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Monoklonal Antikorlar ve Hibridoma Teknolojileri



Antikor nedir?

• İmmünoglobulinler olarak da bilinen 
antikorlar, B hücreleri (plazma hücreleri) 
tarafından bakteri ve virüsler gibi antijenleri 
nötralize etmek için salgılanır.

• Bir antikor; iki ağır ve iki hafif zincir olmak 
üzere dört polipeptit zincirinden oluşan Y 
şeklinde bir molekül olarak tanımlanabilir.



Antijenlerin ve Antikorların Bağlanması

• "Y" nin her ucu, bir antijen üzerindeki belirli bir epitopa (bir anahtara 
benzer şekilde) özgü olan ve bu iki yapının hassasiyetle bağlanmasına 
izin veren bir paratop (bir kilide benzer bir yapı) içerir.

• Bir antijene bağlanma yeteneği, çeşitli yaşam bilimleri ve tıp biliminde 
yaygın olarak kullanılmalarına yol açmıştır.











Antikorun Yapısı







ANTİKORLAR



Poliklonal Antikorlar

• Poliklonal antikorlar (pAbs), genellikle vücuttaki farklı B hücresi

klonları tarafından üretilen heterojen antikor karışımıdır.

• Tek bir antijenin birçok farklı epitopunu tanıyabilir ve bunlara

bağlanabilirler.



Poliklonal Antikorların Üretimi

• Poliklonal antikorlar, bir hayvana bir immünojen enjekte edilerek
üretilir. Birincil bağışıklık tepkisini ortaya çıkarmak için spesifik bir
antijen enjekte edildikten sonra, belirli antijene karşı daha yüksek
antikor titreleri üretmek için ikincil, hatta üçüncül bir immünizasyon
gerçekleştirilir
• İmmünizasyondan sonra, poliklonal antikorlar doğrudan pıhtılaşma
proteinleri içeren serumdan (kırmızı kan hücreleri uzaklaştırılmış kan)
elde edilebilir veya diğer serum proteinlerinden arınmış bir çözelti elde
etmek için saflaştırılabilir.



Poliklonal Antikorların Üretimi

• Poliklonal antikorlar genellikle tavşan veya keçi gibi bir laboratuar

hayvanına spesifik bir antijen enjekte edilerek elde edilir. Birkaç hafta

içinde, hayvanların bağışıklık sistemi antijene özgü yüksek

seviyelerde antikorlar üretecektir. Bu antikorlar, bir antijene maruz

kaldıktan sonra bir hayvandan alınan bütün serum olan bir

antiserumda toplanabilir.



Poliklonal Antikorların Üretimi

• Çoğu antijen, pek çok epitop içeren karmaşık yapılar olduğundan,

laboratuvar hayvanında farklı epitoplara özgü antikorların üretilmesine

neden olurlar.

• Bu poliklonal antikor tepkisi, insan bağışıklık sistemi tarafından

enfeksiyona verilen tepkinin tipik bir örneğidir.

• Bir hayvandan alınan antiserum böylece B hücrelerinin çoklu klonlarından

antikorlar içerecektir, her B hücresi antijen üzerindeki belirli bir epitopa

yanıt verir





Monoklonal Antikorlar

• Monoklonal antikorlar (mAb), tek bir ana hücreden klonlaşmış özdeş

B hücreleri tarafından üretilir.

• Bu, monoklonal antikorların tek değerlikli afiniteye sahip olduğu ve

sadece bir antijenin aynı epitopunu tanıdığı anlamına gelir.



Monoklonal Antikotların Karakteri

- Monoklonal antikorlar, özdeş olan ve spesifik bir epitopa yönelik olan ve tek

bir ebeveynin veya tek bir hibridoma hücre hattının B hücre klonları

tarafından üretilen tek bir antikor türüdür.

- Bir hibridoma hücre hattı, B hücresi lenfositinin bir myeloma hücresi ile

füzyonuyla oluşur.

-Bazı myeloma hücreleri doğal olarak tek monoklonal antikorları sentezler



• Canlı hayvanlarda üretilen poliklonal antikorların aksine, monoklonal
antikorlar doku kültürü teknikleri kullanılarak ex vivo üretilir.

• İşlem, istenen antijenin bir hayvana, genellikle bir fareye, birçok kez
enjekte edilmesiyle başlar. Hayvan bir bağışıklık tepkisi
geliştirdiğinde, B-lenfositleri hayvanın dalağından izole edilir ve
ölümsüzleştirilmiş B hücresi bir myeloma hücre hattı ile
kaynaştırılarak hibridoma hücre dizisi oluşturulur
• Antikor üretilirken kültürde sürekli olarak büyüyebilen hibridomalar
daha sonra istenen monoklonal antikor için taranır.



Poliklonal vs. Monoklonal



Monoklonal Antikorlar

• Avantajları:
- Bir antijenin sadece bir epitopunun yüksek düzeyde tanınması
- Ölümsüz hibridoma hücre dizileri sınırsız miktarda antikor üretme 

yeteneğine sahiptir
- Deneyler arasında yüksek tutarlılık
- Minimum çapraz reaktivite
- Afinite saflaştırması için yüksek verimlilikle kullanılabilir



• Dezavantajları:

-Bir monoklonal geliştirmek zaman alır ve yüksek teknik beceriler

gerektirir.

-Çok miktarda spesifik antikor üretilebilir, ancak farklı alt türlerdeki

antijenleri tespit edemeyecek kadar spesifik olabilirler.

- Epitop değişikliğine karşı savunmasızdır. Antijen konformasyonundaki

ufak bir değişiklik bile bağlama kapasitesinin önemli ölçüde azalmasına

neden olabilir.





Hibridoma

• Bir hibridoma, antikor oluşturan B lenfositlerinin genellikle bir tümör 
hücresi (myeloma) ile füzyonuyla elde edilen hibrid bir hücredir



PRENSİP

• Hibrit hücre, B hücrelerinden elde edilen antikor üretim kapasitesine

sahiptir

• Aynı zamanda Myelom hücrelerinden elde edilen bir özellik olarak

sürekli olarak bölünebilir

• Her iki hücrenin istenen özelliklerini birleştirerek, hibridoma

teknolojisi tek spesifiteye sahip büyük ölçekli antikor üretimi sağlar



• Spesifik hibridomalar in vitro olarak kültüve edilir veya monoklonal

antikorlar elde etmek için fare periton boşluğundan enjekte edilebilir.

• Her iki yöntem de buna hibridoma teknolojisi olarak isimlendirilir



HİBRİDOMA PROSEDÜRÜ

• B hücrelerinin izolasyonu

- 2-4 haftalık farelere antikor seviyesinin yükseltilmesi için deri

altı enjeksiyonla uygun antijen verilir

- Daha sonra B hücreleri aşılanmış bir farenin dalağından izole

edilir.



•Myelom hücrelerinin izolasyonu

- Myeloma hücreleri kemik iliğinden izole edilir

- Kullanılan myeloma hücreleri HGPRT (Hipoksantinguanin

fosforibosil transferaz) mutant hücrelerdir (8-azaguanin

indüklenmiştir)



• Somatik Hücre Füzyonu

- Elektrofüzyon: Hücrelerinin elektrik alanıyla kaynaşmasına

izin verilir

- PEG ortamı kullanılarak yapılır

- PEG polietilen glikol anlamına gelir





• Hibrit Hücrelerin Seçimi

- HAT ortamı hibrid hücrelerin seçimi için kullanılır

- HAT, Hipoksantin Aminopterin Timidin anlamına gelir



• Nükleotid sentezi hücrenin hayatta kalması için gereklidir

• HAT ortamında aminopterin, hücresel pürin ve pirimidinlerin basit

şekerlerden sentezini engeller

• Ancak hücreler, HGPRT enzimi aracılığıyla salvage yolu ile ortamda

bulunan hipoksantin ve timidini kullanarak gelişebilir





• HAT ortamı hibrid hücrelerin seçiminde nasıl çalışır?

-B hücreleri HGPRT + dir ve HAT ortamında hayatta kalabilirler,
ancak bazı bölünmelerden sonra normal hücre ölümüne uğrarlar

- Hibridoma teknolojisinde kullanılan myeloma hücreleri HGPRT
negatiftir

-Bu hücreler, Aminopterin Denovo yolunu bloke ettiği için HAT
ortamında hayatta kalamaz



• Hibrid hücreler, B hücresinden gelen HGPRT enzimine

sahiptir ve ayrıca myeloma hücreleri olarak tekrar tekrar

çoğalma yeteneğine sahiptirler

• Böylece HAT ortamında sadece hibrit hücreler hayatta

kalabilir









-HAT ortamı (Hipoksantin Aminopetrin Timidin) monoklonal antikorların

hazırlanması için kullanılır.

-Laboratuar hayvanları (örn. Fareler) önce bir antikoru izole etmekle

ilgilendiğimiz bir antijene maruz bırakılır.

- Splenositler memeliden izole edildiğinde, B hücreleri, polietilen

glikol kullanılarak HGPRT (hipoksantin-guanin fosforibosil transferaz)

geninden yoksun olan ölümsüzleştirilmiş miyelom hücreleri ile

kaynaştırılır.



Hibridoma

Füzyon hücreleri HAT (HipoksantinAminopetrin Timidin) ortamında inkübe
edilir.
Myeloma hücrelerinde aminoopterin nükleotit sentezine izin veren yolu
bloke eder.
Bu hücreler de novo veya salvage yolakları tarafından nükleotit
üretemedikleri için ölür,
- Kullanılmayan B hücreleri kısa ömürlü oldukları için ölürler.
- B hücrelerinden gelen HGPRT geni işlevsel olduğundan, sadece B hücre-
myelom hibritleri hayatta kalır. Bu hücreler antikorlar (B hücrelerinin bir
özelliği) üretir ve ölümsüzdür (miyelom hücrelerinin bir özelliği).



• İnkübe edilmiş ortam daha sonra her kuyuya sadece 1 hücre 
düşecek şekilde mikroplakalarda seyreltilir.
• Daha sonra her kuyudaki süpernatant, istenen antikor için 

kontrol edilebilir.
• Kuyudaki antikorlar aynı B hücresi tarafından üretildiğinden, 

aynı epitopa yönlendirilecekler ve monoklonal antikorlar 
olarak bilineceklerdir

Alt klonlama



• Çok kuyucuklu plakalar başlangıçta hibridomaları büyütmek için

kullanılır ve bu hücreler daha sonra seçimden sonra daha büyük doku

kültürü flasklarına aktarılır.

• Bu işlem hibridomaların sağlığını korur ve sonraki araştırmalar için,

kriyoprezervasyon ve süpernatan eldesi (yüksek seviyede antikor)

için yeterli hücre sağlar.

Alt klonlama







•Hibridom hücrelerini çoğaltmak için iki yöntem 
kullanılmıştır

1. In-vivo
2. in vitro



• ln-vivo prosedür, hibridoma hücrelerinin hayvanın 
periton boşluğuna enjeksiyonunu içerir, daha sonra 
asetik sıvı izole edilir ve daha sonra antikorlar buradan 
izole edilir
• In-vitro yöntem hibridoma hücrelerinin uygun kültür 

ortamında kültürlenmesini içerir ve daha sonra 
antikorlar izole edilir ve saflaştırılır









ELISA NEDİR?

• Enzim bağlı immünosorbent deneyi
• 4 bileşen içerir
- Antikor
- Katı faz (sorbent).
- Enzim bağlı antikor
- Substrat



ELISA NEDİR?

• Numunelerde spesifik molekülleri (örn. Proteinler ve karbonhidratlar) 
tespit etmek (tahlil etmek) için kullanılan teknik.
• İmmünolojik teknik: antikorlar kullanır
• Nicel analiz yapar
• Çok hassastır
• Tıbbi ve bilimsel araştırmalarda yaygın olarak kullanılır.



• Tanım :
- Enzime bağlı immünosorban testi (ELISA), bir maddeyi tanımlamak için 
antikorlar ve renk değişimi kullanan biyokimyasal bir tekniktir.
- ELISA mevcut en hassas ve tekrarlanabilir teknolojilerden biridir. Bu 
testler hızlı, uygulanması basit ve kolayca otomatikleştirilmiştir.
• Prensip :
- ELISA, antikorların özgüllüğünü basit enzim tahlillerinin duyarlılığı ile 
birleştirir. (kolayca tahlil edilen bir enzime bağlı antikorlar veya 
antijenler kullanılarak).
ELISA, antijen veya antikor konsantrasyonunun ölçümü için yararlı bir 

yöntemdir



ELISA 
Enzim Bağlantılı İmmünosorbent Testinin Temel Adımları

• 1. İlgili antijen, plastik yüzeye (sorbent) sabitlenir.
• 2. Antijen, spesifik antikor (immüno) tarafından tanınır.
• 3. Bu antikor, enzime bağlı (enzime bağlı) ikinci antikor (immüno) 

tarafından tanınır.
• 4. Substrat genellikle renkli olan ürün üretmek için enzimle reaksiyona 

girer.


















