifinda belirgin bir balanma olmamaktadir. Sekil B ve C’de protein G’ye baglanan ve
baglanmayan fraksiyonlarin diliisyon oranlan sirasiyla 1/100 ve 1/10°dur. Sekil A’da belirtilen -*
igareti kontrol CAy-IFNy-38 hibridoma kiltdr sipernatammn verdigi OD degerini (1,900)
gostermektedir,
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3.6. IFNy kaph fazla etkilesime giren protein G’ye baglanan fraksiyonun Fab- ve Fc-
spesifik konjugatlarla reaksiyon diizeyi

Protein G’ye baglanan ve baglanmadan ¢ikan fraksiyonlarin antijene 6zgiil
baglanmasi ile ilgili $ekil 10°da tammlanan galigma ile sadece protein G’ye baglanan
fraksiyonun kati fazdaki IFNy’ya baglandigz ve Fab-spesifik konjugatla reaksiyona girdigi
saptandh.

Ancak protein G’ye baglanan fraksiyonun daha sonraki epitop kapatmas: ile
ilgili ELISA calismalaninda Fc-spesifik konjugat kullanilacagmdan ve Sekil 9°daki SDS-
PAGE analizinde Fc fragmantlarin da saptanmig olmasindan dolay1 Fc-spesifik konjugatla
potansiyel bir etkilesiminin olup olmadigimn belirlenmesi gerektigi anlasildi.

Bu amagla hIFNy kaph ELISA plaginda enkiibasyonu yapilan degisik
diliisyonlardaki protein G’ye baglanan fraksiyonun Fab- ve Fc-spesifik komjugatla
baglanma diizeyleri aragtinldi. Sekil 11°de gorilldiigii gibi protein G’ye baglanan
fraksiyon daha 6nce yapilan ve Sekil 10A’da belirtilen verilere benzer gekilde Fab-spesifik
konjugata baglanmaktadir. Ancak Fc-spesifik konjugatla 6nemli diizeyde bir etkilesime
girmemektedir (Sekil 11). Protein G’ye baglanan fraksiyon icerisinde Fc fragmantlart
oldufu halde Fc spesifik konjugatla ctkilesime girmemesi kati fazdaki IFNy ile
baglanmamasindan veya kat: fazla 6zgiil olmayan bir etkilesime girmis olsa bile, degisik
agrhiktaki bu Fc fragmanlanmn papain iglemi ile artik Fc-spesifik konjugata baglanma

bzelligini kaybetmis olmasindan kaynaklandigim gostermektedir.
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(A) Kati Faz: Boehringer Kaynakli IFNy
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Sekil 11. Boehringer kaynakl hIFNy (A) veya immuneron (B) kapli kat1 faza baglanan CAy-IFNy-38
Fab (protein G’ye baglanan) fraksiyonunun Fab- ve Fc spesifik konjugatlarla etkilesim diizeyleri.
Protein G’ye baglanan fraksiyonun kati fazdaki 6zgill antijene baglandig1 Fab-spesifik konjugatla
saptanabilmektedir. Zemindeki 6zgil antijene Fc fragmanlannin baglanmamasindan dolay veya Fc
fragmanlarinin zemine 6zgil olmayan bir sekilde baglanmis olsa bile papain iglemi ile yapisal
degisiklife ugramis olmasindan dolayr Fe-spesifik konjugatla belirgin reaksiyon vermemektedir.
Yalanc: pozitif sonug olusmayacagindan veya esik OD degeri fazla yiikseltmeyeceginden dolay Fe-
spesik konjugat esliginde protein G'ye baglanan fraksiyonun ELISA galismalaninda kullanlabilecegi
anlasilmaktadir.
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3.7. Protein G’ye Baglanan Fraksiyondaki Fab Miktarimn Belirlenmesi.

Papain ile parcalama sonrasi protein G afinite kromatografi ile saflagtiriian
CAy-IFNy-38 Fab parcasimin asilama ¢ahigmalannda kullamlabilmesi icin miktarimn
belirlenmesi gerekmektedir. Elde edilen Fab fraksiyonundaki 6zgiil Fab (CAy-IFNy-38
Fab) miktarimin belirlenmesinde Tablo 11°de tammlanan teorik 6lgiim y6ntemi kullamid;

Asit sivisindan protein G afinite kromatografi yontemi ile saflagtinlan IgG
havuzunun toplam IgG konsantrasyonu 3mg/ml, CAy-IFNy38 6zgiil antikor
konsantrasyonu ise 1mg/ml olarak daha énceki caligmada saptanmusti (Tablo 10). Ozgiil
antikor konsantrasyonu 1mg/ml olan 6rnekten 5 ml alinarak (toplam 6zgiil antikor miktan
5 mg'dir) papain ile pargalama iglemi igin gerekli ajanlar eklendiginde 13.75 ml
olmaktadir. Papain parcalama iglemi yapilmus ve igerisinde 5 mg 6zgiil antikora esdeger
Fab ve Fc fragmanlan bulunan 13.75 ml 6rnekten her defasinda 5 ml! olmak iizere 2 kez
protein G’ye yiikleme yapilarak toplam 10ml’si kullamldi. Bu durumda 3.63 mg ozgiil
antikora egdeger Fab ve Fc fragmanlanim igeren 6rnek yiiklenmis oldu. $ekil 9°daki 10. ve
11. Saurlardaki SDS-PAGE verilerine gére protein G’ye baglanmadan ¢ikan 6rnekte Fab
fragmamn yok denilecek diizeyde az olmast ve Fab fragmanlanimin protein G’ye bagh
kalmasi nedeniyle, 3.63 mg’lik 6zgill antikora esdeger diizeydeki Fab fragmanlarmm
hepsi 0.1M sitrik asit ile serbestlestirilen ve 1M Trizma ile nétralize edilen toplam
3,65ml’lik drnek igerisinde toplanmig oldu. Bu nedenle 3.65 ml’lik final 6rnek igerisinde
3.63 mg’ik 6zgiil antikora esdeger diizeyde 6zgiil Fab bulunmaktadir.

Ortalama 150kDa agirhgindaki bir IgG molekiiliiniin agirlik agisindan
2/3’unii Fab bélgeleri olusturdugu igin, yukanda tammlanan islem ile 3.63 mg’lik 6zgiil
antikordan 2.42 mg Fab fragman elde edildi. Serbestlestirme ve nétralizasyon sonrasi
elde edilen 3.65 mlI’lik 6rnek igerisinde 2.42 mg Fab bulundugu igin konsantrasyonu 0.663

mg/ml (663ug/ml) olarak hesapland:.



Tablo 11. CAy-IFNy-38’in papain ile paralanma sonrasi protein G’ye baglanan
fraksiyondaki Fab miktarinin islem asamalarina gore teorik olarak hesaplanmasi.

islem agamas) Volim Ozgiil antikor konsantrasyonu-toplam miktar
(042&1"! Fab konsantr_aszonu-tonlam miktan!"
1. IgG havuzu 5ml Img/ml — Smg
(Serbest Fab yok)
2. Papain ile pargalama 13.75ml 0.363 mg/ml — 5mg
(0.242 mg/ml — 3.3 mg)
3. Protein G kolona yikkleme 10 ml 0.363 mg/mi — 3.63mg
(0.242 mg/ml —2.42 mg)
4. Protein G’den serbestlestirilen 25ml 1.452 mg/ml — 3.63 mg
_baglanan fraksiyon (0.968 mg/m! — 2.42 mg)
S. Protein G’den serbestlestirilen 3.65ml 0.994 mg/m! — 3.63 mg

baglanan fraksiyonun Trizma ile
nétralizasyonu

(0.662 mg/ml — 2.42 mg)

*. Fab degerleri 6zgiil antikora ait degerlerin 2/3 ile carpiimasi ile belirlendi.



4. Asilama sonucianr
4.1. Toplam Ozgiil Antikor Yamiti Diizeyleri

“Antijen”, “antijen+Fab”, “antijen+IgG” ve “PBS” omekleriyle asilama
yapilan gruplarin plasma 6rneklerinde 6zgiil toplam antikor diizeyleri hIFNy (Boehringer)
kapli plaklarda karsilastirildi. Konjugat olarak HRP igaretli Fab bolgesine 6zgiil anti-fare
Ig kullanildi. Bu konjugat fare IgG’sinin Fc boigesi harig Fare IgG subtiplerine, IgA, IgM
ve IgE’ye baglanmaktadir. Boylece her gruptaki 6zgil toplém antikor diizeyleri
Olcilebildi. Caliymada 10mM PBS ile 1/500, 1/5000, 1/50000 ve 1/500000 sulandinlmig
plasma O6rnekleri kullamidi. “Antijen”, “antijen+Fab”, “antijen+IgG” gruplarindaki
dencklerin  1/50000 ve 1/500000 sulandinimms plasma 6rneklerinin  verdigi OD
degerlerinin 6zgiil antikor bulundurmayan “kontrol” grubunun aym diliisyonlardaki
plasma omnekleri ile yaklasik deperler vermesi nedeniyle gruplar arasindaki plasma
antikor diizeyleri karsilastiniirken plasmanin 1/5000 diliisyonda verdigi OD 450/620nm.
degerleri kullanildr (Tablo 12,13,14,15, Sekil 12). “Antijen+IgG” kangim ile asilama
yapilan grubun plasma toplam 6zgiil antikor diizeyi “antijen” ve “antijen+Fab” grubuna
ait antikor diizeylerinden anlamh diizeyde (antijen grubu ile kargilagtinidiginda p=0.0012,
“antijen+Fab” grubu ile karsilashnldiginda p=0.0026) diisiik bulundu (Sekil 12). PBS
grubunda elde edilen OD degerleri ELISA sistemine ait zemin kirlilik diizeyinin ortalama
degeri olarak degerlendirilmektedir. “Antijen+lgG” grubunda saptanabilir diizeyde plasma
antikoru olmasina karsin, PBS grubu ile kargilagtinldiginda bu farkin istatistiksel agidan
anlamh diizeyde olmadigh saptand (p=0.150) (Sekil 12). ELISA ¢alismasinda kontrol
amactyla CAy IFNy 38 hibridoma kiiltiir siipernatanimn ve R&D kaynakh anti-hIFNy
IgG2a mAb’1n Boehringer kaynakh hIFNy kapli kati faza baglanma diizeyleri aragtirilda.
Her iki 6rneginde degisik diliisyon oranlaninda kati fazdaki hIFNy ile reaksiyona girdigi

gbzlendi(Tablo 16,17).
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4.2. Ozgiil IgG Yanit Diizeyleri

“Antijen”, “antijen+Fab”, “antijen+IgG” ve “PBS” &rnekleriyle asilama
yapilan gruplann plasma antikor diizeyleri hIFNy ( Boehringer ) kaph plaklarda
karsilagtinldi. Herbir gruptaki denege ait plasma 6rneklerinin IFNy kaph plagin PBS ve
1/50 sulandinlms Fab ile 6n enkiibasyonu yapilmig ¢ukurlaninda Fc spesifik konjugat
kullamldiktan sonra 450/620nm.’de verdikleri OD degerleri saptandi. Boylece, PBS ile
sulandirilmus gukurlarda her gruptaki ozgiil antikor diizeyi, Fab ile .6n enkiibasyon
yapilmus ¢ukurlarda ise Fab’in baglandig: epitop disindaki epitoplara dzgiil antikor diizeyi
aragtinldi (Tablo 18,19,20,21). ELISA c¢alismasinda hazirlanan sistemin kontrolii
amaciyla CAy IFNy 38 hibridoma kiiltiir siipernatamnin ve R&D kaynakh anti-hIFNy
IgG2a mAb’in Bochringer kaynakli hIFNy kaph kat faza baglanmasimin Fab ile
inhibisyonu da aragtinldi (Tablo 22,23). Tablo 22°de goriildiiBi gibi R&D kaynakh
standart anti-h[FNy’mn tiim diliisyon oranlaninda IFNy kaph kat: faza baglanmasimin Fab
ile inhibe edildigi gozlendi (Sekil 13A). Bu da R&D’nin anti-hIFNy38 ile benzer epitopa
baglandigim  g6stermektedir. Plasma oOrneklerindeki antikor diizeylerini saptamak
amaciyla hazirlanan ELISA sisteminin etkinligi CAyIFNy38 hibridoma kiiltiir
siipernataninin PBS ve Fab ile 6n enkiibasyonu yapilmig gukurlarda kati faza baglanma
diizeyleri karilasunlarak saptandi. Buna gbre CAyIFNy38 hibridoma  killtiir
siipernatanimin hIFNy kaph kati faza baglanmasinin Fab ile inhibisyonu 1, 1/10 ve 1/100
diliisyon oranlarinda belirgin olarak saptand: ($ekil 13B, Tablo 23).

Calismada 10mM PBS ile 1/500, 1/5000, 1/50000 ve 1/500000 sulandiriimg
plasma ornekleri kullamldi. “Antijen”, “antijen+Fab”, “antijen+lgG” gruplanndaki
dencklerin  1/50000 ve 1/500000 sulandinlmig plasma 6rneklerinin verdigi OD
degerlerinin 6zgiil antikor bulundurmayan “kontrol” grubunun aym diliisyonlardaki

plasma 6mekleri ile yaklagik degerler vermesi nedeniyle gruplar arasindaki plasma
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antikor diizeyleri karsilagtinlirken plasmanin 1/5000 diliisyonda verdigi OD 450/620nm.
degerleri kullamldi(Sekil 14).

Degisik sekilde agilama yapilan biitiin gruplarda PBS ile 6n enkiibasyon
sonrasi elde edilen OD degerleri ile aym grupta zeminin Fab ile kapatilmas: sonras: elde
edilen OD degerleri arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark saptanamadi ( p>0.05 ).

“Antijen+Fab” ve “antijen” ile a;ilama yapilan gruplann PBS ve Fab ile 6n
enkiibasyonu yapilan ¢ukurlardaki plasma antikor diizeyleri karsilastinkdiginda gruplann
OD degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamh bir fark saptanamad (p>0.05)(Sekil 14).

“Antijen+IgG” kangimu ile agilama yapilan grubun plasma antikor diizeyi
“antijen” veya “antijen+Fab” grubuna ait antikor diizeylerinden anlamh diizeyde (antijen
grubu ile karsilastrildifinda p=0.00151, “antijen+Fab” grubu ile karsilastinldiginda
p=0.00517) diisitk bulundu (Sekil 14). “Ag+IgG™ kangin ile asilama yapilan grubun Fab
ile 6n enkiibasyon yapilms gukurlardaki plasma antikor diizeyi aym gukurlarda “antijen”
veya “antijen+Fab” grubuna ait antikor diizeylerinden anlamh diizeyde ( antijen grubu ile
kargilagtinldiginda p=0.00126, “antijen+Fab”grubu ile karstlastinldifinda p=0.00415)
diisiik bulundu (Sekil 14). “Antijen+1gG” grubunda saptanabilir diizeyde plasma antikoru
olmasina karsin, PBS grubu ile karsilashnldiginda bu farkin istatistiksel agidan anlamh

diizeyde olmadif saptandi (p=0.158)(Sekil 14).
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Tablo 12.  Sadece antijenle asilanan farelerde plasma
toplam ﬁzgﬁl antikor diizeyi (OD450/620 nm).
Plasma diliisyon oram
1/500 1/5000 1/50000 1/500000
1. Fare Overflow 2.890 0.461 0.067
2, Fare Overflow 1.838 0.177 0.031
3. Fare Overflow 2.510 0.285 0.047
4, Fare Overflow 2.485 0.307 0.054
5. Fare Overflow 2.910 0.587 0.082
Grup Ort.+SD 2.52610.194 0.36310.071 0.05610.008
Tablo 13.  Antijen-Fab kanginu ile asilanan farelerde
plasma toplam GZE" antikor dﬁzeﬂ’ (OD450/620 nm).
Plasma diliisyon oram
1/500 1/5000 1/50000 1/500000
1. Fare Overflow 2.780 0.463 0.074
2. Fare Overflow 1.316 0.172 0.029
3. Fare Overflow 2.900 0.603 0.083
4, Fare Overflow 2.650 0.532 0.072
5. Fare Overflow 2.998 0.848 0.106
Grup Ort.+SD 2.528:10.308 0.523+0.109 0.072+0.012
Tablo 14.  Antijen-IgG kansimu ile agilanan farelerde
— plasma toplam ﬁzgﬁianukor diizeyi (OD450/620 nm).
Plasma diliisyon oram
1/5060 1/5000 1/50000 1/560000
1. Fare 1.325 0.161 0.030 0.020
2. Fare Overflow 0.550 0.060 0.017
3. Fare 2.002 0.366 0.050 0.017
4. Fare 1.965 0.237 0.023 0.017
S. Fare Overflow 2.164 0.280 0.041
Grup Ort.:SD 0.69510.373 0.08810.0;42 0.022+0.004
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Tablo 15.  Kontrol (sadece PBS verilen) farelerde

Elasma konsantxaﬂonu ile mﬂ i kirlilik dﬁzﬂ' (OD450/620 nm).

Plasma diliisyon oram

1/500 1/5000 1/50000 1/500000
1. Fare 0.250 0.107 0.027 0.014
2. Fare 0.263 0.156 0.036 0.014
3. Fare 0.210 0.136 0.034 0.012

Grup Ort.+SD 0.2411+0.027  0.133010.014  0.03210.002 0.01310.0006

Tablo 16. R&D kaynakli anti-hIFNy IgG2a mAb’in Bochringer kaynakli hTFNy kapht
kat1 faza baglanmam (OD 450/620 nm).

Konsantrasyon (ng/ml)
1000 100 10 1
R&D 1.051 0.176 0.031 0.016

Tablo 17.  CAy-IFNy-38 hibridoma kiiltiir siipernatanimn Bochringer kaynakli hIFNy
kaEh kati faza baglgmasx {OD450/620 nm).
Diliisyon Oram

1 1/10 1/100 1/1000
CAy-IFNy-38 0.868 0.524 0.195 0.044
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Sekil 12. “Antijen”, “antijen+Fab” veya “antijen+IgG” Ornekleriyle asilama yapilan
gruplarda plasma toplam o6zgiil antikor diizeylerinin karsilastinilmasi. Plasma toplam
ozgiil antikor diizeyleri plasmamn 1/5000 diliisyonda verdigi OD450/620nm degerleri
olarak belirtildi. “Antijen+IgG” kangium ile agilama yapilan grubun plasma toplam
antikor diizeyi “antijen” ve “antijen+Fab” grubuna ait antikor diizeylerinden anlamli
diizeyde (antijen grubu ile kargilastnldiginda p=0.0012, “antijen+Fa " grubu ile
karsilastinldiginda p=0.0026) diisiik bulundu. PBS grubunda elde edilen OD degerleri
ELISA sistemine ait zemin kirlilik diizeyinin ortalama degeri olarak
deperlendirilmektedir. “Antijen+IgG” grubunda saptanabilir diizeyde plasma antikoru
olmasina karsin, PBS grubu ile kargilastinldiginda bu farkin istatistiksel agidan anlamh
diizeyde olmadif saptandi (p=0.150). Denek sayis1 PBS grubunda 3, diger gruplarda ise
5°dir. Sonuglar gruplarin ortalama+tstandart sapma degerleri olarak sunuldu.

.......
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Tablo 18.  Sadece antijenle agilanan farelerde plasma

6@@30 diizeyi (OD450/620 nm).
Plasma diliisyon oram
1/500 1/5000 1/50000 1/500000
PBS Overflow 1.822 0.265 0.085
1. Fare
Fab Overflow 1.600 0.223 0.090
PBS Overflow 0.767 0.135 0.065
2. Fare
Fab Overflow 0.836 0.154 0.080
PBS Overflow 1.394 0.243 0.081
3. Fare
Fab Overflow 1.411 0.234 0.090
PBS Overflow 1.142 0.245 0.074
4. Fare
Fab Overflow 1.542 0.189 0.087
PBS Overflow 2.394 0.335 0.084
5. Fare
Fab Overflow 2. 721 0.314 0.096
PBS 1.503+0.628 0.24410.071 0.0771£0.008
Grup Ort.SD
Fab 1.622+0.685 0.222+0.059 0.088+0.005
me—— S m————— =
Tablo 19.  Antijen-Fab kanginu ile agilanan farelerde
plasma (')in‘11 IgG diizeyi (OD450/620 nm).
Plasma diliisyon oram
1/500 1/5000 1/50000 1/500000
PBS Overflow 0.708 0.125 0.067
1. Fare
Fab Overflow 0.679 0.136 0.076
PBS Overflow 0.431 0.101 0.066
2. Fare
Fab Overflow 0.487 0.118 0.072
PBS Overflow 1.644 0.198 0.077
3. Fare
Fab Overflow 1.542 0.243 0.091
PBS Overflow 1.474 0.218 0.075
4. Fare
Fab Overflow 1.429 0.218 0.091
PBS Overflow 1.807 0.249 0.081
5. Fare
Fab Overflow 1.814 0.279 0.095
PBS 1.212+0.606 0.178+0.062 0.073+0.006
Grup Ort.xSD
Fab 1.190+0.575 0.198+0.069 0.085+0.010
N =}
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Tablo 20.  Antijen-IgG kangim ile asilanan farelerde
plasma GZMG diizeyi (OD450/620 nm).

Plasma diliisyon oram

1/500 1/5000 1/50000 1/500000
PBS 0.355 0.094 0.069 0.062
1. Fare
Fab 0.350 0.105 0.084 0.074
PBS 0.894 0.150 0.079 0.065
2. Fare
Fab 0.786 0.145 0.090 0.075
PBS 0.554 0.125 0.080 0.067
3. Fare
Fab 0.336 0.111 0.082 0.082
PBS 0.471 0.101 0.076 0.061
4. Fare
Fab 0.496 0.121 0.085 0.068
PBS Overflow 0.687 0.245 0.074
S. Fare
Fab 2.745 0.638 0.138 0.077
PBS 0.231+0.255 0.109+0.075 0.06510.005
Grup Ort.£SD
Fab vy 0.224+0.231 0.095+0.023 0.075+0.005
Tablo 21.  Kontrol (sadece PBS verilen) farelerde
plasma konsantrasyonu ile iligkili kirlilik diizeyi (OD450/620 nm).
Plasma diliisyon oram
1/500 1/5000 1/50000 1/500000
PBS 0.073 0.065 0.067 0.064
1. Fare
Fab 0.073 0.091 0.074 0.075
PBS 0.061 0.065 0.066 0.062
2. Fare
Fab 0.075 0.080 0.077 0.071
PBS 0.063 0.065 0.063 0.069
3. Fare
Fab 0.072 0.078 0.073 0.075
PBS 0.065+0.006 0.06510.00 0.065+0.002 0.065+0.003
Grup Ort.1SD
Fab 0.073+£0.001 0.083+0.007 0.07410.002 0.07310.002
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Tablo 22. R&D kaynakh anti-hIFNy IgG2a mAb’in Boehringer kaynakli hIFNy kaph kati

faza baEwmu Fab ile inhibisyonu (OD 450/620 nm).

Konsantrasyon (ng/ml)

1000 100 10 1

PBS 2.044 0.416 0.116 0.067
1. Plak

Fab 0.691 0.169 0.084 0.081

PBS 2.273 0.339 0.097 0.068
2. Plak

Fab 0.675 0.150 0.082 0.079

PBS 2.13310.126  0.3774£0.054  0.10610.013  0.067+0.0007
Grup Ort.:SD

Fab 0.683+0.011  0.159+0.013  0.08310.001 0.080+0.001

Tablo 23. CAy-IFNy-38 hibridoma kiiltiir siipernatammin Boehringer kaynakli hIFNy
kapli kau faza bag!anmasmm Fab ile inhibislvonu (0D450/6_20 nm).

Diliisyon oram

1 1/10 1/100 1/1000

PBS 0.851 0.654 0.295 0.094
1. Plak

Fab 0.387 0.213 0.095 0.082

PBS 0.660 0.492 0.213 0.090
2. Plak

Fab 0.453 0.210 0.091 0.077

PBS 0.755+0.135  0.573+0.114  0.2541+0.058  0.092+0.002
Grup Ort.1SD

Fab 0.420+0.046  0.211+0.002  0.09310.002 0.079+0.003
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CAy-IFNy 38 Kiiltiir slipernatam diliisyon oram

Sekil 13. Antikorun Boehringer kaynakli hIFNy'ya baglanmasinda Fab aracili inhibisyon.
R&D kaynakli anti-hIFNy IgG2a, konsantrasyona bagimh gekilde PBS ile 6n enkiibasyon
yapilmig zemindeki 6zgiil antijene baglanmaktadir. Ancak 1/50 diliie CAy-IFNy38 Fab
fraksiyonu ile 6n enkiibasyon yapilan zemine baglanma diizeyi azalmaktadir (A). Benzer
sekilde, CAy-IFNy38 kiiltiir sipernatanindaki antikorun zemindeki 6zgiil antijenc
baglanmasi Fab fraksiyonu ile 6n enkiibasyon yapildiginda baskilanmaktadir (B).
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Sekil 14. “Antijen”, “antijen+Fab” veya “antijen+IgG” oOrneklerivle asilama yapilan
gruplarda plasma IgG diizeylerinin kargilagtirilmasi. Plasma antikor diizeyleri plasmamin
1/5000 diliisyonda verdigi OD450/620nm degerleri olarak belirtildi. Degisik sekilde
asilama yapilan biitiin gruplarda elde edilen OD degerleri ile aym grupta zeminin Fab ile
kapatilmas: sonrasi elde edilen OD degerleri arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark
saptanmadi (p>0.05). Sadece antijen ile asilama yapilan grup ile “antijen+Fab”
kansimiyla asilama yapillan grubun plasma antikor dizeyleri karsilagtinldifinda
“antijen+Fab” grubunda bir miktar diigiikliik olmasina karsin bu farkin istatistiksel agidan
anlamli diizevde olmadign saptandi. “Antijen+IgG” kansimi ile asilama yapilan grubun
plasma antikor diizeyi “antijen” ve “antijen+Fab” grubuna ait antikor diizeylerinden
anlaml diizeyde (antijen grubu ile karsilastinldiginda p=0.00151, “antijen+Fab” grubu ile
kargilastinldiginda p=0.00517) diisiik bulundu. PBS grubunda PBS ile 6n enkiibasyon
vapilmis qukurlardan elde edilen OD degerleri ELISA sistemine ait zemin kirlilik
diizeyinin ortalama degeri olarak degerlendirilmektedir. Aym grupta Fab ile &n
enkiibasyon yapilmus gukurlardan elde edilen OD degerinin daha yiiksek bulunmus olmasi
Fab aracih zemin kirlilik diizeyinin eklenmesinden kaynaklanmaktadir. “Antijen+IgG”
grubunda saptanabilir diizeyde plasma antikoru olmasina karsin, PBS grubu ile
karsilastinldiginda bu farkin istatistiksel agidan anlamli diizeyde olmadifi saptandi
(p=0.158). Denck sayis1 PBS grubunda 3, diger gruplarda ise 5’dir. Sonuglar gruplann
ortlamatstandart sapma degerleri olarak sunuldu.
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6.TARTISMA

Yiz yih askin siiredir antijen ile beraber pasif olarak verilen antikorlarin.
antijene karsi 6zgil antikor yanitim diizenleyici etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu etki
antikor yanitimn ya %99.9 oraninda baskilanmasina va da 1000 kat artmasina neden
olabilmektedir. Immiin yanitin diizenlenmesinde ¢ift yonlii olabilen bu etki antikorun
izotipine baghdir. iImmiin kompleks yapidaki IgM ve IgE izotipindeki antikorlar antijene
o6zgiil antikor yamtim arttiric1 etkide bulunurken IgG o6zgiil antikor yamitim hem arttiran
hem de azaltan tek antikor izotipidir **. Antijen( Ag ) — immiinoglobulin G (IgG)
kompleksinin es zamanli olarak B-lenfosit reseptoriine (antijen aracilign ile) ve B lenfosit
Fc y reseptoriine (FcyRIIB) (antijenc bagh 1gG’nin Fc araciligs ile) baglanmasi B-lenfosit
uyanmimn FcyRIIB araciig ile engellenmesine neden olmaktadir. IgGnin bu ozelligi
nedeniyle genellikle yeni dogan cocuklara kizamik ve kabakulak asilan bir yasindan énce
yapilmaz. Bebekte anne kaynakh IgG izotipindeki antikor diizeyinin en az 6 ay boyunca
vilkksek diizeylerde olmasi nedeniyle, bu dénemdeki asilama bebekte yetersiz immiin
yamtin olusmasina neden olabilmektedir *. Ayrica, IgG'nin bu ozelligi Rh uyusmazhigina
bagh olarak gelisen Yeni Doganin Hemolitik Hastalign (YDHH ) olan eritroblastozis
fetalis’den korunmak amaciyla kullamimaktadir. Eritroblastozis fetalis ‘de Rh(-) annenin
Rh(+) bebege gebe kalmasi sonucu olusan IgG izotipindeki anti-Rh antikorlan
plasentadan gecerek fetus eritrositlerini yikima ugratirlar. Rh(-) anne, Rh(+) ikinci bebege
hamile ise bu reaksiyonun olusma riski yiiksektir. Bunu énlemek amaci ile, rutin olarak
heniiz anti-Rh antikoru gelismemis Rh(-) bir kadina dogum, kiirtaj. vs. gibi jinekolojik
islemler ya da yanhslikla Rh(+) kan verilmesi gibi bir olaydan sonra 72 saat iginde anti-
Rh antikorlan verilirse bu risk 6nlenebilir, **

Literatiirlerde IgG izotipindeki antikorlarin 6zgiil antikor yamtim baskilayici

etkisinin iki farkli mekanizmayla gergeklestigi belirtilmektedir. Birinci mekanizmada,
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pasif olarak verilen 6zgiil IgG antijenik epitoplant kapatarak B hiicrelerinin antijeni
tammasim ve aktivasyonunu engellemektedir. Bu mekanizmaya gore IgG’nin antikor
yamtim baskilayici etkisi Fc  pargasindan bagimsiz olarak gergeklesmektedir. Bu
mekanizmayr destekleyen aragurmacilann bir kismu antikor yanitinin baskilanmasinda
IgG’nin F(ab '), fragmentinin IgG kadar etkili oldugunu belirtmislerdir Z . Karlsson MC
ve ark’lanmin FcyR ( FcyRI+FcyRIIB+FcyRIII )’lerinden yoksun deney farelerinde
yaptiklan galismada 6zgiil antikor yanmitinin baskilanmasinda F(ab ' ); — Ag kompleksinin
IgG-Ag kompleksi kadar etkili oldugunu saptamiglardir. Caligmanin sonucunda IgG
bagimh antikor yamtinin baskilanmasinda gecerli olan mekanizmamn Fc pargasina
bagimhi olmasindan daha ¢ok antijenik epitoplarin maskelenip B lenfositlerin antijenlere
baglanmasinda engelieme mekanizmasinn etkili oldugu savunulmaktadir .

Ikinci mekanizma ile IgG’nin antikor yamtim baskilayian etkisi IgG-Ag
kompleksinin B lenfosit reseptérii ve FcyRIIB reseptérii ile aym anda baglanti kurmasiyla
gergeklesir. Bu mekanizmayr destekleyen arastrmacilara gére IgG’nin baskilayic etkisi
IgG’nin Fc parcasina bagimh olarak gerceklesir. Bu goriise gore F(ab ' ), parcalan
baskilamaya neden olmamaktadir ve baskilama epitop spesifik degildir . Birgitta
Heyman’in F(ab ' ), pargalan ile IgG’nin antikor yamitim baskilamasindaki etkinliklerini
kargilasirdify calismada TNP(Trinitrofenol)’ye 6zgiil IgG izotipindeki mAb’in pepsin
enzimiyle F(ab ' ), parcalanna aynlmas: sonrasinda, F(ab ' ), pargalannmin SRBC( Sheep
Red Blood Cell; Koyun Eritrositleri-)-TNP ile beraber splenosit kiiltiir ortamina
koyulmasindan sonra SRBC’ye 6zgiil antikor yamti arastinilmis ve sonugta F(ab ' ),
bolgelerinin pargalanmamg IgG’ye goére 1000 kat daha az baskilayicn etkisi oldugu
saptanmustir. Ayrica bu ¢alismada TNP’ye 6zgiil IgG izotipindeki mAb’in SRBC -TNP ve
HRBC ( Horse Red Blood Cell; At Eritrositleri ) ile beraber koyulduunda TNP ile beraber
SRBC’ye karsi antikor yamitimin da baskilandify ancak HRBC’ye karsi olusan antikor

yamtinda degisikligin olmadig: belirtilmistir ’. Heyman’1n elde ettigi ikinci sonug, Moéller
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G.’nin aragtrmasimin sonunda belirttigi antikor yamitindaki baskilamanin epitop spesifik
oldufu sonucundan tamamen farkhdir ve baskilamamn antijen spesifik oldugunu
gostermektedir **. Heyman B. ve ark.’lanmmn yaptiklan diger bir cahsmada IgG Fc
bolgesinde karbohidrat gruplan igeren zincirlerin antikor yamitinin baskilanmasinda
biiyiik 6nemi oldugunu belirtmiglerdir. IgG’nin Fc bolgesindeki karbohidrat gruplarindan
yoksun IgG her ne kadar antijene baglanma ozelligini kaybetmese de komplemana
baglanma, hiicre yiizeyindeki Fc reseptdrlerine bajlanabilme ozelliklerini kaybeder ve
aym zamanda antikor bagimls hiicresel sitotoksisite grevini yerine getiremez. Heyman B,
ve ark. ‘lant yaptiklari galismada 6zgiil IgG ile IgG’nin Fc bblgesindeki karbohidrat
zincirlerinden yoksun IgG’nin  immiin yamtin  baskilanmasindaki  etkinligini
kargilagtirmuglardir. Calismamin sonucunda 6zgiil IgG’nin antikor yamtim baskiladiB
ancak karbohidrat zincirlerinden yoksun IgG’nin antikor yanitim baskilayict etkisinin
olmadig belirtilmigtir*.

Immiin kompleks yapida yer alan IgG’nin IgGl, IgG2a, IgG2b ve IgG3 alt
gruplanmn antikor yamtim baskilanmada bir farkliik gosterip gostermedigi farkh
arasirmacilar tarafindan  aragtinlmugtir, Heyman ve ark.’lan yaptiklan calismada
SRBC’ye 6zgiil 6 farkh IgG izotipinde SRBC’ye 6zgiil mAb’in antikor yamt: {izerine
etkilerini aragtirmuglardir.  Kullandiklan IgG izotipindeki mAb’lann  dbrdii IgG3
izotipinde, biri IgG2a ve biri de IgGl izotipindedir. Calismamn sonucunda SRBC’ye
6zgiil antikor yanitimin baskilanmasinda sadece IgG1 izotipindeki antikorlarin degil aym
zamanda IgG2a ve IgG3 izotipindeki antikorlarin da etkili oldugu belirtilmistir ©.

Aynca 6zgiil 1gG’nin antijenden énce veya sonra verilmesinin immiin yamitin
baskilanmasinda bir degisiklige neden olmayacaf: belirtilmistir. Bu yonde yapilan
aragtirmada &zgiil IgG, antijen enjeksiyonundan 1 saat énce ve 2.5, 6, 12 saat sonra
verildiginde antikor yamitinn IgG bagimh baskilanmasinda bir degisikligin olmadign

saptanmugtir®'.
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Monoklonal antikorlar tam amagh olarak ELISA veya RIA. gibi degisik
testlerde kullamimaktadir. Ogellikle yiizeyinde aym epitoptan birden fazla icermeyen
multivalan antijenlerin saptanmasina yonelik testlerde iki farkli epitopa 0zgiil mAb’larin
kullamilmasi gerekmektedir. Ancak, mAb iiretim tekniginde asilama ve fiizyon sonrasi
siklikla immiinodominant epitopa bzgul antikor salgilayan hibridoma hiicreleri elde
edilmektedir. Bu nedenle literatiirlerde farkli epitoplara 6zgiil mAb’lann iiretilebilmesine
yonelik olarak antijen yiizeyindeki belirli bir epitopun 6zgiil mAb ile maskelenmesi
sonucu olusan immiin kompleks ile yapilan agilamanin etkili olacag belirtilmektedir.
Hibridoma teknoljisinde bu y6ntem Benkirane ve ark.’lan tarafindan insan thyrotropin
(hTSH) hormonuna karst mAb iiretiminde kullamlmigtir. hTSH 6lgiimiine yonelik etkin
bir immiinoradiometrik yéntem geligtirilebilmesi icin hTSH’in defisik immiinojenik
epitoplara 6zgiil monoklonal antikorlar gerekmektedir. hTSH’1In immiinodominant By
iinitesine kars1 anti-B, hTSH monoklonal antikor iiretimi sonrasi in vitro sartlarda hTSH-
anti-B;hTSH mAb immiin kompleksi olusturularak, bu kompleks ile deney hayvanlannda
yeniden asilama yapilmis ve hTSH’in 1 immunodominant epitopu digindaki epitoplarina
karg1 da 6zgiil monoklonal antikorlar elde ettiklerini belirtmislerdir °. Ancak Quintana ve
ark.’laninin yaptiklan gahsmada isc koyun eritrositlerine kars1 olugturulan IgG,, IgGay,
IgG,, izotipindeki mAb’lar ve koyun eritrositierinden olugan kompleks yapinin deney
farelerine enjekte edilmesi sonucunda herbir monoklonal antikorun 6zgil oldugu epitopa
kars1 antikor yanitimin baskiladix eritrositlerin yiizeyindeki diger epitoplara 6zgiil antikor
yamtim etkilemedigini belirtmislerdir 2.

Antijen iizerindeki belirli bir epitopun  6zgiil IgG antikoru ile kapatilarak
agilama yapildiginda antijen ylzeyindeki tim  epitoplara karsi antikor yamtinin
baskilanacag ¢esitli galismalarda belirtilmigti. Bu calismada da “hIFNy+IgG”,
“hIFNy+Fab”, “hIFNy”ve “PBS” ile yapilan agilamalar sonrasinda tiim gruplardaki

antikor yamtlan arastirildi. Bu sayede antikor yamtimin farkh epitoplara yénlendirilmesine
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yonelik olarak agilamada kullamlacak “Ag+lgG” ya da “Ag+Fab” komplekslerinden
bangisinin uygun olacag: aragtiriidi. Bu amagla antijen olarak homodimerik yapida olan
hIFNy se¢ilmigtir. Calismanin degisik basamaklarinda Immuneron ve Bochringer kaynakh
hIFNy kullamldi. Ancak Immuneron kaynakli hIFNy’mn insan albumin igermesinden
dolayr ozellikle asilamada ve agilama sonrasi sonuglarin degerlendirildigi ELISA
cahismasinda yamltici sonuclarin olusmasim engellemek amaciyla iceriginde sadece
rekombinant hIFNy bulunduran Boehringer kaynakli hIFNy kullamldi. IgG-hIFNy
kompleksiyle agilama igin gerekli olan anti-hIFNy IgG1, laboratuvarimizda iiretilen anti-
hIFNy 1gG1 monoklonal antikor salgilayan CAy-IFNy38 hibridoma hiicrelerinden daha
6nce tammlandif: sekilde iiretildi ve kromatografik yontemler ile saflastiriich (Sekil 5) .
Saflagtirma 6ncesi ve sonras: 6zgiil antikor miktarinin 8l¢limii ve saflagtirma ¢ahismasimn
etkinlgi ELISA yontemiyle gosterildi. Calisma sonucunda protein G kolonuna yiiklenen
omek icerisindeki 6zgiil antikorun en az %901 saflastinld: (Sekil 4,6 ).

Fab-hIFNy kompleksiyle agilama igin gerekli olan anti-hIFNy IgG1 Fab
parcalan anti-hIFNy38 IgG1’in papain enzimi ile parcalanmasiyla elde edildi. Ancak,
antikorun papain enzimiyle parcalanma siresi anikorun izotipine ve elde edildigi
organizmanin tiiriine bagh olarak degismektedir. Bu amagla ilk énce o-hIFNy38 IgG1’in
papain enzimi ile parcalanmasinda uygun siire tespit edilmistir. Bu amagla o-hIFNy IgG1
papain enzimiyle 2 saat, 4saat, 8 saat, 16 saat, 24 saat, 36 saat , 48 saatlik siirelerde
paralanmaya birakilds. Pargalama isleminde en uygun siire SDS-poliakrilamit jel
elektroforez yontemiyle analiz edildi ( Sekil 9). ilk olarak 2, 4, 8 saatlik kisa zaman
araliklarindaki pargalama diizeyi incelenmistir. 2, 4, 8 saatlik zaman arahklarinda;
zamana bagimh olarak Fab ve Fc pargalanna ait bantlar belirginlesmektedir. Uygun
pargalama siiresi 150 kDa.’luk bdlgede IgG’ye ait band’in gbriilmedigi zaman arahigdur.
SDS-PAGE sonras1 parcalama siiresine bagimli olarak 4 saatlik parcalama sonrasi

150kDa.’luk bolgedeki bant kaybolmaktadir. Uzun siire enzimle parcalanmanin Fab
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fragmanlanmn aktivasyonunu etkileyebilecegi diigiiniilerek optimum pargalanma siiresi
olan 4 saatlik siire segilmistir. 2 saatlik parcalama sonras: yaklasik 120 kDa.’luk bélgede
yer alan band sistein kaynakh olabilecegi diisiiniitdii (Sekil 9) . Her ne kadar literatiirde
kisa enkiibasyon siirclerinde (4 saate kadar) 120kDa’luk bélgede sistein kaynakli
bant’lanin  goriilebilecegi belirtilmekte ise de 2 saatlik pargalanma sonrasi olusan
goriintiiden emin olabilmek amaciyla benzer kosullarda o-hIFNyIgGl 15, 30 ve 60
dakikalik siirelerde papain enzimiyle parcalandi ve SDS-PAGE yontemiyle pargalanma
diizeyi analiz edildi. SDS-PAGE sonrasi 15, 30 ve 60 dakikahk siirclede parcalama
sonras1 150kDa.’luk bblgede bantlarin zamana bagimh olarak kayboldugu ve 120kDa.’luk
bolgede bant’larin bulundugu goriildii ( Sekil 8).

L-sisteine iceren papain enzimiyle L-sisteine ile aktive edildikten sonra L-
sistein’den arindinlnms  papain  enziminin o-hIFNylgG1’i parcalama diizeyleri
kargilagtinlmugtir. L-sisteine ile aktive edildikten sonra L-sistein’den arindiriimis papain
enzimi ile IgG'nin pargalanmas: yéntemi goguniukla IgGl’den F(ab), fragmentlerinin
veya 1gG2a ve 1gG2b’den Fab fragmentlerinin elde edilmesinde kullamilmaktadir. L-
sisteine‘ile aktive edilmis ve daha sonra kullamim éncesi L-sisteine ‘den anndirilms
aktive papain ile 2 saatlik pargalamamn sonrasinda yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda
Fab ve Fc pargalarina ait band’lar saptanamad: ( Sekil 8 ). Bu nedenle 6nceden aktive
edilmis papain enzimi ile Fab ve Fc parcalaninin elde edilme igleminin etkin olmayacag
anlasildi.

Papain enzimiyle 4 saatlik pargalama iglemi sonrasi Fab pargalarim
saflagnrmak amaciyla protein G affinite kromatografisi kullanildi. Saflagtirma esnasinda
sadece IgG’'nin Fc fragmentlerinin protein G’ye baglanacag: Fab kismumn ise yiikleme
sonrasi kolondan gegip toplanabilecegi diigiiniilmiigtii. Ancak saflastirma sonrasi toplanan
piklerin SDS-PAGE’de analizinde Sekil 9°daki 10.sirada goriildiigii gibi, protein G’ye

baglanmadan ¢ikan kisimda Fab alamna kargilik gelen bélgede beklenilen protein band:
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saptanamadi. Protein G’ye baflanan ve baglanmayan fraksiyonlarin antijene karsi
ozgillikleri ELISA caligmasi ile deferlendirildi. Caligma sonucunda protein G'ye
baglanan fraksiyonda antijene 6zgiil Fab parcalarimin oldugu, protein G’ye baglanmadan
¢ikan fraksiyonda ise Fab parcalanmin bulunmadi: saptandi ( $ekil 10 ). Bu sonucun
sckil 9°daki 10. ve 11. siralarda elde edilen SDS-PAGE verileri ile uyumlu oldugu
saptandi.

Asilama sonuglan degerlendirilirken Fab parcalan ile 6zgiil epitoplar
kapatilarak ve kapatilmadan 6zgiil IgG yamiti diizeyi Fc spesifik konjugat kullamlarak
olgiilmiistiir. Bu nedenle ilk olarak kurulacak olan ELISA sisteminde kati fazdaki hIFNy
yiizeyindeki epitoplarin 6zgiil Fab parcas: ile kapatilmas: igin gerekli olan Fab parcasimin
Fc spesifik konjugat ile verdigi reaksiyon diizeyi saptandi. Boehringer kaynakli hIFNy ile
kaplannmg plakda Fab pargasinin Fc spesifik konjugat ile 6nemli diizeyde bir etkilesime
girmedigi saptand ( Sekil 11A ). Asilama sonuglarinin degerlendirildigi ELISA plaginda
kati fazdaki hIFNy’mn Fab parcas: ile 6n enkiibsayonu sonucunda hIFNy yiizeyindeki
epitoplanin etkin bir sekilde kapatilabilmesi i¢in kullamlacak Fab’in sulandirim oramnin
1/50 olmasina karar verildi.

In vitro ve in vivo deney modellerinde immiin kompleksin immiin yanita
etkisi cogunlukla benzer yontemlerle 6lgiilmektedir. Bir kontrol grubunun ve bir de deney
grubunun bulundugu deney setinde kontrol grubu sadece antijen ile agilanirken deney
grubu kontrol grubu ile aym dozda antijen ve Ozgiil antikor ile agilamir. Dency
hayvanlanndaki aktif immiin yanit serumda 6zgiil antikor diizeyinin 6lgiilmesiyle veya
6zgiil antikor treten hiicrelerin sayis1 olarak Slgiiliir. Bu calismada da asilama sonrasi
deney hayvanlannda toplam antikor yanit ve 6zgiil IgG yamit1 ELISA yontemiyle 6lgiildii.
Herbir gruptaki deney hayvamna ait plasma aﬁtikor diizeyleri kargilastiniidr. Olgtimler
sonrasi IgG-Ag grubu, Fab-Ag ve Ag gruplanndaki herbir denegin 1/5000 diliisyondaki

OD degerlerinin ortalamalar: alinarak sonuglar kargilagtirildi.
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Herbir gruptaki toplam ozgil antikor yamtim o6lgmek icin ELISA
cahsmasinda tiim fare immiinoglobulin izotiplerine baglanabilen Fab spesifik konjugat
kullamldi. Bu sayede, plasmalardaki 6zgiil IgG ve IgM izotipindeki antikor yanit: diizeyi
saptanmugtir. ‘Antijen’ ve ‘Antijen+Fab’ gruplanndaki toplam o6zgiil antikor yamiti
diizeyleri arasinda anlamh bir fark saptanmadi (p>0.05) (Sekil 12). ‘Antijen’ grubu ile
‘Antijen+IgG’ grubunun toplam antikor yamti dizeyleri karglaghnldifinda
‘ Antijen+IgG’ grubunun antikor yamtinda en az %75 oramnda baskilama oldugu gbzlendi
(Sekil 12).

Ozgill IgG yamti diizeylerinin 6lgildigi ELISA calismasinda herbir
gruptaki deneklerin OD degerleri ile aym grupta zeminin Fab ile kapatilmas: sonras: elde
edilen OD degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamhi bir fark saptanmad ( p>0.05 ).
“Antijen+IgG” kangmm ile agilama yapilan grubun plasma antikor diizeyi “antijen” ve
“antijen+Fab” grubuna ait antikor diizeylerinden anlamh diizeyde (antijen grubu ile
kargilastinidiganda p=0.00151, “antijen+Fab” grubu ile karsilagtirildifinda p=0.00517)
diisiik bulundu (Sekil 14). Ayrica, “Ag+lgG” kangim ile asilama yapilan grubun Fab ile
on enkiibasyon yapilmus gukurlardaki plasma antikor diizeyi aym gukurlarda “antijen” ve
antijen+Fab” grubuna ait antikor diizeylerinden anlamh diizeyde (antijen grubu ile
karsilagtinidiginda p=0.00126, “antijen+Fab”grubu ile karsilastinldifinda p=0.00415)
diisiik bulundu (Tablo 18.19,20). “Antijen+IgG” ve “Amtijen” ile agilama yapilan
gruplann 1/5000 sulandinmda plasma antikor diizeyleri karsilastimidifinda “antijen+IgG”
ile agpilama yapilan grubun &zgiil 1gG yamtinin yaklasik %85 oraninda baskilandif,
‘X’epitopu diginda farkhi epitoplara 6zgiil IgG yamtimin ise yaklasik %90 oraninda
baskilandifn saptandi (Tablo 18,20). Bu sonuca gore, epitop maskelenmesi igin
“Antijen+IgG” kansim kullamldiginda ‘X’ epitopu yaminda antijen izerindeki diger
epitoplara karsida antikor yaniti baskilanmustir. Buna karsin “antijen+Fab” kangim ile

asilama yapilan grubun plasma antikor diizeyi “antijen” ile asilama yapilan grubun
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antikor diizeyleri ile karsilaghnldiginda her iki grubun OD degerleri arasinda istatistiksel
agidan anlamh bir fark saptanamadi (p>0.05) (Sekil 14). “Antijen+Fab” kansimu ile
asilama yapilan grubun 6zgil IgG yamt1 “antijen” ile astlama yapilmus grubun antikor
yamt: ile kargilagtinildizinda “Antijen+Fab” grubunun 6zgiil IgG yamtindaki %15-201ik
azalmamn nedeni genel antikor havuzunda ‘X’(Fab fragmammin kapattifi epitop)
epitopuna 6zgiil antikor olusmamasindan kaynaklandif disinilebilir (Sekil 14).
“Antijen”, “Antijen+IgG” ve “PBS” ile agilama yapilan gruplann, ELISA plaginda Fab ile
on enkiibasyonu yapilmis cukurlardaki OD degerleri PBS ile 6n enkiibasyon yapilmig
cukurlardaki OD degerlerine gore biraz daha yiiksek bulunmus olmas: Fab aracili zemin
kirlilik diizeyinin eklenmesinden kaynaklanmus olabilecegi diisiiniildii

Bu ¢alismada elde edilen veriler, bir antijen iizerinde baska bir epitopa
yonelik antikor yamti olusturmak istenildiginde ve bu amagla epitop maskelenmesi
yontemi tercih edildiginde Ag-lg yerine Ag-Fab kompleksi kullamlmasimin daha etkin

olacagim gostermektedir.



84

SONUC

Literatiirlerde farkli epitoplara 6zgiil mAb salgilayan hibridoma elde
edilebilmesi icin belirli bir epitopun 6zgiil antikoru ile kapatilarak ( maskelenerck )
yapilan agilamamin etkili olacaf belirtilmektedir. Ancak maskeleme isieminde IgG
izotipindeki 6zgiil antikorun kullanilmasi durumunda, asilama icin kullamlan antijen —
immiinoglobulin G (IgG) kompleksinin e zamanh olarak B-lenfosit resepttriine (antijen
aracih@ ile) ve B lenfosit Fc y reseptSriine (FcyRIIB) (antijene bagh IgG’nin Fc aracih
jle) baglanmasi B-lenfosit uyanimmn FcyRIIB aracihf ile engellenmesine neden
olacaktir. Bir kisim aragtirmaciya gore ise uyarimin engellenmesinde FcyRIIB nin etkili
olmadi IgG’nin yapisindan dolayr epitoplarin bloke edilerek B lenfositlerinden
gizlendigi belirtilmektedir. Bu ¢alismada, her iki yaklagim gbz Oniinde bulundurarak
antikor yamitinin farkh epitoplara yonlendirilmesinde “Antijen” ve “Antijen+IgG” veya
“Antijen+Fab” kangimlan ile yapilan agilama ySntemlerinin etkinlikleri karsilagtirildi.

Cahgma sonucunda elde edilen verilere gore epitop maskelenmesi amaciyla
“IFNy+lgG” kangim kullamldiginda ‘X’(IgG’nin baglandif epitop) epitopu yamnda
antijen iizerindeki diper epitoplara 6zgiil antikor yamti engellenmektedir. Bu da epitop
maskelenmesi icin literatiirlerde onerildigi gibi IgG kullambrsa beklenilenin tersine
antikor yamtimn diistiigiinii gostermektedir. Ancak epitop maskelenmesi amaciyla IgG
yerine IgG’nin Fab parcasi kullanilarak “IFNy+Fab” kangim ile yapilan agilama
sonucunda antikor yamtinda anlamli bir azalma olmamaktadir. Her ne kadar “IFNy” ile
asilama yapilan gruba gore antikor diizeyinde bir miktar azalma olsa da bunun nedeninin
genel antikor havuzunda Fab parcasi ile maskelenmis epitopa 6zgil antikor
olusmamasindan kaynakiandify diigiiniilebilir.

Dolayisiyla galismamn amaci ve sonuglan dofrultusunda bir antijen
iizerindeki farkh epitopa karst mAb elde etmek amaciyla yapilacak epitop

maskelenmesinde IgG kullamlmas: teorik beklentinin tersine antikor yamtim baskilayic:
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sonuglann olusmasina neden olurken, Fab parcasimn kullamimasi antikor yamtinda
anlaml bir azalmaya neden olmamaktadir. Bu nedenle, yiizeyinde benzer epitoplardan
birden fazla icermeyen multivalan nitelikteki antijenlerin farkh epitoplarina 6zgiil antikor
yantinin  olusturulabilmesi igin asilamalarda “antijen+IgG” kompleksi yerine

“antijen+Fab” kompleksinin kullamimas: yararh olacaktir.
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