HUCRE KULTUR TEKNIKLERI
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Monoklonal Antikorlar ve Hibridoma Teknolojileri



Antikor nedir?

e immunoglobulinler olarak da bilinen
antikorlar, B hiicreleri (plazma htcreleri)
tarafindan bakteri ve virtsler gibi antijenleri

notralize etmek icin salgilanir.

e Bir antikor; iki agir ve iki hafif zincir olmak
Uzere dort polipeptit zincirinden olusan Y
seklinde bir molekul olarak tanimlanabilir.
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Antijenlerin ve Antikorlarin Baglanmasi

 "Y" nin her ucu, bir antijen Gzerindeki belirli bir epitopa (bir anahtara
benzer sekilde) 6zgu olan ve bu iki yapinin hassasiyetle baglanmasina
izin veren bir paratop (bir kilide benzer bir yapi) icerir.

e Bir antijene baglanma yetenegi, cesitli yasam bilimleri ve tip biliminde
vaygein olarak kullanilmalarina yol acmistir.




Enfeksiyonlara (konaga yabanci yapilara)
karsi direnci saglayan hicrelerin,
dokularin ve molekiillerin olusturdugu
butliine immun sistem;

Bu hucrelerin ve molekullerin
olusturduklari koordineli reaksiyonlara
immun yanit denir.




Dogal bagisiklik Edinsel bagisiklik

Hizli yanit (saatler) » Yavas yanit (Gln-hafta)
Sabit R yapilari « (Cok sayida ¢esidi secici tanima
Sinirli gesidi tanima « Yanit sirasinda gelisme (farklilagsma)

« Bellek 6zelligi
Yanit sirasinda degismez « Klonal ¢ogalma
« Ozellesme (Farklilagsma)

* Kulgulme ve dengelenme
(homeostasis)

« Kendine yanit vermeme
- Degisken R (Ozgullik)
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Antikorun Yapisi
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The Five immunoglobulin (Ig) Classes
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Levels of circulating antibodies to a specific antigen
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ANTIKORLAR
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Polyclonal Monoclonal
Antibodies that are collected Individual B lymphocyte hybridoma
from sera of exposed animal is cloned and cultured.

Secreted antibodies are collected

from culture media
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Poliklonal Antikorlar

e Poliklonal antikorlar (pAbs), genellikle vicuttaki farkli B hucresi

klonlari tarafindan uretilen heterojen antikor karisimidir.

e Tek bir antijenin bircok farkli epitopunu taniyabilir ve bunlara

baglanabilirler.




Poliklonal Antikorlarin Uretimi

e Poliklonal antikorlar, bir hayvana bir immuinojen enjekte edilerek
uretilir. Birincil bagisiklik tepkisini ortaya cikarmak icin spesifik bir
antijen enjekte edildikten sonra, belirli antijene karsi daha yuksek
antikor titreleri Uretmek icin ikincil, hatta Gc¢clncul bir immunizasyon
gerceklestirilir

e Immiinizasyondan sonra, poliklonal antikorlar dogrudan pihtilasma
proteinleri iceren serumdan (kirmizi kan hucreleri uzaklastirilmis kan)
elde edilebilir veya diger serum proteinlerinden arinmis bir cozelti elde
etmek icin saflastirilabilir.




Poliklonal Antikorlarin Uretimi

* Poliklonal antikorlar genellikle tavsan veya keci gibi bir laboratuar
hayvanina spesifik bir antijen enjekte edilerek elde edilir. Birka¢ hafta
icinde, hayvanlarin bagisikhik sistemi antijene 0zgu yiliksek
seviyelerde antikorlar Uretecektir. Bu antikorlar, bir antijene maruz
kaldiktan sonra bir hayvandan alinan butin serum olan bir

antiserumda toplanabilir.



Poliklonal Antikorlarin Uretimi

* Cogu antijen, pek cok epitop iceren karmasik yapilar oldugundan,
laboratuvar hayvaninda farkli epitoplara 6zgu antikorlarin Uretilmesine

neden olurlar.

e Bu poliklonal antikor tepkisi, insan bagisiklik sistemi tarafindan

enfeksiyona verilen tepkinin tipik bir ornegidir.

* Bir hayvandan alinan antiserum boylece B hiicrelerinin coklu klonlarindan

antikorlar icerecektir, her B hiicresi antijen tizerindeki belirli bir epitopa

vanit verir




plasma B cells

Figure: The process for harvesting polyclonal antibodies ‘
produced in response to an antigen.




Monoklonal Antikorlar

e Monoklonal antikorlar (mAb), tek bir ana htcreden klonlasmis 6zdes

B hiuicreleri tarafindan uretilir.

e Bu, monoklonal antikorlarin tek degerlikli afiniteye sahip oldugu ve

sadece bir antijenin ayni epitopunu tanidigi anlamina gelir.




Monoklonal Antikotlarin Karakteri

- Monoklonal antikorlar, 6zdes olan ve spesifik bir epitopa yonelik olan ve tek
bir ebeveynin veya tek bir hibridoma hucre hattinin B hiicre klonlari

tarafindan uretilen tek bir antikor turuddr.

- Bir hibridoma hiicre hatti, B hiicresi lenfositinin bir myeloma hiicresi ile

fliizyonuyla olusur.

-Bazi myeloma hicreleri dogal olarak tek monoklonal antikorlari sentezler



e Canli hayvanlarda Uretilen poliklonal antikorlarin aksine, monoklonal
antikorlar doku kultura teknikleri kullanilarak ex vivo uretilir.

e islem, istenen antijenin bir hayvana, genellikle bir fareye, bircok kez
enjekte edilmesiyle baslar. Hayvan bir bagisiklik tepkisi
gelistirdiginde, B-lenfositleri hayvanin dalagindan izole edilir ve
olimsuzlestirilmis B hicresi  bir myeloma hicre hatti ile
kaynastirilarak hibridoma hiicre dizisi olusturulur

e Antikor Uretilirken kulturde surekli olarak buyuyebilen hibridomalar
daha sonra istenen monoklonal antikor icin taranir.




Poliklonal vs. Monoklonal

antigen antibody

& ﬁ% *-Ym}«%
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Monoklonal Antikorlar

e Avantaijlari:

- Bir antijenin sadece bir epitopunun yuksek dizeyde taninmasi

- Olimsiiz hibridoma hticre dizileri sinirsiz miktarda antikor iiretme
yetenegine sahiptir

- Deneyler arasinda yuksek tutarhlik
- Minimum capraz reaktivite

- Afinite saflastirmasi icin yiksek verimlilikle kullanilabilir




e Dezavantajlari:

-Bir monoklonal gelistirmek zaman alir ve vyuksek teknik beceriler

gerektirir.

-Cok miktarda spesifik antikor Uretilebilir, ancak farkli alt tdrlerdeki

antijenleri tespit edemeyecek kadar spesifik olabilirler.

- Epitop degisikligine karsi savunmasizdir. Antijen konformasyonundaki
ufak bir degisiklik bile baglama kapasitesinin 6nemli dlcliide azalmasina

neden olabilir.



Produced by:

Bind to:

Antibody class:

Ag-binding sites:

Potential for cross-reactivity:

Polyclonal antibodies

Many B cell clones

Multiple epitopes of all
antigens used in the
immunization

A mixture of different
Ab classes (isotypes)

A mixture of Abs with
different antigen-binding
sites

High

Monoclonal Antibodies

A single B cell clone
A single epitope of a single
antigen

All of a single Ab class

All Abs have the same antigen
binding site

Low




Hibridoma

e Bir hibridoma, antikor olusturan B lenfositlerinin genellikle bir tGimor
hicresi (myeloma) ile fuzyonuyla elde edilen hibrid bir hticredir
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Mouse Plasma cells Hybridoma Monoclonal
antibody



PRENSIP

e Hibrit hiicre, B hiicrelerinden elde edilen antikor Gretim kapasitesine
sahiptir
e Ayni zamanda Myelom hucrelerinden elde edilen bir 6zellik olarak

surekli olarak boliinebilir

e Her iki hucrenin istenen 0&zelliklerini birlestirerek, hibridoma

teknolojisi tek spesifiteye sahip buyuk olcekli antikor liretimi saglar




 Spesifik hibridomalar in vitro olarak kultive edilir veya monoklonal

antikorlar elde etmek icin fare periton boslugundan enjekte edilebilir.

* Her iki yontem de buna hibridoma teknolojisi olarak isimlendirilir




HIBRIDOMA PROSEDURU

* B hiicrelerinin izolasyonu

- 2-4 haftalik farelere antikor seviyesinin yukseltilmesi icin deri

alti enjeksiyonla uygun antijen verilir

- Daha sonra B hucreleri asilanmis bir farenin dalagindan izole

edilir.



* Myelom hucrelerinin izolasyonu

- Myeloma htcreleri kemik iliginden izole edilir

- Kullanilan myeloma hiicreleri HGPRT (Hipoksantinguanin

fosforibosil transferaz) mutant hiicrelerdir (8-azaguanin

indiklenmistir)



e Somatik Hucre Flizyonu

- Elektroflizyon: Hucrelerinin elektrik alaniyla kaynasmasina

izin verilir
- PEG ortami kullanilarak yapilir

- PEG polietilen glikol anlamina gelir
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grows indefinitely like a cancer cell)




e Hibrit Hucrelerin Secimi

- HAT ortami hibrid hicrelerin secimi icin kullanilir

- HAT, Hipoksantin Aminopterin Timidin anlamina gelir




* NUkleotid sentezi hicrenin hayatta kalmasi icin gereklidir

* HAT ortaminda aminopterin, htcresel plrin ve pirimidinlerin basit

sekerlerden sentezini engeller

* Ancak hiicreler, HGPRT enzimi araciligiyla salvage yolu ile ortamda

bulunan hipoksantin ve timidini kullanarak gelisebilir
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* HAT ortami hibrid hucrelerin seciminde nasil calisir?

-B hucreleri HGPRT + dir ve HAT ortaminda hayatta kalabilirler,

ancak bazi bélinmelerden sonra normal hiicre élimuine ugrarlar

- Hibridoma teknolojisinde kullanilan myeloma hicreleri HGPRT

negatiftir

-Bu hiicreler, Aminopterin Denovo yolunu bloke ettigi icin HAT

ortaminda hayatta kalamaz




* Hibrid hucreler, B hicresinden gelen HGPRT enzimine
sahiptir ve ayrica myeloma hucreleri olarak tekrar tekrar

cogalma yetenegine sahiptirler

* Boylece HAT ortaminda sadece hibrit hicreler hayatta

kalabilir
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Myeloma Cell Hybridoma B-Lymphocyte
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How hybrid cells are selected in HAT medium?

l HAT medium

«, myeloma cells
‘ are HGPRT

" (55 i g ! e

‘ ‘ blocked by

l ‘ {1 "a Aminopterin. So

Unfused Bcells Myeloma cells cannot survive
undergo normal Large scale culture of cannotgrowin in HAT medium
celldeath Hybrid cells. HGPRT* HAT medium

fromBcell



-HAT ortami (Hipoksantin Aminopetrin Timidin) monoklonal antikorlarin

hazirlanmasi icin kullanilir.

-Laboratuar hayvanlari (6rn. Fareler) once bir antikoru izole etmekle

ilgilendigimiz bir antijene maruz birakilir.

- Splenositler memeliden izole edildiginde, B hiicreleri, polietilen

glikol kullanilarak HGPRT (hipoksantin-guanin fosforibosil transferaz)

geninden yoksun olan olumsizlestirilmis miyelom hiicreleri ile

kaynastirilir.




Hibridoma

Flizyon hucreleri HAT (HipoksantinAminopetrin Timidin) ortaminda inkibe
edilir.

Myeloma hicrelerinde aminoopterin nukleotit sentezine izin veren yolu
bloke eder.

Bu hicreler de novo veya salvage vyolaklari tarafindan nukleotit
turetemedikleri icin 6lur,

- Kullanilmayan B hiicreleri kisa dmurli olduklari icin élurler.

- B hiicrelerinden gelen HGPRT geni islevsel oldugundan, sadece B hiicre-
myelom hibritleri hayatta kalir. Bu hiicreler antikorlar (B hiicrelerinin bir
ozelligi) liretir ve oliimslizdiir (miyelom hiicrelerinin bir ozelligi).




Alt klonlama

* Inkiibe edilmis ortam daha sonra her kuyuya sadece 1 hiicre
disecek sekilde mikroplakalarda seyreltilir.

* Daha sonra her kuyudaki stipernatant, istenen antikor icin
control edilebilir.

* Kuyudaki antikorlar ayni B htcresi tarafindan Uretildiginden,
ayni epitopa yonlendirilecekler ve monoklonal antikorlar
olarak bilineceklerdir



Alt klonlama

e Cok kuyucuklu plakalar baslangicta hibridomalari buyutmek icin
kullanilir ve bu hiicreler daha sonra secimden sonra daha buyuk doku

kaltarua flasklarina aktarilir.

 Bu islem hibridomalarin sagligini korur ve sonraki arastirmalar icin,

kriyoprezervasyon ve suipernatan eldesi (yliksek seviyede antikor)

icin yeterli hiicre saglar.
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* Hibridom hucrelerini cogaltmak icin iki ydontem
kullanilmistir

1. In-vivo
2.1n vitro



* In-vivo prosediur, hibridoma hucrelerinin hayvanin
periton bosluguna enjeksiyonunu icerir, daha sonra
asetik sivi izole edilir ve daha sonra antikorlar buradan
izole edilir

* In-vitro yontem hibridoma hucrelerinin uygun kualtar
ortaminda kulturlenmesini icerir ve daha sonra
antikorlar izole edilir ve saflastirilir
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ELISA NEDIR?

* Enzim baglh immunosorbent deneyi
* 4 bilesen igerir

- Antikor

- Kati faz (sorbent).

- Enzim bagh antikor

- Substrat



ELISA NEDIR?

* Numunelerde spesifik molekulleri (orn. Proteinler ve karbonhidratlar)
tespit etmek (tahlil etmek) icin kullanilan teknik.

* Imminolojik teknik: antikorlar kullanir

* Nicel analiz yapar

* Cok hassastir

* Tibbi ve bilimsel arastirmalarda yaygin olarak kullanilir.



e Tanim :

- Enzime bagliimmunosorban testi (ELISA), bir maddeyi tanimlamak icin
antikorlar ve renk degisimi kullanan biyokimyasal bir tekniktir.

- ELISA mevcut en hassas ve tekrarlanabilir teknolojilerden biridir. Bu
testler hizli, uygulanmasi basit ve kolayca otomatiklestirilmistir.

* Prensip :

- ELISA, antikorlarin 6zgulligunu basit enzim tahlillerinin duyarhligi ile
birlestirir. (kolayca tahlil edilen bir enzime bagl antikorlar veya
antijenler kullanilarak).

ELISA, antijen veya antikor konsantrasyonunun olctimu icin yararli bir
yontemdir



ELISA

Enzim Baglantili ImmUnosorbent Testinin Temel Adimlari

* 1. Ilgili antijen, plastik ylizeye (sorbent) sabitlenir.

2. Antijen, spesifik antikor (immdno) tarafindan taninir.

3. Bu antikor, enzime bagl (enzime bagli) ikinci antikor (immuno)
tarafindan taninur.

e 4. Substrat genellikle renkli olan Grin Gretmek icin enzimle reaksiyona
girer.
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Serology And Immunology

The steps of "indirect” ELISA follows the mechanism
below:-

* Antigens are coated in the wells

* The primary antibody is added, which binds specifically to the test
antigen coating the well.

* A secondary antibody is added, which will bind the primary
antibody. This secondary antibody often has an enzyme attached
to it, which has a negligible effect on the binding properties of the
antibody.

* A substrate for this enzyme is then added

* The color change shows the secondary antibody has bound to
primary antibody.

* The higher the concentration of the primary antibody present in
the serum, the stronger the color change. Often, a spectrometer is
used to give quantitative values for color strength.



Sandwich ELISA (Direct) :
Antigen-Capture (Direct) Format
- In the antigen-capture format, the antigen in the sample is

sandwiched between antibodies coated on the plate and an enzyme-
labeled conjugate.

- The antibody conjugate can be either monoclonal or polyclonal.

- The addition of an enzyme substrate-chromogen reagent causes
color to develop. This color is directly proportional to the amount of

the target antigen present in the sample

- Plate is coated with a capture antibody. Sample is added, and any
antigen present binds to capture antibody.

- Detecting antibody is added, and binds to antigen.

- Enzyme-linked secondary antibody is added, and binds to detecting
antibody.

- Substrate is added, and is converted by enzyme to detectable form.



Indirect ELISA Direct ELISA
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These reporter antibodies bind to the The secondary antibody attaches to the
bound autoantibodies from the sample, bound protein from the sample, forming
forming a complex consisting of a complex consisting of immobilised
immobilised antigen, autoantibody and antibody, protein and labelled secondary
labelled reporter antibody. The wells are antibody.

again rinsed to remove any unbound
antibodies.



Monoclonal antibody production
(hybridoma technology)
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Monoclonal - Diagnostic use

» A monoclonal antibody can be used
to detect pregnancy only 14 days
after conception. Other monoclonal
antibodies allow rapid diagnosis of
hepatitis, influenza, herpes,
streptococcal, and Chlamydia
infections.

» They can be used to detect for the
presence and quantity of this
substance, for instance in a e e

Western blot test (to detect a ha _‘.3 i 2
substance in a solution) or an - -
immunofluorescence test. = A=

» Monoclonal antibodies can also be
used to purify a substance with . aiin
techniques called —
immunoprecipitation and affinity L
chromatography.



Monoclonal antibodies for cancer
treatment

» Possible treatment for cancer

involves monoclonal antibodies
that bind only to cancer cells
specific antigen and induce
immunological response on the
target cancer cell (naked
antibodies). mAb can be
modificated for delivery of
[toxin], radioisotope, cytokine.

_on the cell

Monoclonal
antibody
locked onto
the protein
Diagram showing a monoclonal antibody

attached to a cancer cell
@ CanocarHelp UK



