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ÖZET 

 

HEPATĠT e ANTĠJENĠNE (HBeAg) ÖZGÜ MONOKLONAL ANTĠKOR 

GELĠġTĠRĠLMESĠNDE ALTERNATĠF YÖNTEMLER 

 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) verilerine göre dünyada yaklaĢık iki milyar kiĢi HBV 

ile enfektedir ve 350 milyondan fazla kiĢi kronik HBV hastasıdır. Hepatit B virüsü 

(HBV); yüzey antijeninden (HBsAg) oluĢan dıĢ zarf, kısmen çift zincirli DNA, kor 

protein (HBcAg), hepatit e antijeni (HBeAg) ve DNA‟ya bağlı polimerazdan oluĢur. Bu 

tez çalıĢmasının amacı, hepatit B hastalığının Ģiddeti ve seyri hakkında önemli bilgiler 

edinilmesini sağlayan HBeAg‟ye özgü monoklonal antikorun (mAb), klasik hibridoma 

teknolojisi ile üretilmesidir. Yine HBeAg‟ye karĢı monoklonal antikor geliĢtirme 

çalıĢmalarında immünize farelerin değerlendirilmesi amacına yönelik olarak organ 

olarak dondurulmuĢ dalak ve lenf düğümlerinden elde edilen hücrelerle hibridoma 

çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca ticari antijenle immünizasyonlara alternatif 

olarak yüzeyinde HBeAg eksprese eden fajlarla BALB/c fareleri immünize edilmiĢ ve 

HBeAg‟ye karĢı monoklonal antikor geliĢtirmek üzere bu farelerle füzyon çalıĢmaları 

yapılmıĢtır.  

 

Tez çalıĢmalarında hibridoma teknolojisi ile elde edilen 16F8 monoklonal 

antikoru HBeAg‟ye özgü iken, 12E5 monoklonal anitkoru HBcAg ile daha iyi 

reaksiyon vermiĢ ancak belli oranlarda HBeAg‟ye de bağlanma özelliği göstermiĢtir. 

HBeAg‟ye özgünlüğü nedeniyle 16F8 monoklonal antikorunun enzimlerle iĢaretlenerek 

ticari kitlerde kullanılma potansiyeli bulunmaktadır. Organ olarak dondurulmuĢ dalak 

ve lenf düğümlerinden elde edilen hücrelerle yapılan füzyonlarda 3 aylık dondurma 

süresi sonunda bile antikor sentezleme ve çoğalma yeteneğini koruyan hibrit hücreler 

elde edilmiĢtir. Yine tez çalıĢmasında klasik adjuvantlara alternatif olarak M13 

filamentöz faj üzerinde eksprese edilen HBeAg ile immünizasyonlar yapılmıĢ ve 

rekombinant fajlarla HBeAg‟ye özgü monoklonal antikor geliĢtirmek üzere hibridoma 

çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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vii 

  

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. GĠRĠġ VE AMAÇ  

  

 Hepatit B virüsü (HBV); akut ve kronik hepatit ile karaciğer sirozu ve karaciğer 

kanserinin baĢlıca etmenidir ve günümüzde halen önemli sağlık sorunları arasında yer 

almaktadır. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) verilerine göre dünyada yaklaĢık iki milyar 

kiĢi HBV ile enfektedir ve 350 milyondan fazla kiĢi kronik HBV hastasıdır. Her yıl 

Hepatit B enfeksiyonuna bağlı hastalıklar sonucunda 500.000 ile 700.000 kiĢi 

ölmektedir. Sağlık Bakanlığı verilerine göre ülkemizde yaklaĢık dört milyon HBV 

taĢıyıcısı bulunmaktadır (161,162). 

 

Hepadnaviridae ailesinin bir üyesi olan Hepatit B virüsü (HBV) küçük, zarflı, 

kısmi çift zincirli, insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyon oluĢturan bir DNA virüsüdür. 

Bütün HBV virüsüne Dane parçacığı denir (88,144). Hepatit B virüsü yüzey 

antijeninden (HBsAg) oluĢan dıĢ zarf, nükleokapsit veya kor kısmını çevreler.  

HBV‟nin iç koru kısmen çift zincirli DNA, kor protein (HBcAg), hepatit e antijeni 

(HBeAg) ve DNA‟ya bağlı polimeraz içerir (62).  

 

Hepatit B enfeksiyonu olan hastalarda hastalığın farklı dönemlerinde HBsAg ve 

antikoru (anti-HBsAg), HBeAg ve antikoru (anti-HBeAg) ve HBc antikoru (anti-

HBcAg) takip edilmekte, buna göre hastalığın seyri belirlenmektedir. HBeAg, klinik 

açıdan enfeksiyonun tanısında, viral replikasyon seviyesinin ve Ģiddetinin 

belirlenmesinde kullanılır. HBV ile enfekte hastaların serumlarında 6 aydan fazla 

HBsAg, HBeAg ve yüksek seviyede HBV DNA bulunması enfeksiyonun kronikleĢme 

evresinde olduğunun belirtisidir (106). Örneğin, hastalığın orta döneminde HBeAg 

azalırken, anti-HBeAg düzeyi artmaktadır. HBeAg‟si yüksek olan hastaların 

enfeksiyonu çevrelerine bulaĢtırma riski yüksektir (98,148).  

 

ÇalıĢmanın amacı, Hepatit B hastalığının Ģiddeti ve seyri hakkında önemli bilgiler 

edinilmesini sağlayan HBeAg‟ye özgü monoklonal antikor (mAb) üretiminin 
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sağlanmasıdır. HBeAg‟ye karĢı mAb geliĢtirme çalıĢmalarında bilinen klasik yöntemin 

yanı sıra alternatif yaklaĢım olarak dondurulmuĢ dalak ve lenf düğümlerinin füzyon 

çalıĢmasında kullanılması ve yüzeyinde HBeAg‟yi eksprese eden fajlarla yapılan 

immünizasyonlar sonrası HBeAg‟ye özgü monoklonal antikorlar geliĢtirilmesi 

amaçlanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Viral Hepatit 

 

Karaciğeri etkileyen sistemik enfeksiyonlar olan viral hepatitler antijenik yapıları 

farklı altı hepatit virüsü tarafından tetiklenebilmektedir. Hepatit A virüsü (HAV) ve 

hepatit E virüsü (HEV) karakteristik olarak enterik, oral-fekal yolla bulaĢan, kronik 

hepatite yol açmayan virüslerdir. Diğer dört virüs ise zarflı hepatit B virüsü (HBV), 

hepatit C virüsü (HCV), hepatit Delta virüsü (HDV) ve hepatit G virüsü (HGV)‟dür. Bu 

virüsler lipid yapıda bir zarf tabakasına sahip olduklarından canlı virüsün karaciğerden 

safra aracılığıyla bağırsak yoluna geçiĢi engellenmektedir dolayısıyla oral-fekal yolla 

bulaĢma mümkün değildir. Kan yoluyla bulaĢan HBV, HCV ve HDV ile kronik 

karaciğer hastalığı, siroz ve karaciğer kanseri geliĢebilmektedir. Bu bakımdan viral 

hepatitler tüm dünyada önemli sağlık sorunu oluĢturmaktadır (9).   

 

2.2. Hepatit B Virüsü   

 

Hepatit B virüsü M.Ö beĢinci yüzyılda Hippocrates tarafından “epidemik sarılık” 

olarak tarif edilmiĢtir. Hepatit B yüzey antijeni, 1966 yılında Blumberg tarafından 

“Avustralya antijeni (AuAg)” olarak tanımlanmıĢtır (6,17). Dane ve arkadaĢları ise 

1970 yılında kısmen saflaĢtırdıkları serum örneklerinden elektron mikroskobu 

kullanılarak elde edilen sonuçlar doğrultusunda üç değiĢik partikül tanımlamıĢtır. 

Enfeksiyöz özelliğe sahip 42 nm çapındaki yapıya “Dane partikülü” adı verilmiĢtir. 

Sonraki yıllarda ise kor antijen, DNA polimeraz ve viral DNA tanımlanmıĢtır (30,118). 

 

Hepadnaviridae ailesinin bir üyesi olan Hepatit B virüsü (HBV) küçük, zarflı, 

kısmi çift zincirli, insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyon oluĢturan, hepatotropik bir 

DNA virüsüdür (ġekil 1). Bu virüs ailesi woodchuck hepatit virüsü, duck hepatit B 

virüsü ve diğer bir takım avian ve memeli virüslerini içermektedir (50).  
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ġekil 1. Hepatit B virüsünün Ģematik gösterimi (Bkz EK-1) 

 

Bütün Hepatit B virüsüne Dane parçacığı adı verilir. Virüsün 3200 bazdan oluĢan 

uzun (L veya negatif) ve 1800–2700 baz içeren kısa (S veya pozitif) olmak üzere iki 

zincirden meydana gelen genomu vardır. Bu zincirler ortak baz çiftlerine sahiptir, 

sirküler bir yapı halinde bulunmakla beraber her birinin 3‟ ve 5‟ uçları birleĢik 

olmadığından aslında lineer moleküllerdir. HBV‟de genetik bilginin tamamı uzun zincir 

üzerinde kodlanmıĢ olup, bu sarmal S, C, X, P kısaltmaları ile gösterilen dört değiĢik 

proteini kodlayabilen genlere sahiptir (ġekil 2). Uzun sarmaldaki S geni yüzey 

proteinlerini, C geni kapsit proteinlerini, X geni X proteinini ve P geni DNA polimerazı 

kodlamaktadır. Ancak baĢlangıç kodonları farklı olduğu için S geni üzerinde pre-S1, 

pre-S2 ve S olmak üzere üç; C geni üzerinde ise prekor ve kor olmak üzere iki bölge 

bulunmaktadır (88,104,144).  
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ġekil 2. HBV‟de protein kodlayan genler (Bkz EK-2) 

 

Hepatit B virüsü yüzey antijeninden (HBsAg) oluĢan dıĢ zarf, nükleokapsit veya 

kor kısmını çevreler.  HBV‟nin iç koru kısmen çift zincirli DNA, kor protein (HBcAg), 

hepatit e antijeni (HBeAg) ve DNA‟ya bağlı polimeraz içerir. HBV enfeksiyonunun 

serolojik tanısında HBsAg, anti-HBs, anti-HBc, HBeAg ve anti-HBe belirteçlerinden 

yararlanılır (62). 

 

Yüzey antijeni HBsAg küçük, ortanca ve büyük olmak üzere üç farklı formda 

bulunmaktadır. Ana ya da küçük protein, S geninin S bölgesinde kodlanır ve 226 amino 

asitlik (24 kDa) bir peptid ile glikozillenmiĢ formundan oluĢur. S geninin pre-S2 ve S 

bölgeleri tarafından kodlanan ortanca (middle, orta) protein 281 amino asitten oluĢur 

(33 kDa) ve pre-S2 bölgesinde ilave bir glikozillenme kısmına sahiptir. 389–400 amino 

asitten oluĢan (39 kDa) büyük polipeptid ise S geninin pre-S1, pre-S2 ve S bölgeleri 

tarafından kodlanır fakat genellikle pre-S2 glikozilasyon kısmı eksiktir. Enfeksiyon 

sırasında HBsAg fazla miktarda üretilir ve enfekte olmuĢ kiĢilerin kanında spiral ve 
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tübüler parçacıklar halinde dolaĢır. HBsAg, Hepatit B virüsüne maruz kalınmasından 

30–60 gün sonra serumda belirlenebilmektedir (62).  

 

22kDa büyüklüğündeki kor protein HBV‟nin C geni tarafından kodlanır. C 

geninin içerdiği pre-kor dizisi HBeAg olarak adlandırılan bir polipeptid kodlar. Kor 

proteinin proteolitik kesimi ile yaklaĢık 17 kDa büyüklüğünde ve viral DNA bağlanma 

domaini eksik olan HBeAg‟nin kesilmiĢ formları oluĢur. Ribozomlarda gerçekleĢen 

translasyonun sonunda kor proteinine göre 29 aminoasit daha uzun olan HBeAg öncül 

bölgesi oluĢmaktadır (ġekil 3). Bu öncül bölgenin 19 aminoasiti sinyal bölgesi görevi 

görürdükten sonra C-terminal kısımdaki arjininden kesilmekte ve kalan kısım 

HBeAg‟yi oluĢturmaktadır.  HBeAg çözünebilen bir protein olduğundan  kanda serbest 

halde dolaĢabilir ya da albumin, α-antitripsin ve immünoglobuline bağlanabilir. HBeAg, 

kanda dolaĢan sağlam viral partiküllerin ve HBV DNA‟sının varlığını ortaya koyduğu 

için güvenilir bir belirteçtir. (4,46,148).  

 

 
ġekil 3. HBeAg oluĢumu (Bkz. EK-3) 

 

HBV replikasyonunun revers transkripsiyon mekanizmasında hata olma olasılığı 

yüksektir dolayısıyla diğer DNA virüslerinden farklı olarak HBV‟de mutasyon oranı 10 

kat daha fazladır. HBV enfeksiyonunun doğal gidiĢatında en önemli seçici güç 

konakçının immün tepkisidir. Anti-HBe geliĢtirilmesi ve HBV viremisindeki azalmanın 

bir sonucu olarak anti-HBe‟nin kaçak mutantları seçilir. HBeAg ekpresyonu viral 
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replikasyon için gerekli olmadığından, virüs HBeAg ekspresyonunu azaltarak ya da 

tamamen durdurarak anti-HBe immünitesinden saklanabilir (148).  

 

HBV‟nin A-H Ģeklinde gruplandırılan sekiz farklı genotipi bulunmaktadır. Bu 

gruplandırmada karakteristik coğrafik dağılımlar rol oyanamaktadır. Ülkemizde D 

genotipi baskındır (37). 

 

HBV genomunun prekor bölgesinde prekor mutasyonlar veya kor-promoter 

mutasyonları belirlenmiĢtir. HBV‟nin mutant formları ile enfekte olan kiĢilerde HBV 

enfeksiyonu görülmesine karĢın HBeAg transkripsiyonu veya translasyonu 

yapılamamaktadır. Bu tip mutasyonlar genellikle virüse yaĢamlarının erken 

dönemlerinde maruz kalmıĢ bireylerde doğal suĢun enfeksiyonunu takiben 

geliĢmektedir.  

 

Prekor mutantları, HBeAg serakonversiyonu sırasında açığa çıkmakta ve HBeAg 

sentezini engelleyen prekor bölgesinde mutasyon taĢımaktadır ancak enfektöz viral 

partikül üretimi devam etmektedir. Prekor mutasyon, 1896. nükleotidin G yerine A 

olarak değiĢmesi (G1896A) sonucu HBeAg transkripsiyonunun baĢlayacağı yerde 

durdurma kodonu Ģifrelenmesi ile oluĢur. Prekor dizisindeki stop kodon mutasyonları 

sonucu oluĢan HBV mutantlarında HBV DNA seviyesi ve serum aminotransferaz 

aktivitesi yüksektir. Kronik karaciğer hasarı biyopsi ile saptanabilmektedir ancak hasta 

kanında HBeAg‟si belirlenemez. Bu durum, varyantların enfeksiyonu olarak 

tanımlanmıĢtır (148). Bu tip mutasyon B, C ve D genotiplerinin daha baskın olduğu 

coğrafik bölgelerde (Asya ve Akdeniz) daha sık görülmektedir. Bu bölgelerdeki kronik 

hepatit B hastalarının %50‟sinden fazlasında bu mutasyon görülmektedir. A genotipinin 

yaygın olduğu Kuzey Amerika ve Avrupa‟da prekor mutasyonunun daha az 

görülmesinin nedeni, genotip A‟da HBV genomunun 1858. C nükleotidiyle 1896. G 

nükleotidinin küçük bir döngü yaparak birbirlerine tamamlayacak gibi sıkı Ģekilde bağlı 

olmasıdır (148). Mutasyon olması ancak her iki nüklotitte de mutasyon gerçekleĢmesine 

bağlıdır dolayısıyla A genotipinin yaygın olduğu bölgelerde prekor mutasyonu nadir 

görülmektedir (81). 
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Kor-promoter mutansyonları hem HBeAg mRNA‟sındaki, hem de kor protein 

mRNA‟sının üretiminden sorumlu promoter üzerindeki nokta mutasyonlarıyla 

karakterizedir. Kor promoter mutantları transkripsiyonel azalmaya bağlı olarak daha az 

miktarda HBeAg üretirler (148). En sık görülen kor promoter mutasyonunda A1672T 

ve G1764A nükleotitleri değiĢmektedir ve bu durum HBeAg anlatımında düĢüĢe sebep 

olurken viral genom replikasyonunu desteklemektedir. Bu virolojik özellikler kor 

promoter mutantlarının in vivo‟da daha çok patojenite göstermelerine sebep olmaktadır 

ve karaciğere daha fazla zarar vermektedir. Akut enfeksiyonda karaciğer hasarında 

yığılma olması hastalığın fulminant hale gelmesine neden olur. Kronik enfeksiyondaki 

artan hasar hepatositlerde fibrozu baĢlatır ve hastalığın karaciğer kanserine dönüĢme 

riskini arttırır (132). 

 

HBV, karaciğer hücrelerine özgü reseptörler aracılığıyla hücrelere girer ve esas 

olarak hepatositleri enfekte eder. HBV‟nin konakçı hücreye bağlanmasında endoneksin 

karboksipeptidaz, fibronektin, transferin reseptörü, apolipoprotein H, polimerize insan 

serum albumini, pre-S2 glikan HBV bağlayan faktör, L ve M proteinleri rol alır. HBV, 

büyük olasılıkla reseptöre bağımlı endositoz yoluyla hücre içine girmekte, ardından 

viral DNA ile nükleokapsid viriondan ayrılmakta ve iĢlenmeden konak hücre 

çekirdeğine taĢınmaktadır (ġekil 4). Kısmen çift zincirli ve her iki ucu serbest halde 

bulunan DNA‟nın kısa zincirinin eksik olan bölümü endojen DNA polimeraz tarafından 

tamamlanır. Bu sırada uzun zincirin 5‟ ve 3‟ uçları arasındaki açıklık da onarılarak 

tümüyle çift zincirli, kovalan, uçları kapalı, sirküler yapıda bir HBV-DNA (cccDNA) 

meydana gelir (3,34). cccDNA‟nın RNA Pol-II ile transkripsiyonu sonucunda ortaya 

çıkan farklı boyutlardaki transkriptlerin translasyonu ve revers transkripsiyonu ile virüs 

DNA‟sının negatif zinciri sentezlenmiĢ olur. Negatif zincirin kalıp olrak kullanılması ile 

pozitif zincir sentezlenerek kısa transkriptlerin translasyonu ile oluĢturulan viral yüzey 

proteinleri birleĢtirilir ve hücre zarına taĢınır, ekzositoz ile hücre dıĢına salınır.  
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ġekil 4. HBV replikasyonunun evreleri (Bkz. EK-4) 

 

2.3.   Hepatit B Hastalığının Epidemiyolojisi  

 

Hepatit B virüsü epidemiyolojisi ülkelerin geliĢmiĢlik düzeyi ile paralellik 

göstermektedir. GeliĢmekte olan ülkelerde hepatit B enfeksiyonu geliĢmiĢ ülkelere göre 

daha sık görülmektedir (39). Dünya, kronik HBV enfeksiyonunun prevalansına göre 

yüksek, orta ve düĢük sıklıkta hastalık görülen bölgeler olmak üzere üç kısma 

ayrılabilmektedir (61) (ġekil 5). Asya, Pasifik (Japonya, Avusturalya, Yeni Zelanda 
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dıĢında), Afrika, Amazonlar, Orta Doğu‟nun belirli kısımları ve Doğu Avrupa‟da bazı 

ülkelerde yüksek endemik durum görülmektedir. Bu bölgelerde populasyonun %60-90‟ı 

40 yaĢına gelmeden HBV ile enfekte olmaktadır ve nüfusun %8-20‟si HBV 

taĢıyıcısıdır. Çin, Senegal, Tayland gibi ülkelerde bebeklerde enfeksiyon oranı çok 

yüksektir. Panama, Papua Yeni Gine, Solomon Adaları, Greenland gibi ülkelerde 

bebeklerde enfeksiyon oranları nispeten düĢüktür ancak hastalık erken çocuklukta 

görülmektedir. Kuzey Amerika, Güney Amerika‟nın bazı kısımları ve Batı Avrupa‟da 

endemik durum düĢüktür, taĢıyıcı oranı %2‟den azdır ve populasyonun %20‟sinden 

azında HBV enfeksiyonu görülür. Belirtilen ülkelerin dıĢındaki bölgelerde orta dereceli 

endemik durum görülmektedir (87). Gençler ve eriĢkinlerin risk altında olduğu bu gruba 

Türkiye de dahildir (39). 

 

 
 

ġekil 5. Dünyada HBV Prevalansı (Bkz. EK-5) 

 

Türkiye‟de yapılan epidemiyolojik çalıĢmalar, Hepatit B‟nin hijyen koĢullarının 

kötü olmasından ötürü çocukluk ve gençlik çağında aile ve toplum içinde horizontal 

yolla alındığını ve 18-20 yaĢlarında toplumun taĢıyıcılık oranına ulaĢıldığını 

göstermektedir (142). Horizontal yol ile bulaĢmanın engellenmesi için HBsAg pozitif 

bireylerin aile fertlerinin, kalabalık ortamlarda yaĢayan bireylerin (öğrenciler, kıĢla, 

hapishane) eğitimi ve aĢılanması önemlidir. Öğrenciler horizontal bulaĢma açısından 

ciddi risk taĢımaktadırlar. KardeĢler, akrabalar, arkadaĢlar arasında ve özellikle de aynı 

evde yaĢayanlar arasında geçiĢ söz konusudur. Kalabalık yaĢam Ģartları (yatılı okul, 
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kıĢla, hapishane, yurt), kötü hijyen ve düĢük sosyo-ekonomik  durum HBV‟nin bulaĢma 

oranını arttırmaktadır (142).  

 

HBV enfeksiyonu, güvenli ve etkili aĢılar sayesinde 1982‟den beri önlenebilir bir 

hastalık olma niteliği taĢımaktadır. AĢı, kronik enfeksiyon geliĢimini  %95 oranında 

önlemektedir (46,97). Kronik hepatit B hastalarının dörtte birinden fazlası karaciğer ile 

ilgili hastalıklardan ölmektedir. 1980‟lerin sonlarında her yıl bir milyondan fazla kiĢi 

hepatit B nedeniyle kaybedilmekteyken günümüzde bu sayı 250 bine kadar düĢmüĢtür 

(153). Bunda baĢarılı Ģekilde uygulanan aĢı kampanyalarının rolü önemli bir faktördür.  

 

2.4.   Hepatit B Virüsünün BulaĢma Yolları  

 

Perinatal bulaĢma, yüksek oranda HBV taĢıyıcılığının bulunduğu bölgelerde en 

önemli bulaĢma yoludur (Tablo 1). TaĢıyıcı anneden çocuğa geçiĢ genellikle doğum 

sırasında veya doğumdan sonra HBV ile enfekte maternal sıvılarla bebeğin teması 

sonucu olur. HBV plasentadan geçemez dolayısıyla anne ve fetüs arasındaki bariyerde 

herhangi bir yırtılma olmadığı takdirde fetüsü enfekte edemez. Doğum sırasında 

bulaĢma cilt sıyrıkları, mukoza penetrasyonu, vajinal kanaldan geçiĢ sırasında anne 

kanının yutulması, sezeryan sırasında anne kanıyla temas ile plasenta hasarı sonucu 

fetüs ile maternal dolaĢımın karıĢması gibi nedenlerle ortaya çıkar (50). Yenidoğan 

döneminde virüsün alınması, immün sistemin henüz geliĢmemiĢ olması nedeni ile 

sıklıkla kronikleĢme ile sonuçlanmaktadır.  

 

DüĢük endemisite bölgelerinde uyuĢturucu bağımlıları, sağlık personeli, polis, 

çamaĢırhane personeli ve enfekte kan ile sık temas eden diğer meslek gruplarında da 

bulaĢma görülür. HBV temasta bulunduğu herhangi bir yüzeyde yaklaĢık bir hafta canlı 

kalabilir ve bu süreç içerisinde virüs enfekte etme özelliğini kaybetmez. HBV deriyi ya 

da mukoz membran bariyerini geçemez. Bu bariyerdeki herhangi bir sıyrılma, önemsiz 

gözükse de, virüsün taĢınması için yeterlidir. Sağlık çalıĢanları, özellikle cerrahlar, 

patologlar, diĢ hekimleri ile hemodiyaliz üniteleri ve onkoloji üniteleri çalıĢanları bu 
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yolla HBV ile enfekte olma açısından yüksek riske sahiptirler. Sağlık çalıĢanlarında 

kanla temasın arttığı ölçüde risk de artmaktadır. Donörlerin taranması ve kanın viral 

inaktivasyonu neticesinde HBV‟nin kan ve kan ürünleri ile geçiĢi azalmıĢtır.  

 

HBV taĢınımının bir diğer yolu ise erken çocuklukta hastalığın çocuktan çocuğa 

kan yoluyla bulaĢmasıdır (61). Akut HBV hastalarının tamamında HBeAg pozitiftir. 

HBeAg-pozitif kiĢilerde yüksek derecede enfekte virionlar ve HBV DNA‟sı 

bulunmaktadır dolayısıyla dikkat edilmeden kan ya da vücut sıvılarıyla temas edilmesi 

enfeksiyonun bulaĢmasına neden olacaktır. Cinsel yolla bulaĢma, tüm endemisite 

bölgeleri için geçerli olmakla beraber düĢük endemisite bölgeleri için daha önemli bir 

bulaĢma yoludur. Homoseksüeller arası cinsel temas HBV için en riskli cinsel bulaĢma 

Ģeklidir. Çok eĢli ve cinsel yolla bulaĢan baĢka hastalığı olan kiĢilerde risk daha fazladır. 

HBV enfeksiyon riski partner sayısının artmasına paralel olarak artmaktadır. 

 

Tablo 1. HBV‟nin bulaĢma yolları ve ilgili risk gruplarının özetlenmesi 
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2.5. Hepatit B Patogenezi  

 

Hepatit B virüsünün enfekte ettiği tek tür insandır. Virüs hepatotropik olmasına 

rağmen viral partiküller çeĢitli dokularda ve vücut sıvılarında da bulunmaktadır. HBV 

karaciğer hücrelerine direkt olarak sitotoksik etkide bulunmamaktadır ancak konakçının 

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

 

HBV enfeksiyonuna tepki olarak ortaya çıkan immunolojik olaylar arasında 

sitokin üretimi (alfa ve gama interferonlar), sitotoksik yanıt (doğal öldürücüler (NK), 

sitotoksik T-hücresi ve antikora bağımlı hücresel sitotoksisite) ve T-helper yanıtı 

bulunmaktadır. Virüse verilen yanıt sonucunda vücutta antikor üretimi baĢlamaktadır. 

T-hücresi yanıtındaki bozukluklar kronik HBV enfeksiyonuna neden olmaktadır (102). 

KronikleĢme, temelde hastanın hangi yaĢtayken enfeksiyonu kaptığına bağlıdır.  

 

Kronik HBV enfeksiyonu; karaciğer hücrelerinin nekrozunu ve enflamasyonunu 

sıklıkla tetiklemekte, genlerde cis- ve trans- aktivasyonu destekleyerek hepatoselüler 

karsinomaya (HSK) yol açmaktadır (43). HBV enfeksiyonunun hepatokarsinojenez 

üzerindeki etkisini açıklamak için birçok teori ortaya atılmıĢ olsa da henüz detaylı bir 

mekanizma belirlenememiĢtir. Bazı HBV hastalarında siroz yokken dahi HSK 

geliĢebilmektedir, dolayısıyla HBV‟nin direkt kanserojen etkisi olduğu 

düĢünülmektedir. HBV‟ye bağlı HSK geliĢtiren hastalarının birçoğunda, HBV 

genomunun hücrenin DNA‟sına entegre olduğu görülmüĢtür (73) (ġekil 6). HSK 

oluĢumunun indirekt mekanizmasında kronik hepatiti takip eden siroz, mutagenez ve 

rejenerasyon sonucunda hücrelerin transformasyonu söz konusudur. Bu durum oksidatif 

stres, ilgili genlerin transaktivasyonu ve tümör supresor genlerin inaktivasyonu ile 

sonuçlanarak HSK‟ya neden olmaktadır.  

 

 



14 

 

 
ġekil 6. Hepatit B virüsünün hepatoselüler karsinomya (HSK) neden olması (Bkz. EK-6)  

 

 Yenidoğan enfeksiyonlarının %90‟ından fazlasında kronik enfeksiyon 

görülürken, eriĢkinlerin yalnızca %5‟inde hastalık kalıcı hale gelmektedir. Hücresel 

bağıĢıklık sisteminin henüz geliĢmemesi ya da bağıĢıklık tepkilerinin baskılanması 

yenidoğanları daha savunmasız bırakmaktadır. Enfektöz virionların inokulasyonunu 

takiben 1-6 ay içinde konakçının kan dolaĢımında HBsAg görülmektedir. Akut faz adı 

verilen bu dönemde kanda yüksek oranda virus bulunmaktadır ve bulaĢıcılık çok 

fazladır. Bu fazda, HBV‟nin anneden çocuğa dikey olarak geçme riski oldukça 

yüksektir (19). Hamileliğin son üç aylık döneminde aĢılanma olmadığı takdirde akut 

HBV‟nin fetüse taĢınma olasılığı %78‟dir. Daha büyük çocuklarda ve eriĢkinlerde virüs 

üretimi HBV‟ye özgü CD8+ ve CD4+ lenfositleri tarafından sitolitik ve nonsitolitik 

mekanizmalarla engellenmektedir (122) (ġekil 7).   
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ġekil 7. HBV virüsünün vücuttan temizlenme mekanizması (Bkz. EK-7) 

 

Virüsün hepatosite girmesinden sonra HBV enfeksiyonu, bazı immünolojik 

belirteçlerin belirlediği dört evrede geliĢir. Birinci evre immunotolerans ile karakterize 

edilmektedir. Bu dönemde hastalık asemptomatiktir ve HBV DNA‟sı ile HBsAg‟si 

yüksek titrelerde bulunmasına karĢılık transaminaz seviyesi normal ya da az derecede 

yüksektir. Bu evrede HBeAg/Anti-HBe serokonversiyonu nadiren görülür. 

Hepatositlerdeki HBcAg yalnızca hücre çekirdeği içine yerleĢmiĢtir ve karaciğer 

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

semptomik hepatit mevcuttur. Ġlk evreye göre HBV DNA ve HBsAg titreleri daha 

düĢük olmakla birlikte hala pozitiftir ve bu evrede transaminaz seviyesi yükselmiĢtir. 

Ġkinci evrede HBcAg çekirdeğin dıĢında hepatosit sitoplazmasında da 

gözlenebilmektedir. Hastaların büyük kısmından alınan kan örneklerinde HBeAg‟nin 

varlığının sürdüğü görülmektedir. Biyopside belirgin enflamatuar bulgular elde 

edilebilmektedir. Üçüncü evrede konakçı immün yanıt geliĢtirmektedir. Bu evrede 

HBsAg halen pozitifken HBeAg ve HBV DNA negatif hale gelmektedir. Üçüncü 

evrede hepatositlerde HBcAg görülmezken sitoplazmada HBsAg mevcuttur. 
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Transaminaz seviyesi ikinci evreye göre daha düĢüktür ve karaciğer biyopsilerinde 

nekroenflamatuar aktivitede azalma görülmektedir. Dördüncü evre virüsün kandan 

temizlenmesi ve bağıĢıklığın tam olarak oluĢmasıyla karakterizedir. HBsAg (-), anti-

HBs (+), HBV-DNA (-), anti-HBc (+), HBeAg (-), anti-HBe (+) olup transaminazlar 

normaldir (2). 

 

HBV enfeksiyonunun akut ya da kronik olmasının belirlenmesinde sitotoksik T 

lenfositi (CTL) yanıtı kilit rol oynamaktadır. Daha önce viral temizlenmenin virüse 

özgü CTL‟ler aracılığıyla sitolitik yoldan yürütüldüğü düĢünülürken son yıllardaki 

çalıĢmalar virüse özgü CTL‟lerin karaciğerde hücreyi öldürmeden bazı sitokinler 

aracığılıyla HBV replikasyonunu durdurabildiğini göstermiĢtir. Virüsün immün sistem 

elemanlarından kurtulmak için iki temel yol izlediği düĢünülmektedir. Birincisinde 

virüs antijenik değiĢim, immün sistemden korunmuĢ yerlerde saklanma gibi yollarla T 

hücreleri tarafından tanınmaktan kurtulmaktadır. Ġkincisinde ise Th1 sitokin 

iĢlevselliğindeki azalma ya da virüse özgü T hücrelerindeki duyarsızlaĢma sonucu 

konakçının immün cevabında baskılanma söz konusudur. Bu noktada HBV 

enfeksiyonunun devamlılığı ve konakçının immunogenetik yapısı arasındaki bağlantı 

üzerinde durulmaktadır (31).  

 

2.6.   Hepatit B Serolojisi  

 

2.6.1. HBsAg 

 

HBsAg yüzey antijeni pozitif bulunan bir kiĢi ya akut bir B hepatit geçirmektedir, 

ya kronik bir hepatit durumu söz konusudur ya da taĢıyıcıdır. Bu olasılıklardan 

hangisinin mevcut olduğu ancak yapılacak testlerle ortaya koyulabilmektedir. HBsAg 

açısından pozitif olan bir kiĢide viral replikasyonun mutlaka sürmekte olduğu sonucu 

çıkarılmamalıdır. Bazı çalıĢmalarda asemptomatik taĢıyıcılarda HBsAg pozitif olduğu 

halde, infeksiyöz virüs partiküllerinin bulunmadığı gösterilmiĢtir. Böyle olgularda, 

hepatit B viral genomunun karaciğerde hepatositler içine tamamen ya da kısmen entegre 
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olarak, karaciğer hücreleri tarafından HBsAg üretiminin sürdürüldüğü düĢünülmektedir 

(130). 

 

HBsAg sıklıkla serumda bulunmaktadır. Ancak tükürük, süt, beyin omirilik sıvısı 

(BOS), semen, vaginal sekresyon gibi vücut sıvılarında da daha düĢük konsantrasyonlar 

bulunabilmektedir. Genellikle, Hepatit B virüsü ile teması izleyen dönemde, henüz 

transaminaz düzeyinde artıĢ olmadan inkübasyon döneminin sonuna doğru (ortalama 75 

gün), semptomlar belirmeden 2-7 hafta önce serumda HBsAg'yi saptamak mümkündür 

(ġekil 8). Aynı dönemde, viral replikasyona iĢaret eden göstergeler (HBV-DNA, 

HBeAg) de kanda belirmektedir. Bu ilk dönemde hastalık çok bulaĢıcıdır. HBsAg'nin 

serumda pozitif olarak saptanmasından yaklaĢık dört hafta sonra klinik hepatit tablosu 

ortaya çıkmaktadır. HBsAg, yaklaĢık üç ay pozitif olarak saptanabilir. Daha uzun süreli 

HBsAg pozitifliği genellikle kronik HBV infeksiyonu yönünden izlemeyi gerektirir 

(ġekil 8) (77). Bazı vakalarda ise HBsAg'nin altı ay, hatta dokuz ay kadar pozitif 

saptandıktan sonra kaybolduğu da görülmektedir. Genel olarak, HBsAg'nin altı aydan 

uzun süreli pozitifliği durumunda, hastanın kronik hepatit ya da taĢıyıcılık yönünden 

izlenmeye alınması önerilmektedir (128). 

 

2.6.2. Anti - HBs 

 

         HBsAg'nin kaybolmasından kısa bir süre sonra, HBsAg'ye karĢı oluĢmuĢ 

antikorlar olan anti-HBs ortaya çıkar. Hastalığın baĢlangıcından yaklaĢık 3 ay sonra 

kanda anti-HBs belirir (ġekil 8). HBsAg'nin kaybolması ile anti-HBs oluĢumu arasında 

bir süre bulunmaktadır ki, ne HBsAg, ne de anti-HBs'nin pozitif olarak saptanamadığı 

bu döneme pencere dönemi (window period) adı verilir. Bu dönemde akut hepatit B 

tanısını koydurabilecek tek serolojik gösterge, anti-HBc IgM pozitifliğidir. Bu süre, 2 

hafta ile 1 yıl arasında değiĢebilir. Eğer kanda anti-HBc IgM‟ye bakılmaz ise, akut 

hepatit B enfeksiyonu gözden kaçırılabilir. Anti-HBs, normal koĢullarda bağıĢıklık ve 

iyileĢmeyi gösterir ve vakaların çoğunda yaĢam boyu kalıcıdır. Anti-HBs ile birlikte 

anti-HBc IgG'nin de  pozitif olması Hepatit B sonucu geçirilen bağıĢıklığı, yalnızca anti 
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HBs pozitifliği ise aĢılama sonucu geliĢen bağıĢıklığı gösterir (131). Ayrıca, HBsAg 

taĢıyıcıların % 10-40'ında da düĢük titrede anti-HBs saptanabilmektedir. Bu durumun 

farklı subtiplerle aynı zamanda enfeksiyon geliĢmesine bağlı olduğu düĢünülmektedir.  

 

2.6.3. Anti-HBc IgM ve Anti-HBc IgG 

 

Anti-HBc IgM ve IgG, Hepatit B kor antijenine karĢı oluĢan antikorlardır ve 

semptomların baĢlaması ile ortaya çıkmaktadırlar (ġekil 8). Anti-HBc IgM pozitifliği, 

ortalama 4-8 ay kadar sürmektedir, sonrasında yerini anti-HBc IgG'ye bırakır (113). 

Anti-HBc IgG yıllar boyu, genelde yaĢam boyunca pozitif olarak saptanmaktadır. 

HBsAg taĢıyıcılarında genellikle anti-HBc IgG yüksek titrede devam etmektedir. Anti-

HBs pozitifliği ile birlikte, anti-HBc IgG'nin düĢük titrelerde pozitif olarak bulunmasını 

çok eskiden geçirilmiĢ hepatit B infeksiyonuna bağlayan görüĢler vardır. HBsAg 

kaybolmuĢ ancak anti-HBs de henüz oluĢmamıĢ olan pencere dönemindeki akut hepatit 

B olgularında hastalığın tanısını koydurabilecek tek serolojik gösterge anti-HBc IgM'dir 

(ġekil 8). 

 

Anti-HBc IgM'nin akut hepatit B döneminden sonra da ısrarlı olarak pozitif olarak 

devam etmesi, hastalığın kronikleĢmesi yönünde Ģüphe doğurmaktadır. Kronik HBV 

enfeksiyonunda da, düĢük titrede anti-HBc IgM pozitifliği saptanabilir (23). 

 

2.6.4. HBeAg ve Anti-HBe 

 

HBeAg, virüsün koru içinde bulunan, çözünebilir bir antijendir. Bu nedenle 

serumda saptanabilmektedir. HBeAg, HBsAg ile yaklaĢık aynı dönemde belirir ve 10 

hafta kadar pozitif olarak saptanır (ġekil 8). HBsAg'den daha önce kaybolur. HBeAg 

pozitifliğinin devam etmesi, hastalığın kronikleĢeceği yönünde ön bulgulardan birisidir 

(ġekil 8). HBeAg, viral replikasyonun sürmekte olduğunu ve infektiviteyi gösterir (85). 
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HBeAg'den anti-HBe'ye dönüĢüm iyileĢme belirtisi olarak kabul edilmektedir. 

Ancak son yıllarda yapılan bazı araĢtırmalarda, HBeAg negatif ve anti-HBe pozitif 

bulunan bazı olgularda serokonversiyon varlığına rağmen, PCR ile HBV-DNA pozitif 

olarak bulunmuĢtur. Anti-HBe serokonversiyonuna rağmen vireminin devam etmesi, 

pre-kor bölgesindeki bazı mutasyonlara bağlanmaktadır (86). 

   

2.6.5. Hepatit B Viral DNA (HBV-DNA) 

 

Son dönemde, Hepatit B'nin kronikleĢme seyri hakkında daha açık bir fikre sahip 

olma gereksinimi baĢta olmak üzere, Hepatit B tanısı ile ilgili çeĢitli durumlarda HBV-

DNA‟sı araĢtırılmaktadır. Bulguların ısrarlı olarak Hepatit B'yi düĢündürdüğü ancak 

HBsAg negatif bulunan örneklerde HBV-DNA‟ya bakılabilir. HBsAg negatif, anti-HBe 

pozitif olan ancak ALT düzeyi yüksek seyreden olgularda HBV-DNA bakılabilir (59). 

Ayrıca, interferon uygulanan hastalarda, tedaviye yanıtın izlenmesi ve doz ayarlaması 

amacıyla HBV-DNA düzeyine bakılması gerekmektedir. HBV-DNA tayini 

hibridizasyon ya da PCR (polimeraz chain reaksiyonu) yöntemleri ile yapılmaktadır 

(96). PCR yöntemi daha duyarlı olup, teorik olarak ortamdaki tek bir genomun bile 

ölçümünü sağlama yeteneğindedir. PCR yöntemi ile HBV-DNA miktarı defalarca 

çoğaltılarak ölçülebilir düzeylere ulaĢtırılmaktadır.  

 

HBV-DNA'nın pozitif bulunması esas olarak aktif virüs ve replikasyon varlığı 

anlamına gelmektedir. Son dönemde PCR gibi teknikler ile replikatif fazdaki aktif ve 

komple DNA yerine yer yer çeĢitli inaktif DNA parçacıklarının da ölçüme tabi 

tutulduğu ve bu nedenle, her HBV-DNA pozitifliğinin replikasyon anlamına gelmediği 

görüĢü ileri sürülmektedir (20). 
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ġekil 8. HBV maruziyetinden sonraki haftalarda seroloji titrelerine göre  

semptomların değiĢimi (Bkz. EK-8) 

 

 

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

 

Hem kiĢiye ait immun yanıttaki faktörlere bağlı olarak, hem de son yıllarda daha 

ileri tanı tekniklerinin de geliĢmesiyle, klasikleĢmiĢ tablolar dıĢında serolojik seyirlere 

de rastlanmaktadır.  

  

2.7.1. Tek BaĢına HBsAg Pozitifliği 

 

Bu durum oldukça seyrek görülür. HBsAg (+) serum transfüzyonu yapılan 

kiĢilerde görülebilir, Hepatitin erken döneminde de kısa süreli saptanabilir. Ancak 
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izleyen dönemde kısa sürede anti-HBc IgM ve HBeAg'nin de pozitifleĢmesi beklenir. 

Bu durum gerçekleĢmiyor ise, testin güvenilirliği gözden geçirilmelidir (9,78). 

  

2.7.2. Tek BaĢına Anti-HBs Pozitifliği 

 

Bu durum aĢılananlarda, Hepatit B hiperimmunglobulini uygulananlarda ya da 

kan veya kan ürünleri uygulananlarda görülebilir. Ayrıca, hiç aĢılanma öyküsü 

olmayanlarda da görülebilir. Bunların, viremi ve replikasyon mevcut olmayan, yalnızca 

HBsAg pozitifliği bulunan baĢka bir kiĢiye ait bir materyal ile temas sonucu aĢı gibi 

antijenik uyarı alarak ortaya çıkabileceği düĢünülmektedir (9, 78). 

  

2.7.3. HBsAg Negatif Bulunan Hepatit B Olguları 

 

AraĢtırmalarda, HBsAg negatif bulunan bazı olgularda, diğer tüm serolojik 

göstergeler de negatif olmasına rağmen, PCR ile HBV-DNA pozitif olarak 

bulunmuĢtur. Bu serumların inoküle edildiği Ģempanzelerde Hepatit ortaya çıkmıĢtır. Bu 

durum, kan transfüzyonları yönünden önemlidir. Çünkü HBsAg negatif bulunan 

birtakım kanların verildiği olgularda, diğer tüm göstergeler de negatif olmasına karĢın, 

Hepatit B enfeksiyonu ortaya çıkmaktadır. Bu tür olguların ileri araĢtırmalarında, HBV-

DNA pozitif olarak bulunmuĢtur (9, 78). 

 

2.7.4. Tek baĢına Anti-HBc Pozitifliği 

 

Bu durumdaki kiĢilerde diğer antikorları sentezlemede bir eksiklik söz konusu 

olabilir. Bu durum, bir transfüzyon sonucu ortaya çıkabilir, ya da yalancı pozitiflik söz 

konusu olabilir. Ancak tek baĢına anti-HBc pozitifliği %10 dolayında görülebilmektedir 

(9, 78). 
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2.7.5. Anti-HBs OluĢmuĢ KiĢilerde HBsAg'nin Tekrar Ortaya Çıkması 

 

Ender görülen bir durumdur. Akut viral hepatit B geçirmiĢ ve bağıĢıklık oluĢmuĢ 

kiĢilerde, çoğunlukla immunosüpresyon uygulanan durumlarda anti-HBs kaybolmakta 

ve HBsAg  tekrardan ortaya çıkmaktadır. Bu durum, Hepatit B viral DNA'sının bazı 

hücrelerde saklı kaldığı ve uygun ortamı bulunca tekrar replikasyona baĢladığı Ģeklinde 

yorumlanmaktadır (9, 78). 

  

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

 

Hepatit B geçirildikten sonra ve anti-HBs oluĢtuktan sonra, beĢ yıl sonra bile 

HBV-DNA'nın pozitif olarak bulunduğu bazı olgular saptanmıĢtır. Çok seyrek olmakla 

birlikte, anti-HBs pozitifliği durumunda da HBV-DNA pozitifliği gözlenebilmektedir. 

Ancak böyle bir tablonun nedenleri ve pratikte hangi sonuçlara yol açtığı henüz netlik 

kazanmamıĢtır (9, 78). 

           

2.8. Hepatit e Antijenine Özgü Monoklonal Antikor Üretimi  

 

 B lenfositleri kemik iliğinden üretilen hücrelerdir ve organizmada antikor 

üretiminden sorumludurlar. Her bir B lenfositi tek bir antijene, hatta tek bir antijenin bir 

epitopuna özgü antikor üretir. Sadece bir antijene özgü antikora monospesifik antikorlar 

ya da monoklonal antikorlar adı verilmektedir. Normal koĢullarda antikor üreten B 

lenfositleri plazma hücresi olarak adlandırılır ve kısa bir yaĢam süresine sahiptirler 

(ortalama 4-5 gün). Ancak antikor üreten B lenfositleri in vitro koĢullarda hibridoma 

teknolojisi ile ölümsüzleĢtirilebilirler. Bu yöntemde B lenfositlerini ölümsüzleĢtirmek 

için sürekli bölünme yeteneğine sahip myeloma hücreleri (kemik iliği kanser hücreleri) 

kullanılmaktadır.  
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Myeloma hücresi ile antijenlere özgü plazma hücrelerinin yani iki somatik 

hücrenin sitoplazma ve çekirdeklerinin tamamen birbirine kaynaĢması anlamına gelen 

“hücre füzyonu” ile monoklonal antikor üretimi ilk kez 1966 yılında Sinkovic ve 

arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Ancak bu deney tekrarlanamamıĢtır. Sonraki 

yıllarda devam eden araĢtırmalar sonucunda 1973 yılında Georges Köhler ve Cesar 

Milstein ilk kez mutant fare myeloma hücrelerini, bir antijenle bağıĢıklanmıĢ deney 

hayvanının dalak hücresiyle birleĢtirerek monoklonal antikor üretimi sağlayan 

“Hibridoma Teknolojisini” tanımlamıĢtır. Bu yöntemle, B-lenfositlerinin özgül antikor 

yapıcı özelliği ile myeloma hücrelerinin ölümsüzlük özelliğine sahip hibrit hücrelerin in 

vitro koĢullarda, tek bir epitopa karĢı yüksek özgünlükte ve sonsuz miktarda 

monoklonal antikor sentezleyebileceği gösterilmiĢtir (76,84). 1975 yılında Köhler ve 

Milstein tarafından gerçekleĢtirilen bu çalıĢma 1984 yılında Nobel Tıp Ödülü‟ne değer 

görülmüĢtür (76).  

 

Hibridoma teknolojisinde, myeloma hücreleri ile istenilen antikoru üreten bağıĢık 

bir hayvanın dalak lenfositlerinin “hücre füzyonuna” tabi tutulması sonucunda 

kompleks bir antijenin tek bir epitopuna karĢı monoklonal antikor üreten ölümsüz hibrit 

(melez) hücreler elde edilmektedir (16). Böylece kısa ömürlü B-lenfositleri hücre kültür 

ortamında birer antikor üretim merkezine dönüĢtürülmektedir.  

 

Monoklonal antikor eldesi (ġekil 9) için kolay çoğalabilmeleri, küçük olmaları, 

bakım ve beslenmelerinin kolay ve ucuz olması ve immünizasyon sonrası iyi immün 

yanıt vermeleri sebebiyle fareler ve sıçanlar tercih edilmektedir. Antijenik uyarımda 

diğer soylara göre daha iyi immün yanıtı vermeleri nedeniyle genellikle BALB/c fare 

genetik soyu kullanılmaktadır. Ġlgili antijene karĢı ortaya çıkan yanıtın yüksek olması 

için bağıĢıklanacak hayvanın genç olması (6-8 haftalık) tercih edilmektedir (57).  

Ġmmünizasyonlarda kullanılan hayvanlar in-bred olmalarına rağmen farelerin antijenik 

uyarıma karĢı geliĢtirdikleri immün yanıt birbirinden farklı olabilmektedir. Bunun yanı 

sıra immünizasyon süresi içerisinde hayvanlar stres, Ģok ve çeĢitli çevresel etkilerden 

dolayı ölebilmektedir.  Dolayısıyla bu gibi aksaklıkları önlemek için immünize edilecek 

hayvan grupları genellikle 3-5 adet fareden oluĢturulmaktadır. Monoklonal antikor 
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çalıĢmalarının baĢlangıcında istenilen antijene karĢı antikor üretimini sağlamak için 

fareler belirli dozlarda antijen ile immunize edilerek en yüksek düzeyde bağıĢıklanan 

fare indirekt ELISA yöntemi ile seçilir. Antikor titresi iyi olan farenin dalağından ve 

lenf düğümlerinden antikor üreten B lenfositleri izole edilir, aynı zamanda in vitro 

koĢullarda hücre kültürü ortamında yine BALB/c kökenli myeloma (kanser) hücreleri 

çoğaltılır. Ġmmünizasyonda BALB/c soyu fareler kullanıldığı için myeloma hücrelerinin 

de BALB/c kökenli olması çalıĢmanın verimini artırır. Farklı türlere ait hücrelerden 

kökenlenen hibrit klonları kromozom kayıplarına uğrayacakları için devamlı karakter 

değiĢtiririler ve antikor sentezleme kapasiteleri azalır. Hibridoma çalıĢmalarında 

kullanılan tipik mutant hücre soyları SP2/0-AG14, P3X63Ag8.653, S194/5.XXO.BU.1 

ve F0‟dır. Bu myeloma hücre soylarının hepsi BALB/c temellidir; immunoglobulin 

salgılamamakta ve yaygın olarak füzyon için kullanılmaktadırlar (32,138). 
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ġekil 9. Monoklonal antikor elde edilmesi (Bkz. EK-9) 

 

 

Füzyon çalıĢmalarında hücreleri birleĢtirici ajan olarak  polietilen glikol (PEG) 

kullanılır. Füzyona tabi tutulmuĢ hücreler kültür plaklarında 10 gün seçici HAT 

(hipoksantin aminopterin timidin) kültür ortamında inkübe edilerek füzyon 

oluĢturamamıĢ hücrelerin ölmesi beklenir. Füzyondan sonra hücre kültürü ortamında; B 
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lenfosit+B lenfosit hibrit hücreleri, myeloma+B lenfosit hibrit hücresi, 

myeloma+myeloma hibrit hücresi, füzyona uğramamıĢ B lenfosit hücreleri, füzyona 

uğramamıĢ myeloma hücreleri ve diğer hücreler bulunmaktadır. Sürekli olarak 

monoklonal antikor üretme yeteneğine sahip olan myeloma+B lenfosit hibrit 

hücrelerinin kültür ortamındaki diğer hücrelerden ayrılması için HAT‟lı besiyeri 

kullanılır (138). 

 

Hibridoma hücrelerinin kültür ortamında seçilmesi için myeloma hücrelerinin 

timidin kinaz (TK) veya hipoksantin guanin fosforibozil transferaz (HGPRT) enzimi 

negatif olmalıdır. Fare myeloma hücre dizilerinden HGPRT (-) hücrelerinin seçimi için 

HGPRT aracılığıyla DNA‟ya bağlanma özellliğine sahip toksik baz analogları olan 8-

azoguanin veya 6-tioguanin kullanılmaktadır. Füzyon iĢlemi sonrasında kültürde 

bulunan hücrelerden hibridoma ve myeloma hücreleri dıĢındaki hücreler yaĢam süreleri 

sınırlı olduğu için ölmektedir. Myeloma hücreleri hibritlerden daha fazla sayıda 

çoğalacağından hibridomaları özgün olarak seçmek gerekmektedir (8,70).  

 

Aminopterin, nükleik asitlerin biyosentezinde (de novo sentezi) dihidrofolat 

redüktaz enzimini bloke eden bir kimyasaldır (ġekil 10). Hücrelere aminopterin 

uygulanması sonucunda HGPRT‟ye sahip normal hücreler hücre dıĢı hipoksantin ve 

timidin kaynaklarını kullanarak alternatif yol (salvage) üzerinden nükleotid sentezini 

(pürinleri yapmak için hipoksantini, pirimidinleri yapmak için timidini) 

gerçekleĢtirirler. HGPRT (-) myeloma hücreleri HAT besiyerinde çoğaltıldıklarında 

DNA sentezleyemediklerinden yaĢayamamakta, füzyon sonucu oluĢan hibridoma 

hücreleri ise yaĢamlarını sürdürebilmektedirler. Kısacası, HAT‟lı ortamda, HGPRT (-) 

olan myeloma+myeloma hibrit hücreleri ve füzyona uğramamıĢ myeloma hücreleri 

füzyon sonrası onuncu güne kadar geçen sürede kültürde ölmektedirler. Füzyona 

uğramamıĢ B lenfositleri ve füzyona uğramıĢ B lenfosit+B lenfosit hibrit hücreleri 

ölümsüzlük özelliği kazanmadıkları için füzyon sonrası dört veya beĢinci günde 

kendiliğinden ölmektedir (1).    
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Ġlgili antijene karĢı antikor sentezleyen hibridoma kolonilerinin varlığı, hücre 

kültür üst sıvılarının ELISA yöntemi ile test edilmesiyle belirlenmektedir. Kuyularda 

birden fazla hibrit kolonisi olabileceğinden ve sentezlenen antikorun poliklonal antikor 

olma ihtimali bulunduğundan belirlenen kuyulardaki hücreler sınırlı seyreltme (limiting 

dilution) yöntemiyle her kuyuya bir hücre düĢecek Ģekilde yeni kültür plaklarına 

dağıtılarak tek hücreden köken alan hibridoma kolonisinin geliĢmesi sağlanır ve her bir 

koloninin sentezlediği antikorun tek tip epitopa özgü olan monoklonal antikor olup 

olmadığı test edilir. Ġlgili antijene özgü antikor sentezleyen hibridoma kolonileri ELISA 

yöntemi ile belirlenir. Monoklonal antikor ürettiği belirlenen hibrit hücre, hücre kültürü 

ortamında geniĢ ölçekte üretilir ve uygun yöntemlerle saflaĢtırılır.    

 

 

ġekil 10. Aminopterinin de novo yolunu inhibe etmesi (Bkz. EK-10) 
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 2.9. Hibridoma ÇalıĢmalarında Organ olarak DondurulmuĢ Dalak ve Lenf 

Düğümlerinin Kullanılması 

 

Organ yetmezliği vakaları her geçen gün artmakta olup, organ nakli için uygun 

organ bekleyen hastaların bazılarına kısa zamanda organ nakledilirken bazıları yıllarca 

beklemek zorunda kalmakta, bazıları ise beklerken yaĢamlarını yitirmektedirler. Organ 

naklindeki temel amaç organ yetmezliği nedeniyle yaĢamının sonuna gelmiĢ bir 

hastanın hayatını kurtarmak, yaĢam süresini ve kalitesini arttırmaktır. Organ naklinde 

donör (verici) canlı veya ölü (kadavra) olabilir (79). Canlı vericilerden olduğu kadar 

kadavra vericilerden de böbrek, karaciğer, pankreas, incebağırsak gibi organların 

nakilleri yapılabilmekte ve nakil yapılan hastalar yaĢantılarını sürdürebilmektedir. 

Ancak nakil tekniklerindeki geliĢmelere rağmen dünyada ve yurdumuzda yeterli sayıda 

organ bağıĢının olmaması nedeniyle, organ nakli olmayı bekleyen pek çok hastaya 

organ naklinin yapılamadığı bilinmektedir (103). Tablo 2‟de ABD‟de bir yıl içinde 

nakil yapıldığı takdirde kurtarılabilecekken nakil yapılmadığı için kaybedilen kiĢi sayısı 

görülmektedir. 

 

 
Tablo 2. ABD‟de organ nakli ile önlenebilecek yıllık ölüm sayısı (Bkz. EK-11) 

 

Organ 

Organ Nakli ile Önlenebilir Organ 

Yetmezliği Nedeniyle Ölen KiĢi Sayısı 

(Yıllık) 

Kalp 710,760 

Akciğer 122,009 

Böbrek 37,251 

Karaciğer 16,214 

Toplam 886,234 

Toplam, günde 2,428 

Tüm sebeplere bağlı yıllık ölümlere göre 

yüzde 
%36.2 
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Farklı ülkelerde, birçok araĢtırmacı tarafından gerek ülke genelinde gerek bölgesel 

olarak yürütülen çalıĢmaların sonuçları halkın dinsel, sosyal, kültürel farklılıklarına 

karĢın organ bağıĢına genelde olumlu baktığını ortaya koymaktadır. Organ bağıĢı ve 

nakli konusunda dinin kısıtlayıcı fazla bir etkisinin görülmediği ancak eğitim, cinsiyet 

ve sosyo-ekonomik düzey gibi demografik özelliklerin rolü olduğu, eğitim ve sosyo-

ekonomik düzeyi yüksek olanlar ile erkeklerde organ naklini kabul edenlerin oranlarının 

diğerlerine göre daha yüksek olduğu bildirilmektedir (124,127,158). 

 

Ülkemizde ise organ bağıĢı ve nakli konusunda geniĢ kapsamlı çalıĢmalara iliĢkin 

bir veri bulunmamasına rağmen, bazı araĢtırmacıların bölgesel çalıĢmalar yaptıkları 

görülmektedir. Bal ve arkadaĢları, UĢak ve çevresinde katılımcıların %92.4'ünün organ 

bağıĢına genelde olumlu baktıklarını, organ bağıĢına olumlu bakmayan bireylerin dahi 

bir baĢkasının organı ile yaĢama fikrine olumlu baktıklarını, katılanların %65'inin organ 

bağıĢının nereye ve nasıl yapılacağını bilmediklerini belirtmektedirler (10). Gürpınar, 

Trabzon ve çevresinde toplumun %62.8'nin organ bağıĢına olumlu baktıklarını 

bildirmektedir. Gürpınar, böbrek nakli baĢta olmak üzere kornea, karaciğer, kalp ve 

kemik iliği nakillerinin toplumun büyük bir kesimi tarafından bilindiğini, çevresinde 

organa gereksinim duyan kiĢiler olan katılımcıların bilgilerinin daha fazla olduğunu 

belirtmektedir (22). Organ bağıĢlamayı düĢünmeyenlerin (% 37.2),  % 33.3'ü dini ve 

geleneksel nedenleri gösterirken, %41.3'ü hiçbir neden göstermemiĢtir. Korku ve konu 

hakkında bilgisi olmama diğer nedenler olarak gösterilmiĢtir (22). 

 

1949 yılında Polge ve arkadaĢları tarafından gliserolün donmaya karĢı koruyucu 

etkisi olduğunun belirlenmesinden itibaren insan hücre ve dokularının dondurulması 

fikri büyük ilgi görmüĢtür (115). Dondurma (kryoprezervasyon) canlılığın 

devamlılığının sağlanabilmesi amacıyla hücre, doku veya organların özel iĢlemler 

sonrasında çok düĢük sıcaklıklarda muhafaza edilmesidir. −196°C‟deki sıvı nitrojende 

tüm kimyasal reaksiyonlar, biyolojik iĢlemler, fiziksel hücre içi ve hücre dıĢı aktiviteler 

duraklatılmaktadır (42). Teorik olarak, dondurma iĢleminden geçmiĢ bir organ zaman 

sınırı olmaksızın saklanabilmektedir. Günümüzde dondurma konusunda ulaĢılan 

noktada homojen hücre popülasyonlarının ya da tek katmanlı dokuların dondurulması 
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için optimum koĢulların belirlenmesi ve dondurulan hücrelerin çözünmesiyle yeniden 

aktif hücre eldesi mümkündür (136,143). Ancak kompozit dokuların ve organların 

bütün olarak dondurulması konusunda henüz tam anlamıyla baĢarı elde edilememiĢtir.  

 

Homojen hücre gruplarında, dondurma iĢlemi ile hücrelerin üç boyutlu yapısı 

sabitlenerek tüm kimyasal reaksiyonlar durdurulmaktadır ancak bu iĢlemin asıl amacı 

birçok dokudan oluĢan kompozit organlarda dıĢtan içe her doku bileĢeni için uygun 

dondurma koĢulunu sağlamaktır. Organdaki farklı hücresel bileĢenlerin 

dondurulmasındaki asıl problem doku matriksinin üç boyutlu yapısının hem dondurma, 

hem de çözünme esnasında korunmasını sağlayacak uygun kryoprezervatifin ve uygun 

koĢulların belirlenmesinin güçlüğüdür (93). Kryoprezervatiflerin söz konusu dokular 

için özel olması, dokuyu oluĢturan hücrelere giriĢ ve çıkıĢ yollarının bilinmesi ve 

hücreler için toksik etki yaratmaması gerekmektedir (82).      

 

0°C ile −25°C arasında hücrelerin enzimatik aktiviteleri yavaĢlamakta ancak 

tamamen durmamakta, −40°C‟nin altında ise fizyokimyasal değiĢimler tamamen 

durdurulmaktadır. Hücrelerin kryoprezervatiflerin varlığında dondurularak daha uzun 

süre saklanabilmeleri için sıcaklığın −130°C‟nin altına düĢürülmesi gerekmektedir. 

Ancak normal koĢullarda canlılığını +37°C‟de sürdüren hücrelerin, −196°C‟deki baĢka 

bir ortama alınması hücre içindeki suyun %95‟inin kaybolmasıyla hücre içi ve hücre 

dıĢındaki ortamda elektrolit konsantrasyonunda değiĢiklik meydana gelmesine (35,125), 

hücre içinde buz kristalleri oluĢması ile hücrelerin baskılanmasına ve hatta hücre 

içindeki yapıların zarar görmesine sebep olmaktadır.  

 

DüĢük sıcaklıklarda hücre zarının geçirgenlik katsayısı değiĢmekte, bu durum da 

sitoplazmik su kaybına (dehidrasyon) sebep olmaktadır. Dehidrasyon iki tür hücresel 

lezyonla sonuçlanabilmektedir. Birincisinde dehidrasyon ile hücre dıĢındaki tuz 

konsantrasyonu artar ve ortamdaki değiĢiklik hücre zarının büyük kısmını oluĢturan 

protein ve lipoprotein komplekslerinin yapısına zarar verir. Ġkinci durumda ise tampon 

görevi gören tuzların kristalizasyonu pH değiĢikliğine neden olur ve önemli iĢlevleri 

olan birçok protein denature olur (92).  Mazur ve arkadaĢları, sıvı transferinin yalnızca 
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zarlar arası bir geçiĢten ibaret olmadığını, asıl problemi zar yapısındaki değiĢikliklerin 

oluĢturduğunu göstermiĢlerdir (114,146).  

 

1950‟lerin sonlarında Smith ve Farrant Gine domuzunun uterusunu in vitro 

ortamda dondurup ardından erittiklerinde uterusta kasılma olduğunu belirlemiĢ ancak bu 

organ ile nakil denemesi yapmamıĢlardır (134). Hamilton, Holst ve Lehr ise 1973‟te 

köpek bağırsağının belirli parçalarını sıvı nitrojende dondurup çözdükten sonra nakil 

yapıldığında bu parçalardan bazılarının uzun süre hayatta kaldığını göstermiĢtir (55).  

2002‟de rat yumurtalıklarının bütün halde dondurulduktan sonra çözünmesi ve vasküler 

anastomozu ile nakli sonrasında nakledilen yumurtalıklardan çok azının canlı kaldığı, 

bunlardan birinin ise olgun yumurta oluĢumunu sağlayarak yavrulamada etkili olduğu 

rapor edilmiĢtir (157). Ancak kemirgen yumurtalıkları vasküler anastomoz olmasa dahi 

dondurma, çözme ve nakil iĢlemlerine dayanabildiğinden bu çalıĢma organların bütün 

olarak dondurulması konusunda uygun bir model değildir (54,58). Özellikle son yirmi 

yılda üreme tıbbı, hayvan besiciliği ve nesli tükenmekte olan hayvan türlerinin 

korunması gibi alanlarda organların dondurulması üzerinde yoğun Ģekilde çalıĢılmıĢ ve 

bu çalıĢmalar ile organların dondurulması konusunda geliĢme kaydedilmiĢtir 

(41,45,49,53,65,72,164). ġimdiye kadar yapılan çalıĢmalarda hayati öneme sahip 

herhangi bir organ (özellikle kalp, karaciğer ya da böbrek) dondurma, çözme ve nakil 

iĢlemleri sonrasında iĢlevsellik göstermemiĢtir (109). Bu baĢarısızlığın birçok nedeni 

vardır ancak en önemlisi damar hasarıdır (63,108,116). Köpek bağırsağı ile yapılan 

deneyde de kuĢkusuz damar hasarı görülmektedir ancak bu durumun doku üzerinde 

oluĢturduğu basınç perfüzyonu engelleyecek düzeyde olmadığından telafisi 

mümkündür. Hayati organlarda damar hasarı kalıcı damar tıkanıklığına ve doku 

nekrozuna yol açmaktadır dolayısıyla bu durumun önüne geçilmeden organda 

iĢlevsellik söz konusu değildir.  

 

Bu tez çalıĢmasında organ dondurma alanına hizmet eden çalıĢmalar 

gerçekleĢtirilmiĢ, ilk defa bütün halde dondurulmuĢ organlar (dalak ve lenf düğümleri) 

kullanılarak hibridoma teknolojisi ile çözünme sonrasında dahi antikor üretebilen ve 

çoğalabilen B lenfositlerinin varlığı gösterilmiĢtir. DüĢük moleküler ağırlığı (17 kDa) ve 
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HBcAg ile ortak protein yapısı nedeniyle HBeAg‟ye karĢı monoklonal antikor 

geliĢtirilmesi zordur dolayısıyla HBeAg oldukça kıymetli ve pahalıdır (1mg liyofilize 

HBeAg ~3000$). Monoklonal antikor elde etmek üzere yürütülecek hibridoma 

çalıĢmalarında immünizasyonlar genellikle en az dört fare ile baĢlatılmaktadır. Buradaki 

amaç, söz konusu antijene karĢı etkin  antikor yanıtı elde etme olasılığını arttırmaktır. 

Bir fare ile gerçekleĢtirilen füzyon çalıĢması ortalama 3-4 ay sürmektedir. Füzyon 

sonrası antikor üreten hibrit hücrelerinin belirlenmesi çalıĢmalarının zor olması ve uzun 

zaman almasından dolayı genellikle aynı anda birden fazla füzyon çalıĢması tercih 

edilmemektedir. Ayrıca bu süreçte diğer immünize fareler yaĢlanmakta ve çalıĢmalarda 

kullanılamaz hale gelmektedirler. Füzyon deneyi sonucunda bulunan antikor üreten 

hibrit hücrenin devamlı kültürlerde çoğaltılmasının baĢarı oranı düĢüktür ve pH, 

sıcaklık, nem, besiyeri gibi birçok koĢula bağlıdır.  

 

Bu çalıĢmada HBeAg ile immünize edilen farelerin dalak ve lenf düğümleri bütün 

organ olarak dondurulmuĢ ve dondurulmuĢ organlardan elde edilen hücrelerle 

hibridoma çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu Ģekilde hem zaman kaybının, hem de 

hücre materyallerinin boĢ yere harcanmasının önüne geçilecek, füzyonun istenilen 

zamana ertelenmesi mümkün olacaktır. Klasik hibridoma yönteminde immünize 

farelerden lenfositler taze olarak izole edilerek myeloma hücreleriyle füzyona 

sokulmaktadır. Ancak bu çalıĢmada HBeAg ile immünize edilen farelerin dalak ve lenf 

düğümleri dondurularak farklı zaman aralıklarında çözünmüĢtür. DondurulmuĢ 

dokulardan izole edilen lenfositler, FO myeloma hücreleriyle füzyona uğratılarak 

antikor sentezleyen canlı hibrit hücre elde edilmiĢtir. Daha önce çeĢitli gruplar 

dondurulmuĢ hücrelerden hibridoma hücrelerini üretmiĢtir (14,89) ancak bu çalıĢma 

organ olarak dondurulmuĢ dalak ve lenf düğümlerinden elde edilen lenfositler ile 

antikor üreten hibrit hücreler elde edilmesi açısından dünyada ilktir.     
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2.10. Yüzeyinde Hepatit B e Antijeni Eksprese Eden M13 Fajla Yapılan 

Ġmmünizasyonlar Sonrası Monoklonal Antikor GeliĢtirilmesi 

 

Antijenler, doğal kaynaklardan izole edilebildikleri gibi biyokimyasal ve 

biyosentetik kaynaklar ile rekombinant DNA teknolojilerinden faydalanılarak da saf 

olarak üretilebilirler. Antijenler genellikle küçük polipeptitlerdir (<10 kDa) ve bu boyut 

immün yanıt oluĢturulması için yeterli olmayabilmektedir, dolayısıyla antijenler 

çoğunlukla immünojenik taĢıyıcı proteinlere konjuge edilerek daha iyi immünojenler 

haline getirilmektedir. Bir antijene karĢı etkin hümoral yanıt elde edilmesinde antijenin 

niteliği kadar aĢı veya immünizasyonlarda kullanılan adjuvantların seçimi de önem 

taĢımaktadır.  

 

AĢılar; zayıflatılmıĢ veya ölü bakteri ve virüs aĢıları, mikroorganizmaların 

ürünleriyle hazırlanan aĢılar ve yeni geliĢtirilen aĢılar (rekombinant vektör aĢıları, 

sentetik peptit aĢıları ve DNA aĢıları) olmak üzere dört farklı grupta 

incelenebilmektedir. Bakteri ve virüslerin zayıflatılması veya öldürülmesi ile hazırlanan 

aĢılar saflaĢtırma iĢleminden geçirilmediğinden mevcut adjuvant özelliği korunarak 

aĢılanan kiĢide immün yanıt oluĢturmaktadır. Protein sentezi, protein saflaĢtırılması ve 

rekombinant DNA teknolojisindeki geliĢmeler daha saf ve özellikleri tanımlanmıĢ 

antijen üretimine ve bu antijenlerin insan aĢılarında kullanılmasına olanak sağlamıĢtır. 

Ancak aĢı antijenlerinin saflaĢtırılması beklenmedik etki görülme olasılığını azaltırken 

aĢının adjuvant özelliğini de azaltmakta ve dolayısıyla immün yanıt seviyesinde düĢüĢe 

neden olmaktadır (152). 

 

Adjuvantlar aĢı formülasyonuna katılarak aĢı antijenlerinin immünojenisitesini 

arttırıcı etki yapan taĢıyıcı maddelerdir.  Bir aĢının immünojenisitesi o aĢının, aĢılanan 

kiĢide immün yanıt ortaya çıkarma yeteneğidir. 1925 yılında Ramon, atlarda difteri 

antitoksini üretme çalıĢmasında aĢı antijenlerinin immün yanıt oluĢturmasında 

adjuvantların destekleyici etkisi olduğunu tesadüfen fark etmiĢtir (120).  1926‟da 

Glenny ve arkadaĢları alüminyum tuzlarının adjuvant olarak kullanılabileceği fikrini 
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ortaya koymuĢlardır (51). „Alum adjuvantları‟ olarak da adlandırılan bu adjuvantlar 

dünya çapında lisanslı aĢılarda kullanılmasına izin verilen tek adjuvantlardır.  

 

Adjuvantlar antijene karĢı immün yanıt oluĢturacak hücrelerin 

aktifleĢtirilmesinde, immün yanıtın arttırılmasında ve sürdürülmesinde rol 

oynamaktadır. Bir antijene karĢı antikor üretilmesi ve immün yanıtın sürdürülebilmesi 

için belirli aralıklarla ya da sürekli olarak antijen takviyesine ihtiyaç vardır. Adjuvant, 

enjeksiyon bölgesinde antijen deposu oluĢturarak az miktarda antijenin uzun zamanda 

salınımını sağlayabilmektedir. Ancak, sürekli salınımın sağlandığı adjuvant formlarında 

dahi bir noktada antijen miktarı ve dolayısıyla antikor seviyesi azalmaktadır. Bu 

noktada, tetikleyici doz (rapel) olarak adlandırılan ikinci antijen enjeksiyonu yapılarak 

hayvandaki immün yanıt arttırılabilmektedir. (29,60,133).  

 

Adjuvant, immün yanıtta rol oynayan çeĢitli hücreleri direkt ya da dolaylı yoldan 

aktifleĢtirebilmektedir. Tüm emülsiyon adjuvantlarının yapısında bulunan yüzey-aktif 

maddeler hem yağ-su emülsiyonlarını stabilize etmekte, hem de immün yanıtın ortaya 

çıkmasında görevli hücrelerin aktivasyonunda yer almaktadır. Birçok bakteri, baĢta 

makrofaj olmak üzere immün sistem hücrelerini aktive eden kısımlara sahiptir. 

AktifleĢtirilmiĢ makrofaj, T ve B hücrelerinin aktive edilmesine yardım etmektedir. 

Bazı adjuvantlar bakteri, bakteri bileĢenleri ya da bakteri bileĢenlerinin türevlerini 

içererek immün yanıt oluĢumunda görev almaktadır. Makrofajların uyarılması antikor 

tepkisinin oluĢmasını sağlarken, bu uyarılmanın normalden fazla olması enflamasyona 

sebep olmaktadır (126). 

 

Adjuvantların antijen sunucu hücreler (APC) ve özellikle dendritik hücreler 

üzerindeki etkileri araĢtırılmaktadır (117). Dendritik hücreler aĢı antijenlerine karĢı 

immün yanıt oluĢturulmasında birincil APC‟lerdir ve yalnızca bu APC‟ler naif T 

hücrelerinde antijen sunumu sağlarlar. Bu yüzden, doğal ve kazanılmıĢ immün yanıt 

arasındaki birincil hücresel bağlantıyı dendritik hücreler sağlamaktadır (117). 

Mikrobiyal ya da non-mikrobiyal adjuvantlar antijen alımını, iĢlenmesini ve dendritik 

hücrelerin çeĢitli türlerinde sunumunu desteklemektedir. Örneğin, non-mikrobiyal 
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adjuvantların bir örneği olan su içinde yağ adjuvant emülsiyonunda antijen içeren yağ 

damlacıkları makrofajlar tarafından tutularak lenf düğümlerine veya dalağa taĢınır ve 

burada naif T hücrelerinde antijen sunumunu sağlayarak kazanılmıĢ immün yanıtı 

baĢlatırlar (36,66,101).  

 

Freund‟un Complete Adjuvantı (FCA),  Freund‟un Incomplete Adjuvant (FIA), 

Montanide ISA adjuvantı, Ribi'in adjuvant, Hunter'ın TiterMax, alüminyum tuzu 

adjuvantları, Gerbu adjuvantı, enkapsüle adjuvantlar, bakteri DNA‟sındaki 

metillenmemiĢ CpG oligodeoksinükleotitleri, sitokin adjuvantları, MF59 adjuvantı, 

monofosforil lipid A (MPL) adjuvantı, mukozal adjuvantlar aĢı üretiminde kullanılan 

adjuvantlardır. Alüminyum tuzu adjuvantları dünya çapında kullanımda olan lisanslı 

aĢılarda bulunan tek adjuvanttır. Laboratuvar hayvanlarında, düĢük miktarda antijen ile 

yüksek kalitede ve yüksek seviyede immün yanıt elde edilmesi gerekmektedir bu 

sebeple deneysel çalıĢmalarda genellikle Freund‟un complete adjuvantı tercih 

edilmektedir (13).  

 

 Belirli bir adjuvantı aĢıya dahil ederken adjuvant kullanımının faydaları ile 

adjuvant kullanımının neden olabileceği potansiyel zararlar değerlendirilerek fayda ve 

zarar dengesi kurulması gerekmektedir. Formülasyonunda adjuvant bulunan aĢılarda 

lokal enflamasyonlar ve apse oluĢumu görülebilmektedir (15).  Hayvan modellerinde, 

adjuvantların neden olduğu sistemik reaksiyonlardan bazıları ateĢ, arjuvant artiriti ve 

tavĢanlarda iridosiklittir (5). Ġnsanlarda çeĢitli gruplarla eĢ zamanlı olarak yapılan 

çalıĢmalarda ortaya çıkması beklenen toksik etkiler görülmemiĢtir (105). Ġnsanlarda 

görülen yan etkiler genellikle ateĢ ve enjeksiyon bölgesindeki yangıdan ibarettir. Bu 

reaksiyonlar adjuvant ve biyolojik olarak aktif aĢı antijenleri arasındaki sinerjiden 

kaynaklanabilmektedir.  

 

Rekombinant DNA teknolojisindeki geliĢmeler, alternatif adjuvant geliĢtirme 

çalıĢmalarını baĢka bir boyuta taĢıyarak faj gösterim (display) yönteminin bu 

çalıĢmalarda daha etkin bir Ģekilde kullanımına olanak sağlamıĢtır (83). Bakteriyofajlar 

yalnızca bakterileri enfekte edebilen virüslerdir, ökaryotik konakçılarda çoğalamamaları 
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onları bilimsel çalıĢmalarda kullanılmaları için elveriĢli hale getirmektedir. Faj partikülü 

kendi baĢına bir adjuvant gibi davranmaktadır dolayısıyla immün sistem viral yapıdaki 

faj partikülünü bir tehlike olarak algılayarak savunma hücrelerini faj üzerine 

yönlendirmektedir. Bu durumda, faj ile birlikte adjuvant kullanılmasına gerek 

kalmamaktadır (107). Hayvan aĢılamada faj içerikli aĢı kullanımının immün yanıtın 

etkinlik süresini uzattığı ve adjuvantsız aĢıya göre belirgin derecede yüksek yanıt 

oluĢturduğu görülmüĢtür (25,26,48,95). 

 

Faj gösterim yönteminde; gösterimi sağlanacak heterolog peptit ya da proteinin 

DNA dizisi faj kılıf protein genine yerlĢetirilerek istenilen proteinin transkripsiyonu ve 

faj yüzeyinde gösterimi sağlanmaktadır (135) (ġekil 11). Faj gösterim yönteminde M13 

ve Escherichia coli filamentli fajları ile E.coli lambda ve T7 fajları deneysel 

çalıĢmalarda sıklıkla kullanılmaktadır (12,159). Fajları saflaĢtırmak hem kolay, hem de 

ucuz olduğundan faj gösterimi, istenilen proteinlerin ya da antikorların 

saflaĢtırılmasında da tercih edilen bir yöntemdir.  

 

 
 

ġekil 11. Faj gösterim yöntemi (Bkz. EK-12) 
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Faj gösterimi kütüphanelerinin çok çeĢitli kullanım alanları bulunmaktadır. 

Örneğin; gösterimi sağlanan peptitler, antikorlar gibi hedef proteinlere bağlanma 

özelliklerinden faydalanılarak izole edilebilir. Bu proteinlerden daha sonra reseptör-

ligand etkileĢimlerinin inhibisyonunda ya da farklı bir mekanizmada agonist olarak 

teröpatik fayda sağlanabilir (38). Bu proteinlerin yönlendirilmiĢ evrimi ile enzimatik 

aktiviteleri ya da bağlanma özellikleri geliĢtirilebilir, enzimin aktif bölgesinde rastgele 

değiĢiklikler yapılarak tüm kütüphane enzim aktivitesinde artıĢ olup olmadığı yönünden 

kontrol edilebiir (44). Faj gösterim yönteminin diğer potansiyel kullanım alanları 

üzerine birçok derleme mevcuttur (12,156,159).  

 

Fajlar aĢılamaya iki farklı Ģekilde dahil edilebilmektedir; birincisinde direkt olarak 

yüzeyinde gösterimi sağlanmıĢ aĢı antijenleri taĢıyan fajlar ile aĢılama yapılmaktadır, 

ikinci yöntemde ise genomuna DNA aĢı ekspresyon kaseti dahil edilen faj partikülleri 

kullanılmaktadır (24,94). Kılıf proteinine transkripsiyonel yerleĢtirme yapılmasının yanı 

sıra, fajlar büyüdükten sonra da faj yüzeylerine istenilen proteinlerin konjuge 

edilebildiği ve bu yöntemin farklı antijenlerin gösterimine olanak sağladığı 

belirlenmiĢtir (100). Faj partikülleri doğal olarak immün sistemi tetiklediğinden (24,74), 

faj kılıf proteininde bulunan antijen bu doğal adjuvant ile konjuge olacak, 

immünizasyon öncesi farklı bir taĢıyıcı moleküle ihtiyaç duyulmayacaktır.  

 

YaklaĢık 1µm uzunluğundaki ve 10 nm çapındaki M13 Escherichia coli 

bakteriofajı filamentli yapıdadır, tek zincirli DNA korundan ve onu çevreleyen protein 

yapıdaki kılıftan oluĢmaktadır (90) (ġekil 12). Kılıf protein beĢ farklı proteinden oluĢsa 

da büyük bir kısmını 2700 kopyaya sahip gen-8 majör kılıf proteini (protein-8 ya da p8) 

oluĢturmaktadır (151). Minör kılıf proteinleri olarak adlandırılan diğer proteinler 

partikül baĢına 5 kopyaya sahiptir; protein-7 ve protein-9 (P7 ve P9) partikülün bir 

ucunu, protein-6 ve protein-3 (P6 ve P3) ise diğer ucunu oluĢturmaktadır. Tüm kılıf 

proteinleri fajın yapısal stabilitesinin sağlanmasında önemli rol oynaktadır ancak P3 

bunun dıĢında konakçı hücreninin tanınması ve enfeksiyonu için de gereklidir. P3 en 

büyük ve karmaĢık kılıf proteinidir ve üç farklı domainden oluĢur (7). N-terminal 

domaininde enfeksiyon sırasında viral DNA‟nın E.coli‟ye translokasyonu sağlanırken 
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ikinci domain E.coli yüzeyindeki F pilusuna bağlanarak konakçının tanınmasına 

yardımcı olur (68,137), C-terminal domaini ise diğer faj kılıf proteinleri ile etkileĢerek 

P3‟ün faj kılıfı ile birleĢmesini sağlar (119).  

 

 
  

ġekil 12. M13 Escherichia coli bakteriofajı ve proteinleri (Bkz. EK-13) 

 

M13 bakteriyofajı kullanılarak gerçekleĢtirilen faj gösterim çalıĢmalarında 

genellikle kopya sayısının fazla olması sebebiyle P8 protein ile istenilen protein 

dizisinin füzyonu tercih edilmektedir. P8 ile yüzeyde gösterimi sağlanan fazla sayıda 

kopyalı proteinlerin birbirine çok yakın olması gösterimin kalitesini etkilediğinden P8 

proteinine eklenen diziler kısa olmalıdır (6-8 amino asitlik). P3 proteininde ise böyle bir 

problem yoktur, istenilen proteinin tüm dizisinin faj yüzeyinde gösterimi sağlanabilir. 

Ancak bu durumda da P3 proteini 5 kopyaya sahip olduğundan yalnızca 5 kopya ile 

gösterim olmaktadır (71).  
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Bu tez çalıĢmasının ikinci bölümünde HBeAg M13 bakteriyofajına klonlanarak 

faj yüzeyinde tüm HBeAg‟nin gösteriminin sağlanması istendiğinden P3 proteini ile 

birlikte ekspresyonu sağlanmıĢtır. Daha sonra BALB/c fareleri HBeAg‟yi eksprese eden 

rekombinant fajlarla immünize edilerek, önce farelerde HBeAg‟ye karĢı geliĢen antikor 

yanıtı izlenmiĢ ve daha sonra bu farelerle füzyon çalıĢması gerçekleĢtirilerek HBeAg‟ye 

karĢı monoklonal antikor geliĢtirme çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEMLER 

 

3.1. GEREÇ 

 

3.1.1. Aletler  

 

 % 5 CO2, % 96 Nem, 37 ºC Sıcaklık KoĢullarını Sağlayabilen Ġnkübatör       

(Thermo Heraeus Cytoperm 2) 

 Steril Hücre Kültürü Odası 

 Steril Laminer Akımlı Kabin (Herasafe) 

 Invert Mikroskop (Olympus CKX41) 

 Yüksek Hızlı Santrifüj (Sorvall RC5C Plus) 

 Masaüstü Santrifüj (5415R Eppendorf) 

 DüĢük Hızlı Santrifüj (Hermle Z300) 

 Sıcak Su Banyosu (Memmert) 

 Buzdolabı +4 ºC, -20 ºC (Arçelik) 

 Derin Dondurucu -80 ºC (Thermo) 

 Derin Dondurucu -150 ºC (Thermo) 

 ELISA Okuyucu (BIO-RAD Model 3550 Microplate Reader) 

 ELISA Okuyucusunun Yazıcısı ( OKIDATA, Microline 182 Plus) 

 Spektrofotometre (Bio-Rad) 

 Nanodrop (Thermo)  

 Manyetik KarıĢtırıcı (Yellow Line MSH Basic) 

 Vortex (Bio Vortex ) 

 Pipet Tabancası (Eppendorf Easypet) 

 Tek Kullanımlık Pipet 2 Ml, 5 Ml, 10 Ml, 25 Ml (TPP) 

 Sekiz Kanallı Pipet (Eppendorf) 

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

 Tek Kullanımlık Pipet Ucu 1-10, 25-250, 100-1000 µl (Greiner Bio-One)  
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 Dondurma Tüpleri (Nunc) 

 Makas, Pens (Hammacher) 

 Süzgeç (BD Falcon, Cell Strainer) 

 Otoklavlanabilir Cam ġiĢeler 10-1000 cc (Schott DURAN) 

 Kültür Kapları 25 cm
2
, 75 cm

2
, 150 cm

2 
(TPP) 

 Füzyon Kültür Plakları, 96 Kuyulu (TPP) 

 Çok Kuyulu Hücre Kültür Plakları 6, 24 (TPP) 

 Santrifüj Tüpleri 10 ml, 15 ml, 50 ml (TPP) 

 ELISA Plakları (TPP) 

 Petri Kapları (TPP) 

 Thoma Lamı, Hemositometre (Neubauer)  

 Hücre Kazıyıcı, Cell Scrapper (TPP) 

 Enjektör 1 cc, 2 cc, 5 cc, 10 cc (Set Inject) 

 Diyaliz Membranı (Sigma 23 mm X 15 mm) 

 Protein G ve A Immün Afinite Kolonu (GE Healthcare) 

 0,22 µm ve 0, 45 µm Filtre (Millex HV) 

 1,5 ml ve 2 ml‟lik Tüpler (Eppendorf) 

 Fraksiyon Ayırım Makinesi, Fraction Collector (BIO-RAD Model 2110) 

 Peristaltik Pompa (Rainin RP-1) 

 Biyosilyon ġiĢeler (Techne) 

 BulaĢık Makinesi (Arçelik) 

 pH Metre (WTW Series Inolab) 

 ELISA Plak Yıkayıcı 12 Kuyuluk (Nunc-Immuno Wash) 

 Lateks Eldiven (Broche) 

 Nitril Eldiven (Supreno Plus) 
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3.1.2. Kimyasal Maddeler 

 

 Anti-fare IgG-AP konjugatı (Sigma) 

 Anti-fare IgM-AP konjugatı (Sigma) 

 Anti-fare Polivalen Antikoru Alkalen Fosfataz (AP) Konjugatı (Sigma) 

 Freund‟s Complete, FCA (Sigma) 

 Freund‟s Incomplete Adjuvantı, IFA (Sigma) 

 Bovine Serum Albumin, BSA (Sigma) 

 Transferrin (Sigma) 

 Fetal Bovine Serum, FBS (Biochrom AG)  

 Hepatit e Antijeni, HBeAg (Fitzgerald) 

 Hepatit c Antijeni, HBcAg (Fitzgerald) 

 Hepatit s Antijeni, HBsAg (Fitzgerald) 

 Gentamisin ( Gibco) 

 8-azoguanin ( Gibco) 

 Dulbecco‟s Modified Eagle Medium, DMEM (Sigma) 

 Dimetil Sülfoksit, DMSO (Sigma) 

 Hipoksantin aminopterin timidin, HAT (Gibco) 

 Hipoksantin timidin, HT (Gibco) 

 Polietilen Glikon-4000, PEG-4000 (Merck) 

 Para-nitro-fenil-fosfat, PNPP (Sigma) 

 Yağsız Süt Tozu (Fluka) 

 Tween 20 (Sigma) 

 Amonyum Sülfat, (NH4)2SO4 (Merck) 

 Sodyum Klorür, NaCl (Merck) 

 Hepes (Sigma) 

 Sodyum Bikarbonat, NaHCO3 (Sigma) 

 Glisin (Sigma) 

 Magnezyum Klorür, MgCl2 (Sigma) 

 Çinko Klorür, ZnCl2 (Sigma) 
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 Tris (Sigma) 

 Potasyum Hidroksit, KOH (Merck) 

 Hidroklorik Asit, HCl (Sigma) 

 Dipotasyum Fosfat, K2HPO4 (Merck) 

 Monopotasyum Fosfat, KH2PO4 (Merck) 

 Sodyum Fosfat, NaH2PO4 (Merck) 

 Disodyum Hidrojen Fosfat, Na2HPO4 (Merck) 

 

 3.1.3.Tamponlar 

 

PEG çözeltisi: 25ml‟lik otoklavlanabilir ĢiĢenin içine 1 ml PBS ve 1 ml distile su 

koyulduktan sonra üzerine 2 gr PEG-4000 ilave edildi. Çözelti otoklav edildikten sonra 

kullanım anına kadar 37ºC‟de saklandı.  

 

PBS (Fosfat tamponu): 10 mM KH2PO4 ve 10 mM K2HPO4 hazırlanarak pH 7.2‟ye 

ayarlandı. Daha sonra çözeltinin üzerine 0.15 mM NaCl ilave edilerek karıĢtırıldı. 

 

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

vorteks ile karıĢtırılarak hazır hale getirildi. 

 

Substrat Tamponu: 1mM MgCl2, 1 mM ZnCl2, 0.1 M glisin çözeltisi pH 10.4 olacak 

Ģekilde KOH ile ayarlandı. 1 ml substrat tamponunun üzerine 1 mg PNPP ilave edilerek 

kullanıma hazır hale getirildi. Substrat tamponu karanlık ortamda saklandı. 

 

Protein-G ve Protein A immün afinite kolon kromatografisinde kullanılan tamponlar 

Bağlama (binding) Tamponu: 200 mM NaH2PO4 ve 200 mM Na2HPO4 hazırlandı, pH 

7.0‟ye ayarlandı.  

Elüsyon Tamponu: 0.1 M glisin-HCl pH 2.7 olacak Ģekilde hazırlandı. 

Denge Tamponu (nötralize edici): 1 M Tris-HCl pH 9.6 olacak Ģekilde hazırlandı. 



44 

 

 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 NaHCO3 pH 7.2 olacak Ģekilde 1 litre steril distile su içinde hazırlandı. Besiyeri steril 

ortamda 0.2 µm‟lik filtreden geçirilerek sterilize edildi. %10 (v/v) olacak Ģekilde FBS 

ilave edilip gentamisin (50 µg/ml) eklendikten sonra kullanıma hazır hale gelen besiyeri 

+4ºC‟de saklandı. Kullanım sırasında DMEM besiyeri belli bir süre oda sıcaklığında 

tutularak oda sıcaklığına gelmesi sağlandı ve oda sıcaklığında kullanıldı. 

 

HAT besiyeri: Ġstenilen miktarda FBS ilave edilerek hazırlanan besiyerinin içinde %2 

HAT (50X) olacak Ģekilde çözelti hazırlandı. 

 

HT besiyeri: Ġstenilen miktarda FBS ilave edilerek hazırlanan DMEM besiyerinin 

içinde %2 HT (50X) olacak Ģekilde çözelti hazırlandı. 

 

Hücre dondurma çözeltisi: Hücre dondurulacağı sırada taze olarak hazırlandı. Hücre 

dondurma çözeltisi % 80 FBS, %10 DMEM besiyeri ve %10 DMSO olacak Ģekilde 

hazırlandı. 

 

 3.1.5. Hücreler  

 

HBeAg‟ye karĢı monoklonal antikor eldesi için yapılan hibridoma çalıĢmasında 

kullanılan hücreler; Myeloma hücresi (F0; ATCC CRL 1646) ve BALB/c farenin dalak 

ve lenf düğümlerinden elde edilen lenfosit hücreleridir. Yapılan füzyon çalıĢmasından 

en iyi sonucu alabilmek için bağıĢıklanmamıĢ BALB/c farenin periton içi sıvısındaki 

besleyici hücrelerden de yararlanılmaktadır. 
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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 çalıĢmada HBeAg, çalıĢmanın ana amacı olarak fare immünizasyonlarında, 

HBeAg‟ye özgü mAb‟ların geliĢtirilmesinde ve ELISA‟da HBeAg‟ye karĢı oluĢmuĢ 

özgün antikor yanıtını ölçmede kullanıldı.  HBcAg ve HBsAg, çapraz reaksiyon 

testlerinde kullanıldı. 

 

 3.1.7. Rekombinant Faj 

 

HBeAg‟ye özgü mAb‟ların geliĢtirilmesinde alternatif yöntem olarak yüzeyinde 

HBeAg eksprese eden fajlarla immünizasyonlar sonrası monoklonal antikor 

geliĢtirilmeye çalıĢıldı. HBeAg‟ye ait genin M13 fajına klonlanması ve HBeAg‟nin P3 

proteini üzerinde ekspresyonu TÜBĠTAK-MAM GMBE Ġmmünogenetik Laboratuvarı 

tarafından, TARAL 1007 projesi kapsamında (105G056) gerçekleĢtirildi. 

 

 

3.2. YÖNTEM 

 

3.2.1. Ġmmünizasyon 

 

3.2.1.1. HBeAg ile immünizasyon 

 

Sekiz haftalık BALB/c fareler iki hafta aralıklarla üç defa 10 µg HBeAg (Cat: 30-

AH18, Fitzgerald, USA) ile immünize edildi. Ġlk immünizasyonda Freund‟s complete 
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adjuvant (Sigma, USA) ikinci ve üçüncü immünizasyonlarda ise Freund‟s incomplete 

adjuvant (Sigma, USA) uygulandı.  HBeAg‟ye özgü antikor yanıtı için farelerin 

kuyruklarından kan alındı ve indirekt ELISA ile kontrol edildi. Füzyon için seçilen 

fareye hatırlatma immünizyonu için sistemik yollardan PBS içinde 10 µg HBeAg 

uygulandı.  

 

 3.2.1.2. Rekombinant faj ile immünizasyon 

 

Ġmmünizasyonda iki farklı grup oluĢturuldu ve bu gruplar üç hafta aralıklarla üçer 

defa immünize edildi. Ġlk gruba 10
11

 rekombinant e faj (rEfaj), diğerine 10
11

 rEfaj + 

Freund‟s incomplete adjuvantı uygulandı. Farelerin kuyruklarından elde edilen kan 

örneklerinden ELISA ile anti-HBeAg yanıtına bakıldı. Füzyonda kullanılmak üzere 

seçilen farelere hatırlatma immünizyonu için sistemik yoldan PBS içinde  10
11

 

rekombinant e faj (rEfaj) uygulandı.  

   

 3.2.2. ELISA Testi  

 

96‟lık mikrotiter ELISA plakları PBS (10 mM, pH 7.2) içinde 400 ng/ml olacak 

Ģekilde 100 µl HBeAg (Fitzgerald, USA) ile kaplanıp +4 ºC‟de bir gece inkübasyona 

bırakıldı. PBS-Tween-20 tamponu ile yıkama iĢleminden sonra %1 olarak hazırlanan 

yağsız süt tozu bloklama çözeltisi bütün kuyulara dağıtılıp (150 µl) 37 ºC‟de bir saat 

inkübe edildi. Ġkinci kez gerçekleĢtirilen yıkama iĢleminden sonra çeĢitli 

konsantrasyonlarda hazırlanmıĢ (1/50, 1/100, 1/200, 1/400) fare serumu veya hibridoma 

hücre üst sıvısından her kuyuya 100 µl eklendi ve 37 ºC‟de bir saat bekletildi. Plaklar 

PBS-Tween-20 tamponu ile tekrar yıkandıktan sonra, bağlanan antikorlar 1/1000 

seyreltilmiĢ anti-mouse IgG-AP, IgM-AP veya polyvalent antikor-AP (Sigma, USA) ile 

iĢaretlendi, 37ºC‟de bir saat bekletilen ELISA plakları yıkandı ve 1 mg/ml oranında 

PNPP/substrat tamponu çözeltisi eklendi. Plaklar bir saat oda sıcaklığında karanlıkta 
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bırakıldı. OluĢan renk değiĢimi, ELISA okuyucusu ile 405 nm‟de 30 dakika ve bir 

saatlik okumalarla belirlendi.  

 

3.2.3. Füzyon  

 

3.2.3.1. Besleyici hücrelerin hazırlanması 

 

Periton içi besleyici hücreler füzyondan bir gün önce hazırlandı. Daha önce 

bağıĢıklanmamıĢ bir fare dislokasyon yöntemi ile öldürüldü ve %70‟lik alkol ile 

dezenfekte edildi. Sırt üstü yatırılarak steril kabin içerisinde, steril pens ve makas 

yardımıyla karın bölgesi yanlara doğru açılan farenin üst derisi boynuna doğru çekilerek 

periton zarı açığa çıkarıldı. Periton içerisinde yağsız ve kontaminasyonun olmayacağı 

bir bölgeye, enjektörün ucu organlara değmeyecek Ģekilde 5 ml serumsuz DMEM 

enjekte edildi, verilen sıvı enjektöre geri çekildi. Enjektör içindeki peritona ait besleyici 

hücreler %20 FBS‟li DMEM besiyeri içine alındı. ÇalıĢılacak hücre kültür plağı 

sayısına bağlı olarak, her kuyuya 100 µl hacimdeki besiyerinin içinde yaklaĢık 6.000-

10.000 hücre olacak Ģekilde dağıtıldı. 

 

3.2.3.2. Myeloma hücrelerinin füzyon için hazırlanması 

 

Füzyondan yaklaĢık 10 gün önce F0 myeloma hücreleri %10 FBS içeren hücre 

kültür kaplarında çoğaltıma alındı (ġekil 13). Myeloma hücrelerinin çoğalması 

iĢleminin baĢında besiyerine azoguanin (20 µg/ml) eklenerek HGPRT (+) hücrelerin 

seçimi sağlandı. Füzyon günü hücreler pasajlanarak 50 ml‟lik santrifüj tüpü içerisine 

alındı. Hücreler, PBS tamponunda 1250 rpm‟de 10 dakika santrifüj edilerek iki defa 

yıkandı. Çöken hücrelerin üzerine 45 ml PBS eklendi, hücrelerin sayımları yapıldı ve 

son yıkamadan sonra hücreler 25 ml PBS içine alındı. 
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ġekil 13. FO Myeloma hücrelerinin kültür ortamındaki görüntüsü (10X) 

  

3.2.3.3. Ġmmünize olmuĢ fareden dalak hücrelerinin eldesi 

 

HBeAg ile bağıĢıklanan fareler arasında en yüksek antikor yanıtı veren fare 

ELISA yöntemi ile belirlendi. Füzyondan dört gün önce hatırlatma (rapel) amacı ile 

HBeAg adjuvant kullanılmadan fareye intraperitonal, intravenöz, el-ayak avuç içlerine 

sistemik olarak enjekte edildi.  Hatırlatma yapılan fare dislokasyon yöntemi ile 

öldürüldükten sonra %70‟lik alkol ile dezenfekte edildi. Steril laminar akımlı kabin 

içerisinde bağıĢıklanmıĢ fare sırt üstü yatırılarak göğüs hızasından makas yardımıya 

kesildi ve üst derisi kenarlara doğru açıldı (ġekil 14). Lenf düğümü toplama iĢlemi 

bittikten sonra kesilmiĢ olan peritonda kaburganın altındaki dalak, yağ dokusundan 

arındırılması için 5 ml PBS bulunan petri kabına alındı. Burada yabancı dokulardan 

temizlendikten sonra içinde 10 ml PBS bulunan diğer petri kabına aktarıldı. Tek 

kullanımlık steril süzgeç içerisinde 2 ml steril enjektör pistonunun tersi ile ezilerek 

dalak hücreleri açığa çıkarıldı ve pipet yardımı ile süspanse edildi. Dalak hücrelerinin 

bulunduğu PBS tamponu 45 ml‟ye getirildi, 1250 rpm‟de 10 dakika santrifüj edilerek 

iki defa yıkandı. Çöken hücreler 45 ml‟lik PBS içerisine alınarak hücre sayımı yapıldı, 

son yıkamadan sonra hücreler 25 ml PBS içine alındı. 
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3.2.3.4. Ġmmünize olmuĢ fareden lenf düğümü hücrelerinin eldesi 

 

Klasik hibridoma yönteminde çalıĢma kolaylığı sağlaması nedeniyle dalak 

kullanılır. Ancak laboratuvarımızda kıymetli antijenlerle çalıĢıldığında çalıĢmayı riske 

atmamak için farenin lenf düğümleri de alınmaktadır (11). Steril laminar akımlı kabin 

içerisinde bağıĢıklanmıĢ fare sırt üstü yatırılarak göğüs hızasından makas yardımıya 

kesildi ve üst derisi kenarlara doğru açıldı (ġekil 14). Bütün vücuda dağılmıĢ olan lenf 

düğümleri (çene ve koltuk altında iki çift, deri üzerinde bir çift, bağırsakta dört adet) 

petride bulunan 5 ml PBS içerisine aktarıldı ve yağ dokusundan arındırıldı. Elde edilen 

tüm lenf düğümleri içerisinde 10 ml PBS bulunan yeni bir petri kabına aktarıldı, tek 

kullanımlık steril süzgeç içerisinde 2 ml steril enjektör pistonunun tersi ile ezilerek 

hücreler açığa çıkarıldı ve pipet yardımı ile süspanse edildi. Lenf düğümü hücrelerinin 

bulunduğu PBS tamponu 45 ml‟ye getirildi, hücreler 1250 rpm‟de 10 dakika santrifüj 

edilerek 2 kez yıkandı. Çöken hücreler 45 ml PBS içerisine alınarak hücre sayımı 

yapıldı, son yıkamadan sonra hücreler 25 ml PBS içine alındı. 
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ġekil 14. Faredeki dalak ve lenf düğümleri (Bkz. EK-14) 

 

3.2.3.5. Hücre sayımı 

 

Myeloma, dalak ve lenf hücreleri süspanse edilip PBS ile 45 ml‟ye 

tamamlandıktan sonra Thoma lamı üzerine karıĢımdan 10 µl alınarak 25 kareye düĢen 

hücreler sayıldı. AĢağıdaki formüle göre hücre sayısı belirlendi:  

 

10
4
 x A x B = C 

10
4 
= Sabit katsayı 

A = Hücrelerin içinde bulunduğu hacim (45 ml) 

B = Sayılan hücre sayısı 

C = Toplam hücre sayısı 
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3.2.3.6. Füzyon 

 

Tezin ana hedefi HBeAg‟ye özgü mAb üretiminin sağlanmasıdır. Klasik füzyon 

çalıĢmasında hücre sayımı yapılan F0 myeloma hücreleri ile dalak ve lenf 

düğümlerinden elde edilen hücreler çoğunlukla 1:4 oranında birleĢtirildi. Organ olarak 

dondurulmuĢ dalak ve lenf düğümleriyle yapılan füzyon çalıĢmalarında ve yüzeyinde 

HBeAg‟si eksprese eden M13 fajı ile gerçekleĢtirilen immünizasyonlar sonrası farelerin 

dalak ve lenf düğümleriyle yapılan füzyonlarda 1:2 oranı kullanılmıĢtır. Füzyonlarda 

birleĢtirilen hücreler 1250 rpm‟de 10 dakika santrifüj edildikten sonra üst kısmı atılarak, 

çöken hücre karıĢımına 37ºC‟de kullanıma hazır olarak bekletilen %50 

konsantrasyondaki 1 ml polietilen glikol 4000 (PEG-4000) bir dakika içerisinde oldukça 

yavaĢ Ģekilde eklendi. Hücreleri bulunduran tüp bir dakika iki el arasında yuvarlanarak 

karıĢtırıldı, daha sonra sırasıyla 4 ml serumsuz DMEM bir dakika içinde, 20 ml 

serumsuz DMEM ve 20 ml %15 FBS içeren DMEM besiyeri ikiĢer dakika içinde 

yavaĢça hücrelerin üzerine ilave edildi. KarıĢım 37ºC sıcaklıktaki CO2  inkübatöründe 

bir saat bekletildikten sonra santrifüj edildi. Çöken hücreler %2 HAT‟lı %20 FBS içeren 

DMEM besiyeri içerisinde süspanse edildi. Süspanse edilen hücreler bir gün önce 

hazırlanmıĢ besleyici hücre içeren kültür plaklarının üzerine 150 µl/kuyu olacak Ģekilde 

dağıtıldı (27).  

 

3.2.4. Füzyon Takibi 

 

Füzyondan 10 gün sonra hücre üst sıvılarından 100 µl alınıp hücrelerin üzerine 

100 µl %2 HAT‟lı %10 FBS içeren DMEM seçici besiyeri ilave edildi. 15. gün aynı 

Ģekilde %2 HT‟li besiyeri eklendi. Hücrelerin geliĢme durumuna bağlı olarak normal 

besiyerine geçildi. Füzyondan yaklaĢık 10 gün sonra hibrit hücrelerin HAT besiyerinde 

canlı, büyük ve belirgin Ģekilde geliĢtiği, bölünerek üzüm salkımına benzer klon 

oluĢturmaya baĢladığı mikroskobik çalıĢmayla gözlemlendi (ġekil 15). Füzyon plakları 

invert mikroskopta tek tek kontrol edilerek hibrit hücreler belirlendi. Füzyon sonrası 
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elde edilen monoklonal antikorlar üreten hibrit hücrelerin belirlenmesi için indirekt 

ELISA yöntemi kullanıldı.   

        

 

ġekil 15. Füzyondan 10 gün sonra hibrid hücrenin belirlenmesi ve çoğaltılması. A) Füzyon pleytindeki 

kuyuda bulunan hibrid hücrenin 10. gündeki durumu, 4x. B)  Füzyon pleytindeki kuyuda bulunan hibrid 

hücrenin 10. gündeki durumu, 10x. C) Hibrid hücrenin besiyerinin değiĢtirilmesi sonucu 15. gündeki 

durumu, 10x. D)   Hibrid hücrenin 22. gündeki durumu, 10x. 

 

3.2.5. Hibritlerin Alt Klonlarına Ayrılması 

 

ELISA yöntemiyle pozitif reaksiyon veren ve monoklonal antikor ürettiği 

belirlenen hibrit hücrelerin tek klondan oluĢan hibrit soyunu elde etmek için sınırlı 

seyreltme (limiting dilution) iĢlemi uygulandı (27). Bir kuyuda birden fazla hibridoma 

kolonisi bulunabileceği için sentezlenen antikor poliklonal özellikte olabilir. Seçilen 

kuyudaki hücreler sınırlı seyreltme yöntemi ile her kuyuya bir hücre düĢecek Ģekilde 
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yeni kültür plaklarına dağıtılarak tek hücreden köken alan hibridoma kolonisinin 

geliĢmesi sağlanır. 

 

3.2.6. Dalak ve Lenf Düğümlerinin Organ Olarak Dondurulması 

 

HBeAg‟ye özgü mAb‟ların geliĢtirilmesinde organ olarak dondurulmuĢ dalak ve 

lenf düğümleri füzyon çalıĢmalarında kullanıldı. Dislokasyon yöntemiyle öldürülen 

farelerin dalak ve lenf düğümleri oda sıcaklığındaki PBS (10 mM, pH 7.2) içine 

alınarak temizlendi. Bütün dokular (dalak ve her bir fareden 10-12 lenf düğümü) 

dondurulmak üzere iki ml‟lik dondurma tüplerine (cryovial) transfer edildikten sonra 

üzerlerine %10 DMEM, % 80 FBS (Fetal Bovine Serum) ve % 10 DMSO 

(Dimetilsülfoksit) içeren hücre dondurma çözeltisi eklendi. Kontrollü ve yavaĢ 

(dakikada 1ºC azalan) dondurma iĢlemi yapabilmek için dondurma tüpleri oda 

sıcaklığında bulunan izopropanollü hücre soğutma kabına (Nunc, Nalgane) koyulduktan 

sonra -80ºC dondurucuda bir gün bekletildi. Daha sonra dondurma tüpleri (cryovialler) 

uzun süreli depolama iĢlemi için -150ºC dondurucuya aktarıldı. Üç aylık süreç 

içerisinde her ay, dondurulan dalak ve lenf düğümlerini içeren dondurma tüplerinden 

biri çözülerek elde edilen hücreler füzyon çalıĢmasında kullanıldı.   

 

3.2.7. DondurulmuĢ dalak ve lenf düğümlerinin füzyon için açılması 

 

DondurulmuĢ dalak ve lenf düğümlerini içeren dondurma tüpleri -150ºC 

dondurucudan çıkarıldı, oda sıcaklığında bir dakika, 37°C‟ye ayarlanmıĢ su banyosunda 

üç dakika bekletilerek çözülmeye bırakıldı. Dalak ve lenf düğümleri hızlı bir Ģekilde 

önceden hazırlanmıĢ, içinde PBS olan petri içerisine alınarak durulandıktan sonra 

dokular yeni bir petriye aktarıldı. Dokular tek kullanımlık steril süzgeçlerde ezildi ve 

hücreler süspanse hale getirildi. Hücreler PBS içerisinde 1250 rpm‟de iki kez yıkanarak 

santrifüj edildi. Son yıkamadan sonra pelletlerin üzerine 10 ml PBS eklenerek hücreler 

sayıldı.     
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3.2.8. Monoklonal Antikorların Aktivite Tayini ve Karakterizasyonu (Çapraz 

Reaksiyon Testi) 

 

Elde edilen monoklonal antikorların karakterizasyonu için kullanılan 

yöntemlerden biri, söz konusu monoklonal antikorun farklı antijenler veya epitoplar ile 

aynı reaksiyonu verip vermediğinin analizidir. Antikor aktivitesi pozitif olan hibrit 

hücrelerin farklı proteinlerle yaptığı çapraz reaksiyonlarını görmek için ELISA plakları 

farklı proteinlerle kaplandı ve indirekt ELISA testi yapıldı. ELISA plakları kuyu baĢına 

100 µl olacak Ģekilde (400 ng/ml) HBeAg, HBcAg, HBsAg, BSA, Transferrin, insan 

serumu (1/50 ve 1/100 olacak Ģekilde) ve süt tozu (%1) ile kaplandı, plaklar +4ºC‟de 

gece boyu inkübe edildi. PBS-Tween-20 tamponu ile yıkama iĢleminden sonra 

kuyucuklar 150 µl %1‟lik süt tozu ile 37ºC‟de bir saat bloke edildi. Plaklar yıkandıktan 

sonra her bir kuyuya 100 µl hibrit üst sıvısı eklendi ve 37ºC‟de bir saat bekletildi. 

Yıkamadan sonra, alkalen fosfataz ile konjuge edilmiĢ 1/1000 dilüsyonda anti-mouse 

polivalent antikoru eklendi. 37ºC‟de bir saat bekletilen plaklar yıkanarak kuyulara 1 

mg/ml oranında PNPP/substrat tamponu çözeltisi eklendi. Plaklar oda sıcaklığında bir 

saat karanlıkta bırakıldı. OluĢan renk değiĢimi, ELISA okuyucusu ile 405 nm‟de 30 

dakika ve bir saatlik okumalarla belirlendi.  

 

3.2.9. Antikor Ġzotiplerinin Belirlenmesi 

 

Ġzotip belirleme, tanı sistemlerinde kullanılacak antikorların iĢaretlenmesi, 

kullanılacak ikinci antikorun Ig sınıfına karar verilmesi ve saflaĢtırma yönteminin 

belirlenmesi gibi çalıĢmalar için gerekli olmaktadır. Elde edilen monoklonal antikorun 

sınıf ve alt sınıfları indirekt ELISA ile belirlendi. Ticari antikor konjugatları (alkalin 

fosfat iĢaretli anti-mouse IgG, IgG1, IgG2a, IgG2b ve IgM antikorları, AbD Serotec, 

Kidlington, UK) ile yapılan testler sub-isotyping kit (Boehringer Mannheim, GmbH, 

Germany) ile tekrarlandı. 
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3.2.10. Monoklonal Antikorların SaflaĢtırılması 

 

3.2.10.1. Hibrit hücrelerin geniĢ ölçekte üretimi 

 

Monoklonal antikor üreten hibrit hücrelerden geniĢ ölçekte antikor elde etmek için 

değiĢik büyüklüklerde (25 cm
2
, 75 cm

2
, 150 cm

2
) hücre kültürü kapları kullanıldı. Hibrit 

hücreler %5 FBS içeren DMEM besiyerinde üretilip, üst sıvıları alınarak 1250 rpm‟de 

santrifüj edildikten sonra supernatant +4ºC‟de saklandı.  

 

3.2.10.2. Amonyum sülfat çöktürmesi  

 

Elde edilen supernatantın üzerine soğuk ortamda, 30 dakika içerisinde, bir 

karıĢtırıcı üzerinde %45 oranında amonyum sülfat eklendi. Gece boyu  +4ºC‟de 

karıĢtırıldıktan sonra 10.000-13.000 rpm‟de bir saat +4ºC‟de santrifüj edildi. Pellet 3-5 

ml PBS ile çözüldükten sonra PBS‟e karĢı gece boyu  +4ºC‟de diyaliz edildi.  

 

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

 

Ġmmün afinite kolon kromotografisinde kullanılacak kolon tipi monoklonal 

antikor üreten hibrit hücrelerin alt tiplerine göre seçildi. Kolon, kolon hacminin beĢ katı 

kadar bağlama tamponu ile yıkandı. FBS‟li besiyerinde üretilip, amonyum sülfat 

çöktürme uygulanarak diyaliz edilen monoklonal antikor üreten hibrit üst sıvısı 0.45 µm 

filtreden geçirildikten sonra mAb‟ın alt tipine göre Protein-A veya Protein-G immün 

afinite kolonuna yüklendi (Tablo 3). Daha sonra bağlama tamponu tekrar eklenerek, 

kolon sonrası kesimler 1‟er ml olmak üzere fraksiyon toplama ünitesi üzerindeki 

tüplerde biriktirildi. Tüplerin 280 nm‟de absorbans değerleri ölçülerek, protein değerleri 

sıfırı gösterinceye kadar kolondan bağlama (binding) tamponu geçirildi. Ardından 

proteinin yoğun olarak kolondan çıkmasını sağlayan (antikorun kolondan sökülmesini 
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sağlar) elüsyon tamponu geçirildi. Antikorlar 75 µl denge (neutralizing) tamponu içeren 

tüplerde birer ml olmak üzere toplandı. ĠĢlem, 280 nm‟de protein değeri tekrar sıfırı 

gösterinceye kadar devam ettirildi. Kolon, kolon hacminin iki katı kadar %20‟lik etanol 

ile yıkanarak +4ºC‟de saklandı. Kolon sonrası tüpler, ELISA ile test edilerek aktivite 

alınan antikor kesimleri belirlendi. SaflaĢtırılan monoklonal antikorlar 1 mg/ml olacak 

Ģekilde -20ºC‟de saklandı. Daha sonra antikorun en iyi çalıĢma dilüsyon aralığı 

belirlendi.  

 

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

 

Tür Alt 

sınıf 

Protein A 

bağlama 

Protein G 

bağlama 

Ġnsan IgA 

IgD 

IgE 

IgG1 

IgG2 

IgG3 

IgG4 

IgM 

DeğiĢken 

- 

- 

++++ 

++++ 

- 

++++ 

DeğiĢken 

- 

- 

- 

++++ 

++++ 

++++ 

++++ 

- 

Fare IgG1 

IgG2a 

IgG2b 

IgG3 

IgM 

+ 

++++ 

+++ 

++ 

DeğiĢken 

++++ 

++++ 

++++ 

+++ 

- 

 

3.2.11. Epitop Analizi 

 

16F8 anti-HBe monoklonal antikorlarının epitop analizi  ProImmune Ltd. 

(Oxford, UK) tarafından yapıldı.  
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4. BULGULAR  

 

4.1.  Ġmmünizasyonlarda Kullanılacak Ticari HBeAg’nin Dozunun 

Belirlenmesi 

 

HBeAg‟ye karĢı monoklonal antikor üretmek için kullanılan klasik yöntem, 1975 

yılında Köhler ve Milstein tarafından geliĢtirilen  “hibridoma teknolojisi” ile antikor 

üreten B lenfositlerinin in vitro koĢullarda ölümsüzleĢtirilmesidir (6). Hibridoma 

teknolojisi kullanılarak HBeAg‟ye özgü monoklonal antikor elde etmek için yapılan 

çalıĢmada önce ticari HBeAg ile immünizasyonlarda kullanılacak antijen dozunun 

belirlenmesi amacıyla fareler 2, 4 ve 10 µg HBeAg ile iki hafta aralıklarla üç defa 

immünize edildi. Daha sonra farelerin kuyruklarından alınan kandan elde edilen çeĢitli 

konsantrasyonlarda hazırlanmıĢ (1/50, 1/100, 1/200, 1/400) fare serumları ELISA ile 

kontrol edildi  (ġekil 16). Ġmmün yanıtı en yüksek seviyede uyaran antijen miktarı 10 

µg olarak belirlendi.  

 

 
 

ġekil 16. Ġmmünizasyonlarda kullanılan HBeAg dozunun belirlenmesi 
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4.1.1. Füzyonda Kullanılacak Farenin Seçimi 

 

Üç veya dört adet BALB/c fare, HBe antijeni (10 µg HBeAg) ile ikiĢer hafta 

aralıklarla üç defa immünize edildi. Ġlk immünizasyon “Freund’s complete” adjuvantı, 

ikinci ve diğer immünizasyonlar ise “Freund’s incomplete” adjuvantı ile 

gerçekleĢtirildi. Füzyon çalıĢmalarında, özellikle afinitesi ve özgünlüğü yüksek 

monoklonal antikor oluĢturmak üzere füzyon öncesi son immünizasyon adjuvantsız bir 

Ģekilde farenin el-ayak içlerine, periton içine ve kuyruğuna intravenöz olarak yapıldı. 

Üçüncü immünizasyon sonrasında farelerden kan alınıp HBeAg‟ye karĢı geliĢmiĢ bir 

antikor yanıtının oluĢup oluĢmadığına ELISA yöntemi ile bakıldı (80). Farklı füzyon 

çalıĢmaları için gerçekleĢtirilen immünizasyonlar sonrasında farelerde HBeAg‟ye karĢı 

geliĢen antikor yanıtları aĢağıda sırayla verilmektedir. 

 

 
 

ġekil 17. HBeAg ile immünize edilen farelerde Ag‟ye özgün antikor yanıtlarının belirlenmesi   

 

ELISA sonrasında birinci ve ikinci füzyonlarda sırasıyla kulağı iĢaretsiz (OD405 = 

2,48) ve sağ kulağı iĢaretli (OD405 = 2,44)  farelerin füzyon iĢleminde kullanılmasına 

karar verildi (ġekil 17). Seçilen farelerden elde edilen lenfositler ile gerçekleĢtirilen 

füzyon iĢlemi sonucunda HBeAg‟ye özgü monoklonal antikor (mAb) elde 

edilemediğinden yeni grup fareler ile immünizasyonlar baĢlatılmıĢtır.  
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ġekil 18. HBeAg ile immünize edilen farelerde Ag‟ye özgün antikor yanıtlarının belirlenmesi   
 

ELISA sonrasında üçüncü ve dördüncü füzyonlarda sırasıyla kulağı iĢaretsiz 

(OD405 = 1,2) ve sol kulağı iĢaretli (OD405 = 1,68) farelerin füzyon iĢleminde 

kullanılmasına karar verildi (ġekil 18). Seçilen farelerden elde edilen lenfositler ile 

gerçekleĢtirilen füzyon iĢlemi sonucunda HBeAg‟ye özgü mAb elde edilemediğinden 

yeni grup fareler ile immünizasyonlar baĢlatılmıĢtır. 

 

 
 

ġekil 19.  HBeAg ile immünize edilen farelerde Ag‟ye özgün antikor yanıtlarının belirlenmesi   
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ELISA sonrasında beĢinci ve altıncı füzyonlarda sırasıyla sol kulağı iĢaretli 

(OD405 = 2,35) ve sağ kulağı iĢaretli (OD405 = 2,48) farelerin füzyon iĢleminde 

kullanılmasına karar verildi (ġekil 19). Seçilen farelerden elde edilen lenfositler ile 

gerçekleĢtirilen füzyon iĢlemi sonucunda HBeAg‟ye özgü mAb elde edilemediğinden 

yeni grup fareler ile immünizasyonlar baĢlatılmıĢtır. 

 

 

 
 

 ġekil 20. HBeAg ile immünize edilen farelerde Ag‟ye özgün antikor yanıtlarının belirlenmesi   
 

ELISA sonrasında yedi, sekiz ve dokuzuncu füzyonlarda sırasıyla sağ kulağı 

iĢaretli (OD405 = 2,6), sol kulağı iĢaretli (OD405 = 2,68) ve kulağı iĢaretsiz (OD405 = 

2,45)  farelerin füzyon iĢleminde kullanılmasına karar verildi (ġekil 20). Seçilen 

farelerden elde edilen lenfositler ile gerçekleĢtirilen füzyon iĢlemi sonucunda 

HBeAg‟ye özgü mAb elde edilemediğinden yeni grup fareler ile immünizasyonlar 

baĢlatılmıĢtır. 
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ġekil 21. HBeAg ile immünize edilen farelerde Ag‟ye özgün antikor yanıtlarının belirlenmesi   
 

ELISA sonrasında onuncu füzyonda kulağı iĢaretsiz (OD405 = 2,67) olan farenin 

kullanılmasına karar verildi (ġekil 21). 

 

4.2.  Klasik Hücre Füzyonu 

 

HBeAg‟ye özgü monoklonal antikor eldesi için füzyona alınan farelerin dalak ve 

lenf düğümlerindeki hücrelerin tümü myeloma hücreleriyle birleĢtirildi (füzyon). Bu 

amaçla yapılan 10 füzyon çalıĢması aĢağıda sırayla tablolar halinde verilmektedir:  
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Tablo 4. Birinci Füzyon Sonucu 

  

Lenfositler 500 x 10
6 

Myeloma hücreleri 100 x 10
6
 

Kuyu sayısı 768 

Hibrit hücre sayısı 694 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 22 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor - 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 

Birinci füzyon sonucunda 694 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 22 adet hibrit hücre gözlendi fakat HBeAg‟ye özgü antikor üreten 

hibrit hücre elde edilemedi (Tablo 4). 

 

Tablo 5. Ġkinci Füzyon Sonucu 

 

Lenfositler 460 x 10
6 

Myeloma hücreleri 65 x 10
6
 

Kuyu sayısı 768 

Hibrit hücre sayısı 141 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 12 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor - 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 

Ġkinci füzyon sonucunda 141 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 12 adet hibrit hücre gözlendi fakat HBeAg‟ye özgü antikor üreten 

hibrit hücre elde edilemedi (Tablo 5). 
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Tablo 6. Üçüncü Füzyon Sonucu 
 

Lenfositler 210 x 10
6 

Myeloma hücreleri 75 x 10
6
 

Kuyu sayısı 768 

Hibrit hücre sayısı 716 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 17 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor - 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 
 

Üçüncü füzyon sonucunda 716 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 17 adet hibrit hücre gözlendi fakat HBeAg‟ye özgü antikor üreten 

hibrit hücre elde edilemedi (Tablo 6). 

 

Tablo 7. Dördüncü Füzyon Sonucu 
 

Lenfositler 350 x 10
6 

Myeloma hücreleri 130 x 10
6
 

Kuyu sayısı 768 

Hibrit hücre sayısı 390 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 18 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor 1(12E5) 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor 1(12E5) 

 
 

Dördüncü füzyon sonucunda 390 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 18 adet hibrit hücre gözlendi, HBeAg‟ye ve HBcAg‟ye özgü antikor 

üreten 12E5 hibrit hücresi elde edildi (Tablo 7). Fakat HBeAg‟ye daha özgün 

monoklonal antikor elde edebilmek için füzyonlara devam edildi. 
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Tablo 8. BeĢinci Füzyon Sonucu 
 

 

Lenfositler 210 x 10
6 

Myeloma hücreleri 60 x 10
6
 

Kuyu sayısı 768 

Hibrit hücre sayısı 257 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 7 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor - 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 

BeĢinci füzyon sonucunda 257 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 7 adet hibrit hücre gözlendi fakat HBeAg‟ye özgü antikor üreten 

hibrit hücre elde edilemedi (Tablo 8). 

 

Tablo 9. Altıncı Füzyon Sonucu 
 

Lenfositler 180 x 10
6 

Myeloma hücreleri 90 x 10
6
 

Kuyu sayısı 960 

Hibrit hücre sayısı 526 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 8 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor 2 (1C6, 8C10) 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 

 

Altıncı füzyon sonucunda 526 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 8 adet hibrit hücre gözlendi, HBcAg‟ye özgü antikor üreten 2 adet 

(1C6, 8C10) hibrit hücresi elde edildi (Tablo 9). HBeAg‟ye özgü monoklonal antikor 

elde etmek için füzyonlara devam edildi. 
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Tablo 10. Yedinci Füzyon Sonucu 
 

Lenfositler 48 x 10
6 

Myeloma hücreleri 24 x 10
6
 

Kuyu sayısı 384 

Hibrit hücre sayısı 200 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 8 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor - 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 

 

Yedinci füzyon sonucunda 200 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 8 adet hibrit hücre gözlendi fakat HBeAg‟ye özgü antikor üreten 

hibrit hücre elde edilemedi (Tablo 10). 

 

Tablo 11. Sekizinci Füzyon Sonucu 
 

Lenfositler 75 x 10
6 

Myeloma hücreleri 35 x 10
6
 

Kuyu sayısı 384 

Hibrit hücre sayısı 63 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 1 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor - 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 

Sekizinci füzyon sonucunda 63 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 1 adet hibrit hücre gözlendi fakat HBeAg‟ye özgü antikor üreten 

hibrit hücre elde edilemedi (Tablo 11). 
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Tablo 12. Dokuzuncu Füzyon Sonucu 

 

Lenfositler 153 x 10
6 

Myeloma hücreleri 75 x 10
6
 

Kuyu sayısı 576 

Hibrit hücre sayısı 404 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 10 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor - 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 
 

Dokuzuncu füzyon sonucunda 404 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 10 adet hibrit hücre gözlendi fakat HBeAg‟ye özgü antikor üreten 

hibrit hücre elde edilemedi (Tablo 12). 

 

Tablo 13. Onuncu Füzyon Sonucu 
 

Lenfositler 425 x 10
6 

Myeloma hücreleri 110 x 10
6
 

Kuyu sayısı 768 

Hibrit hücre sayısı 629 

Antikor aktivitesi veren hibrit hücre sayısı 65 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor 1 (18E10) 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor 1 (16F8) 

 

Onuncu füzyon sonucunda 629 hibrit hücresinden HBeAg‟ye karĢı antikor 

aktivitesine sahip 65 adet hibrit hücre gözlendi, HBeAg‟ye ve HBcAg‟ye özgü antikor 

üreten hibrid hücreleri (sırasıyla 16F8 ve 18E10) elde edildi (Tablo 13).  
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4.3.  Monoklonal Antikorların Çapraz Reaksiyon Testi  

 

Çapraz reaksiyon testi, antikor ile özgün olduğu antijene yapısal benzerlik 

gösteren veya test edilecek ortamda çapraz reaksiyon yaratması olası farklı antijenlerle 

reaksiyonların belirlenmesidir. HBeAg‟ye karĢı antikor aktivitesi pozitif olan 16F8 

hibrit hücresindeki çapraz etkileĢimleri görebilmek için farklı proteinleri ELISA plağına 

kaplayarak yapılan indirekt ELISA testinin sonuçları ġekil 22„te gösterilmiĢtir. Buna 

göre; 16F8 hibrit hücresi HBeAg‟ye karĢı yüksek antikor yanıtı verirken, plağa 

kaplanan diğer antijenlere karĢı belirgin düzeyde antikor yanıtı oluĢturmamaktadır.  

 

 
 

ġekil 22. 16F8 monoklonal antikorunun çapraz reaksiyon testi 

 

HBeAg‟ye karĢı antikor aktivitesi pozitif olan 12E5 hibrit hücresindeki çapraz 

etkileĢimleri görebilmek için ELISA plağına farklı proteinler kaplanarak yapılan 

indirekt ELISA testinin sonuçları ġekil 23„te gösterilmiĢtir. Buna göre; 12E5 hibrit 

hücresi hem HBcAg‟ye, hem de HBeAg‟ye karĢı yüksek antikor yanıtı verirken, plağa 

kaplanan diğer antijenlere karĢı belirgin düzeyde antikor yanıtı oluĢturmamaktadır. 
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ġekil 23. 12E5 monoklonal antikorunun çapraz reaksiyon testi 

 

HBcAg‟ye karĢı antikor aktivitesi pozitif olan 18E10 hibrit hücresindeki çapraz 

etkileĢimleri görebilmek için ELISA plağına farklı proteinler kaplanarak yapılan 

indirekt ELISA testinin sonuçları ġekil 24„te gösterilmiĢtir. Buna göre; 18E10 hibrit 

hücresi HBcAg‟ye karĢı yüksek antikor yanıtı verirken, plağa kaplanan diğer antijenlere 

karĢı belirgin düzeyde antikor yanıtı oluĢturmamaktadır. 

 

 
 

ġekil 24. 18E10 monoklonal antikorunun çapraz reaksiyon testi 
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HBcAg‟ye karĢı antikor aktivitesi pozitif olan 1C6 hibrit hücresindeki çapraz 

etkileĢimleri görebilmek için ELISA plağına farklı proteinler kaplanarak yapılan 

indirekt ELISA testinin sonuçları ġekil 25„te gösterilmiĢtir. Buna göre; 1C6 hibrit 

hücresi HBcAg‟ye karĢı yüksek antikor yanıtı verirken, plağa kaplanan diğer antijenlere 

karĢı belirgin düzeyde antikor yanıtı oluĢturmamaktadır. 

 

 

 

ġekil 25. 1C6 monoklonal antikorunun çapraz reaksiyon testi 

 

HBcAg‟ye karĢı antikor aktivitesi pozitif olan 8C10 hibrit hücresindeki çapraz 

etkileĢimleri görebilmek için ELISA plağına farklı proteinler kaplanarak yapılan 

indirekt ELISA testinin sonuçları ġekil 26„da gösterilmiĢtir. Buna göre; 8C10 hibrit 

hücresi HBcAg‟ye karĢı yüksek antikor yanıtı verirken, plağa kaplanan diğer antijenlere 

karĢı belirgin düzeyde antikor yanıtı oluĢturmamaktadır. 
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ġekil 26. 8C10 monoklonal antikorunun çapraz reaksiyon testi 

 

4.4. Monoklonal Antikorların Alt Ġzotipleri 

 

Elde edilen monoklonal antikorların sınıf ve alt sınıfları indirekt ELISA ile 

belirlendi. Elde edilen bütün monoklonal antikorların alt izotipleri aĢağıda tablolar 

halinde verilmektedir. 

 

Tablo 14. 16F8 monoklonal antikorunun alt izotipleri 
 

  Alt izotipe özgü anti-mouse immünoglobulinler  

    Hibrid  

   hücreler 

      IgG        IgM      IgA       IgG1       IgG2a     IgG2b     IgG3         λ         К  

16F8  
 

      2,53       0,18       0,18        2,15        0,19         0,23         0,16      0,16      1,6 

 

 

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

antikorunun alt tipinin IgG1 olduğu belirlenmiĢtir. 
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Tablo 15. 12E5 monoklonal antikorunun alt izotipleri 
 

 Alt izotipe özgü anti-mouse immünoglobulinler  

    Hibrid  

   hücreler 

      IgG        IgM      IgA       IgG1       IgG2a     IgG2b     IgG3         λ         К  

12E5 
 

      2,93        0,17      0,18       0,15        0,16         2,45         0,19       0,18      1,8 
 

 

Ticari konjugatlar ve ticari sub-isotype kit kullanılarak 12E5 monoklonal 

antikorunun alt tipinin IgG2b olduğu belirlenmiĢtir. 

 

Tablo 16. 18E10 monoklonal antikorunun alt izotipleri 
 

  Alt izotipe özgü anti-mouse immünoglobulinler  

    Hibrid  
   hücreler 

      IgG        IgM      IgA       IgG1       IgG2a     IgG2b     IgG3         λ         К  

18E10        0,19       2,43       0,17        0,17        0,18         0,17         0,17      0,23     0,8  

 

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

antikorunun alt tipinin IgM olduğu belirlenmiĢtir. 

 

Tablo 17. 1C6 monoklonal antikorunun alt izotipleri 

 

 Alt izotipe özgü anti-mouse immünoglobulinler  

    Hibrid  
   hücreler 

      IgG        IgM      IgA       IgG1       IgG2a     IgG2b     IgG3         λ         К  

1C6  
 

      0,11       1,48       0,15        0,21        0,19         0,23         0,16      0,16     0,7 

 

 

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

antikorunun alt tipinin IgM olduğu belirlenmiĢtir. 
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Tablo 18. 8C10 monoklonal antikorunun alt izotipleri 
 

 Alt izotipe özgü anti-mouse immünoglobulinler  

    Hibrid  

   hücreler 

      IgG        IgM      IgA       IgG1       IgG2a     IgG2b     IgG3         λ         К  

8C10  
 

      0,13       2,25       0,13       0,20        0,18         0,22         0,14       0,13      1,1 
 

 

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

antikorunun alt tipinin IgM olduğu belirlenmiĢtir. 

 

4.5. Monoklonal Antikorların SaflaĢtırılması 

 

16F8 HBeAg‟ye özgü monoklonal antikor geniĢ ölçekte üretildikten sonra üst 

sıvıları amonyum sülfat ile çöktürüldü. 16F8 monoklonal antikorunun izotipi IgG1 

olduğundan Protein-G afinite kolon kromotografisi ile saflaĢtırıldı. Kolon sonrası 

biriktirilen bütün kesimlere indirekt ELISA testi uygulandı. Sonuç olarak 38. ve 39. 

tüpler hem protein içeriği, hem de HBe antikoru bakımından yüksek bulundu (ġekil 27). 

Ġki tüpten toplam 9 mg/ml protein elde edildi ve 1 mg/ml olacak Ģekilde bölündükten 

sonra -20ºC‟de saklandı.        
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ġekil 27. 16F8 monoklonal antikorun saflaĢtırılması 

 

12E5 HBcAg‟ye ve HBeAg‟ye özgü monoklonal antikoru geniĢ ölçekte 

üretildikten sonra üst sıvıları amonyum sülfat ile çöktürüldü. 12E5 monoklonal 

antikorunun izotipi IgG2b olduğundan Protein-A afinite kolon kromotografisi ile 

saflaĢtırıldı. Kolon sonrası biriktirilen bütün kesimlere indirekt ELISA testi uygulandı. 

Sonuç olarak 28, 29 ve 30. tüpler hem protein içeriği, hem de HBe antikoru bakımından 

yüksek bulundu (ġekil 28). Üç tüpten toplam 5 mg/ml protein elde edildi ve 1 mg/ml 

olacak Ģekilde bölündükten sonra -20ºC‟de saklandı.        
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ġekil 28. 12E5 monoklonal antikorunun saflaĢtırılması 

 

4.6. Monoklonal Antikorun Farklı Seyreltme Oranlarında Antijene 

Bağlanma Miktarının Belirlenmesi 

 

16F8 HBeAg‟ye özgü monoklonal antikorunun optimum seyreltme oranını 

belirlemek için, 1 mg/ml olarak -20ºC‟de sakladığımız 16F8 stokları ġekil 29„da 

gösterildiği gibi seyreltildi. 16F8 monoklonal antikorunun optimum seyreltme oranı 

1:1000 olarak bulundu.  
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ġekil 29. 16F8 monoklonal antikorunun farklı seyreltme oranlarında antijene bağlanma miktarlarının 

belirlenmesi.  ELISA plakları HBeAg (40 ng/kuyu) ile kaplandı ve saflaĢtırılan 16F8 monoklonal 

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

 

12E5 monoklonal antikorunun optimum seyreltme oranını belirlemek için, 1 

mg/ml olarak -20ºC‟de sakladığımız 12E5 stokları ġekil 30„da gösterildiği gibi 

seyreltildi. 12E5 monoklonal antikoru hem c antijenini hem de e antijenini tanıdığı için 

farklı dilüsyonlar yapıldı. Optimum seyreltme oranları c antijenine 1:10.000, e 

antijenine 1:1000 olarak bulundu.  
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ġekil 30. 12E5 monoklonal antikorunun farklı seyreltme oranlarında antijene bağlanma miktarlarının 

belirlenmesi.  ELISA plakları hem HBcAg hem de HBeAg (40 ng/kuyu) ile kaplandı ve saflaĢtırılan 12E5 

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

 

Bir sonraki adımda ELISA plakları farklı miktarlarda HBeAg ile kaplandı. 1:1000 

oranında PBS ile seyreltme yapılan 16F8 monoklonal antikoru ELISA plaklarının 

kuyucuklarına koyuldu. Antikoru tanıyabilen optimum antijen düzeyi ġekil 31„de 

gösterildi.  16F8 monoklonal antikorunu tanıyan optimum antijen dozu 100 ng/ml 

olarak bulundu.  
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ġekil 31. ELISA‟da 16F8 monoklonal antikorunu tanımak için kullanılacak antijenin optimum dozunun 

belirlenmesi. ELISA plakaları farklı miktarlarda antijen ile kaplandı ve 16F8 monoklonal antikorunun 

(1/1000) antijene bağlanma özgünlüğü test edildi. 

 

ELISA plakları farklı miktarlarda hem HBcAg ve hem de HBeAg ile kaplandı. 

1:1000 oranında PBS ile seyreltme yapılan 12E5 monoklonal antikoru hem HBcAg hem 

de HBeAg kaplı ELISA plaklarının kuyucuklarına koyuldu. Antikoru tanıyabilen 

optimum antijen düzeyi ġekil 32„de gösterildi. 12E5-C monoklonal antikorunu tanıyan 

optimum antijen dozu 10ng/ml, 12E5-E monoklonal antikoru tanıyan optimum antijen 

dozu 100 ng/ml olarak bulundu.  

 



78 

 

 

 

ġekil 32. ELISA‟da 12E5 monoklonal antikorunu tanımak için kullanılacak antijenin optimum dozunun 

belirlenmesi. ELISA plakaları farklı miktarlarda c ve e antijen ile kaplandı ve 12E5 monoklonal 

antikorunun antijene bağlanma özgünlüğü test edildi. 

 

   

4.7. Monoklonal Antikorların Epitop Analizi  

 

16F8 monoklonal antikorunun epitop analizi  ProImmune Ltd. (Oxford, UK) 

tarafından yapıldı. Ġlk olarak insan Hepatit B virüsünün bütün antijenlerine özgü 15 

amino asitlik sekanslar halinde 10 amino asiti üst üste gelecek Ģekilde biotinlenmiĢ 

peptit kütüphanesi oluĢturuldu (Tablo 19). 16F8 monoklonal antikorunun 79-119 ile 

numaralandırılmıĢ peptitler arasında görüntü elde edileceği düĢünüldü. 
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Tablo 19. Hepatit B virüsünün bütün antijenlerine özgü biotinlenmiĢ peptit kütüphanesinde e antijeninin 

epitop dizisi 
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Biotinlenen peptitler 0.2 µM konsantrasyonda streptoavidin ile kaplandı ve 

ELISA plaklarına bloklandı. 1 µg/ml konsantrasyonda antikor eklendi. Peptid bağlı 

antikorlar anti-human poliklonal antikor ile iĢaretlendi, horseradish peroksidaz ve  

chemiluminescent substrat ile görünür hale getirildi (ġekil 33).  

 

 
 

ġekil 33. Biotinlenen peptit dizilerine, 16F8 monoklonal antikorunun  

bağlanarak substrat ile görünür hale gelmesi 

 

16F8 monoklonal antikoru iki antijen diziliminde pozitif sonuç verdi (109-110). 

16F8 epitop dizilimi Tablo 20„de gösterilmiĢtir.  
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Tablo 20. 16F8 monoklonal antikorunun amino asit dizilimi 

 

Epitop 

1 

Peptidler 

109-110 

Amino asit dizilimi 

FGVWIRTPPAYRPPNAPILS 

  

12E5 monoklonal antikorlarının epitop analizi de ProImmune Ltd. (Oxford, UK) 

tarafından yapıldı. Ġnsan Hepatit B virüsünün bütün antijenlerine özgü 15 amino asitlik 

sekanslar halinde 10 amino asiti üst üste gelecek Ģekilde biotinlenmiĢ peptit kütüphanesi 

oluĢturuldu (Tablo 21). 12E5 monoklonal antikorunun 120-154 ile numaralandırılmıĢ 

peptitler arasında görüntü elde edileceği düĢünüldü. 

 

Tablo 21. Hepatit B virüsünün bütün antijenlerine özgü biotinlenmiĢ peptit kütüphanesinde c antijenin 

epitop dizisi  
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Biotinlenen peptitler 0.2 µM konsantrasyonda streptoavidin ile kaplandı ve 

ELISA plaklarına bloklandı. 1  µg/ml konsantrasyonda antikor eklendi. Peptit bağlı 

antikorlar anti-human poliklonal antikor ile iĢaretlendi, horseradish peroksidaz ve  

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

bağlanarak substrat ile görünür hale gelmesi 

 

12E5 monoklonal antikoru sadece bir antijen diziliminde çok zayıf pozitif sonuç 

verdi (I.D.144). 12E5 epitop dizilimi düz (lineer) bir Ģekilde dizilime sahip değildi bu 

nedenle kesintili (discontinuous) epitop olabileceği kanısına varıldı. 
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4.8. Organ Olarak DondurulmuĢ Dalak ve Lenf Düğümlerinin Füzyon 

ÇalıĢmasında Kullanılması 

 

HBeAg ile immünize farelerin dondurulmuĢ dalak ve lenf düğümleri kullanılarak 

hücreler izole edildikten sonra anti-HBe monoklonal antikoru eldesi için füzyon 

deneyleri yapıldı. Bu amaca yönelik 5 adet 8 haftalık BALB/c fare, 10µg HBeAg ile 

ikiĢer hafta aralıklarla immünize edildi. Ġlk immünizasyon Freund’s complete adjuvantı, 

ikinci ve diğer immünizasyonlar ise Freund’s incomplete adjuvantı ile gerçekleĢtirildi. 

Farelerden kan alınıp ilgili antijene karĢı geliĢmiĢ bir antikor yanıtının oluĢup 

oluĢmadığına ELISA‟da bakıldı (ġekil 35). Bu farelerin dıĢında 4 fareye kontrol 

füzyonları için farklı tarihlerde aynı immünizasyon protokolü uygulandı.  

 

 
 

ġekil 35.  HBeAg ile immünize edilen farelerde  Ag‟ye özgün 

antikor yanıtlarının belirlenmesi 

 

HBeAg ile immünize edilen sol kulağı iĢaretli fare dıĢında iyi antikor yanıtı veren 

diğer farelerin lenf düğümleri ve dalağı dondurma besiyeri içine alınarak bir gün -

80°C‟de bekletilip, daha sonra -150ºC dondurucuda saklandı. Dondurma deneylerinde 

kullanılması planlanan üç adet fare için üç aylık bir program yapıldı ve her ay bir 

farenin lenf düğümü ile beraber dalağı füzyona alındı. Dondurma sonrası birinci, ikinci 
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ve üçüncü ayın sonunda yapılan füzyon çalıĢmalarında, cryo tüplerde muhafaza edilen 

lenf düğümleri ve dalak oda sıcaklığına çıkartıldı, 1 dakika elde, 3 dakika 37 ºC‟deki su 

banyosunda olmak üzere çözülmeleri sağlandı. Kullanılmadan önce organlar fosfat 

tamponunda (PBS, 10 mM, pH 7,2) yıkandı. Organlar iyice çözüldükten sonra steril tek 

kullanımlık süzgecin arasında lenf düğümleri ve dalak parçalanarak hücreler elde edildi. 

Daha sonra, elde edilen hücreler Thoma lamında sayılıp myeloma hücreleri ile füzyona 

alındı.    

 

4.8.1. Dondurulan Organlar ile Yapılan Füzyon Sonuçları 

 

-150ºC dondurucuda bir ay bekletilen dondurulmuĢ organlar ile yapılan birinci 

füzyon sonuçları Tablo 22‟de verilmiĢtir. 

  

Tablo 22. Organ olarak dondurulmuĢ dalak ve lenf düğümlerinden yapılan birinci füzyon çalıĢması 

sonuçları 

 

Hücreler DondurulmuĢ  

Organ 

Kontrol 

Lenfositler 60 x 10
6 

400 x 10
6
 

Myeloma hücreleri 30 x 10
6
 190 x 10

6
 

Kuyu sayısı 288 768 

Hibrit hücre sayısı 57 206 

Antikor aktivitesine sahip hibrit hücre sayısı 4 7 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - - 

 

Bu çalıĢmada -150ºC dondurucuda bir ay bekletilen dondurulmuĢ organlar ile 

füzyon yapılmasına rağmen 57 adet çoğalabilen hibrit hücre elde edildi, bulunan 

hibritlerden 4 tanesinin hem aktif olarak çoğalabildiği, hem de antikor üretebildiği 

görüldü (Tablo 22). Kontrol grubunda ise 206 hibrit elde edildi, bulunan hibritlerden 7 

tanesinin aktif hibrit olduğu görüldü. Antikor aktivitesine sahip hibrit hücre sayısı, 
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yüzde baĢarı oranı olarak hesaplandığında dondurulmuĢ organlardan yapılan füzyonun 

daha baĢarılı olduğu sonucuna varıldı.  

 

-150ºC dondurucuda iki ay bekletilen dondurulmuĢ organlar ile yapılan ikinci 

füzyon sonuçları Tablo 23‟te verilmiĢtir. 

 

Tablo 23. DondurulmuĢ dalak ve lenf düğümlerinden yapılan ikinci füzyon çalıĢması sonuçları 

 

Hücreler DondurulmuĢ  

Organ 

Kontrol 

Lenfositler 30.5 x 10
6 

325 x 10
6
 

Myeloma hücreleri 16 x 10
6
 170 x 10

6
 

Kuyu sayısı 192 672 

Hibrit hücre sayısı 37 97 

Antikor aktivitesine sahip hibrit hücre sayısı - 5 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - - 

HBVc antijenine özgü monoklonal antikor - 1 (3G3) 

 

Bir ay -150ºC dondurucuda bekletilen dondurulmuĢ organlar ile yapılan füzyon 

çalıĢmasında iyi sonuçlar almamıza rağmen iki ay bekletilen dondurulmuĢ organlar ile 

yapılan füzyon çalıĢmasında 37 adet hibrit hücre elde edildi fakat antikor üretme 

yeteneğine sahip olan hibrit hücre elde edilemedi (Tablo 23). ÇalıĢmada farklı 

zamanlarda satın alınan ve farklı lot numaralarına sahip serumların (FBS) 

kullanılmasının füzyon veriminin düĢük olmasında etkili olduğu düĢünülmektedir.   

 

-150ºC dondurucuda üç ay bekletilen dondurulmuĢ organlar ile yapılan üçüncü 

füzyon sonuçları Tablo 24‟te verilmiĢtir. 
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Tablo 24. DondurulmuĢ dalak ve lenf düğümlerinden yapılan üçüncü füzyon çalıĢması sonuçları 

 

Hücreler DondurulmuĢ  

Organ 

Kontrol 

Lenfositler 50 x 10
6 

290 x 10
6
 

Myeloma hücreleri 25 x 10
6
 145 x 10

6
 

Kuyu sayısı 192 696 

Hibrit hücre sayısı 168 1094 

Antikor aktivitesine sahip hibrit hücre sayısı 11 23 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - - 

 

Bu çalıĢmada -150ºC dondurucuda üç ay bekletilen dondurulmuĢ organlar ile 

füzyon yapılmasına rağmen 168 adet çoğalabilen hibrit hücre elde edildi, bulunan 

hibritlerden 11 tanesinin hem aktif olarak çoğalabilmekte hem de antikor üretme 

yeteneğini korumakta olduğu görüldü (Tablo 24). Kontrol grubunda ise 1094 hibrit elde 

edildi, bulunan hibritlerden 23 tanesinin aktif hibrit olduğu görüldü. Antikor aktivitesine 

sahip hibrit hücre sayısı, yüzde baĢarı oranı olarak hesaplandığında dondurulmuĢ 

organlardan yapılan füzyonun daha baĢarılı olduğu bulundu. Ancak füzyon 

çalıĢmalarında HBeAg‟yi özgün tanıyan monoklonal antikor elde edilemedi. Füzyon 

çalıĢmalarında mAb eldesi zordur, bu tez çalıĢmasında yapılan 10 adet klasik füzyon 

sonucunda HBeAg‟ye özgü sadece 1 mAb elde edilebilmiĢtir. Üç aylık dondurma, 

saklama ve çözme iĢleminin, immünize farelerden elde edilen dondurulmuĢ lenf 

düğümü ile dalağı olumsuz olarak etkilemediği, çoğalabilen ve antikor üretme 

yeteneğini koruyan hücrelerin canlılığını sürdürdüğü gösterildi. Bu yöntemin organ 

dondurma çalıĢmalarında alternatif bir yöntem olarak kullanılabileceği 

düĢünülmektedir.  
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4.9. Yüzeyinde Hepatit B e Antijeni Eksprese Eden M13 Bakteriyofajı ile 

Yapılan Ġmmünizasyonlar Sonrası Monoklonal Antikor GeliĢtirilmesi 

 

TÜBĠTAK-MAM GMBE Ġmmünogenetik Laboratuvarı tarafından, TARAL 1007 

projesi kapsamında (105G0656) yapılan yüzeyinde HBeAg‟yi eksprese eden M13 

fajlarla immünize çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. Ġmmünizasyon sonuçları ġekil 36 ve ġekil 

37‟de gösterilmektedir. Buna göre rekombinant e faj ile immünize edilen birinci grup 

farelerden sağ kulağı iĢaretli farede, rekombinant e faj + incomplete freund‟s adjuvantı 

ile immünize edilen ikinci grupta ise sağ kulağı iĢaretli ve sağ kulağı delik farelerde e 

antijenine karĢı yüksek antikor yanıtı elde edilmiĢtir.  

 

 
 

ġekil 36. Rekombinant e faj immünizasyonu (1. Grup) sonucunda farelerde oluĢan 

 hepatit e antikorunun seviyesinin belirlenmesi.  
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ġekil 37. Rekombinant e faj + incomplete freund‟s adjuvant immünizasyonu (2. Grup) 

 sonucunda farelerde oluĢan hepatit e antikorunun seviyesi 

 

4.9.1. Yüzeyinde Hepatit B e Antijeni Eksprese Eden M13 Bakteriyofajı ile 

Yapılan Ġmmünizasyonlar Sonrası Füzyon ÇalıĢmaları 

 

Birinci füzyon çalıĢmasında 1. Grup immünizasyonda antikor yanıtı yüksek 

bulunan sağ kulağı iĢaretli fare kullanıldı (ġekil 36). Füzyon sonuçları Tablo 25‟de 

gösterilmektedir. 

 

Tablo 25. Rekombinant e faj immünizeli farenin dalak ve lenf düğümlerinden yapılan birinci füzyon 

çalıĢmasının sonuçları 

 

Füzyon Sonucu 

Lenfositler 4.1 x 10
8 

Myeloma hücreleri 2 x 10
8
 

Kuyu sayısı 960 

Hibrit hücre sayısı 854 

Antikor aktivitesine sahip hibrit hücre sayısı 11 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 
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Ġkinci ve üçüncü füzyon çalıĢmasında 2. Grup immünizasyonda antikor yanıtı 

yüksek bulunan sağ kulağı iĢaretli ve sağ kulağı delik fare kullanıldı (ġekil 37). Füzyon 

sonuçları Tablo 26 ve 27‟de gösterilmektedir. 

 

Tablo 26. Rekombinant e faj+IFA immünizeli sağ kulağı iĢaretli farenin dalak ve lenf düğümlerinden 

yapılan ikinci füzyon çalıĢmasının sonuçları 

 

Füzyon Sonucu 

Lenfositler 310 x 10
6 

Myeloma hücreleri 150 x 10
6
 

Kuyu sayısı 768 

Hibrit hücre sayısı 527 

Antikor aktivitesine sahip hibrit hücre sayısı 9 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 

Tablo 27. Rekombinant e faj+IFA immünizeli sağ kulağı delik farenin dalak ve lenf düğümlerinden 

yapılan üçüncü füzyon çalıĢmasının sonuçları 

 

Füzyon Sonucu 

Lenfositler 130 x 10
6 

Myeloma hücreleri 100 x 10
6
 

Kuyu sayısı 672 

Hibrit hücre sayısı 117 

Antikor aktivitesine sahip hibrit hücre sayısı 1 

HBVe antijenine özgü monoklonal antikor - 

 

Bu çalıĢmada toplam 1498 adet hibrit hücre elde edildi. Bu hibrit hücrelerin 21 

tanesinin antikor aktivitesi olduğu belirlendi. Ancak füzyon çalıĢmalarında HBeAg‟yi 

özgün tanıyan monoklonal antikor elde edilememiĢtir.  
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5. TARTIġMA 

 

 Dünyada en çok görülen enfeksiyon hastalıklarından biri olan hepatit B, hafif ve 

belirti göstermeyen bir enfeksiyondan, sirozla primer hepatosellüler karsinoma gibi çok 

daha ağır karaciğer hastalıklarına kadar çeĢitli tablolara neden olabilmektedir. Son 40 

yılda hepatit B‟nin etiyolojisi, geçmiĢi, epidemiyolojisi ve halk sağlığı kontrolü 

açısından bilgi birikimi elde edilmesi ile hastalığın ciddiyetine dikkat çekilmiĢ ve dünya 

genelinde hepatit B yayılımının kontrolü için 150‟den fazla ülkede hepatit B aĢısı ulusal 

aĢılama programlarına dahil edilmiĢtir. Ülkelerin aĢılama politikasındaki bu değiĢiklik 

ile günümüzde kronik HBV enfeksiyonu hastası olan yenidoğan sayısının ve bununla 

bağlantılı olarak HBV‟den kaynaklanabilen siroz, karaciğer kanseri gibi vakaların 

zamanla azalması beklenmektedir (91). Dünya genelinde 2 milyar insanın ( dünya 

nüfusunun yaklaĢık 1/3‟ünün) Hepatit B ile enfekte olduğu ve bu kiĢilerin 400 

milyonunda enfeksiyonun kronik Hepatit B hastalığına dönüĢtüğü bilinmektedir (28). 

Her yıl yaklaĢık 1 milyon insan Hepatit B ve onun neden olduğu sorunlar nedeni ile 

yaĢamını yitirmektedir.  

 

 Akut, kronik ve Ģiddetli (fulminant) tipleri bulunan HBV enfeksiyonunda hastanın 

hastalığın hangi evresinde olduğunu belirlemek için serolojik testlerden 

yararlanılmaktadır (91). Hastalığın farklı aĢamalarında antijenlerin (HBsAg ve HBeAg) 

ve antikorların (anti-HBsAg, anti-HBeAg ve anti-HBcAg) düzeyleri farklılık 

gösterdiğinden bu değerlerin takip edilmesiyle hastalığın seyri hakkında bilgi sahibi 

olmak mümkündür (149). HBsAg ile beraber veya HBsAg seviyesinin artmasından çok 

kısa bir süre sonra serumda beliren HBeAg hem akut, hem de kronik hepatitte viral 

DNA ile aktif replikasyonun varlığını yansıttığından bulaĢıcılığın belirteci olarak kabul 

edilmektedir (33). HBeAg seviyesi iyileĢen olgularda ortalama 10 hafta içerisinde, 

HBsAg seviyesindeki düĢüĢü takiben düĢmektedir  (129).   HBV enfeksiyonu taĢıyan 

hastaların serumlarında HBsAg ve HBeAg seviyeleri ile HBV DNA‟sı 

konsantrasyonunun 6 aydan uzun süre yüksek seyrini koruması enfeksiyonun 

kronikleĢme evresinde olduğunu belirtmektedir (98,148). Akut HBV hastalarında 

zaman içinde HBeAg seviyesindeki düĢüĢe paralel olarak anti-HBeAg seviyesinde artıĢ 
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görülmektedir. Anti-HBe seviyesi yüksek olan hastalarda hastalığın bulaĢma riski 

azalmaktadır (140). 

 

 Bu tez çalıĢmasında, Hepatit B hastalığının Ģiddeti ve seyrini izlemek üzere klasik 

hibridoma teknolojisi kullanılarak HBeAg‟ye özgü monoklonal antikorlar geliĢtirilmiĢ 

ve karakterize edilmiĢtir. Klasik hibridoma yönteminde temel amaç bir fareye ilgili 

antijenin enjekte edilmesi yoluyla farenin B lenfositlerinden, verilen antijene karĢı 

antikor üretmelerini sağlamak ve daha sonra bu hücreler ile myeloma hücrelerini 

birleĢtirerek hücre kültür ortamında sürekli çoğalarak antikor üreten hibrit hücreler 

geliĢtirmektir (76).  

 

 Ġmmünizasyonlarda kullanılacak antijen dozunun belirlenmesi, uygun adjuvant 

seçimi, antijen-adjuvant karıĢımının hazırlanması, immunizasyon yolunun ve 

enjeksiyon hacminin belirlenmesi hibridoma tekniği ile monoklonal antikor elde 

edilmesinde dikkat edilmesi gereken kritik aĢamalardır. Bu tez çalıĢmasında fare 

immünizasyonunda kullanılacak antijen dozunu belirlemek amacıyla farelere 2 µg, 4 µg 

ve 10 µg olmak üzere üç farklı dozda HBeAg uygulanarak en iyi yanıtın 10 µg antijen 

dozunda elde edildiği belirlendi ve immünizasyonlara bu doz ile devam edildi. Farklı 

araĢtırma gruplarının yaptığı çalıĢmalarda, HBeAg‟ye karĢı immün yanıt oluĢturmak 

için yapılan immünizasyonlarda yüksek dozda antijene ihtiyaç duyulduğu görülmektedir 

(75,163). Bu durum, kullanılan antijenin saflaĢtırma sırasında maruz kaldığı iĢlemlere 

bağlı olarak immün yanıt seviyesinin düĢmesi ile bağlantılı olabilir. 

 

 Hepatit B virüsünün C geni tarafından sentezlenen mRNA üzerinde farklı 

konumlarda bulunan iki AUG baĢlangıç kodunundan baĢlayan iki ayrı translasyon 

sonucunda elde edilen HBe ve HBc antijenleri farklı özelliklere sahiptir. 5‟ Ucuna daha 

yakın olan AUG kodonu ile baĢlayan dizinin translasyonu ile HBeAg sentezlenirken, 3‟ 

ucuna daha yakın olan kısımdan HBcAg sentezlenmektedir (123). Kor proteinin 

proteolitik kesimi sonucunda oluĢan HBeAg‟nin kesilmiĢ formları ribozomda 

farklılaĢarak olgun HBeAg‟yi oluĢturmaktadır (148). Aynı dizinin farklı konumundan 

translasyonu dolayısıyla ortaya çıkan protein yapısındaki yüksek derecede benzerliğin 
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sebep olduğu ortak epitop varlığı ve HBcAg‟ye göre daha düĢük moleküler ağırlığa 

sahip olması HBeAg için monoklonal antikor geliĢtirilmesini zorlaĢtırmaktadır. Yapılan 

çalıĢmalarda HBeAg için geliĢtirildiği düĢünülen monoklonal antikorlar genellikle 

HBcAg ile de çapraz reaksiyon vermektedir (147).  

 

 Bu çalıĢma kapsamında gerçekleĢtirilen on füzyon sonucunda üç füzyondan 

HBeAg ve HBcAg için özgün olan beĢ hibrit hücre (16F8, 12E5, 18E10, 1C6 ve 8C10) 

elde edilmiĢtir (Tablo 7,9,13). Diğer antijenlerle çapraz reaksiyon verip vermediği 

kontrol edilen 16F8 hibrit klonunun HBeAg‟ye özgü yüksek antikor yanıtına sahip 

olduğu (ġekil 22), 18E10, 1C6 ve 8C10 hibrit klonlarının ise HBcAg için yanıt 

oluĢturdukları belirlenmiĢtir (ġekil 24-26). 12E5 hibrit klonu, HBe ve HBc 

antijenlerinin her ikisi ile de reaksiyon vermektedir ancak daha çok HBcAg‟yi 

tanımaktadır (ġekil 23). 16F8, 18E10, 1C6, 8C10 ve 12E5 monoklonal antikorlarının 

immunoglobulin tiplerinin sırasıyla IgG1,  IgM, IgM, IgM ve IgG2b olduğu ve kappa 

hafif zincir tipine sahip olduğu sub-izotipleme kiti ve anti-mouse immunoglobulin 

alkalin fosfataz konjugatları ile belirlenmiĢtir (Tablo 14-18). Elde edilen monoklonal 

antikorların saflaĢtırılmasında immünoglobulin tipi belirleyici olmuĢtur. Buna göre 

16F8 monoklonal antikoru protein G affinite kromatografisi ile saflaĢtırılırken, 12E5 

monoklonal antikorunun saflaĢtırılmasında protein A affinite kromatografisi 

kullanılmıĢtır (ġekil 27 ve ġekil 28).  

 

 Hibridoma ve klinik teĢhis çalıĢmalarında kullanılmak üzere saflaĢtırılan 16F8 

monoklonal antikoru için en uygun seyreltme miktarının belirlenebilmesi amacıyla, 1 

mg/ml stoklar halinde hazırlanan 16F8 monoklonal antikoru ġekil 29‟de belirtilen 

Ģekilde farklı oranlarda seyreltilmiĢtir. 16F8 monoklonal antikorunun HBeAg‟ye 

bağlanma oranının seyreltme oranının artmasıyla azaldığı görülmüĢ ve en uygun 

seyreltme oranının 1/1000 olduğuna karar verilmiĢtir. Ġkinci adım olarak, ELISA 

plakları farklı miktarlarda HBeAg ile kaplanarak 16F8 monoklonal antikoru için 

belirlenen seyreltme oranında (1/1000) optimum HBeAg konsantrasyonunun 100 ng/ml 

olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 31). 12E5 monoklonal antikoru göz önüne alındığında ise 

1/1000 oranında (ġekil 30) seyreltme ve 10 ng/ml HBcAg kaplanmasının antikorun 
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HBcAg‟ye bağlanması için yeterli olduğu ancak HBeAg söz konusu olduğunda 100 

ng/ml HBeAg‟ye ihtiyaç duyulduğu görülmüĢtür (ġekil 32).    

 

 Lineer B hücresi epitop haritalama analizi ile 16F8 monoklonal antikorunun 

amino asit dizisinin FGVWIRTPPAYRPPNAPILS olduğu (Tablo 20), bu dizinin 

HBeAg proteininin 156-165. aminoasitlerine denk geldiği belirlenmiĢtir (HBeAg‟nin 

amino asit dizisi GenBank Nüklotid Dizi Veritabanı‟nda O915321 giriĢ kodu ile elde 

edilmiĢtir). Elde edilen diziler ile veritabanlarındaki dizilerin karĢılaĢtırılması 

sonucunda 16F8 monoklonal antikorunun HBeAg-β epitopuna sahip olduğu 

anlaĢılmıĢtır. Veritabanlarında HBe proteini için HBeAg-β, HBeAg-1 ve HBeAg-2 

olmak üzere üç ana epitop tanımlanmıĢtır; bunlardan HBeAg-β ve HBeAg-1‟in lineer 

epitop olduğu, HBeAg-2‟nin ise konformasyonel epitop olduğu bilinmektedir. 

Literatürde HBe proteini için HBeAg-β‟nın baskın epitop olduğu belirtilmiĢtir (163).  

 

 12E5(c) için gerçekleĢtirilen lineer B hücresi epitop haritalama analizi sonucunda 

SFGVWIRTPQAYRPP dizisinde zayıf bir bağlanma görülmüĢ (ġekil 34), bu zayıf 

bağlanmanın 16F8 monoklonal antikorundaki lineer epitopun aksine kesintili 

konformasyonel epitopun varlığına iĢaret ettiği belirlenmiĢtir (HBcAg‟nin amino asit 

dizisi Fitzgerald Industries tarafından 30-AH39 ürün kodu ile belirtilmiĢtir). 

Veritabanlarında HBcAg için tanımlanan altı epitoptan beĢinin konformasyonel epitop 

olduğu bilinmektedir (56). Bu durum kapsid proteini ile antikor arasındaki boyut farkına 

bağlı olarak alt üniteler ve dimer interfazları arasında etkileĢime neden olmakta ve 

eriĢilebilir yüzey döngülerini azaltmaktadır dolayısıyla antikor ile antijen arasındaki 

bağlantı güçlü olamamaktadır.   

 

 Bu tez çalıĢmasında klasik hibridoma yöntemine alternatif yaklaĢım olarak 

dondurulmuĢ dalak ve lenf düğümleri füzyon çalıĢmasında kullanılmıĢtır. 1949 yılında 

gliserolün donmaya karĢı koruyucu etkisinin belirlenmesinden itibaren hücre, doku ve 

organların dondurulması (kryoprezervasyonu) üzerine birçok çalıĢma yapılmıĢ, bu 

yöntemden biyoloji ve tıpta yararlanılmaya çalıĢılmıĢtır. Ancak doku ve organların 
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bütün olarak dondurulması konusunda hala bir takım zorluklar yaĢanmaktadır 

(82,92,93,111) 

 

 Günümüzde dondurma konusunda gelinen noktada tek katmanlı dokular ve 

homojen hücre gruplarının dondurulması için sağlanması gereken optimum koĢulların 

belirlenmesinde sıkıntı yaĢanmamakta ancak farklı türdeki hücrelerden oluĢan dokuların 

ve organların bütün halde dondurulması söz konusu olduğunda baĢarı 

sağlanamamaktadır. Organların dondurulmasında karĢılaĢılan temel sorun dondurulacak 

organ için uygun kroprezervatifin bulunamaması, kullanılan kryoprezervatifin organın 

iç kısımlarındaki hücrelere etki edememesi ve bazı durumlarda hücreler için toksik 

tehdit oluĢturmasıdır (82). Günümüzde bazı organlar vücut dıĢında, soğuk ortamda ve 

kısa süreli (48 saate kadar) korunabilmektedir. Organ ve dokuların uzun süreli 

dondurulabilmesi organ bankalarına destek sağlayarak gerekli durumlarda organ 

eriĢilebilirliğinin yolunu açacak, organ yetmezliğine bağlı ölümlerin önüne geçilmesine 

olanak sağlayacaktır.  

 

 Doku ve organların boyutlarının dondurma ve çözme iĢleminde kısıtlayıcı rol 

oynadığı, hücre dıĢında oluĢan buzun mekanik hasara neden olduğu, dondurma 

sırasında hücre içindeki su kaybının (dehidrasyon) elektrolit dengelerini bozduğu ve 

tüm bunların organ bütünlüğünü etkilediği bilinmektedir (110,112). Bu etkiler göz 

önünde bulundurulduğunda organların fiziksel ve kimyasal bazı özelliklerinin donma ve 

çözünmeye bağlı olarak değiĢebileceği düĢünülmüĢtür.  

 

 Bu tez çalıĢmasında, ilk defa organ olarak bütün halde dondurulmuĢ dalak ve lenf 

düğümlerinden elde edilen hücreler hibridoma teknolojisine uygulanarak çoğalmaya 

devam eden ve antikor üretebilen B lenfositlerinin varlığı gösterilmiĢtir. Bu amaçla 

HBeAg ile üç defa immünize edilen BALB/c farelerden elde edilen dalak ve lenf 

düğümleri bütün doku halinde, düĢük moleküler ağırlığı ve penetrasyon kabiliyeti 

nedeniyle kryoprotektan olarak tercih edilen DMSO ile dondurulmuĢtur (72). Dalak ve 

lenf düğümleri -150ºC‟de derin dondurucuda üç ay saklanarak farklı zamanlarda 

çözülmüĢtür. Her organ ayrı ayrı dondurulmasına rağmen çalıĢmaların baĢarısı 
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açısından füzyon sırasında bu organlardan elde edilen hücreler karıĢtırılarak 

kullanılmıĢtır. Bu sonuçlar ile lenf düğümü ve dalak organ olarak üç ay süreyle 

dondurulduğunda bile, bu organlardan elde edilen B lenfositlerin çoğalma ve antikor 

sentezleme kapasitelerini koruduğu belirlenmiĢtir.  

 

Tablo 22-24‟de antikor üreten hibrit hücre sayısının toplam lenfositlere oranının 

dondurulmuĢ dokuda taze dokuya göre daha yüksek olduğu görülmektedir. 

Füzyonlardan elde edilen hibridoma hücrelerinin sayısından çok, üç aylık dönemde 

dondurulmuĢ dokulardan elde edilen hibridoma hücrelerinin çoğalıp antikor üretip 

üretemediği üzerinde durulması gerekmektedir. Daha önce yapılan bir çalıĢmada, dalak 

ve aortik allograft yalnızca iki hafta dondurulmuĢ ve dondurulan dokudaki antijenite 

değiĢimini araĢtırılmıĢtır (145). Elde edilen sonuçlarda Sınıf I ve Sınıf II antijenite 

açısından, dondurulmuĢ ve taze dokular arasında bir fark görülmemiĢtir. 

 

 Klasik hibridoma yönteminde taze olarak hazırlanan dalak hücreleri 

kullanılmaktadır.  ġimdiye kadar yalnızca iki farklı grubun (14,89) hibridoma 

çalıĢmalarında immünize farelerden ve ratlardan elde edilen dalak hücrelerini 

dondurduktan sonra kullandığı bilinmektedir. Ancak bu tez çalıĢmasında, immünize 

farelerden elde edilen dalak ve lenf düğümleri bütün organ olarak -150ºC‟de derin 

dondurucuda dondurulmuĢ, üç aya kadar saklanmıĢ ve belirli aralıklarla bu organlardan 

izole edilen hücreler hibridoma teknolojisinde kullanılmıĢtır. Dondurma sonucunda 

hücrelerin antikor üretimini devam ettirebildiği görülmüĢtür. Bu konuda yapılan yayının 

hakemleri tarafından da bu yöntemin kriyobiyoloji çalıĢmalarında hücre fonksiyonunun 

belirlenmesi için alternatif bir yöntem olarak kullanılabileceği belirtilmiĢtir (139). 

 

HBeAg‟ye karĢı monoklonal antikor geliĢtirme çalıĢmalarında, ticari HBeAg ile 

immünizasyona alternatif olarak, yüzeyinde HBeAg eksprese eden fajlarla BALB/c 

fareleri immünize edilmiĢ ve fareler füzyon çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. Protein ve 

peptid kütüphanelerinin faj gösterimi ile anlatımı, ligand ve reseptörlerin seçimi ve 

izolasyonu açısında oldukça güçlü bir teknolojidir. Filamentöz bakteriyofaj, antikor 

yanıtlarının belirlenmesi konusundaki çalıĢmalarda model sistem olarak kullanılması 
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açısından önem teĢkil etmektedir (18,47,69). Faj gösterim yönteminde M13 ve 

Escherichia coli filamentöz fajları ile E.coli lambda ve T7 fajları deneysel çalıĢmalarda 

sıklıkla kullanılmaktadır (12,159). Filamentöz bakteriyofajlar peptidler, antijenler ve 

diğer haptenlerin taĢınmasında kullanılabilecek yüksek immünojenisiteye sahip 

partiküllerdir. Fajın kendisi T-hücresi tepkisi gösterirken (160), viriona bağlı 

lipopolisakkarit (LPS) ile de immünojenisitesi artar (40,52). Faj partikülü kendi baĢına 

bir adjuvant gibi davrandığından, faj ile yapılan çalıĢmalarda adjuvant kullanılmasına 

gerek kalmamaktadır (67). Fajın fiziksel ve biyolojik özellikleri onu protein gösterimi 

için uygun hale getirmektedir. Fajları saflaĢtırmak hem kolay, hem de ucuz olduğundan 

faj gösterimi, istenilen proteinlerin ya da antikorların saflaĢtırılmasında da tercih edilen 

bir yöntemdir.  

 

Van Houten ve arkadaĢları, bakteriyofaja konjuge edilmiĢ sentetik bir peptidin 

klasik taĢıyıcı ovalbumine göre daha iyi antikor tepkisi oluĢturduğunu göstermiĢlerdir 

(150). Flamentöz faj yüzeyinde monoklonal Fab fragmanlarının gösteriminin sağlandığı 

birçok çalıĢma yapılmıĢtır (21,154) ancak Ģimdiye kadar faj yüzeyinde HBeAg eksprese 

edilmemiĢtir. Birçok çalıĢmada da E. Coli ekspresyon sisteminde rekombinant olarak 

HBeAg anlatımının sağlandığı ve elde edilen antijenin serolojik teĢhis testleri ile analiz 

edildiği bilinmektedir (64,165).  

 

Kılıf protein beĢ farklı proteinden oluĢsa da büyük bir kısmını 2700 kopyaya 

sahip majör kılıf proteini (P8) oluĢturmaktadır (95,99,141) ve dolayısıyla P8 proteinine  

konjuge edilerek gösterimi sağlanan antijenin miktarı da artmaktadır. Ancak, P8‟e 

klonlanan dizinin kısa (yaklaĢık 6-8 amino asitlik) olması gerekmektedir çünkü bu 

konumda fazla sayıda protein, faj yüzeyine çok yakında ve bir arada bulunmaktadır 

(95,155). Bu çalıĢmada,  HBeAg‟inin tüm antijen olarak faj yüzeyinde ekspresyonunun 

sağlanması için faj yüzeyinde 3-5 kopyaya sahip P3 proteininin kullanılması tercih 

edilmiĢtir. ġekil 36 ve 37‟de belirtildiği gibi, yapılan deneylerden elde edilen sonuçlar 

fajların hem adjuvant (Incomplete Freund‟s Adjuvant-IFA) varlığında, hem de adjuvant 

olmadığında rekombinant HBeAg‟ye karĢı immünojenik yanıt oluĢturulmasında etkili 

olduğunu göstermiĢtir. Rekombinant fajlara karĢı elde edilen yanıtın, ticari antijene 
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karĢı geliĢen yanıt kadar iyi olduğu tespit edilmiĢtir. Fajlar büyük molekül ağırlığına 

sahiptirler ve bu nedenle poliklonal antikor yanıtı uyandırırlar. Tablo 25-27‟de 

görüldüğü gibi bu çalıĢmada antikor aktivitesi veren hibrit hücreler elde edilebilmiĢtir 

ancak bunlardan monoklonal antikor üreten hücre elde edilememiĢtir. Bunun nedeninin 

HBeAg ve HBcAg‟nin amino asit dizisindeki aĢırı benzerlik olduğu düĢünülmektedir 

(147).  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

ÇalıĢmada klasik hibridoma teknolojisi kullanarak 16F8 ve 12E5 monoklonal 

antikorları üretilmiĢ ve karakterize edilmiĢtir. 16F8 monoklonal antikoru HBeAg-β 

lineer epitopuna sahiptir ve yüksek seyreltme oranlarında (1/1000), düĢük miktarda 

HBeAg‟ye (100 ng/ml) bağlanabilmektedir. Bu nedenle 16F8 monoklonal antikoru, 

HBeAg‟yi belirlemek için klinik teĢhiste kullanılabilir. 12E5 monoklonal antikoru ise 

16F8 monoklonal antikorundaki lineer epitopun aksine kesintili konformasyonel epitopa 

sahiptir. 12E5 monoklonal antikoru yüksek seyreltme oranında (1/1000), düĢük 

miktarda HBcAg‟ye (10 ng/ml) bağlanabildiği ancak HBeAg‟ye bağlanması için 100 

ng/ml HBeAg‟ye ihtiyaç duyulduğu görülmüĢtür. 

 

Hibridoma teknolojisinde alternatif yöntem olarak dondurulmuĢ dalak ve lenf 

düğümleri ile yapılan füzyon çalıĢmasında, üç aylık dondurma süresinin sonunda dahi 

hücrelerin füzyon sonucunda hibrit hücreler oluĢturarak antikor üretimini devam 

ettirebildiği belirlenmiĢtir. Alanında bir ilk olan bu dondurma çalıĢmasının organ 

dondurma çalıĢmalarını bir adım daha ileriye götürdüğü düĢünülmektedir.  Bu konuda 

yapılan yayının hakemleri tarafından da bu yöntemin kriyobiyoloji çalıĢmalarında 

canlılığın ve hücre fonksiyonunun belirlenmesi için alternatif bir yöntem olarak 

kullanılabileceği belirtilmiĢtir. 

 

HBeAg‟ye karĢı monoklonal antikor geliĢtirme çalıĢmalarında ticari antijenle 

yapılan immünizasyonlara alternatif olarak, yüzeyinde HBeAg eksprese eden fajlarla 

immünizasyonlar gerçekleĢtirilmiĢ ve bu farelerle füzyon çalıĢması yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmada HBeAg‟ye karĢı monoklonal antikor elde edilememesine rağmen bu 

yöntemle 1498 hibrit hücre geliĢtirilmiĢ, 21 hibrit hücrenin ise antikor ürettiği 

belirlenmiĢtir. Fajların immün yanıtı tetikleyecek kadar büyük olmasına rağmen HBeAg 

ile HBcAg dizileri arasındaki büyük benzerlikler dolayısıyla bu yöntem ile monoklonal 

antikor üretilememiĢtir. Ancak yeni füzyon çalıĢmaları ile monoklonal antikor üreten 

hibrit hücre klonu elde edilmesi mümkündür.  
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