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OZET

Meme Kanserine Karsi Hibridoma Teknolojisine Dayali

Poliklonal Antikor Uretilmesi

Atifcan DEMIRCIOGLU

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Doc. Dr. Melahat BAGIROVA

Diinya'da kalp damar hastaliklarindan sonra kanser ikinci sirada yer alir.
Diinya saglik 6rgiitiiniin yayinladigi verilere gore sadece 2018 yilinda 18 milyon
insanda kanser tespit edilmistir. Bu vakalarin yaklasik 2 milyonu meme kanseri
olusturur. Monoklonal antikorlar tani ve tedavide ytiksek spesiviteye sahip
olmalarina ragmen bu spesivite tek epitop bolgesine baglanabildikleri i¢in
poliklonal antikorlar ile karsilastirildiklarinda diisiik avidite sonuglariyla

karsilasilmaktadir.

Literatiirde hibridoma teknolojine dayali calismalarda meme kanseri
hiicrelerinden farkl yontemlerle antijenin hazirlanmasina yonelik (sonikasyon,
dondurma-¢6zme, otoklavlama) ¢alismalar bulunsa da bunlarin farkl adjuvanlar
ile formiilasyonlarinin immiin yanit olusturmasinin karsilastirilmasina yénelik
calismaya rastlamadik. Tez ¢calismasinin amaci insan meme kanser hiicresinden
farkli yontemlerle antijenin hazirlanmasi ve farkli adjuvanlar ile
kombinasyonlarinin gelistirilmesi tani ve tedavide kullanilmak tizere hibridoma

teknolojine dayal poliklonal antikorlarin liretilmesidir.
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Poliklonal antikorlarin iiretilebilmesi icin, MCF-7 kiltiirti yapilarak bu hiicrelerden
sonikasyon, dondurma-¢6zdiirme, otoklavlama yontemleri lizatlar hazirlandi. Bu
lizatlarda bulunan antijenler ile Polioksidonyum ve Freund komple adjuvani
karigtirilarak Balb/C tipi fareler immiinize edildi. Immiinizasyonlarin ardindan
deneklerden elde edilen serumlardan ELISA ile antikor titreleri tayin edildi.
Tayinin ardindan deneklerin dalaklarindan izole edilen B hiicreleri ile AG-8
hiicreleri flizyona ugratilarak hibridomalar elde edildi ve bu hibridomalarin
antikor iiretimi gerceklestirdikleri ELISA testi ile tespit edilip Herceptin Ile
karsilastirild.

Sonikasyon ile elde edilen antijen miktarinin, dondurma ¢ézme ile iiretilen antijen
miktarindan %50 daha fazla, otoklavlama ile elde edilen antijen miktarindan ise 8
kat daha fazla antijen sagladigi, Makrofaj Nitrik Oksit Kiiltiir Sistemi testinde tek
basina antijen kullaniminin etkisiz oldugu, Freund komple adjuvani veya
Polioksidonyum adjuvaninin kullanilmasi gerektigi gozlenmistir. Formtlasyonlarin
immiinizasyonu sirasinda 6. immiinizasyona kadar sonikasyon metoduyla
hazirlanan antijenlerin dondurma ¢6zme yontemiyle hazirlanan antijenlere
nazaran ortalamada 1.5 kat daha hizli sonuc¢ verdigi, otoklavla ile hazirlanan
antijenlere nazaran ise 2 kata kadar daha hizli sonug verdigi tespit edilmistir.
Uretilen hibridomalardan elde edilen antikorlarin ise beklenildigi gibi monoklonal
antikorlara nazaran 2 kata kadar daha yiiksek aviditeye sahip oldugu ELISA

sonuglari ile gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: antikor liretimi,kanser antijeni tiretimi, polioksidonyum,
komple freund adjuvany, elisa, antikanser antikoru eliza'si, poliklonal sera

gelistirilmesi, kanser immiinizasyonu.

YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Production Of Polyclonal Antibodies Against Breast
Cancer Based On Hybridoma Technology

Atifcan DEMIRCIOGLU

Department of Bioengineering

Master of Science Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Melahat BAGIROVA

Cancer second important diasease after cardiovascular diseases in the
world. According to the data published by the World Health Organization, cancer
was detected in 18 million people in 2018 alone. Approximately 2 million of these
cases was breast cancer cases. Monoclonal antibodies have high specificity in
diagnosis and treatment, low avidity results are encountered when compared with
polyclonal antibodies, since they can bind to a single epitope region to compared

multiple epitope.

Although there are studies in the literature on the preparation of antigens from
breast cancer cells by different methods (sonication, freezing-thawing,
autoclaving) in studies based on hybridoma technology, we did not find any study
to compare the immune response of their formulations with different adjuvants.
The aim of this thesis is to prepare the antigen from human breast cancer cells
with different methods and to use their combinations with different adjuvants to
produce polyclonal antibodies based on hybridoma technology for use in diagnosis

and treatment.
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In order to produce polyclonal antibodies, MCF-7 cells cultured and lysates were
prepared from these cells by sonication, freezing-thawing, autoclaving methods.
Balb / C type mice were immunized by mixing the antigens contained in these
lysates with Polyoxidonium and Freund's complete adjuvant. Antibody titers were
determined by ELISA from the sera obtained from Balb/c mices after the
immunizations. After the determination of anti-MCF-7 sera antibodies, hybridomas
were obtained by fusing AG-8 cells and B cells isolated from the spleens of Balb/c
mice, and these hybridomas (antiMCF-7 polyclonal antibody producting
hibridomas) were controlled by ELISA tests that produced antibodies and

compared with Herceptin.

As result the amount of antigen obtained by sonication provides 50% more antigen
than the amount of antigen obtained by freezing and thawing and 8 times more
than the amount obtained by autoclaving, At the Macrophage Nitric Oxide Culture
System test shown, the use of antigen alone is ineffective, Freund's complete
adjuvant or Polyoxidonium adjuvant should be used in formulations. During the
immunization of the formulations, it was determined that the antigens prepared by
sonication method until the 6th immunization gave results 1.5 times faster than
the antigens prepared by freezing and thawing method, and up to 2 times faster
than the antigens prepared by autoclave. It was observed with ELISA results that
polyclonal antibodies obtained from the produced hybridomas have up to 2 times

higher avidity compared to monoclonal antibodies as expected.

Keywords: Antibody production, cancer antigen production, polyoxidonium,
complete freund adjuvant, elisa, anticancer antibody elisa, development of

polyclonal anti-sera, cancer immunization.
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Meme kanseri kadinlar arasinda en yaygin olan kanser tipidir. Bu patalojinin erken
tespiti edilmesi hayatta kalma olasiigin1 yukseltir. Patolojinin erken tespiti ile
birlikte ayrica bu pataloji icin gerekli tedavi yontemlerinin daha ulasilabilir hale
getirilmesi ve licretlerinin idame ettirilebilir degerlere diisiiriilmesi de hayatta

kalma olasiligini ytikseltir.

Yirmi birinci yiizyilda kanserin bati iilkelerinde en sik 6liim nedeni olacagi tahmin
edilmektedir: 2015 Diinya Saghk Orgiiti (WHO) acgiklamasina gore, iilkelerin
biiylik kisminda 70 yas alti 6liim vakalarinin énemli bir kismi tegkil edecegi
aciklanmistir[1]. Kanser ile gerceklesen oliimlerin % 18'ini temsil etmektedir.
Kadinlarda ise 6liim nedenlerinden en sik tespit edilendir. 2018 de 2 milyon
meme kanseri vakasina tani koyulmus ve bu kanser vakalarinin yaklasik % 25'ini

temsil etmektedir[2].

Turkiye'de 2017 yilinda 6lim oranlarinin %19,56 s1 Neoplazmalar sonucu
gerceklesmis ve erkeklerde oliimlerin 23,28 i kanserden kadinlarda oliimlerin %
15.14 i neoplazmalardan gerceklesmistir[3]. Erkeklerde kanser tipleri icerisinde
en sik goriilen kanser tipi % 21 ile trakeabrons,akciger iken kadinlarda ise

kanserler icerinde %24,7 si meme kanseridir[4].



Mortality, females
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Sekil 1.1 2018 y1li kadinlar arasindaki kanser sonucu dliimlerin iilkelere gore
gosterimil5]
Halihazirda mamografi meme kanseri teshisinde en o6nemli tani yodntemidir.
Bununla beraber bazi kadinlarda meme dokusunun dansitesinin (yogunlugundan)
yikselmis olmasi, meme Kkanserini tespit etmeyi zorlasmaktadir. Sonucta
dolasimdaki tiimor biomarkerlar1 kanserin erken fazda tespit edilmesi veya
tanimlanmasi tedavi edilmesi ve metastazin engellenmesi icin buytk ilgi

cekmektedirler.

Bu amagla meme kanserinde HER2(insan epidermal biiylime faktorii) ve CA15-3
(Cancer antigen) gibi bircok biomarker kullanilmaktadir. Reel olarak HER2 nin
asir1 ekspresyonu meme kanserlerinde % 20-25 arasindaki olmakla birlikte , gen
amplifikasyonu yiizde 30 oraninda metastatik meme kanserinde tespit edilmis

olup zayif prognozla ve kemoteropotik ajanlara karsi direngle iliskilendirilmistir.

Kanserin tani ve tedavisinde kullanilmak tizere gelistirilen poliklonal ve
monoklonal antikorlar tanisal, teropatik ve analitik degere sahip yapilardir.
Yirminci ytzyilin sonlarina dogru in vitro kosullar altinda kiiltiirde kosullarinda
antikor treten hiicrelerin yasam stirelerini uzatmak icin bir¢ok arastirma grubu
cesitli yontemler gelistirmek icin calismislardir. Kohler ve Milstein 1975 yilinda
canliligini stirdiirebilen melez hiicre hatlari i¢cin antikor iiretme yetenegi gosteren
(B-lenfositleri) lenfositlerle siirekli boliinme 6zelligi bulunan kemik iligi kanser
hiicrelerini (myeloma) sendai viriisii ile flizyona ugratmislardir. Bu sayede in vitro
sartlarda antikor treten ve siirekli cogalan hibrit hiicre hattini elde ettiler. [6], [7],

[8]. Affiniteleri ve 6zgulliikleri ile 6nemli antikorlar liretme yetenegine sahip bu



hibrit hiicrelerin iiretilmelerini saglayan hibridoma teknolojisi kanser tani ve

tedavisinde biiylik dneme sahiptir [9].

Antikor teknolojilerine ve dolayisiyla hibridoma teknolojisine dayali olarak
gelistirilen tani kitlerinin ve terapotik ajanlarin en biiylik avantaji dogal siiregler
icirisinde klonal secilim ile segilen hiicrelerden koéken alan basarili antikorlarin
diger molekiiler yontemlerle elde edilenlere nazaran 6zgiillerinin ve uyumlarinin

koken aldig biyolojik sistemle uyum igerisinde ¢alismasidir.

Hibridoma teknolojisi i¢in gerekli olan immiinizatlarin tUretilmesi sirasinda
molekiillerin immiinojenitesinin arttirllmast amaciyla c¢esitli molekiiller
kullanilmakta ve bu molekiillere adjuvanlar denmektedir. Adjuvan kullanimi zayif
immiinojen molekiillerin, immiinojenitelerini ytkselterek dogal immiinojen
molekiillerden bile daha immiinojenik hale gelmesine neden olmaktadir. Kanser
calismalarinda kanserin molekiillerini immiinojen hale getirmek icin cesitli
adjuvanlar kullanilmaktadir. Bununla Freund’s adjuvani karsilastirma yapabilmek
icin neredeyse standart adjuvan haline gelmis ve bircok c¢alismada
kullanilmaktadir. Freund’s adjuvaninin diger adjuvanlardan daha toksik oldugu
bilinmektedir. Bundan dolay1 , hibridoma teknolojisine ¢alismalarinda FDA(Food
and Drug Administration, USA) onayl ve etkin bir adjuvanin secilmesi yiliksek
oneme sahiptir. Laboratuvarimizda tamamlanan ytliksek lisans ve doktora tez
calismalarinda ilk kez olarak PO’'nun , dondurulmus-¢6ziilmis ve otoklavlanmis
antijenler ile etkili kombinasyonlarinin yiiksek immiinojen etki gosterdigi
saptanmistir [10],[11],[12],[13]. Ancak laboratuarimizdaki calismalar haricinde
literatlirde hibridoma teknolojisinde PO’nun kullanimina yo6nelik herhangi bir
calismaya rastlamadik. Hibridoma teknolojisinde toksik olmayan adjuvanlarin

kullanimi biiyiik 6neme sahiptir.

Kanser antikoru tretilmesi, immiinizatlarinin ve asilarinin gelistirilmesi ile ilgili
literatiirde yapilan calismalar yogun sekilde olarak bulunmasina ragmen bu
calismalara konu olan teknolojinin alt yapisiyla ilgili calismalar 80'li yillara aittir.
Bununla beraber antikor iiretilebilmesi icin gerekli olan antijenlerin lizasyon
metotlarina gore degerlendirildigi ve etkinliklerinin ortaya kondugu calismalar

biribiriyle ¢ogunlukla celismektedir. Gelisen teknoloji egitimi uzun zaman alan
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teknolojilerin hizlica gelismesini saglasa da teknik alt yap1 ¢alismalar1 hala bazi
alanlarda yeterli dizeyde degildir. Hibridoma teknolojisi ile ilgili ¢alismalar
uygulanmasi zor, zaman alan, ugrastiric1 bir ¢alisma olmasina ragmen uygun alt
yap1 ve bilginin elde edilmesi gerekli deneyimin kazanilnmasinda sonra oldukga

hizli ilerlemektedir.

Ulkemizde 2012 yilina ait laboratuarimizda tamamlanan yiiksek lisans tez
calismasi kapsaminda visseral leishmaniasis etmeni L.infantum’a kars1 monoklonal
antikor turetilmistir [10]. 2015 yilinda leishmania tropica parazitlerinden elde
edilen immiinojen molekiillere karsi tanida kullanilmak tizere hibridoma
teknolojisine dayali antikor iiretilmesi gerceklestirilmistir[13]. Bununla beraber
MCF-7 insan meme Kkanseri hiicresine karsi poliklonal antikor iiretilmesine

literatiirde rastlamadik.
1.2 Tezin Amaci

Cesitli yontemlerle (Sonikasyon, Dordurma-¢ézme, Otoklavlama) insan meme
kanser hiicrelerinden(MCF-7) elde edilen lizatin farklh adjuvanlarla
formiilasyonlarinin (CFU-Comple Freund’s Adjuvant, POX-polioksidonyum)
gelistirilmesiyle hibridoma teknolojisine dayali poliklonal antikorlarin tretilmesi

ve ilk kez olarak daha uygun ve etkin formiilasyonun tespit edilmesidir.
Amaca ulasmak i¢in asagidaki islemlerin uygulandi:
-MCF-7’nin kiltiriinin yapilmasi,

-Kiiltirt yapilan MCF-7 hiicrelerinin lizatlarinin gesitli yontemlerle (sonikasyon,

dondurma-¢6zdiirme, otoklavlama) elde edilmesi,

-Her iki hiicre hattindan elde edilen lizatlar ve adjuvanlar (Freund adjuvan,
polioksidonyum) ile immiinizat olusturulmasi ve olusturulan immiinizatlarla

Balb/c tipi deney farelerine immiinizasyon isleminin gergeklestirilmesi

-Immiinizasyonlarin ardindan farelerin mandibular veninden alinan kan serumlari
kullanilarak yapilan ELISA tesleri ile antikor titresinin belirlenmesi ve flizyon i¢in

gerekli antikor miktari tespit edilene kadar immiinizasyonun devam ettirilmesi,



-ELISA testlerine dayandirilarak, fiizyon icin gerekli yiliksek antikor yanit1 gésteren
Balb/c tipi deney farelerinin sakrafikasyonun gerceklestirilmesi, dalaklarinin izole
edilip, dalaktan yiliksek miktarda B lenfositi iceren splenosit hiicre karsiminin elde

edilmesi,

-Ikincil sentez yolagi baskilanmis ve sinirsiz boliinme ozelliine sahip Balb/c tipi
fare kanser hiicre hatti olan Ag/8 myeloma hiicrelerinin kiiltliir ortaminda

uretilmesi,

-Immiinizata kars1 poliklonal antikor iireten B lenfosit hiicreleri ile sinirsiz
boliinme yetenegine sahip myeloma hiicrelerinin PEG ile flizyonunun

gerceklestirilmesi,

-Flizyon sonrasi hiicrelerin HAT ve HT secici besiyeri iceren ortamda kiiltlirtiniin

gerceklestirilmesi,

-Flizyon ile olusturulan hibridomalardan poliklonal antikorlarin eldesi ve meme

kanseri antijenleriyle ELISA yontemiyle immiinoreaktivitiesinin 6l¢tilmesi
1.3 Hipotez

Poliklonal antikor teknolojisi yeni bir teknoloji olmamakla birlikte kanser lizatlar:
ile poliklonal antikor elde etme amagh c¢alismalar olduk¢a ihmal edilmistir. Bu
ihmalin temel sebebi monoklonal antikor teknolojisine duyulan ihtiya¢tan
kaynaklanmaktadir. Bununla beraber ilerleyen kisisellestirilmis immiinoterapiler,
antikor terapileri gibi kanser tedavi metotlar1 icin kanser poliklonal
hibridomalarinin tretilmesi ve incelenmesi gerekmektedir. Bu amacgla MCF-7
meme kanser hiicre hattindan polikonal antikorlarin tretimi gerceklestirilmelidir.
Bu amagla laboratuarimizda gecmiste gerceklestirilmis calismalardan ilham
alinarak gelecekte ihtiya¢ duyulacak kanser polikonal antikorlarinin iiretim
metodunun belirlenmesi bu tezin ama hipotezini olusturmaktadir. Bununla birlikte
ana hipotezden ayrica hibridoma teknolojisine uygun olarak yan hipotezler de
kurulmus ve tezin ana hipotezi bunlarla desteklenmistir. Yan hipotezler asagidaki

Ozetlenmistir.

Balb/c tipi deney farelerin meme kanseri hatti mcf-7 hiicrelerinin lizatlarina karsi

immiin yanit olusturulabilirligi, kanser hiicrelerinden antijen iiretimi amagh
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lizasyon islemleri icin etkili lizat hazirlama metodun belirlenmebilirligi, lizat
immiinizasyonunda etkin konstrasyonun belirlenebilirligi, kanser lizatlari i¢in
makrofaj kiiltiir sisteminde nitrik oksit testlerinin yapilabilirligi ve immiinizasyon
sonucuna yol gostericiligi, kanser lizatlar1 icin makrofaj kiiltiir sisteminde etkin
immiinizat antijen konsantrasyonlarinin tespit edilebilirligi, insan meme kanserine

kars1 hibridoma tretilebilirliginin incelenmesidir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Mcf-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hattinin, Hiicre Yuzey

Molekiilleri

MCF-7 hiicre hattinin ylizey proteinleri LC-MS (liquid chromatography mass
spectrometry) analizi ile 313 adet tespit edilmistir[14]. Bu say1 gesitli nedenlerle
farklilik gosterebilir ki bunlardan en 6nemlisi pasajlanma sayisidir[15]. Cesitli
hiicre lizasyon islemleri proteinlerin yapilarinda deformasyona yada kirilmaya
neden olabildigi icin elde edilecek protein c¢esitlerinin identifikasyonu paralel
calismalar yirtten ¢alismacilarla yapilmak zorundadir. Ayrica MCF-7 hiicre hatti
ozellikle yiiksek oranda tirozin kinaz bagh reseptor(Her2) proteini ve ostrojen
reseptoril icermesinden dolay1 da 6nemlidir[14]. Bununla beraber BRCA-1 (Breast
cancer type 1 susceptibility protein) ve BRCA-2 (Breast cancer type 2 susceptibility
protein) proteinlerinin de MCF-7 hiicre hattinda tespit edilmistir[16].

Bununla beraber CK19(Keratin, type I cytoskeletal 19), GATA3(Trans-acting T-cell-
specific transcription factor), MET(Hepatocyte growth factor receptor),
CAV1(Caveolin-1), MOESIN, CD44, ETS1(Protein C-ets-1), EGFR(Epidermal growth
factor receptor), CK5/6 proteinlerini de tretmektedir[14]. Buna gore de tanida
daha etkin multiklonal molekiillerin arastirilmasi ve antijenlerinin tanimlanarak
kullanilmasi1 daha uygun olabilir. Bu acidan literatiirde cesitli enfeksiyonlarin
tanisinda ve tedavisinde cesitli yontemlerle elde edilmis poliklonal karisim
antijenlerin kullanilmasina yonelik ¢alismalar da yapilmistir. Ayrica meme kanseri
hiicre hatti1 olan MCF-7 hiicresinin lizatlar ticari olarak da bulunmaktadir. Ancak
bu lizatlarin immiinopresipitasyon metotlarinda Her2 molekiliinii ytliksek
miktarda icermesinden dolay1r kullanilmasina ragmen hali hazirda bu lizatlarin
hibridoma teknolojisine dayali antikor iiretiminde kullanilmasina ydnelik
literatlirde herhangi bir yayina rastlamadik. Bu yontemin dez avantaji baz1 meme
kanseri hastalarinda olusan antikorun miktarinin az olmasindan dolayr mevcut
lizatlarin her zaman yalanc pozitif sonu¢ vermesidir. Hastalardaki oto-antijen

diizeyi ¢ok diisitk oldugundan geleneksel ELISA testleriyle olciilebilmesi zor

7



olmaktadir. Buna gore de oto-antikorlar tuzerinden direk tani konmasi tam

desteklenmemektedir.
2.2 Bagisiklik (Immiin) Sistemi

Immiin sistem, viicudun doku, organ ve sistemleri ile bir biitiin halinde ¢alisarak
patojen mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyon hastaliklarina ve bunlarin
enfeksiyoz ajanlarina karsi canliyr korur. Immiin sistemin temel yapitas1 olan
lenfositler hemotopoetik hiicrelerden koken alarak cgesitli dokularin birbiri ile
etkilesimi ile gelisirler. Kan dolasiminda, lenf sisteminde ve lenfoid dokularda
bulunan lenfositler patojenik 6zellik gosteren hiicrelerle, viriislerle veya bunlarin
parca ya da irinleri ile karsilasirsa aktiflesirler. Cesitli patojenlere karsi canh
sistemini biyolojik isgale karsi savunan Immiin sistemin 2 temel mekanizmasi
vardir. Bu mekanizmalar Dogal Immiinite ve Adaptif Immiinite olarak adlandirilir

[17][18].
2.2.1 Dogal immiinite

ilk savunma mevzisini temsil eder ve spesifik olmayan yanitlar olusturur. Akut faz
proteinleri, sitokinler, kompleman sistemi, dokularda ve kanda bulunan fagositik
ve sitotoksik hiicreler (Makrofajlar, Notrofiller, Dogal 6ldiirticti hiicreler(Natural
Killer NK hiticreler), Eozinofiller), Deri ve Miik6z membranlarin fiziksel bariyerleri

bu savunma mevzisinin temel elemanlaridir.

Enfeksiyonlarla miicadelede dogal bagisikligin yanitlar1 derinlemesine savunma
saglarken, adaptif immiin yanitlarin olusmasinda da gorev alarak patojenler icin
spesifik ve c¢esitli acillardan daha etkili karsi savunma tedbirlerinin devreye

sokulmasini saglar. [19].
2.2.2 Adaptif immiinite

Karsilasilan enfeksiyon ajanlarinin antijenlerine karsi spesifik olusu ve hafiza
olusturarak bu antijen komponentler ile tekrar karsilasilmasi durumunda daha
etkili, daha hizli yanit olusturulmasi1 bakimindan karakteristik iki belirgin 6zellige

sahiptir.



Adaptif iImmiin sistem degisik tipteki isgalciler ile muharebe etmek icin farkh
mekanizmalarini devreye sokar. Adaptif immiin yanit; ates hatti savunmasi i¢in B
ve T lenfositlerini, ates gliclinilin etkili yonlendirilebilmesi i¢in gerekli olan segici ve
0zgil yanitlarin baslatilip slrdiiriilmesini saglayacak antijen sunucu hiicreleri
(makrofajlar,B hiicreleri,Dendiritik hiicreler) ,ayni tiirdeki yeni isgal girisimlerine

hizli cevap vermek amaciyla Plazma Hiicrelerini (farklilasmis B lenfositleri) igerir.

Adaptif immiin yanitin degisik tiplerdeki mikroorganizmalarla savasmak iizere
0zel mekanizmalar1 mevcuttur. Adaptif immiinitenin bilesenleri lenfositler (B ve T
hiicreleri), antijen sunan hiicreler (makrofajlar, B hiicreleri, dendritik hiicreler) ve

plazma hiicreleri (farklilasmis B hiicreleri) gibi hiicrelerdir [19].

Immiin sistemin yabanci bir antijen ile karsilasmasi ile uyariip spesifik yanit
vererek, ayni ajanla tekrar Kkarsilasilmasi durumunda molekiiler hafizasi
oldugundan dolayr bu yapilar1 taniyip daha kuvvetli yanit veren bir sistemdir.
Adaptif immiin cevapta iki ana alt gruba ayrilir. Bu iki alt grup adaptif immiin
cevapta iki ana hiicre grubu tarafindan yonlendirilir. Antikora bagimli hiimoral
yanit B hiicrelerinden iiretilen antikorlar yoluyla hiicre dis1 (siv1 yapida hiimoral
vb.) patojenlerle, hiicre bagimli immiin yanit ise T lenfositleri yoluyla hiicre icinde
yasayan patojenleri hedef alir. Hiimoral yanit asamasinda Adaptif immiinite
dolasima ve diger viicut sivilarina antikorlar salgilar. Viicut sivilarinda bulunan
antikorlar spesifik olarak tretildikleri patojen, viriis, mikroorganizma komponenti
toksin gibi yapilara baglanip bu patojenlerin islevisiz hale getirilmesini veya diger
immiin sistem hiicreleri tarafindan fagosite edilerek ortamdan uzaklastirilmasini

saglarlar[20].

B Hiicrelerinin aktivasyonu ile antijne 6zgiil hiicrelerin ¢ogalmasi ve bu antijen
ozgul hiicrelerin antikor treten efektor hiicrelere doniismesi ile antikorlar
uretilirler. Birincil cevapta periferdeki lenfoid organlarda bulunan naif B hiicreleri,
antikor salgilayan hiicrelere doniisiir, ardindan ise bu hiicreler bellek hiicrelerine
farklilasarak cogalirlar. ikincil cevapta ise, gegmiste olusan bellek hiicreleri hizl
aktiflesir ve antikor salgilarlar. Kemik iligine go¢ eden bazi antikor iireten B

hiicreleri kemik iliginde uzun siire yasayabilirler. Daha sonra ise protein



yapisindaki antijenlerle tekrarlayan etkilesimler olusur ise antijene afiniteliteli

antikorlar iiretmeye gelisirler.[21]
2.2.2.1 Antikorlar (Immiinoglobulinler)

Serumda ve plazmada bulunan, globular protein gruplar1 immiinoglobulinler
olarak adlandirlir. Literatiirde antikor ile immiinoglobulin ayni yapiy1 ifade
etmektedir. Fakat bazi durumlarda immiinoglobulin kelimesi yapinin antikor olup
olmadigina bakilmadan antijen baglama 6zgilligii olan yapilar i¢in de
kullanilabilmektedir. Antikorlar Y sekilli B lenfositleri yada B hiicreleri olarak
adlandirilan kan hiicreleri tarafindan iiretilen molekiillerdir. immiinoglobiilinlerin
protein bolgeleri %90-95’i benzerlik gostermekte iken; farklilik gosteren kisim

aminoasit u¢ bolgelerinin oldugu %5-10’luk kismidir. [22]
2.2.2.2 Antikorlarin Yapisi

immunoglobulinler benzer yapii olmalarina ragmen tiplerine goére farkl
spesivitede yapilardir. Oligosakkarit gruplardaki kovalent bag ile baglanmus, ikisi
0zdes yapidaki agir zincir (H) ve iki 6zdes olup glikozitlenmeis (L) hafif zincirden
olusur. Disiilfit bag1 agir zincir ve hafif zinciri bir arada tutan yapidir. Disiilfit
baglarinin konumlandig bélgeye hinge bélgesi adi verilir. Kire yapisindaki bolge
polipeptidlerin katlanmasiyla olusur. Dort polipeptid zinciri sabit “C” ve degisken
“V” aminoasit boliimleri igerir. Agir ve hafif zincirler bir adet degisken "V" bolge
icerirler. Hafif zincirde bir C b6liimii olmasina ragmen. agir zincir ise li¢ C bolgesi
bulunur. Agir ve hafif zincirlerdeki degisken bo6liim 6zdes antijen baglama bolgesi
bulundurur. Antijen baglanma bdlgeleri antijenleri taniyarak onlar1 antikorun bu
bolgelerinden baglar. Antikorin plasenta ilizerinden embriyoya gectikleri ve
antijene baglandiktan sonra diger immiin sistem yapilariyla etkilestikleri bolgeye

Fc bolgesi yada kuyruk bolgesi ad1 verilir[21].
2.2.2.3 Antikor izotipleri Ve Fonksiyonlar

IgD, IgG, IgE, IgM, ve IgA olmak lizere memelilerde antikor siniflar1 5
boliime ayrilir.[23] Antikorlardaki agir (H) zincirlerler o immunoglobiilinin tipini

belirlemektedir.
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IgG: ikincil bagisikhk immiin yamitinda en baskin olarak goériilen, plesanta
lizerinden fetusa gecerek fetusun de pasif olarak bagisiklanmasini saglayan tek
immiinoglobiilin tipidir. Serumdaki antikor fraksiyonunun yaklasik %75’ini tegkil
ederler. Gama sabit zincirinin izotiplerine gore; I1gG1, 1gG2, IgG3 ve IgG4 olmak
lzere 4 alt gruba ayrilir. Lokositlerde bulunan Fc reseptorlerine baglanarak
opsonizasyon, kompleman baglanma ve fagosit hiicrelerin aktiflestirilmesi gibi

islerde gorev yapar. [23], [24], [25]

IgA: Mukozadaki immiin sistem antikor tipiolarak karsimiza g¢ikar. Genellikle
viruslerin sisteme karismadan nétralizasyonunda gorev alir. Dimer yapisilarindan

dolay1 cok sayida H ve L zinciri barindirir.

IgM: Erken immiin yanit olusmasinda gorevlidir. Besgenimsi yapisiyla B
lenfositlerinin yiizeyinde reseptor molekiili olarak bulunur. Aktiflesmis B

hiicrelerinde erken donem bagisiklik yanitinda salgilanan ilk antikordur.

IgE: Alerjilerden sorumlu antikor tipi olarak genellikle siniflandirilir. IgE mast
hiicrelerindeki kendine 6zgil reseptorlere baglanip antijen ile baglanti kurdugu
mast hlcresinin degraniilasyon yapmasini saglar. Genelde hiicre dis1 paraziter
enfeksiyonlarda etkilidir. IgE'nin Fc kuyrugu cesitli dokularda bulunan mast
hiicrelerinin ve dolasimdaki bazofil hiicrelerinin Fc reseptoriine yiiksek afinite ile
baglanmaktadir. Antijen baglanan bu hiicreler ¢ok ¢esitli sitokinler salgilamayarak

aktiflesmeyi saglar. [26] [27].
IgD: Monomer yapida olup serumda diisiik konstrasyonda bulunan bir antikordur.

IgM ile birlikte B lenfositlerinin ytizeyini isgal etmektedir. IgD nin fonksiyonu tam
anlasilamamakla beraber B lenfositlerinin gelismesi ve farklilasmasinda gorev

aldig1 distiniilmektedir.
2.3 Poliklonal Antikor Teknolojisi

Poliklonal antikorlar terapotik(tedavisel), diagnostik(tanisal) ve

analitik(6l¢iimsel) uygulamalar i¢in kullanilmaktadirlar. Yiksek affiniteleri ve ¢ok
saylda bolgeyi baglayabilme 6zellikleri nedeniyle oldukc¢a degerlidirler. Poliklonal
antikor uretiminin en 6nemli dez avantaji hayvana ihtiya¢ duyulmasidir. Biyiik

miktarda antiserum i¢in ¢ok sayida hayvan kullanmak gerektirmektedir. En yaygin
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kullanilan denek canlilar tavuklar, fareler, sicanlar, atlar, keciler ve tavsanlardir.
Kullanim kolayligt bakimindan sican ve fare tercih edilmesine ragmen bu
canlhlarda siirekli olarak antijenik uyarana ihtiya¢c duymaktadir. Gelisen tekniklerle
beraber adjuvanlarinda bagisiklamada kullanilmasi bu sorunu bir nebze olsun
azaltmistir. Adjuvanlar ve nanoteknolojik yapilar antijenlerin uzun zamanda ve

kontrolli salimini saglayarak bu siirekli uyaran ihtiyacini karsilayabilmektedirler.
Poliklonal antikorlarin 6zellikleri:

1)Antiserum olarak bilinmektedirler.

2)B-lenfosit tirtinleridir.

3)Hayvan kaynakli olup sadece in vivo tiretilebilirler.

4)Dogaldirlar ancak; baska antijenlere karsi capraz reaksiyon gosterebilirler.
5)Uretimi giiclendirici tekrarlanan enjeksiyon gerektirirler.

6)Poliklonal antikor teknolojisi in vivoda gugli bir teknoloji olarak kabul
gordiigiinden smirh insan giicii gerektirir ve sofistike aletler olmaksizinda

uretilebilir.

7)Homojenizasyon agisindan karisik olduklarindan karakterizasyon islemleri uzun

surecler gerektirebilir.
8)Polimorfizim ve glikolozasyon gibi epitop degisikliklerinden etkilenebilir.
9)Bozunmus ya da denatiire antijenlerin tespitinde kullanilabilir.

10)Cesitli hastaliklara 6zgili immiinolojik testlerde hassassiyeti agisindan iyi bir

secimdir.
11)Pasif bagisiklig1 saglamak i¢in kullanilabilir [28]

2.4 Poliklonal Antikorlarin Monoklonal Antikorlar ile

Kiyaslanmasi

Canli hayvanda poliklonal antikor toplanmadan 6nce hayvanlara her seferinde
indiikleyiciler vermek gerekebilmektedir. Bununla beraber Kohler ve Milstein
tarafindan bulunan monoklonal antikorlar, antikorlarin daimi kaynaklar1 olmakla

birlikte; tutarhlik, 6zgiilliik ve afinite 6zellikleri sergilerler.
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Monoklonal antikorlarin kesfi sadece bagisiklik aracili tani i¢in degil saghk
bilimleri agisindan da bir devrime neden olmustur. Fakat monoklonal antikorlar
epitop etkilesimine sahip olmadiklar: icin molekiiler seklin degismesi durumunda
bu 6nemli yeteneklerini kaybetmektedirler . Bununla Beraber poliklonal antikorlar
hedelenen molekiiliin yada yapinin bir¢ok boélgesine ayni anda etkilestikleri icin
kiigiik degisimlerden monoklonal antikorlar gibi asiri oranda

etkilenmemektedirler.[28]
2.5 Hibridoma Teknolojisi

Yuzyilin son ceyreginde in vitro antikor tlreten hiicrelerin kultir omirlerini
uzatabilmek icin c¢esitli arastirma gruplarn oldukca degisik yontemler tzerine
calismislardir. Kohler ve Milstein (1975), basarili bir hibrit(melez) hiicre hatti
olusturabilmek icin antikor liretme yetenegi gosteren B-lenfositleri ile siirekli
boliinme istegindeki ilik kanseri hiicreleri olan myeloma hiicrelerini sendai virtist
ile hiicresel flizyona ugratmis sonug olarak in vitro kosullarda siirekli iireyen ve

antikor ireten hibrit hiicre hatti elde etmislerdir. [6], [7], [8].
2.6 immiinizasyon icin Secilen Denek Hayvanlarinin Ozellikleri

Dogumundan 6-8 hafta gecmis Balb/c farelerin antijenlerle karsilastiklar1 zaman
gosterdikleri verimli etkilesimden dolay1 tercih edilmislerdir. Literatiir ve deneyim
lizere bilindigi gibi 5-10 seferlik immiinzasyon yeterli gelmektedir. Cinsiyet
bakimindan daha kolay alismlar1 ve erkeklere nazaran daha pasif yapilarindan

dolay: disi cinsiyetteki fareler se¢ilmistir.
2.7 Fiizyon Calismalarinda Kullanilacak Hiicrelerin Ozellikleri

Hibridomalar tiirler arasi olarak farkli tiirdelerden elde edilmis hiicreler ile
olusturulabilmesine ragmen verimli ve wuzun siire canliligini koruyan
hibridomalarin elde edilmesi adina tiir i¢i hiicrelerin (ayni tiiriin veya miimkiinse
ayni bireyin) fiizyonu antikor iiretiminde basarili sonuclar saglamaktadir. Bundan
dolay1 yaygin olarak kullanilan Balb/C tiiri farelerden elde edilen myelomalar ile
ayni tiiriin bireylerine uygulanan immiinizasyon sonucu izole edilen dalaklardan

izole edilen B-lenfositleri ile fiizyon gerceklestirilir.
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Myeloma hiicreleri ile B-lenfositleri flizyonu sirasinda elektrofiizyon, kimyasal
flizyon ve viriis flizyonu teknikleri kullanilabilir iken kimyasal fiisojenlerden
polietilen glikol (Peg) ile calismak maliyet ve pratiklik acisindan daha kolaydir.
Bununla beraber elektroflizyon teknigi daha hizli fiizyon saglamasina ragmen
coklu hicre flizyonuna neden olarak 2 den fazla hiicrenin flizyonu ile ¢ok
cekirdekli yapr olusturmasindan dolay: sikinti ¢ikarabilmektedir. PEG’in ilk kez
Pontecorvo tarafindan 1975 yilinda kullanilmistir. PEG bu iki hiicre hattinin
plazma membranlarini birlesmesini saglayarak iki ya da daha fazla ¢ekirdek ile tek
bir hiicre olusumunu saglamaktadir. Mitoza kadar bu ¢ekirdek yapis1 korunur.
Mitoz sirasinda kromozomlar arasinda secilim gergeklesir, eger antikoru
sentezleyen kromozom boéllinen hiicrelerden kaybedilirse veya olusan hiicrelerden
birine gecmez ise antikor tlretmeyen fakat siirekli bolinme yetenegini de
barindiran hibrit hiicreler olusabilir. Bu durumda antikor iiretmeyen hibrit

hiicrelerin kiltirden uzaklastirilmasi gerekebilir.

ilk kez 1964 yilinda Littlefield tarafindan aktarildigina gére; myeloma hiicreleri
genel olarak pirin niikleotid biyosentez enziminde mutasyon tasimaktadirlar.
Myleoma hiicrelerindeki en yaygin mutasyon purin biyosentezinde gorev alan
hipoksantin fosforiboziltransferaz (HGPRT) mutasyonudur. Hiicreler ¢ogunlukla
piirin ve primidin sentezi aracilifiyla DNA larini kopyalarak tretirler. Plirin veya
pirimidinin birinin olmamasi DNA sentezinin bloke olmasina neden olmakta ve
hiicrenin 6liimi gerceklesmektedir. Aminopterin 28 gibi ilaglar da novo niikleotid
sentez yolunu bloke ederek, hibridoma se¢im siirecinin gergeklestirilmesini
saglarlar. Bu sayede bu sentezi yapamayan myloma hiicreleri kiiltiirden apoptaza

ugrayarak kaybolurlar [29].
2.8 Adjuvanlar

Asillamanin amaci, as1 etmenlerine karsi gliclii immiin yanit olusturmaktir. Asida
kullanilan adjuvanlar, immiin yaniti1 arttirmaya yardimci olmaktadirlar. Adjuvan
kavrami ilk kez Ramon tarafindan 1926 yilinda, abse alanina inokiile edilen

adjuvanin yiiksek antikor olusturmasi yoluyla olusturulmustur. [30].

Dogal formunda bulunan antijenin bagisiklik yanitin1 arttirabilmektedirler.
Koruyucu bagisiklama i¢in, ¢ok sayida immiinizasyon uygulamasini azaltir.
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Ozellikle tek asilama ile immiinizasyonu olusmasi ve yolla immiinizasyon

maliyetilerini diistirmek icin kullanilabilirler.

Immiin cevab1 baskilanmis yash yetiskinlerin veya cocuklarin bagisikligim

giiclendirmek, ortaya ¢ikarmak ve gelistirmek amaciyla kullanilmaktadirlar. [31]

Tez c¢alismasinda mikoplazma hiicre lizatinin parafin yaginda 1mg/ml
konstrasyonda bulundugu Freund's Complate Adjuvant(Komple Freund Adjuvani)
ile polimer yapidaki halizahazirda Rusya ve BDT(Bagimsiz Devletler Toplugu) iiye
tilkelerinde eczanelerde satilan immiinostimulan "Polioksidoniy"(Polioksidonyum)

kullanilmistir.
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 EKipmanlar, Cihazlar Ve Kimyasallar

e Laminar ava akiml steril kabinler (Laminar flow -Thermo Scientific Hera
safe, Faster BH-EN 2006)

e Otoklav(Hirayama hve-50)

e Vortex

e Invert Mikroskop (Olympus CKX41)

e 0,22 umve 0, 45 pm’lik siringa filtreleri (MILLIPORE, TPP, Sartorius)

e Su banyolar1 (GFL (gesselschaft fiir labortechnik) mbH)

e Santrifiij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)

e pH metre (HANNA instruments)

e ELISA yikama cihaz (Thermo) Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

e Karbondioksitli inkiibatér (New Brunswick scientific CO-150 37°C, FrioCell
111 25)

e Isik mikroskobu (Olympus)

e Manyetik karistiric1 (Heidolph MR3000)

e Buz makinesi (Scotsman AF100)

e Vortex (LMS(laboratuvary medical supplies) VTX-3000L)

e Su banyolar1 (GFL (gesselschaft fiir labortechnik) mbH, Kerman)

e [siticili karistirici (Heidolph instruments)

e ELISA ¢oklu plak yikama cihazi (Thermo)

e SDS-PAGE jel elektroforez sistemi (Hoefer)

e Gii¢c kaynagi (Hoefer)

e Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Arcelik(+4,-20°C), GFL(-40°C))

e -195°C azot tanki ve azot tasima tanklar1 (DMC air liquid systems)

e UV-spektrofotometre (Jasco V-530)

e Saf su ve ultra saf su sistemleri (GFL2104)
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10, 50, 100, 1000 pI'lik mikropipetler (Thermo, Pippetman)
100,300 pl ‘lik ¢ok kanalli pipetler (Thermo)

ELISA 96 kuyulu plaklar: (TPP)

Hiicre kiiltiirii 96 kuyulu plaklar (TPP)

Hiicre kiltir flasklar: -25 cm2, 75 cm2 (TPP, Corning)
Serolojik pipet tabancasi (Thermo)

Serolojik pipetler -1,5,10 ml (Blau Brand Germany)
Kriyotiipler (TPP)

Makas, diseksiyon seti (Miiller - Germany)

Suizgec (BD Falkon)

50-1000ml’lik otoklavlanabilir cam siseler (ISOLAB, SCHOTT)
Hiicre sayimi i¢in thoma lami (Menzel superior)

0,22 um ve 0, 45 pm’lik siringa filtreleri (MILLIPORE, TPP, Sartorius)
Keciden iiretilmisa anti-fare IgG-AP konjugat1 (Millipore)
Freund’s complete adjuvan (Sigma)

Polioksidonium

Hidroklorik asit, HCI (Riedel-de Haén)

Yagsiz siit tozu (AppliChem)

8-Azaguanin (Sigma)

Hipoksantin aminopterin timidin, 50X HAT (PAN)
Hipoksantin timidin, 100X HT (Gibco)

Polietilen glikol-1500, PEG-1500 (Roche)

Amonyum stlfat, (NH4)2504 (merck)

Sodyum kloriir, NaCl (Sigma)

Sodyum bikarbonat, NaHCO3 (Merck)

Glisin, (Fluka)

Magnezyum kloriir, MgCI2 (Fluka)

Cinko Klortir, ZnCl2 (Fluka)

Sodyum azid, NaN3 (Sigma)

Potasyum hidroksit, KOH (Merck)

Dipotasyum fosfat, K2ZHP0O4 (Sigma)
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e Monopotasyum fosfat, KH2P04 (Sigma)

e Sodyum di hidrojen fosfat mono hidrat, NaH2P04.H20 (Merck)
e Disodyum hidrojen fosfat, Na2ZHPO4 (Merck)

e KCI (Sigma)

e EDTA (AppliChem)

e DMSO(Sigma, Hibri-Max)

e Formalin (Sigma)

e Tween-20 (MP Biomedicals LLC)

e Paranitrofenil fosfat (Sigma)

e RPMI-1640 (Fenol redli ve fenol redsiz) besiyerleri (GIBCO Invitrogen)
e HEPES (AppliChem)

e FBS-fetal bovine serum (GIBCO Invitrogen)

e Tris (Sigma)

e DMSO (AppliChem)

e Streptomisin-Penisilin (GIBCO)

3.1.2 Hiicre Hatlar

3.1.2.1 Myeloma Hiicre Hatti

Hibridoma calismalari i¢in Balb/c tipi farelerden izole edilen kemik iligi kanser
hiicresi olup, antikor tretimi olmayip, TK(Timidin Kinaz) yolu mutasyonuna
sahiptir. Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Hayvan Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvar1 emekli 6gretim iiyesi Saymn Prof. Dr. S.smet Deliloglu Giirhan
tarafindan ge¢miste laboratuarimiza temin edilmistir. Bu hiicre hatinin tam kodu
P3-X63-Ag8.653 olarak literatiirde ge¢cmekte ve ATCC'nin listesinde

bulunmaktadir.
3.1.2.2 Mcf-7 insan Meme Kanser Hiicre Hatti

Temel antijen kaynag1 ve hedef hiicre tipi olarak kullanildi. Calismanin temel amaci
olan insan disisi meme Kkanser hiicresi hattina karsi poliklonal antikor
tiretilebilmesi as1 hammaddesi iireticisi, ELISA kaplamasindan antijen kaynagi, cok

kath kiiltiir calismasinda sartlandirilmis besiyeri tlreticisi kaynagi olarak kullanildi.
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3.1.2.3 J774 Balb/C Fare Makrofaj Hiicre Hatti

Zor olarak Kkiiltiirii yapilan, ntiklear ve dolayisiyla metabolizmal ytikleri yiiksek
olan hiicrelerin yasamlarini desteklemek amaciyla hazirlanan destekleyici

sartlandirilmis besiyeri liretiminde metabolit saglayicisi olarak kullanildi.

3.1.3 Uzerinde Calismalarin Gergeklestigi Ve B Lenfositi izole

Edilmesi I¢in Kullanilan Denek Hayvam

Balb/c tipi, 4 hafta anne siitii ile beslenerek anneden ge¢ ayrilmis, 6 haftasini
doldurup yedinci haftasinda olan, albino tipi 20 adet farede immiinizasyon(asima)
gerceklestirilmis ve bu canlilarin veteriner sedatif tipi bayilticilar altinda etik
kurallara sadik kalinarak hayatlarina son verilip dalaklar1 toplandi. Her
immiinizasyon isleminden 6nce mandibular ven tahribati ile kanlar1 toplanmis, kan
serumlar1 alinmis ve soguk zincir altinda hayvan merkezinden laboratuara transfer

edilmistir.
3.1.4 Kultiir Besiyerleri

3.1.4.1 DMEM-High Glikoz Besiyeri

Ticari DMEM- high glikoz besiyerinin litresinde 10 ml streptomisin ve penisilin
iceren genel kullanim besiyeridir. DHO kisaltmasi ile daha kolay diger

besiyerlerinden ayirt edilebilmesi adina tez icerisinde kullanilmistir.
3.1.4.2 RPMI-1640 Besiyeri

Ticari RPMI-1640 besiyerinin allikotlanarak saklanan litresinde 10 ml
streptomisin ve penisilin igeren genel kullanim besiyeridir. RP0 kisaltmasi ile daha

kolay diger besiyerlerinden ayirt edilebilmesi adina tez icerisinde kullanilmistir.
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3.2 Metot

3.2.1 Ozel Kiiltiir Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.2.1.1 DH10 Besiyerinin Hazirlanmasi

DHO besiyerinden 45 ml alinarak lizerine 5 ml FBS eklendi, +4 °C buzdolabinda

agzi1 parafilmlenerek saklandu.
3.2.1.2 DH15 Besiyerinin Hazirlanmasi

DHO besiyerinden 42,5 ml alinarak tizerine 7,5 ml FBS eklendi, +4 °C buzdolabinda

agz1 parafilmlenerek saklandi.
3.2.1.3 DH20 Besiyerinin Hazirlanmasi

DHO besiyerinden 40 ml alinarak tizerine 10 ml FBS eklendi, +4 °C buzdolabinda

agz1 parafilmlenerek saklandi.
3.2.1.4 RP10 Besiyerinin Hazirlanmasi

RPO besiyerinden 45 ml alinarak iizerine 5 ml FBS eklendi, +4 °C buzdolabinda

agz1 parafilmlenerek saklandi.
3.2.1.5 RP20 Besiyerinin Hazirlanmasi

RPO besiyerinden 40 ml alinarak iizerine 10 ml FBS eklendi, +4 °C buzdolabinda

agz1 parafilmlenerek saklandi.
3.2.1.6 DH15-MCF20-20 Sartlandirilmis Besiyeri Hazirlanmasi

DH20 besiyeri ile 24 saat inkube edilmis MCF-7 hiicrelerinin siipernatantlari
pipetle toplanir. 1000 rpmde 15 dk +4 °C de santrifiij edilir. Santrifiijiin ardindan
stpernatant dikkatlice alinir. 0,20 mikronluk filtreden suziilir. Filtreden gegirilen
sartlandirilmis besiyeri %20 oraninda DH15 Besiyeri ile karistirilarak hazirlandi.
DH15 terimi %15 FBS bulunan bulunan besiyerini, MCF20 terimi MCF-7 hiicreleri
ile bir gilin siire ile sartlandirilmis DH20 besiyerini, en sondaki 20 orani ise

sartlandirilmis besiyerinin tiim besiyerine oranini temsil eder.
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3.2.1.7 DH20-MCF20-20 Sartlandirilmis Besiyeri Hazirlanmasi

DH20 besiyeri ile 24 saat inkube edilmis MCF-7 hiicrelerinin siipernatantlari
pipetle toplanir. 1000 rpmde 15 dk +4 °C de santrifiij edilir. Santrifiijiin ardindan
stipernatant dikkatlice alinir. 0,20 mikronluk filtreden siiziiliir. Filtreden gecirilen

sartlandirilmis besiyeri %20 oraninda DH20 Besiyeri ile karistirilarak hazirlandi.
3.2.1.8 RP20-]744-20-20 Sartlandirilmis Besiyeri Hazirlanmasi

RP20 besiyeri ile 24 saat inkube edilmis J774 hiicrelerinin siipernatantlari pipetle
toplanir. 1000 rpmde 15 dk +4 °C de santrifiij edilir. Santrifijiin ardindan
stipernatant dikkatlice alinir. 0,20 mikronluk filtreden siiziiliir. Filtreden gecirilen

sartlandirilmis besiyeri %20 oraninda RP20 Besiyeri ile karistirilarak hazirlandi.
3.2.1.9 HAT Besiyerinin Hazirlanmasi

Hipoksantin aminopterin timidin (50X HAT) kiiltiir stiiplemant1 50 ml RP20-]774-

20-20 sartlandirilmis besiyerine 1 ml eklenerek hazirlandi.
3.2.1.10 HT Besiyerinin Hazirlanmasi

Hipoksantin timidin (50X HT) Kkiiltiir siiplemanti 50 ml RP20-J774-20-20

sartlandirilmis besiyerine 1 ml eklenerek hazirlandi.
3.2.1.11 Hibridoma Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

RP20-]774-20-20 sartlandirilmis besiyerinden 1 ml, hibridoma i¢in 6zel olarak
tretilen Sigma HibriMAX ticari DMSO dan 1 ml ve hibridoma kiiltiirtinde daha 6nce

test edilerek kontrol edilmis FBS den 8 ml eklenerek hazirlanir.
3.2.2 Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.2.2.1 Hiicre Kiiltiirii PBS'i Hazirlanmasi

8 gr NaCl, 0.2 gr KCl, 1.44 gr Na2ZHPO4 ile 0.24 gr KH2PO4 1 litrelik cam siseye
alindi. Uzerine 1 litre saf su ile tamamlandl. 121 °C de 20 dakika siireyle

otoklavlandi[13].
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3.2.2.2 Pasajlama PBS'i Hazirlanmasi

8 gr Na(Cl, 0.2 gr KCl, 1.44 gr Na2ZHPO4 , 0.24 gr KH2P04, S5mg/It ZnCl2 ve 8mg
MgCl2 1 litrelik cam siseye alind1. Uzerine 1 litre saf su ile tamamlandi. 121 °C de
20 dakika siireyle otoklavlandi.

3.2.2.3 Elisa I¢in Pbs Tamponu Hazirlanmasi

8 g NaC(l, 0,2 g KH2PO4, 1,8 g Na2ZHP04.2H20 ve 2 g KCl tartilip distile su eklenerek
pH1 7,4’e ayarlandi, ardindan 1 It'ye tamamlanarak siiziildii ve otoklavlandi.
Otoklavlanmadan kullanilarsa ¢apraz reaksiyon verebilir. Kimyasal ve biyolojik
olarak kontaminasyondan uzak olarak imal edilmesi Onerilir. Siseleri ayrildi,

sadece elisa PBS i¢in kullanild1[13].
3.2.2.4 PBST Tamponu Hazirlanmasi

Hazirlanan ELISA PBS (tuzlu fosfat tamponuna) tamponuna %0,05 (hacim/hacim)
olacak sekilde tween-20 (polisorbat-20) eklendi. 1 It PBS e 500 ul polisorbat-20
eklenmelidir. Eklendikten sonra sise ¢alkalanmamalidir, képiik yaparak sonucu

etkileyebilir[13].
3.2.2.5 Kaplama Tamponu Hazirlanmasi (pH; 9,6)

1,59 g Na2CO03, 2,93 g NaHCO3 ve 0,2 g NAN3 tartilarak pH’1 9,6’ya ayarlanir,
ardindan distile su ile 1It'ye tamamlandi. icerdigi sodyum azidin toksisitesi geregi
10 ml'si insan i¢in 6liimctl olabilir. Sodyum azidin selasyonu bulunmadig: igin
iceceklerden uzak tutulmalidir. Sodyum azid ve karbonath elisa kaplama

soliisyonu olarak literatiirde bulunmaktadir[13].
3.2.2.6 Antijen Kaplama Tamponu Hazirlanmasi

Sodyum azidli karbonat kaplama sollisyonu (coating buffer) 15 ml lik falkon
tiiplere konulur. Icerisine antijen stogu eklendi. Antijen stogunun 1 mg/ml
konsantrasyonda ayarlanabilmesi icin as1 hazirlama boéliimiindeki formiil
kullanilabilir. %1 oraninda antijen soliisyonu ile kaplama 1 soliisyonu hazirlandi.
Bu solisyon icin 9,9 ml kaplama tamponuna 0,1 ml stok antijen

sollisyonu(1mg/ml) eklendi[13].
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3.2.2.7 Bloklama Cozeltisi Hazirlanmasi

100 ml kaplama tamponuna %2 (agirhk/hacim) olacak sekilde yagsiz siit tozu
eklendi. Siit tozunda biyolojik kontaminasyon var ise hatali sonu¢ vermektedir.
Yagsiz siit tozunun steril PBS de, agz1 kapali olarak, oksijensiz ortamda, oda
sicakliginda, mikrobiyal bozunma siiresi veya koku olusumu stiresi 4 haftadan kisa
siirede ise siit tozu kullanilmamalidir. Bloklama ¢ozeltisi igerdigi sodyum azid

nedeniyle ge¢ bozunur fakat 2 haftadan fazla saklanilmasi 6nerilmez[13].
3.2.2.8 PBSTM Tamponu Hazirlanmasi

PBST(tween-20 eklenmis tuzlu fosfat tamponu) ¢o6zeltisine %2 (agirlik/hacim)
olacak sekilde yagsiz siit tozu eklenir. 50 militresine 1 gram siit tozu tartilip
karistirilir.  Alimunyum folyo ile Kkaplanir. +4 °C de 2 haftadan fazla

saklanmamalhdir[13].
3.2.2.9 Substrat Tamponu Hazirlanmasi (PH:10,4)

0,02 g ZnCl2, 0,04 g MgCl2 ve 1,5 g glisin tartilarak distile su ile ¢éziildu pH; 10,4’e
ayarlandi ve 200 ml’ye tamamlandi. Alimunyum folya ile kapatilarak +4 °C de 1 ay
kadar saklanabilir. Ticari alkalen fosfatazin aktivitesi yliksek pH'larda ¢alisabilecek

sekildedir[13] .
3.2.2.10 Substrat Cozeltisi Hazirlanmasi

25 mg paranitrofenil fosfat 25 ml substrat tamponunda (pH:10,4) ¢ozdiirildu.
Substratin tartildig1 eppendorf da alimunyum folyo ile kapatilmahdir. Substratin
substrat ekleme siliresi gelmeden o©nce tamponla karistirlmamasi yanls
pozitivileri ve yiiksek 6l¢tim degerlerini engeller. Karistirilirsa da oda sicakliginda

2,5 saat icerisinde 450 nm de 0,060-0,075 absorbans artisina neden olur.[13]

3.2.3 Kriyobanktan MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin
Cikarilmasi

Sivi azot tankinda dondurularak saklanan MCF-7 hiicreleri iceren kriyotiip
kriyobanktan ¢ikarildi . Oda sicaklifindaki su icerisinde ¢6ziinene kadar bekletildi.

Kriyotlip icerisindeki mediumun erimesi tamalandiktan sonra 15 ml lik falcon tiipe

alindi.2 ml %10 FBS li DMEM-High glikoz besiyeri (DH10) kriyotiipten alinan
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besiyerinin icerisine yavasc¢a(damlatilarak,30 sn) eklendi. Pipetaj ile hiicreler
siispanse edildi. 5 dk siireyle 1000 rpm de +4 °C sogutmali santrifiijde
santrifiijlendi ve siipernatanti atildi. DH15 besiyeri eklenerek pipetajlanip 25 cm2
lik flaska ekildi. %5 CO2 1li Karbondioksite 37 °C inkubasyona
birakildi[10],[11],[12,][13].

3.2.4 MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Uretilmesi

MCF-7 hiicrelerinin kriyobanktan ¢ikarilmasinin ardindan 24 saat siire ile inkube
edildi. Ust sivi dékiildii ve 25 cm2 flaks icin 5 ml DH15 taze olarak eklendi. 48
saatin sonunda hiicreler pasajlandi[10],[11],[12,][13].

3.2.5 MCF-7 Insan Meme Kanseri Hiicrelerinin BiyoKkiitle Uretim
Optimizasyonu

5 cm? flakslar icin 5-10 ml 75 cm? lik flaks i¢in ise 10-25 ml hacmindeki besiyeri
araliklarinda ¢alisildi. Kriyobanktan cikarildiktan sonra 1 sefer pasaj yapilmis
hiicreler ile 24 saatlik lretim zamanlar arasinda ol¢imler gerceklestirilerek ve

optimizasyon calismasi yapilmistir.

3.2.6 MCF-7 insan Disisi Meme Kanseri Hiicrelerinin Biyokiitle

Uretiminde De-Novo Plato-ph Uretim Teknigi

Plato-pH tlretim metodu hiicrelerin treme hizlarin1 arttirmak ve hiicrelerin
lizasyonu sonucu elde edilecek as1 hammaddesinde bulunan ECM/(ekstra cellular
matrix, hiicre dis yapilari) proteinlerinin yogunlugu arttirmak icin gelistirilmis bir
tekniktir. Teknik, bilimsel gelenekgi yaklasimlar gibi, global standart uygulama
yontemi olarak herkesin ayni sartlarda uyguladiginda ayni sonucu alabilecegi
sekilde bir teknik olmaktan ziyade, biraz daha hiicre kiiltiirtinti uygulayan kisinin
ustalifina dayanan bir uygulamadir. Bu teknigi belirtilen verimlerde, minumum 1
sene hiicre kiltiiriinde ve minimum 4 yada 5 hiicre hattinda deneyim kazanmis
hiicre kiiltiirli ¢alisan arastirmacilarin uygulayabilecegi tahmin edilmektedir.
Uygulanan yaklasim hiicrelerin icinde bulundugu durumu mikroskobik yontem ile
tayin etmek, ardindan uygun gelen adimi uygulayarak hiicreleri cok kath hizla

biiyliyen bir y18in halinde iiretip sonug¢ olarak pasajlama sirasinda bu yiginlarin
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arasinda kalan ECM proteinlerinin tripsin tarafindan sindirilmesini azaltmaktan
ibarettir. Kisaca ¢ok kath kiiltiiriin flaks gibi diiz yiizeylerde biyokiitle liretimini ve

bu biyokiitleden elde edilen lizatin ECM igerigini yiikseltmek ama¢lanmistir.

Ekimi yapilan hiicrelerle ortama eklenen besiyerleri hizla biiyliyen hiicre
popiilasyonuna c¢ogunlukla yetmez. Cogu arastirmaci bu durumda besiyerini
tazeler eder. Bu durumda pasaji gelmeyen hiicreler metabolizmlar1 geregi GO
durumunda daha uzun stire kalirlar. Bu siire artisi hem kiltiiriin pasajlanma
zamaninl yukseltir hemde harcanan besiyerini artirir. Bu amagla bu zamanin

azaltilmasi amaciyla ytliksek hiicre sayili inokiiliimler kullanilmaldir.

Hiicreler ortam pH 1 diistiigiinde tripsin eklenmesine ihtiya¢ duymadan biiyiik
oranlarda yiizeyden ayrilirlar, ayrilirken sirasinda pH diizenlenmez ve/veya
besiyeri eklenmez ise hiicreler olurler. Eger pH 6liim hizinin artmaya baslamadan
uygun degere diiserse hiicreler tekrar yiizeye veya yilizeyde tutunan hiicrelere

tutunurlar.

Plato faz1 olarak gecen hiicre bliylimesinin 3. zamani hiicrelerin canl kalabilmek
icin daha ¢ok aktif tasima ile hiicre icine besin ¢ektigi bir donemdir. pH dengeli

kalir ise bir siire daha iireme devam eder.

Plato-pH teknigi yukarida bahsi gecen 3 noktanin kesisiminde siirekli uygulanarak
gerceklestirilmesidir. Hiicreler yiiksek inokiilimde ekilir, ortam pH ile hiicre
kiltiriniin plato (durgun,stationery) fazi(dénemi) cakistirilir. Bu ¢akistirma igin
hiicre tireme hizlarinin ve besiyeri tiiketim hizi ile pH diisme hizinin iyi tahmin
edilmesi gerekmektedir. Hiicrelerin Pasajinin geldigi ve pH 1n diserek

rejenerasonun geldigi noktada iki noktaya dikkat edilir.

Bir, pH indikatori olan fenoliin rengi yani mediumun rengin elma suyu sarisi
renginde olmalidir. Konfuluenti ylizde 95 tizerinde olan ve medium rengi limon
sarisina gecmemis flaksta mikroskobik gozlem ile ylizeye yapisan hiicrelerin
minimum %20 kadarinin yiizeyden ayrilmasi beklenir. Ayrilmanin gergeklestigi ve
elma suyu renginden limon sarisi rengine gecis durumunda besiyeri icerigine gore

%20 taze besiyeri eklenerek hiicrelerin yeniden yapismasi saglanir. Her Plato pH
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dongiisiinde hiicre katlar yaklasik bir kat artar. 4. seferin sonunda 4 kath bir

kiiltiir elde edilmis olup hiicreler pasajlanir ve PBS'e alinarak saklanir.

Asin pH artisi veya asirt hiicre kalkmasi durumunda teknik uygulamasi
durdurulmaz ve besiyeri rejenere edilmez ise hiicrelerin biiyik c¢ogunlugu
olmektedir. Ayrica teknik icin uygulama zaman aralig1 sefer basina 6 saatlik bir
donemde uygulanabilirdir ve fazla siire beklenirse hiicrelerin kaybiyla, az stire

beklenir ise verimin logaritmik duisiisti ile karsilasilir.
3.2.7 MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

%100 konfuluente ulasan yani flaks ylzeyini tamamen kaplayan olan ¢ok kath
MCF-7 kiiltiirii iceren flakslarin igerisindeki besiyeri dokiildi ve 75 cm?2 lik flasklar
icin 10 ml 25 cm2 lik flasklar icin 5ml steril PBS ile eklenerek tek sefer hafifce
calkalandiktan sonra dokiilerek yikandi. Ardindan Pasajlama PBS(5mg/1t ZnCl2 ve
8mg/It MgCl2 eklenmis) ile %75 dilue edilerek hazirlanmis Tripsin soliisyonundan
75 cm2 lik flasklar i¢in 3 ml 25 cm?2 lik flasklar i¢in 2 ml eklenerek 5-7 dk siireyle
%5 COz iceren 37 °C deki inkubatorde inkubasyona birakildi.

Hafifce flask kenarina vurularak hiicrelerin toplu halde kalkmasi saglandi.
Ardindan DH10 besiyeri 75 cm?2 lik flasklar i¢cin 3 ml 25 cm?2 lik flasklar i¢in 2 ml
eklenerek tripsinin aktivitesi durduruldu. 5 dk siireyle 1000 rpm devirde +4 °C
deki sogutmali santrifiij ile santrifiijj edildi. 3 ml Kiltiir PBS eklenerek
pipetajlanarak homojen hale getirilen hiicreler tekrar 5 dk stireyle 1000 rpm
devirde +4 °C deki sogutmal santrifiij ile santrifiij edildi. Kiiltiir PBS ile yikama
basamagi 2 kez daha tekrar edildi. Son yikamanin ardindan 1 ml kiltiir PBS ile

sulandirilarak -40 °C de hiicreler sakland.

3.2.8 MCF-7 Insan Disisi Meme Kanseri Hiicrelerinin

Kriyoprezervasyona Hazirlanmasi

Tripsinlenip, DH10 besiyeri eklenrek tripsin aktivitesi durdurulan soliisyondaki
flask ylizeyinden ayrilan hiicreler 5 dk siireyle 1000 rpm devirde +4 °C deki
sogutmali santrifiij ile santrifiij edildi. Stipernatant1 dokiildii ve %10 DMSO, %20
FBS iceren DMEM-High besiyeri icerisine mililitre basina 1*10¢ hiicre diisecek

sekilde thoma laminda sayildi. DMSO lu besiyeri hiicreler {izerine yavasca
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damlatilarak (20-40 sn) eklendi. Hiicreler pipetaj ile siispanse edildi ve kriyotiipe
alindi. Kriyotiiptin tizeri kodlandi, Kriyobank formuna kodu ile kriyobankta
saklandig1 bolme islendi. Kriyotiip +4 °C deki dolaba koyularak 1 saat bekletildi. -
20 °C deki buzluga konularak 2 saat bekletildi. -40 °C deki derin dondurucuya
koyularak 1 giin bekletildi. Ardindan kriyobanktaki sivi azot igerisine

alindi[10],[11],[12,][13].
3.2.9 Fare Myeloma Ag8 Hiicre Hattinin Kiiltiirii

2015 yilinda 8-Azoguanin ile muamele edildikten sonra kriyobankta saklanmis Ag-
8 balb/c fare myelom hiicre hatti kriyotiipli kriyobantan ¢ikarildi. Oda
sicakligindaki suda eriyene kadar bekletildi. %20 FBS iceren RPMI 1640
besiyeri(R20) damlatilarak hiicrelerin tlizerine eklendi. 1250 rpm de 5 dk siireyle
santriflij edildi ve slipernatant dokiildii. 5 ml R20 besiyeri ile 25 cm2 lik flaska
alindi. 4 giin sonra pasaji gelen Ag8 hiicreleri flakstan hafifce flask calkalanarak
(fiziksel metot) kaldirildi. 1250 rpm de 5 dk santrifiij edildi ve 3 adet 75 cm2 lik
flaska ekildi. Gilinlik kontrol edildi. Besiyeri gerektiginde R20 ile
degistirildi[13].(Sekil 3.1)

Sekil 3.1 Ag8 Balb/c fare myeloma hiicrelerinin mikroskobi goriintiisii(10X,ikinci
glin)
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3.2.10 Fare Makrofaj Hiicre Hattinin (J774, Balb/C Disi Retikulum

Hiicre Sarkomasi) Kiiltiiri

J774 fare makrofaj hiicre hatti kriyotiipli Kkriyobanktan ¢ikarildi . Oda
sicakligindaki suda eriyene kadar bekletildi. %20 FBS iceren RPMI 1640
besiyeri(R20) damlatilarak hiicrelerin tizerine eklendi. 1250 rpm de 5 dk siireyle
santrifiij edildi ve slipernatant dokiildii. 5 ml R20 besiyeri ile 25 cm2 lik flaska
alindi. 2 giin sonra pasaji gelen J774 hiicreleri fiziksel metot ile flakstan kaldirildi.
1250 rpm de 5 dk santrifiij edildi ve 3 adet 75 cm?2 lik flaska ekildi. Giinliik kontrol
edildi. Besiyeri gerektiginde R20 ile degistirildi[13].

3.2.11 J774 Hiicre Hatt1 ile Sartlandirilmis Besiyeri Uretimi

%90 konfulente ulasan 75 cm2 j774 flaskinin besiyeri R20 ile degistildi.24 saatin
ardindan besiyeri toplandi. 1250 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant toplandi
ve 0,22 pm lik filtreden gecirildikten sonra +4 °C lik dolabta saklandi[13].

3.2.12 Hibridoma Hiicrelerinin Kriyoprezervasyonu

Yar1 stispanse haldeki hibridoma hiicreleri yavasca pipetaj ile kaldirildi. Falkona
alinan hibridomalar 1000 rmp’de 5 dk santifiij edildi. Santrifiijiin ardindan
slipernatant dokildi ve hiicreler resiispanse hale getirildi. Mililitre basina 5*106
hiicre diisecek sekilde thoma laminda sayilarak hibridomalara dondurma
sollisyonu yavas olarak eklendi. Hiicreler pipetaj siispanse edildi ve kriyotiipe
alindi. Kriyotiiptin tizeri kodlandi, Kriyobank formuna kodu ile kriyobankta
saklandig1 bolme yazildi. Kriyotiip +4 °C deki dolaba koyularak 1 saat bekletildi. -
20 °C deki buzluga konularak 2 saat bekletildi. -40 °C deki derin dondurucuya
koyularak 1 giin bekletildi. Ardindan kriyobanktaki sivi azot icerisine alindi[13].

3.2.13 Antijen Amach Lizat Hazirlama Metotlar:

3.2.13.1 Otoklavlama Yontemi ile Lizat Hazirlama

15 ml lik falcon igerisindeki icerisindeki MCF-7 hiicreleri diisiik ayarda vortexlendi
ve 1000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan siipernatant atildi.

Hiicreler 1 ml PBS ile resiispanse edilerek lizatinin hazirlanmasi i¢in agz steril

28



edilmis gazli bez ile sarii pamukla kapatilmis steril pastor sisesine alinir. Sonra

sise otoklav posetine alindi ve poset bantlanarak saglama alindu.

Yeni temizlenmis otoklav cihaz1 121 °C de 20 dk stireyle ayarlandi ve ¢alistirildi.
Otoklavlamanin ardindan otoklav hizli sogutma yoluyla sogutulup 85 derecede
acildi. Pasor sisesi disarida sogumaya birakilmadan laminar flow kabin igerisine
otoklav poseti ile alind1 ve sogumaya birakildi. Sogumanin ardindan pastor sisesi
icerisinde kalan siv1 ile birlikte denatiire olmus ve topaklanmis kalintilar:
kuvvetlice pipetlenerek homojenize edilir. 15 ml lik falkon tiipe alindi. Ardindan

10.000 rpm de 3 dk santrfiijde santrfiij edildi.

Siipernantant1 dikkatlice hacmi pipet ile o6l¢iilerek alindi. Kalan hiicre deprisi
falkon tiipde saklandi. Stipernatanta antijen hazirlanma kodu, hiicre tiretim batch
kodu verildi. Lizattaki protein miktarinin tayini amaciyla spektrofotometrede 260

ve 280 nm de dl¢ciimleri alindi. Lizat -40 °C sakland ve eritilir eritilmez kullanildu.
3.2.13.2 Dondurma-Cézdiirme Yontemi ile Lizat Hazirlama

Sivi azot kabina sivi azot konularak hazirlandi. 37.5 °C ye ayarlanmis su banyosu
hazirlandi. 15 ml lik falcon igerisindeki icerisindeki MCF-7 hiicreleri diisiik ayarda
vortekslendi ve 1000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan

slipernatant atild.

Hiicreler 1 ml PBS ile resiispanse edildi. Falkon tiiptin tabanidaki 1 ml lik hiicre
karisimi siv1 azot ile ortiilecek sekilde sivi azot kabina konuldu ve kabin agzi
kapatildi. 15 dakika stire ile hiicre siispansiyonunun donmasi ve sicakliginin
diismesi beklendi. Sivi azotta 15 dk bekletilen falkon tiip 37.5 °C lik su banyosuna
alinir ve 15 dk siireyle eriyip 1sinmasi beklendi. Sivi azot ile dondurma ve su
banyosunda c¢ozdiirme islemi 5 sefer gerceklestirildi. Besinci seferin sonunda

karisim hafif ayarda vortekslenerek karistildi ve 10000 rpm de 3 dk santrfiij edildi.

Stipernantant1 dikkatlice hacmi pipet ile o6l¢lilerek alindi. Kalan hiicre deprisi
falkon tiipde saklandi. Siipernatanta antijen hazirlanma kodu, hiicre iiretim batch
kodu verildi. Lizattaki protein miktarinin tayini amaciyla spektrofotometrede 260

ve 280 nm de dl¢ciimleri alindi. Lizat -40 °C sakland ve eritilir eritilmez kullanildi.
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3.2.13.3 Sonikasyon Yoéntemi ile Lizat Hazirlama

Sonikasyon icin kullanilan prosediir laboratuarda bulunan sonikatoriin teknik
ozellikleri(Sekil 3.2), MCF-7 hicrelerinin literatiirden elde edilen fiziksel
degerleri(Sekil 3.3 yaklasik hiicre hacmi,aktin yapilarinin bulunma siklig1 yarigapi
esneklil verileri vb. veriler) harmonik frekansi ve bu frekanslardaki ses dalgasinin
MCF-7 hiicre butiinligi Uzerine etkileri(Sekil 3.4) g6z oniine alinarak segildi. Bu
secim sirasinda literatiirdeki veriler kullanilmis ayrica sonikatoriin teknik
rehberinden 6zellikleri incelenerek sonikatoriin bu spesifikasyonlar tiretildigi ve o

an itibari ile bu degerde calistig1 varsayildi.[32,33]

Generator GM 2070 GM 2200 GM 2070-U GM 2200-U
HF-output oW 200 W T0W 200 W
HF-frequency 20 kHz 20 kHz 20 kHz 20 kHz
Mains supply 230 V~, 50/60 Hz 115 V~ oder 230 V~, 50/60 Hz
Weight 25kg 55kg
Dimensions 257 x 180 x 115 mm 255 % 272 x 115 mm

(I xwxh)

Cable length: 2m

Ultrasonic frequency: 20 kHz + 500 Hz

Time setting range: 00:01 — 99:59 [mm:ss] or continuous operation

Ultrasonic operating mode pulsing or continuous

Amplitude setting range: 10— 100 in 1% increments

Operating elements: Power turner, keypad buttons

Remote control (ON/OFF): buttons on ultrasound converter,

foot switch TS 8 (optional)

Degree of protection IP 42

Sekil 3.2 Sonikator spesifikasyonu[32]

parameter / unit MCF7

cell volume / ym® 3375-16873 2
hydrodynamic mass / kg ° 1.74-7.34x 107"2

actin cortex diameter / ym 1.27-2.17 (13.5%) [14, 45]
actin cortex density / g/cm® 1.15[14]

actin cortex E-modulus / kPa 1.125[45]

actin cortex Poisson's ratio 0.4999 [53]

cytoplasm density / g/cm® 1.05°¢

cytoplasm Young’s modulus / kPa 0.15 or 0.47

cytoplasm Poisson's ratio 0.4999 [53]

nucleus volume / um® 1122-1572 [27]

nucleus eccentricity / um 1.35-1.65[29]

nucleus density / g/cm® 1.3

nucleus Young’'s modulus / kPa 0.15[28] or 4.7 [14, 15, 30]
nucleus Poisson’s ratio 0.4999 [53]

Sekil 3.3 MCF-7 Hiiclerinin fiziksel araliklari[33]
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Sekil 3.4 MCF-7 hiicrelerinin harmonik frekanslari[33]

15 ml lik falcon igerisindeki icerisindeki MCF-7 hiicreleri diisiik ayarda vortexlendi
ve 1000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan siipernatant atildi.
Hiicreler 1 ml PBS ile resiispanse edildi. Siispanse haldeki hiicreleri ve ¢oziicii
olarak PBS iceren 15 ml lik falkon sonikator probuna baglanir ve agz parafilm ile

ortuldu.

Sonikator ¢alistirlmadan 6nce 15 ml falkon tiip 8 ml cizgisine kadar, i¢i buzlu su
dolu ve etrafi buza gomilmis erlen iceresinde bulunan tuzlu suya daldirilip 2
dakika 1s1l dengelenme icin beklendi. Bu durumdaki suyun 1s1l iletim katsayisi
yaklasik 0.5610 W/mK olup proptan tlretilen 1siy1 hizla transfer edebilmektir.
Bununla beraber Protein iceren PBS tamponunun 1s1l iletim katsayis1 bu degere
nazaran olduk¢a diisiik oldugu icin sonikasyon sirasinda prop sinirinda olusan
lokal 1siy1 hizla transfer edemeyebilmektedir. Tim islem sogutma olmadan
yapilirsa 1s1l kayip ihmal edildiginde stispansiyonun sicakligi yaklasik 45 °C ye
kadar ¢ikabilmektedir.

Sonikator 40 saniye siireyle ve 3 siklusa(Cycle) ayarlandi. Sonikator jeneratoriiniin
giic potansiyometresi %40 a ayarlandi. 40 sn aralikla uglanan islem arasinda 1sil
dengenin olusmasi ve lokal 1sinin transfer edilerek lokal sicakligin diismesi i¢in 10-

15 sn lik aralikla beklendi. Sonikasyon 5 sefer tekrar edildi.

Sonikasyonun ardindan berraklasan ¢ozelti 10.000 rpm de 3 dk santrfiij edildi.

Stipernantant1 dikkatlice hacmi pipet ile o6lclilerek alindi. Kalan hiicre deprisi
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falkon tlipde saklandi. Siipernatanta antijen hazirlanma kodu, hiicre iiretim batch
kodu verildi. Lizattaki protein miktarinin tayini amaciyla spektrofotometrede 260

ve 280 nm de 6l¢iimleri alindi. Lizat -40 °C saklandi ve eritilir eritilmez kullanildu.
3.2.14 Lizatlardaki Protein (Antijen) Miktarinin Tayini

Lizatlardaki protein miktarlarinin él¢iilmesi amaciyla Lowry metodu kullanildi ve

hesaplamalar modifiye edilmis Warburg-Christian denklemiyle hesaplanildu.
3.2.14.1 Lizatlarin Spektrofotometrik Ol¢iimii

-40 °C donmus durumdaki lizatlar ¢ozdiiriildii ve vortekslendi. icerisinde gozlenen
partikiiller 10.000 rpm de 3 dk santrifiijlendi, siipernatant alind1 ve ¢ékelen kisim
atildi. Laminar flow kabininde 100 pl lizat alind1 ve 1400 pl saf su ile ependorf
icerisinde karistirildi. Seyreltme katsayisi1 15 olarak kaydedildi. Spektrofotometre
de Sabit absorbans degerine gelindikten sonra 3 kez 6l¢iim alindi ve kaydedildi. 3

kez tekrar edilen dl¢gtimlerin aritmetik ortalamasi alindi [13].

3.2.14.2 Modifiye Warburg-Christian Denklemiyle Protein Miktarlari

Hesaplanmasi

a)Aritmetik ortalama formiili;

Birinci 8l¢iim+ikinci 6lgiim+Ugiingii 6lgiim
3

Ortalama Absorbans= (3.1)

b)Modifiye Warburg-Christian denklemiyle Protein konsatrasyonunun

Belirlenmesi:
Protein konsantrasyonu (mg/ml) = (1,5 * ABS280 nm) - (0,75 * ABS260 nm) (3.2)

Ortalama absorbans 3 ayri1 oOl¢iim alinarak denklem 3.1 de yerine yazilip
hesaplandi. 260 nm de 280 nm dalga boyu icin hesaplanan ortalama absorbans
degeleri denklem 3.2 yerine konularak protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Hesaplanan protein miktarlari antijen stogu olarak kaydedildi.

3.2.15 Formiilasyonlarin Makrofaj Kiiltiir Sisteminde Nitrik Oksit
immiinostimiilasyonun Incelenmesi
insan meme kanserine kars: poliklonal ve ya monoklonal antikor iiretirmesinde

uygun protein miktari ile uygun adjuvantlarin kombinasyonunun sec¢ilmesi de
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oldukca 6nemlidir. Insan meme kanser hiicre lizatindan elde edilen farkli protein
miktarlar1 ile adjuvan (polioksidonium,Freund) karisimlarinin makrofaj hiicre
kiltir sisteminde immiinostimiilan etkinligi incelendi. Deneylerde Makrofaj
Hiicrelerinin Kiiltiirti J774 fare makrofaj hiicre hatti %10 FBS iceren RPMI11640 (
medyumda ve %5 CO 2 37°C etiivde gerceklestirildi . Makrofajlarin Antijen ve
Adjuvanlarla Muamelesi icin Makrofaj hiicreleri 9611k well plate 10.000 hiicre/well
olucak sekilde ekildi ve 24 saat %5 CO2 iceren 37°C etiivde inkiibasyonun
ardindan g¢esitli konstrasyonlarda (2,5pg/ml, 5pg/ml, 10ug/ml, 20pg/ml, 30pg/ml,
40pg/ml, 50pg/ml, 80pg/ml, 160ug/ml) hazirlanan formiilasyonlar besiyeri ile
ayarlanarak eklendi. 48 saat inkubasyonun ardindan siipernatantlar toplarak
Griess reaktifi ile reaksiyona sokuldu. Reaksiyonun ardindan 540 nm de

absorbanslar alindi[12].
3.2.15.1 Makrofaj Kiiltiiriiniin yapilmasi:

%10 FBS iceren RPMI 1640 besiyeri 25 cm2 'lik flaskta yaklasim ¢ogaltilan j774
fare makrofaj hiicreleri Thoma lamui ile sayilarak 96 Ii hiicre kiiltiir pleyti iizerine

kuyu basina 10.000 j774 makrofaj hiicresi olarak sekilde ekildi[12].
3.2.15.2 Griess reaktifi’nin hazirlanmasi:

20 ml distile suya 2,5 ml fosforik asit eklendi. Bu ¢ozeltiye sirasiyla 0,1 g N-(1-
Naphthyl)Ethylenediamine ve 1 g Sulfanilamide eklenerek karistiricida ¢éziinmesi

saglandi. Ardindan ¢6zelti distile su ile 100 ml ye tamamlandi[12].
3.2.15.3 Standartlarin hazirlanmasi:

10 ml RPMI 1640 besiyeri icinde 0, 345 g Sodium Nitrite(sodyum nitrit) 500uM
olacak sekilde ¢6ziildii. Daha sonra ¢esitli konsantrasyonlarda( 100 uM, 50 uM, 25
uM, 10 uM, 5 uM, 1, uM 0,5 pM, 0 uM ) standart ayarlandi[12].

3.2.15.4 Griess reaktifi ile antijen eklerek 48 saat inkube edilmis j774

makrofaj hiicrelerinin siipernatantinin reaksiyona sokulmasi:

Standartlardan ve NO 6lciimii yapilacak kiiltiir ortamindan 50 pl alinarak 96’lik
plate eklendi. Orneklerin iizerine 50 ul Griess reaktifi eklendi ve oda sicaklifinda

10 dk. inkiibasyona birakildi. 540 nm’de 96 well pleyt okuyucuda(Plate reader)
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absorbanslar olgiildi. Standartlar kullanilarak nmol/ml biriminden NO miktar

belirlendi[12].

3.2.15.5 Kalibrasyon Dogrusu Denkleminde interpolasyon ile Sonu¢larin

Degerlendirilmesi;

Standartlar egrisi

120
y=289,8x- 15,628

100 R?=0,9984

80 /
/ —Standartlar egrisi
60
40 / —— Dogrusal (Standartlar
/ egrisi)
20 /
O T

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

-20

Sekil 3.5 Nitrik oksit standartlar: kalibrasyon egrisi

Standartlar egrisitizerinde mikrosoft excell ile ¢ikarilan dogru denklemi ve
R2 degeri sekil 3.5 de goriilmektedir. Intrapolasyon metodunun tam tersi olarak
uygun olarak denklemdeki absorbans degerleri x egrisi {lizerinde ve
konsantrasyonlar ise y egrisi lizerinde goriilmektedir. Denklemde x’de yerine
konulan absorbans ile konsantrasyon hesaplandi. Kuyulardaki sivi hacmi

lizerinden ise tiretilen NO miktar1 mol cinsinden hesaplanilabilmektedir.
3.2.16 Antijen Stoklarinin Hazirlanmasi

Her lizasyon (antijen hazirlama metodu) metodu icin ayr1 ayr1 stoklanmis
orneklerden, spektrofotometre ile belirlenen protein konsantrasyonundaki
antijenin as1 formilasyonu amaciyla hazirlanmasi igin oOncelikle 1 mg/ml
konsantrasyona ayarlanmasi yapildi. Bunun i¢in stok antijen sollisyona Kkiiltiir
PBS'i eklenerek dilisyon yapildi. Lizasyon sonrasil mg/ml protein
konsantrasyonundan diisiik konsantrasyondaki lizatlar yeterli konsantrasyonda
antijen icermedikleri icin kullanilmayarak atilmislardir. Asagidaki birimsiz antijen

diliisyon formiilii kullanilarak eklenmesi gereken Kiiltiir PBS'i hacmi hesaplandi.
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Hesaplanan miktarda Kiiltiir PBS'i ile stok antijen sollisyonu Kkaristirlip

pipetajlandi ve immiinizat (as1) hazirlanmasi i¢in kullandi.
Y= Lizat hacmi(ml cinsinden)

X=Lizat antijen(protein) konsantrasyonu (mg/ml cinsinden)
K= Eklenecek PBS hacmi(ml cinsinden)

T=1 mg/ml, sabit katsayisi

K=YX-T)

3.2.17 Immiinizat Hazirlanmasi

3.2.17.1 Immiinizat Gruplar1 Ve Kodlar1

Arastirilacak formiilasyonlar adjuvan tipine goére Polioksidonyum ve Freund grubu
(Comple Freund's Adjuvan,CFA) olarak iki ana gruba ve antijen hazirlama
teknigine gore 3 alt gruba ayrildi. Bu gruplar icin 6zel bir kod sistemi gelistirildi.
Hayvan gruplari 6 karakterli kodland. Ilk karakter antijenin elde edildigi hiicre
hattinin kisaltmas1 2. , 3. ve 4. karakterler antijen hazirlama metotlarinin
kisaltmalarin1 5. karakter Adjuvan tipini, 6. karakter ise hayvanin numarasini

gostermektedir. MCF-7 icin Kodlamalar ve kodlamalarin agiklamalar1 tablo 3.1

gosterilmektedir.
Tablo 3.1 Asi formiilasyonlari tablosu
Grup kodu Hiicre Kodu Lizat hazirlama | Kullanilan Adjuvan
metodu
MSonE MCF-7 sonikasyon Freund grubu
MSonP MCF-7 sonikasyon Polioksidonyum
MOtoE MCF-7 otoklav Freund grubu
MOtoP MCF-7 otoklav Polioksidonyum
MDocF MCF-7 dondurma-¢6zme | Freund grubu
MDogp MCF-7 dondurma-¢6zme | Polioksidonyum
MKon1 Hiicresiz Lizat yok Adjuvan yok
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3.2.17.2 Polioksidonyum Grubu Asilarin Hazirlanmasi
Polioksidonyum soliisyonunun hazirlanmasi

Rusya veya Bagimsiz Devletler Toplulugu (BDT) tliye devletlerinden Kkisisel iliskiler
yolu ile getirtilmis halihazirda terapotik ila¢ olarak BDT devletlerindeki
eczanelerde bulunan bu tiriiniin 4 siseli ve sise basina 6 mg polioksidonyum iceren
formiilasyonu ¢alisma i¢in kullanildi. 6 mg liyofilize polimer igeren kuru toz 2,4 ml

PBS ile ¢oziilerek hazirlandi. Vortexlendi etiketlenip buz dolabinda saklandi.

Sonikasyon ile hazirlanmis antijen ve polioksidonyum iceren immiinizat(asi)

formiilasyonun hazirlanmasa:

Plastik Eppendorf tiiplere 300 ul Sonikasyon ile hazirlanmis antijen konuldi.
Uzerine 300 pl polioksidonyum polimer adjuvan soliisyonu eklendi. Karisim,
hayvan basina 200 pl olarak insiilin enjektorlerine alindi. Farkli sayida hayvan
kullanim i¢in ise 2,5 mg/ml konstrasyonda polioksidonyum ve 1mg/ml

konstrasyonda antijen i¢cin asagidaki formiil kullanilds;

Hayvan sayis1 = N Hayvan basina immiinizat hacmi=200 pl
Lizat miktari=100*N pl

Polioksidonyum miktari=100*N pl

Otoklavlama ile hazirlanmis antijen ve polioksidonyum i¢ceren immiinizat(asi)

formiilasyonun hazirlanmasa:

Plastik Eppendorf tiiplere 300 ul otoklavlama ile hazirlanmis antijen konuldi.
Uzerine 300 ul polioksidonyum polimer adjuvan soliisyonu eklendi. Karisim,
hayvan basina 200 pl olarak insiilin enjektorlerine alindi. Farkli sayida hayvan
kullanim i¢in hazirlanan ise 2,5 mg/ml konstrasyonda polioksidonyum ve 1mg/ml

konstrasyonda antijen i¢cin asagidaki formiil kullanilds;
Hayvan sayis1 = N Hayvan basina immiinizat hacmi=200 pl
Lizat miktari=100*N pl

Polioksidonyum miktari=100*N pl
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Dondurma-c¢oézme ile hazirlanmis antijen ve polioksidonyum iceren immiinizat(asi)

formiilasyonun hazirlanmasa:

Plastik Eppendorf tiiplere 300 pl Dondurma-¢ézme ile hazirlanmis antijen konuldi.
Uzerine 300 ul polioksidonyum polimer adjuvan soliisyonu eklendi. Karisim,
hayvan basina 200 pl olarak insiilin enjektorlerine alindi. Farkli sayida hayvan
kullanim i¢in hazirlanan ise 2,5 mg/ml konstrasyonda polioksidonyum ve 1mg/ml

konstrasyonda antijen icin asagidaki formil kullanildi;

Hayvan sayis1 = N Hayvan basina immiinizat hacmi=200 pl
Lizat miktari=100*N pl

Polioksidonyum miktari=100*N pl

3.2.17.3 Freund(Complete Freund's Adjuvant,Cfa) Grubu Asilarin

Hazirlanmasi

Sonikasyon ile hazirlanmis antijen ve Freund(Complete Freund's Adjuvant,CFA)

iceren immiinizat(as1) formiilasyonun hazirlanmasi:

Plastik Eppendorf tiiplere 300 pl sonikasyon ile hazirlanmis antijen konuldu.
Uzerine 300 pl Komple Freund adjuvam (1mg/ml mycoplazma lizath) eklendi.
Karisim, hayvan basina 200 pl olarak insiilin enjektorlerine alindi. Farkh sayida
hayvan kullanim i¢in ise 1 mg/ml mycoplazma lizat1 iceren komple freund

adjuvani ve 1mg/ml konstrasyonda antijen i¢in asagidaki formiil kullanilds;
Hayvan sayis1 = N Hayvan basina immiinizat hacmi=200 pl
Lizat miktari=100*N ul

Freund Adjuvani miktar1 =100*N pl

Otoklavlama ile hazirlannms antijen ve Freund (Complete Freund's

Adjuvant,CFA) iceren immiinizat(as1) formiilasyonun hazirlanmasi:

Plastik Eppendorf tiiplere 300 pl Otoklavlama ile hazirlanmis antijen konuldi.
Uzerine 300 ul Komple Freund adjuvani(lmg/ml mycoplazma lizatli) eklendi.
Karisim, hayvan basina 200 pl olarak insiilin enjektdrlerine alindi. Farkli sayida
hayvan kullanim i¢in ise 1 mg/ml mycoplazma lizat1 iceren komple freund
adjuvani ve 1mg/ml konstrasyonda antijen icin asagidaki formiil kullanilds;
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Hayvan sayis1 = N Hayvan basina immiinizat hacmi=200 pl
Lizat miktari=100*N pl
Freund Adjuvani miktar1 =100*N pl

Dondurma-¢éozme ile hazirlannms antijen ve Freund(Complete Freund's

Adjuvant,CFA) iceren immiinizat(asi) formiilasyonun hazirlanmasi:

Plastik eppendorf tiiplere 300 pl otoklavlama ile hazirlanmis antijen konuldi.
Uzerine 300 ul Komple Freund adjuvani(lmg/ml mycoplazma lizath) eklendi.
Karisim, hayvan basina 200 pl olarak instlin enjektorlerine alindi. Farkl sayida
hayvan kullanim i¢in ise 1 mg/ml mycoplazma lizat1 iceren komple freund

adjuvani ve 1mg/ml konstrasyonda antijen i¢in asagidaki formiil kullanilds;
Hayvan sayis1 = N Hayvan basina immiinizat hacmi=200 pl
Lizat miktari=100*N ul

Freund Adjuvani miktar1 =100*N pl

3.2.18 Hayvanlarin Gruplandirilmasi Ve isaretlenerek

Birbirinden Ayirt Edilmesi

20 adet Balb/c tipi 6. haftasin1 doldurmus ve 7. haftasindan olan fare asagidaki
sekilde gruplandirildi:

e MSonF: 3 hayvan
e MSonP: 3 hayvan
e MOtoF: 3 hayvan
e MOtoP: 3 hayvan
e MDogF: 3 hayvan
e MDogP: 3 hayvan
e MKont: 2 hayvan

Gruplandirilan hayvanlarin kuyruklar birinci hayvan icin bir ¢izgi, ikinci hayvan
icin iki cizgi ve Ug¢lini hayvan icin U¢ cizgi olarak isaretlendi ve hayvanlar
belirlendi. Isaretlemeler her immiinizasyon ve serum eldesi giinii tekrarlanarak

silinmeleri ve hayvanlarin karismasi engellendi. Hayvanlarin grup icinde
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ayrilmalari ile hayvanlarin kodlar1 MSonF1, MSonF2, MSonF3, MSonP1, MSonP2,
MSonP3, MOtoF1, MOtoF2, MOtoF3, MOtoP1, MOtoP2, MOtoP3, MDog¢F1, MDog¢F2,
MDoc¢F3, MDo¢P1, MDo¢P2, MDo¢P3, MKont1, MKont2 seklinde olusturuldu.

3.2.19 Enjeksiyon Stresinin Engellenmesi

Enjeksiyon stresinin engellenmesi i¢cin hayvanlar gruplandiriir iken
handling(alistirma) edildi ve arastirici tarafindan yeni kafeslerine konuldu. Her
asilama oOncesi 15 dakika hayvanlar ile ayni ortamda bulunuldu, bu sirada
konusularak sese de alismalar1 saglandi. Kafesinde saklanma egilimde olan
hayvanlara kapali el gosterilerek koklamalar1 ve arastriciya alismalar1 saglandi.
Gomme giidisu icerisinde olan ve kafesindeki talaslar1 eseleyen hayvanlarin
asilanmalari ve kan alinmalari geciktirildi ve grup icerisinde en son olarak islemler
uygulandi. Asilamalarin tim safhasinda mimkiin oldugunca ilk kan alan ve
enjeksiyonu yapan veteriner hekim ile g¢alisildi. Hayvanlar firsat bulundukg¢a

enselerinden sevilerek stresslerinin azalmasi saglandu.

Tim calisma sirasinda stress faktoriiniin immiin sistem tizerindeki baskilama
durumu goz ontinde bulundurularak tiim hayvanlarin bolge degisimi ayni anda
yapildi. Tim hayvanlar icin tiim islemler bitene kadar biitiin ¢alisma grubunun
calisma bolgesinde kalmasina 6zen gosterildi. Hayvanlardan gelen Kan, idrar, diski,
asl, ter gibi kolular ile arastirmacilar ve calisan veterinerden gelen ter ve nefes
kokusu gibi kokulara asilama basamaklar ilerledikte alismalar1 amacglandigi icin
hayvanlar olabildigince veteriner, arastirmact ve grup kafeslerinde diger

hayvanlari ile ayni odada kalmalari saglandi.
3.2.20 Immiinizasyon Ve Serum Eldesi

Serum eldesi icin alinan tiim kanlar asilama éncesinden alindi ve ardindan asilama
yapildi. Periton zarindan enjekte edilen ilaglarin dolasima baslama ve kana
karisma zamani yaklasik 1-5 dk araliginda oldugu i¢in kanlarin asilamadan 6nce
alinmasi serumlar icerisindeki antijen kontaminasyonu azaltmistir. Her uygulama
baslangicinda hayvanlara asilama ve kan alimina baslamadan 6nce sorumlu

veteriner hekim ile goriisiildii ve kafeslerinin yerleri degistirilmeden 6nceki 15
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dakikalik alistirma asamasinda kafes disindan hayvanlar tek tek kontrol edilerek

olusabilecek komplikasyon varlig1 gozlemlendi.

Kanlar fare kafa boyun kismi ana mandibular venden, ven igne ile tahrip edilerek
ve eppendorf tliipe damlatilarak alindi. Her ¢alisma 6ncesi hayvan basina 200 pl
kan alindi.  Kanlar asilama asamasinin hemen ardindan 4000 rpm'de 7 dakika
siireyle santrifiij edildi ve siipernatant toplanarak korumali ve igerinde buz akiisii
bulunan strafor kaplar ile boliime getirildi dik vaziyette -40 °C derecedeki dolapta
donmalar1 saglandi. Fare peritonuna enjekte edilecek asilarin sterilitelerinin
agillama anina kadar bozulmamasi icin Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik
Boliimii Hiicre Kiiltiiri ve Doku Miithendisligi laboratuarlarindaki laminar kabinde
agz1 kapal olarak ayr1 ayri posetlerine alindi ve buz akiisii bulunan strafor kaplar
ile Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkez
Laboratuarina 6zel arag ile 30 dk siirede soguk zincirde gotiiruldi. Asilama rejimi

olarak 10 glinde bir 6gleden sonra 14:30-16:00 saatleri arasi segildi ve uygulandi.

Tim As1 Formiilasyonlar1 Tiim hayvanlar i¢in ayri ayri insilin enjektorlerinde
laminar kabinde hazirlarak gruplandirildig i¢in asilama sirasinda grup icerisindeki

hayvan ve asi karismasi durumu olusulmasina imkan verilmedi.
3.2.21 immiinizasyon Kontrolii (MCF-7 Spesifik Elisa)

immiinizasyon kontrolii amaciyla Balb/c tipi farelerden elde edilen kan
serumlarinda MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinin lizatlar1 6zgtl antikorlarin
(Poliklonal) bulunup bulunmadiginin tespiti amaciyla fare serumlarinin MCF-7
lizat1 ile kaplanmis elisa pleytlerinde sandivic¢ elisa modeline uygun olarak elisalari

yapildi.(Sekil 3.6)
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Sekil 3.6 Meme kanserine karsi olusturulmus antikorlar tespit etmek amaci ile
yapilan ELISA testinin sematizasyonu

3.2.21.1 96 'LI Kuyularin Kaplanarak Mcf-7 Antikoruna Ozgiil Elisa Pleyti
Uretimi

Antijen kaplama tamponu 100ul olarak kuyulara eklendi.(Kuyu icerisinde 1pg
antijen bulunur.) Alimunyum folyo ile pleytlerin tizeri kapatildi. 4°C’de bir gece

boyu inkiibe buzdolabinda edildi. Bir gece inkubasyondan sonra PBST tamponu ile

3 kez 300 pl hacimde elisa washer cihazinda yikandi.
3.2.21.2 96'LI Pleyt Kuyularinin Bloklanmasi

Bloklama islemi kullanicak serum ve sekonder antikorun elisa pleytine bagh
serbest ucglarin1 engeller. Yikama isleminin ardindan Bloklama ¢o6zeltesinden
kuyulara 150ul eklendi. 37°C’deki karbondioksitsiz inkubatérde 1 saat inkiibe
edildi. iInkubasyondan sonra PBST tamponu ile 3 kez 300 ul hacimde elisa washer

cihazinda yikandu.
3.2.21.3 Serumlarin Eklenmesi Ve inkubasyonu
Serumlar -40 °C deki buz dolabindan ¢ikarildi, diizenlendi, oda sicakliginda

erimeye birakildi. Erime tamamlandiktan sonra +4 °C dolabinda bekletildi.
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Serumlar 1/100 diliisyonda PBSTM ile dilue edildi. Kuyulara 150ul eklendi.
Negatif ve pozitif orneklerde ayni diliisyonda sulandirildi. 1 saat 37°C'de
karbondioksitsiz inkubatérde inkiibe edilir. inkubasyondan sonra PBST tamponu

ile 3 kez 300 pl hacimde elisa washer cihazinda yikandi.
3.2.21.4 Sekonder (ikincil) Antikorlarin Eklenmesi Ve inkubasyonu

Alkelen fosfataz konjuge Poliklonal Anti-Mouse IgG keci antikoru 1/1000
oraninda PBST ile sulandirilarak her kuyuya 100ul eklendi. 1 saat 37°C’de oda
sicaklifinda inkiibe edilir. inkubasyondan sonra PBST tamponu ile 5 kez 300 ul

hacimde elisa washer cihazinda yikand.
3.2.21.5 Alkalen Fosfataz Substratinin Eklenmesi (PNPP, P-Nitrofenil Fosfat)

Kuyulara substrat ¢ozeltisi 100 pl eklendi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk.
inkiibe edildi.

3.2.21.6 Sonuglarin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

ELISA plate reader 450 nm dalga boyuna ayarlandi. Okuma koluna pleyt agz1 acik
olarak yerlestirildi. Absorbans degerleri cihaz tarafindan okunarak kayit edildi.

Sonuglar alinip excell tablosuna gecirilerek grafik haline dontstirildu.
3.2.21.7 Elisa Planlarina Ornek Teskil Etmesi icin ilk 3 Plate Plam

ilk 3 immiinizasyon sonucunun belirlenmesi amaciyla gecmiste yapilan elisa'nin
plani asagidadir. ELISA planindaki tiim gruplar 3 kuyuya eklenmis ve sonuglar bu 3

kuyu tizerinden ortalama alinarak hesaplanmistir.

A. Kontrol Kuyusu 1 (Kaplama Yapilmamis)

B. Kontrol Kuyusu 2 (Kaplama Yapilmis ve Antikor Eklenmemis)
C. Standart 1 (%10 antikor)

D. Standart 2 (%25 Antikor)

E. Standart 3 (%50 antikor)

F. Standart 4 (%75 antikor)

G. Standart 5 (%100 antikor)
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H. MSonF: MCF-7 sonikasyon lizati+ Freund grubu, 1 numarali hayvan Asilama

Oncesi

J. MSonF: MCF-7 sonikasyon lizati+ Freund grubu, 2 numarali hayvan Asilama

Oncesi

K. MSonF: MCF-7 sonikasyon lizati+ Freund grubu, 3 numarali hayvan Asilama

Oncesi

L. MSonF: MCF-7 sonikasyon lizati+ Freund grubu, 1 numarali hayvan Ikinci

immiinizasyon

M. MSonF: MCF-7 sonikasyon lizati+ Freund grubu, 2 numarali hayvan ikinci

immiinizasyon

N. MSonF: MCF-7 sonikasyon lizati+ Freund grubu, 3 numarali hayvan Ikinci

immiinizasyon

0. MSonF: MCF-7 sonikasyon lizati+ Freund grubu, 1 numaral hayvan Ugiincii

immiinizasyon

P. MSonF: MCF-7 sonikasyon lizati+ Freund grubu, 2 numarali hayvan Ugiincii

immiinizasyon

R. MSonF: MCF-7 sonikasyon lizati+ Freund grubu, 3 numarali hayvan Ugiincii

immiinizasyon

S. MSonP: MCF-7 sonikasyon lizati + Polioksidonyum grubu, 1 numarali hayvan

Asilama Oncesi

T. MSonP: MCF-7 sonikasyon lizat1 + Polioksidonyum grubu, 2 numarali hayvan

Asilama Oncesi

U. MSonP: MCF-7 sonikasyon lizat1 + Polioksidonyum grubu, 3 numarali hayvan

Asilama Oncesi

V. MSonP: MCF-7 sonikasyon lizati + POX grubu, 1 numaral hayvan Ikinci

immiinizasyon

Y. MSonP: MCF-7 sonikasyon lizati + POX grubu, 2 numarali hayvan Ikinci

immiinizasyon
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Z. MSonP: MCF-7 sonikasyon lizati + POX grubu, 3 numarall hayvan Ikinci

immiinizasyon

AA. MSonP: MCF-7 sonikasyon lizati + POX grubu, 1 numaral hayvan Ugiincii

immiinizasyon

AB. MSonP: MCF-7 sonikasyon lizati + POX grubu, 2 numarali hayvan Ugiincii

immiinizasyon

AC. MSonP: MCF-7 sonikasyon lizati + POX grubu, 3 numaral hayvan Ugiincii

immiinizasyon

AD. MOtoF: MCF-7 otoklav lizat1 + Freund grubu, 1 numarali hayvan Asilama

Oncesi

AF. MOtoF: MCF-7 otoklav lizati + Freund grubu, 2 numarali hayvan Asilama

Oncesi

AG. MOtoF: MCF-7 otoklav lizat1 + Freund grubu, 3 numarali hayvan Asilama

Oncesi

AH. MOtoF: MCF-7 otoklav lizat1 + Freund grubu, 1 numaral hayvan fkinci

immiinizasyon

A]. MOtoF: MCF-7 otoklav lizati + Freund grubu, 2 numarali hayvan Ikinci

immiinizasyon

AK. MOtoF: MCF-7 otoklav lizati + Freund grubu, 3 numaral hayvan ikinci

immiinizasyon

AL. MOtoF: MCF-7 otoklav lizati + Freund grubu, 1 numarali hayvan Ugiincii

immiinizasyon

AM. MOtoF: MCF-7 otoklav lizat1 + Freund grubu, 2 numaral hayvan Ugiincii

immiinizasyon

AN. MOtoF: MCF-7 otoklav lizati + Freund grubu, 3 numaral hayvan Ugiincii

immiinizasyon
AOQ. MOtoP: MCF-7 otoklav lizat1 + Pox grubu, 1 numaral hayvan Asilama Oncesi
AP. MOtoP: MCF-7 otoklav lizat1 + Pox grubu, 2 numarali hayvan Agilama Oncesi
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AR. MOtoP: MCF-7 otoklav lizat1 + Pox grubu, 3 numarali hayvan Asilama Oncesi

AS. MOtoP: MCF-7 otoklav lizat1 + Pox grubu, 1 numarali hayvan fkinci

immiinizasyon

AT. MOtoP: MCF-7 otoklav lizati + Pox grubu, 2 numarali hayvan Ikinci

immiinizasyon

AU. MOtoP: MCF-7 otoklav lizati + Pox grubu, 3 numarali hayvan Ikinci

immiinizasyon

AV. MOtoP: MCF-7 otoklav lizati + Pox grubu, 1 numaral hayvan Ugiincii

immiinizasyon

AY. MOtoP: MCF-7 otoklav lizati + Pox grubu, 2 numarali hayvan Ugiincii

immiinizasyon

AZ. MOtoP: MCF-7 otoklav lizati + Pox grubu, 3 numarali hayvan Uciincii

immiinizasyon

ABA. MDocgF: MCF-7 dondurma-¢6zme lizati + Freund grubu, 1 numarali hayvan

Asilama Oncesi

ABB. MDoc¢F: MCF-7 dondurma-¢6zme lizat1 + Freund grubu, 2 numarali hayvan

Asilama Oncesi

ABC. MDog¢F: MCF-7 dondurma-¢ézme lizat1 + Freund grubu, 3 numarali hayvan

Asilama Oncesi

ABD. MDog¢F: MCF-7 dondurma-¢ézme lizat1 + Freund grubu, 1 numarali hayvan
ikinci Immiinizasyon
ABE. MDog¢F: MCF-7 dondurma-¢ézme lizat1 + Freund grubu, 2 numarali hayvan
ikinci Immiinizasyon
ABF. MDog¢F: MCF-7 dondurma-¢6zme lizat1 + Freund grubu, 3 numarali hayvan
ikinci Iimmiinizasyon

ABE. MDoc¢F: MCF-7 dondurma-¢6zme lizat1 + Freund grubu, 1 numarali hayvan

Ugiincii immiinizasyon
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BAF. MDog¢F: MCF-7 dondurma-¢o6zme lizat1 + Freund grubu, 2 numarali hayvan

Uciincii Immiinizasyon

ABG. MDog¢F: MCF-7 dondurma-¢6zme lizat1 + Freund grubu, 3 numarali hayvan

Ugiincii Immiinizasyon

AGH. MDog¢P: MCF-7 dondurma-¢6zme lizati + Pox grubu, 1 numarali hayvan

Asilama Oncesi

ABJ]. MDo¢P: MCF-7 dondurma-¢6zme lizati + Pox grubu, 2 numarali hayvan

Asilama Oncesi

ABK. MDo¢P: MCF-7 dondurma-¢ézme lizat1 + Pox grubu, 3 numarali hayvan

Asilama Oncesi

ABL. MDog¢P: MCF-7 dondurma-¢ézme lizat1 + Pox grubu, 1 numarali hayvan Ikinci

immiinizasyon

ABM. MDo¢P: MCF-7 dondurma-¢ézme lizat1 + Pox grubu, 2 numarah hayvan Ikinci

immiinizasyon

ABN. MDogP: MCF-7 dondurma-¢ézme lizat1 + Pox grubu, 3 numarali hayvan Ikinci

immiinizasyon

ABO. MDog¢P: MCF-7 dondurma-¢ozme lizati + Pox grubu, 1 numarali hayvan

Ugiincii Immiinizasyon

ABP. MDog¢P: MCF-7 dondurma-¢6zme lizat1 + Pox grubu, 2 numarali hayvan

Ugiincii Immiinizasyon

ABR. MDo¢P: MCF-7 dondurma-¢ézme lizat1 + Pox grubu, 3 numarali hayvan

Ugiincii Immiinizasyon

ABS. Kont: Kontrol grubu, 1 numarali hayvan Asilama Oncesi

ABT. Kont: Kontrol grubu, 2 numarali hayvan Asilama Oncesi

ABU. Kont: Kontrol grubu, 1 numarali hayvan ikinci Immiinizasyon
ABV. Kont: Kontrol grubu, 2 numarah hayvan ikinci immiinizasyon

ABY. Kont: Kontrol grubu, 1 numaral hayvan Ugiincii Immiinizasyon
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ABZ. Kont: Kontrol grubu, 2 numaral hayvan Ugiincii immiinizasyon

3.2.21.8 Elisa Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi Ve Elisa Sonug¢larinin

Degerlendirilmesi

Kalibrasyon egrisi ¢ikarilmasi amaciyla, 5 adet konsantrasyonu bilinen antikor
ornekleri kuyulara substrat ¢ozeltisi ile birlikte eklendi. Okumanin ardindan
spektrofotmetrik olarak olglilen degerler excell programinda karsilarina
konstrasyonlar gelecek sekilde grafige gecildi. Grafik olusturma islemi igin
kullanilan veriler her ELISA pleyti icin tekrar olgiildii ve olusturulan kalibrasyon
egrisi antikor Kkonstrasyonlar1 serum antikor dlzeyinin hayvan saglk
sinirlarinda(Balb/c tipi farenin yasamini idare ettirebilecegi en yiiksek antikor
seviyesi) olup olmadiginin degerlendirilmesi i¢in kullanildi. Kalibrasyon egrisi
cikarilmasi icin kullanilan deger ve egrinin kullanilmasi asagidaki gibidir(tablo 3.2,

sekil 3.7);

Tablo 3.2 ELISA kalibrasyon él¢iimleri

Kalibrasyon islemleri(Korlemeler)

Kalibrasyonl 0,576867 0,536867 Konsatrasyonl 1

Kalibrasyon2 0,430667 0,390667 Konsatrasyon2 0,75

KALIBRASYON4 0,328667 0,288667 Konsatrasyon4 0,5

Kalibrasyon3 0,103667 0,063667 Konsatrasyon3 0,25

Kalibrasyon5 0,064333 0,024333 Konsatrasyon5 0,1
Kor: 0,04
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Kalibrasyon egrisi (Korlemeli)

0,6
y=0,5898x-0,0459
2:
05 p 4 R2=0,9829
0,4
—4— Kalibrasyon egrisi
0,3 (Korlemeli)

—— Dogrusal (Kalibrasyon

0,2 / edrisi (Korlemeli))
0,1 /

Sekil 3.7 Kalibrasyon egrisi olarak kalibrasyon 6l¢timlerinin grafigi

ELISA sonuglarinin degerlendirilmesi icin elde edilen absorbanslar kér hayvan
olarak adlandirilmis kontrol grubundan elde edilen serumlarin ELISA absorbans
degerleri ile immiinize edilmis (Asilanmis) hayvanlardan elde edilen serumlarin
oranlanmasi ile elde edildi. Kalibrasyon egrileri icin yapilan kalibrasyon kuyulari
pozitif kontrol kabul edilip, her pleyt de ayrica kérleme i¢in kor kuyusu ve negatif

kontrol icin ise sadece substrat soliisyonu iceren kuyu eklenmistir. (Sekil 8,9)
3.2.22 Balb/C Sakrifikasyonu Ve Dokularinin Eldesi

inhalasyon ajani ile bayiltilan fare %70 alkole batirildi ve laminar flow altinda
sabitlendi. Ilk olarak dalak bélgesinden peritonu agilan hayvanin dalagi RPMI 1640
besiyerine alindi. Hayvanin karaciger, bobrek, akcigerkalp,kas ve ovaryum

dokular1 %10 formalin icerisine konuldu. (Sekil 3.8, 3.9, 3.10)
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Sekil 3.9 Balb/c Fare sakrafikasyonundan sonra dalagin laminar kabinde
cikarilmasi
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Sekil 3.10 RPO besiyeri icerisindeki Balb/c fare dalag:
3.2.23 Hiicresel Fiizyon

3.2.23.1 Fiizyona Hazirhik Asamalari
Myeloma hiicrelerinin hazirlanmasi:

Flzyondan hemen 6nce, flasklarindan kaldirilan hiicreler 50 mI’lik santrifiij tiiptine
alind1 ve 1200 rpm’de 10 dk boyunca santriflij edildi. Stipernatant dokiildu ve
hiicre pelleti serum RO ile siispanse edilir. Bu islem 3 kere tekrar edildikten sonra

RO ile siispanse edilerek fiizyon i¢in gerekli sayim yapilir [13].
Dalagin Kandan Arindirilmasi ve Yikanmasi ve Splendosit eldesi:

Balb/c tipi Fareden c¢ikarilan dalak, RPMI 1640(R0) iceren 15 ml’lik steril falkon
icerisine alindi. Laminar flow kabin icerisinde steril petriye transfer edilen dalak

damarlarindan bulunan kandan arindirildi ve RO ile yikanir[13].

Yikama islemi tamamlandiktan sonra, yeni steril petriye alinan dalak 0,70 pm’lik
cornings filtre lizerinde enjektoriin tersi ile ezildi ve devamli surette iizerine RO
eklenerek kurumasi engellendi. Steril petri icerisinde biriken hiicreler serolojik

pipet yardimu ile steril falkonlara aktarildu.
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Falconlara toplanan hiicreler 800 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edildi. Kan
serumunun hiicrelerden uzaklastirilmasi olduk¢a énemlidir bu sebeten dolay1 bu
islem 3 kere tekrar edildi. En son santrifiijden sonra hiicreler RO ile resiispanse

edildi ve fiizyon icin Thoma laminda sayim yapildi[13].
3.2.23.2 Hiicresel Fiizyonun Gergeklestirilmesi

Hiicreler 1 myeloma ve 10 dalak hiicresi oraninda karistirildi. Karistirilan hiicre
stispansiyonlar: steril falcon igerisinde toplandi1 ve 10 dk boyunca 1250 rpm'’de
santrifiij edildi. Siipernatantin tamaminin uzaklastirilmasi saglandi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti hafifce vurularak resiispanse edildi. 1 dakika
boyunca pipet ile damlatarak 1ml PEG(Polietilen glikol) soliisyonu eklendi.
Karistirllma yapilmadan 1 dakika silireyle dinlendirildi. Sonrasinda hiicreler
yavasca pipetle karistirildi. Fiizyon karisimina 4 ml serum icermeyen RPMI
eklendi. 4 dakika boyunca yavasca Kkaristirildi. Hiicrelere yavasca 10 ml RO
eklendi. 45 dk 37 °C su banyosunda inkiibe edildi. 30 ml R20 yavasca eklendi ve
1250 rpm devirde 7 dk boyunca +4 °C deki sogutmali santrifiijde santrifiijlendi.
Polietilen Glikoliin (PEG) uzaklastirilmasi igin siipernatant atildi ve HAT besiyeri
ile resiispanse edildi. Stispanse edilen hiicre pelleti 96 kuylu pleyt kuyu basina
100.000 hiicre olucak sekilde her kuyuya 150 pl hacminde dagitildi. 10-14 giin
boyunca %5 CO2’li inkubatérde 37°C de inkubasyona birakildi[13].

3.2.24 Fiuzyon Sonrasi Hibrit Bakimi Ve Hibridoma Se¢imi

Hibridomalarin besiyerleri 6lcek biiyiitmeye baslayana kadar iki sefer HAT iki
sefer de HT besiyeri ile yenilendi. Hibridomalarin kaynagi1 olan B hiicrelerinin
hiicresel metabolizmasina dogrudan baglantili olan bu durum sirasinda
hibridomalar antikor tiretimi yapmakta olup bu 6rnekler saklandi. Biiyiik ¢apli
biiylitmeye gecilene kadar besiyeri rejenerasyonu ile yaklasik 50 pl hacimde
siipernatant santrifiijsiiz toplandi. Toplanan siipernatantlar ELISA i¢in kullanildu.
Antijene 6zgiil hibridomalar1 se¢mek icin uygulanacak ELISA testi ile yiiksek
oranda antikor Uretimi yapan hibridomalar belirlenerek isaretlendi. Bununla
beraber ¢alismalarin ilerleyen safthalarinda kromozom kayiplarinin neden oldugu
apoptoz, metabolizma hizlanmasi veya yavaslamasi durumlari sonucu degisen
ELISA test sonuglar 6lgek biiylitme sirasinda tekrar edildi[13]. Genel olarak
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kuyulardan alinan siipernatant ile yapilan ELISA  calismasi siipernatant
seyreltmeden gerceklestirilmistir. Sekil 3.11 ve 3.12 de HAT ve HT besiyerindeki

hibridoma hiicreleri gériinmektedir.

Sekil 3.11 Hibridomalar 14. giiniin ardindan mikroskobik olarak oldukga kii¢iik
hiicreler olarak gozlenebilmektedir.

Sekil 3.12 HT besiyerinde apoptoza ugrayan myeloma hiicreleri
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4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Mcf-7 insan Disisi Meme Kanseri Hiicrelerinin Biyokiitle

Uretiminde De-Novo Plato-Ph Uretim Teknigi Sonuclari

Tim Plato-pH teknigi i¢in uygulama dongilisii 24 saatir. 4 dongl icin 4 giin
harcanmaktadir.1 giin hiicrelerin ilk ekimine ve tutunmasina, 1 gilin ise
biyokiitlenin toplanmasina i¢cin harcanmakta olup 6 giinliik siirede bir 75 cm? lik
flasktan 4 kat lizat proteini artis1 ile % 45 harcanan besiyerinde disis

gerceklesmedir.

Tlim tez doneminde sadece 2 sefer maksimum 8 kath kiiltiir uygulamasi yapildi ve
bunlar olas1 optimizasyon st sinir kontrolii amacgh deneysel uygulamalardi. Asi
hammaddesi olmasi icin lizasyona gonderilen tiretimlerde ise hiicreler 4 seferden

fazla Plato-pH uygulamasina maruz birakilmadi.

Tum tez doneminde haftada 4 adet 75 cm? lik flask kullanildi, 3 adetinden hiicreler
toplanarak lizasyona tabi tutuldu ayda bir sefer 25 cm? lik flasktan taze inokiilim

ekimi alindi. Toplanan hiicrelerin yaklasik %75'i 4 sefer Plato-pH teknigine maruz
birakild.

4.2 Mcf-7 insan Disisi Meme Kanseri Hiicrelerinin Biyokiitle

Uretim Optimizasyonu Sonuglari

Ortalama tretim hizlar yaklasik olarak; DH10 Besiyeri i¢in 25 cm? lik flasklarda ve
5 ml hacimde 1 milyon canli hiicre inokiilimii durumunda iireme hizi 1.5*105
hiicre/ml*flask*glin miktarinda 5 milyon canli hiicre ekimi ile ireme hiz1 6*10°
hiicre /ml*flaks*glin miktarinda, 75 cm? lik flakslarda ise 10 ml besiyeri hacminde
ise 4 milyon hiicrelik inokiiliim i¢in 2*105> hiicre/ml*flask*giin miktarinda 8 milyon
hiicrelik inokiiliim ise 8*105 hiicre/ml*flask*giin liretim hiz1 gézlenmistir. DH15
besiyeri i¢cin 25 cm? lik flasklarda ve 5 ml hacimde 1 milyon canli hiicre inokiliimii
durumunda tUreme hiz1 2*105 hiicre/ml*flask*giin miktarinda 5 milyon canl hiicre

ekimi ile tireme hiz1 7-8*105 hiicre /ml*flaks*giin miktarinda, 75 cm? lik flakslarda
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ise 10 ml besiyeri hacminde ise 4 milyon hiicrelik inokiliim icin 4*105
hiicre/ml*flask*glin miktarinda 8 milyon hiicrelik inokiilim ise 8-9*10°
hiicre/ml*flask*glin lretim hiz1 gozlenmistir. DH20 besiyeri icin 25 cm? lik
flasklarda ve 5 ml hacimde 1 milyon canl hiicre inokilimii durumunda iireme
hiz1 3-4*10> hiicre/ml*flask*giin miktarinda 5 milyon canli hiicre ekimi ile tireme
hiz1 9*105 hiicre /ml*flaks*giin miktarinda, 75 cm? lik flakslarda ise 10 ml besiyeri
hacminde ise 4 milyon hiicrelik inokiiliim icin 6*105 hiicre/ml*flask*giin
miktarinda 8 milyon hiicrelik inokiiliim ise 10¢ hiicre/ml*flask*giin liretim hizi
gozlenmistir. DH20 besiyerine %20 sartlandirilmis MCF-7 st besiyeri yeri (DH20-
24 saat siire sarlandirilmis) eklenerek hazirlanan DH20-MCF20-24 besiyeri i¢in 25
cm? lik flasklarda ve 5 ml hacimde 1 milyon canl hiicre inokiilimi durumunda
tireme hizi 6*10> hiicre/ml*flask*giin miktarinda 5 milyon canli hiicre ekimi ile
tireme hiz1 10-11*105 hiicre /ml*flaks*gilin miktarinda, 75 cm? lik flakslarda ise 10
ml Dbesiyeri hacminde ise 4 milyon hiicrelik inokilim i¢in 8*10°
hiicre/ml*flask*giin miktarinda 8 milyon hiicrelik inokillim ise 3*10°

hiicre/ml*flask*giin tiretim hiz1 gézlenmistir.

Optimize normal MCF-7 biyokiitlesi iiretim rejimi ilk kriyobantan ¢ikarim sonrasi
DH10 besiyeri ile 4-5 giin stre ile iiretim ardindan 75 cm? lik flaska pasajlama,
ardindan ilk Uretim sonras1 48-72 saate pasaj olarak ilk iiretim déngiisii olarak
bulunmustur. As1 hammaddesi icin hazirlanan siirekli taze biyokiitlenin iiretim
dongiist i¢in ise DH15 veya DH20 besiyerinde pasaji gelen 75 cm flakstan 4 es
parcaya boliinerek alinan inokiiliimlerin 4 ayr1 75 cm? flaksa ekilmesi ardindan 3
adet 75 cm2 lik flaskin pasaji yapilarak PBS ile stoklanip lizasyon basamagina
gonderilmis kalan parca ise tekrar pasajlanarak dongiiye alinmistir. Hiicresel ve
hiicrelerarasi proteinlerin oranlarinda ¢ok fazla sapmaya neden olmamak adina
sturekli tiretim dongiisii maksimum 3 kez kullanilmis 3. dongliden sonra baslangi¢

dongiisiine gidilerek taze kiiltiir alinmistir.

4.3 Lizat Hazirlama Metotlarinin Verimlerinin Elde Edilen Protein
Miktarina Gore Karsilastirilmasi

Lizat Hazirlama Metotlar: icin yapilan protein kazanim verimi 6l¢iimii, tek stok

hiicre pelleti ¢oziilerek ve ardindan tlige boliinerek hatali 6l¢tim olasiligr distirildii.
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Elde edilen sonuglar asagidaki sekilde grafige gecildi. Sekil 4.1 de gorildiigi lizere
grafik gostermektedir ki antijen hazirlama metotlarindan en verimli metot

sonikasyon metodudur.

Lizat Hazirlama Metotlarinin Elde
Edilen Protein Miktarina Gore
Karsilastirnlmasi(mg/ml)
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Sekil 4.1 Lizat hazirlama metotlarinin elde edilen protein mikarina gére
karsilastirma grafigi

4.4 Antijen Miktarinin Ve Adjuvanlarin Makrofaj Kiiltiir
Sistemindeki Nitrik Oksit Tepkisinin (immiinojenitelerinin)

Degerlendirilmesi

Hayvanlar asilanmadan o6nce asilanacak as1 formiilasyonlarinin degerlendirilmesi
amaciyla makrorafaj kiiltiir sisteminde Nitrik oksit tepkileri 6l¢iilmiistiir. Sekil 4.2,
4.3, 4.4 de gorildigi lizere sonuclar gostermektedir ki 40 mikrogram/mililitre
konsatrasyonunda makrofajlarin nitrik oksit {lretiminde ani bir artis
gerceklesmistir. Makrojlarin otokrin yapisi goéz oniine alindinda bu ani artisin

diizgiin bir sitokin salimi ile gosterildigi ¢ikarimi yapilabilmektedir.

Bu sonuclardan yola ¢ikarak Balb/c tipi farelerin 2.5 ml kan hacmi bulunmasindan
dolayr hayvan basina 100 mikrogram antijen uygulmasi yapilmis, hayvanlardan
antikor tlretimi tespit edilmis, arkasindan hayvanlar sakrafiye edilerek dalaklari

toplanmis ve hibridomalar tiretilmistir.
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Ayrica bu sonu¢ Yildiz Teknik Universiversitesi Biyomiihendislik Ogrenci

Kongresinde poster olarak juriye sunulmustur.

J774 hiicre hattinin MCF-7
lizatinin miktarina goére NO
liretimine etkisi

M Fare Makrofaj
HUcre Hatti
J774'Un MICF-7
Lizatinin Protein
Miktarina Gore
Nitrik Oksit Cevap
Grafigi
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Nitrik oksit cevaplari{nmol/ml)

Protein Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4.2 ]774 hiicre hattinda MCF-7 hiicre lizatina karsilik tiretilen NO miktarini
gosterir cubuk grafik

Etkin Protein Degeri Belirleme
a0 Grafigi

160

Protein miktar grafigi

NITRIK OKSIT MIKTARLARI {nmol/ml)
=
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LiZATTAKI PROTEIN KONSANTRASYONU{jg/ml)

Sekil 4.3 ]774 hiicre hattinda MCF-7 hiicre lizatina karsilik iiretilen NO miktarini
gosterir cizgi grafik
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Sekil 4.4 MCF-7 lizat1 birlikte kullanilan Adjuvanlarin NO tretimine etkisi
(nmol/ml)

4.5 Lizatlardan Alinan Cékelti Hiicre Artiklarinin Giemza Ile

Boyanarak iceriklerinin Mikroskobik Olarak Gézlemlenmesi

Sonikasyon,otoklavla ve dondurma ¢6zme ile elde edilen antijenlerin dibinde kalan
hiicre debrislerinin goriintiilerinde sadece sonikasyon ile hazirlanan antijenlerin
artiklarinda kromozoma benzer goriinimler incelenmistir. Kromozom
gozlenmemesi olasi1 poliklonal antikorlarin icerisinde otoimmiin hastaliklarda
genellikle yiikselen anti-niikleotit antikoru ve anti-¢ift iplik DNA antikorlar1 varhigi
gosteriyor olabilir.Bununla beraber sonikasyon metoduyla olusturulmus lizatta
kromozom benzeri giemza boyasiyla boyanmamis yapilar gézlenmistir. Bu yapilara

kromozom benzeri yapilar olarak diistiniilmiistiir. (sekil 4.5, 4.6, 4.7)
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Sekil 4.5 Otoklavlama sonrasi sonrasi pelletten alinan stiriintiiniin giemza
boyanarak alinmis mikroskobi goriintiisii (100x)

Sekil 4.6 Sonikasyon sonrasi pelletten alinan siirtintliniin giemza boyanarak
alinmis mikroskobi goriintiisii (100x)
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Sekil 4.7 Dondurma Cozdiirme sonrasi sonrasi pelletten alinan siiriintiiniin
giemza boyanarak alinmis mikroskobi goriintiisii (100x)

4.6 Balb/C Serumlarinda Bulunan MCF-7 insan Disi Meme Kanser
Hiicre Antijenlerine Karsi Uretilmis Antikor Miktarlarinin

Karsilastirmah incelemeleri (Elisa Sonuglari)

Balb/c tipi asilanmis farelerin ilk 6 asilamasinin ELISA sonuglar gostermektedir ki
sonikasyon guubu antijen ile hazirlanmis hem freund adjuvanli hemde
polioksidonyum polimer adjuvanli immiinzatlarin etkinligi digerlerine nazaran
oldukea ytiksektir. Ayrica komple freund grubu antijenin etkinligi polioksidonyum
polimer adjuvanina nazaran ¢ok kiiciik farkh yiiksek olup freund adjuvaninin
kullaniminda ¢ikan saglik sorunlar1 goz oniine alindiginda polioksidonyum

polimer adjuvaninin oldukga iyi sonuglari oldugu sdylenebilir.
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®O0immiinizasyon
® 2, immunizasyon
® 3. immanizasyon
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4. imminizasyon
3.Imminizasyon
2.immiinizasyon
Oimmiinizasyon

Sekil 4.8 ilk 6 Immiinizasyon déngiisiinde elde edilen fare serumlarinin MCF-7
insan meme kanseri hiicre hattina karsi elisa sonuglarinin 3 boyutlu ¢ubuk grafigi

DCFL  peps

—= W
DCF3  pepy

DeP2 B
P soNFL o

B
SONF3

SONPL

T ——
SONP2 T—
SONP2 QTOF1

Ik 6 immiinizasyon beraber degerlendirilginde 6. immiinizasyonda bir pik
gozlenmistir. Bu ani yiikselme piki ¢ogu calismada olmakla beraber zamani
formiilasyona gore degisebilmektedir. Sekil 4.8 de goriildiigii lizere elisa absorbans

degerleri sonikasyon ile elde lizatlarin formiilasyonlari civarinda yogunlasmistir.

Asilanmamis Hayvana gére immiinizasyon oranlari
16

15,15

B Asilanmamig Hayvana gore immiinizasyon
oranlar

A S IA I R ASRAS LI I I
FE E I FRIN{GEF RS
TV LLL L LTSS

Sekil 4.9 Sakrafikasyon 6ncesi tiim hayvanlarin antikor 6l¢iimleri
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B lenfositleri elde etmek amaciyla gerceklestirilen dalak izolasyonu i¢in Balb/c tipi
farenin sakrafikasyonu(oldiiriilmesi) gerekmektedir. Bu zaman araligindan sonra
yurutiilecek calismada koken aldigi canlinin immiin yapisindan izole edilecegi i¢in
izole edilen ver hibridoma olusturulan B hiiclerindeki antikor tipleri, izotipleri gibi
degerler fotograf karesi gibi degismeden kalabilmektedir. Bu sebeble bu islem
oncesi immiunizasyon degerleri kontrol edilmektedir. Sekil 4.9 de goriildiigu tizere
absorbans degerleri immiinize edilmemis hayvana yapilan oranlama ile elde edilen

grafik calismada yol gosterici olmustur.

0,7

0,6

0,5 0. immiinizasyon
| 2 immiinizasyon

0,4 :
W3 Immunizasyon

0,3 B 4 immiinizasyon

0,2 W5 Immunizasyon
® 6 immiinizasyon

0,1

0 -
Dondur-Coz Sonikasyon Otoklavlama

Sekil 4.10 Gruplardaki anti-MCF-7 antikoru ELISA sonuclarinin ortalamasin, grup
ici ortalamasi ile elde edilen immiinizat formiilasyonlarinin sonug grafigi (lizasyon
metodunun gére gruplanmis)

Immiinizasyon icin secilen formiilasyonlardaki lizat hazirlama yéntemlerinin ilk 6
immiinizasyon icin formiilasyonlarin ortalama degerleri  alinarak
degerlendirilmistir. Ortalama degerler adjuvan tipinden bagimsiz sonuclar elde
edebilmek icin uygulanmis ve kiiciik farklar olmasina ragmen besiyeri ile
korlenmis ayrica immiinize edilmemis hayvanin absorbansi c¢ikarilarak elde edilen
absorbans yiikselmesi grafigi sonikasyonun lizat hazirlanmasindaki etkinligini

gostermektedir.(Sekil 4.10)
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4.7 Fiizyon Sonucu Elde Edilen Hibridomalarin Gelisimlerinin

Mikroskobik Goriintiileri

Flizyon sonunda 14.giiniin ardindan diizenli olarak hibridomalar izlenmis ve
besiyerleri rejenere edilmistir. Elde edilen veriler hibridomalarin apoptaz yatkin
bir hiicre hatt1 olmasina ragmen diizenli bakilmasi durumunda bu yatkinligin ¢ok

farkedilmedigidir.

Sekil 4.11 Hibridomalarin 14. giiniin ardindan ilk mikroskobi goriintiisti

Hibridomalar 14 giinlin sonunda hibrit olmayan hiicrelerden yavas yavas
ayrilmaya baslarlar. Parlak yuvarlak yapilar besiyeri yeni degistirilmis hibrit

hiicreleri gostermektedir(sekil 4.11)
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Sekil 4.12 Hibridomlarin fiizyonun ardindan 28.giindeki HAT besiyeriden HT
Besiyerine gecis sirasindaki goriintusi
Hibridomalar 28 giin civarinda hacimlerini arttirirlar. Bu hacim artis1 kisa siireli
gerceklesecek kiiltiirtin ilerleyen zamaninda hacimleri zamanla biylyiip

kugctilecektir.(sekil 4.12)

Sekil 4.13 Hibridoma bulunan kuyularin isaretlenmesi

Bir plakta ayni fiizyon sonucu es ayrilmis esit hiicre sayili kuyucuklar bulunmasina

ragmen sadece az bir béliimiinde hibridoma varhgi gozlenir. (sekil 4.13)
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Sekil 4.14 Hibridomlarin fiizyonun ardindan 48.giinde invert mikroskobi
goriiniitiisii(40X)

Canli hibridomalar renkli ve yuvarlak olup koloni formasyonu seklinde

mikroskobdan gozlenirler. (sekil 4.14)

Sekil 4.15 Hibridomalarin 96. giinde hibridoma dondurma soliisyonunda
dondurulmadan 6nceki mikroskobi goriintiileri (10X)

Koloni formasyonu dagitilan hibridomalar destekleyecek ylizey bulamadiklarinda
degrede olurlar. Bununla beraber degrede olmayan hiicrelerin sekilleri

yuvarlagimsidir. (Sekil 4.15)
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4.8 Herceptin ile Tezde Uretilen Poliklonal Antikorlardan Ayni

Miktarda Alinarak Yapilan Elisa Testinin Sonuglari

Herceptin monoklonal antikor olmasi sebebiyle tek bir epitop bodlgesine iceren
antikor icermektedir. Buna Karsilik poliklonal antikorlar icerdikleri poliklonal
seradan dolay1 bir¢ok epitop bdlgesini taniyan parcalar icermesinden dolay: elisa
testinde sonuclar: yiiksek ¢ikmaktadir. Bunun temel sebebi baglanilacak bolgenin
carpisma alaninda bulunma olasiliginin ¢ok bdlgeyi hedefleyen poliklonal

antikorlarda daha yiiksek olusudur.

Herceptin vs Poliklonal Antikorun insan
Meme Kanseri Hiicre Lizati(MCF-7 lizati)
ELISA Sonuglari

1,8 -
1,6 -
1,4
1,2 -

W Herceptin vs Poliklonal
Antikorun Insan Meme
Kanseri Hicre Lizati{MCF-7
lizat1) ELISA Sonuglan

08 -
06 -
04 -
02 -

1 mikrogram MCF-7 lizati, 1 mikrogram MCF-7 lizati,
20 mikrolitre Poliklonal 20 mikrolitre herceptin
Antikor

Sekil 4.16 Herceptin ve tez kapsamm(_ia retilen poliklonal antikorun
karsilastirmali ELISA Sonucu
Sekil 4.16 da gorildigu tlzere poliklonal antikorlar monoklonal antikorlara
nazaran 2 katdan daha fazla etkinlik gosterebilirler. Bu etkinlik ELISA sonugclarina
yansiyarak absorbansin yiikselmesine neden olur. Bu absorbans yiikselmesinin
temel nedeni c¢oklu epitoplara baglanan c¢oklu antikorun antijen ylizeyince
baglanabilecegi daha fazla bolge bulmasina dolaysiyla anitjene daha fazla sayida
baglanmasina sebebiyet verir. Bu durumda antijen poliklonal antikorla sarilir ve
bu sarili yapiya bircok sekonder antikor baglanarak ¢ok yapisinda bulunan ¢ok
sayida enzimin ELISA pleytinde yikanmadan kalmasina neden olur. Bir ¢ok enzim

ise substrati renkli iirtine dontistiiriirerek absorbansta yiikselmeye neden olur.
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5

SONUCLAR VE ONERILER

immiinizat biyokiitle tiretiminde kullanilan ancak hibridoma teknolojisinin antijen
tretiminde kullanimi bulanmayan pH modifikasyon teknigi (plato-ph {iretim
teknigi) kullanild1 ve sonuclar gostermistir ki %45 besiyeri ve kat liretim artisina

neden olmustur[34].

Literatlirde lizasyon metotlar1 olarak kullanilan fiziksel metotlardan sonikasyon,
1s1l lizasyon (otoklavlama) ve dondurma yontemleri karsilastirildiginda yazara
gore farkliliklar oldugu gozlenmis bu farkliklara o6rnek olarak ise literatiir
derlemesi olarak yayinlanan yayin 6rnek gosterilebilir[35]. Bununla beraber sonik
metotlarin lizasyon ve homojenizasyon sirasinda lokalize sicaklik artiglarinin
Uriine zarar vermesi ve dikkatli calismasi gerekmektedir. Azami dikkat
gosterilmesi durumunda mantiga da uygun oldugu sekilde en yliksek lizat verimin
sonikasyonda, ylksek verimin dondurma-¢6zdiirme, diisik verimin ise 1sil

yontemlerden otoklavlama da oldugu rahatlikla gézlenecektir.

Biyoproses islemlerinde kullanilan plato teknigi(high inoculum) ile pH
modifikasyonlar1  biyokiitle {iretimini arttirmaya yonelik olarak sikca
kullanilmaktdir[34]. Hibrididoma teknolojisinde kullanilmayan bu tekniklerin
immiinizat biyokiitlesi tretilebilmesi icin de kullanilabilecegi ve sonuglarda

etkilesime neden olmadig1 gosterilmistir.

8 adet poliklonal hibridoma tez sonucu olarak tretilmis ve 10 adet immiinize

edilmis Balb/c fareden elde edilen dalak dondurularak kriyobanta saklanmistir.

Herceptin ile karsilastirmali yapilan ELISA sonucu ile poliklonal antikorlarda
yliksek cikmasi gereken avidite degeri gosterilmistir. Avidite oram yaklasik 2,25
kat olarak tespit edilmistir.

Kanser immiinizasyonu ve kanser hibridomasi tiretmek amaciyla gergeklestirilen
immiinizasyonlarda sonikasyon yoluyla elde edilen antijenler ile polioksidonyum

adjuvani ve freund adjuvanin kullaniminin immiinizasyon sonucunu dondurma
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cozdirme ile elde edilen antijene nazaran %25 e yakin arttirdigi , otoklavla
uretilen antijene nazaran ise 2 kata kadar ytikselttigi tespit edilmistir. Bu sonuglar
1s181nda en etkili formiilasyonun MSonF ve MSonP oldugu fakat freund adjuvaninin
toksisitesi goz 6ntine alindiginda MSonP nin etkili ve toksik olmayan formiilasyon

oldugu tespit edilmistir.

Biyoproseslerde elde edilen bilgi ve deneyimin immiinizasyon g¢alismlarinda
denenerek uygulanmasi maliyetleri diisiiriip verimi yiikseltecektir. Immiinizasyon
icin gerekli antijenlerin biyokiitle turetimleri sirasinda mikrobiyal biyoproses ,
hayvan hiicre biyoproses dallarindaki verilerin de incelenerek iiretim sirasinda

kullanilmasini 6nerilmektedir.

Poliklonal antikorlarin aviditeleri daha yiiksek oldugu icin spesifivite sorunlarinin
asilmasinin ardindan monoklonal antikorlar yerine poliklonal antikor kullaniminin

daha etkin olabilecegi 6nerilmektedir.

immiinizasyon calismalarinda 6zellikle hibridoma gelistirebilmek icin uygulanan
immiinizasyon calismalarinda MSonP(Sonikasyon lizati-polioksidonyum adjuvani)
formiilasyonunun kullanilmasini polioksidonyumun elde bulunmamasi veya
ulasilamamasi durumunda ise MSonF(Sonikasyon lizati-CFU) formiilasyonun
kullanilmasi1  6nerilmektedir. Bununla beraber CFU nun toksik oldugu

unutulmamalidir.

immiinizasyon calismalarinda hayvan calismasi basamagina baslanmadan once
Makrofajlar ile nitrik oksit tiretiminin incelenmesinin 6nemli oldugu bu sonuglarin
immiinizat formiilasyonu i¢in yol gosterici niteliginden dolay1 uygulanmasini

onerilmektedir.

Tim hayvan deneyi calismalarinda hayvanin stres faktoriiniin 6nemli oldugu
ozellikle imminizasyon c¢alismalarinin bagisiklik sisteminin stresden koti
etkilendigi unutulmamali miimkiinse sertifika ve egitim alinmasina ragmen daha
uzun sire bu konuda c¢alismis kisilerden hayvanda stres azaltilabilmesi icin

gerekecek yaklasimlarin egitiminin alinmasi 6nerilmektedir.
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Hibridoma kriyoprezervasyonu oncesinde eldeki kriyoprotektanlarin baska
hiicreler ile kontrol edilmesi ve kontrol sonrasinda hibridomalarin dondurulmasi

onemlidir.

Hibridoma teknolojisi i¢in immiinizasyon ¢alismalarinda hayvan sayilarinin diisiik
tutulma aligkanligl arastirmacilar arasinda yaygin bir yaklasim bi¢imi olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Her ihtimal diistintildiigiinde tek formiilasyonun ve az sayida
hayvan kullaniminin ¢alismanin sonucuna direk etkisi bulundugu go6z ardi
edilmemelidir. ideal olarak hibridoma ¢aligmlarin i¢cin miniimum 3 formiilasyon ve

grup basina minimum 3 hayvanla ¢alisilmasi 6nerilmektedir.
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