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OZET

HEPATIT e ANTIJENINE (HBeAg) OZGU MONOKLONAL ANTIKOR
GELISTIRILMESINDE ALTERNATIF YONTEMLER

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore diinyada yaklasik iki milyar kisi HBV
ile enfektedir ve 350 milyondan fazla kisi kronik HBV hastasidir. Hepatit B viriisii
(HBV); yiizey antijeninden (HBsAg) olusan dis zarf, kismen ¢ift zincirli DNA, kor
protein (HBCAg), hepatit e antijeni (HBeAg) ve DNA’ya bagli polimerazdan olusur. Bu
tez calismasinin amaci, hepatit B hastaliginin siddeti ve seyri hakkinda onemli bilgiler
edinilmesini saglayan HBeAg’ye 6zgli monoklonal antikorun (mAb), klasik hibridoma
teknolojisi ile iretilmesidir. Yine HBeAg’ye karsi monoklonal antikor gelistirme
calismalarinda immiinize farelerin degerlendirilmesi amacina yonelik olarak organ
olarak dondurulmus dalak ve lenf diiglimlerinden elde edilen hiicrelerle hibridoma
calismalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica ticari antijenle immiinizasyonlara alternatif
olarak yiizeyinde HBeAg eksprese eden fajlarla BALB/c fareleri immiinize edilmis ve
HBeAg’ye karst monoklonal antikor gelistirmek iizere bu farelerle flizyon caligmalari

yapilmistir.

Tez c¢alismalarinda hibridoma teknolojisi ile elde edilen 16F8 monoklonal
antikoru HBeAg’ye 0zgli iken, 12E5 monoklonal anitkoru HBcAg ile daha iyi
reaksiyon vermis ancak belli oranlarda HBeAg’ye de baglanma 6zelligi gostermistir.
HBeAg’ye 0zgiinliigii nedeniyle 16F8 monoklonal antikorunun enzimlerle isaretlenerek
ticari kitlerde kullanilma potansiyeli bulunmaktadir. Organ olarak dondurulmus dalak
ve lenf diigiimlerinden elde edilen hiicrelerle yapilan fiizyonlarda 3 aylik dondurma
sliresi sonunda bile antikor sentezleme ve ¢ogalma yetenegini koruyan hibrit hiicreler
elde edilmistir. Yine tez calismasinda klasik adjuvantlara alternatif olarak M13
filamentdz faj tlizerinde eksprese edilen HBeAg ile immiinizasyonlar yapilmis ve
rekombinant fajlarla HBeAg’ye 6zgli monoklonal antikor gelistirmek iizere hibridoma

calismalar1 gergeklestirilmistir.
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SUMMARY

ALTERNATIVE METHODS FOR DEVELOPING MONOCLONAL
ANTIBODIES AGAINST HEPATITIS e ANTIGEN (HBeAg)

According to the World Health Organization’s (WHO) report, more than 350
million people are chronic HBV patients and approximately two billion people are
infected with HBV. HBV is composed of surface antigen (HBsAg) that makes up the
outer envelop, partially double-stranded DNA, core protein (HBCAg), e antigen
(HBeAg) and DNA-dependent polymerase. In this thesis, main aim was to develop
monoclonal antibodies against HBeAg, which is a crucial marker for the prognosis of
the disease. In order to make use of the already-immunized mice, spleen and lymph
nodes of those mice were dissected and frozen as whole organs. As an alternative for
immunizing mice with commercial antigens, BALB/c mice were immunized with

HBeAg-expressing phages.

With hybridoma technology, 16F8 monoclonal antibodies that were specific for
HBeAg were developed. 12E5 monoclonal antibody had affinity for both HBcAg and
HBeAg, yet it had better specifity for the former. After tagging, 16F8 monoclonal
antibody can be involved in commercial kits for HBeAg detection. Even after 3 months
of freezing, cells isolated from frozen spleen and lymph nodes had the capacity for
proliferation and antibody production. Immunizing mice with M13 filamentous phage
that expresses HBeAg on its surface is found to be an alternative for immunizations

carried with adjuvants.

Key Words: Anti-HBeAg, Cryopreservation, HBeAg, HBV, Monoclonal Antibody,
Recombinant M13 Phage
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1. GIRIS VE AMAC

Hepatit B virlisii (HBV); akut ve kronik hepatit ile karaciger sirozu ve karaciger
kanserinin baglica etmenidir ve giiniimiizde halen 6nemli saglik sorunlar1 arasinda yer
almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore diinyada yaklasik iki milyar
kisi HBV ile enfektedir ve 350 milyondan fazla kisi kronik HBV hastasidir. Her yil
Hepatit B enfeksiyonuna bagli hastaliklar sonucunda 500.000 ile 700.000 kisi
Olmektedir. Saglik Bakanligi verilerine gore iilkemizde yaklasik dort milyon HBV
tastyicist bulunmaktadir (161,162).

Hepadnaviridae ailesinin bir {iyesi olan Hepatit B viriisii (HBV) kiigiik, zarfli,
kismi ¢ift zincirli, insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyon olusturan bir DNA viriisiidiir.
Biitin HBV virlistine Dane pargacigi denir (88,144). Hepatit B virlisii yiizey
antijeninden (HBsAg) olusan dis zarf, niikleokapsit veya kor kismini c¢evreler.
HBV’nin i¢ koru kismen c¢ift zincirli DNA, kor protein (HBcAg), hepatit e antijeni
(HBeAg) ve DNA’ya bagli polimeraz igerir (62).

Hepatit B enfeksiyonu olan hastalarda hastaligin farkli donemlerinde HBsAg ve
antikoru (anti-HBsAg), HBeAg ve antikoru (anti-HBeAg) ve HBc antikoru (anti-
HBcAg) takip edilmekte, buna gore hastaligin seyri belirlenmektedir. HBeAg, klinik
acidan enfeksiyonun tamisinda, viral replikasyon seviyesinin ve siddetinin
belirlenmesinde kullanilir. HBV ile enfekte hastalarin serumlarinda 6 aydan fazla
HBsAg, HBeAg ve yiiksek seviyede HBV DNA bulunmasi enfeksiyonun kroniklesme
evresinde oldugunun belirtisidir (106). Ornegin, hastaligin orta déneminde HBeAg
azalirken, anti-HBeAg diizeyi artmaktadr. HBeAg’si yiiksek olan hastalarin
enfeksiyonu ¢evrelerine bulastirma riski yiiksektir (98,148).

Calismanin amaci, Hepatit B hastaliginin siddeti ve seyri hakkinda 6nemli bilgiler

edinilmesini saglayan HBeAg’ye 0zgli monoklonal antikor (mAb) {iretiminin
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saglanmasidir. HBeAg’ye karst mAb gelistirme calismalarinda bilinen klasik yontemin
yani sira alternatif yaklagim olarak dondurulmus dalak ve lenf diiglimlerinin fiizyon
caligmasinda kullanilmas1 ve ylizeyinde HBeAg’yi eksprese eden fajlarla yapilan
immiinizasyonlar sonrast HBeAg’ye 0zgii monoklonal antikorlar gelistirilmesi

amaglanmugtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Viral Hepatit

Karacigeri etkileyen sistemik enfeksiyonlar olan viral hepatitler antijenik yapilar
farkli alt1 hepatit viriisii tarafindan tetiklenebilmektedir. Hepatit A viriisi (HAV) ve
hepatit E virtisii (HEV) karakteristik olarak enterik, oral-fekal yolla bulasan, kronik
hepatite yol agcmayan virlislerdir. Diger dort viriis ise zarfli hepatit B viriisi (HBV),
hepatit C viriisii (HCV), hepatit Delta viriisii (HDV) ve hepatit G viriisii (HGV)’diir. Bu
virtisler lipid yapida bir zarf tabakasina sahip olduklarindan canli viriisiin karacigerden
safra araciligiyla bagirsak yoluna gecisi engellenmektedir dolayisiyla oral-fekal yolla
bulagsma miimkiin degildir. Kan yoluyla bulasan HBV, HCV ve HDV ile kronik
karaciger hastali§i, siroz ve karaciger kanseri gelisebilmektedir. Bu bakimdan viral

hepatitler tiim diinyada 6nemli saglik sorunu olusturmaktadir (9).

2.2. Hepatit B Viriisii

Hepatit B viriisii M.O besinci yiizyi1lda Hippocrates tarafindan “epidemik sarilik”
olarak tarif edilmistir. Hepatit B yiizey antijeni, 1966 yilinda Blumberg tarafindan
“Avustralya antijeni (AuAg)” olarak tanimlanmistir (6,17). Dane ve arkadaslar1 ise
1970 yilinda kismen saflastirdiklar1 serum Orneklerinden elektron mikroskobu
kullanilarak elde edilen sonuglar dogrultusunda ti¢ degisik partikiil tanimlamastir.
Enfeksiyoz 6zellige sahip 42 nm capindaki yapiya “Dane partikiili” adi verilmistir.
Sonraki yillarda ise kor antijen, DNA polimeraz ve viral DNA tanimlanmustir (30,118).

Hepadnaviridae ailesinin bir {iyesi olan Hepatit B viriisii (HBV) kiigiik, zarfl,
kismi ¢ift zincirli, insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyon olusturan, hepatotropik bir
DNA viriistidiir (Sekil 1). Bu viriis ailesi woodchuck hepatit viriisii, duck hepatit B

viriisii ve diger bir takim avian ve memeli viriislerini icermektedir (50).
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(HBeAg)

DNA polimeraz

Hepatit B kor antijeni
(HBcAg)

Hepatit B ylizey antijeni
(HBsAg)

DNA molekiilii
Sekil 1. Hepatit B viriistiniin sematik gosterimi (Bkz EK-1)

Biitiin Hepatit B virlisiine Dane pargacigi ad1 verilir. Viriisiin 3200 bazdan olusan
uzun (L veya negatif) ve 18002700 baz igeren kisa (S veya pozitif) olmak iizere iki
zincirden meydana gelen genomu vardir. Bu zincirler ortak baz ciftlerine sahiptir,
sirkiiler bir yap1 halinde bulunmakla beraber her birinin 3’ ve 5’ uglar1 birlesik
olmadigindan aslinda lineer molekiillerdir. HBV’de genetik bilginin tamami1 uzun zincir
iizerinde kodlanmis olup, bu sarmal S, C, X, P kisaltmalar1 ile gosterilen dort degisik
proteini kodlayabilen genlere sahiptir (Sekil 2). Uzun sarmaldaki S geni ylizey
proteinlerini, C geni kapsit proteinlerini, X geni X proteinini ve P geni DNA polimerazi
kodlamaktadir. Ancak baslangi¢ kodonlar1 farkli oldugu i¢in S geni iizerinde pre-S1,
pre-S2 ve S olmak {iizere ii¢; C geni tizerinde ise prekor ve kor olmak iizere iki bolge

bulunmaktadir (88,104,144).
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Sekil 2. HBV’de protein kodlayan genler (Bkz EK-2)

Hepatit B virlisii ylizey antijeninden (HBsAg) olusan dis zarf, niikleokapsit veya
kor kismini ¢evreler. HBV nin i¢ koru kismen ¢ift zincirli DNA, kor protein (HBcAg),
hepatit e antijeni (HBeAg) ve DNA’ya bagli polimeraz igerir. HBV enfeksiyonunun
serolojik tanisinda HBsAg, anti-HBs, anti-HBc, HBeAg ve anti-HBe belirteglerinden
yararlanilir (62).

Yiizey antijeni HBsAg kiiciik, ortanca ve biiyiik olmak {izere ii¢ farkli formda
bulunmaktadir. Ana ya da kiiciik protein, S geninin S bdlgesinde kodlanir ve 226 amino
asitlik (24 kDa) bir peptid ile glikozillenmis formundan olusur. S geninin pre-S2 ve S
bolgeleri tarafindan kodlanan ortanca (middle, orta) protein 281 amino asitten olusur
(33 kDa) ve pre-S2 bolgesinde ilave bir glikozillenme kismina sahiptir. 389—400 amino
asitten olusan (39 kDa) biiyiik polipeptid ise S geninin pre-S1, pre-S2 ve S bolgeleri
tarafindan kodlanir fakat genellikle pre-S2 glikozilasyon kismi eksiktir. Enfeksiyon

sirasinda HBsAg fazla miktarda iiretilir ve enfekte olmus kisilerin kaninda spiral ve
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tiibliler parcaciklar halinde dolasir. HBsAg, Hepatit B viriisiine maruz kalinmasindan

3060 giin sonra serumda belirlenebilmektedir (62).

22kDa biiyiikligiindeki kor protein HBV’nin C geni tarafindan kodlanir. C
geninin igerdigi pre-kor dizisi HBeAg olarak adlandirilan bir polipeptid kodlar. Kor
proteinin proteolitik kesimi ile yaklagik 17 kDa biiyiikliigiinde ve viral DNA baglanma
domaini eksik olan HBeAg’nin kesilmis formlar1 olusur. Ribozomlarda gerceklesen
translasyonun sonunda kor proteinine gore 29 aminoasit daha uzun olan HBeAg onciil
bolgesi olusmaktadir (Sekil 3). Bu onciil bélgenin 19 aminoasiti sinyal bolgesi gorevi
goriirdiikten sonra C-terminal kisimdaki arjininden kesilmekte ve kalan kisim
HBeAg’yi olusturmaktadir. HBeAg ¢6ziinebilen bir protein oldugundan kanda serbest
halde dolasabilir ya da albumin, a-antitripsin ve immiinoglobuline baglanabilir. HBeAg,
kanda dolasan saglam viral partikiillerin ve HBV DNA’sinin varligini1 ortaya koydugu
icin giivenilir bir belirtectir. (4,46,148).

j ATG TAG
4 1901 2450

G
|
Precore core » prekor/kor geni
11896 TAG
|78 = meeemscccncccnancccanaaaananananas «f/-=+ prekor mRNA
] 8w e e e m e e e e r e e e e e e ... o+ kor mRNA
183 aa
(77777777777 777 kor protein
29 aa + 183 aa

7777 P
10 aa 149 aa
G A s, HBeAg

Sekil 3. HBeAg olusumu (Bkz. EK-3)

HBV replikasyonunun revers transkripsiyon mekanizmasinda hata olma olasiligi
yiiksektir dolayisiyla diger DNA viriislerinden farkli olarak HBV’de mutasyon orani 10
kat daha fazladir. HBV enfeksiyonunun dogal gidisatinda en Onemli segici gii¢
konak¢mm immiin tepkisidir. Anti-HBe gelistirilmesi ve HBV viremisindeki azalmanin

bir sonucu olarak anti-HBe’nin kagak mutantlar1 secilir. HBeAg ekpresyonu viral



replikasyon i¢in gerekli olmadigindan, virlis HBeAg ekspresyonunu azaltarak ya da

tamamen durdurarak anti-HBe immiinitesinden saklanabilir (148).

HBV’nin A-H seklinde gruplandirilan sekiz farkli genotipi bulunmaktadir. Bu
gruplandirmada karakteristik cografik dagilimlar rol oyanamaktadir. Ulkemizde D
genotipi baskindir (37).

HBV genomunun prekor bolgesinde prekor mutasyonlar veya kor-promoter
mutasyonlar1 belirlenmistir. HBV’nin mutant formlar1 ile enfekte olan kisilerde HBV
enfeksiyonu  goriilmesine karsin  HBeAg transkripsiyonu veya translasyonu
yapilamamaktadir. Bu tip mutasyonlar genellikle viriise yasamlarinin erken
donemlerinde maruz kalmis Dbireylerde dogal susun enfeksiyonunu takiben

gelismektedir.

Prekor mutantlari, HBeAg serakonversiyonu sirasinda agiga ¢ikmakta ve HBeAg
sentezini engelleyen prekor bdlgesinde mutasyon tasimaktadir ancak enfektéz viral
partikiil tiretimi devam etmektedir. Prekor mutasyon, 1896. niikleotidin G yerine A
olarak degismesi (G1896A) sonucu HBeAg transkripsiyonunun baslayacagi yerde
durdurma kodonu sifrelenmesi ile olusur. Prekor dizisindeki stop kodon mutasyonlari
sonucu olusan HBV mutantlarinda HBV DNA seviyesi ve serum aminotransferaz
aktivitesi yiiksektir. Kronik karaciger hasar1 biyopsi ile saptanabilmektedir ancak hasta
kaninda HBeAg’si belirlenemez. Bu durum, varyantlarin enfeksiyonu olarak
tanimlanmistir (148). Bu tip mutasyon B, C ve D genotiplerinin daha baskin oldugu
cografik bolgelerde (Asya ve Akdeniz) daha sik goriilmektedir. Bu bolgelerdeki kronik
hepatit B hastalarinin %50’sinden fazlasinda bu mutasyon goriilmektedir. A genotipinin
yaygin oldugu Kuzey Amerika ve Avrupa’da prekor mutasyonunun daha az
gortilmesinin nedeni, genotip A’da HBV genomunun 1858. C niikleotidiyle 1896. G
niikleotidinin kii¢lik bir dongii yaparak birbirlerine tamamlayacak gibi siki sekilde bagh
olmasidir (148). Mutasyon olmasi ancak her iki niiklotitte de mutasyon gergeklesmesine
baghdir dolayistyla A genotipinin yaygm oldugu bdlgelerde prekor mutasyonu nadir
goriilmektedir (81).



Kor-promoter mutansyonlart hem HBeAg mRNA’sindaki, hem de kor protein
mRNA’smin iretiminden sorumlu promoter iizerindeki nokta mutasyonlariyla
karakterizedir. Kor promoter mutantlar1 transkripsiyonel azalmaya bagli olarak daha az
miktarda HBeAg iiretirler (148). En sik goriilen kor promoter mutasyonunda A1672T
ve G1764A niikleotitleri degismektedir ve bu durum HBeAg anlatiminda diisiise sebep
olurken viral genom replikasyonunu desteklemektedir. Bu virolojik ozellikler kor
promoter mutantlarinin in vivo’da daha ¢ok patojenite gostermelerine sebep olmaktadir
ve karacigere daha fazla zarar vermektedir. Akut enfeksiyonda karaciger hasarinda
yigilma olmasi hastaligin fulminant hale gelmesine neden olur. Kronik enfeksiyondaki
artan hasar hepatositlerde fibrozu baslatir ve hastaligin karaciger kanserine doniisme

riskini arttirir (132).

HBYV, karaciger hiicrelerine 6zgii reseptorler araciligiyla hiicrelere girer ve esas
olarak hepatositleri enfekte eder. HBV nin konakg¢i hiicreye baglanmasmda endoneksin
karboksipeptidaz, fibronektin, transferin reseptdrii, apolipoprotein H, polimerize insan
serum albumini, pre-S2 glikan HBV baglayan faktor, L ve M proteinleri rol alir. HBV,
biiyiik olasilikla reseptore bagimli endositoz yoluyla hiicre i¢cine girmekte, ardindan
viral DNA ile niikleokapsid viriondan ayrilmakta ve islenmeden konak hiicre
¢ekirdegine tasinmaktadir (Sekil 4). Kismen ¢ift zincirli ve her iki ucu serbest halde
bulunan DNA’nm kisa zincirinin eksik olan boliimii endojen DNA polimeraz tarafindan
tamamlanir. Bu sirada uzun zincirin 5° ve 3’ uglar1 arasindaki agiklik da onarilarak
timiiyle ¢ift zincirli, kovalan, uglar1 kapali, sirkiiler yapida bir HBV-DNA (cccDNA)
meydana gelir (3,34). cccDNA’nin RNA Pol-11 ile transkripsiyonu sonucunda ortaya
cikan farkli boyutlardaki transkriptlerin translasyonu ve revers transkripsiyonu ile viriis
DNA’smin negatif zinciri sentezlenmis olur. Negatif zincirin kalip olrak kullanilmasi ile
pozitif zincir sentezlenerek kisa transkriptlerin translasyonu ile olusturulan viral yiizey

proteinleri birlestirilir ve hiicre zarina taginir, ekzositoz ile hiicre digina salinir.
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Sekil 4. HBV replikasyonunun evreleri (Bkz. EK-4)

2.3. Hepatit B Hastaliginin Epidemiyolojisi

Hepatit B viriisii epidemiyolojisi iilkelerin gelismislik diizeyi ile paralellik
gostermektedir. Gelismekte olan iilkelerde hepatit B enfeksiyonu gelismis iilkelere gore
daha sik goriilmektedir (39). Diinya, kronik HBV enfeksiyonunun prevalansina gore
yiksek, orta ve diisiik siklikta hastalik goriilen bdlgeler olmak {izere ii¢ kisma
ayrilabilmektedir (61) (Sekil 5). Asya, Pasifik (Japonya, Avusturalya, Yeni Zelanda
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disinda), Afrika, Amazonlar, Orta Dogu’nun belirli kisimlar1 ve Dogu Avrupa’da bazi
iilkelerde yliksek endemik durum goriilmektedir. Bu bolgelerde populasyonun %60-90’1
40 yasma gelmeden HBV ile enfekte olmaktadir ve niifusun %8-20’si HBV
tagtyicisidir. Cin, Senegal, Tayland gibi lilkelerde bebeklerde enfeksiyon orani ¢ok
yiiksektir. Panama, Papua Yeni Gine, Solomon Adalari, Greenland gibi {lilkelerde
bebeklerde enfeksiyon oranlari nispeten diisiiktiir ancak hastalik erken c¢ocuklukta
goriilmektedir. Kuzey Amerika, Giiney Amerika’nm bazi kisimlari1 ve Bat1 Avrupa’da
endemik durum diistiktiir, tasiyici oran1 %2’den azdir ve populasyonun %20’sinden
azinda HBV enfeksiyonu goriiliir. Belirtilen iilkelerin disindaki bolgelerde orta dereceli
endemik durum goriilmektedir (87). Gengler ve eriskinlerin risk altinda oldugu bu gruba

Tiirkiye de dahildir (39).

Sekil 5. Diinyada HBV Prevalansi (Bkz. EK-5)

Tiirkiye’de yapilan epidemiyolojik calismalar, Hepatit B’nin hijyen kosullarinin
kotii olmasindan 6tiirii cocukluk ve genclik caginda aile ve toplum icinde horizontal
yolla alindigmi1 ve 18-20 yaslarinda toplumun tasiyiciik oranina ulasildigmi
gostermektedir (142). Horizontal yol ile bulagsmanin engellenmesi igin HBsAg pozitif
bireylerin aile fertlerinin, kalabalik ortamlarda yasayan bireylerin (6grenciler, kisla,
hapishane) egitimi ve asilanmasi énemlidir. Ogrenciler horizontal bulasma agisindan
ciddi risk tasimaktadirlar. Kardesler, akrabalar, arkadaslar arasinda ve 6zellikle de ayn1

evde yasayanlar arasinda gec¢is s6z konusudur. Kalabalik yasam sartlar1 (yatili okul,
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kisla, hapishane, yurt), kotii hijyen ve diisiik sosyo-ekonomik durum HBV’nin bulagma

oranini arttirmaktadir (142).

HBV enfeksiyonu, giivenli ve etkili asilar sayesinde 1982’den beri 6nlenebilir bir
hastalikk olma niteligi tasimaktadir. Asi, kronik enfeksiyon gelisimini %95 oraninda
onlemektedir (46,97). Kronik hepatit B hastalarinin dortte birinden fazlasi karaciger ile
ilgili hastaliklardan &lmektedir. 1980°lerin sonlarinda her yil bir milyondan fazla kisi
hepatit B nedeniyle kaybedilmekteyken gliniimiizde bu say1 250 bine kadar diigsmiistiir

(153). Bunda basarili sekilde uygulanan as1 kampanyalarmin rolii 6nemli bir faktordiir.

2.4. Hepatit B Viriisiiniin Bulasma Yollar1

Perinatal bulasma, yiiksek oranda HBV tasiyiciliinin bulundugu bdélgelerde en
onemli bulasma yoludur (Tablo 1). Tasiyict anneden ¢ocuga gecis genellikle dogum
sirasinda veya dogumdan sonra HBV ile enfekte maternal sivilarla bebegin temasi
sonucu olur. HBV plasentadan gecemez dolayisiyla anne ve fetiis arasindaki bariyerde
herhangi bir yirtilma olmadigi takdirde fetiisii enfekte edemez. Dogum sirasinda
bulagsma cilt siyriklari, mukoza penetrasyonu, vajinal kanaldan gecis sirasinda anne
kaninin yutulmasi, sezeryan sirasinda anne kaniyla temas ile plasenta hasari1 sonucu
fetlis ile maternal dolasimin karigsmasi gibi nedenlerle ortaya ¢ikar (50). Yenidogan
doneminde viriisiin alinmasi, immiin sistemin heniliz gelismemis olmasi nedeni ile

siklikla kroniklesme ile sonu¢lanmaktadir.

Diisiik endemisite bolgelerinde uyusturucu bagimlilari, saglik personeli, polis,
camasirhane personeli ve enfekte kan ile sik temas eden diger meslek gruplarinda da
bulagsma goriiliir. HBV temasta bulundugu herhangi bir yiizeyde yaklasik bir hafta canli
kalabilir ve bu siire¢ igerisinde viriis enfekte etme 6zelligini kaybetmez. HBV deriyi ya
da mukoz membran bariyerini gegemez. Bu bariyerdeki herhangi bir siyrilma, dnemsiz
goziikse de, viriisiin tasinmasi i¢in yeterlidir. Saghk calisanlari, 6zellikle cerrahlar,

patologlar, dis hekimleri ile hemodiyaliz iiniteleri ve onkoloji {initeleri ¢alisanlar1 bu
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yolla HBV ile enfekte olma acisindan yiiksek riske sahiptirler. Saglik ¢alisanlarinda
kanla temasin arttig1 olgiide risk de artmaktadir. Dondrlerin taranmasi ve kanm viral

inaktivasyonu neticesinde HBV ’nin kan ve kan iiriinleri ile gecisi azalmistir.

HBYV tagmimmin bir diger yolu ise erken ¢ocuklukta hastaligin ¢ocuktan ¢ocuga
kan yoluyla bulagsmasidir (61). Akut HBV hastalarinin tamaminda HBeAg pozitiftir.
HBeAg-pozitif kisilerde yiiksek derecede enfekte virionlar ve HBV DNA’s1
bulunmaktadir dolayisiyla dikkat edilmeden kan ya da viicut sivilariyla temas edilmesi
enfeksiyonun bulagmasina neden olacaktir. Cinsel yolla bulasma, tiim endemisite
bolgeleri i¢in gecerli olmakla beraber diisiik endemisite bolgeleri i¢cin daha 6nemli bir
bulasma yoludur. Homoseksiieller arasi cinsel temas HBV i¢in en riskli cinsel bulasma
seklidir. Cok esli ve cinsel yolla bulasan baska hastalig1 olan kisilerde risk daha fazladir.

HBV enfeksiyon riski partner sayisinin artmasina paralel olarak artmaktadir.

Tablo 1. HBV’nin bulagsma yollar1 ve ilgili risk gruplarmin 6zetlenmesi

Perinatal bulasma
-HBYV tasivicisi annelerin bebekleri
Perkiitan (parenteral) bulasma
-Hemodivaliz hastalar
-Damar i¢i uvusturucu bagmlilar:
-D&vme vaptiranlar
-Saglik personeli
-Cogul transfiizvon vapilan hastalar
Cinsel temasla bulasma
-Erkek escinseller
-HBV tasivicillarmm cinsel partnerleri
-Cok partnerli heteroseksiieller
Horizontal bulasma

-K6tii hijven ve diigiik sosvoekonomik durum
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2.5. Hepatit B Patogenezi

Hepatit B viriisiiniin enfekte ettigi tek tiir insandir. Virlis hepatotropik olmasina
ragmen viral partikiiller ¢esitli dokularda ve viicut sivilarinda da bulunmaktadir. HBV
karaciger hiicrelerine direkt olarak sitotoksik etkide bulunmamaktadir ancak konakg¢inin

virise immunolojik tepkisi sonucunda hepatositlerde hasar meydana gelmektedir (121).

HBV enfeksiyonuna tepki olarak ortaya ¢ikan immunolojik olaylar arasinda
sitokin Uretimi (alfa ve gama interferonlar), sitotoksik yanit (dogal oldiiriiciiler (NK),
sitotoksik T-hiicresi ve antikora bagimli hiicresel sitotoksisite) ve T-helper yanit1
bulunmaktadir. Viriise verilen yanit sonucunda viicutta antikor iiretimi baslamaktadir.
T-hiicresi yanitindaki bozukluklar kronik HBV enfeksiyonuna neden olmaktadir (102).

Kroniklesme, temelde hastanin hangi yastayken enfeksiyonu kaptigina baghdir.

Kronik HBV enfeksiyonu; karaciger hiicrelerinin nekrozunu ve enflamasyonunu
siklikla tetiklemekte, genlerde cis- ve trans- aktivasyonu destekleyerek hepatoseliiler
karsinomaya (HSK) yol agmaktadir (43). HBV enfeksiyonunun hepatokarsinojenez
iizerindeki etkisini agiklamak i¢in birgok teori ortaya atilmig olsa da heniiz detayli bir
mekanizma belirlenememistir. Bazi HBV hastalarinda siroz yokken dahi HSK
gelisebilmektedir, dolayisiyla HBV’nin  direkt kanserojen etkisi  oldugu
diistiniilmektedir. HBV’ye bagli HSK gelistiren hastalarimin  birgogunda, HBV
genomunun hiicrenin DNA’sina entegre oldugu goriilmiistir (73) (Sekil 6). HSK
olusumunun indirekt mekanizmasinda kronik hepatiti takip eden siroz, mutagenez ve
rejenerasyon sonucunda hiicrelerin transformasyonu s6z konusudur. Bu durum oksidatif
stres, ilgili genlerin transaktivasyonu ve tiimor supresor genlerin inaktivasyonu ile

sonuglanarak HSK’ya neden olmaktadir.
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Sekil 6. Hepatit B viriisiiniin hepatoseliiler karsinomya (HSK) neden olmasi (Bkz. EK-6)

Yenidogan enfeksiyonlarinin  %90’indan fazlasinda kronik enfeksiyon
goriliirken, eriskinlerin yalnizca %35’inde hastalik kalict hale gelmektedir. Hiicresel
bagisiklik sisteminin heniiz gelismemesi ya da bagisiklik tepkilerinin baskilanmasi
yenidoganlar1 daha savunmasiz brrakmaktadir. Enfektéz virionlarm inokulasyonunu
takiben 1-6 ay i¢inde konak¢inin kan dolasiminda HBsAg goriilmektedir. Akut faz adi
verilen bu donemde kanda yiiksek oranda virus bulunmaktadir ve bulasicilik ¢ok
fazladir. Bu fazda, HBV’nin anneden c¢ocuga dikey olarak ge¢me riski oldukca
yiiksektir (19). Hamileligin son ti¢ aylik doneminde asilanma olmadigi takdirde akut
HBV’nin fetiise tasinma olasilig1 %78’dir. Daha biiyiik cocuklarda ve eriskinlerde viriis
iretimi HBV’ye 6zgii CD8+ ve CD4+ lenfositleri tarafindan sitolitik ve nonsitolitik
mekanizmalarla engellenmektedir (122) (Sekil 7).
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Sekil 7. HBV viriisiiniin viicuttan temizlenme mekanizmasi (Bkz. EK-7)

Viriisiin  hepatosite girmesinden sonra HBV enfeksiyonu, bazi immiinolojik

belirteglerin belirledigi dort evrede gelisir. Birinci evre immunotolerans ile karakterize

edilmektedir. Bu donemde hastalik asemptomatiktir ve HBV DNA’s1 ile HBsAg’si

yiiksek titrelerde bulunmasina karsilik transaminaz seviyesi normal ya da az derecede

yikksektir. Bu evrede HBeAg/Anti-HBe serokonversiyonu nadiren  goriiliir.

Hepatositlerdeki HBcAg yalnizca hiicre c¢ekirdegi i¢cine yerlesmistir ve karaciger

biyopsisinde normal ya da minimal bulgular elde edilmektedir. ikinci evrede aktif,

semptomik hepatit mevcuttur. Ik evreye gére HBV DNA ve HBsAg titreleri daha

diisiik olmakla birlikte hala pozitiftir ve bu evrede transaminaz seviyesi yiikselmistir.

Ikinci evrede HBcAg ¢ekirdegin disinda  hepatosit  sitoplazmasinda

gozlenebilmektedir. Hastalarin biiyiik kismindan alman kan orneklerinde HBeAg’nin

varliginin  stirdigii  goriilmektedir. Biyopside belirgin enflamatuar bulgular elde

edilebilmektedir. Ugiincii evrede konak¢r immiin yanit gelistirmektedir. Bu evrede

HBsAg halen pozitiftken HBeAg ve HBV DNA negatif hale gelmektedir. Ugiincii

evrede hepatositlerde HBcAg goriilmezken sitoplazmada HBsAg mevcuttur.
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Transaminaz seviyesi ikinci evreye gore daha disiiktiir ve karacier biyopsilerinde
nekroenflamatuar aktivitede azalma goriilmektedir. Dordiincii evre viriisiin kandan
temizlenmesi ve bagisikligin tam olarak olusmasiyla karakterizedir. HBsAg (-), anti-
HBs (+), HBV-DNA (-), anti-HBc (+), HBeAg (-), anti-HBe (+) olup transaminazlar
normaldir (2).

HBV enfeksiyonunun akut ya da kronik olmasinin belirlenmesinde sitotoksik T
lenfositi (CTL) yanit1 kilit rol oynamaktadir. Daha 6nce viral temizlenmenin viriise
0zgii CTL’ler araciligiyla sitolitik yoldan yiiriitildiigii disiiniiliirken son yillardaki
calismalar virlise 6zgii CTL’lerin karacigerde hiicreyi Oldiirmeden bazi sitokinler
aracigiliyla HBV replikasyonunu durdurabildigini gostermistir. Viriisiin immiin sistem
elemanlarindan kurtulmak icin iki temel yol izledigi diisliniilmektedir. Birincisinde
viriis antijenik degisim, immiin sistemden korunmus yerlerde saklanma gibi yollarla T
hiicreleri tarafindan tammnmaktan kurtulmaktadir. Ikincisinde ise Thl sitokin
islevselligindeki azalma ya da virlise 6zgli T hiicrelerindeki duyarsizlasma sonucu
konak¢min immiin cevabinda baskilanma s6z konusudur. Bu noktada HBV
enfeksiyonunun devamliligi ve konak¢min immunogenetik yapisi arasindaki baglanti

iizerinde durulmaktadir (31).

2.6. Hepatit B Serolojisi

2.6.1. HBsAg

HBsAg ylizey antijeni pozitif bulunan bir kisi ya akut bir B hepatit gecirmektedir,
ya kronik bir hepatit durumu s6z konusudur ya da tasiyicidir. Bu olasiliklardan
hangisinin mevcut oldugu ancak yapilacak testlerle ortaya koyulabilmektedir. HBsAg
acisindan pozitif olan bir kigide viral replikasyonun mutlaka siirmekte oldugu sonucu
cikarilmamalidir. Baz1 ¢aligmalarda asemptomatik tasiyicilarda HBsAg pozitif oldugu
halde, infeksiydz viriis partikiillerinin bulunmadigi gosterilmistir. Boyle olgularda,

hepatit B viral genomunun karacigerde hepatositler i¢cine tamamen ya da kismen entegre
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olarak, karaciger hiicreleri tarafindan HBsAg iiretiminin siirdiiriildiigii diistiniilmektedir

(130).

HBsAg siklikla serumda bulunmaktadir. Ancak tiikiiriik, siit, beyin omirilik sivis1
(BOS), semen, vaginal sekresyon gibi viicut sivilarinda da daha diisiik konsantrasyonlar
bulunabilmektedir. Genellikle, Hepatit B virlisii ile temasi izleyen donemde, heniiz
transaminaz diizeyinde artis olmadan inkiibasyon déneminin sonuna dogru (ortalama 75
giin), semptomlar belirmeden 2-7 hafta 6nce serumda HBsAg'yi saptamak miimkiindiir
(Sekil 8). Aymi1 donemde, viral replikasyona isaret eden gdostergeler (HBV-DNA,
HBeAg) de kanda belirmektedir. Bu ilk donemde hastalik ¢ok bulasicidir. HBsAg'nin
serumda pozitif olarak saptanmasindan yaklagik dort hafta sonra klinik hepatit tablosu
ortaya ¢ikmaktadir. HBsAg, yaklasik ii¢ ay pozitif olarak saptanabilir. Daha uzun stireli
HBsAg pozitifligi genellikle kronik HBV infeksiyonu yoniinden izlemeyi gerektirir
(Sekil 8) (77). Bazi vakalarda ise HBsAg'nin alt1 ay, hatta dokuz ay kadar pozitif
saptandiktan sonra kayboldugu da goriilmektedir. Genel olarak, HBsAg'nin alt1 aydan
uzun siireli pozitifligi durumunda, hastanin kronik hepatit ya da tastyicilik yoniinden

izlenmeye alinmasi onerilmektedir (128).

2.6.2. Anti - HBs

HBsAg'nin kaybolmasindan kisa bir siire sonra, HBsAg'ye kars1i olusmus
antikorlar olan anti-HBs ortaya ¢ikar. Hastaligin baslangicindan yaklasik 3 ay sonra
kanda anti-HBs belirir (Sekil 8). HBsAg'nin kaybolmasi ile anti-HBs olusumu arasinda
bir siire bulunmaktadir ki, ne HBsAg, ne de anti-HBs'nin pozitif olarak saptanamadigi
bu déneme pencere donemi (window period) adi verilir. Bu donemde akut hepatit B
tanisin1 koydurabilecek tek serolojik gosterge, anti-HBc IgM pozitifligidir. Bu siire, 2
hafta ile 1 yil arasinda degisebilir. Eger kanda anti-HBc IgM’ye bakilmaz ise, akut
hepatit B enfeksiyonu gézden kacirilabilir. Anti-HBs, normal kosullarda bagisiklik ve
iyilesmeyi gosterir ve vakalarm ¢ogunda yasam boyu kalicidir. Anti-HBs ile birlikte

anti-HBc IgG'nin de pozitif olmas1 Hepatit B sonucu gegirilen bagisikligi, yalnizca anti
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HBs pozitifligi ise asilama sonucu gelisen bagisiklig1 gosterir (131). Ayrica, HBsAg
tastyicilarm % 10-40'inda da diisiik titrede anti-HBs saptanabilmektedir. Bu durumun

farkli subtiplerle ayn1 zamanda enfeksiyon gelismesine bagli oldugu diistiniilmektedir.

2.6.3. Anti-HBc IgM ve Anti-HBc 1gG

Anti-HBc IgM ve IgG, Hepatit B kor antijenine karsi olusan antikorlardir ve
semptomlarin baslamasi ile ortaya ¢ikmaktadirlar (Sekil 8). Anti-HBc IgM pozitifligi,
ortalama 4-8 ay kadar siirmektedir, sonrasinda yerini anti-HBc IgG'ye birakir (113).
Anti-HBc IgG yillar boyu, genelde yasam boyunca pozitif olarak saptanmaktadir.
HBsAg tasiyicilarinda genellikle anti-HBc IgG yiiksek titrede devam etmektedir. Anti-
HBs pozitifligi ile birlikte, anti-HBc IgG'nin diisiik titrelerde pozitif olarak bulunmasini
cok eskiden gecirilmis hepatit B infeksiyonuna baglayan goriisler vardir. HBsAg
kaybolmus ancak anti-HBs de heniiz olusmamis olan pencere donemindeki akut hepatit
B olgularinda hastaligin tanisin1 koydurabilecek tek serolojik gosterge anti-HBc IgM'dir
(Sekil 8).

Anti-HBc IgM'nin akut hepatit B doneminden sonra da 1srarli olarak pozitif olarak
devam etmesi, hastaligin kroniklesmesi yoniinde siiphe dogurmaktadir. Kronik HBV

enfeksiyonunda da, diisiik titrede anti-HBc IgM pozitifligi saptanabilir (23).

2.6.4. HBeAg ve Anti-HBe

HBeAg, viriisiin koru iginde bulunan, ¢oziinebilir bir antijendir. Bu nedenle
serumda saptanabilmektedir. HBeAg, HBsAg ile yaklasik ayn1 donemde belirir ve 10
hafta kadar pozitif olarak saptanir (Sekil 8). HBsAg'den daha once kaybolur. HBeAg
pozitifliginin devam etmesi, hastaligin kroniklesecegi yoniinde 6n bulgulardan birisidir

(Sekil 8). HBeAg, viral replikasyonun siirmekte oldugunu ve infektiviteyi gosterir (85).
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HBeAg'den anti-HBe'ye doniisiim iyilesme belirtisi olarak kabul edilmektedir.
Ancak son yillarda yapilan bazi arastirmalarda, HBeAg negatif ve anti-HBe pozitif
bulunan bazi olgularda serokonversiyon varligia ragmen, PCR ile HBV-DNA pozitif
olarak bulunmustur. Anti-HBe serokonversiyonuna ragmen vireminin devam etmesi,

pre-kor bolgesindeki baz1 mutasyonlara baglanmaktadir (86).

2.6.5. Hepatit B VViral DNA (HBV-DNA)

Son dénemde, Hepatit B'nin kroniklesme seyri hakkinda daha agik bir fikre sahip
olma gereksinimi basta olmak {lizere, Hepatit B tanisi ile ilgili ¢esitli durumlarda HBV -
DNA’s1 arastirilmaktadir. Bulgularin 1srarli olarak Hepatit B'yi diisiindiirdiigii ancak
HBsAg negatif bulunan 6rneklerde HBV-DNA’ya bakilabilir. HBsAg negatif, anti-HBe
pozitif olan ancak ALT diizeyi yiiksek seyreden olgularda HBV-DNA bakilabilir (59).
Ayrica, interferon uygulanan hastalarda, tedaviye yanitin izlenmesi ve doz ayarlamasi
amaciyla HBV-DNA diizeyine bakilmasi gerekmektedir. HBV-DNA tayini
hibridizasyon ya da PCR (polimeraz chain reaksiyonu) yontemleri ile yapilmaktadir
(96). PCR yontemi daha duyarli olup, teorik olarak ortamdaki tek bir genomun bile
Olciimiinii saglama yetenegindedir. PCR yontemi ile HBV-DNA miktar1 defalarca

cogaltilarak Olctilebilir diizeylere ulastirilmaktadir.

HBV-DNA'nin pozitif bulunmasi esas olarak aktif viriis ve replikasyon varligi
anlamina gelmektedir. Son donemde PCR gibi teknikler ile replikatif fazdaki aktif ve
komple DNA yerine yer yer cesitli inaktif DNA parcaciklarinin da Olclime tabi
tutuldugu ve bu nedenle, her HBV-DNA pozitifliginin replikasyon anlamma gelmedigi

goriisii ileri siiriilmektedir (20).
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Sekil 8. HBV maruziyetinden sonraki haftalarda seroloji titrelerine gore

semptomlarin degisimi (Bkz. EK-8)

2.7. Viral Hepatit B'de Klasik Tablolar Disindaki Serolojik Bulgular

Hem kisiye ait immun yanittaki faktorlere bagli olarak, hem de son yillarda daha
ileri tan1 tekniklerinin de gelismesiyle, klasiklesmis tablolar disinda serolojik seyirlere

de rastlanmaktadir.

2.7.1. Tek Basina HBsAg Pozitifligi

Bu durum olduk¢a seyrek goriilir. HBsAg (+) serum transfiizyonu yapilan

kisilerde goriilebilir, Hepatitin erken doneminde de kisa siireli saptanabilir. Ancak
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izleyen donemde kisa siirede anti-HBc IgM ve HBeAg'nin de pozitiflesmesi beklenir.

Bu durum gergeklesmiyor ise, testin giivenilirligi gozden gecirilmelidir (9,78).

2.7.2. Tek Basina Anti-HBs Pozitifligi

Bu durum asilananlarda, Hepatit B hiperimmunglobulini uygulananlarda ya da
kan veya kan friinleri uygulananlarda gorilebilir. Ayrica, hi¢ asilanma Oykiisii
olmayanlarda da goriilebilir. Bunlarin, viremi ve replikasyon mevcut olmayan, yalnizca
HBsAg pozitifligi bulunan bagka bir kisiye ait bir materyal ile temas sonucu as1 gibi

antijenik uyar1 alarak ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilmektedir (9, 78).

2.7.3. HBsSAQ Negatif Bulunan Hepatit B Olgulan

Arastirmalarda, HBsAg negatif bulunan bazi olgularda, diger tiim serolojik
gostergeler de negatif olmasma ragmen, PCR ile HBV-DNA pozitif olarak
bulunmustur. Bu serumlarin inokiile edildigi sempanzelerde Hepatit ortaya ¢ikmistir. Bu
durum, kan transfiizyonlar1 yoniinden onemlidir. Ciinkii HBsAg negatif bulunan
birtakim kanlarin verildigi olgularda, diger tiim gostergeler de negatif olmasina karsin,
Hepatit B enfeksiyonu ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir olgularin ileri arastirmalarinda, HBV -
DNA pozitif olarak bulunmustur (9, 78).

2.7.4. Tek basina Anti-HBc Pozitifligi

Bu durumdaki kisilerde diger antikorlar1 sentezlemede bir eksiklik s6z konusu
olabilir. Bu durum, bir transflizyon sonucu ortaya ¢ikabilir, ya da yalanci pozitiflik s6z
konusu olabilir. Ancak tek bagina anti-HBc pozitifligi %10 dolayinda goriilebilmektedir
(9, 78).
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2.7.5. Anti-HBs Olusmus Kisilerde HBsAg'nin Tekrar Ortaya Cikmasi

Ender goriilen bir durumdur. Akut viral hepatit B gecirmis ve bagisiklik olusmus
kisilerde, ¢ogunlukla immunosiipresyon uygulanan durumlarda anti-HBs kaybolmakta
ve HBsSAg tekrardan ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum, Hepatit B viral DNA'sinin bazi
hiicrelerde sakli kaldig1 ve uygun ortami bulunca tekrar replikasyona basladigi seklinde

yorumlanmaktadir (9, 78).

2.7.6. Anti-HBs (+), Anti-HBc (+), HBV-DNA (+) Olgular

Hepatit B gecirildikten sonra ve anti-HBs olustuktan sonra, bes yil sonra bile
HBV-DNAin pozitif olarak bulundugu bazi olgular saptanmistir. Cok seyrek olmakla
birlikte, anti-HBs pozitifligi durumunda da HBV-DNA pozitifligi gézlenebilmektedir.
Ancak boyle bir tablonun nedenleri ve pratikte hangi sonuglara yol agtigi heniiz netlik

kazanmamustir (9, 78).

2.8. Hepatit e Antijenine Ozgii Monoklonal Antikor Uretimi

B lenfositleri kemik iliginden iiretilen hiicrelerdir ve organizmada antikor
iiretiminden sorumludurlar. Her bir B lenfositi tek bir antijene, hatta tek bir antijenin bir
epitopuna 6zgii antikor tiretir. Sadece bir antijene 6zgili antikora monospesifik antikorlar
ya da monoklonal antikorlar adi verilmektedir. Normal kosullarda antikor iireten B
lenfositleri plazma hiicresi olarak adlandirilir ve kisa bir yasam siiresine sahiptirler
(ortalama 4-5 giin). Ancak antikor iireten B lenfositleri in vitro kosullarda hibridoma
teknolojisi ile Oliimsiizlestirilebilirler. Bu yontemde B lenfositlerini dliimsiizlestirmek
icin siirekli boliinme yetenegine sahip myeloma hiicreleri (kemik iligi kanser hiicreleri)

kullanilmaktadir.
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Myeloma hiicresi ile antijenlere 6zgii plazma hiicrelerinin yani iki somatik
hiicrenin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinin tamamen birbirine kaynasmasi anlamina gelen
“hiicre flizyonu” ile monoklonal antikor tiretimi ilk kez 1966 yilinda Sinkovic ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir. Ancak bu deney tekrarlanamamistir. Sonraki
yillarda devam eden arastirmalar sonucunda 1973 yilinda Georges Kohler ve Cesar
Milstein ilk kez mutant fare myeloma hiicrelerini, bir antijenle bagisiklanmis deney
hayvaninin dalak hiicresiyle birlestirerek monoklonal antikor {iretimi saglayan
“Hibridoma Teknolojisini” tanimlamistir. Bu yontemle, B-lenfositlerinin 6zgiil antikor
yapici 6zelligi ile myeloma hiicrelerinin 6liimstiizliik 6zelligine sahip hibrit hiicrelerin in
vitro kosullarda, tek bir epitopa kars1 yiiksek Ozgiinlikte ve sonsuz miktarda
monoklonal antikor sentezleyebilecegi gosterilmistir (76,84). 1975 yilinda Kohler ve
Milstein tarafindan gerceklestirilen bu calisma 1984 yilinda Nobel Tip Odiilii’ne deger
goriilmiistiir (76).

Hibridoma teknolojisinde, myeloma hiicreleri ile istenilen antikoru iireten bagisik
bir hayvanin dalak lenfositlerinin “hiicre flizyonuna” tabi tutulmasi sonucunda
kompleks bir antijenin tek bir epitopuna kars1 monoklonal antikor iireten 6liimsiiz hibrit
(melez) hiicreler elde edilmektedir (16). Boylece kisa 6miirlii B-lenfositleri hiicre kiiltiir

ortaminda birer antikor liretim merkezine doniistiiriilmektedir.

Monoklonal antikor eldesi (Sekil 9) i¢in kolay ¢ogalabilmeleri, kiigiik olmalari,
bakim ve beslenmelerinin kolay ve ucuz olmasi ve immiinizasyon sonrasi iyi immiin
yanit vermeleri sebebiyle fareler ve sicanlar tercih edilmektedir. Antijenik uyarimda
diger soylara gore daha iyi immiin yanit1 vermeleri nedeniyle genellikle BALB/c fare
genetik soyu kullanilmaktadir. Ilgili antijene kars1 ortaya ¢ikan yanitin yiiksek olmasi
icin bagisiklanacak hayvanin gen¢ olmasi (6-8 haftalik) tercih edilmektedir (57).
Immiinizasyonlarda kullanilan hayvanlar in-bred olmalarina ragmen farelerin antijenik
uyarima kars1 gelistirdikleri immiin yanit birbirinden farkli olabilmektedir. Bunun yani
sira immiinizasyon siiresi icerisinde hayvanlar stres, sok ve cesitli ¢cevresel etkilerden
dolay1 6lebilmektedir. Dolayisiyla bu gibi aksakliklar: 6nlemek i¢in immiinize edilecek

hayvan gruplar1 genellikle 3-5 adet fareden olusturulmaktadir. Monoklonal antikor
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calismalarinin baslangicinda istenilen antijene karsi antikor {iretimini saglamak igin
fareler belirli dozlarda antijen ile immunize edilerek en yiiksek diizeyde bagisiklanan
fare indirekt ELISA yontemi ile secilir. Antikor titresi iyi olan farenin dalagindan ve
lenf diigimlerinden antikor iireten B lenfositleri izole edilir, ayn1 zamanda in vitro
kosullarda hiicre kiiltlirii ortamimda yine BALB/c kokenli myeloma (kanser) hiicreleri
cogaltilir. Immiinizasyonda BALB/c soyu fareler kullanildig1 i¢in myeloma hiicrelerinin
de BALB/c kdkenli olmast ¢alismanin verimini artirir. Farkli tiirlere ait hiicrelerden
kokenlenen hibrit klonlar1 kromozom kayiplarina ugrayacaklar: i¢in devamh karakter
degistiririler ve antikor sentezleme kapasiteleri azalir. Hibridoma c¢alismalarinda
kullanilan tipik mutant hiicre soylar1 SP2/0-AG14, P3X63Ag8.653, S194/5.XX0.BU.1
ve FO’dir. Bu myeloma hiicre soylarmm hepsi BALB/c temellidir; immunoglobulin

salgilamamakta ve yaygin olarak flizyon i¢in kullanilmaktadirlar (32,138).
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Sekil 9. Monoklonal antikor elde edilmesi (Bkz. EK-9)

Flizyon ¢aligmalarinda hiicreleri birlestirici ajan olarak polietilen glikol (PEG)
kullanilir. Fiizyona tabi tutulmus hiicreler kiiltiir plaklarinda 10 giin segici HAT
(hipoksantin aminopterin timidin) kiiltiir ortammda inkiibe edilerek flizyon

olusturamamis hiicrelerin 6lmesi beklenir. Fiizyondan sonra hiicre kiiltiirii ortaminda; B
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lenfosit+B  lenfosit  hibrit  hiicreleri, myeloma+B lenfosit hibrit hiicresi,
myeloma+myeloma hibrit hiicresi, flizyona ugramamis B lenfosit hiicreleri, flizyona
ugramamig myeloma hiicreleri ve diger hiicreler bulunmaktadir. Siirekli olarak
monoklonal antikor iiretme yetenegine sahip olan myeloma+B lenfosit hibrit
hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki diger hiicrelerden ayrilmasi i¢cin HAT’I1 besiyeri

kullanilir (138).

Hibridoma hiicrelerinin kiiltiir ortamimda secilmesi i¢in myeloma hiicrelerinin
timidin kinaz (TK) veya hipoksantin guanin fosforibozil transferaz (HGPRT) enzimi
negatif olmalidir. Fare myeloma hiicre dizilerinden HGPRT (-) hiicrelerinin se¢imi i¢in
HGPRT araciligiyla DNA’ya baglanma 6zellligine sahip toksik baz analoglar1 olan 8-
azoguanin veya 6-tioguanin kullanilmaktadir. Fiizyon islemi sonrasinda kiiltiirde
bulunan hiicrelerden hibridoma ve myeloma hiicreleri digindaki hiicreler yasam siireleri
smirli oldugu icin 6lmektedir. Myeloma hiicreleri hibritlerden daha fazla sayida

¢ogalacagindan hibridomalar1 6zgiin olarak segmek gerekmektedir (8,70).

Aminopterin, niikleik asitlerin biyosentezinde (de novo sentezi) dihidrofolat
rediiktaz enzimini bloke eden bir kimyasaldir (Sekil 10). Hiicrelere aminopterin
uygulanmasi sonucunda HGPRT ’ye sahip normal hiicreler hiicre dis1 hipoksantin ve
timidin kaynaklarini kullanarak alternatif yol (salvage) iizerinden niikleotid sentezini
(piirinleri  yapmak i¢in  hipoksantini, pirimidinleri yapmak i¢in timidini)
gerceklestirirler. HGPRT (-) myeloma hiicreleri HAT besiyerinde c¢ogaltildiklarinda
DNA sentezleyemediklerinden yasayamamakta, flizyon sonucu olusan hibridoma
hiicreleri ise yasamlarm siirdiirebilmektedirler. Kisacasi, HAT li ortamda, HGPRT (-)
olan myeloma+myeloma hibrit hiicreleri ve flizyona ugramamis myeloma hiicreleri
flizyon sonrasi onuncu giine kadar gegen siirede kiiltiirde Olmektedirler. Fiizyona
ugramamis B lenfositleri ve flizyona ugramis B lenfosit+B lenfosit hibrit hiicreleri
olumsiizliik 6zelligi kazanmadiklar1 igin flizyon sonrasi dort veya besinci giinde

kendiliginden 6lmektedir (1).
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Iigili antijene kars1 antikor sentezleyen hibridoma kolonilerinin varligi, hiicre
kiltiir Gst sivilarmin ELISA yontemi ile test edilmesiyle belirlenmektedir. Kuyularda
birden fazla hibrit kolonisi olabileceginden ve sentezlenen antikorun poliklonal antikor
olma ihtimali bulundugundan belirlenen kuyulardaki hiicreler simirli seyreltme (limiting
dilution) yontemiyle her kuyuya bir hiicre diisecek sekilde yeni kiiltiir plaklarma
dagitilarak tek hiicreden koken alan hibridoma kolonisinin gelismesi saglanir ve her bir
koloninin sentezledigi antikorun tek tip epitopa 6zgii olan monoklonal antikor olup
olmadig1 test edilir. Ilgili antijene dzgii antikor sentezleyen hibridoma kolonileri ELISA
yontemi ile belirlenir. Monoklonal antikor iirettigi belirlenen hibrit hiicre, hiicre kiiltiirii

ortaminda genis Olgekte tiretilir ve uygun yontemlerle saflagtirilir.

DHA, protein, lipidlerin metilasyonu

s

S-Adenozil S5- Adenozil
Homosistein Methionin
Homosistein Methionin
Byy
5-Metil Tetrahidrofolat Tetrahidrofolat Aminopterin

Serin

Glisin

T

5,10-Metilen d 10-formil

tetrahidrofolat — tetrahidrofolat Dihidrofolat
* rediiktaz
Dihidrofolat
Folik asit
dump dime
Pirimidinler
DHA sentez

Sekil 10. Aminopterinin de novo yolunu inhibe etmesi (Bkz. EK-10)
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2.9. Hibridoma Calhsmalarinda Organ olarak Dondurulmus Dalak ve Lenf

Diigiimlerinin Kullanilmasi

Organ yetmezligi vakalar1 her gecen giin artmakta olup, organ nakli i¢in uygun
organ bekleyen hastalarm bazilarina kisa zamanda organ nakledilirken bazilar1 yillarca
beklemek zorunda kalmakta, bazilar1 ise beklerken yasamlarini yitirmektedirler. Organ
naklindeki temel amag¢ organ yetmezligi nedeniyle yasaminin sonuna gelmis bir
hastanin hayatin1 kurtarmak, yasam siiresini ve kalitesini arttrmaktir. Organ naklinde
dondr (verici) canl veya oli (kadavra) olabilir (79). Canli vericilerden oldugu kadar
kadavra vericilerden de bobrek, karaciger, pankreas, incebagirsak gibi organlarin
nakilleri yapilabilmekte ve nakil yapilan hastalar yasantilarini siirdiirebilmektedir.
Ancak nakil tekniklerindeki gelismelere ragmen diinyada ve yurdumuzda yeterli sayida
organ bagismin olmamasi nedeniyle, organ nakli olmay1 bekleyen pek cok hastaya
organ naklinin yapilamadigi bilinmektedir (103). Tablo 2°’de ABD’de bir yil i¢inde
nakil yapildig1 takdirde kurtarilabilecekken nakil yapilmadigi i¢in kaybedilen kisi sayis1

goriilmektedir.

Tablo 2. ABD’de organ nakli ile 6nlenebilecek yillik 6liim sayis1 (Bkz. EK-11)

Organ Nakli ile Onlenebilir Organ
Organ Yetmezligi Nedeniyle Olen Kisi Sayist

(Y1llik)
Kalp 710,760
Akciger 122,009

Bobrek 37,251

Karaciger 16,214
Toplam 886,234

Toplam, giinde 2,428

Tiim sebeplere baililz Zlelhk Oliimlere gore %36.2
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Farkli iilkelerde, bir¢ok arastirmaci tarafindan gerek iilke genelinde gerek bdlgesel
olarak yiiriitiilen ¢aligmalarin sonuglar1 halkin dinsel, sosyal, kiiltiirel farkliliklarmna
karsin organ bagisina genelde olumlu baktigini ortaya koymaktadir. Organ bagisi ve
nakli konusunda dinin kisitlayici fazla bir etkisinin goriilmedigi ancak egitim, cinsiyet
ve sosyo-ekonomik diizey gibi demografik ozelliklerin rolii oldugu, egitim ve sosyo-
ekonomik diizeyi yiiksek olanlar ile erkeklerde organ naklini kabul edenlerin oranlarmin

digerlerine gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (124,127,158).

Ulkemizde ise organ bagis1 ve nakli konusunda genis kapsamli calismalara iliskin
bir veri bulunmamasina ragmen, bazi arastirmacilarin bdlgesel ¢alismalar yaptiklari
goriilmektedir. Bal ve arkadaslari, Usak ve cevresinde katilimcilarin %92.4'iniin organ
bagisma genelde olumlu baktiklarini, organ bagisina olumlu bakmayan bireylerin dahi
bir baskasinin organi ile yasama fikrine olumlu baktiklarini, katilanlarm %65'inin organ
bagisinin nereye ve nasil yapilacagini bilmediklerini belirtmektedirler (10). Giirpinar,
Trabzon ve cevresinde toplumun %62.8'nin organ bagisina olumlu baktiklarmni
bildirmektedir. Glirpinar, bobrek nakli basta olmak iizere kornea, karaciger, kalp ve
kemik iligi nakillerinin toplumun biiyiik bir kesimi tarafindan bilindigini, ¢evresinde
organa gereksinim duyan kisiler olan katilimcilar bilgilerinin daha fazla oldugunu
belirtmektedir (22). Organ bagislamay1 distinmeyenlerin (% 37.2), % 33.3'Qi dini ve
geleneksel nedenleri gosterirken, %41.3'i hi¢cbir neden gostermemistir. Korku ve konu

hakkinda bilgisi olmama diger nedenler olarak gdsterilmistir (22).

1949 yilinda Polge ve arkadaslar1 tarafindan gliseroliin donmaya kars1 koruyucu
etkisi oldugunun belirlenmesinden itibaren insan hiicre ve dokularinin dondurulmasi
fikri buyik ilgi gormistir (115). Dondurma (kryoprezervasyon) canliligin
devamliliginin saglanabilmesi amaciyla hiicre, doku veya organlarin 6zel islemler
sonrasinda ¢ok diisiik sicakliklarda muhafaza edilmesidir. —196°C’deki sivi nitrojende
tiim kimyasal reaksiyonlar, biyolojik islemler, fiziksel hiicre i¢i ve hiicre dis1 aktiviteler
duraklatilmaktadir (42). Teorik olarak, dondurma isleminden geg¢mis bir organ zaman
smirt  olmaksizin saklanabilmektedir. Giiniimiizde dondurma konusunda ulasilan

noktada homojen hiicre popiilasyonlarinin ya da tek katmanli dokularm dondurulmasi
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icin optimum kosullarin belirlenmesi ve dondurulan hiicrelerin ¢oziinmesiyle yeniden
aktif hiicre eldesi miimkiindiir (136,143). Ancak kompozit dokularin ve organlarin

biitiin olarak dondurulmasi konusunda heniiz tam anlamiyla basar1 elde edilememistir.

Homojen hiicre gruplarinda, dondurma islemi ile hiicrelerin ii¢ boyutlu yapisi
sabitlenerek tiim kimyasal reaksiyonlar durdurulmaktadir ancak bu islemin asil amaci
bircok dokudan olusan kompozit organlarda distan ice her doku bileseni icin uygun
dondurma  kosulunu saglamaktir. Organdaki farkli  hiicresel bilesenlerin
dondurulmasindaki asil problem doku matriksinin ii¢ boyutlu yapismin hem dondurma,
hem de ¢oziinme esnasinda korunmasini saglayacak uygun kryoprezervatifin ve uygun
kosullarin belirlenmesinin giicliglidiir (93). Kryoprezervatiflerin s6z konusu dokular
icin 6zel olmasi, dokuyu olusturan hiicrelere giris ve ¢ikis yollarinin bilinmesi ve

hiicreler i¢in toksik etki yaratmamasi gerekmektedir (82).

0°C ile —25°C arasinda hiicrelerin enzimatik aktiviteleri yavaslamakta ancak
tamamen durmamakta, —40°C’nin altinda ise fizyokimyasal degisimler tamamen
durdurulmaktadir. Hiicrelerin kryoprezervatiflerin varliginda dondurularak daha uzun
stire saklanabilmeleri i¢in sicakligin —130°C’nin altina diistiriilmesi gerekmektedir.
Ancak normal kosullarda canliligini +37°C’de siirdiiren hiicrelerin, —196°C’deki baska
bir ortama alinmasi hiicre i¢indeki suyun %95’inin kaybolmasiyla hiicre i¢i ve hiicre
disindaki ortamda elektrolit konsantrasyonunda degisiklik meydana gelmesine (35,125),
hiicre i¢inde buz kristalleri olusmasi ile hiicrelerin baskilanmasina ve hatta hiicre

icindeki yapilarin zarar gérmesine sebep olmaktadir.

Diistik sicakliklarda hiicre zarmin gecirgenlik katsayisi degismekte, bu durum da
sitoplazmik su kaybina (dehidrasyon) sebep olmaktadir. Dehidrasyon iki tiir hiicresel
lezyonla sonuglanabilmektedir. Birincisinde dehidrasyon ile hiicre disindaki tuz
konsantrasyonu artar ve ortamdaki degisiklik hiicre zarmim biiylik kismmi olusturan
protein ve lipoprotein komplekslerinin yapisina zarar verir. Ikinci durumda ise tampon
gorevi goren tuzlarin kristalizasyonu pH degisikligine neden olur ve dnemli islevleri

olan birgok protein denature olur (92). Mazur ve arkadaslari, sivi transferinin yalnizca
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zarlar arasi bir gegisten ibaret olmadigini, asil problemi zar yapisindaki degisikliklerin

olusturdugunu gostermislerdir (114,146).

1950’lerin sonlarinda Smith ve Farrant Gine domuzunun uterusunu in vitro
ortamda dondurup ardindan erittiklerinde uterusta kasilma oldugunu belirlemis ancak bu
organ ile nakil denemesi yapmamislardir (134). Hamilton, Holst ve Lehr ise 1973’te
kopek bagirsaginin belirli pargalarint sivi nitrojende dondurup ¢ozdiikten sonra nakil
yapildiginda bu pargalardan bazilarmm uzun siire hayatta kaldigini gostermistir (55).
2002’de rat yumurtaliklarinin biitiin halde dondurulduktan sonra ¢6ziinmesi ve vaskiiler
anastomozu ile nakli sonrasinda nakledilen yumurtaliklardan ¢ok azmin canli kaldigi,
bunlardan birinin ise olgun yumurta olusumunu saglayarak yavrulamada etkili oldugu
rapor edilmistir (157). Ancak kemirgen yumurtaliklar1 vaskiiler anastomoz olmasa dahi
dondurma, ¢6zme ve nakil islemlerine dayanabildiginden bu ¢alisma organlarin biitiin
olarak dondurulmasi konusunda uygun bir model degildir (54,58). Ozellikle son yirmi
yilda {ireme tibbi, hayvan besiciligi ve nesli tiikkenmekte olan hayvan tiirlerinin
korunmasi gibi alanlarda organlarin dondurulmasi iizerinde yogun sekilde calisilmis ve
bu calismalar ile organlarin dondurulmasi konusunda gelisme kaydedilmistir
(41,45,49,53,65,72,164). Simdiye kadar yapilan calismalarda hayati 6neme sahip
herhangi bir organ (6zellikle kalp, karaciger ya da bobrek) dondurma, ¢6zme ve nakil
islemleri sonrasinda islevsellik goéstermemistir (109). Bu basarisizhigin bir¢ok nedeni
vardir ancak en onemlisi damar hasaridir (63,108,116). Kopek bagirsag ile yapilan
deneyde de kuskusuz damar hasar1 goriilmektedir ancak bu durumun doku iizerinde
olusturdugu basing perflizyonu engelleyecek diizeyde olmadigindan telafisi
miimkiindiir. Hayati organlarda damar hasar1 kalici damar tikanikligma ve doku
nekrozuna yol ac¢maktadir dolayisiyla bu durumun Oniine gecilmeden organda

islevsellik s6z konusu degildir.

Bu tez c¢alismasinda organ dondurma alanmma hizmet eden ¢aligmalar
gerceklestirilmis, ilk defa biitiin halde dondurulmus organlar (dalak ve lenf diigiimleri)
kullanilarak hibridoma teknolojisi ile ¢dziinme sonrasinda dahi antikor {iiretebilen ve

cogalabilen B lenfositlerinin varligi gosterilmistir. Diigiik molekiiler agirligi (17 kDa) ve
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HBcAg ile ortak protein yapist nedeniyle HBeAg’ye karst monoklonal antikor
gelistirilmesi zordur dolayistyla HBeAg oldukca kiymetli ve pahalidir (Img liyofilize
HBeAg ~30008). Monoklonal antikor elde etmek {izere yiiriitiilecek hibridoma
caligmalarinda immiinizasyonlar genellikle en az dort fare ile baslatilmaktadir. Buradaki
amag, sO0z konusu antijene karsi etkin antikor yanit1 elde etme olasiligmni arttirmaktir.
Bir fare ile gergeklestirilen flizyon ¢alismasi ortalama 3-4 ay slirmektedir. Fiizyon
sonras1 antikor iireten hibrit hiicrelerinin belirlenmesi ¢alismalarmin zor olmasi ve uzun
zaman almasindan dolayr genellikle ayni anda birden fazla fiizyon caligmasi tercih
edilmemektedir. Ayrica bu siiregte diger immiinize fareler yaslanmakta ve ¢aligmalarda
kullanilamaz hale gelmektedirler. Fiizyon deneyi sonucunda bulunan antikor {ireten
hibrit hiicrenin devamli kiiltiirlerde ¢ogaltilmasinin basar1 oranmi diisiiktiir ve pH,

sicaklik, nem, besiyeri gibi birgok kosula baglidir.

Bu ¢alismada HBeAg ile immiinize edilen farelerin dalak ve lenf diigiimleri biitiin
organ olarak dondurulmus ve dondurulmus organlardan elde edilen hiicrelerle
hibridoma caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu sekilde hem zaman kaybmin, hem de
hiicre materyallerinin bos yere harcanmasmin Oniine gegilecek, fiizyonun istenilen
zamana ertelenmesi miimkiin olacaktir. Klasik hibridoma ydnteminde immiinize
farelerden lenfositler taze olarak izole edilerek myeloma hiicreleriyle flizyona
sokulmaktadir. Ancak bu calismada HBeAg ile immiinize edilen farelerin dalak ve lenf
diigtimleri dondurularak farkli zaman araliklarinda ¢6ziinmiistiir. Dondurulmus
dokulardan izole edilen lenfositler, FO myeloma hiicreleriyle flizyona ugratilarak
antikor sentezleyen canli hibrit hiicre elde edilmistir. Daha Once cesitli gruplar
dondurulmus hiicrelerden hibridoma hiicrelerini tretmistir (14,89) ancak bu calisma
organ olarak dondurulmus dalak ve lenf diigiimlerinden elde edilen lenfositler ile

antikor iireten hibrit hiicreler elde edilmesi a¢isindan diinyada ilktir.
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2.10. Yiizeyinde Hepatit B e Antijeni Eksprese Eden M13 Fajla Yapilan

Immiinizasyonlar Sonras1 Monoklonal Antikor Gelistirilmesi

Antijenler, dogal kaynaklardan izole edilebildikleri gibi biyokimyasal ve
biyosentetik kaynaklar ile rekombinant DNA teknolojilerinden faydalanilarak da saf
olarak iiretilebilirler. Antijenler genellikle kiigiik polipeptitlerdir (<10 kDa) ve bu boyut
immiin yanit olusturulmasi i¢in yeterli olmayabilmektedir, dolayisiyla antijenler
cogunlukla immiinojenik tasiyici proteinlere konjuge edilerek daha iyi immiinojenler
haline getirilmektedir. Bir antijene kars1 etkin hiimoral yanit elde edilmesinde antijenin
niteligi kadar as1 veya immiinizasyonlarda kullanilan adjuvantlarin se¢imi de 6nem

tasimaktadir.

Asilar; zayiflatilmis veya Olii bakteri ve virlis asilari, mikroorganizmalarin
irlinleriyle hazirlanan asilar ve yeni gelistirilen asilar (rekombinant vektor asilari,
sentetik peptit asilar1 ve DNA asilari) olmak {izere dort farkli grupta
incelenebilmektedir. Bakteri ve viriislerin zayiflatilmasi veya 6ldiiriilmesi ile hazirlanan
asilar saflastirma isleminden geg¢irilmediginden mevcut adjuvant 6zelligi korunarak
asilanan kiside immiin yanit olusturmaktadir. Protein sentezi, protein saflastiriimasi ve
rekombinant DNA teknolojisindeki gelismeler daha saf ve oOzellikleri tanimlanmis
antijen iiretimine ve bu antijenlerin insan asilarinda kullanilmasina olanak saglamstir.
Ancak as1 antijenlerinin saflastirilmasi beklenmedik etki goriilme olasiligini azaltirken
asinin adjuvant 6zelligini de azaltmakta ve dolayisiyla immiin yanit seviyesinde diisiise

neden olmaktadir (152).

Adjuvantlar as1 formiilasyonuna katilarak as1 antijenlerinin immiinojenisitesini
arttirict etki yapan tastyict maddelerdir. Bir asinin immiinojenisitesi o asinin, asilanan
kiside immiin yanit ortaya ¢ikarma yetenegidir. 1925 yilinda Ramon, atlarda difteri
antitoksini {liretme c¢alismasinda as1 antijenlerinin immiin yanit olusturmasinda
adjuvantlarm destekleyici etkisi oldugunu tesadiifen fark etmistir (120). 1926’da

Glenny ve arkadaglar1 aliiminyum tuzlarinin adjuvant olarak kullanilabilecegi fikrini
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ortaya koymuslardir (51). ‘Alum adjuvantlar’’ olarak da adlandirilan bu adjuvantlar

diinya ¢apinda lisansh asilarda kullanilmasina izin verilen tek adjuvantlardir.

Adjuvantlar  antijene  karst  immiin  yanit  olusturacak  hiicrelerin
aktiflestirilmesinde, immiin yanitin arttirilmasinda ve  siirdiiriilmesinde  rol
oynamaktadir. Bir antijene kars1 antikor iiretilmesi ve immiin yanitin stirdiiriilebilmesi
icin belirli araliklarla ya da siirekli olarak antijen takviyesine ihtiya¢ vardir. Adjuvant,
enjeksiyon bolgesinde antijen deposu olusturarak az miktarda antijenin uzun zamanda
salmimini saglayabilmektedir. Ancak, stirekli salinimin saglandigi adjuvant formlarinda
dahi bir noktada antijen miktar1 ve dolayisiyla antikor seviyesi azalmaktadir. Bu
noktada, tetikleyici doz (rapel) olarak adlandirilan ikinci antijen enjeksiyonu yapilarak

hayvandaki immiin yanit arttirilabilmektedir. (29,60,133).

Adjuvant, immiin yanitta rol oynayan c¢esitli hiicreleri direkt ya da dolayli yoldan
aktiflestirebilmektedir. Tiim emiilsiyon adjuvantlarinin yapisinda bulunan yiizey-aktif
maddeler hem yag-su emiilsiyonlarini stabilize etmekte, hem de immiin yanitin ortaya
cikmasmnda gorevli hiicrelerin aktivasyonunda yer almaktadir. Birgok bakteri, basta
makrofaj olmak iizere immiin sistem hiicrelerini aktive eden kisimlara sahiptir.
Aktiflestirilmis makrofaj, T ve B hiicrelerinin aktive edilmesine yardim etmektedir.
Bazi adjuvantlar bakteri, bakteri bilesenleri ya da bakteri bilesenlerinin tiirevlerini
icererek immiin yanit olusumunda gorev almaktadir. Makrofajlarin uyarilmasi antikor

tepkisinin olugsmasini saglarken, bu uyarilmanin normalden fazla olmasi enflamasyona

sebep olmaktadir (126).

Adjuvantlarm antijen sunucu hiicreler (APC) ve 0Ozellikle dendritik hiicreler
tizerindeki etkileri arastirilmaktadir (117). Dendritik hiicreler asi antijenlerine karsi
immiin yanit olusturulmasinda birincil APC’lerdir ve yalnizca bu APC’ler naif T
hiicrelerinde antijen sunumu saglarlar. Bu yiizden, dogal ve kazanilmig immiin yanit
arasindaki birincil hiicresel baglantiyr dendritik hiicreler saglamaktadir (117).
Mikrobiyal ya da non-mikrobiyal adjuvantlar antijen alimni, islenmesini ve dendritik

hiicrelerin cesitli tiirlerinde sunumunu desteklemektedir. Ornegin, non-mikrobiyal
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adjuvantlarin bir 6rnegi olan su i¢inde yag adjuvant emiilsiyonunda antijen igeren yag
damlaciklar1 makrofajlar tarafindan tutularak lenf diiglimlerine veya dalaga tasmir ve

burada naif T hiicrelerinde antijen sunumunu saglayarak kazanilmig immiin yaniti

baslatirlar (36,66,101).

Freund’un Complete Adjuvanti1 (FCA), Freund’un Incomplete Adjuvant (FIA),
Montanide ISA adjuvanti, Ribi'in adjuvant, Hunter'm TiterMax, aliiminyum tuzu
adjuvantlari, Gerbu adjuvanti, enkapsiile adjuvantlar, bakteri DNA’sindaki
metillenmemis CpG oligodeoksiniikleotitleri, sitokin adjuvantlari, MF59 adjuvanti,
monofosforil lipid A (MPL) adjuvanti, mukozal adjuvantlar as1 tiretiminde kullanilan
adjuvantlardir. Aliminyum tuzu adjuvantlar1 diinya ¢apinda kullanimda olan lisansh
asilarda bulunan tek adjuvanttir. Laboratuvar hayvanlarinda, diisiik miktarda antijen ile
yiiksek kalitede ve yliksek seviyede immiin yanit elde edilmesi gerekmektedir bu

sebeple deneysel calismalarda genellikle Freund’un complete adjuvanti tercih

edilmektedir (13).

Belirli bir adjuvant1 asiya dahil ederken adjuvant kullaniminin faydalari ile
adjuvant kullanimmin neden olabilecegi potansiyel zararlar degerlendirilerek fayda ve
zarar dengesi kurulmasi gerekmektedir. Formiilasyonunda adjuvant bulunan asilarda
lokal enflamasyonlar ve apse olusumu goriilebilmektedir (15). Hayvan modellerinde,
adjuvantlarin neden oldugu sistemik reaksiyonlardan bazilar1 ates, arjuvant artiriti ve
tavsanlarda iridosiklittir (5). Insanlarda ¢esitli gruplarla es zamanli olarak yapilan
calismalarda ortaya ¢ikmasi beklenen toksik etkiler goriilmemistir (105). insanlarda
goriilen yan etkiler genellikle ates ve enjeksiyon bolgesindeki yangidan ibarettir. Bu
reaksiyonlar adjuvant ve biyolojik olarak aktif asi antijenleri arasindaki sinerjiden

kaynaklanabilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisindeki gelismeler, alternatif adjuvant gelistirme
calismalarmi bagka bir boyuta tasiyarak faj gosterim (display) yonteminin bu
caligmalarda daha etkin bir sekilde kullanimina olanak saglamistir (83). Bakteriyofajlar

yalnizca bakterileri enfekte edebilen viriislerdir, 6karyotik konakg¢ilarda ¢ogalamamalari
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onlar1 bilimsel calismalarda kullanilmalar1 i¢in elverisli hale getirmektedir. Faj partikiilii
kendi basina bir adjuvant gibi davranmaktadir dolayisiyla immiin sistem viral yapidaki
faj partikiilini bir tehlike olarak algilayarak savunma hiicrelerini faj {iizerine
yonlendirmektedir. Bu durumda, faj ile birlikte adjuvant kullanilmasina gerek
kalmamaktadir (107). Hayvan asilamada faj igerikli as1 kullanimmin immiin yanitin
etkinlik siliresini uzattig1 ve adjuvantsiz asiya gore belirgin derecede yiiksek yanit

olusturdugu goriilmiistiir (25,26,48,95).

Faj gosterim yonteminde; gosterimi saglanacak heterolog peptit ya da proteinin
DNA dizisi faj kilif protein genine yerlsetirilerek istenilen proteinin transkripsiyonu ve
faj ylizeyinde gosterimi saglanmaktadir (135) (Sekil 11). Faj gosterim yonteminde M13
ve Escherichia coli filamentli fajlar1 ile E.coli lambda ve T7 fajlar1 deneysel
calismalarda siklikla kullanilmaktadir (12,159). Fajlar1 saflastirmak hem kolay, hem de
ucuz oldugundan faj gOsterimi, istenilen proteinlerin ya da antikorlarin

saflastirilmasinda da tercih edilen bir yontemdir.

a) Gosterilecek peptit mindr kot
protein genine eklenir

b) Eklenen peptit majdr
kot protein geninde
gisterilir

Genin degismeyen bir
kopyas da
bulunmaktadir

particle

c) Kot protein fiizyon genini iceren
+ klonlama vektdrii (fajmid) ile
hiicreler enfekte edilir

Yabanci protein bazi kot protein
molekiillerinde gasterilir

Yabanci protein faj kot proteininin
tiim kopyalarninda gdsterilir

Sekil 11. Faj gosterim yontemi (Bkz. EK-12)
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Faj gosterimi kiitiiphanelerinin ¢ok ¢esitli kullanim alanlar1 bulunmaktadir.
Ornegin; gosterimi saglanan peptitler, antikorlar gibi hedef proteinlere baglanma
ozelliklerinden faydalanilarak izole edilebilir. Bu proteinlerden daha sonra reseptor-
ligand etkilesimlerinin inhibisyonunda ya da farkli bir mekanizmada agonist olarak
teropatik fayda saglanabilir (38). Bu proteinlerin yonlendirilmis evrimi ile enzimatik
aktiviteleri ya da baglanma 6zellikleri gelistirilebilir, enzimin aktif bolgesinde rastgele
degisiklikler yapilarak tiim kiitliphane enzim aktivitesinde artig olup olmadig1 yoniinden
kontrol edilebiir (44). Faj gosterim yonteminin diger potansiyel kullanim alanlari

tizerine bir¢ok derleme mevcuttur (12,156,159).

Fajlar asilamaya iki farkli sekilde dahil edilebilmektedir; birincisinde direkt olarak
ylizeyinde gosterimi saglanmis asi1 antijenleri tasiyan fajlar ile asilama yapilmaktadir,
ikinci yontemde ise genomuna DNA as1 ekspresyon kaseti dahil edilen faj partikiilleri
kullanilmaktadir (24,94). Kilif proteinine transkripsiyonel yerlestirme yapilmasinin yani
sira, fajlar biiylidikten sonra da faj ylizeylerine istenilen proteinlerin konjuge
edilebildigi ve bu yontemin farkli antijenlerin gdsterimine olanak sagladigi
belirlenmistir (100). Faj partikiilleri dogal olarak immiin sistemi tetiklediginden (24,74),
faj kilif proteininde bulunan antijen bu dogal adjuvant ile konjuge olacak,

immiinizasyon Oncesi farkli bir tasiyict molekiile ihtiya¢ duyulmayacaktir.

Yaklasik lpm uzunlugundaki ve 10 nm ¢apmndaki M13 Escherichia coli
bakteriofaji filamentli yapidadir, tek zincirli DNA korundan ve onu gevreleyen protein
yapidaki kiliftan olusmaktadir (90) (Sekil 12). Kilif protein bes farkli proteinden olugsa
da biiyiik bir kismini 2700 kopyaya sahip gen-8 major kilif proteini (protein-8 ya da p8)
olugturmaktadir (151). Minér kilif proteinleri olarak adlandirilan diger proteinler
partikiil bagina 5 kopyaya sahiptir; protein-7 ve protein-9 (P7 ve P9) partikiiliin bir
ucunu, protein-6 ve protein-3 (P6 ve P3) ise diger ucunu olusturmaktadir. Tiim kilif
proteinleri fajin yapisal stabilitesinin saglanmasinda 6nemli rol oynaktadir ancak P3
bunun disinda konakg1 hiicreninin taninmasi ve enfeksiyonu i¢in de gereklidir. P3 en
biiylik ve karmasik kilif proteinidir ve ii¢ farkli domainden olusur (7). N-terminal

domaininde enfeksiyon sirasinda viral DNA’nin E.coli’ye translokasyonu saglanirken
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ikinci domain E.coli yiizeyindeki F pilusuna baglanarak konak¢inin taninmasina
yardimct olur (68,137), C-terminal domaini ise diger faj kilif proteinleri ile etkileserek

P3’lin faj kilift ile birlesmesini saglar (119).

P3 P9

\:§/m/mm/”mmmmmmm/mm///@/
= DNA ) §
2251111 ELER AL AR AR R ERERRLRR RR AL A AR AR RS

P6 | )
P8 P7
Protein Amino asit Molekiiler ~ Fajdaki kopya Gosterim
sayisl agirhik sayisi tipi
P3 406 42,500 ~5 N C
P6 112 12,300 ~5 3
P7 33 3,600 ~5 N
P8 50 5,200 ~2,700 N C
P9 32 3,600 ~5 N

Sekil 12. M13 Escherichia coli bakteriofaji ve proteinleri (Bkz. EK-13)

MI13 bakteriyofaji kullanilarak gerceklestirilen faj gosterim calismalarinda
genellikle kopya sayisiin fazla olmasi sebebiyle P8 protein ile istenilen protein
dizisinin flizyonu tercih edilmektedir. P8 ile yiizeyde gosterimi saglanan fazla sayida
kopyal1 proteinlerin birbirine ¢ok yakin olmasi1 gdsterimin kalitesini etkilediginden P8
proteinine eklenen diziler kisa olmalidir (6-8 amino asitlik). P3 proteininde ise boyle bir
problem yoktur, istenilen proteinin tiim dizisinin faj yiizeyinde gdsterimi saglanabilir.
Ancak bu durumda da P3 proteini 5 kopyaya sahip oldugundan yalnizca 5 kopya ile
gOsterim olmaktadir (71).
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Bu tez ¢aliymasmin ikinci boliimiinde HBeAg M13 bakteriyofajina klonlanarak
faj ylizeyinde tim HBeAg’nin gosteriminin saglanmasi istendiginden P3 proteini ile
birlikte ekspresyonu saglanmistir. Daha sonra BALB/c fareleri HBeAg’yi eksprese eden
rekombinant fajlarla immiinize edilerek, dnce farelerde HBeAg’ye karsi gelisen antikor
yanit1 izlenmis ve daha sonra bu farelerle flizyon ¢alismasi gergeklestirilerek HBeAg’ye

kars1 monoklonal antikor gelistirme ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

31.  GEREC

3.1.1. Aletler

% 5 CO, % 96 Nem, 37 °C Sicakhk Kosullarin1 Saglayabilen Inkiibator
(Thermo Heraeus Cytoperm 2)

Steril Hiicre Kiiltiirii Odas1

Steril Laminer Akimli1 Kabin (Herasafe)

Invert Mikroskop (Olympus CKX41)

Yiiksek Hizli Santrifiij (Sorvall RC5C Plus)

Masaiistli Santriflij (5415R Eppendorf)

Diisiik Hizl1 Santrifiij (Hermle Z300)

Sicak Su Banyosu (Memmert)

Buzdolabi +4 °C, -20 °C (Arcelik)

Derin Dondurucu -80 °C (Thermo)

Derin Dondurucu -150 °C (Thermo)

ELISA Okuyucu (BIO-RAD Model 3550 Microplate Reader)
ELISA Okuyucusunun Yazicisi ( OKIDATA, Microline 182 Plus)
Spektrofotometre (Bio-Rad)

Nanodrop (Thermo)

Manyetik Karistiric1 (Yellow Line MSH Basic)

Vortex (Bio Vortex )

Pipet Tabancas1 (Eppendorf Easypet)

Tek Kullanimlik Pipet 2 M1, 5 M1, 10 M1, 25 M1 (TPP)

Sekiz Kanalli Pipet (Eppendorf)

Mikropipetler 1-10 pl, 25-250 pl, 100-1000 pl (Eppendorf)

Tek Kullanimlik Pipet Ucu 1-10, 25-250, 100-1000 pl (Greiner Bio-One)
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Dondurma Tiipleri (Nunc)

Makas, Pens (Hammacher)

Stizgec (BD Falcon, Cell Strainer)

Otoklavlanabilir Cam Siseler 10-1000 cc (Schott DURAN)
Kiltiir Kaplar1 25 cm?, 75 cm?, 150 cm? (TPP)

Flizyon Kiiltiir Plaklar1, 96 Kuyulu (TPP)

Cok Kuyulu Hiicre Kiiltiir Plaklar1 6, 24 (TPP)

Santrifiij Tipleri 10 ml, 15 ml, 50 ml (TPP)

ELISA Plaklar1 (TPP)

Petri Kaplar1 (TPP)

Thoma Lami, Hemositometre (Neubauer)

Hiicre Kaziyici, Cell Scrapper (TPP)

Enjektor 1 cc, 2 cc, 5 cc, 10 cc (Set Inject)

Diyaliz Membrani (Sigma 23 mm X 15 mm)

Protein G ve A Immiin Afinite Kolonu (GE Healthcare)
0,22 um ve 0, 45 um Filtre (Millex HV)

1,5 ml ve 2 mI’lik Tiipler (Eppendorf)

Fraksiyon Ayirim Makinesi, Fraction Collector (BIO-RAD Model 2110)
Peristaltik Pompa (Rainin RP-1)

Biyosilyon Siseler (Techne)

Bulasik Makinesi (Argelik)

pH Metre (WTW Series Inolab)

ELISA Plak Yikayict 12 Kuyuluk (Nunc-Immuno Wash)
Lateks Eldiven (Broche)

Nitril Eldiven (Supreno Plus)
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3.1.2. Kimyasal Maddeler

Anti-fare 1gG-AP konjugati (Sigma)

Anti-fare IgM-AP konjugati (Sigma)

Anti-fare Polivalen Antikoru Alkalen Fosfataz (AP) Konjugati (Sigma)
Freund’s Complete, FCA (Sigma)

Freund’s Incomplete Adjuvanti, [FA (Sigma)
Bovine Serum Albumin, BSA (Sigma)
Transferrin (Sigma)

Fetal Bovine Serum, FBS (Biochrom AG)
Hepatit e Antijeni, HBeAg (Fitzgerald)

Hepatit ¢ Antijeni, HBcAg (Fitzgerald)

Hepatit s Antijeni, HBsAg (Fitzgerald)
Gentamisin ( Gibco)

8-azoguanin ( Gibco)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM (Sigma)
Dimetil Siilfoksit, DMSO (Sigma)

Hipoksantin aminopterin timidin, HAT (Gibco)
Hipoksantin timidin, HT (Gibco)

Polietilen Glikon-4000, PEG-4000 (Merck)
Para-nitro-fenil-fosfat, PNPP (Sigma)

Yagsiz Siit Tozu (Fluka)

Tween 20 (Sigma)

Amonyum Siilfat, (NH4),SO,4 (Merck)

Sodyum Kloriir, NaCl (Merck)

Hepes (Sigma)

Sodyum Bikarbonat, NaHCO3 (Sigma)

Glisin (Sigma)

Magnezyum Kloriir, MgCl, (Sigma)

Cinko Kloriir, ZnCl, (Sigma)
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e Tris (Sigma)

e Potasyum Hidroksit, KOH (Merck)

e Hidroklorik Asit, HCI (Sigma)

e Dipotasyum Fosfat, K;HPO,4 (Merck)

e Monopotasyum Fosfat, KH,PO, (Merck)

e Sodyum Fosfat, NaH,PO, (Merck)

e Disodyum Hidrojen Fosfat, Na;HPO, (Merck)

3.1.3. Tamponlar

PEG cozeltisi: 25ml’lik otoklavlanabilir sisenin icine 1 ml PBS ve 1 ml distile su
koyulduktan sonra iizerine 2 gr PEG-4000 ilave edildi. Cozelti otoklav edildikten sonra

kullanim anina kadar 37°C’de saklanda.

PBS (Fosfat tamponu): 10 mM KH,;PO,4 ve 10 mM K;HPO, hazirlanarak pH 7.2’ye

ayarlandi. Daha sonra ¢6zeltinin lizerine 0.15 mM NacCl ilave edilerek karistirildi.

PBS-Tween 20 Tamponu: 1 litre fosfat tamponuna %0.05 Tween-20 eklendi ve bir siire

vorteks ile karistirilarak hazir hale getirildi.

Substrat Tamponu: 1mM MgCl,, 1 mM ZnCl,, 0.1 M glisin ¢6zeltisi pH 10.4 olacak
sekilde KOH ile ayarlandi. 1 ml substrat tamponunun tizerine 1 mg PNPP ilave edilerek

kullanima hazir hale getirildi. Substrat tamponu karanlik ortamda sakland:.

Protein-G ve Protein A immiin afinite kolon kromatografisinde kullanilan tamponlar
Baglama (binding) Tamponu: 200 mM NaH,;PO, ve 200 mM Na;HPO, hazirlandi, pH
7.0’ye ayarlandi.

Eliisyon Tamponu: 0.1 M glisin-HCI1 pH 2.7 olacak sekilde hazirland.

Denge Tamponu (nétralize edici): 1 M Tris-HCI1 pH 9.6 olacak sekilde hazirlandi.
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3.1.4. Besiyeri

DMEM besiyeri: 13.4 gr DMEM (4.5 gr/L glukoz, 25 mM Hepes), 5.96 gr Hepes ve 2
gr NaHCOs3 pH 7.2 olacak sekilde 1 litre steril distile su icinde hazirlandi. Besiyeri steril
ortamda 0.2 um’lik filtreden gegcirilerek sterilize edildi. %10 (v/v) olacak sekilde FBS
ilave edilip gentamisin (50 pg/ml) eklendikten sonra kullanima hazir hale gelen besiyeri
+4°C’de saklandi. Kullanim sirasinda DMEM besiyeri belli bir siire oda sicakliginda

tutularak oda sicakligina gelmesi saglandi ve oda sicakliginda kullanildi.

HAT besiyeri: Istenilen miktarda FBS ilave edilerek hazirlanan besiyerinin iginde %2
HAT (50X) olacak sekilde ¢ozelti hazirlandi.

HT besiyeri: Istenilen miktarda FBS ilave edilerek hazirlanan DMEM besiyerinin
icinde %2 HT (50X) olacak sekilde ¢ozelti hazirlanda.

Hiicre dondurma ¢ozeltisi: Hiicre dondurulacag: sirada taze olarak hazirlandi. Hiicre
dondurma ¢d6zeltisi % 80 FBS, %10 DMEM besiyeri ve %10 DMSO olacak sekilde

hazirlandi.

3.1.5. Hiicreler

HBeAg’ye karst monoklonal antikor eldesi i¢in yapilan hibridoma ¢alismasinda
kullanilan hiicreler; Myeloma hiicresi (FO; ATCC CRL 1646) ve BALB/c farenin dalak
ve lenf diigiimlerinden elde edilen lenfosit hiicreleridir. Yapilan fiizyon ¢aligmasindan
en iyi sonucu alabilmek i¢in bagisiklanmamis BALB/c farenin periton i¢i sivisindaki

besleyici hiicrelerden de yararlanilmaktadir.
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3.1.6. Antijenler

HBeAg (Fitzgerald, Cat: 30-AH18)

HBcAg (Fitzgerald, Cat: 30-AH39)

HBsAg (Fitzgerald, Cat: 30-AH16 ve 30-AH17)

Bu c¢alismada HBeAg, calismanm ana amaci olarak fare immiinizasyonlarinda,
HBeAg’ye 6zgii mADb’larin gelistirilmesinde ve ELISA’da HBeAg’ye karst olusmus
Ozgiin antikor yanitim1 6lgmede kullanildi. HBCAg ve HBsAg, capraz reaksiyon
testlerinde kullanildi.

3.1.7. Rekombinant Faj

HBeAg’ye 6zgii mAb’larin gelistirilmesinde alternatif yontem olarak ylizeyinde
HBeAg cksprese eden fajlarla immiinizasyonlar sonrast monoklonal antikor
gelistirilmeye calisildi. HBeAg’ye ait genin M13 fajina klonlanmasi1 ve HBeAg’nin P3
proteini iizerinde ekspresyonu TUBITAK-MAM GMBE Immiinogenetik Laboratuvari
tarafindan, TARAL 1007 projesi kapsaminda (105G056) gerceklestirildi.

3.2. YONTEM

3.2.1. Immiinizasyon

3.2.1.1. HBeAg ile immiinizasyon

Sekiz haftalik BALB/c fareler iki hafta araliklarla {i¢ defa 10 ng HBeAg (Cat: 30-

AH18, Fitzgerald, USA) ile immiinize edildi. Ik immiinizasyonda Freund’s complete
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adjuvant (Sigma, USA) ikinci ve iiglincli immiinizasyonlarda ise Freund’s incomplete
adjuvant (Sigma, USA) uygulandi. HBeAg’ye 0zgli antikor yaniti i¢in farelerin
kuyruklarindan kan alindi ve indirekt ELISA ile kontrol edildi. Fiizyon i¢in segilen
fareye hatirlatma immiinizyonu igin sistemik yollardan PBS icinde 10 pg HBeAg
uygulandu.

3.2.1.2. Rekombinant faj ile immiinizasyon

Immiinizasyonda iki farkli grup olusturuldu ve bu gruplar ii¢ hafta araliklarla iiger
defa immiinize edildi. ilk gruba 10™ rekombinant e faj (rEfaj), digerine 10*' rEfaj +
Freund’s incomplete adjuvanti uygulandi. Farelerin kuyruklarindan elde edilen kan
orneklerinden ELISA ile anti-HBeAg yanitina bakildi. Fiizyonda kullanilmak iizere
secilen farelere hatirlatma immiinizyonu igin sistemik yoldan PBS ig¢inde 10™

rekombinant e faj (rEfaj) uygulandi.

3.2.2. ELISA Testi

96’lik mikrotiter ELISA plaklar1 PBS (10 mM, pH 7.2) i¢inde 400 ng/ml olacak
sekilde 100 ul HBeAg (Fitzgerald, USA) ile kaplanip +4 °C’de bir gece inkiibasyona
birakildi. PBS-Tween-20 tamponu ile yikama isleminden sonra %1 olarak hazirlanan
yagsiz siit tozu bloklama ¢ozeltisi biitiin kuyulara dagitilip (150 pl) 37 °C’de bir saat
inkiibe edildi. Ikinci kez gerceklestirilen yikama isleminden sonra gesitli
konsantrasyonlarda hazirlanmis (1/50, 1/100, 1/200, 1/400) fare serumu veya hibridoma
hiicre iist sivisindan her kuyuya 100 pl eklendi ve 37 °C’de bir saat bekletildi. Plaklar
PBS-Tween-20 tamponu ile tekrar yikandiktan sonra, baglanan antikorlar 1/1000
seyreltilmis anti-mouse 1gG-AP, IgM-AP veya polyvalent antikor-AP (Sigma, USA) ile
isaretlendi, 37°C’de bir saat bekletilen ELISA plaklar1 yikand1 ve 1 mg/ml oraninda
PNPP/substrat tamponu ¢ozeltisi eklendi. Plaklar bir saat oda sicakliginda karanlikta
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birakildi. Olusan renk degisimi, ELISA okuyucusu ile 405 nm’de 30 dakika ve bir
saatlik okumalarla belirlendi.

3.2.3. Fiizyon

3.2.3.1. Besleyici hiicrelerin hazirlanmasi

Periton i¢i besleyici hiicreler flizyondan bir giin 6nce hazirlandi. Daha o6nce
bagisiklanmamig bir fare dislokasyon yontemi ile 6ldirildi ve %70’lik alkol ile
dezenfekte edildi. Surt iistii yatwrilarak steril kabin icerisinde, steril pens ve makas
yardimiyla karin bdlgesi yanlara dogru agilan farenin iist derisi boynuna dogru ¢ekilerek
periton zar1 aciga ¢ikarildi. Periton icerisinde yagsiz ve kontaminasyonun olmayacagi
bir bolgeye, enjektoriin ucu organlara degmeyecek sekilde 5 ml serumsuz DMEM
enjekte edildi, verilen sivi enjektore geri ¢ekildi. Enjektor igindeki peritona ait besleyici
hiicreler %20 FBS’li DMEM besiyeri i¢ine alindi. Calisilacak hiicre kiiltiir plag:
sayisina bagl olarak, her kuyuya 100 pl hacimdeki besiyerinin i¢inde yaklasik 6.000-
10.000 hiicre olacak sekilde dagitildi.

3.2.3.2. Myeloma hiicrelerinin fiizyon i¢in hazirlanmasi

Fiizyondan yaklagik 10 giin 6nce FO myeloma hiicreleri %10 FBS iceren hiicre
kiiltiir kaplarinda c¢ogaltima alind1 (Sekil 13). Myeloma hiicrelerinin ¢ogalmasi
isleminin basinda besiyerine azoguanin (20 pg/ml) eklenerek HGPRT (+) hiicrelerin
secimi saglandi. Flizyon giinii hiicreler pasajlanarak 50 ml’lik santrifiij tiipii icerisine
alindi. Hiicreler, PBS tamponunda 1250 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iki defa
yikandi. Coken hiicrelerin iizerine 45 ml PBS eklendi, hiicrelerin sayimlar1 yapildi ve

son yikamadan sonra hiicreler 25 ml PBS i¢ine alindi.
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Sekil 13. FO Myeloma hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki goriintiisii (10X)

3.2.3.3. Immiinize olmus fareden dalak hiicrelerinin eldesi

HBeAg ile bagisiklanan fareler arasinda en yliksek antikor yaniti veren fare
ELISA yontemi ile belirlendi. Fiizyondan dort giin once hatirlatma (rapel) amaci ile
HBeAg adjuvant kullanilmadan fareye intraperitonal, intravendz, el-ayak avug i¢lerine
sistemik olarak enjekte edildi. Hatirlatma yapilan fare dislokasyon yOntemi ile
oldiiriildiikten sonra %70’lik alkol ile dezenfekte edildi. Steril laminar akimli kabin
icerisinde bagisiklanmis fare sirt iistii yatirilarak gogiis hizasindan makas yardimiya
kesildi ve {list derisi kenarlara dogru agild1 (Sekil 14). Lenf diigiimii toplama islemi
bittikten sonra kesilmis olan peritonda kaburganin altindaki dalak, yag dokusundan
arindirilmasi i¢in 5 ml PBS bulunan petri kabma alindi. Burada yabanci dokulardan
temizlendikten sonra iginde 10 ml PBS bulunan diger petri kabmna aktarildi. Tek
kullanimlik steril siizge¢ igerisinde 2 ml steril enjektor pistonunun tersi ile ezilerek
dalak hiicreleri agiga ¢ikarild1 ve pipet yardimi ile siispanse edildi. Dalak hiicrelerinin
bulundugu PBS tamponu 45 ml’ye getirildi, 1250 rpm’de 10 dakika santriflij edilerek
iki defa yikandi. Coken hiicreler 45 ml’lik PBS icerisine alinarak hiicre sayimi yapildi,

son yikamadan sonra hiicreler 25 ml PBS i¢ine alind1.
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3.2.3.4. immiinize olmus fareden lenf diigiimii hiicrelerinin eldesi

Klasik hibridoma yonteminde calisma kolayligi saglamasi nedeniyle dalak
kullanilir. Ancak laboratuvarimizda kiymetli antijenlerle ¢alisildiginda ¢alismayr riske
atmamak i¢in farenin lenf diigiimleri de alinmaktadir (11). Steril laminar akimli kabin
icerisinde bagisiklanmig fare sirt iistli yatirilarak gogiis hizasindan makas yardimiya
kesildi ve tist derisi kenarlara dogru acild1 (Sekil 14). Biitiin viicuda dagilmis olan lenf
digtimleri (¢ene ve koltuk altinda iki ¢ift, deri iizerinde bir ¢ift, bagirsakta dort adet)
petride bulunan 5 ml PBS igerisine aktarildi ve yag dokusundan arindirildi. Elde edilen
tiim lenf diiglimleri igerisinde 10 ml PBS bulunan yeni bir petri kabmna aktarildi, tek
kullanimlik steril siizgec igerisinde 2 ml steril enjektor pistonunun tersi ile ezilerek
hiicreler aciga ¢ikarildi ve pipet yardim ile siispanse edildi. Lenf diiglimii hiicrelerinin
bulundugu PBS tamponu 45 ml’ye getirildi, hiicreler 1250 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek 2 kez yikandi. Coken hiicreler 45 ml PBS igerisine alinarak hiicre sayimi

yapildi, son yikamadan sonra hiicreler 25 ml PBS i¢ine alindi.
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Sekil 14. Faredeki dalak ve lenf diigiimleri (Bkz. EK-14)

3.2.3.5. Hiicre sayimi

Myeloma, dalak ve lenf hiicreleri siispanse edilip PBS ile 45 ml’ye
tamamlandiktan sonra Thoma lami tizerine karigimdan 10 pl alarak 25 kareye diisen

hiicreler sayildi. Asagidaki formiile gore hiicre sayis1 belirlendi:

10'xAxB=C
10* = Sabit katsay1
A = Hiicrelerin i¢inde bulundugu hacim (45 ml)
B = Sayilan hiicre sayis1

C = Toplam hiicre sayis1
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3.2.3.6. Fiizyon

Tezin ana hedefi HBeAg’ye 6zgli mAb {iiretiminin saglanmasidir. Klasik fiizyon
caligmasinda hiicre sayimi yapilan FO myeloma hiicreleri ile dalak ve lenf
diigiimlerinden elde edilen hiicreler cogunlukla 1:4 oraninda birlestirildi. Organ olarak
dondurulmus dalak ve lenf diiglimleriyle yapilan flizyon ¢alismalarinda ve yiizeyinde
HBeAg’si eksprese eden M13 faj1 ile gergeklestirilen immiinizasyonlar sonrasi farelerin
dalak ve lenf diiglimleriyle yapilan fiizyonlarda 1:2 orani kullanilmistir. Fiizyonlarda
birlestirilen hiicreler 1250 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra {ist kismi atilarak,
coken hiicre karigimina 37°C’de kullannoma hazir olarak  bekletilen %50
konsantrasyondaki 1 ml polietilen glikol 4000 (PEG-4000) bir dakika igerisinde olduk¢a
yavas sekilde eklendi. Hiicreleri bulunduran tiip bir dakika iki el arasinda yuvarlanarak
karistirildi, daha sonra sirasiyla 4 ml serumsuz DMEM bir dakika icinde, 20 ml
serumsuz DMEM ve 20 ml %15 FBS iceren DMEM besiyeri ikiser dakika icinde
yavasca hiicrelerin iizerine ilave edildi. Karigim 37°C sicakliktaki CO; inkiibatoriinde
bir saat bekletildikten sonra santrifiij edildi. Coken hiicreler %2 HAT’ 11 %20 FBS iceren
DMEM besiyeri igerisinde siispanse edildi. Siispanse edilen hiicreler bir giin dnce
hazirlanmis besleyici hiicre iceren kiiltlir plaklarmin tizerine 150 pl/kuyu olacak sekilde

dagitildi (27).

3.2.4. Fiizyon Takibi

Fiizyondan 10 giin sonra hiicre {ist stvilarmmdan 100 pl alinip hiicrelerin iizerine
100 pl %2 HAT’I1 %10 FBS iceren DMEM segici besiyeri ilave edildi. 15. giin ayn1
sekilde %2 HT’li besiyeri eklendi. Hiicrelerin gelisme durumuna bagli olarak normal
besiyerine ge¢ildi. Flizyondan yaklasik 10 giin sonra hibrit hiicrelerin HAT besiyerinde
canli, biiyiikk ve belirgin sekilde gelistigi, boliinerek iiziim salkimina benzer klon
olusturmaya basladig1 mikroskobik ¢aligmayla gozlemlendi (Sekil 15). Fiizyon plaklar1

invert mikroskopta tek tek kontrol edilerek hibrit hiicreler belirlendi. Fiizyon sonrasi
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elde edilen monoklonal antikorlar iireten hibrit hiicrelerin belirlenmesi i¢in indirekt

ELISA yontemi kullanildi.

Sekil 15. Fiizyondan 10 giin sonra hibrid hiicrenin belirlenmesi ve ¢ogaltilmasi. A) Fiizyon pleytindeki
kuyuda bulunan hibrid hiicrenin 10. giindeki durumu, 4x. B) Fiizyon pleytindeki kuyuda bulunan hibrid
hiicrenin 10. giindeki durumu, 10x. C) Hibrid hiicrenin besiyerinin degistirilmesi sonucu 15. giindeki

durumu, 10x. D) Hibrid hiicrenin 22. giindeki durumu, 10x.

3.2.5. Hibritlerin Alt Klonlarina Ayrilmasi

ELISA yontemiyle pozitif reaksiyon veren ve monoklonal antikor {rettigi
belirlenen hibrit hiicrelerin tek klondan olusan hibrit soyunu elde etmek icin sinirh
seyreltme (limiting dilution) islemi uygulandi (27). Bir kuyuda birden fazla hibridoma
kolonisi bulunabilecegi i¢in sentezlenen antikor poliklonal 6zellikte olabilir. Segilen

kuyudaki hiicreler smirli seyreltme yontemi ile her kuyuya bir hiicre diisecek sekilde
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yeni kiiltiir plaklarma dagitilarak tek hiicreden kdken alan hibridoma kolonisinin

gelismesi saglanir.

3.2.6. Dalak ve Lenf Diigiimlerinin Organ Olarak Dondurulmasi

HBeAg’ye 6zgii mAb’larin gelistirilmesinde organ olarak dondurulmusg dalak ve
lenf diigiimleri flizyon g¢aligmalarinda kullanildi. Dislokasyon yontemiyle Oldiiriilen
farelerin dalak ve lenf diiglimleri oda sicakligindaki PBS (10 mM, pH 7.2) igine
almarak temizlendi. Biitiin dokular (dalak ve her bir fareden 10-12 lenf diigiimii)
dondurulmak ftizere iki ml’lik dondurma tiiplerine (cryovial) transfer edildikten sonra
tizerlerine %10 DMEM, % 80 FBS (Fetal Bovine Serum) ve % 10 DMSO
(Dimetilsiilfoksit) iceren hiicre dondurma c¢ozeltisi eklendi. Kontrollii ve yavas
(dakikada 1°C azalan) dondurma islemi yapabilmek i¢in dondurma tiipleri oda
sicakliginda bulunan izopropanollii hiicre sogutma kabina (Nunc, Nalgane) koyulduktan
sonra -80°C dondurucuda bir giin bekletildi. Daha sonra dondurma tiipleri (cryovialler)
uzun siireli depolama islemi i¢in -150°C dondurucuya aktarildi. Ug ayhk siireg
icerisinde her ay, dondurulan dalak ve lenf diigiimlerini igeren dondurma tiiplerinden

biri ¢oziilerek elde edilen hiicreler flizyon ¢alismasinda kullanildi.

3.2.7. Dondurulmus dalak ve lenf diigiimlerinin fiizyon i¢in agilmasi

Dondurulmus dalak ve lenf diiglimlerini iceren dondurma tiipleri -150°C
dondurucudan ¢ikarildi, oda sicakliginda bir dakika, 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda
iic dakika bekletilerek ¢oziilmeye birakildi. Dalak ve lenf diigiimleri hizli bir sekilde
onceden hazirlanmis, icinde PBS olan petri igerisine alinarak durulandiktan sonra
dokular yeni bir petriye aktarildi. Dokular tek kullanimlik steril slizge¢lerde ezildi ve
hiicreler slispanse hale getirildi. Hiicreler PBS igerisinde 1250 rpm’de iki kez yikanarak
santrifiij edildi. Son yikamadan sonra pelletlerin tizerine 10 ml PBS eklenerek hiicreler

sayildi.
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3.2.8. Monoklonal Antikorlarin Aktivite Tayini ve Karakterizasyonu (Capraz
Reaksiyon Testi)

Elde edilen monoklonal antikorlarin karakterizasyonu i¢in kullanilan
yontemlerden biri, s6z konusu monoklonal antikorun farkli antijenler veya epitoplar ile
ayni reaksiyonu verip vermediginin analizidir. Antikor aktivitesi pozitif olan hibrit
hiicrelerin farkli proteinlerle yaptig1 ¢capraz reaksiyonlarmi gérmek i¢in ELISA plaklar
farkli proteinlerle kaplandi ve indirekt ELISA testi yapildi. ELISA plaklar1 kuyu basina
100 pl olacak sekilde (400 ng/ml) HBeAg, HBcAg, HBsAg, BSA, Transferrin, insan
serumu (1/50 ve 1/100 olacak sekilde) ve siit tozu (%1) ile kaplandi, plaklar +4°C’de
gece boyu inkiibe edildi. PBS-Tween-20 tamponu ile yikama isleminden sonra
kuyucuklar 150 pl %1’lik siit tozu ile 37°C’de bir saat bloke edildi. Plaklar yikandiktan
sonra her bir kuyuya 100 pl hibrit iist sivis1 eklendi ve 37°C’de bir saat bekletildi.
Yikamadan sonra, alkalen fosfataz ile konjuge edilmis 1/1000 diliisyonda anti-mouse
polivalent antikoru eklendi. 37°C’de bir saat bekletilen plaklar yikanarak kuyulara 1
mg/ml oraninda PNPP/substrat tamponu ¢ozeltisi eklendi. Plaklar oda sicakliginda bir
saat karanlikta birakildi. Olusan renk degisimi, ELISA okuyucusu ile 405 nm’de 30

dakika ve bir saatlik okumalarla belirlendi.

3.2.9. Antikor Izotiplerinin Belirlenmesi

Izotip belirleme, tan1 sistemlerinde kullanilacak antikorlarm isaretlenmesi,
kullanilacak ikinci antikorun Ig sinifina karar verilmesi ve saflagtirma yonteminin
belirlenmesi gibi ¢alismalar i¢in gerekli olmaktadir. Elde edilen monoklonal antikorun
simif ve alt siniflar1 indirekt ELISA ile belirlendi. Ticari antikor konjugatlar1 (alkalin
fosfat isaretli anti-mouse 1gG, 19G1, 1gG2a, 1gG2b ve IgM antikorlari, AbD Serotec,
Kidlington, UK) ile yapilan testler sub-isotyping kit (Boehringer Mannheim, GmbH,
Germany) ile tekrarlandi.
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3.2.10. Monoklonal Antikorlarin Saflastirilmasi

3.2.10.1. Hibrit hiicrelerin genis 6l¢ekte iiretimi

Monoklonal antikor iireten hibrit hiicrelerden genis 6lgekte antikor elde etmek i¢in
degisik biiyiikliklerde (25 cm?, 75 cm?, 150 cm?) hiicre kiiltiirii kaplari kullanildi. Hibrit
hiicreler %5 FBS iceren DMEM besiyerinde tretilip, iist sivilart alinarak 1250 rpm’de

santrifiij edildikten sonra supernatant +4°C’de sakland:.

3.2.10.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Elde edilen supernatantin iizerine soguk ortamda, 30 dakika icerisinde, bir
karigtiric1 lizerinde %45 oraninda amonyum siilfat eklendi. Gece boyu +4°C’de
karistirildiktan sonra 10.000-13.000 rpm’de bir saat +4°C’de santrifiij edildi. Pellet 3-5
ml PBS ile ¢oziildiikten sonra PBS’e kars1 gece boyu +4°C’de diyaliz edildi.

3.2.10.3. Immiin afinite kolon kromotografisi (Protein-A ve Protein-G)

Immiin afinite kolon kromotografisinde kullanilacak kolon tipi monoklonal
antikor iireten hibrit hiicrelerin alt tiplerine gore secildi. Kolon, kolon hacminin bes kat1
kadar baglama tamponu ile yikandi. FBS’li besiyerinde {iretilip, amonyum siilfat
coktiirme uygulanarak diyaliz edilen monoklonal antikor iireten hibrit tist stvist 0.45 pm
filtreden gegirildikten sonra mAb’1n alt tipine gére Protein-A veya Protein-G immiin
afinite kolonuna yiiklendi (Tablo 3). Daha sonra baglama tamponu tekrar eklenerek,
kolon sonrast kesimler 1’er ml olmak iizere fraksiyon toplama diinitesi iizerindeki
tiiplerde biriktirildi. Tiiplerin 280 nm’de absorbans degerleri dl¢iilerek, protein degerleri
sifir1 gosterinceye kadar kolondan baglama (binding) tamponu geg¢irildi. Ardindan

proteinin yogun olarak kolondan ¢ikmasini saglayan (antikorun kolondan sokiilmesini
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saglar) eliisyon tamponu gecirildi. Antikorlar 75 pl denge (neutralizing) tamponu iceren
tiiplerde birer ml olmak iizere toplandi. Islem, 280 nm’de protein degeri tekrar sifiri
gosterinceye kadar devam ettirildi. Kolon, kolon hacminin iki kat1 kadar %20°lik etanol
ile yikanarak +4°C’de saklandi. Kolon sonrasi tiipler, ELISA ile test edilerek aktivite
alinan antikor kesimleri belirlendi. Saflagtirilan monoklonal antikorlar 1 mg/ml olacak
sekilde -20°C’de saklandi. Daha sonra antikorun en 1yi ¢alisma diliisyon araligi

belirlendi.

Tablo 3. Protein A ve Protein G kolonlarmin insan ve farede antikor baglama dereceleri (Bkz. EK-15)

Tiir Alt Protein A Protein G
smif baglama baglama
Insan IgA Degisken -
IgD - -
IgE - -
19G; ++++ ++++
IgG, ++++ ++++
19G3 - ++++
19G,4 ++++ ++++
IgM Degisken -
Fare 190G + ++++
19G2a ++++ ++++
19G2p +++ ++++
19G3 ++ +++
IgM Degisken -

3.2.11. Epitop Analizi

16F8 anti-HBe monoklonal antikorlarmm epitop analizi  Prolmmune Ltd.
(Oxford, UK) tarafindan yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Immiinizasyonlarda Kullamlacak Ticari HBeAg’nin Dozunun

Belirlenmesi

HBeAg’ye kars1t monoklonal antikor iiretmek i¢in kullanilan klasik yontem, 1975
yilinda Kohler ve Milstein tarafindan gelistirilen ‘“hibridoma teknolojisi” ile antikor
tireten B lenfositlerinin in vitro kosullarda oliimsiizlestirilmesidir (6). Hibridoma
teknolojisi kullanilarak HBeAg’ye 6zgii monoklonal antikor elde etmek ic¢in yapilan
calismada once ticari HBeAg ile immiinizasyonlarda kullanilacak antijen dozunun
belirlenmesi amaciyla fareler 2, 4 ve 10 ng HBeAg ile iki hafta araliklarla {i¢ defa
immiinize edildi. Daha sonra farelerin kuyruklarindan alinan kandan elde edilen ¢esitli
konsantrasyonlarda hazirlanmis (1/50, 1/100, 1/200, 1/400) fare serumlar1 ELISA ile
kontrol edildi (Sekil 16). Immiin yanit1 en yiiksek seviyede uyaran antijen miktar1 10

ug olarak belirlendi.

25+

—|- 10 ug
15 F —a—4 |y

.l ‘_\1\‘\‘ —e— 2 O
0.2 o‘__,\_‘_\.

1450 14100 14200 14400

O.D. 405 nm

Serum seri diliisyonu

Sekil 16. immiinizasyonlarda kullanilan HBeAg dozunun belirlenmesi

57



PDF Eraser Free

4.1.1. Fiizyonda Kullamlacak Farenin Secimi

Ug veya dort adet BALB/c fare, HBe antijeni (10 ug HBeAg) ile ikiser hafta
araliklarla ii¢ defa immiinize edildi. ik immiinizasyon “Freund’s complete” adjuvant,
ikinci ve diger immiinizasyonlar ise “Freund’s incomplete” adjuvanti ile
gerceklestirildi. Fiizyon calismalarinda, 6zellikle afinitesi ve oOzgiinliigli yiiksek
monoklonal antikor olusturmak {izere flizyon dncesi son immiinizasyon adjuvantsiz bir
sekilde farenin el-ayak iclerine, periton igcine ve kuyruguna intravendz olarak yapild.
Ugiincii immiinizasyon sonrasinda farelerden kan alinip HBeAg’ye karsi gelismis bir
antikor yanitinin olusup olusmadigina ELISA yontemi ile bakildi (80). Farkli fiizyon
calismalar1 i¢in gergeklestirilen immiinizasyonlar sonrasinda farelerde HBeAg’ye karsi

gelisen antikor yanitlar1 asagida sirayla verilmektedir.

Sag kulagi Sol kulagi isaretsiz Her iki kulagi  (-) Kontrol
isaretli isaretli isaretli

OD 405 nm
N
"

Gruplar

Sekil 17. HBeAg ile immiinize edilen farelerde Ag’ye 6zgiin antikor yanitlarinm belirlenmesi

ELISA sonrasinda birinci ve ikinci flizyonlarda sirasiyla kulagi isaretsiz (ODags =
2,48) ve sag kulagi isaretli (ODg4gs = 2,44) farelerin flizyon isleminde kullanilmasina
karar verildi (Sekil 17). Secilen farelerden elde edilen lenfositler ile gergeklestirilen
flizyon islemi sonucunda HBeAg’ye 0zgii monoklonal antikor (mAb) elde
edilemediginden yeni grup fareler ile immiinizasyonlar baslatilmistir.
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Sekil 18. HBeAg ile immiinize edilen farelerde Ag’ye 6zgiin antikor yanitlarinin belirlenmesi

ELISA sonrasinda igiincii ve dordiincii flizyonlarda sirasiyla kulagi isaretsiz
(OD4os = 1,2) ve sol kulagi isaretli (ODg4os = 1,68) farelerin flizyon isleminde
kullanilmasina karar verildi (Sekil 18). Secilen farelerden elde edilen lenfositler ile
gergeklestirilen flizyon islemi sonucunda HBeAg’ye 6zgii mAb elde edilemediginden

yeni grup fareler ile immiinizasyonlar baslatilmistir.

1,5
|
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. . . -

Sag kulagi isaretli Sol kulagi isaretli isaretsiz (-) Kontrol
Gruplar
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Sekil 19. HBeAg ile immiinize edilen farelerde Ag’ye 6zgiin antikor yanitlarinin belirlenmesi
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ELISA sonrasinda besinci ve altinct flizyonlarda sirasiyla sol kulagi isaretli
(OD4os = 2,35) ve sag kulagi isaretli (ODg4ps = 2,48) farelerin fiizyon isleminde
kullanilmasina karar verildi (Sekil 19). Segilen farelerden elde edilen lenfositler ile
gerceklestirilen fiizyon islemi sonucunda HBeAg’ye 6zgli mAb elde edilemediginden

yeni grup fareler ile immiinizasyonlar baglatilmistir.

1 I 1 I 1 I 1 E_l

sag kulagi sol kulagi isaretsiz Her iki kulagi  (-) Kontrol
isaretli isaretli isaretli

OD 405 nm

Gruplar

Sekil 20. HBeAg ile immiinize edilen farelerde Ag’ye 6zgiin antikor yanitlarinin belirlenmesi

ELISA sonrasinda yedi, sekiz ve dokuzuncu flizyonlarda sirasiyla sag kulagi
isaretli (ODgos = 2,6), sol kulagi isaretli (ODa4gs = 2,68) ve kulag: isaretsiz (ODags =
2,45) farelerin flizyon isleminde kullanilmasina karar verildi (Sekil 20). Secilen
farelerden elde edilen lenfositler ile gerceklestirilen flizyon islemi sonucunda
HBeAg’ye 0zgli mAb elde edilemediginden yeni grup fareler ile immiinizasyonlar

baslatilmistir.
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OD 405 nm

Sag kulagi Sol kulagi isaretsiz Her iki kulagr  (-) Kontrol
isaretli isaretli isaretli

Gruplar

Sekil 21. HBeAg ile immiinize edilen farelerde Ag’ye 6zgiin antikor yanitlarinmn belirlenmesi

ELISA sonrasinda onuncu fiizyonda kulag isaretsiz (ODg4g5 = 2,67) olan farenin

kullanilmasina karar verildi (Sekil 21).

4.2. Klasik Hiicre Fiizyonu

HBeAg’ye 6zgli monoklonal antikor eldesi icin fiizyona alman farelerin dalak ve
lenf diiglimlerindeki hiicrelerin tiimii myeloma hiicreleriyle birlestirildi (fiizyon). Bu

amagla yapilan 10 flizyon calismasi asagida sirayla tablolar halinde verilmektedir:
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Tablo 4. Birinci Flizyon Sonucu

Lenfositler 500 x 10°
Myeloma hiicreleri 100 x 10°
Kuyu sayisi 768
Hibrit hiicre sayisi 694
Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayis1 | 22

HBVc antijenine 6zgili monoklonal antikor | -

HBVe antijenine 6zgili monoklonal antikor | -

Birinci flizyon sonucunda 694 hibrit hiicresinden HBeAg’ye kars1t antikor
aktivitesine sahip 22 adet hibrit hiicre gozlendi fakat HBeAg’ye 6zgii antikor iireten
hibrit hiicre elde edilemedi (Tablo 4).

Tablo 5. ikinci Fiizyon Sonucu

Lenfositler 460 x 10°
Myeloma hiicreleri 65 x 10°
Kuyu sayisi 768
Hibrit hiicre sayis1 141

Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayis1 12

HBVc¢ antijenine 6zgii monoklonal antikor | -

HBVe antijenine 6zgli monoklonal antikor | -

Ikinci fiizyon sonucunda 141 hibrit hiicresinden HBeAg’ye kars1 antikor
aktivitesine sahip 12 adet hibrit hiicre gozlendi fakat HBeAg’ye 6zgii antikor iireten
hibrit hiicre elde edilemedi (Tablo 5).
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Tablo 6. Ugiincii Fiizyon Sonucu

Lenfositler 210 x 10°
Myeloma hiicreleri 75 x 10°
Kuyu sayisi 768
Hibrit hiicre sayisi 716
Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayist1 | 17

HBVc antijenine 6zgii monoklonal antikor | -

HBVe antijenine 6zgli monoklonal antikor | -

Ucgiincii flizyon sonucunda 716 hibrit hiicresinden HBeAg’ye kars1 antikor
aktivitesine sahip 17 adet hibrit hiicre gozlendi fakat HBeAg’ye 6zgii antikor iireten
hibrit hiicre elde edilemedi (Tablo 6).

Tablo 7. Dordiincii Fiizyon Sonucu

Lenfositler 350 x 10°
Myeloma hiicreleri 130 x 10°
Kuyu sayisi 768
Hibrit hiicre sayis1 390

Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayis1 18
1(12E5)
1(12E5)

HBVc¢ antijenine 6zgii monoklonal antikor

HBVe antijenine 6zgii monoklonal antikor

Dérdiincii flizyon sonucunda 390 hibrit hiicresinden HBeAg’ye karsi antikor
aktivitesine sahip 18 adet hibrit hiicre gdzlendi, HBeAg’ye ve HBcAg’ye 6zgii antikor
tireten 12E5 hibrit hiicresi elde edildi (Tablo 7). Fakat HBeAg’ye daha 6zgiin

monoklonal antikor elde edebilmek i¢in fiizyonlara devam edildi.
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Besinci

aktivitesine sahip 7 adet hibrit hiicre gbézlendi fakat HBeAg’ye 0zgii antikor {ireten

Tablo 8. Besinci Fiizyon Sonucu

Lenfositler 210 x 10°
Myeloma hiicreleri 60 x 10°
Kuyu sayisi 768
Hibrit hiicre sayisi 257
Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayis1 | 7

HBVc antijenine 6zgli monoklonal antikor

HBVe antijenine 6zgii monoklonal antikor

flizyon sonucunda 257 hibrit hiicresinden HBeAg’ye karsi antikor

hibrit hiicre elde edilemedi (Tablo 8).

Tablo 9. Altinci Fiizyon Sonucu

Lenfositler 180 x 10°
Myeloma hiicreleri 90 x 10°
Kuyu sayisi 960
Hibrit hiicre sayis1 526
Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayis1 | 8

HBVc¢ antijenine 6zgii monoklonal antikor

2 (1C6, 8C10)

HBVe antijenine 6zgli monoklonal antikor

Altinct fiizyon sonucunda 526 hibrit hiicresinden HBeAg’ye karsi antikor
aktivitesine sahip 8 adet hibrit hiicre gozlendi, HBcAg’ye 6zgii antikor iireten 2 adet
(1C6, 8C10) hibrit hiicresi elde edildi (Tablo 9). HBeAg’ye 6zgii monoklonal antikor

elde etmek i¢in flizyonlara devam edildi.
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Tablo 10. Yedinci Fiizyon Sonucu

Lenfositler 48 x 10°
Myeloma hiicreleri 24 x 10°
Kuyu sayisi 384
Hibrit hiicre sayisi 200

Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayis1 | 8

HBVc antijenine 6zgili monoklonal antikor | -

HBVe antijenine 6zgili monoklonal antikor | -

Yedinci flizyon sonucunda 200 hibrit hiicresinden HBeAg’ye kars1 antikor
aktivitesine sahip 8 adet hibrit hiicre gdézlendi fakat HBeAg’ye 0zgii antikor {ireten
hibrit hiicre elde edilemedi (Tablo 10).

Tablo 11. Sekizinci Fiizyon Sonucu

Lenfositler 75 x 10°
Myeloma hiicreleri 35 x 10°
Kuyu sayisi 384
Hibrit hiicre sayis1 63

Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayis1 | 1

HBVc¢ antijenine 6zgii monoklonal antikor | -

HBVe antijenine 6zgli monoklonal antikor | -

Sekizinci flizyon sonucunda 63 hibrit hiicresinden HBeAg’ye karsi antikor
aktivitesine sahip 1 adet hibrit hiicre gézlendi fakat HBeAg’ye 0zgii antikor {ireten
hibrit hiicre elde edilemedi (Tablo 11).
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Tablo 12. Dokuzuncu Fiizyon Sonucu

Lenfositler 153 x 10°
Myeloma hiicreleri 75 x 10°
Kuyu sayisi 576
Hibrit hiicre sayisi 404

Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayis1 | 10

HBVc antijenine 6zgli monoklonal antikor | -

HBVe antijenine 6zgli monoklonal antikor | -

Dokuzuncu fiizyon sonucunda 404 hibrit hiicresinden HBeAg’ye karsi antikor
aktivitesine sahip 10 adet hibrit hiicre gozlendi fakat HBeAg’ye 6zgii antikor iireten
hibrit hiicre elde edilemedi (Tablo 12).

Tablo 13. Onuncu Fiizyon Sonucu

Lenfositler 425 x 10°
Myeloma hiicreleri 110 x 10°
Kuyu sayis1 768
Hibrit hiicre sayis1 629

Antikor aktivitesi veren hibrit hiicre sayis1 | 65

HBVc¢ antijenine 6zgii monoklonal antikor | 1 (18E10)

HBVe antijenine 6zgii monoklonal antikor | 1 (16F8)

Onuncu flizyon sonucunda 629 hibrit hiicresinden HBeAg’ye karsi antikor
aktivitesine sahip 65 adet hibrit hiicre gozlendi, HBeAg’ye ve HBcAg’ye 6zgii antikor
iireten hibrid hiicreleri (sirasiyla 16F8 ve 18E10) elde edildi (Tablo 13).

66



4.3. Monoklonal Antikorlarin Capraz Reaksiyon Testi

Capraz reaksiyon testi, antikor ile 0zgiin oldugu antijene yapisal benzerlik
gosteren veya test edilecek ortamda capraz reaksiyon yaratmasi olasi farkli antijenlerle
reaksiyonlarin belirlenmesidir. HBeAg’ye karsi antikor aktivitesi pozitif olan 16F8
hibrit hiicresindeki ¢apraz etkilesimleri gérebilmek i¢in farkli proteinleri ELISA plagina
kaplayarak yapilan indirekt ELISA testinin sonuglar1 Sekil 22°te gosterilmistir. Buna
gore; 16F8 hibrit hiicresi HBeAg’ye karsi yiiksek antikor yaniti verirken, plaga

kaplanan diger antijenlere kars1 belirgin diizeyde antikor yanit1 olusturmamaktadir.

D 16F3
= 3 [
o 25 |
=+
5 27
15 |
1+
05
] 1 @ 1 BN 1 NN 1 S 1 5N 1 AN i
HBEeAg HBEcAg HEsAg Insan BsA Transfermn  Siit tozu
ST

Antijenler

Sekil 22. 16F8 monoklonal antikorunun ¢apraz reaksiyon testi

HBeAg’ye kars1 antikor aktivitesi pozitif olan 12E5 hibrit hiicresindeki c¢apraz
etkilesimleri gorebilmek i¢in ELISA plagma farkli proteinler kaplanarak yapilan
indirekt ELISA testinin sonuglar1 Sekil 23‘te gosterilmistir. Buna goére; 12E5 hibrit
hiicresi hem HBcAg’ye, hem de HBeAg’ye karsi yliksek antikor yanit1 verirken, plaga

kaplanan diger antijenlere kars1 belirgin diizeyde antikor yanit1 olugturmamaktadir.
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Sekil 23. 12E5 monoklonal antikorunun ¢apraz reaksiyon testi

HBcAg’ye kars1 antikor aktivitesi pozitif olan 18E10 hibrit hiicresindeki ¢apraz
etkilesimleri gorebilmek icin ELISA plagma farkli proteinler kaplanarak yapilan
indirekt ELISA testinin sonuglar1 Sekil 24°‘te gosterilmistir. Buna gore; 18E10 hibrit
hiicresi HBcAg’ye karsi yiiksek antikor yanit1 verirken, plaga kaplanan diger antijenlere

kars1 belirgin diizeyde antikor yanit1 olusturmamaktadir.

E18E10
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Antijenler

Sekil 24. 18E10 monoklonal antikorunun ¢apraz reaksiyon testi
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HBcAg’ye karsi antikor aktivitesi pozitif olan 1C6 hibrit hiicresindeki c¢apraz
etkilesimleri gorebilmek ig¢in ELISA plagma farkli proteinler kaplanarak yapilan
indirekt ELISA testinin sonuglari Sekil 25‘e gosterilmistir. Buna gore; 1C6 hibrit
hiicresi HBcAg’ye kars1 yliksek antikor yanit1 verirken, plaga kaplanan diger antijenlere

kars1 belirgin diizeyde antikor yanit1 olusturmamaktadir.
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Sekil 25. 1C6 monoklonal antikorunun ¢apraz reaksiyon testi

HBcAg’ye karsi antikor aktivitesi pozitif olan 8C10 hibrit hiicresindeki ¢apraz
etkilesimleri gorebilmek icin ELISA plagma farkli proteinler kaplanarak yapilan
indirekt ELISA testinin sonuglar1 Sekil 26°da gosterilmistir. Buna gore; 8C10 hibrit
hiicresi HBcAg’ye kars yliksek antikor yanit1 verirken, plaga kaplanan diger antijenlere

kars1 belirgin diizeyde antikor yanit1 olusturmamaktadir.
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Sekil 26. 8C10 monoklonal antikorunun ¢apraz reaksiyon testi

4.4, Monoklonal Antikorlarin Alt izotipleri
Elde edilen monoklonal antikorlarin smif ve alt smiflar1 indirekt ELISA ile

belirlendi. Elde edilen biitiin monoklonal antikorlarin alt izotipleri asagida tablolar

halinde verilmektedir.

Tablo 14. 16F8 monoklonal antikorunun alt izotipleri

Alt izotipe 6zgii anti-mouse immiinoglobulinler

Hibrid IgG IgM  IgA IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 A K
hiicreler
16F8 253 018 0,18 2,15 0,19 0,23 0,16 0,16 1,6

Ticari konjugatlar ve ticari sub-isotype kit kullanilarak 16F8 monoklonal

antikorunun alt tipinin IgG1 oldugu belirlenmistir.
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Tablo 15. 12E5 monoklonal antikorunun alt izotipleri

Alt izotipe 6zgii anti-mouse immiinoglobulinler

Hibrid 19G IgM  IgA 1gG1 1gG2a IgG2b IgG3 A K
hiicreler
12E5 2,93 0,17 018 0,15 0,16 2,45 019 018 138

Ticari konjugatlar ve ticari sub-isotype kit kullanilarak 12ES5 monoklonal

antikorunun alt tipinin IgG2b oldugu belirlenmistir.

Tablo 16. 18E10 monoklonal antikorunun alt izotipleri

Alt izotipe 6zgii anti-mouse immiinoglobulinler

Hibrid 1gG IgM  IgA 1gG1 1gG2a IgG2b IgG3 A K
hiicreler
18E10 019 243 017 0,17 0,18 0,17 0,17 0,23 0,8

Ticari konjugatlar ve ticari sub-isotype kit kullanilarak 18E10 monoklonal

antikorunun alt tipinin IgM oldugu belirlenmistir.

Tablo 17. 1C6 monoklonal antikorunun alt izotipleri

Alt izotipe 6zgii anti-mouse immiinoglobulinler

Hibrid IgG IgM IgA IgGl IgG2a IgG2b 1IgG3 A K
hiicreler
1C6 0,11 1,48 0,15 0,21 0,19 0,23 016 0,16 0,7

Ticari konjugatlar ve ticari sub-isotype kit kullanilarak 1C6 monoklonal

antikorunun alt tipinin IgM oldugu belirlenmistir.
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Tablo 18. 8C10 monoklonal antikorunun alt izotipleri

Alt izotipe 6zgii anti-mouse immiinoglobulinler

Hibrid IgG IgM IgA IgGl IgG2a IgG2b 1IgG3 A K
hiicreler
8C10 0,13 225 013 0,20 0,18 0,22 014 013 11

Ticari konjugatlar ve ticari sub-isotype kit kullanilarak 8C10 monoklonal

antikorunun alt tipinin IgM oldugu belirlenmistir.

4.5. Monoklonal Antikorlarin Saflastirilmasi

16F8 HBeAg’ye 6zgii monoklonal antikor genis Olgekte iiretildikten sonra iist
stvilar1 amonyum siilfat ile ¢oktiiriildii. 16F8 monoklonal antikorunun izotipi 1gG1
oldugundan Protein-G afinite kolon kromotografisi ile saflastirildi. Kolon sonrasi
biriktirilen biitiin kesimlere indirekt ELISA testi uygulandi. Sonug¢ olarak 38. ve 39.
tiipler hem protein icerigi, hem de HBe antikoru bakimindan yiiksek bulundu (Sekil 27).
Iki tiipten toplam 9 mg/ml protein elde edildi ve 1 mg/ml olacak sekilde bdliindiikten

sonra -20°C’de saklanda.
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Sekil 27. 16F8 monoklonal antikorun saflastiriimasi

12E5 HBcAg’ye ve HBeAg’ye 0zgii monoklonal antikoru genis Olgekte
iretildikten sonra st sivilar1 amonyum siilfat ile c¢oktiiriildii. 12E5 monoklonal
antikorunun izotipi IgG2b oldugundan Protein-A afinite kolon kromotografisi ile
saflastirildi. Kolon sonrasi biriktirilen biitiin kesimlere indirekt ELISA testi uygulandu.
Sonug olarak 28, 29 ve 30. tiipler hem protein icerigi, hem de HBe antikoru bakimindan
yiiksek bulundu (Sekil 28). Ug tiipten toplam 5 mg/ml protein elde edildi ve 1 mg/ml
olacak sekilde boliindiikten sonra -20°C’de saklanda.
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Sekil 28. 12E5 monoklonal antikorunun saflastirilmasi
4.6. Monoklonal Antikorun Farkh Seyreltme Oranlarinda Antijene

Baglanma Miktarimin Belirlenmesi

16F8 HBeAg’ye 0zgli monoklonal antikorunun optimum seyreltme oranini
belirlemek i¢cin, 1 mg/ml olarak -20°C’de sakladigimiz 16F8 stoklar1 Sekil 29‘da
gosterildigi gibi seyreltildi. 16F8 monoklonal antikorunun optimum seyreltme orani

1:1000 olarak bulundu.
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Antikor konsantrasyonu

Sekil 29. 16F8 monoklonal antikorunun farkli seyreltme oranlarinda antijene baglanma miktarlarinin

belirlenmesi. ELISA plaklart HBeAg (40 ng/kuyu) ile kaplandi ve saflagtirilan 16F8 monoklonal

antikoru 1/25 - 1/51200 oraninda PBS ile seyreltilerek kuyucuklara koyuldu.

12E5 monoklonal antikorunun opti

mum seyreltme oranmi belirlemek i¢in, 1

mg/ml olarak -20°C’de sakladigimiz 12E5 stoklar1 Sekil 30°da gosterildigi gibi

seyreltildi. 12E5 monoklonal antikoru hem ¢ antijenini hem de e antijenini tanidig1 i¢in

farkli diliisyonlar yapildi. Optimum seyreltme oranlar1 ¢ antijenine 1:10.000, e

antijenine 1:1000 olarak bulundu.
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Antikor konsantrasyonu

Sekil 30. 12E5 monoklonal antikorunun farkli seyreltme oranlarinda antijene baglanma miktarlarinin
belirlenmesi. ELISA plaklart hem HBcAg hem de HBeAg (40 ng/kuyu) ile kaplandi ve saflagtirilan 12E5
monoklonal antikoru 1/25 - 1/51200 oraninda PBS ile seyreltilerek kuyucuklara koyuldu.

Bir sonraki adimda ELISA plaklar1 farkli miktarlarda HBeAg ile kaplandi. 1:1000
oraninda PBS ile seyreltme yapilan 16F8 monoklonal antikoru ELISA plaklarmin
kuyucuklarma koyuldu. Antikoru taniyabilen optimum antijen diizeyi Sekil 31°‘de
gosterildi. 16F8 monoklonal antikorunu tanityan optimum antijen dozu 100 ng/ml

olarak bulundu.
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Sekil 31. ELISA’da 16F8 monoklonal antikorunu tanimak i¢in kullanilacak antijenin optimum dozunun
belirlenmesi. ELISA plakalar1 farkli miktarlarda antijen ile kaplandi ve 16F8 monoklonal antikorunun

(1/1000) antijene baglanma 6zgiinliigii test edildi.

ELISA plaklar1 farkli miktarlarda hem HBcAg ve hem de HBeAg ile kaplandi.
1:1000 oraninda PBS ile seyreltme yapilan 12ES monoklonal antikoru hem HBcAg hem
de HBeAg kapli ELISA plaklarinin kuyucuklarma koyuldu. Antikoru taniyabilen
optimum antijen diizeyi Sekil 32‘de gosterildi. 12E5-C monoklonal antikorunu taniyan
optimum antijen dozu 10ng/ml, 12E5-E monoklonal antikoru taniyan optimum antijen

dozu 100 ng/ml olarak bulundu.
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Sekil 32. ELISA’da 12E5 monoklonal antikorunu tanimak ig¢in kullanilacak antijenin optimum dozunun
belirlenmesi. ELISA plakalar1 farkli miktarlarda ¢ ve e antijen ile kaplandi ve 12E5 monoklonal

antikorunun antijene baglanma 6zgiinliigi test edildi.

4.7. Monoklonal Antikorlarin Epitop Analizi

16F8 monoklonal antikorunun epitop analizi Prolmmune Ltd. (Oxford, UK)
tarafindan yapildi. ilk olarak insan Hepatit B viriisiiniin biitiin antijenlerine &zgii 15
amino asitlik sekanslar halinde 10 amino asiti iist liste gelecek sekilde biotinlenmis
peptit kiitiiphanesi olusturuldu (Tablo 19). 16F8 monoklonal antikorunun 79-119 ile

numaralandirilmig peptitler arasinda goriintii elde edilecegi diisiintildii.
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Tablo 19. Hepatit B viriisiiniin biitiin antijenlerine 6zgii biotinlenmis peptit kiitiiphanesinde e antijeninin

epitop dizisi
1.D. Location Peptide 1.D. Location Peptide
HBsAg 26 126 AFHQTLQDPRVRGLY
1 1 MGGWSSKPRKGMGTN 27 131 LQDPRVRGLYLPAGG
2 6 SKPRKGMGTNLSVPN 28 136 VRGLYLPAGGSSSGT
3 11 GMGTNLSVPNPLGFF 29 141 LPAGGSSSGTVNPAP
4 16 LSVPNPLGFFPDHQL 30 146 SSSGTVNPAPNIASH
5 21 PLGFFPDHQLDPAFG 31 151 WVNPAPNIASHISSIS
] 26 PDHOQLDPAFGANSNN 32 156 NIASHISSISARTGD
7 31 DPAFGANSNNPDWDFE 33 161 ISSISARTGDPVTNM
8 36 ANSNNPDWDFNPIKD 34 166 ARTGDPVTNMENITS
0 41 PDWDFNPIKDHWPAA 35 171 PVTNMENITSGFLGP
10 46 NPIKDHWPAANQVGV 36 176 ENITSGFLGPLLVLQ)
11 51 HWPAANQVGVGAFGP 37 181 GFLGPLLVLQAGFFL
12 56 NQVGVGAFGPGFTPP 38 186 LLVLQAGFFLLTRIL
13 61 GAFGPGFTPPHGGIL 39 191 AGFFLLTRILTIPQS
14 66 GFTPPHGGILGWSPQ 40 196 LTRILTIPQSLDSWW
15 71 HGGILGWSPQAQGIL H 201 TIPQSLDSWWTSLNFE
16 76 GWSPQAQGILTTVST 42 206 L DSWWTSINA GGSP?
17 81 AQGILTTVSTIPPPA 43 211 TSLNFLGGSPVCLGO
18 86 TTVSTIPPPASTNRQ 44 216 LGGSPVCLGQNSQSP
19 91 IPPPASTNRQSGROQP 45 221 VCLGQNSQSPTSNHS
20 96 STNRQSGRQPTPISP 46 226 NSQSPTSNHSPTSCP
21 101 SGROPTPISPPLRDS 47 231 TSNHSPTSCPPICPG
22 106 TPISPPLRDSHPQAM 48 236 PTSCPPICPGYRWMC
23 111 PLRDSHPOQAMQWNST 49 241 PICPGYRWMCLRRFI
24 116 HPQAMOQWNSTAFHQT 50 246 YRWMCLRRFIIFLFI
25 121 OWNSTAFHQTLQDPR 51 251 LRRFITALFILLLCL*
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1.D. Location Peptide 1.D. Location Peptide
52 256 TAFALLLCLTRLL VP 95 81 HTALRQAILCWVELM
53 261 LILCLTALWLDYQ* 96 86 QAILCWVELMTLATW
54 266 IFLLVLLDYQGMLPV 97 01 WVELMTLATWVGNNL
55 271 LLDYQGMLPVCPLIP 98 %6 TLATWVGNNLQDPAS
56 276 GMLPVCPLIPGSTTT 99 101 VGNNLODPASRDLVV
57 281 CPLIPGSTTTSTGPC 100 106 QDPASRDLVVNYVNT
58 286 GSTTTSTGPCKTCTT 101 111 RDLVVNYVNTNMGLK
59 291 STGPCKTCTTPAQGN 102 116 NYVNTNMGLKIRQLL
60 296 KTCTTPAQGNSMFEPS 103 121 NMGLKIRQLLWFHIS
61 301 PAQGNSMFPSCCCTK 104 126 IRQLLWFHISCLTFG
b2 306 SMFPSCCCTKPTDGN 105 131 WFHISCLTFGRETVL
63 311 CCCTKPTDGNCTCIP 106 136 CLTFGRETVLEYLVS
64 316 PTDGNCTCIPIPSSW 107 141 RETVLEYLVSFGVWI
b5 321 CTCIPIPSSWAFAKF 108
66 326 IPSSWAFAKFLWEWA 109 151
67 331 AFAKFLWEWASVRFS 110 ]
68 336 LWEWASVRFSWLSLL 111 161
69 34 SVRFSWLSLLVPREVQ 112 166 APILSTLPETTVVRR
70 346 WLSLLVPRVQWRVGL 113 171 TLPETTVVRRRDRGR
71 351 VPFVQWFRVGLSPTVW 114 176 TVWRRRDRGRSPRRR
72 356 WRVGLSPTVWLSATW 115 181 RDRGRSPRRRTPSPR
73 361 SPTVWLSATWMMWYW 116 186 SPRRRTPSPRRRRSQ
74 366 LSAIWMMWYWGPSLY 117 191 TPSPRRRRSQSPRRR
75 371 MMWYWGPSLYSIVRP 118 196 RRRSQSPRRRRSQSR
76 376 GPSLYSIVRPFIPLL 119 201 OSPRRRRSOSRESOC
77 381 SIVRPFIPLLPIFFC HBcAg
78 386 FIPLLPIFFCLWWYT 120 1 MDIDPYKEFGASVEL
HBeAg 121 b YKEFGASVELLSFLP
79 1 MOLFHLCLIISCTCP 122 11 ASVELLSFLPSDFFP
80 6 LCLITISCTCPTVQAS 123 16 LSFLPSDFFPSVRDL
81 11 SCTCPTVQASKLCLG 124 21 SDFFPSVRDLLDTAA
82 16 TVQASKLCLGWLWGM 125 26 SVRDLLDTAAALYRE
83 21 KLCLGWLWGMDIDPY 126 31 LDTAAALYREALESP
84 26 WLWGMDIDPYKEFGA 127 36 ALYREALESPEHCSP
85 31 DIDPYKEFGATVELL 128 41 ALESPEHCSPHHTAL
86 36 KEFGATVELLSFLPS 129 46 EHCSPHHTALRQAIL
87 41 TVELLSFLPSDFFPS 130 51 HHTALRQAILCWGEL
88 46 SFLPSDFFPSVRDLL 131 56 ROAILCWGELMNLAT
89 51 DFFPSVRDLLDTASA 132 61 CWGELMNLATWVGSN
an 56 VRDLLDTASALYREA 133 b6 MNLATWVGSNLEDPA
01 61 DTASALYREALESPE 134 71 WVGSNLEDPASRELY
92 66 LYREALESPEHCSPH 135 76 LEDPASRELVVSYVN
a3 71 LESPEHCSPHHTALR 136 81 SRELVVSYWVNVNMGL
a4 76 HCSPHHTALROAILC 137 86 WVSYVNVNMGLKIROL
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.D. Location Peptide 1.D. Location Peptide

138 91 VNMGLKIRQLLWFHI 147 136 NAPILSTLPETTVVR
139 96 KIRQLLWFHISCLTF 148 141 STLPETTVWRRRGRS
140 i01 LWFHISCLTFGRETV 149 146 TTVVRRRGRSPRRRT
141 106 SCLTFGRETVLEYLV 150 151 RRGRSPRRRTPSPRR
142 111 GRETVLEYLVSFGVW 151 156 PRRRTPSPRRRRSQS
143 116 LEYLVSFGVWIRTPQ 152 161 PSPRRRRSQSPRRRR
144 121 SFGVWIRTPQAYRPP 153 166 RRSQSPRRRRSQSRE
145 126 IRTPQAYRPPNAPIL 154 171 QSPRRRRSQSREPQC
146 131 AYRPPNAPILSTLPE

Biotinlenen peptitler 0.2 uM konsantrasyonda streptoavidin ile kaplandi ve
ELISA plaklarma bloklandi. 1 pg/ml konsantrasyonda antikor eklendi. Peptid bagli
antikorlar anti-human poliklonal antikor ile isaretlendi, horseradish peroksidaz ve

chemiluminescent substrat ile goriiniir hale getirildi (Sekil 33).

Luminesans indeks 168
250
200
&
150 -
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PeptitLD.

Sekil 33. Biotinlenen peptit dizilerine, 16F8 monoklonal antikorunun

baglanarak substrat ile goriiniir hale gelmesi

16F8 monoklonal antikoru iki antijen diziliminde pozitif sonu¢ verdi (109-110).
16F8 epitop dizilimi Tablo 20°de gdsterilmistir.
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Tablo 20. 16F8 monoklonal antikorunun amino asit dizilimi

Epitop
1

Peptidler
109-110

Amino asit dizilimi

FGVWIRTPPAYRPPNAPILS

12E5 monoklonal antikorlarinin epitop analizi de Prolmmune Ltd. (Oxford, UK)

tarafindan yapildi. Insan Hepatit B viriisiiniin biitiin antijenlerine 6zgii 15 amino asitlik

sekanslar halinde 10 amino asiti iist iiste gelecek sekilde biotinlenmis peptit kiitiiphanesi

olusturuldu (Tablo 21). 12E5 monoklonal antikorunun 120-154 ile numaralandirilmisg

peptitler arasinda goriintii elde edilecegi diisiiniildii.

Tablo 21. Hepatit B viriisiiniin biitiin antijenlerine 6zgii biotinlenmis peptit kiitiiphanesinde ¢ antijenin

epitop dizisi
1.D. Location Peptide 1.D. Location Peptide
HBsAg 26 126 AFHQTLQDPRVRGLY
1 1 MGGWSSKPRKGMGTN 27 131 LQDPRVRGLYLPAGG
2 6 SKPRKGMGTNLSVPN 28 136 VRGLYLPAGGSSSGT
3 11 GMGTNLSVPNPLGFF 29 141 LPAGGSSSGTVNPAP
4 16 LSVPNPLGFFPDHQL 30 146 SSSGTVNPAPNIASH
5 21 PLGFFPDHQLDPAFG 31 151 VNPAPNIASHISSIS
6 26 PDHQLDPAFGANSNN 32 156 NIASHISSISARTGD
7 31 DPAFGANSNNPDWDF 33 161 ISSISARTGDPVTNM
8 36 ANSNNPDWDFNPIKD 34 166 ARTGDPVTNMENITS
9 41 PDWDFNPIKDHWPAA 35 171 PVTNMENITSGFLGP
10 46 NPIKDHWPAANQVGV 36 176 ENITSGFLGPLLVLQ
11 51 HWPAANQVGVGAFGP 37 181 GFLGPLLVLQAGFFL
12 56 NQVGVGAFGPGFTPP 38 186 LLVLQAGFFLLTRIL
13 61 GAFGPGFTPPHGGIL 39 191 AGFFLLTRILTIPQS
14 66 GFTPPHGGILGWSPQ 40 196 LTRILTIPQSLDSWW
15 71 HGGILGWSPQAQGIL 41 201 TIPQSLDSWWTSLNF
16 76 GWSPQAQGILTTVST 42 206 LOSWWTSLNFLGGSPY
17 81 AQGILTTVSTIPPPA 43 211 TSLNFLGGSPVCLGQ
18 86 TTVSTIPPPASTNRQ 44 216 LGGSPVCLGQNSQSP
19 91 IPPPASTNRQSGRQP 45 221 VCLGONSQSPTSNHS
20 96 STNRQSGRQPTPISP 46 226 NSQSPTSNHSPTSCP
21 101 SGRQPTPISPPLRDS 47 231 TSNHSPTSCPPICPG
22 106 TPISPPLRDSHPQAM 48 236 PTSCPPICPGYRWMC
23 111 PLRDSHPQAMQWNST 49 241 PICPGYRWMCLRRFI
24 116 HPQAMQWNSTAFHQT 50 246 YRWMCLRRFIIFLFI
25 121 OWNSTAFHOTLODPR 51 251 LRRFITFLFILLLCLY

82




1.D. Location Peptide 1.D. Location Peptide
52 256 JALFILLLCLIFLLV* 95 81 HTALRQAILCWVELM
53 261 LULCLIFLLVLLDYQ* 96 86 QAILCWVELMTLATW
54 266 IFLLVLLDYQGMLPV 97 01 WVELMTLATWVGNNL
55 271 LLDYQGMLPVCPLIP 98 96 TLATWVGNNLQDPAS
56 276 GMLPVCPLIPGSTTT 99 101 VGNNLQDPASRDLVV
57 281 CPLIPGSTTTSTGPC 100 106 QDPASRDLVVNYVNT
58 286 GSTTTSTGPCKTCTT 101 111 RDLWWNYVNTNMGLK
59 291 STGPCKTCTTPAQGN 102 116 NYVNTNMGLKIRQLL
60 296 KTCTTPAQGNSMFPS 103 121 NMGLKIRQLLWFHIS
61 301 PAQGNSMFPSCCCTK 104 126 IRQLLWFHISCLTFG
62 306 SMFPSCCCTKPTDGN 105 131 WFHISCLTFGRETVL
63 311 CCCTKPTDGNCTCIP 106 136 CLTFGRETVLEYLVS
64 316 PTDGNCTCIPIPSSW 107 141 RETVLEYLVSFGVWI
65 321 CTCIPIPSSWAFAKF 108 146 EYLVSFGVWIRTPPA
66 326 IPSSWAFAKFLWEWA 109 151 FGVWIRTPPAYRPPN
67 331 AFAKFLWEWASVRFS 110 156 RTPPAYRPPNAPILS
68 336 LWEWASVRFSWLSLL 111 161 YRPPNAPILSTLPET
69 341 SVRFSWLSLLVPRVQ 112 166 APILSTLPETTVWVRR
70 346 WLSLLVPRVQWRVGL 113 171 TLPETTVVRRRDRGR
71 351 VPRVQWRVGLSPTVW 114 176 TVWRRRDRGRSPRRR
72 356 WHRVGLSPTVWLSAIW 115 181 RDRGRSPRRRTPSPR
73 361 SPTVWLSATWMMWYW 116 186 SPRRRTPSPRRRRSQ
74 366 LSATWMMWYWGPSLY 117 191 TPSPRRRRSQSPRRR
75 371 MMWYWGPSLYSIVRP 118 196 RRRSQSPRRRRSQSR
76 376 GPSI YSTVRPFIPI | 119 201 OSPRRRRSOSRFSOC
77 381 SIVRPFIPLLPIFFC HBcAg
78 386 FIPLLPIFFCLWWVYI 120 1 MDIDPYKEFGASVEL
HBeAg 121 6 YKEFGASVELLSFLP
79 1 MOLFHLCLIISCTCP 122 11 ASVELLSFLPSDFFP
30 6 LCLIISCTCPTVQAS 123 16 LSFLPSDFFPSVRDL
81 11 SCTCPTVQASKLCLG 124 21 SDFFPSVRDLLDTAA
82 16 TVQASKLCLGWLWGM 125 26 SVRDLLDTAAALYRE
83 21 KLCLGWLWGMDIDPY 126 31 LDTAAALYREALESP
84 26 WLWGMDIDPYKEFGA 127 36 ALYREALESPEHCSP
85 3 DIDPYKEFGATVELL 128 41 AL ESPEHCSPHHTAL
86 36 KEFGATVELLSFLPS 129 46 EHCSPHHTALRQAIL
87 41 TVELLSFLPSDFFPS 130 51 HHTALRQAILCWGEL
88 46 SFLPSDFFPSVRDLL 131 56 ROAILCWGELMNLAT
89 51 DFFPSVRDLLDTASA 132 61 CWGELMNLATWVGSN
a0 56 VRDLLDTASALYREA 133 66 MNLATWVGSNLEDPA
91 61 DTASALYREALESPE 134 71 WVGSNLEDPASRELV
92 66 LYREALESPEHCSPH 135 76 LEDPASRELWWSYVN
93 71 LESPEHCSPHHTALR 136 81 SRELWSYVNVNMGL
04 76 HCSPHHTALRQAILC 137 86 VSYVNVNMGLKIROL
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.D. Location Peptide 1.D. Location Peptide

138 91 VNMGLKIRQLLWFHI 147 136 NAPILSTLPETTVVR
139 96 KIRQLLWFHISCLTF 148 141 STLPETTWWRRRGRS
140 101 LWFHISCLTFGRETV 149 146 TTVVRRRGRSPRRRT
141 106 SCLTFGRETVLEYLV 150 151 RRGRSPRRRTPSPRR
142 111 GRETVLEYLVSFGVW 151 156 PRRRTPSPRRRRSQS
143 SAERID0 | 152 161 PSPRRRRSQSPRRRR
144 121 SFGVW » 153 166 RRSQSPRRRRSQSRE
145 F ANE -l 154 171 QSPRRRRSQSREPQC
146 131 AYRPPNAPILSTLPE

Biotinlenen peptitler 0.2 uM konsantrasyonda streptoavidin ile kaplandi ve
ELISA plaklarma bloklandi. 1 pg/ml konsantrasyonda antikor eklendi. Peptit bagl
antikorlar anti-human poliklonal antikor ile isaretlendi, horseradish peroksidaz ve

chemiluminescent substrat ile goriiniir hale getirildi (Sekil 34).
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Sekil 34. Biotinlenen peptit dizilerine, 12E5 monoklonal antikorunun

baglanarak substrat ile goriiniir hale gelmesi
12E5 monoklonal antikoru sadece bir antijen diziliminde ¢ok zayif pozitif sonug

verdi (I1.D.144). 12E5 epitop dizilimi diiz (lineer) bir sekilde dizilime sahip degildi bu

nedenle kesintili (discontinuous) epitop olabilecegi kanisina varildi.
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4.8. Organ Olarak Dondurulmus Dalak ve Lenf Diigiimlerinin Fiizyon

Cahsmasinda Kullanilmasi

HBeAg ile immiinize farelerin dondurulmus dalak ve lenf diigiimleri kullanilarak
hiicreler izole edildikten sonra anti-HBe monoklonal antikoru eldesi i¢in flizyon
deneyleri yapildi. Bu amaca yonelik 5 adet 8 haftalik BALB/c fare, 10ng HBeAg ile
ikiser hafta araliklarla immiinize edildi. Ilk immiinizasyon Freund’s complete adjuvants,
ikinci ve diger immiinizasyonlar ise Freund’s incomplete adjuvant: ile gergeklestirildi.
Farelerden kan alinip ilgili antijene karsi gelismis bir antikor yanitinin olusup
olusmadigma ELISA’da bakild1 (Sekil 35). Bu farelerin disinda 4 fareye kontrol

flizyonlar1 i¢in farkli tarihlerde ayni immiinizasyon protokolii uygulandi.

0O.D. 405 nm

1 1 1 H_I
Sag kulagr  Sol kulagi Heriki  Sagkulagl Isaretsiz (-) Kontrol
isaretli isaretli kulagi delik
isaretli
Gruplar

Sekil 35. HBeAg ile immiinize edilen farelerde Ag’ye 6zgiin

antikor yanitlarinin belirlenmesi

HBeAg ile immiinize edilen sol kulag1 isaretli fare disinda iyi antikor yanit1 veren
diger farelerin lenf diiglimleri ve dalagi dondurma besiyeri igine alinarak bir giin -
80°C’de bekletilip, daha sonra -150°C dondurucuda saklandi. Dondurma deneylerinde
kullanilmas1 planlanan {i¢ adet fare icin li¢ aylik bir program yapildi ve her ay bir

farenin lenf diigiimii ile beraber dalagi flizyona alindi. Dondurma sonrasi birinci, ikinci
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ve lciincii ayin sonunda yapilan fiizyon ¢aligmalarinda, cryo tiiplerde muhafaza edilen
lenf diigiimleri ve dalak oda sicakligina ¢ikartildi, 1 dakika elde, 3 dakika 37 °C’deki su
banyosunda olmak {lizere ¢Oziilmeleri saglandi. Kullanilmadan o6nce organlar fosfat
tamponunda (PBS, 10 mM, pH 7,2) yikandi. Organlar iyice ¢oziildiikten sonra steril tek
kullanimlik siizgecin arasinda lenf diigiimleri ve dalak parcalanarak hiicreler elde edildi.
Daha sonra, elde edilen hiicreler Thoma laminda sayilip myeloma hiicreleri ile flizyona

alind1

4.8.1. Dondurulan Organlar ile Yapilan Fiizyon Sonuglari

-150°C dondurucuda bir ay bekletilen dondurulmus organlar ile yapilan birinci

flizyon sonuglar1 Tablo 22°de verilmistir.

Tablo 22. Organ olarak dondurulmus dalak ve lenf diigiimlerinden yapilan birinci fiizyon ¢aligmast

sonuglar1
Hiicreler Dondurulmus | Kontrol
Organ
Lenfositler 60 x 10° | 400 x 10°
Myeloma hiicreleri 30 x 10° 190 x 10°
Kuyu sayisi 288 768
Hibrit hiicre sayis1 57 206
Antikor aktivitesine sahip hibrit hiicre sayist 4 7
HBVe antijenine 6zgii monoklonal antikor - -

Bu ¢alismada -150°C dondurucuda bir ay bekletilen dondurulmus organlar ile
flizyon yapilmasina ragmen 57 adet g¢ogalabilen hibrit hiicre elde edildi, bulunan
hibritlerden 4 tanesinin hem aktif olarak c¢ogalabildigi, hem de antikor fiiretebildigi
goriildii (Tablo 22). Kontrol grubunda ise 206 hibrit elde edildi, bulunan hibritlerden 7

tanesinin aktif hibrit oldugu goriildii. Antikor aktivitesine sahip hibrit hiicre sayisi,
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yiizde bagar1 orani olarak hesaplandiginda dondurulmus organlardan yapilan fiizyonun

daha basarili oldugu sonucuna varild.

-150°C dondurucuda iki ay bekletilen dondurulmus organlar ile yapilan ikinci

fiizyon sonuglar1 Tablo 23’te verilmistir.

Tablo 23. Dondurulmus dalak ve lenf diigiimlerinden yapilan ikinci fiizyon ¢alismasi sonuglari

Hiicreler Dondurulmus | Kontrol
Organ

Lenfositler 30.5x10° |325x10°
Myeloma hiicreleri 16 x 10° 170 x 10°
Kuyu sayisi 192 672
Hibrit hiicre sayisi 37 97
Antikor aktivitesine sahip hibrit hiicre sayisi - 5
HBVe antijenine 6zgii monoklonal antikor - -
HBVc antijenine 6zgii monoklonal antikor - 1 (3G3)

Bir ay -150°C dondurucuda bekletilen dondurulmus organlar ile yapilan fiizyon
caligmasinda iyi sonuglar almamiza ragmen iki ay bekletilen dondurulmus organlar ile
yapilan flizyon caligmasinda 37 adet hibrit hiicre elde edildi fakat antikor {iretme
yetenegine sahip olan hibrit hiicre elde edilemedi (Tablo 23). Calismada farklh
zamanlarda satin almman ve farkli lot numaralarina sahip serumlarin (FBS)

kullanilmasinin fiizyon veriminin diisiik olmasinda etkili oldugu diistintilmektedir.

-150°C dondurucuda ii¢ ay bekletilen dondurulmus organlar ile yapilan {igiincii

fiizyon sonuglar1 Tablo 24’te verilmistir.
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Tablo 24. Dondurulmus dalak ve lenf diigiimlerinden yapilan ii¢iincii flizyon galigmasi sonuglar

Hiicreler Dondurulmus | Kontrol
Organ

Lenfositler 50 x 10° | 290 x 10°
Myeloma hiicreleri 25 x 10° 145 x 10°
Kuyu sayisi 192 696
Hibrit hiicre sayisi 168 1094
Antikor aktivitesine sahip hibrit hiicre sayist 11 23
HBVe antijenine 6zgii monoklonal antikor - -

Bu galismada -150°C dondurucuda ti¢ ay bekletilen dondurulmus organlar ile
flizyon yapilmasma ragmen 168 adet cogalabilen hibrit hiicre elde edildi, bulunan
hibritlerden 11 tanesinin hem aktif olarak g¢ogalabilmekte hem de antikor {iretme
yetenegini korumakta oldugu goriildii (Tablo 24). Kontrol grubunda ise 1094 hibrit elde
edildi, bulunan hibritlerden 23 tanesinin aktif hibrit oldugu goriildii. Antikor aktivitesine
sahip hibrit hiicre sayisi, ylizde basar1 orani olarak hesaplandiginda dondurulmus
organlardan yapilan flizyonun daha basarili oldugu bulundu. Ancak fiizyon
calismalarinda HBeAg’yi 6zgiin taniyan monoklonal antikor elde edilemedi. Fiizyon
calismalarinda mAb eldesi zordur, bu tez c¢alismasinda yapilan 10 adet klasik flizyon
sonucunda HBeAg’ye 6zgii sadece 1 mAb elde edilebilmistir. U¢ aylik dondurma,
saklama ve c¢Ozme isleminin, immiinize farelerden elde edilen dondurulmus Ilenf
diigiimii ile dalagi olumsuz olarak etkilemedigi, cogalabilen ve antikor {iretme
yetenegini koruyan hiicrelerin canliligmi siirdiirdiigii gosterildi. Bu yontemin organ
dondurma  caligmalarinda  alternatif bir yOntem olarak  kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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4.9. Yiizeyinde Hepatit B e Antijeni Eksprese Eden M13 Bakteriyofaj ile

Yapilan immiinizasyonlar Sonras1 Monoklonal Antikor Gelistirilmesi

TUBITAK-MAM GMBE immiinogenetik Laboratuvari tarafindan, TARAL 1007
projesi kapsaminda (105G0656) yapilan yiizeyinde HBeAg’yi eksprese eden M13
fajlarla immiinize ¢calismalar1 gergeklestirildi. Immiinizasyon sonuglar1 Sekil 36 ve Sekil
37°de gosterilmektedir. Buna gore rekombinant e faj ile immiinize edilen birinci grup
farelerden sag kulagi isaretli farede, rekombinant e faj + incomplete freund’s adjuvanti
ile immiinize edilen ikinci grupta ise sag kulagi isaretli ve sag kulagi delik farelerde e

antijenine kars1 yiiksek antikor yanit1 elde edilmistir.

0O.D. 405 nm
= N
o N (0] w

=
T

05

0 1 i 1 1 E_l

Sag kulagi isaretli Sol kulagiisaretli ~ Her iki kulagi (-) Kontrol
isaretli

Gruplar

Sekil 36. Rekombinant e faj immiinizasyonu (1. Grup) sonucunda farelerde olusan
hepatit e antikorunun seviyesinin belirlenmesi.
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1,5 -

Sag kulagi Sol kulagr  Herikikulagi  Sag kulagi (-) Kontrol
isaretli isaretli isaretli delik

OD. 405 nm

Gruplar

Sekil 37. Rekombinant e faj + incomplete freund’s adjuvant immiinizasyonu (2. Grup)

sonucunda farelerde olusan hepatit e antikorunun seviyesi

4.9.1. Yiizeyinde Hepatit B e Antijeni Eksprese Eden M13 Bakteriyofaji ile

Yapilan iImmiinizasyonlar Sonrasi Fiizyon Cahsmalar

Birinci flizyon c¢alismasinda 1. Grup immiinizasyonda antikor yanit1 yliksek
bulunan sag kulagi isaretli fare kullanild1 (Sekil 36). Fiizyon sonuglar1 Tablo 25’de

gosterilmektedir.

Tablo 25. Rekombinant e faj immiinizeli farenin dalak ve lenf diigiimlerinden yapilan birinci flizyon

calismasinin sonuglari

Fiizyon Sonucu

Lenfositler 4.1x10°
Myeloma hiicreleri 2 x 10°
Kuyu sayis1 960
Hibrit hiicre sayis1 854
Antikor aktivitesine sahip hibrit hiicre sayis1 11
HBVe antijenine 6zgii monoklonal antikor -
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Ikinci ve iigiincii fiizyon galismasinda 2. Grup immiinizasyonda antikor yaniti
yiiksek bulunan sag kulagi isaretli ve sag kulag: delik fare kullanild1 (Sekil 37). Fiizyon
sonuglar1 Tablo 26 ve 27°de gdsterilmektedir.

Tablo 26. Rekombinant e faj+IFA immiinizeli sag kulagi isaretli farenin dalak ve lenf diigiimlerinden

yapilan ikinci flizyon ¢aligmasinin sonuglari

Fiizyon Sonucu
Lenfositler 310 x 10°
Myeloma hiicreleri 150 x 10°
Kuyu sayisi 768
Hibrit hiicre sayis1 527
Antikor aktivitesine sahip hibrit hiicre sayisi 9
HBVe antijenine 6zgii monoklonal antikor -

Tablo 27. Rekombinant e faj+IFA immiinizeli sag kulag: delik farenin dalak ve lenf diigiimlerinden

yapilan ii¢iincii fiizyon ¢alismasinin sonuglari

Fiizyon Sonucu
Lenfositler 130 x 10°
Myeloma hiicreleri 100 x 10°
Kuyu sayisi 672
Hibrit hiicre sayis1 117
Antikor aktivitesine sahip hibrit hiicre sayist 1
HBVe antijenine 6zgli monoklonal antikor -

Bu calismada toplam 1498 adet hibrit hiicre elde edildi. Bu hibrit hiicrelerin 21
tanesinin antikor aktivitesi oldugu belirlendi. Ancak flizyon caligmalarinda HBeAg’yi

0zgiin tantyan monoklonal antikor elde edilememistir.
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5. TARTISMA

Diinyada en ¢ok goriilen enfeksiyon hastaliklarindan biri olan hepatit B, hafif ve
belirti gdstermeyen bir enfeksiyondan, sirozla primer hepatoselliiler karsinoma gibi ¢ok
daha agir karaciger hastaliklarina kadar cesitli tablolara neden olabilmektedir. Son 40
yilda hepatit B’nin etiyolojisi, ge¢misi, epidemiyolojisi ve halk saglhigi kontrolii
acisindan bilgi birikimi elde edilmesi ile hastaligin ciddiyetine dikkat ¢ekilmis ve diinya
genelinde hepatit B yayilimimin kontrolii i¢in 150°den fazla tilkede hepatit B asis1 ulusal
asilama programlarma dahil edilmistir. Ulkelerin asilama politikasindaki bu degisiklik
ile giintimiizde kronik HBV enfeksiyonu hastasi olan yenidogan sayisinin ve bununla
baglantili olarak HBV’den kaynaklanabilen siroz, karaciger kanseri gibi vakalarin
zamanla azalmasi beklenmektedir (91). Diinya genelinde 2 milyar insanm ( diinya
niifusunun yaklasik 1/3’ilinlin) Hepatit B ile enfekte oldugu ve bu kisilerin 400
milyonunda enfeksiyonun kronik Hepatit B hastaligina doniistiigii bilinmektedir (28).
Her yil yaklagik 1 milyon insan Hepatit B ve onun neden oldugu sorunlar nedeni ile

yasamini yitirmektedir.

Akut, kronik ve siddetli (fulminant) tipleri bulunan HBV enfeksiyonunda hastanin
hastaligin  hangi evresinde oldugunu belirlemek i¢in  serolojik testlerden
yararlanilmaktadir (91). Hastaligin farkli asamalarinda antijenlerin (HBsAg ve HBeAg)
ve antikorlarin (anti-HBsAg, anti-HBeAg ve anti-HBCAgQ) diizeyleri farklilik
gosterdiginden bu degerlerin takip edilmesiyle hastaligin seyri hakkinda bilgi sahibi
olmak miimkiindiir (149). HBsAg ile beraber veya HBsAg seviyesinin artmasindan ¢ok
kisa bir siire sonra serumda beliren HBeAg hem akut, hem de kronik hepatitte viral
DNA ile aktif replikasyonun varhgmni yansittigindan bulasiciligin belirteci olarak kabul
edilmektedir (33). HBeAg seviyesi iyilesen olgularda ortalama 10 hafta igerisinde,
HBsAg seviyesindeki diisiisti takiben diismektedir (129). HBV enfeksiyonu tagiyan
hastalarin  serumlarmda HBsAg ve HBeAg seviyeleri ile HBV DNA’si
konsantrasyonunun 6 aydan uzun siire yiiksek seyrini korumasi enfeksiyonun
kroniklesme evresinde oldugunu belirtmektedir (98,148). Akut HBV hastalarinda

zaman i¢inde HBeAg seviyesindeki diisiise paralel olarak anti-HBeAg seviyesinde artis
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goriilmektedir. Anti-HBe seviyesi yiiksek olan hastalarda hastaligin bulagma riski
azalmaktadir (140).

Bu tez ¢alismasinda, Hepatit B hastaliginin siddeti ve seyrini izlemek tizere klasik
hibridoma teknolojisi kullanilarak HBeAg’ye 6zgii monoklonal antikorlar gelistirilmis
ve karakterize edilmistir. Klasik hibridoma yonteminde temel amag bir fareye ilgili
antijenin enjekte edilmesi yoluyla farenin B lenfositlerinden, verilen antijene karsi
antikor tiretmelerini saglamak ve daha sonra bu hiicreler ile myeloma hiicrelerini
birlestirerek hiicre kiiltliir ortaminda siirekli ¢ogalarak antikor tireten hibrit hiicreler

gelistirmektir (76).

Immiinizasyonlarda kullanilacak antijen dozunun belirlenmesi, uygun adjuvant
secimi, antijen-adjuvant karistmmin hazirlanmasi, immunizasyon yolunun ve
enjeksiyon hacminin belirlenmesi hibridoma teknigi ile monoklonal antikor elde
edilmesinde dikkat edilmesi gereken kritik asamalardir. Bu tez calismasinda fare
immiinizasyonunda kullanilacak antijen dozunu belirlemek amaciyla farelere 2 pg, 4 ug
ve 10 pg olmak iizere ii¢ farkli dozda HBeAg uygulanarak en iyi yanitin 10 pg antijen
dozunda elde edildigi belirlendi ve immiinizasyonlara bu doz ile devam edildi. Farkli
arastirma gruplarmin yaptig1 ¢alismalarda, HBeAg’ye karst immiin yanit olusturmak
icin yapilan immiinizasyonlarda yiiksek dozda antijene ihtiyag duyuldugu goriilmektedir
(75,163). Bu durum, kullanilan antijenin saflastirma sirasinda maruz kaldig1 islemlere

bagli olarak immiin yanit seviyesinin diismesi ile baglantili olabilir.

Hepatit B viriisiiniin C geni tarafindan sentezlenen mRNA {izerinde farkli
konumlarda bulunan iki AUG baslangic kodunundan baslayan iki ayri translasyon
sonucunda elde edilen HBe ve HBc antijenleri farkli 6zelliklere sahiptir. 5> Ucuna daha
yakin olan AUG kodonu ile baslayan dizinin translasyonu ile HBeAg sentezlenirken, 3’
ucuna daha yakin olan kisimdan HBcAg sentezlenmektedir (123). Kor proteinin
proteolitik kesimi sonucunda olusan HBeAg’nin kesilmis formlar1 ribozomda
farklilagarak olgun HBeAg’yi olusturmaktadir (148). Ayni dizinin farkli konumundan

translasyonu dolayisiyla ortaya ¢ikan protein yapisindaki yiiksek derecede benzerligin
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sebep oldugu ortak epitop varhigi ve HBcAg’ye gore daha diisitk molekiiler agirliga
sahip olmas1 HBeAg i¢cin monoklonal antikor gelistirilmesini zorlastirmaktadir. Yapilan
calismalarda HBeAg i¢in gelistirildigi diislinlilen monoklonal antikorlar genellikle

HBCAg ile de gapraz reaksiyon vermektedir (147).

Bu calisma kapsaminda gergeklestirilen on fiizyon sonucunda ii¢ flizyondan
HBeAg ve HBcAg i¢in 6zglin Olan bes hibrit hiicre (16F8, 12ES5, 18E10, 1C6 ve 8C10)
elde edilmistir (Tablo 7,9,13). Diger antijenlerle capraz reaksiyon verip vermedigi
kontrol edilen 16F8 hibrit klonunun HBeAg’ye 6zgii yiiksek antikor yanitina sahip
oldugu (Sekil 22), 18E10, 1C6 ve 8C10 hibrit klonlarinin ise HBcAg icin yanit
olusturduklar1 belirlenmistir (Sekil 24-26). 12E5 hibrit klonu, HBe ve HBc
antijenlerinin her ikisi ile de reaksiyon vermektedir ancak daha ¢ok HBCAQ’yi
tanimaktadir (Sekil 23). 16F8, 18E10, 1C6, 8C10 ve 12E5 monoklonal antikorlarinin
immunoglobulin tiplerinin srasiyla IgG1, IgM, IgM, IgM ve 1gG2b oldugu ve kappa
hafif zincir tipine sahip oldugu sub-izotipleme Kkiti ve anti-mouse immunoglobulin
alkalin fosfataz konjugatlar1 ile belirlenmistir (Tablo 14-18). Elde edilen monoklonal
antikorlarm saflagtirilmasinda immiinoglobulin tipi belirleyici olmustur. Buna gore
16F8 monoklonal antikoru protein G affinite kromatografisi ile saflastirilirken, 12E5
monoklonal antikorunun saflastirilmasinda protein A affinite kromatografisi

kullanmilmustir (Sekil 27 ve Sekil 28).

Hibridoma ve klinik teshis ¢alismalarinda kullanilmak tizere saflastirilan 16F8
monoklonal antikoru i¢in en uygun seyreltme miktarinin belirlenebilmesi amaciyla, 1
mg/ml stoklar halinde hazirlanan 16F8 monoklonal antikoru Sekil 29’de belirtilen
sekilde farkli oranlarda seyreltilmistir. 16F8 monoklonal antikorunun HBeAg’ye
baglanma oraninin seyreltme oraninin artmasiyla azaldigi goriilmiis ve en uygun
seyreltme oranmin 1/1000 olduguna karar verilmistir. Ikinci adim olarak, ELISA
plaklar1 farkli miktarlarda HBeAg ile kaplanarak 16F8 monoklonal antikoru igin
belirlenen seyreltme oraninda (1/1000) optimum HBeAg konsantrasyonunun 100 ng/ml
oldugu belirlenmistir (Sekil 31). 12E5 monoklonal antikoru gz 6niine alindiginda ise

1/1000 oraninda (Sekil 30) seyreltme ve 10 ng/ml HBcAg kaplanmasinin antikorun
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HBcAg’ye baglanmasi igin yeterli oldugu ancak HBeAg s6z konusu oldugunda 100
ng/ml HBeAg’ye ihtiya¢ duyuldugu goriilmiistiir (Sekil 32).

Lineer B hiicresi epitop haritalama analizi ile 16F8 monoklonal antikorunun
amino asit dizisinin FGVWIRTPPAYRPPNAPILS oldugu (Tablo 20), bu dizinin
HBeAg proteininin 156-165. aminoasitlerine denk geldigi belirlenmistir (HBeAg nin
amino asit dizisi GenBank Niiklotid Dizi Veritabani’nda 0915321 giris kodu ile elde

edilmistir). Elde edilen diziler ile veritabanlarindaki dizilerin karsilastirilmasi
sonucunda 16F8 monoklonal antikorunun HBeAg-Bf epitopuna sahip oldugu
anlasilmistir. Veritabanlarinda HBe proteini i¢in HBeAg-, HBeAg-1 ve HBeAg-2
olmak iizere li¢ ana epitop tanimlanmistir; bunlardan HBeAg-3 ve HBeAg-1’in lineer
epitop oldugu, HBeAg-2’nin ise konformasyonel epitop oldugu bilinmektedir.
Literatiirde HBe proteini i¢in HBeAg-f’nin baskin epitop oldugu belirtilmistir (163).

12E5(c) igin gergeklestirilen lineer B hiicresi epitop haritalama analizi sonucunda
SFGVWIRTPQAYRPP dizisinde zayif bir baglanma gorilmiis (Sekil 34), bu zayif
baglanmanin 16F8 monoklonal antikorundaki lineer epitopun aksine kesintili
konformasyonel epitopun varligma isaret ettigi belirlenmistir (HBcAg’nin amino asit
dizisi Fitzgerald Industries tarafindan 30-AH39 iiriin kodu ile belirtilmistir).
Veritabanlarinda HBcAg igin tanimlanan alt1 epitoptan besinin konformasyonel epitop
oldugu bilinmektedir (56). Bu durum kapsid proteini ile antikor arasindaki boyut farkina
bagl olarak alt tiniteler ve dimer interfazlar1 arasinda etkilesime neden olmakta ve
erigilebilir ylizey dongiilerini azaltmaktadir dolayisiyla antikor ile antijen arasindaki

baglant1 giiclii olamamaktadir.

Bu tez calismasinda klasik hibridoma ydntemine alternatif yaklasim olarak
dondurulmus dalak ve lenf diigiimleri fizyon ¢alismasinda kullanilmigtir. 1949 yilinda
gliseroliin donmaya kars1 koruyucu etkisinin belirlenmesinden itibaren hiicre, doku ve
organlarm dondurulmas: (kryoprezervasyonu) lizerine bir¢cok calisma yapilmig, bu

yontemden biyoloji ve tipta yararlanilmaya calisilmistir. Ancak doku ve organlarin
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biitiin olarak dondurulmasi konusunda hala bir takim zorluklar yasanmaktadir

(82,92,93,111)

Glinlimiizde dondurma konusunda gelinen noktada tek katmanli dokular ve
homojen hiicre gruplarinin dondurulmasi i¢in saglanmasi gereken optimum kosullarin
belirlenmesinde sikint1 yasanmamakta ancak farkli tiirdeki hiicrelerden olusan dokularin
ve organlarm bitin halde dondurulmast s6z konusu oldugunda Dbasari
saglanamamaktadir. Organlarin dondurulmasinda karsilasilan temel sorun dondurulacak
organ i¢in uygun kroprezervatifin bulunamamasi, kullanilan kryoprezervatifin organin
i¢ kisimlarindaki hiicrelere etki edememesi ve bazi durumlarda hiicreler i¢in toksik
tehdit olusturmasidir (82). Giiniimiizde baz1 organlar viicut disinda, soguk ortamda ve
kisa siireli (48 saate kadar) korunabilmektedir. Organ ve dokularm uzun siireli
dondurulabilmesi organ bankalarna destek saglayarak gerekli durumlarda organ
erisilebilirliginin yolunu acacak, organ yetmezligine bagli 6liimlerin dniine gecilmesine

olanak saglayacaktir.

Doku ve organlarin boyutlarinin dondurma ve ¢6zme isleminde kisitlayici rol
oynadigi, hiicre disinda olusan buzun mekanik hasara neden oldugu, dondurma
sirasinda hiicre igindeki su kaybinin (dehidrasyon) elektrolit dengelerini bozdugu ve
tim bunlarin organ biitiinliglinii etkiledigi bilinmektedir (110,112). Bu etkiler goz
oniinde bulunduruldugunda organlarin fiziksel ve kimyasal baz1 6zelliklerinin donma ve

¢Ozlinmeye bagl olarak degisebilecegi diistiniilmiistiir.

Bu tez ¢alismasinda, ilk defa organ olarak biitiin halde dondurulmus dalak ve lenf
diigiimlerinden elde edilen hiicreler hibridoma teknolojisine uygulanarak cogalmaya
devam eden ve antikor liretebilen B lenfositlerinin varligi gosterilmistir. Bu amacla
HBeAg ile iic defa immiinize edilen BALB/c farelerden elde edilen dalak ve lenf
diigiimleri biitiin doku halinde, diisiik molekiiler agirligi ve penetrasyon kabiliyeti
nedeniyle kryoprotektan olarak tercih edilen DMSO ile dondurulmustur (72). Dalak ve
lenf diigiimleri -150°C’de derin dondurucuda ii¢ ay saklanarak farkli zamanlarda

coziilmiistiir. Her organ ayr1 ayrt dondurulmasma ragmen c¢aligmalarin basarisi
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acisindan flizyon sirasinda bu organlardan elde edilen hiicreler karistirilarak
kullanilmistir. Bu sonuglar ile lenf diigiimii ve dalak organ olarak ii¢ ay siireyle
donduruldugunda bile, bu organlardan elde edilen B lenfositlerin ¢ogalma ve antikor

sentezleme kapasitelerini korudugu belirlenmistir.

Tablo 22-24°de antikor iireten hibrit hiicre sayisinin toplam lenfositlere oranimnin
dondurulmus dokuda taze dokuya gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Fiizyonlardan elde edilen hibridoma hiicrelerinin sayisindan ¢ok, ii¢ aylik donemde
dondurulmus dokulardan elde edilen hibridoma hiicrelerinin ¢ogalip antikor iiretip
iiretemedigi lizerinde durulmasi gerekmektedir. Daha 6nce yapilan bir calismada, dalak
ve aortik allograft yalnizca iki hafta dondurulmus ve dondurulan dokudaki antijenite
degisimini arastirilmigtir (145). Elde edilen sonuglarda Sinif I ve Smif II antijenite

acisindan, dondurulmus ve taze dokular arasinda bir fark goriilmemistir.

Klasik hibridoma yonteminde taze olarak hazirlanan dalak hiicreleri
kullanilmaktadir. ~ Simdiye kadar yalmizca iki farkli grubun (14,89) hibridoma
calismalarinda immiinize farelerden ve ratlardan elde edilen dalak hiicrelerini
dondurduktan sonra kullandig1 bilinmektedir. Ancak bu tez ¢aligmasinda, immiinize
farelerden elde edilen dalak ve lenf diigiimleri biitiin organ olarak -150°C’de derin
dondurucuda dondurulmus, ti¢ aya kadar saklanmis ve belirli araliklarla bu organlardan
izole edilen hiicreler hibridoma teknolojisinde kullanilmigtir. Dondurma sonucunda
hiicrelerin antikor liretimini devam ettirebildigi goriilmiistiir. Bu konuda yapilan yaymin
hakemleri tarafindan da bu yontemin kriyobiyoloji ¢aligmalarinda hiicre fonksiyonunun

belirlenmesi i¢in alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (139).

HBeAg’ye karst monoklonal antikor gelistirme ¢caligmalarinda, ticari HBeAg ile
immiinizasyona alternatif olarak, ylizeyinde HBeAg eksprese eden fajlarla BALB/c
fareleri immiinize edilmis ve fareler flizyon c¢aligmalarinda kullanilmustir. Protein ve
peptid kiitliphanelerinin faj gosterimi ile anlatimi, ligand ve reseptdrlerin se¢imi ve
izolasyonu agisinda oldukg¢a gii¢lii bir teknolojidir. Filamentdz bakteriyofaj, antikor

yanitlarmin belirlenmesi konusundaki c¢aligmalarda model sistem olarak kullanilmasi
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acisindan Onem teskil etmektedir (18,47,69). Faj gosterim yonteminde M13 ve
Escherichia coli filament6z fajlari ile E.coli lambda ve T7 fajlar1 deneysel ¢alismalarda
siklikla kullanilmaktadir (12,159). Filament6z bakteriyofajlar peptidler, antijenler ve
diger haptenlerin tasinmasinda kullanilabilecek yiiksek immiinojenisiteye sahip
partikiillerdir. Fajin kendisi T-hiicresi tepkisi gosterirken (160), viriona bagh
lipopolisakkarit (LPS) ile de immiinojenisitesi artar (40,52). Faj partikiilii kendi basina
bir adjuvant gibi davrandigindan, faj ile yapilan c¢alismalarda adjuvant kullanilmasina
gerek kalmamaktadir (67). Fajin fiziksel ve biyolojik 6zellikleri onu protein gosterimi
icin uygun hale getirmektedir. Fajlar1 saflagtrmak hem kolay, hem de ucuz oldugundan
faj gdsterimi, istenilen proteinlerin ya da antikorlarin saflastirilmasinda da tercih edilen

bir yontemdir.

Van Houten ve arkadaslari, bakteriyofaja konjuge edilmis sentetik bir peptidin
klasik tastyict ovalbumine gore daha iyi antikor tepkisi olusturdugunu gostermislerdir
(150). Flamentoz faj ylizeyinde monoklonal Fab fragmanlarinin gosteriminin saglandigi
birgok ¢aligma yapilmustir (21,154) ancak simdiye kadar faj yiizeyinde HBeAg eksprese
edilmemistir. Bircok ¢alismada da E. Coli ekspresyon sisteminde rekombinant olarak
HBeAg anlatimmin saglandigi ve elde edilen antijenin serolojik teshis testleri ile analiz

edildigi bilinmektedir (64,165).

Kilif protein bes farkli proteinden olussa da biiyiik bir kismmi 2700 kopyaya
sahip major kilif proteini (P8) olusturmaktadir (95,99,141) ve dolayisiyla P8 proteinine
konjuge edilerek gosterimi saglanan antijenin miktar1 da artmaktadir. Ancak, P8’e
klonlanan dizinin kisa (yaklasik 6-8 amino asitlik) olmasi gerekmektedir ¢linkii bu
konumda fazla sayida protein, faj yiizeyine ¢ok yakinda ve bir arada bulunmaktadir
(95,155). Bu ¢alismada, HBeAg’inin tiim antijen olarak faj yiizeyinde ekspresyonunun
saglanmasi i¢in faj yiizeyinde 3-5 kopyaya sahip P3 proteininin kullanilmasi tercih
edilmigtir. Sekil 36 ve 37°de belirtildigi gibi, yapilan deneylerden elde edilen sonuglar
fajlarin hem adjuvant (Incomplete Freund’s Adjuvant-1FA) varliginda, hem de adjuvant
olmadiginda rekombinant HBeAg’ye kars1 immiinojenik yanit olusturulmasinda etkili

oldugunu gdstermistir. Rekombinant fajlara kars1 elde edilen yanitin, ticari antijene
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kars1 gelisen yanit kadar iyi oldugu tespit edilmistir. Fajlar biliylik molekiil agirligina
sahiptirler ve bu nedenle poliklonal antikor yaniti1 uyandirirlar. Tablo 25-27’de
gorildiigl gibi bu calismada antikor aktivitesi veren hibrit hiicreler elde edilebilmistir
ancak bunlardan monoklonal antikor iireten hiicre elde edilememistir. Bunun nedeninin
HBeAg ve HBcAg’nin amino asit dizisindeki asir1 benzerlik oldugu disiiniilmektedir
(247).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada klasik hibridoma teknolojisi kullanarak 16F8 ve 12E5 monoklonal
antikorlar1 iiretilmis ve karakterize edilmistir. 16F8 monoklonal antikoru HBeAg-$
lineer epitopuna sahiptir ve yiiksek seyreltme oranlarinda (1/1000), diisiik miktarda
HBeAg’ye (100 ng/ml) baglanabilmektedir. Bu nedenle 16F8 monoklonal antikoru,
HBeAg’yi belirlemek i¢in klinik teshiste kullanilabilir. 12E5 monoklonal antikoru ise
16F8 monoklonal antikorundaki lineer epitopun aksine kesintili konformasyonel epitopa
sahiptir. 12E5 monoklonal antikoru yiiksek seyreltme oraninda (1/1000), diisiik
miktarda HBcAg’ye (10 ng/ml) baglanabildigi ancak HBeAg’ye baglanmasi i¢in 100
ng/ml HBeAg’ye ihtiya¢ duyuldugu gorilmiistiir.

Hibridoma teknolojisinde alternatif yontem olarak dondurulmus dalak ve lenf
diigtimleri ile yapilan flizyon ¢alismasinda, {i¢ aylik dondurma siiresinin sonunda dahi
hiicrelerin flizyon sonucunda hibrit hiicreler olusturarak antikor iiretimini devam
ettirebildigi belirlenmistir. Alaninda bir ilk olan bu dondurma c¢aligmasinin organ
dondurma ¢aligmalarmi bir adim daha ileriye gotiirdiigli diisiiniilmektedir. Bu konuda
yapilan yaymim hakemleri tarafindan da bu yOontemin kriyobiyoloji calismalarinda
canliligin ve hiicre fonksiyonunun belirlenmesi icin alternatif bir yontem olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir.

HBeAg’ye karst monoklonal antikor gelistirme ¢aligmalarinda ticari antijenle
yapilan immiinizasyonlara alternatif olarak, yilizeyinde HBeAg eksprese eden fajlarla
immiinizasyonlar gerceklestirilmis ve bu farelerle flizyon calismas1 yapilmistir.
Calismada HBeAg’ye karsi monoklonal antikor elde edilememesine ragmen bu
yontemle 1498 hibrit hiicre gelistirilmis, 21 hibrit hiicrenin ise antikor {irettigi
belirlenmigtir. Fajlarin immiin yanit1 tetikleyecek kadar biiyiik olmasina ragmen HBeAg
ile HBcAg dizileri arasindaki biiylik benzerlikler dolayisiyla bu yontem ile monoklonal
antikor lretilememistir. Ancak yeni flizyon calismalar1 ile monoklonal antikor iireten

hibrit hiicre klonu elde edilmesi mimkiindiir.
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