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ANTİFOSFOLİPİD SENDROMU OLAN BİR HASTADAN 
MONOKLONAL ANTİ-p2 GLİKOPROTEİN ANTİKORLARININ 

ÜRETİLMESİ 

Tekrarlayan arter veya ven t romboz la r ı ve /veya fetus kayıplar ı ile b i r l ik te antifosfolipid anti
kor lar ın ( A F L A ) s a p t a n m a s ı antifosfolipid sendromu (AFS) olarak tan ımlanmış t ı r . A F S ' l i has
talarda saptanan A F L A ' l a r ı n öneml i bir b ö l ü m ü n ü n sadece fosfolipidlere deği l p2-glikoprotein 
(p2GPI) ve pro t rombin baş ta o lmak üze re plazma proteini içeren ve protein kofaktör- fosfol i -
pid'den o l u ş a n antijen komplekslerine bağ land ığ ı ortaya k o n m u ş t u r Yap ı l an a raş t ı rmalar anti-
p2GPI an t ikor l a r ın A F S patogenezindeki ö n e m i n i belirlemekle bir l ikte , bu otoantikorlarm or
taya ç ık ış la r ın ın ve patojenik etki lerinin m e k a n i z m a l a r ı tam olarak aç ık lanamamış t ı r . B u çal ış
mada A F S ' l i bir has t an ın da l ağ ından elde edilen B-hücre le r i ku l lan ı la rak yapı lan füzyon dene
y i i le h ibr idoma o luş tu ru la rak monoklonal anti-p2GPI elde edilmesi amaç lanmış t ı r . K a r d i y o l i -
pin ve p2GPI'e b a ğ l a n l a n a n monoklonal otoantikor üre ten i k i hibridoma üret i lmişt i r . 

S U M M A R Y 

The production of monoclonal anti-01 glycoprotein I antibodies from palient with antiphosp-
holipid syndrome. The production of monoclonal anti-p2 glycoprotein I antiboies f rom patient 
w i th antip Recurrent arterial or venous thrombosis and/or fetal loss w i t h positive tests for an-
t iphosphol ip id (aPL) autoantibodies has been classified as the antiphospholipid syndrome 
(APS). I t has been found that most aPL antibodies in patients w i t h APS do not b ind exclusi-
vely to phospholipid antigens but react w i t h protein cofactor-phospholipid antigen complexes. 
These protein cofactors were found to be plasma proteins l ike p2-glycoprotein (P2GPI) and 
prothrombin . Al though investigations revealed the importance o f anti-p2GPI antibodies in the 
pathogenesis o f APS, the or igin o f these autoantibodies and mechanisms o f their pathogenicity 
could not be explained completely. In this study, B-cells f rom a spleen o f a patient w i t h APS 
were used in a fusion experiment in order to produce monoclonal anti-(2GPI antibody secre-
t ing hybridomas. T w o different autoantibody secreting hybridomas were produced. The mo
noclonal autoantibodies b ind to both cardiol ipin and p2GPI. 

Murat İNANÇ* 

Ö Z E T 

GİRİŞ de ve klorpromazin gibi bazı ilaçlan kulla
nan hastalarda saptanabilen heterojen bir 
otoantikor grubudur Serumda AFLA an-
yonik (kardiyolipin vb.) veya nötral fosfoli-
pidlerin (fosfatidiletanolamin) antijen olarak 
kullanılarak ELISA yöntemi ile saptanabilir. 
Bir diğer yöntem ise antikorların fosfolipide 
bağımlı pıhtılaşma testlerinin (aPTT vb.) sü
resini uzattığının belirlenmesidir. Bu durum
da lupus antikoagülanmın varlığından söz 
edilir 0°). 

Tekrarlayan arter veya ven trombozları ve 
/veya fetus kayıpları ile birlikte antifosfoli
pid antikorların (AFLA) saptanması antifos
folipid sendromu olarak tanımlanmıştır <9\ 
Klinik tabloya trombositopeni eşlik edebilir 
ve sendromun i lk bulgusu trombositopeni 
olabilir <13). AFS ilk olarak sistemik lupus 
eritematozuslu (SLE) hastalarda tanımlan
mış olmakla birlikte başka bir otoimmiin 
hastalığı olmayan kişilerde görülebilir ve bu 
durum primer AFS olarak adlandırılır ( 2 \ 
AFL SLE ve diğer otoimmün hastalıkların, 
infeksiyonların, malign hastalıkların seyrin-

AFS'li hastalarda saptanan AFLA'ların 
önemli bir bölümünün sadece fosfolipidlere 
değil (32-glikoprotein ((32GPI) ve protrombin 
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başta olmak üzere plazma proteini içeren ve 
protein kofaktör-fosfolipidden oluşan antijen 
komplekslerine bağlandığı ortaya konmuştur 
( 1 ' 7 ) . (32GPI (apolipoprotein H) in vitro anti-
koagülan özellikleri olmakla birlikte fizyolo
jik rolü tam aydınlatılamamış bir plazma 
proteinidir ( n \ Ayrıca heparin, trombosit 
membranı ve DNA gibi negatif yüklü mak-
romoleküllere bağlanabilir. AFS'li hastalarda 
direkt (32GPI'e bağlanan antikorlar saptan
mış ve bu anti-(32GPI antikorların tromboz 
açısından tanı değerinin antikardiyolipin an
tikorlardan yüksek olduğu ortaya konmuştur 
< n \ Anti-|32GPI antikorların SLE'li hastalar
da tromboz gelişmeden önce de pozitif bu
lunduğu saptanmıştır ( 1 2 l Bu bulgulara ek 
olarak P2GPI ile aşılanan farelerde anti-
(32GPI antikorlarının gelişmesi ve bu hayvan 
modellerinde AFS ile uyumlu klinik bulgu
ların ortaya çıkması, (32GPI'in AFS'de im-
münojenik özelliğini ve gelişen otoantikorla-
rın patojenik karakterini yansıtmaktadır <16). 

Yapılan araştırmalar anti-(32GPI'in AFS pa-
togenezindeki önemini belirlemekle birlikte, 
bu otoantikorların ortaya çıkışlarının ve pa
tojenik etkilerinin mekanizmaları tam olarak 
açıklanamamıştır. Bu çalışmada AFS'li has
taların B-hücreleri kullanılarak yapılan füz-
yon deneyleri ile hibridoma oluşturarak mo
noklonal anti-p2GPI elde edilmesi amaçlan
mıştır. 

M A T E R Y A L ve M E T O D 

Anti-P2GPI pozitif hastaların saptanması 
amacıyla University College London Blo-
omsbury Romatoloji Ünitesi tarafından iz
lenmekte olan 11 primer AFS'li hasta IgG 
antikardiyolipin ve anti-p2GPI ELISA testi 
ile tarandı. Her ik i antikorla i lg i l i ELISA 
metodları 12 numaralı kaynakta tarif edil
miştir. Tarama sonucunda pozitif bulunan 
hastalardan tedaviye dirençli trombositopeni 
nedeniyle splenektomi yapılacak olan 
P.G.'den elde edilecek dalak hücreleri ile 

286 füzyon yapılması planlandı. 

Füzyon Protokolü 
Splenektomi sonrası dalak steril şartlarda la-
boratuvara getirildi ve laminer akım cihazın
da heparin ve RPMI içeren solüsyon içinde 
çok küçük parçalara bölündü. Bu parçalar
dan elde edilen hücre süspansiyonundan mo-
nonükleer hücreler Lymphoprep (Nycomed) 
ile ayrıldı. Üç kez RPMI-1640 (Gibco) ile 
yıkanan hücrelerin direkt olarak CB-F7 fare-
insan heteromiyelom (normal insan B-lenfo-
sitleri ile fare miyelom hücre dizini 
P3X63Ag8/653'ün füzyonu sonucu elde 
edilmiştir) hücre dizini (S. Jahn, Berlin) ile 
füzyonu yapıldı &\ CB-F7 hücreleri HAT 
(hipoksantin-aminopterin-timidin)'a duyarlı, 
ouabain'e dirençli sekretuar olmayan bir 
hücre dizinidir. Kısaca, mononükleer hüc
re :CB-F7 oranı 1:1 olarak hücreler RPMI 
içinde karıştırıldı ve santrifüj edildi. El l i 
milyon lenfosite önce İmi %50 polietilen 
glikol eklendi ve daha sonra 1 milyon lenfo
site İmi RPMI ile seyreltildi.Yeniden santri
füj yapıldı ve füzyon sonrası solüsyon ile su
landırıldı. Hücreler daha sonra 96 kuyucuklu 
plakalara (Nunc) ekildi. Yirmidört saat sonra 
kuyucuklara HAT solüsyonu eklenmeye 
başlandı. Hücrelerin çoğaldığı kuyucuklar
dan alman "supernatant" yaklaşık 3-4 hafta 
sonra antikor sekresyonunun saptanması için 
ELISA ile kontrol edildi. Plakalar Dynatech 
MR 4000 ELISA okuyucu ile pozitif kontrol 
optik dansitesi l.O'ı geçtiği zaman okundu 
ve okunan değerden antijenle kaplanmamış 
kuyucuklarda okunan değerler çıkarılarak el
de edilen sonuçlar dikkate alındı. Monoklo
nal antikor eldesi için antikor sekresyonu ya
pan klonlar üç kez yeniden dilüsyon yapıla
rak klonlandı-ekildi ("subcloning by limiting 
dilution") < 6l Yirmi dört kuyucuklu plakalar 
kullanılan bu dönemde klonların ekspansi-
yonuna destek olarak kuyucuklara BALB/c 
farelerin peritonundan elde edilen makrofaj-
lar eklendi. Ekspansiyon gözlenen ve yapı
lan ELISA kontrollerinde uygun özgüllükte 
antikor sekresyonu yapan klonların tedricen 
serumdan yoksun solüsyonda ve 500ml'lik 
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şişelerde kültürleri yapıldı ( 6). Antikor sek
resyonu yapan hibridomalar -80 C'de dondu
rularak pürifikasyon ve ileri çalışmalar için 
saklandı. 

B U L G U L A R 

Onbir primer AFS'li hastanın tarama sonuç
ları Şekil l'de verilmiştir. Bu çalışmada 1,6 
ve 11 numarlı hastalar dışında bütün hasta
larda anti-(32GPI antikorlar pozitif bulun
muştur. Füzyon deneyi splenektomi olan 7 
numaralı hastadan (P.G.) elde edilen dalak 
hücreleri kullanılarak yapıldı. Füzyon sonra
sında hücreler 19 adet 96 kuyucuklu plakaya 
ekilmiştir. Üç hafta sonra tespit edilen 
400'den fazla klondan elde edilen "superna-
tant" ELISA ile antikardiyolipin ve anti-
(32GPI sekresyonu açısından polivalan kon-
juge kullanılarak kontrol edildi. Klonların 
tespit edildiği kuyucuklara destekleyici ola
rak farelerden elde edilen makrofajlar eklen
miş ve kültür sürdürüldü. Antikardiyolipin 
ELISA ile yüksek bağlanma saptanan 12 
klonun kültürüne devam edildi. Altkültür 
("subcloning") yapılan 2 klonda yüksek IgM 
anti-P2GPI sekresyonu saptandı ve klonlar 

(IG11R1 ve IG11R2) ileri analizler yapıl
mak üzere -80 C'de saklandı. Elde edilen 
klonların kardiyolipin ve p2GPI'e bağlanma 
aktiviteleri Şekil 2'de verilmiştir. ELISA 
yöntemi kullanılarak belirlenen klonların çift 
sarmal DNA (dsDNA)'ya bağlanmadığı sap
tanmıştır. 

TARTIŞMA 

Hibridoma teknolojisinin gelişmesi araştır
macıların otoimmün hastalıklarda otoan-
tikorların ayrıntılı özelliklerini incelemeleri
ni sağlamaktadır. İnsandan monoklonal anti
kor üretilmesi ve analizi ile i lgi l i deneyler 
örnek elde etmede zorluklar ve teknik güç
lükler nedeniyle belli merkezlerce yapılabil
mektedir. Bu çalışmada tedaviye dirençli 
trombositopenisi olan ve anti-P2GPI antikor
ları pozitif bulunan bir primer AFS'li hasta
dan fare-insan heterohibridomalan elde edil
mesi ve heterohibridomalar tarafından üreti
len otoantikorların tanımlanması amaçlan
mıştır. Çalışma sonunda kardiyolipin ve 
P2GPI'e bağlanan IgM izotipinde iki otoanti
kor üretilmiş ve ileri analizler için saklan
mıştır. 

Şeki l 1. Anti-(32 gl ikoprotein I antikor ta ramas ı yap ı lan primer antifosfolipid sendromlu has ta la r ın sonuçlar ı . P= pozi
t i f kont ro l , N = sağlıkl ı kont ro l , O D = optik dansite 
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Şeki l 2. M o n o k l o n a l an t iko r l a r ın ( IG-11R1 ve IG-11R2) ve 
kont ro l serumunun kard iyol ip in ( an t i -KL) ve [52-glikoprotein I 
B2GPI) b a ğ l a n m a aktiviteleri ( O D X 1000). 
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Daha önce SLE'li hastalardan üretilen mo
noklonal anti-dsDNA antikorların çoğu IgM 
izotipinde ve polireaktiftir. Aktif SLE'li has
talarda yüksek düzeyde saptanan anti-
dsDNA antikorlar ise IgG izotipindedir (5). 
SLE ve AFS arasında otoantikor üretimi açı
sından benzerlikler vardır ve AFS'de de 
tromboz ve fetus kayıpları gibi klinik bulgu
larla yüksek düzeyde IgG AFLA arasında 
korelasyon saptanmıştır IgM izotipinde-
ki otoantikorların doğal otoantikor nitelikle
rine karşın IgG izotipindeki otoantikorların 
bir bölümünün patojenik özelliği olduğu ve 
gelişimlerinde somatik mutasyonun rolü ol
duğu kabul edilmektedir <5). İnsanda IgG 
izotipinde monoklonal antikor üretimi peri-
ferik kanda IgM üreten hücreler lehine bir 
artış olduğundan güç olduğu ileri sürülmüş
tür ( 3). Bir diğer monoklonal antikor üretim 
metodu olan periferik lenfositlerin Epstein-
Barr virüs transformasyonunun daha çok 
IgM üreten klonları seçtiği düşünülmektedir 
( 5 l I gM izotipindeki AFLA'nın özgül olma
yan biçimde birçok negatif yüklü moleküle 
bağlanma olasılığı vardır (polispesifik oto-
antikorlar). Ravirajan ve ark. çok sayıda 
IgM insan monoklonal AFLA ile yaptıkları 
çalışmada bu otoantikorların fosfolipid anti
jenlere özgül olarak bağlandıklarını kanıtla

mışlardır 07), Başka antijenlerle i l 
gili çalışmalarda inhibisyon incele
meleri IgG ve IgM izotipindeki mo
noklonal otoantikorların aynı epito-
pu tanıyabildiklerini ortaya koy
muştur W. AFS'li hastalardan elde 
edilen IgM izotipinde monoklonal 
antikardiyolipin antikorların ince
lenmesi, bu antikorların IgG izoti
pindeki antikardiyolipin antikorların 
aktivitesini büyük oranda inhibe et
tiklerini yani aynı epitoplara ya da 
çok yakın ilişkili epitoplara bağlan
dıklarının ve patojenik IgG izotipi 
özelliği taşıdıklarını ortaya koymuş
tur ( 1 8 l IgM otoantikorların bu özel
likleri nedeniyle patojenik özellikle

ri açısından incelenmeleri önemlidir 07), 

Çalışmamızda ve dalak dokusu kullanılan bu 
füzyon deneyinden önce yapılan 10 periferik 
lenfosit füzyonunda IgG üretimi açısından 
daha avantajlı bir yöntem olduğu kabul edi
len partner heteromiyelom hücreleri ile di
rekt füzyon yapıldığı halde IgG otoantikor 
üreten hibridoma elde edilememiştir. Benzer 
metodla daha önce IgG anti-dsDNA ve IgG 
antifosfolipid antikorların üretilmiş olması 
nedeniyle metod açısından bir sorun olmadı
ğı kabul edilebilir ( 5> l 5\ Aynı dönemde IgG 
monoklonal antikor üretimi yapılamaması 
CB-F7 füzyon partneri ile ilgili sonradan ge
lişmiş bir seçicilik özelliği ile açıklanabilir. 
Buna ek olarak otoantikor taraması ve füz
yon deneyi farklı zamanlarda yapıldığından 
deney sırasında IgG anti-P2GPI üretiminin 
olmadığı varsayılabilir. Monoklonal insan 
otoantikoru üretimindeki sorunlar son yıllar
da belirli antijene spesifik hücrelerin akım 
sitometresi ile tek tek seçimi ve daha sonra 
immünoglobulin değişken bölge (V) geninin 
klonlanması ve monoklonal antikorun trans
fer vektörleri yardımıyla rekombinan olarak 
üretilmesi ile giderilebilmektedir. Bu yolla 
elde edilen AFLA antikorların heterojen ya
pı ve fonksiyon taşıdıkları bildirilmiştir 04). 
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Bu deneyde üretilen hibridomaların serum
dan yoksun solüsyonda kültürünün yapılıp 
elde edilen "supernatant"dan afinite pürifi-
kasyonu ile çok miktarda antikor elde edile
rek antikorların yapısı, antijene bağlanma 
özelliklerinin incelenmesi ve hibridomalar-
dan cDNA elde edilerek sekans analizi plan
lanmaktadır 05), 

Not: Bu çalışmadaki deneyler Prof. D.A. 
Isenberg (University College London, İngil
tere) yönetiminde ve Dr CT. Ravirajan'ın 
yardım ve desteği ile yapılmıştır. Yazar her 
iki bilimadamına teşekkürlerini sunar. Ça
lışmalar kısmen Türkiye Bilimsel ve Teknik 
Araştırma Kurumu (TÜBİTAK) tarafından 
verilen Avrupa Bilimsel Değişim Programı 
(Royal Society) ve NATO B-2 Doktora Son
rası Araştırma Programı bursları ile des
teklenmiştir. 
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