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OZET

Bu calsmada, hibridoma teknolojisi kullanilarak HBsAQ'ikte eden anti-
idiyotip monoklonal antikorlarinin elde edilmesi aglandi. Fareler, (6A5) anti-HBV
fare monoklonal ve anti-HBV kegi poliklonal antikan ile baisiklandi. Flizyondan
sonra, IgM izotipinde anti-id-HBsAg 6C9 ve 6H9 mafmnal antikorlari elde edildi
ve antikorlar S-300 jel filtrasyon kolon kromatofysaile saflastirildi. Anti-id 6C9 ve
6H9 antikorlari ile bgisiklanan fare gruplarinda, hem antijene hem de B8A'n
spesifik immin yanitin oktugu gozlendi. Farelerin serumlarinda sadece HBsAg
spesifik immudn yanit okiurabilmek icin anti-id 6C9 antikoru distile suyar
diyaliz edilerek basit bir yontemle saftaildi. Anti-idiyotip antikorun saflgi SDS-
PAGE ile kontrol edildi ve jel lizerinde BSA bandirgimedi. Bu basit protokolun

izlenmesiyle yuksek dizeyde saf bir antikor eldiéded

Anti-id 6C9 saf antikoru farkh dozlarda (403, 25ug, 50 ug, 100ug) ve
Hepatit B ailari (Gen Hevac B Pasteur ve Engerixjd dozda farelere uygulandi.
Fareler Uzerinde anti-HBsAg antikor yaniti qkstirmal olarak incelendi. Antikor
miktarinin arttirilmasiyla, anti-id 6C9 antikorwe iimmaunizeli grupta HBsAg ve
BSA’'ne kasl spesifik antikor yanitin arfii tespit edildi. Anti-id 6C9 antikorunun
hem HBsAg ve hem de BSA izerinde genel bir epitgpudil disundldi. Sadece
HBsAg'ne 6zgu immin yanit elde edebilmek icin adti6C9 antikorunun Fab
fragmanlari elde edilerek gigik konsantrasyonlarda farelere enjekte edildi. Anca
bu deney grubundaki farelerden antikor yaniti ahadi. Anti-id 6C9 antikorunun
saflgtirilmasindan sonra farkli saftama kaullarinin antikor spesifikiine olan
etkisi incelendi. Distile suya kar diyaliz isleminin antikorlarin bglanma
Ozelliklerini in vitro olarak dgistirdigi, bununla beraber farelerin anti-id 6C9
antikorlari ile bg&isiklanmasinin, antikorun antijeni taklit etme akigini in vivo

olarak dgistirmedigi gbzlendi.



SUMMARY

In this study, production of anti-idiotype monoclonal antibodies mimicking
HBsAg was aimed by means of hybridoma technology. Mice were immunized with
(6A5) anti-HBV mouse monoclonal and anti-HBV goat polyclonal antibodies. After
the fusion, IgM isotype anti-id-HBsAg 6C9 and 6H9 monoclonal antibodies were
produced and purified by S-300 gel filtration column chromatography. In mice
groups immunized with anti-id 6C9 and 6H9 antibodies, both antigen and BSA
specific immune response were obtained. In order to develop only HBsAQ specific
immunity in mice sera, anti-id 6C9 antibody was purified by simply dialysing of
antibody against distilled water. The purity of anti-idiotype antibody was controlled
by SDS-PAGE and no BSA band was detected on the gel. By following this simple
procedure, highly pure antibody was obtai ned.

Anti-id 6C9 antibody in high purity at different doses (10 ug, 25 pg, 50 pg,
100 pg) and hepatitis B vaccines (Gen Hevac Pasteur and Engerix-1 pg) were
injected into mice and anti-HBsAg antibody response was followed in mice. In anti-
id 6C9 antibody immunized group, HBsAg and BSA spesific antibody responses
increased with the increasing dose of antibody. It was thought that anti-id 6C9
antibody recognizes a genera epitope on both HBsAg and BSA. For only HBSAgQ
specific immune response, Fab fragments of anti-id 6C9 antibody was injected into
mice at different concentrations. However, in this group, antibody response was not
obtained. After purification of anti-id 6C9 antibody, the efficacy of different
purification conditions on antibody specificity was investigated. It was determined
that dialysing against distilled water changed binding properties of antibodies in
vitro. However, when mice were immunized with anti-id 6C9 antibodies, the antigen

mimicking activity was not effected in vivo.
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1. GIRIS

Hepatit B virisi (HBV) akut hepatit, kronik hepatkaracger sirozu ve
karacger kanseri etkeni olarak kabul edilmektedir. Bunikitablolarin hicbirinin
etkin ve guvenilir bir tedavi yontemi bulunmamakta®u yonleriyle ele alinganda
viral hepatit, tibbi ve ekonomik agidan bir¢ok dikednemli bir sglik sorunu olarak
karsimiza ¢cikmaktadir. Dinya 8lek Orguti (WHO) verilerine gore Hepatit B viriis
enfeksiyonuna dinyada 2 milyardan fazla insandayiyaplarak rastlanmakta ve

yaklasik 300-350 milyon kii bu virisi taimaktadir.

Toplum sg&hginin HBV enfeksiyonuna kar korunmasinda en etkin yontem
asllamadir. Geleneksekdarda enfeksiyon ajanlarinin éldurulgmizayiflatiimg veya
saflastirilmis formlari kullaniimaktadir. Hepatit Bsdari; kronik HBV taglyicilarinin
serumlarindan veya rekombinant DNA teknolojisi &ollarak maya ve memeli
hiicre kultar sistemlerinden elde edilmektedir.

Gunumuzde rekombinant DNA teknolojisi ile elde edil HBV gisi
kullaniimaktadir. Bu @ kanserden korunmada ggilliilen ilk asidir. Etkili ve guvenli
bir koruma sglamasina rgmen, ailananlarin yaklgk %5-11'inde kanda yeterli
dizeyde antikor oimamaktadir.

Anti-idiyotip (anti-id) antikorlarin antijeni takliedebilme 6zellikleri, deneysel
anti-id allarin Uretiminde alternatif bir yontem glurmaktadir. Anti-idiyotip
antikorlar ceitli patojenlere kay (bakteri, virls, parazit vb) sa gelistirme
calismalarinda kullaniimaktadir. Anti-idsdarin virulans ya da enfeksiyon riski
bulunmamaktadiBelirli hayvan model sistemlerinde etkili olan bglardan csitli
kanser hastaliklarinin tedavisinde yararlaniimaktakhti-idiyotipler teknik ve ticari
avantajlari yoninden geleneksel antijenlerin yekinkanilabilmektedir. Antijenlerin
DNA teknolojisi ya da sentetik yollarla elde edilsman, geng olcekte Uretilmesinin
ve saflatirilmasinin zor oldgu durumlarda 6zgin monoklonal anti-idiyotipleri
cogaltmak, bakteriyel ve viral antijenleri Uretmektetaha kolay, guvenli ve

ekonomiktir.



Bu tez camasinda hibridoma teknolojisini kullanarak antiymlip HBSAg
monoklonal antikorlarin Uretilmesi, bu antikorlarin vivo sistemde (farelerde)
HBsAg'ne kagl antikor yaniti olgturma ve ticari @lar ile kagilastirmal olarak
HBsAg'ni taklit etme 6zelliklerinin incelenmesi agianmstir. Bu dg@rultuda
spesifik anti-idiyotip monoklonal antikorlari senteyen hibridomalarin géli hiicre
kaltar sistemlerinde gegidlgekte tretiimesiyle daha kolay, guvenli ve ekoitobir
sekilde antijen eldesi hedeflengtir. Ayrica hibridoma teknolojisinde antikor
saflgtirma kaullarinin antikorun bglanma 6zglnlgl Uzerine olan etkileri de

incelenmgtir.



2. GENEL BILGILER VE KONU ILE ILGILI
CALI SMALAR

2. 1. Viral Hepatitler

Viral hepatitler karag@eri etkileyen sistemik enfeksiyonlardir. GUinimuzde
antijenik yapilari farkli 6 viris saptangtr. Bunlardan ikisi karakteristik olarak
enterik, oral-fekal yolla bukan, kronik hepatite yol agcmayan hepatit A virlisu
(HAV) ve hepatit E viristu (HEV), der dordl ise parenteral (kan) yolla bala,
kronik hepatite yol acabilen hepatit B virtisi (HBWgpatit C virist (HCV), hepatit
Delta virist (HDV) ve hepatit G virtist (HGV)'dur @8ur, 1998; Bayraktar ve
Tarkoglu, 1998]. Son yillarda enterik yolla byéak hepatite yol agh distinilen
bir F virisiinden de s6z edilmektedir. Kan yoluyldakan HBV, HCV ve HDV ile
kronik karacger hastalil, siroz ve karager kanseri gejebilmektedir. Bu yonleriyle
ele alindginda viral hepatit tum dinyada onemli bigksla sorunu olgturmaktadir
[Lemon and Thomas, 1997; Badur and Akguin, 2001].

2.2. Hepatit B Virdsu

1963 yilinda Blumberg tarafindan “Avustralya amtije (AuAg) olarak
tanimlanan antijenik yapi daha sonra hepatit Bsiir(HBV) olarak adlandirilrgtir
[Blumberg et al., 1965; Blumberg, 1977]. Daha cakemteral yolla gegti tespit
edildigi icin 6nceleri “serum hepatit” adi verilen bu regiin etkeni olan virtiis 1970
yilinda immun elektron mikroskobu ile gdsteritivi [Dane et al., 1970; Howard and
Zuckerman, 1990]. Hepatit B molekuler ve Klinik ikéeri en iyi bilinen hepatit
virisudur. HBV enfeksiyonu belli bir yagrubuna spesifik d@ldir. Degisik hayvan
turlerinde de HBV benzeri virlis enfeksiyonlari iesglilmistir [Maupas et al., 1976;
Lee,1997].

2.2.1. Hepatit B Epidemiyoloijisi

Hepatit B viris enfeksiyonu dinyadaki en yaygine&sifyonlardan biridir.

Dunya nidfusunun 2/5'sinin (2 milyar ki HBV ile enfekte oldgu tahmin



edilmektedir. Diinya S#ik Orgutu verilerine gére tim diinyada yakka 300-350
milyon kisi bu virisu taimakta, her yil yakkak 50 milyon yeni hepatit B vakasi
ortaya clkmakta ve her yil 1-2 milyon skidogrudan HBV enfeksiyonu ve
komplikasyonlarina k& nedenlerle ygamini yitirmektedir [Uzun, 1998; Lok,
2000]. HBV talyicilarinda primer hepatoselliler karsinoma (kaiac kanseri)
rastlanma olasg salikli kisilere oranla 200-400 kat daha fazladir. HBV’niun
fulminant hepatit, siroz ve karaer kanseri gibi 6lumcul hastaliklarin etkeni olmasi
nedeniyle, diinyada en fazla 6lime yol acan viratdiklardan birisi olarak kabul
edilmektedir [Lee, 1997; Hilleman, 2003]. Ayni zamda HBYV, sigaradan sonra
ikinci sirada gelen, kanserojen etki gosteren lpanéir. HBV dunyadaki primer
hepatoselliler karsinoma olgularinin % 80’indenusdu tutulmaktadir. Bazi
arggtiricilar - kamuoyunun  dikkatini cekmek icin  hepatiByi AIDS’le
karsilastirmiglardir. Bu verilere bakilggnda hepatit B'nin AIDS’'ten ¢ok daha fazla
onemsenmesi gereken bir hastalik gldanlgiimaktadir. Dinyada HBV tayicihg
350-500 milyon iken, HIV tayiciligi 20 milyon kadardir. HBV’ne kg bir giinde
Olenlerin sayisi, AIDS’e ki 1 yilda 6lenlerden daha fazladir. HBV, HIV'def
kat daha enfeksiy6zdur [Balik, 2000]. Hepatit Beksiyonunun diinyadaki géimi;
genel enfeksiyon orani, enfeksiyonun alinmai y& bulgma yolu agisindan 3
kategoriye ayrilabilir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Dunyada HBV'nun yayilimi [Uzun, 1998].

Diinyada HBV dagilimi DUSUK ORTA YUKSEK
HBsAg pozitifligi <% 2 % 2-10 >% 10
Anti-HBs pozitifligi % 5-10 % 20-60 % 70-90
Enfeksiyonun alingi Eriskin Yenidazan, cocuk, eskin Yenidazan, erken
yas cocukluk
Baglica bulgma yolu | Cinsel, perkitan, gbr Horizontal Perinatal, horizontal
ABD Hindistan Asva
Kanada Orta Dgu Afriia
Cografi bolgeler, Ulkeler Bati Avrupa Bati Asya o
. Pasifik
Avustralya Guney ve Dgu Avrupa Amazon

Yeni Zelanda Guney ve Orta Amerika




Ulkemizde Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg)staiciligl (% 4-10) orta-yiiksek
endemisite sinirlarindadir. Bo-Guneyd@u Anadolu’da orar% 8 ve seropozitiflik
>% 50, dger bolgelerde is&% 5 ve seropozitiflik<% 50 seklindedir. Yilda en az
100 bin ksi hepatit B virtsu ile karlasmaktadir. Enfeksiyonun alingliyas siklikla
cocukluk ve yetikin donemdir [Balik, 2000].

HBV esas olarak enfekte kan ve vicut sivilarl éeepteral temas, cinsel yol,
enfekte anneden yenigana bulama ile gecer. Enfekte ¢derden horizontal
bulasma da s6z konusudur. Bgihaa riski kan ve vicut sivilarinda bulunan enfekte
edici partikdl sayisiyla orantilidir [Uzun, 199801 2002].

2.2.2. HBV'nuin Morfolojik ve Fizikokimyasal Ozellik leri

Akut ve kronik hepatit B’li hastalarin serumlarin@2 nm (16-25 nm) ¢capinda
sadece virusun kilif proteinlerinden gdm kiresel ve tubuler yapilar gozlegtmi
Kiresel partikil kiigtik ve orta HBsAg'den gluken tubuler partikil buyuk HBsAg
bulundurur ve uzuniu 50-500 nm’dir. HBV’nuin buyuk yapisal komponentleatif
ve nikleokapsit proteinleridir. Ayrica hasta serammda “Dane partikili” adi da
verilen 42 nm boyutunda kiresel virls partikileei tespit edilmitir. Hepatit B’nin
bulasmasinda bu “Dane partikilleri’nin 6ncelikli nedeldwsu, bunun yaninda 22
nm’lik partikillerin ise immunolojik etki goOstermsiine kagilik, enfeksiyoz
olmadgl tespit edilmgtir [Howard and Zuckerman, 1990; Lee, 1997]. Dane
partikilinin d¢ kabuk bélgesine ise “nukleokapsid” adi verilir, lyapi “kor
protein”inden meydana gelgtir. Farkli antijenik Ozellke sahip bir yapisi
oldugundan kendi spesifik antikorlari ile reaksiyon vektedir. Bu proteinin
Ozellikle viris replikasyonu ve vyapilanmasi sirdain virls genomunun
korunmasinda 6nemli rol oynadibilinmektedir. Viriisin daha i¢ boélgesinde ise E
antijeni (HBeAg) yer alir. Bu antijenik yapilarddraska viriisiin i¢ kisminda virus
DNA'si, DNA polimeraz enzimi ve '3ucunda DNA'ya kovalent olarak pla
polipeptid bulunmaktadir. Bunun yanisira HB ylUzetijanlerinin yapisinda yiksek
yogunluklu lipidler (HDL) bulunmaktadir [Ozdener, 199Kao and Chen, 2002]
(Sekil 2.1).



Sekil 2.1. Hepatit B partikdl tipleri
[http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/hbvpaltsn].

2.2.3. Hepatit B Virisi Genomu

Hepatit B virlisi Hepadnaviridae adi verilen viris ailesi iginde
siniflandiriimaktadir. HBV DNA'’sI 3200 nikleotidlikzun (L veya negatif) ve 1800-
2700 nukleotidlik kisa (S veya pozitif) zincir iggr, kismen cift sarmall sirkiler
yapiya sahiptir [Seeger and Mason, 2000; Jung aek,P2002]. HBV'de genetik
bilginin tamami uzun sarmal Uzerinde kodlanir. Radolatlarin nikleotid dizilimi
karsilastirildiginda tim genom Uzerinde 4 farkh protein kodlayad®k “open
reading frame” (ORF) (preS ve S, preC ve C, X veoklugu gosterilmgtir. Bu
genler kilif proteini, kapsid proteini, X proteime DNA polimerazi kodlar [Burda et
al., 2001]. ORF’lerinin transkripsiyonunu diizenleyen az 4 promotor (preS1 prom,
S prom, X prom ve pre-C prom) ve 2 enhancer (Enie Enh 2) bulunur. S geni
Uzerinde g, C geni Uzerinde ise ikislamgic kodonu bulunmaktadir [Lok, 2000].
Farkli baglangic kodonlarindan sentezlenen proteinler faditluklarindan HBV
genomu 4 adet ORF’e sahip olmasingmian yedi dgisik polipeptid Gretmektedir.
Bu bolgeler birbirleri ile i¢ ice ge¢midurumdadirlar. Farkli proteinlerin glmasi
gen okunmasinin farklh Blangi¢c kodonundan kkanmasi ile gerceki@. Bu yluzden
HBV genomu dier ayni Ozellie sahip lineer genomlara gore 1.5 kat daha fazla
kodlama kapasitesine sahiptir. Bu 6zgllie oldukca kisa olan genomun zengin bir
antijen repertuvari bulunmaktadir [Howard and Zugkan, 1990; Ozdener, 1997]
(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Hepatit B virist genomu (adw alt tipi)
[http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/genonteh

2.2.4. HBV Replikasyonu ve Sentezi

HBV'nin konak hiicreye Rganmasinda kicuk (S) proteinine 6zgu bazi
reseptorler ile orta (M) ve buyik (L) proteinlennbnemli oldgu saptannstir.
HBV, reseptdre hamli endositoz yoluyla hicre icine girdikten sonieal DNA ve
nukleokapsidin viryondan ayrilarak konak hucre gi#dgine taindig ileri
tarafindan tamamlanirken, (-) zincirinVie 3 uclari arasindaki aciklik onarihr. Viral
DNA polimeraz aktivitesi, kovalent Bkarla kapali asimetrik DNA'yI, sirktler DNA
(cDNA)'ya donigturip bu yapinin hicre cekirgiae girmesini sglar. cDNA kalip
olarak alinarak viral RNA’lar sentezlenir [Ozden&®97; Seeger and Mason, 2000].
Viral RNA'lar ORF'den gelen sinyale gore mRNA olkraviral proteinlerin
sentezinde ya da pregenom olarak viral genomuntwliumasinda goérev alir.
Pregenom kor partikill igcine yegkrek revers transkriptaz aktivitesine sahip viral
DNA polimeraz etkisiyle viral DNA sarmali senteziefKarayiannis, 2003]. HBV
yuzey proteinleri endoplazmik retikulumda 6ncelikilansmembran proteinleri
olarak sentezlenir, molekul i¢ci ve molekuller ardmulfid kdprulerinin olgmasiyla

olgunlairlar. Tomurcuklanma sirasinda viris tanecikletsolaya balar, membran



lipidleri ile birlikte kor partikillerini cevreley plazma membranindan ayrilarak
hiicre dgina ¢ikarlar [Howard and Zuckerman, 1990; Lok, 2000

2.2.5. HBV Genomu Tarafindan Kodlanan Proteinler

2.2.5.1. HBV Yulzey Proteinleri

Viris di ylzeyini olgturan HBsAg polipeptidini kodlamakla preS/S gen
bblgesi gorevlidir. Bu bolge kkngic kodonlari preS1, preS2 ve S olan gen
bdlgesidir ve sirasiyla 108, 55 ve 226 amino asitilesan polipeptidleri sentezler.
Sentez hangi kodondan diersa balasin ayni 3ucunda sonlanmakta ve Ucaeigk

protein molekili sentezlenmektedir [Shearer etlao38].

a. Hepatit B Buyuk Yluzey Antijeni (LHBsAQ): Okuma glemine S geni ilk
kodondan bgladiginda preS1+preS2+S bdlgelerinin timiu eksprese g@iladan L
protein (LHBsAg) sentezlenir [Howard and Zuckerm&tf90]. Bu proteinin
glikolize edilmi formu gp42, edilmengiformu p39seklindedir. L proteini kiresel ve
tubuler partikillerin salinimini ve kor partikiliein kiliflanmasini sgladigindan
viristin yizeyinde c¢ok miktarda bulunur. Enfeksiy6zellikteki LHBsSAgQ'nin
hepatositleri enfekte etme 6zgilolmakla birlikte, hepatosit icine girdikten sorda

eksprese olmasi sitotoksik etki gostermesine netteaktadir [Cooper et al., 2003].

b. Hepatit B Orta Ylizey Antijeni (MHBsAQ): Okuma glemine S geni ikinci
kodondan bgarsa preS2+S bdlgelerinin Grind olan M protein (B&AQ)
sentezlenir. MHBsAg, bir ya da iki boélgesinden gliklenmistir. Glikoliz formu
gp36 ve glikolize edilmemi formu gp33seklindedir [Cooper et al., 2003]. M
proteini 281 amino asitten alustur ve replikasyonun olmagiidurumlarda HBsAg
icinde yer almaz. Bu nedenle preS2 antijeninin igarlziral replikasyonun bir
gostergesidir. Ayrica MHBsAg'nin HBV’'niin hepatosite tutunmasinda énemli roli

oldugu disinulmektedir [Leroux-Roels et al., 1997].

c. Hepatit B Klcluk Yuzey Antijeni (SHBsSAQ): S proteini 226 amino asitten

meydana gelngtir ve glikoliziz olma 6zellgine sahip hidrofobik bir proteindir [Pride



et al., 1992]. Okumasliemine S geni Ugtincl kodondarslaasa S bdlgesinin Grind
olan S protein (SHBsAQ) sentezlenir. Glikolize atBims formu p24 ve glikolize
edilmis formu gp27seklindedir. HBsAg'nin blyuk bir kismini ofturan SHB ylzey
proteini B lenfositleri icin immudnojenik epitoplatasimaktadir [Howard and
Zuckerman, 1990; Shokrgozar and Shokri, 2002].

2.2.5.2. Nukleokapsid Proteinleri

Nukleokapsid proteinleri, preC ve C bdlgelerinindkamasi ile olsmaktadir.
Translasyon preC kisminda bulunansldagic kodonundan kamis ise HBeAg'ni
sentezler. Sentezlenen polipeptid endoplazmik uktika yonlenir. Burada peptidaz
tarafindan C terminal ucundaki 34 amino asitlik tmdl kesintiye grayarak golgi
cisimcigi Uzerinden HBeAg olarak salinir ya da nukleusa ledirilir. Eger
translasyon C bdlgesinden stamis ise kor antijeni (HBcAQ) sentezlenir. Qan
polipeptid konak hiicre sitoplazmasinda kalir veadar modifikasyona gnayarak
HBcAg halini alir [Howard and Zuckerman, 1990]. Balgenin viral nikleik asidin
hiicre nikleusuna translokasyonunda ve virts yapdansirasinda etkin roli olgiu
kabul edilmektedir. Kor promotoru transkripsiyoriniggereklidir. Viriis enhancer
elementleri ise; hem kor promotoru aktivasyonunimethlenmesi hem de karger
hiicresi ve dier hicresel faktorlerin aktivasyonu igin gereklidior partikulleri
gucli immunojenik 6zelie sahiptir, baimsiz antijen Ozelfii gostererek yuksek
titrasyonda anti-HBc IgM antikor salinmasina neddaor ve bu antikor HBV
enfeksiyonu sirasinda miktari ilk yikselen markirwarson et al., 1985; Lee,
1997]. HBeAg'nin fonksiyonu tam bilinmemekle bidé& immin tolerans
olusumunda etkili oldgu bildirilmistir. Bu ylzden HBeAg negatif olgularda,
karacger hasarlarinin takibi 6zel bir 6nengitaaktadir. HBeAg pozitifii ise viral
DNA ve aktif replikasyonun vaglini gostermektedir. HBeAg ve HBcAg yuksek
oranda homoloji gosterirler ve her iki antijen &rtenmiinolojik epitoplara sahiptirler
[Ozdener, 1997; Burda et al., 2001].

2.2.5.3. X Proteini

HBV transkripsiyonunun dizenlenmesinde rol alan 1%34nino asit

uzunlysunda bir proteindir [Howard and Zuckerman, 1990hbréteini HBV konakgl
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ili skisinde konakgi genlerinin [major histocompatilyiltcomplex Il (MHC-11), hiicre
ici adezyon molekulleri-l, beta-interferon ve tumdarekrozis faktor (TNF)]
ekspresyonunu uyarma yetgmaledir. Human immune deficiency virts (HIV)dbea
transkripsiyonunun

olmak Uzere immin vyetersigh neden olan virUslerin

uyariminda gorev alir. Ayrica bu proteinin insanpdieselliler karsinoma
gelisiminde dnemli fonksiyona sahip olgu gosterilmgtir. Bu 6zelligi biyokimyasal
olarak protein kinaz fonksiyonuna sahip olmasiaiggklanabilir. Dgisik calismalar

kontroliinde 6nemli fonksiyona sahip protein-proteiigkisinde etkili oldgunu

gostermgtir [Ozdener, 1997; Burda et al., 2001].

2.2.5.4. P Proteini

En blyuk genomik bdlgedir. Genomun 2/3'sini kap&ageninin karboksi u¢
kismini, tim S genini ve X geninin amino u¢ bodlgeskapsar [Howard and
Zuckerman, 1990]. P geni virus ile ilgili DNA poleraz enzimini kodlar. Viral DNA
replikasyonu icin kritik 6neme sahiptir ve termingtotein (TP) (negatif DNA
sarmalinin sentezlenmesinde RNA pregenomunun tanskripsiyonu icin primer
gorevi yapar), RNaz H (RNA pregenomunun sindiriimde endonukleaz gorevi
transkriptaz (RT) polipeptidlerikiodlayan ¢ bdolgesi
bulunmaktadir. HBV korusmmala yeni
stratejilerinde kullaniimaktadir [Nassal, 1997; ©adr, 1997] (Cizelge 2.2).

yapar) ve revers

Bu fonksiyonundan dolayi tedavi

Cizelge 2.2HBV genleri ve bu genler tarafindan sentezleneteamlerin
Ozellikleri [Kiyan, 2001].

Gen bolgesi Nukleotid Protein Aminoasit Glikolize Glikolize
yerlesimi sayIsl olmamis kDa
kDa
PreS1 2850-3174 LHBs 389 39 42
PreS2 3174-157 MHBs 281 33 36
S 157-833 SHBs 226 24 27
PreC/C 1816-2452 HBeAg 212 15 -
C 1903-2452 HBCAg 183 19
P 2309-1623 DNA pol 832 92
X 1376-1838 HBxAg 154 16
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2.2.6. Hepatit B Virisu Mutantlari

Karaciger hasarinin ogmasi virisun direkt etkisi ile @& hicresel immun
yanit ile gelgmektedir. Sitotoksik T lenfositler kargar hasarindan sorumludur.
Akut ve kronik HBV enfeksiyonlarinda patolojik ineenede karager hicrelerinin
cevresinde sitotoksik T lenfositler (CTL) ve g oldurtct T lenfositlerin (NK)
birikimi gdsterilmitir [Lee, 1997; Michel et al., 2001]. HBV tumor skilerini
inceleyen cabmalarda HBV integrasyon boélgelerinin ve nuikleotidildninin ¢cok
desisken oldgu gosterilmgti. HBV DNA'si  konakglt hicre kromozomuna
insersiyon mutajen ile dahil olma 6zgihe sahiptir. Hepatit B vakalarinda fulminant
hepatit gekiminin prekor ve preS/S bdlgesi mutasyonlari somdeu gelstigi
gosterilmitir [Ozdener, 1997].

2.2.6.1. Yuzey (Kihf) Mutantlar

IIk taninan HBV mutantlari d, y, w, r ve a olarakir@n HBsAg alt tipleridir.
Bunlar HBV enfeksiyonlarinin  molekiler epidemiyaodini  incelemede
kullaniimglardir. HBV soylari SHB ylzey antijenini (SHBsAg)usturan amino
asitlerin belli bélgelerdeki dizgifarkliliklarina gére kategorize edilgtir. Antijenik
determinantlarin (a, d/y ve w/r) kombinasyonlasefolojik alt tip (adw, ard, ayw ve
ayr) halinde bulunur [Swenson et al., 1983]. HBsig'koruyucu antikor olgturan
komponenti, major proteinin 24 amino asittensalu “a” grup determinantinda
bulunur. HBsAg'nin “a” determinanti 124-147. amiasitleri arasindaki hidrofilik
bdlgededir [Jolivet-Reynaud et al.,, 2001; Shokrgoaad Shokri, 2002]. Bu
determinant butin alt tiplerde ortaktir. Bu boélgegaesi olusan antikorlar virisin
hepatosite hdanmasini inhibe eder ve buitin alt tiplere skavagisiklik saslar.
HBsAg'nin diger iki determinanti d/y ve w/r'dir. SHBsSAQ’'nin 12amino asiti lizin
ise “d”, arginin ise “y”; 160. amino asiti arginise “r”, lizin ise “w” determinanti

olarak tanimlanir [Howard and Zuckerman, 1990].

HBV ylzey antijeninin “a” determinantini kodlayarerg bdlgesi mutasyona
oldukca elveslidir. Bu bolgede en sik gorilen mutasyon, 587.lad#dde guanin
yerine adenin bazinin yer almasidir. Bu durumdaighegncirinde 145. amino asit

olan glisin (GGA) yerine arginin (AGA) gelir ve kyekilde HBsAg'nin antijenik
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yapisi dgisir. Bunun sonucunda bu mutantlarla @o enfeksiyonlar sirasinda,
klasik testlerle serumda HBsAg tespitinde sorurdalaya cikar. ELISA testleri
negatifdir ve rutin kullanimdaki rekombinangiabu mutantla olgan enfeksiyona
karsi yeterli dizeyde koruyucu etkinlik gostermez [Baret al., 2001]. Bu
mutantlarin ayrica, hastaliktan korunma amaci nig-ldBs monoklonal antikorlari
verilen karagter transplantli hastalarda da ortaya @ikgoralmitar. Bu virtslara
“asl ile indiklenen mutantlar’ da denmektedir. Mutamtislerin simdiye kadar
subinit allarla immunize olmg hastalarda goéruldikleri ve builarin humoral
iImmun yanit olgturmalarina kaglk, sitotoksik T htcre yanitini indiklemedikleri,
bu durumun ise mutantlarin daha kolay ortaya cikmah yol acti

disuntlmektedir [Kilicturgay, 1995].

2.2.6.2. Prekor/kor Mutantlari

HBV'nin prekor bolgesindeki en 6nemli genomik veayan, HBSAg
yapisinin ortadan kalkmasina yol agcan mutasyomla@djinal viriista prekor ve kor
proteinleri, kor geni tarafindan kodlanirlar. Prekdlgesi 1814-1900 nukleotidleri
arasinda yer alir ve 29 amino asittensafu bir boélgeyi kodlar. HBeAg virls
yapisinda yer almaz, golgi cisinicitizerinden salinarak serumda serbest halde
bulunur. Fakat ayni gen tarafindan kodlanan HBcAg ihepatositte bunur,
nikleokapsid proteini olarak viryonda yer alir dansarumda serbest halde bulunmaz
[Lok, 2000; Chin and Locarnini, 2003]. Bununla deea HBeAg kodlayan prekor
bdlgesi yapisal gen bolgesi olmadicin, delesyon sonucu HBV prekor mutasyonu
ile HBeAg serumdan kaybolur ancak viris replikasyodevam eder. Bu
mutasyonlarin ortaya ¢gina yol acan konak ve virisa ait faktorler iyi binemekle
beraber, prekor boélgesindeki bu mutasyonun virigangin anti-HBe aracifii ile
olusan sitotoksik yanitindan kacaraksganasina yardimci olgu distuntlmektedir
[Kilicturgay, 1995; Badur and Akgiin, 2001].

2.2.7. Hepatit Enfeksiyonlari

Kronik hepatitlerin % 80’inden fazlasini kronik &ir hepatitler olgturur.
Bunlar arasinda hepatit B, C, D virUsleringlb&nfeksiyonlar en sik gorilenlerdir.

Nadiren Sitomegalovirlis ve Ebstein-Barr virlisi giter hepatotropik virtsler de
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yenidgganlarda ve immun sistemi zayiflagnhastalarda kronik hepatite neden
olabilir. Diger kronik hepatit nedenleri arasinda otoimmun htegtilaclar, alkol,
metabolik nedenler, alfa-1 antitripsin eksgklsayilabilir [Sava ve Simsek, 1998;

Torbenson and Thomas, 2002].

Klasik hepatit B enfeksiyonunun gal seyrinde tg¢ faz vardir; immun tolerans,
immun klerens ve virlis entegrasyonu [Locarnini &levbold, 1997]. Yenidganda
immun tolerans durumu vardir. HBV-DNA ve HBeAg piiftir, transaminazlar
normal ve karager biyopsisi hafif aktiftir [Pol, 1995]immun klerens fazinda; 10-
20 yalarinda virise kar immuin yanit olgturulur, virisin replike oldgu
hepatositlerin dlimiyle transaminazlarda yikselmgiddetli hepatit tablosu obur
[Karayiannis, 2003]llerleyen yillarda viral nikleik asit konakgi DNA/& entegre
olur ve infektivite azalir. HBeAg negatifie, HBV-DNA titresi disuktir ve anti-
HBe olwur. Erigkinde ise kronik hepatit B enfeksiyonlarinin replik ve
nonreplikatif fazlar bulunmaktadir [Sayae Simsek, 1998; Wai and Lok, 2002].

Hepatitlerin tedavisi icin en sik rekombinant DNA&kmholojisiyle dretilen
interferona (IFN-a) kullaniimaktadir. Bunlarin iki ticari preparatiFN-a 2a ve
IFN-a 2b) degisik dozlarda bulunmaktadirinterferonlar, viicudumuzda normal
immin yanit sirasinda sentezlenen biyolojik sittdadir [Wai and Lok, 2002].
Immiinomodulator veya goeudan d@ruya antiviral olarak; immin sistemde major
histocompatibility complex | (MHCI) antijen ekspgesunda, naturel killer (NK)
hiicre aktivitesinde, antijen sunan hicre (APC) vakinde ve dgal interferon
sentezinde agisglayarak etki gdosterirler [Akbar et al., 1999]. Ageu gansiklovir,
lamivudin ve famsiklovir gibi pekcok antiviral ilacginimuizde, HBV
replikasyonunu inhibe etmek amaciyla da kullanilttadk [Esteban, 2002;
Karayiannis, 2003].

2.2.8. HBV As1 Uygulamalari

Gunumuzde genetik muhend@liyoluyla elde edilen HBV glari givenli
olarak kullaniimaktadir. Bugiine kadar kullaniladymilarca doz sdan sonra ciddi

herhangi bir yan etki bildirilmengiir. Ayrica alya bal hepatoma gejme riski de
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yoktur. HBV talyicilarinda gelime olasilgl yiksek hepatoma riski gézonine
alinarak, WHO tarafindan HBVs®I kanserden korunmada géhlmis ilk asi
olarak dgerlendirilmektedir [Lemon and Thomas, 1997; Akoi898].

Asl 0, 1, 6. aylarda 3 doz olarak deltoid adale igiggulanir. Uygulama 0, 1,
2, 12. aylarda dort dozeklinde de yapilabilir. Her iki uygulamada da aatik
gelistirme bakimindan farklihk olmagindan 3 dozluk @alama tercih edilmektedir
[Akova, 1998; Banatvala et al., 2001].

Asilananlarin yaklgk % 5-11'inde kanda yeterli dizeyde antikor sphaz
[Shearer et al., 1998]. Bu durumda ek dezuygulanabilir. Genellikle ytksek risk
altindaki sg@lik personelinin ilk immunizasyondan 5 yil sonrati&#Bs titresine
bakilip, bu titrenin 10 mlU/ml'nin altinda olmasiumimunda bir doz rapel

yaptirilabilecgi 6nerilmektedir [Lemon and Thomas, 1997; Banatedlal., 2001].

Hastalgin yassa balh risk ve komplikasyonlari, slanan kginin olusturaca
immuan yanit gibi birgok faktore Igh olarak deisiklik gosterir. Genellikle glar
hastalik icin risk tgyan ve yeterli antikor yaniti ojturabilecek en geng¢ gruba
yapilir. Immin sistemin galimi fetal hayatta bdar ve 5-6 yaa kadar devam eder.
Yenidazanlarda en iyi immin yanit geiimi protein antijenlere kar gelismistir.
Yenidazanlarin imman sistemi bu antijenleri tanir ve imroliojik hafiza geltirir.
Asl, ihtiyaci olan kgiye, yeterli immun yaniti okiurabilecgi zamanda ve ihtiyag
duyduysu donemde yapilmalidir [Balik, 2000]. Hepatit 8sa risk tgiyan hamilelere
uygulanabilir. HBs antijeni pozitif annedengm prematirelerde hepatit Bis ve
hepatit B immunglobulini (HBIG) yapilmalidir. HBsAgegatif anneden @an
bebeklerin primer hepatit B immunizasyon programaihdpatit B gsinin 3. dozu, 2.
dozundan en az iki ay sonra yapilmall ya da pelaa 6. aydan dnce yapiimamalidir
[Akova, 1998; Karayiannis, 2003].

Tam yenidganlar, on ya civarindaki ¢ocuklar, hasta ve hasta vicut saigila
ile temas riski olan gk calisanlarn ve dier calsanlar, hemodiyaliz hastalari,

hemofili vb hastaliklari nedeniyle surekli kan ts&iizyon gereksinimi olan hastalar,
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hepatit B taryicilarinin gleri ve ayni evde yayan ksiler, huzurevi, akil hastanesi
ve mental 6zurli ¢ocuk bakimevlerinde kalan ve landa calsan s&lik personeli,
damar ici uygturucu madde kullananlar, homosekstiel ve bisekdigler,
mahkumlar, HBV endemik bdlgelere seyahatle buradgydan daha fazla kalmasi
planlanan kiiler risk altindadir ve bu gruplarasiauygulanmalidir [Howard and
Zuckerman, 1990; Francois et al., 2002].

Hepatit B’den korunma; genel koruyucu onlemler jifpaes aktif imminizasyon
yoluyla olmaktadir:

Pasif b&isiklik; hepatit B antijeni ile katlasmadan antijene kar sgilanan
bagisikliktir. HBsAg'ne kagl ¢ok yiuksek ygunlukta spesifik human immunglobulin
molekilleri veya duyarli lenfositlerin aktarimi ilelolayli yoldan bgisiklik
olusturulur. Boylece enfeksiyon etkenine spesifik borkma sglanir [Roitt and
Delves, 2001].

Aktif bagisiklik; Hepatit B antijeninin dgal yolla viicuda girerek enfeksiyon
olusturmasi (dgal aktif baisiklik) veya ailama ile (yapay aktif kasiklik)
kazandirilabilir. Rekombinant DNA teknolojisi ile rdaiilen hepatit antijeni
organizmaya verilginde, dgal enfeksiyon sonrasi afan immin yanita benzer
koruyucu hicresel ve humoralgsklik olusturulur [Roitt and Delves, 2001].

2.3. Antikor

Humoral b&isiklik; antijenleri 6zgul olarak taniyarak yok ed#ésini sglayan
immunglobulin (Ig) molekdlleri tarafindan gercegielir. B lenfositleri antijenin
epitop adi verilen 6zel bolgelerine 6zgl antikamr@itinglobulinler) salgilarlar.
Salgilanan antikorlar, 6zgul olarak targidantijene bglanarak onun gier hticreler

tarafindan yok edilmesini g&rlar [Roitt and Delves, 2001].
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Sekil 2.3. Antikorun molekuler yapisi

[http://www.courses.brown.edu/George_Yap-BI0053 /BP2

2.3.1. Molekul Yapisi

Ig molekilu birbirlerine disulfid b#ari ile balanmg benzer yapida iki hafif
(L) ve iki agir (H) zincirden olgur. Agir zincir 55-70 kDa, hafif zincir ise 24 kDa
agirhgindadir. Hafif ve air polipeptid zincirlerinin her ikisi de bir amir@atminal
degisken (V) bdlge (Fab) ile bir karboksi terminal safil) bolge (Fc) icerir [French
et al., 1989]. Her @r zincir U¢ sabit (CHl CH, ve CH) ve bir dgisken bdlgeye
(Vy) sahiptir. Agir zincirde toplam 446 amino asit bulunur, bunlardk 109'u
amino ucundaki dgsken bdlgeye aittir. Hafif zincirde ise bir gigken (M) ve bir
sabit bolge (©) bulunur ve 214 amino asitten elu. Hafif zincirde de ilk 109 amino
asit dgisken bdlgeyi olgturur [Loewy et al., 1991; DeWildt et al., 1999]gA ve
hafif zincirlerin dggisken bolgeleri antijen @@anma bolgesini okiurur. Her zincirin
degisken bolgesindeki tcsal desisken bolge, komplementegli belirleyen bdlgeler
(CDR) olarak adlandirilir. CDR CDR,, CDRs olarak simgelenen bu bdlgeler bir
araya gelerek antijen pama yuzeyini olstururlar. Agir zincirde sabit bélge 1
(CH,) ve sabit bolge 2 (Chl arasindaki menge bdlgesi molekile esneklik #ar.
Agir zincirler birbirlerine ve hafif zincir @r zincire disulfit b&lari ile balanir.
Ayrica degisken ve sabit bolgelerin icinde de disdlfit kopriillealunur Sekil 2.3).
Hafif zincirler iki tipten birini kappaf) veya lamd&) tasir [DePinho, 1986; Cedar

and Bergman, 1999]. Yapilan gahalar immunglobulin molekiliniin amino asit
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dizilerinin her antikorun desken bolgelerinde birbirinden farkh oldunu
gOstermgtir. Immunglobulin G dunda, &ir zincirlerin sabit bolgesi yoniinden
birbirinden farkli olan bgka immunglobulin tipleri vardir. 1gG’'dey, IgA’'da a,
IgM’de y, IgD’de 6 ve IgE’deg agir zincir izotipler bulunmaktadir [Roitt and Delves
2001].

Antikorlar papain ve pepsin enzimleri ile muameti#idiginde farkl gruplara
ayrilirlar. IgG molekili pepsin ile muamele ediidde F(ab), (iki Fab bolgesinin
antikorun mentge bolgesiyle birbirine kQ#anms sekli) adi verilen bolgelere
ayrilirken, Fc kismi pepsin tarafindan sindirilepelccalara ayrilir. Papain ise ikila
zinciri baglayan disulfid b&inin karboksiterminal tarafina etkilidir. Papairkist ile
IgG molekillu G¢ parcaya boluntr. Aminoterminal ferakalan iki parca birbirine
esit olup 6zgul antijenle birlgne 6zellgine sahip olan Fab kismi, Utglnci parca
kristalize olabilen Fc kismidir [Smith, 1993; Zau&001]. IgM molekuli pepsinle
kesildiginde ise bivalent fragment F(@p olusur. Olsan bu parca monovalent
Faldu'yi tretmek icin indirgenebilir [Matthew and Reiatas, 1982; Liddell and
Cryer, 1991] $ekil 2.4).

W "7/ X\Z/

Fc aft birimieri
2N
R

Sekil 2.4. Antikorun c¢aitli enzimlerle etkilgtiginde olgan alt birimleri
[Benjamini, 2000].
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2.3.2. Antikor Izotipleri ve Fonksiyonlari

a) IgG: ki agir ve iki hafif polipeptid zincirden okan IgG antikor molekiilleri
150 kDa molekdl @girhginda ve ¢cokme katsayisi 7S olan bir monomerdir.niNir
serumda ortalama 600-1800 mg/dl bulunmaktadir. B@fi antikorlar, % 3-4
oraninda karbonhidrat icermektedir. Normal getide plazmadaki total
immunglobulinlerin % 80 kadarini IgG ahlurur [Loewy et al., 1991]. Disulfid
baglarinin pozisyon ve sayisindaki fakfiindan kaynaklanan IgG’ninyX agir
zincirin 1gG,, 19G,, 19Gs ve IgG, olmak Uzere insanlarda 4 alt sinifi bulunmaktadir
[Kuby, 1994]. Bircok htcre vyuzeyinde 1gG icin Fc septorleri bulundgu
belirlenmitir. FcyRI (CD64); antijenin sitotoksik olarak parcalamassaslayarak
antikora bgh hicresel sitotoksite ofturur. FgRIl (CD32); antikor sentezini belirli
bir asamadan sonra engelleyerek immunglobulin yapimiiredienmesini $dar,
FcyRIIl (CD16); antikora bgl sitotoksite icin gerekli olan dik afiniteli
reseptordur. Bu reseptorler aragyia IgG molekdlleri, immin kompleksler ve
partikiler antijenleri fagositoza duyarli hale get[Zouali, 2001]. IgG plesantadan
gecebilen tek immuanglobulindir, yenigani enfeksiyonlara kar korumaktadir.
Presipitasyon, toksin ve viris noétralizasyonu, ktamman birlemesi, trombosit

agregasyonu ve opsonin reaksiyonlarinda etkilRoift and Delves, 2001].

b) IgA: Kan serumunda ve seromukoz salgilarda bulunamedabitesi 7-11
S olan bir immiinglobulindirinsan kan serumunda bulunan immiunglobulinlerin %
15’1 IgA’dir ve yapisinda % 7 oraninda karbonhiddaglunur. IgA plazmada
monomer, vicut salgilarinda dimer veya tripeklinde bulunur. Monomer IgA 160
kDa, trimer IgA 400 kDa molekulgarlhigindadir. Salgisal IgA molekult (dimer) bir
cift bazik birim, bir J zincir ve sekretuvar parg@adolyur. J zincir 15 kDa molekiil
agirhginda asidik bir polipeptid olup yiksek oranda sisteermektedir. IgA’nin
agir zincirin (o) IgA1 ve 1gA; olmak tzere farkh iki alt sinifi vardir [ZouaR001].
Komplemani alternatif yoldan aktive ederler. Yamré 6 gindir ve serum dizeyi
200-500 mg/dl'dir. IgA esas olarak mukoza salgnarimajor immuanglobulinidir ve
bu nedenle organizmanin lokal enfeksiyonlarasikalk olarak savunmasindan
sorumludur. GOzya, tukrik, trake, brogy burun, vajen, barsak salgilari, safra ve
siitte yiiksek diizeyde IgA bulunur. Salgisal IgA @otitik enzimlere direnglidir. Ust

solunum vyollari ve barsak sistemi mukozasi enfekdgrinda ve yluzeysel
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immunitede etkilidir. Mikroorganizmalarin mukoza dnélerine bglanmalarini ve
dolayisiyla dy yuzeylerde kolonize olmalarini veya epitel huaieie enfekte

etmelerini dnler [Kuby, 1994]. IgA sgli mikroorganizmalar tarafindan afturulan

toksik veya litik enzimleri de nétralize edebilif. lenfosit, monosit, noétrofillerin
yuzeyinde bulunan IgA reseptorleri fagositoz olayigardim etmekte ve IgA
yapimini dizenlemektedir [Benjamini et al., 2000].

c) IgM: Bes IgG alt biriminden olgan molekdl &irligi 970 kDa ve ¢okme
katsayisi 19 S olan bir pentamerdir. Bir IgM molékigle disulfid bglari ile basli
olarak 5 bazik birim yer alir. Her pentamer molel@ii bazik birimlerden ikisine
kovalent bglanmsg bir J zincir bulunur. Bazi IgM molekullerinde J ngzir
bulunmayabilir veya birden fazla olabilir. Mesgebdlgesi yoktur, bunun yerine 130
aminoasit’lik ilave bir CH birimi icerirler. Normal yetkinlerde, plazmadaki total
immunglobulinlerin % 8-10 kadarini IgM afwrur. IgM % 12 oraninda karbonhidrat
iceren, merkaptoetanole duyarl bir antikordur. iYamri 5 gin olan IgM sinifi
antikorlarin serumdaki normal diizeyleri 60-200 ntidid A gir zincirin (W) IgM; ve
IgM, olmak Uzere iki alt sinifi bulunmaktadir. IgM sinantikorlar klasik yoldan
kompleman aktivasyonunda, aglitinasyonunda ve fagosluyarhlginda 1gG’den
¢cok daha fazla etkindir. Fagositozu kolgylarlar, makrofaj ve notrofillere
baglanmazlar [Zouali, 2001]. IgM ilkel omurgahlardarmgvsel olarak ilk olgan,
bireysel gekmede fotiste ilk yapilan ve birincil immidn yanittdusturan bir
antikordur. Bunlar aylar icinde kaybolarak yerlérinzun sire koruyucu etkinlik
gosteren 1gG sinifi antikorlara birakirlar. Bu naéldeserumda IgG’ye gore daha
yuksek dizeyde spesifik IgM antikorlarinin saptasmakut bir enfeksiyonwaret
eder [Kuby, 1994]. Serumda IgM eksgkliseptisemiye duyarlilik yaratmaktadir.
Normalde sentezlenen IgM polimerleri pentamer olmakeraber, B hicrelerinin
bazi hallerde hekzamer IgM molekiilleri de senteathdgcesi gosterilmitir [Reddy
and Corley, 1999]Jekil 2.5).
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Sekil 2.5.1gM antikoru [Coligan et al., 1991].

d) IgD: IgG sinifi antikorlarin molekil yapisina benzempiga molekile
sahip, cokme katsayisi 7S, m@ihigl 180 kDa olan kisa émurli bir antikordur.
Yenidazanin B tipi lenfositlerinin hticre membranindg @lobulin adi verilen 1gD
agir zincirleri gosterilmgtir [Blattner and Tucker, 1984]. Plazmada totalldgh
%0.2-1 kadarini IgD okturur. Alternatif yoldan komplemani aktive edebilegD
antikorlari % 13 oraninda karbonhidrat icerirlerary 6mri 3 gin ve serumdaki
dizeyi 0.1-4 mg/dl'dir. IsI ve proteolitik enziméeduyarli kolayca parcalanabilen bir
immunglobulindir. Sguk ortamda Fab ve Fc parcalari ayrilir [Preud’honehal.,
2000]. IgD’nin B lenfositlerinde antijeni ilk olakabaglayan bir reseptér gorevi
yaptgl bildirilmektedir. IgM ile birlikte B lenfosit yueyinde yer alir, B hiicrelerinin
farklilasmasinda goérev yapar. IgD antijenik uyarimdan sdardosit ylzeyinden
kaybolmaktadir [Kuby, 1994].



21

e) IgE: Mol agirhigl 190 kDa ve ¢okme katsayisi 8S olan bir monomerdir
Normalde, plazmadaki total immunglobulinlerin ancék 0.0004-0.001 kadarini
olusturur. IgE sinifi antikorlar perifer kan serumundak az miktarda (0.01-0.9
mg/dl) bulunmaktadir. Yari émri ancak 2 gin olag Igolekilleri % 11 oraninda
karbonhidrat icermektedir. @& zincir () ile gosterilir. IgE sinifi antikorlar mast
hiicrelerine ve bazofillere Banarak onlari duyarli hale getirirler [Benjamirti&.,
2000]. IgE 56 °C'lik 1siya duyarll ve bu isida bir saatte etkinlikaybolan,
komplemani alternatif yoldan aktive eden, plasemtadgecemeyen, 06zgul
antijenleriyle presipitasyon yapamayan ve merkapto# etkisine direncli olan bir
antikordur. Helmint enfeksiyonlarinda ve anideniggl alerji olgularinda miktari
artan immdanglobulinlerdir [Kuby, 1994]. ER1 reseptorleri aracg ile mast
hicreleri alerjene It@andiklari zaman hizli sart  duyarlik reaksiyonlarinin
(anafilaksi) ortaya cikmasina neden olurlar. Burji&lereaksiyonlar, paraziter
hastaliklara kar savunmada yer alabilir. T ve B lenfosit, makrofajeozonofillerde
bulunan dgtk afiniteli FeRIl reseptorleri de IgE yapiminin didzenlenmesini
sgilamaktadir [Roitt and Delves, 2001].

2.4. Antijen

Yabanci bir organizmaya giginde immiin yanit olgturabilen, kendisine ke
gelismis antikorlara bglanma yetengine sahip olan yabanci maddelere immunojen
denir. Her immunojen bir antijendir ancak her amtijbir immunojen dgldir.
Immunojen antijenler genellikle protein, karbonhtdve fosfolipid yapisindadir.
Immunojen olmayan antijenler (hapten) kiiciik oldukigin bagisiklik sisteminde
kalamazlar ancak ¢eyici bir proteinle bglandginda bgisik yanit olgturabilirler
[Kaufman, 1995].

Antikorlar sadece tum immunojen yapisinaskatesil, immudnojen antijenin
epitop (antijenik determinant) olarak isimlendinl&lcuik polipeptid dizilerine kar
da gelsirler. Antijenler epitopa 6zgu antikorlar ya da gbakliktan sorumlu

hiicrelerin reseptdrleri tarafindan taninir [Asad &ilder, 1993; Kaufman, 1995].
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2.5. Asilar ve Adjuvanlar

1778 yilinda Edward Jener tarafindan enfeksiyozah&kara kagi asilama
fikri ilk olarak ortaya atilmy ve aratirici bu diguncesiyle cicek hastgindan
korunmay! sglamistir. 1980 yillarinda Dinya §hk Orgiti cicek hastaiinin
dinya dzerinden tamamiyla siligdi bildirmistir [Thanavala, 1996]. #lama
sayesinde cicek, kuduz, tetanoz, difterigimaca ve verem hastaliklarinin 6niine
gecilmesine rgmen hala @si bulunamayan hastaliklar nedeniyle milyonlarca k
etkilenmektedir [Andre, 2003]. Asi gelistirme calsmalari gen klonlama, peptid
sentezleme, monoklonal antikor Uretimi sayesindai y@oyutlar kazanmaktadir
[Dalgleish and Kennedy, 1988; Renner et al., 2000].

Bircok antijen immin yaniti istenilen dizeyde uyasa. Ozellikle inaktive
mikroorganizmalar veya bunlarin Grdnlerinisiggan gilarin immuin yanitlarini
artirmak ve olgan immuin yanitin uzun sureli olmasiniglsanak amaci ile
adjuvanlar kullanilir [Delves, 1997]. Gunumuzde mod#jlari aktive eden ve bazen
de lenfositler tizerine direk olarak etki eden adjar bulunmaktadirinsanlarda
genellikle aliminyum hidroksit ve aliminyum fostagiyan ailar kullaniimaktadir
[Audibert and Lise, 1993]. Bunun ginda antijenin kiguk lipit membran
vesikullerine (lipozomlar) ya da 6zel bir glikontatriksine bglanan immun uyarici
kompleks (ISCOM), monofosforil lipit A (MLA) ve mamil dipeptit (MDP) gibi
adjuvanlarla c¢gtli toksinler icin uygulanan yeni $ayict yontemler bulunmaktadir
[Gregoriadis, 1990; Rabinovich et al.,1994].

Organizmaya c¢gtli yollarla verilen gilar ilgili antijenlere kagi bagisiklik
sistemini harekete gecirerek vicutta koruyucu pmnégen (antikorlarin) gelimesini
sgilamaktadir. Cgtli enfeksiyon etmenleri (610 bakteri, virlis, mant parazit)
fiziksel (1s1, ultraviyole ginlari) ve kimyasal (formaldehit vb.) maddelerlektive
edilerek ya da dgal veya yapay olarak virtlensi zayiflatignformlar halindeki
organizmalar @ antijeni olarak kullaniimaktadir [Ellis, 1999; Roand Delves,
2001].
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2.6. Hepatit B Asilari

Hepatit B'ye kagi aktif immunizasyon c¢amalarini ilk olarak 1971'de
Krugman balatmistir. Bu aratirici; HBV’lU serumlar seyreltip 1 dakika kayned#
gonullilere verdikten sonra bu skerde sarilik olgmadgini ve HBV'ne kasi
korunduklarini gostermgiir [Krugman et al., 1967]. 1981'de ilk ticari “@ena ais1”
[Brown et al., 1986], 1985'te de ilk ticari “rekommant DNA” aisi Uretilmitir
[Lemon and Thomas, 1997]. HB\éikari, imminijeniteleri ve koruyucufiu yiksek,
cok guvenli inaktif alar olup dger gilarla uyumsuzluk goéstermez. HB\kikar
Ozellikle gcocuklara uygulanarsitarla kombine edilerek kullanilabilir. Bgekilde tek
bir enjeksiyonla koruyucu yanit almak mumkundir.linyum tuzlan Gzerine
adsorblanny difteri, tetanoz toksoidleri, inaktive pmaca bakterisi ve hepatit B
virisuiniin rekombinant SHBs antijenini iceren konebay diger bir yéntem olarak
kullanilmaktadir [Jilg, 1998; Papaevangelou, 199&BV asisi gelstirme
calismalarinda farkl yaklamlar bulunmaktadir.

2.6.1. Plazma Kdkenli Ailar

HBV'ne kar ilk etkili asi ABD’de 1970’lerde kronik olarak enfekte olmu
vericilerin kanlarindan viral trtnlerin sagtailmasi ile elde edilnstir. 1980’lerde
HIV hastalginin yayginlamasiyla kan kokenli patojenlerin yayllmasinin govési
ve insan kaynakli biyolojik Grtnleringaolarak kullaniminin riskli olmasi nedeniyle
plazma alari artik kullanilmamaktadir. Yapilan cgahalar sonucu ml'de (g
HBsAg bulunduran inaktive edilmil/10 seyreltmedeki insan serumunun, uygulanan
kisilerde belirli miktarda antikor yaniti ofturdusu gosterilmgtir. Seronegatif
kisilere &I yapildginda HBsAg'ne kan antikor (anti-HBs) olgurken kor ve e
antijenlerine kan antikor olymaz. Asllama ile csitli HBV alt tiplerine kagl capraz
koruma gdsteren “a” antijenine karantikor olgur. Hepatit B alari HBsAg
tastyicilarinin  plazmasindan hazirlanir [Ellis, 1999]asiyicilarin plazmasindan
HBsAg saflgtirilmasi, plazmada bulunabilecek HBV’lerinin vegeli ajanlarin
inaktivasyonunun gganmasi amaciyla buyik 6lcekte dretim yapiimaktaBunun
icin pepsin kesimi, Ure ile denatirasyon, formaMeya Isi inaktivasyonu
uygulanmaktadir. Plazmaikari aluminyum hidroksite adsorbe edilerek hamniriiar.

Plazmadan elde edilensikarin Uretimi sirasinda uygulanagleimlerde, insanda
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hastalik yapan non-A, non-B hepatit virlsleri veVHVirlist hari¢, bilinen tim
virslerin inaktive oldgu gosterilmgtir [Benjamini et al., 2000].

2.6.2. Rekombinant DNA Teknolojisi ile Uretilen Ailar

Rekombinant DNA teknolojisi ile mikroorganizmalariprotein antijenleri
aretilir [Ellis, 1999]. As1 Uretimi icin Rekombinant DNA teknolojisinin ilkygulama
ornesi Hepatit B gisidir. Plazma kdkenlisdar yerine mayada rekombinant DNA
teknolojisi kullanarak Hepatit B antijeninin ekspee edildgi alternatif bir ai
gelistirilmistir [Plotkin, 2002]. Rekombinant sa kan kokenli patojenlerle sa
antijeninin kontaminasyon riskini ortadan kaldirrteatkr [Traavik, 1999; Benjamini
et al., 2000].

Rekombinant DNA glari; maya hicresinde veya memeli hicrelerinde
cogaltilir. HBsAQ'i saflatirildiktan sonra altiminyum hidroksite adsorbe iedie
koruyucu olarak tiyomersal kullanilir [Kuby 1994emon and Thomas, 1997].

2.6.2.1. Maya Rekombinant Ailari

HBV'nin adw alt tipinin ylzey antijenini kodlayaneg izole edilerek
Saccharomyces cerevisiagaya kultiriinden elde edilgtir. Ekspresyon plazmitleri
maya genomunu ya da genomun bir kismini ve GALILggiimotorla kontrol edilen
HBV ylzey antijen genini icerir. # adw alt tipinde hazirlanmiolmasina kain
diger alt tiplere de hasiklik saslar. Maya hucreleri preS1 ve preS2 bolgelerini
iceren ailarin tretiminde kullaniimaktadir [Kao and Cher@02]. Bu bdlgelerin
saflgtirilmasi sirasinda proteaz inhibitérleri eklenifranslasyon sonucunda
kimyasal bir glem olmaksizin HBsAg ortalama 20 nm capinda kirpaetaciklara
donismektedir. Glikolize olmami HBsAg polipeptidleri ve fosfolipidlerden ajan
bir lipid matriksi tgiyan bu parcaciklar gal HBsAg Ozellgine sahiptir. Maya
kokenli HBV allarinin tretiminde HBsAg'nin saffairiimasi kolon kromatografisi,
ultrasantrifijleme gibi cgtli tekniklerle gerceklstirilir. A sl filtrasyon ile sterilize
edildikten sonra aliminyum hidroksite ghanir [Howard and Zuckerman, 1990;
Benjamini et al., 2000]. Busauygulamalari sonucunda enfeksiy6z viris DNA'sI

veya Dane partikili ofmaz. Al icerisinde % 4 konsantrasyona kadar cikabilen
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maya kokenli proteinlere karolumsuz reaksiyon gozlenmegtii [Roitt and Delves,
2001].

2.6.2.2. Memeli Hiicre Rekombinant Ailari

Rekombinant @lar ayrica memeli hicrelerinde de Uretiimekteditazma
kokenli partikillere glikolizasyon ve lipit icedii bakimindan benzemektedirler.
Memeli hicrelerinden salgilanan 22 nm capindaktikgdterin antikor dretimini,
mayada uretilen HBsAg'den daha ylksek miktarda lfetligi bildirilmektedir. Bu
asinin etkinligi ve guvenirliligini klinik denemeler gosterrgtir. Bu yontemle Uretilen
ticari a1, rekombinant Chinese hamster ovary (CHO) hiadrelen elde edilen S ve
preS2 proteinlerini iceren saftaiimis ve aliminyum hidroksite kg inaktive HBs
antijeninden olgmaktadir [Howard and Zuckerman, 1990; Jilg, 1998].

Rekombinant DNA teknolojisi ve biyomuhend@gh diger alanlarindaki
ilerlemeler mevcut @larin ve yeni alarin Uretimine cgtli yaklasimlar

getirmektedir.

2.6.3. DNA Agllar

Son yillarda koruyucu bir antijen icin DNA dizisiollayan plazmidler s
gelistirmede kullanilir. Proteinlere karimmuan yaniti gtclt bir memeli promotoru
tastyan plazmid tarafindan bu gercelglir. DNA asilari hicre iginde istenen
antijeni olgturarak MHC proteinleri tarafindan sunumunun kadgiytildigl bir
avantaj sglar [Jilg, 1998; Traavik, 1999]. DNAsdari enfeksiyon riskinin yoklgu,
protein a&ilarina gore daha fazla kararli olmasi ve patojenenfekte olmayan
antijenin hudcrelere verilmesi bakimindan avantajliEllis, 1999]. DNA ailari
anneden gecen antikorlara sahip cocuklarin imm8ga@au icin de faydal
yontemlerdir. DNA alar birgok viral, bakteriyal ve protozoal enfeksnfara kagl
laboratuar hayvanlarinda denenmektedir. Ancak DNWaanin mutajenik olabilme
supheleri bulunmaktadir. Bu noktada DNAilari daha ygun deneysel camayi
gerektirir [Renner et al., 2000]. Mancini ve artkgnsgenik farelerde, HBV-spesifik
DNA asisinin tek bir uygulama ile kargarde yan etki ogturmadan HBsSAgQ'nin
uzaklgtinldigini bildirmiglerdir [Mancini et al., 1996]. DNA @lari ile immunize
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edilen farelerde HBV inaktivasyonundan T hicretemumludur. HBV-DNA ais,
kronik taglyiciligin ortadan kaldirilmasinda yeni bir yaila olusturmaktadir
[Michel, 2002; Thermet et al., 2003].

2.6.4. Sentetik Peptid Ailar

Koruyucu immudn yaniti okiuran protein antijeninin aminoasit dizi bilgisi
kullanilarak sentetik peptidsdari gelstirilir [Plotkin, 2002]. Teorik olarak sentetik
peptid ailari saflgtiriimis peptidleri ve daha basit antijenik komponentleri
icermeleri bakimindan avantajlidirlar. Bwilar daha az yan etki ile koruma
saglayabilirler. Ancak peptid gqlari proteinlerin  kigcuk olmalan ve ggici
proteinlerle konjugasyona ihtiya¢ duymalari bakidam bazi istenmeyen 6zelliklere
sahiptir. Bu tur gtya 0rnek olarak influenza virisunun H3 hemaglutiaiisi, 1. tip
polioviris VP1 yapi proteini, Hepatit B virlisl yyzentijenini tglyan gilar
verilebilir [Howard and Zuckerman, 1990; Benjamtial., 2000].

2.6.5. Virls Taslyici Asllar

Istenen antijeni kodlayan bir genin bir organizmadhgerine (polioviris,
adenoviris gibi) vektorler aragilyla aktariimasi mumkundir. Glwrulan viris
konakta replike olur, yabanci geni eksprese edebwedzel antijen bir @ gibi
davranir [Traavik, 1999]. Bu yalkdam &I virisunin konga zarar vermedgi
durumlarda vyararhdir. Viris ¢eyici a1 hem hicre hem de antikor goanli
immuniteyi uyarmasi bakimindan da avantaglaa [Benjamini et al., 2000;

Timmerman et al., 2001].

Hibrid partikdlleri kullanilarak dretilen yeni hefila asilarinda, S geni
poliomyelit viristine klonlanir. Yuzey antijeninistgan kilif proteinleri memeli
hiicre kulturlerinde hicre lipidleri ile biggrilir. Bu sekilde HBsAg'nin kilf
proteinleri partikil formda memeli hicrelerinde plese edilebilir. HBV'nin
cekirdek partikulleri insansdarinda taryici olarak kullanilabilirler. Partiktl olarak
kor yapisinin kullanimi ile ytzey antijen partilgiihe oranla 100 kat daha fazla
antikor yaniti olgturulabilir ve Th hicre fonksiyonu giclendirilir fivard and
Zuckerman, 1990; Traavik, 1999].
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2.6.6. PreS Ailar

Immunojenik a elde etmek igin gier bir yontem HBsAgni dier HBV
spesifik proteinlerle birlgirmektir. Bu amacla kullanilan protein dizilerig®, kor
protein dizileri veya S varyantlaridiSempanzelerde yapilan denemelerde preS1,
preS2 ve S dizilerin antikoru noétralize etmek ihdef bolgeler olarak rol oyndgli
gosterilmitir. preS2 dizisinin farelerde olduk¢ca immunojerokdugu, geleneksel
HBsAg aisina yanit olgiuramayan sglarda anti-HBsAg yanitini induklegli
bulunmutur [Prange and Werr, 1999]. Bu durum preS2 didisigucli bir T hicre
epitopunun varfii ile aciklanabilir. Bu incelemeler preS2 igerenniyesilarin
gelistiriimesine ya da preS2 ve preS1 epitoplarinin niegaa kullanimina temel
teskil etmektedir [Jilg, 1998; Thermet et al., 2003].

2.6.7. Tek Dozluk HBV Asilan

Bu asilar kontrolli salinim mikropartikil tekgi kullanilarak gelgtirilmektedir.

Bu yontemde tek bir enjeksiyon ile gucli ve uzires basisiklik olusturan inaktif
as! kullanilir. Asi nonreaktif ve biyolojik olarak parcgalanabilir bpolimer olan
polylactid polyglycosid (PLG) icerisinde immobilizedilir [Zhou et al., 2003]. Bu
mikrokapsullerde @nin farkli zaman ve miktarlarda salinimi gercgkleHayvanlar
tzerindeki denemelerde, HBsSAg iceren tek bir mikrtigtl doz, farkli zamanlarda
Uc¢ doz halinde uygulanan geleneksel HepatitstBamas! sonucu gozlenen immin
yanita benzer bir yanit aiturmustur [Jilg, 1998; Moynihan et al., 2001].

Modern ailar koruyucu immiunite okiurarak ceitli enfeksiyoz ajanlarin
oldukca etkili bir bicimde ortadan kaldiriimasinagrlar. Geleneksel sdarin
getirdigi dezavantajlar gb6zoninde bulundurygidnda ise c¢gtli modern ai
alternatiflerinden birisi olarak anti-idiyotip aktrlarin & olarak kullaniimasi

dUsUnulmdstir [Eichmann et al., 1987].
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2.7. Anti-idiyotip Antikorlar

Antikor molekuliinde antijene spesifik olarakgtanan, antikorun dgsken
bdlgesinde bulunan 6zel amino asit dizilerine itilydld) denir ve bu idiyotipler
orjinal antijene benzeyen antikor tretimini uyaidiyotip bolgeye kan gelisen bu
antikora anti-idiyotip (anti-id) antikor denir [Wihms et al.,1990; Cruse and Lewis,
2003]. Anti-idiyotip antikor, orjinal antijenin aikbra ba&lanma dizisini taklit eder
ve antikor olgumunu indiklefMitra-Kaushik et al., 2001; Lesinski and Westerink
2001].

idiyotipler, antikor molekuliiniin ge&sken bolgesinde bulunan idiyotop
toplulugundan olgurlar. Bazi durumlarda anti-idiyotip serumlar, &otun kendi
antijeni ile bg&lanmasini engeller. Bu durumda idiyotipik determima kendi
baglanma bolgesinde ya da yakininda @dudiunalr. Antikorun antijene
baglanmasini engellemeyen anti-idiyotip serumlar, reatglen bglanma boélgesinin
disindaki cerceve bolgesinin gt determinantlarina kar dretilmistir [Georgatos,
1993]. idiyotipin baglanma bolgesine komplementer olan birglbama bdlgesi
iceren anti-idiyotip antikor epitopa benzerdir. Badenle anti-idiyotip herhangi bir
epitopun kopyasini temsil edebilir. Birbiriyle ¢cgkkin amino asit yapi benzeile
sahip antikor molekulleri ayni idiyotiplere sahipdr ve bu yluzden c¢apraz reaksiyon
gOsterebilirler. Idiyotipler antikor ve T-lenfosit reseptorleri tamadan eksprese

edilirler [Benjamini et al., 2000].

Immunizasyon sonrasi ayni antijen (zerinde bulursaklif epitoplara ka
yonelen farkli spesifiklikteki antikorlarin, ganlukla ortak ya da capraz reaksiyon
gOsteren bir idiyotip olgturdugu tespit edilmitir. Idiyotipe spesifik T hiicrelerinden
biri dogal reseptor idiyotipini ve deri de slenmis idiyotipleri tanir. B hucreleri
antijene ve idiyotipe spesifik Th hicrelerinin sagn artirir [Finberg and Ertl, 1987].
Belirli bir antikor icin spesifik hafiza B hicreleiizerindeki 1d'ye kag1 olusan Th
hicrelerinin varlg ikinci bir yaniti artirirken, idiyotiplerde immayanitin artmasina

izin verir ve hafiza hicrelerinin devamgilini salar [Mitra-Kaushik et al., 2001].
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Antikorun primer yapisl, serolojisi ve fonksiyonaeiiine yapilan camalar
sonucunda idiyotiplerin antikor molekullerinin CDiBblgeleri ile iligkili olduklar
gosterilmitir [Billetta et al., 1991; Goldbaum et al., 1997DR bdlgelerinin ¢cok
cesitlilik gostermesi nedeniyle, idiyotiplerde aynirdeede cgtlilik gosterirler ve
otoantijen olgtururlar. idiyotip ekspresyonu antikorurgia ya da hafif zincirlerinin
degisken bolgeleri (\ ve V) ile iliskilidir. Haptenler, anti-idiyotip antikorlarin
idiyotip boélgelerine bglanmalarini inhibe edebilirler. Bu yuzden; Ve V_ 'lerin bir
ya da daha fazla CDR bdlgeleri ilesKili olduklari sonucuna varilngtir [Bentley et
al., 1990; Poljak, 1994].diyotiplere 6zgii T lenfositlerinin vagl, spesifik
idiyotipleri ile reaksiyona giren T hucrelerinin tdor regilasyonunda rol
oynayabilecgi olasiligini gostermektedir [McCullough and Langley, 1985].

2.7.1. Network Teorisi

Immiin dizenleme igin alternatif bir gétiir. Lindenmann (1973) ve Jerne
(1974) tarafindan k@asiklik sisteminin antikor ve lenfosit hicreleri amaga bir
“etkilesim agl” oldugu 6ne surulmgtir [Lindenmann, 1973; Jerne, 1974nmin
yaniti baskilayan ya da artiran idiyotip anti-idiporeaksiyon seri etkikgmleri ile
bir antijene kag1 duzenli olarak immun yanit alturulmakta ve kontrol edilmektedir
[Skaletsky, 1997].Immin sistemin bir network tarafindan kontrol edjidin
savunuldgu bu teori Jerne’e Nobel 6dulu kazandgtmi Teori daha sonralari
kanitlanmg ve caitli arastiricilar tarafindan da goulanmstir [Benjamini et al.,
2000].

T ve B hucreleri arasinda idiyotip anti-idiyotipntenlamasina ki olarak
blyuk bir bglanti ya da g serisi meydana getirilir ve busa dsaridan etki eden
antijene kag1 olusan yanit idiyotipik etkilgimler ile sa&lanir. Olwturulan idiyotip
baglantilarin ilk olarak otoantijenler ile gkili olduguna dair kanitlar vardir
[Eichmann et al., 1987]. Irun Cohariicuttaki 6nemli organlarda bulunan, belirli
dominant otoantijenleri taniyan B ve T hucreleringlasan regulator bganti ile
immun sistemde vicudun fonksiyonel yapisinin kodi&anfikrini ortaya atmgtir
[Cohen, 1991].
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2.7.2. Anti-idiyotip Antikor Tipleri

Belirli bir antijen ile immudnizasyon sonucu bu geie kagi Abl olarak
isimlendirilen antikorlarin tretimi gercekie. Ab1’e ka1 Ab2 olarak tanimlanan bir
seri anti-idiyotip antikor Uretilebilir [Pillet eal., 2002]. Ab2 molekullerinin bazilari
antijenin ¢ boyutlu yapisini taklit edebilir. Alrd’paratopuna uygunluk gosteren
Ab2p olarak adlandirilan anti-idiyotipler antijen tarafan olgturulan immun yanita
benzer spesifik immin yaniti indikleyebilirler. Ab2antijen gibi davrangh icin
farelere ya da der tirlere enjekte edilginde anti-anti-idiyotip antikorlari denilen
poliklonal anti-idiyotip antikor (Ab3)’ler olgur [McCullough and Langley, 1985;
Poskitt et al., 1991]. Ab3'Un bir alttipi Abl'e beer bir bglanma bdlgesine
(paratopa) sahiptir. Abl’in der idiyotoplarindan farkhfiini belirtmek amaciyla
Ab1' olarak isimlendirilir ve tek bana hedef antijene Banabilir [Pan et al., 1995;
Tripathi et al., 1998]Sekil 2.6).

Ab2
Anti-idiyotip . Ab2q
Anti-idiyotip
Abl Ab3
Idivotip Anti-(anti-idiyotip)

Antijen %

Sekil 2.6. Anti-idiyotip antikorlar [Roitt and Delves, 2001].

Anti-idiyotip antikor gelitigi idiyotopin antikordaki bulundgu yere goére
isimlendirilir. Anti-idiyotip yapinin aba, ab3, ab% ve ab2 olmak Uzere 4lt tipi
bulunur [Huang et al., 1988; Poskitt et al., 1991].
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» Ab2a anti-idiyotip antikor; idiyotip bélgesine antijen ya da hapterglaammasini
engellemiyorsa idiyotipin cerceve bolgesindeki adgpa kagi gelisir. Ab2a
antijen bglama bolgesinin dinda yer alan idiyotoplari tanir ve muhtemelen
regulator idiyotiptir [Tripathi et al., 1998]. Al2anti-idiyotipler fonksiyonel olarak
orjinal antijeni taklit etmez ve genel olarak gegssitlilik gosteren lenfositleri
uyarma kapasitesindedirler. Bu anti-idiyotipler gehireylerde oldukca zayif
immunojenite olgturan karbohidrat icerikli potansiyelsigarin yerine kullantlir
[Huang et al., 1988].

» Ab2p anti-idiyotip antikor; idiyotip bdlgesine antijen ya da hapterglammasini
engelledginde idiyotipin antijenle direk i$kili idiyotopuna kasi gelisir [Ban et al.,
1994]. AbZ bakteriyal, viral ve parazitik enfeksiyonlara arhayvan
modellerinde spesifik ve koruyucu gaklik saglamada kullaniimaktadir [Pan et
al., 1995]. Tumoér ikkili antijenlerin yerine kullanilabilen AHR2 anti-idiyotip
antikorlar @1 uygulamalari igin de uygun yaklanlardir[Poskitt et al., 1991].

* Ab2y anti-idiyotip antikor; Abl’e antijen bglanmasini inhibe eder [Ban et al.,
1994]. 1984 yilinda Bona ve Kohler'in tanimlgdibu anti-idiyotip antikorun
antijen ya da hapten anmasini engellemesinin nedeninin antijenlgrddan
ili skili olan idiyotip bdélgesinin ¢ boyutlu yapisinegistirmesinden kaynaklangii
distindlmektedir [Huang et al., 1988; Pan et al., 1995]

» Ab2¢ anti-idiyotip antikor; Bu tip antikorlar antijen Utzerindeki epitop ve Abl
tzerindeki idiyotipleri tanirlar [Finberg and Ertl987]. Bu anti-idiyotipler
oncelikle rometoid faktorleri iceren otoimmun hagdarla iliskilidir [Dalgleish
and Kennedy, 1988].

2.8. Anti-idiyotip Asilar

Anti-idiyotip antikorlarin immdinojen olarak denewyvanlari tzerinde gili
uygulama o6rnekleri bulunmaktadir. Bu tlr immunogenl antijene bgEanma
yetengindeki antikorlari aktive ederler. Anti-idiyotiplepitop spesifik gilar olarak
kullanilabilirler [Delves et al., 1997]. Bir antijen spesifik bir epitopu ile indiklenen
antikor, yapisal olarak epitopa uygun bir bolgewhigtir. Eser antikor dger bir
antikoru Gretmek icin immidnojen olarak kullanilirdau anti-idiyotip antikor,
idiyotipin antijenle birlgen kismiyla reaksiyona girer ve yapisal olarakogpittaklit
eder [Thanavala, 1996; Benjamini et al., 2000].
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Anti-idiyotip antikor (Ab2) teknolojisi kullaniladesa, allamanin Ab2'nin
taklit edilebilecgi ve 0zellikle koruyucu nitelikte olan epitopa ydikeolmasina
dikkat edilmelidir. Ab2 immunojenik 6zellikteki pteinlerle birlatirildi ginde ya da
bir adjuvanla birlikte verildiinde immun baskilama ajfturmaz [Maruyama et al.,
2002]. Etkili bir anti-idiyotip a1 gelistirebilmek icin koruyucu basikh g artiran bir
enfeksiydz ajanin epitoplari tanimlanmali ve amtd&on bu ajana kar pasif
bagisiklik gosterdgi tespit edilmelidir. Bu koruyucu antikorlarin immdjen olarak
kullanilmasi amaciyla hazirlanan anti-idiyotip &otlar a1 olarak kullanilabilirler
[Lesinski and Westerink, 2001].

Anti-idiyotip asllar; Rabies, Coronavirus, Cytomegalovirus (Herp&sis),
hepatit B gibi virlslerelisteria monocytogenes, Escherichia cedi Streptococcus
pneumoniaegibi bakterilere veSchistosoma mansoenfeksiyonlarina neden olan
parazitlere kan koruyucu bgisikligi artirmada etkili olmglardir [Magliani et al.,
2003].

2.8.1. Bakteriyel Anti-idiyotip Antikor A silar

Anti-idiyotip antikor allari, patojenik bakteri hiicre duvarlarinin polikakt
yapilarina kay immuin yanit olgturamayan yenidganlarda bgari ile kullanilabilir.
H. influenza, N. meningitidis, D. pneumoniae, Hi gs. bakterilere kar hazirlanan
klasik agllar yenid@anlarda etkisiz durumdadir. Anti-idiyotip antikarldelirli
bakteri proteinlerinin karbonhidrat epitoplarinkitaederek antikor yaniti okturur
[Arda, 1994; Delves et al., 1997]. Anti-idiyotipsiarin P. aeruginosaveya N.
gonorrhoeaekarsi anti-lipopolisakkarit antikor yanitini korugu ve epitopu taklit
ettigi bildirilmi stir. Neisseria meningitidisC serotipinin kapsuler polisakkaritine
karsi olusan monoklonal anti-idiyotip antikorlar, sinejeniienzer genotipe sahip) ve
xenogenik (farkl genotiplere sahip)’lerdeki meraegccal C polisakkaritine spesifik
antikorlari uyarmgtir [Moe et al., 1999]. Normal sdarda boyle bir etki
gozlenmemektedir. Deney hayvanlarinda yapilarsmallar bu anti-idiyotip gnin

etkin olabilecgini gostermgtir [Thanavala, 1989; Lesinski and Westerink, 2001]
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2.8.2. Viral Anti-idiyotip Antikor A silar

Enfekte insan plazmasindan elde edilen HepatitrBsune kagn olusturulan
idiyotip antikorlarin tayanlara verilmesiyle elde edilen anti-idiyotip awtilar (Ab2)
sempanzelere enjekte edigthde hayvanlarda koruyucu etki yargttgdzlenmsgtir
[Thanavala, 1989; Shoenfeld et al., 1994]. Heltden bgka, TMV (tltin mozaik
virisi), VEE (Venezuelan equine encephalitis), &@ip 1), Cytomegalo Rabies,
Influenza, Coxsackie, Herpes simplex, Reo (tip 8)Sendai virlslerine karcesitli
deney hayvanlarinda anti-idiyotip antikorlar eld@ilmis ve bunlarin etkinlikleri
incelenmgtir [Finberg and Ertl, 1987; Arda, 1994].

Greene ve arkadirn tarafindan yapilan bir caitnada reovirtis anti-idiyotip
antikorlar g1 olarak kullaniimgtir. Anti-idiyotipin, reovirist noétralize eden immu
yanit oliumunu, virtisa 6zgu sitolitik T hicrelerini ve geuik tip hipersensitiviteyi
indukledigi bildirilmi stir [Sharpe et al., 1984]Anti-idiyotip antikorlar reoviris
reseptorunin karakterizasyonunda ve izolasyonundgarigla kullaniimglardir
[Eichmann et al., 1987].

Sendai virise spesifik yardimci T hicre klonlarkaas1 olusan monoklonal
antikor hem B hem de T hicre immunitesinin salmunda etkili olmstur. Bu
nedenle farelerin anti-idiyotip antikor ile immuagyonu sonucunda Sendai viris ile
enfeksiyona kar koruma sglanmsg ve sitolitik T hicreleri de induklensgtir
[Thanavala, 1989].

2.8.3. Paraziter Anti-idiyotip Antikor A silar

Enfeksiyon ajanina kgr asi Uretiminde anti-idiyotip antikorlar ilk olarak
Trypanosoma rhodensienge karsi baarili bir sekilde kullaniimgtir [Koprowski et
al., 1984; Thanavala, 1989]. Ayric&chistosoma mansoni, Trypanosoma cruzi ve
Eimeriina’lara kagl farelerde anti-idiyotip antikorlar elde edilgnve etkinlikleri
incelenmgtir [Finberg and Ertl, 1987; Shoenfeld et al., 194
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Schistosoma mansoite immunize olmg farelerde ve aktif Schistosomiasis
hastalginin goruldigl hastalarda parazit yumurtalarinagkantikor yaniti olgturan
anti-idiyotip T hucreleri gorulmgitr. Benzer birsekilde Trypanosoma cruziin
sebep oldgu Chagas hast&inin gorildigl hastalarda anti-idiyotip T hicre yaniti
gorulmistar [Eichmann et al., 1987; Thanavala, 1989].

2.9. Anti-idiyotip Antikor A silarin  Avantaj ve

Dezavantajlari

a. Avantajlar

e GUnumuzde kullanilan geleneksejilarda enfeksiyon ajanlarinin oldurilgt
zayiflatilms veya saflatiriimis formlari kullaniimaktadir. Bir gier teknik olan
rekombinant DNA teknolojisi ilesa Gretiminde kullanilan antijenin saftariimasi
ise oldukca guctir [Bhattacharya-Chatterjee eal0].

* Malarya, trypanosomiasis, lepra ve leishmaniasisi diastaliklara kar asi
gelistirmede kullanilan antijenlerin Gretimi ve Hepalt gibi diger hastaliklarda
etken mikroorganizmayin vitro kosullarda kultire etmek de mumkin gildir
[Eichmann et al., 1987; Thanavala, 1989].

» Hibridoma teknolojisi ile anti-idiyotip antikorlaicre kaltur ve asit sivilarinda
genk Olcekte Uretilip kolaylikla saftarilabilir [Bendandi, 2000]. Anti-idiyotip
asllarin Gretimi icin yiksek miktarda saf antijendiyac duyulmaz. Anti-idiyotip
asllar geleneksel glara oranla daha guvenlidir ve ekonomik acidanntajkara
sahiptir [Bhattacharya-Chatterjee et al., 2000].

» Saf olarak geni Glgekte Uretimi zor ve pahali olan bir antijen ostbinant
yontemlerle ya da sentetik olarak uretiimesamasinda protein katlanmasi ve
glikolizasyon gecirebilir. Bu tir antijenlerin yee anti-idiyotip antikor
kullanilmasi alternatif bir yakkam olusturur. Birgcok bakteri ve protozoanin
antijenik komponentleri karbonhidrat bakimindangiedir ve bunlar rekombinant
DNA teknigi ile veya sentetik olarak sentezlenemezler. Adityotip antikorlar ise
rekombinant DNA teknolojisi ile okiurulamayan polisakkarit, glikolipid ve
karbonhidrat grubu tayan antijen epitoplarinin konformasyonunu ve yempis
taklit edebilirler [Shoenfeld et al., 1994; Bhattacya-Chatterjee et al., 2000].
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» Anti-idiyotip asilar protein yapida olduklarindan T hicregimali antijenleri
olusturmak icin etkili immunojenik tayicilarla birletirilebilirler. Elde edilen
antijenin dizi bilgisi kullanilarak tamamen senkedinti-idiyotip ailar Uretilebilir. T
hicre bgmsiz immdnitenin T hicre Banli immuniteye dongiimu ile bebeklerde
ve immun yetmezfiin gorildigl hastalarda polisakkaritlere karmmun yanitin
artirlmasi sglanir [Shoenfeld et al., 1994; Bhattacharya-Chgtéeet al., 2000].

» Anti-idiyotip asllar antijeni ya da onun komponentlerinisitaadiklarindan
geleneksel antijensdarina oranla avantajlara sahiptir. Zayiflat§npatojenlerin
asl olarak kullanilmasi sirasinda etkenin tekrar hamng forma dongme riski
bulunmaktadir. Virulans riskinin ytksek olglu durumlarda zayiflatiimiasilarin
kullanilmasiyla da kahtsal sorunlar @abilir. Anti-idiyotip asilarin virulans ya da
enfeksiyon riski bulunmamaktadir. Anti-idiyotigikar antijen icermeginden bu
konuda istenmeyen yan etkiler giurmaz ve hastalik etkenistanadiklarindan
koruma sglarlar [Shoenfeld et al., 1994; Bhattacharya-Chggigeet al., 2000].

 Anti-idiyotip antikorlarin immunoterapide kullaninik olarak B hiicre 16semi ve
lenfomalarina yonelik olmyiur. Bu kanser tipleri transforme olmtek bir klondan
orjinlenir. Herbir tamdr hacresi belirli  bir idiygii eksprese eden bir
immunglobulin molekulir meydana getirir [Kwak et,d992; Dillman, 2001].

» Anti-idiyotip antikorlarin a1 olarak kanser tedavisinde shali bir sekilde
kullanilabilecgine iliskin calsmalar son yillarda giderek artmaktadir [Bhattachary
Chatterjee et al., 2002]. Anti-idiyotipsiéar insan kolorektal karsinoma, gjts
kanseri, melanoma gibi g#di insan kanser tedavilerinde 6nemli rol oynayara
hastalarin ygam kalitelerini geltirebilir [Foon et al., 2000; Lutzky et al., 2002].

» Anti-idiyotip antikorlar ayni zamanda toksinlerergabasisik yanit sglamada
onemli rol oynar. Belirli biyolojik toksinlerin aipén olarak kullaniimasinda bu
antikorlar toksik etkiyi elimine etmek igin kulldmlar [Thanavala, 1989;
Benjamini et al., 2000]. Anti-idiyotip antikorlarimor spesifik antijenlere
baglandiginda konakc¢inin imman sistemi pianan bu hicreleri yok eder. Ayrica
malignant hucreleri kimyasal anlamda etkisiz haletirmmek amaciyla toksik
maddeleri anti-idiyotiplere Eamak mumkindir [Eichmann et al., 1987,
Shoenfeld et al., 1994].
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b. Dezavantajlar

* Antijen ya da organizmanin vicut komponentleri atdar yanitin olgmasini
indukleyebilir [Thanavala, 1989]. Anti-idiyotip sdari hedeflendirilmg antijen
immunitesi  olgturmak icin etkili yontemlerdir. Anti-idiyotip glarla
immunizasyon, otoimmun hastaliklarda otoantikor pegsyonunu d@stirebilir.
Ilgili antijen epitopu normal dokular iizerinde ghidginda anti-idiyotipler
otoimmdaniteyi indukler. Belirli deney modellerindanti-idiyotip ve idiyotip
kullanimi ayni zamanda otoimmin benzeri hastalklandiklenmesini artirici
olabilir [Eichmann et al., 1987; Shoenfeld et 24094].

 Bir anti-idiyotip antikor antijene kar spesifik olarak antikor yaniti ajturur.
Bircok anti-idiyotip antikor bir antijenin meydargetirdigi yanita git bir immun
yanit oluturabilir fakat immun sistem Uzerine uyarici veyaskilayici bir etkide de
bulunabilir [Shoenfeld et al., 1994].

* Ceasitli  faktorler insan a&si olarak anti-idiyotip antikorlarin  kullanimini
kisitlamaktadir. Anti-idiyotiplerin ggtli deney hayvanlarindan hazirlanmasi bazi
insanlarda ateve alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir [Shield et al.,
1994; Dillman, 2001].

» Anti-idiyotip asilar epitoplari zamanla @sime usrayan influenza virisu gibi
organizmalara kar etkili degildir [Thanavala, 1989].

* Anti-idiyotip antikor tumor hicrelerinin, virts, keeri ve parazitlerin karbonhidrat
epitoplarina yonelik @ gelistiriimesinde yararl olabilir [Bhattacharya-Chajesr
et al., 2001]. Ancak anti-idiyotip antikor Uretimae molekiler modellemesi uzun
suren bir glemdir ve bu nedenle kullaniminda bazi kisitlamdalunmaktadir
[Maruyama et al., 2000; Lesinski and Westerink,1300

2.10. Anti-idiyotip Antikor Uretimi

Anti-idiyotip antikorlar biyoteknolojik yontemlerae biri olan hibridoma
teknolojisiyle elde edilmektedir. Herhangi bir gatle ba&isiklanan deney
hayvaninda gedtirilen monoklonal antikor, bir b&a deney hayvanina enjekte
edildiginde olgan serumda anti-idiyotip antikorlar bulunur. Hilmida teknolojisiyle
anti-idiyotip antikor Ureten B lenfositleri olumdagtirilir [Skaletsky, 1997,
Bhattacharya-Chatterjee et al., 2000].
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2.11. Hibridoma Teknolojisi ve Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikorlar (MAD) tek bir B hiicre klonabyu tarafindan Uretilirler.
Her bir memeli B hicresi, antijenin bir epitopunagd antikor tretme yetep@e
sahiptir. Tek bir B hiicresi yuzlerce antikor Ureleitgi halde, bunlarin timu epitop

baglama bolgeleri bakimindan birbirine benzer yapidaaktir [Steward, 2001].

Gundmuzde virts, bakteri, parazit, MHC antijenldriicre ylzey, tumor ve
farklilasma antijenleri, reseptdrler ve hormonlar, enzinverzoenzimler, kompleks
karbonhidratlar, nukleik asitler ve glikolipidleribgy antijenlere 6zgii monoklonal
antikorlar dretilmgtir [Yelton and Scharff, 1981; Teillaud et al., BJ8 Ayrica
immunglobulinlerin sentezi, yapi ve fonksiyonunwcetemek, fonksiyonel hicre
dizileri olusturmak icin somatik hiicre hibridizasyon tekinkullaniimistir [Vora,
1985; Williams, 1988].

1960’larin balarina kadar myeloma proteinlerinin yapilari biliadamlari
tarafindan agiklanamasgtir. Daha sonra Michael Potter tarafindan monoKlona
antikor Uretimi gercekkdiriimis fakat bircok denemeye gmen enjekte edilngibir
antijene kag1 antikor sentezleyebilen timorleri indiklemek miimkolamarytir.
Leo Sachs, Kenko Haribata, Edwin S. Lennox ve Mef@ohndoku kulttrinde bir
fare myeloma hiicre dizisi Uretmeyishamslar fakat daha sonra bu huicre dizisi
korunamantir [Milstein, 1980].

1973'te Richard G. Cotton, Davis S. Secher ve Catitstein ilk kez hicre
dizisi tarafindan salgilanan bir fare myeloma proten yapisal mutantlarini
kiltarde tretmglerdir [Milstein, 1980].

1973'de Cotton ve Milstein bir fare ve rat hicreln alinan iki myeloma
hicresini birlgtirmislerdir. Yapilan hibrid hicre analizi ile parentalidneler
tarafindan sentezlenen glgk zincir kombinasyonlarini iceren hibrid molekiille
salgilandgl gosterilmgtir. Bir hayvan Ig V bolgesi ile @erinin C bdlgesinin
olusturdusu kombinasyonda ise hibrid molekuller salgilanansamiBu durum V ve

C bdolgelerini kodlayan genlerin ayni kromozom Uzée yer almasi anlamina gelir.
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V ve C bolgelerini kodlayan DNA dizilerinin intragulla ayrildg! bilinmektedir. Tum
DNA kalibi komplementer bir niklear RNA iglhe donigtaralir. RNA'nin intron
bdlgesi ceitli enzimlerle muamele edilerek kesip cikartilv. ve C bdolgelerini
kodlayan diziler biraraya getirilir. Buslemler immiunglobulin zincir proteinini
sentezleyecek mRNA’yl meydana getirmek i¢in yapHibrid myeloma deneyi, V
ve C dizilerinin tek bir RNA molekulinde bir araygelerek birlgtiklerini ve
hibridlerin allelik olmadgini gostermytir [Milstein, 1980; Kohler, 1985]. Bu bulgu,
plazma hucresinin sirekli spesifik antikor salgidesmmi sglamak icin bir myeloma
hiicresi ile normal bir lenfositin ya da plazma t$mnin birlgtirilebilecesi fikrini
dogurmustur [Kohler and Milstein, 1975].

1975'te Cesar Milstein ve arkagdari; ilk denemeler icin immunojen olarak
koyun kirmizi kan hicrelerini tercih etgterdir. Hicre flzyonunu gtayan bir
ajanin varlginda immdanize farelerin dalak hicreleri ile fare eloyna hucreleri
birlestirilmi stir. Flzyon hicreleri secici bir besiyerinde Umtek immunglobulin
salgilamglardir. Bunlarin bazilari kirmizi kan hicrelerirersk antikor Gretmglerdir.
Tek tip antikor Ureten klonlar izole edilerek ki@ dretilmgtir. Olusan hibrid-
myeloma ya da hibridoma hucreleri spesifik antikiretimini sglamslar ve
myeloma hucrelerinin 6lumstz 6z¢lhi gostermglerdir [Kohler and Milstein,
1976]. Boylece ilk kez 6zgungii dnceden tespit edilen bir monoklonal antikor
salgilayan flizyon hicresi surekli olarak kultrkergelstirilebilmistir. Daha sonra
Jonathan C. Howard ve Geofrey W. Butcher tarafindane doku uygunluk
antijenlerine kan bir dizi monoklonal antikorun dretilgi bir flizyon

gerceklgtirilmi stir [Milstein, 1980].

Hibrid hicreler tek tek klonlanabilir ve her bir okl tek bir antijenik
determinanta kar cok miktarda benzer antikor Uretirler. Her biokl uzun sire
saklanabilir, kultirde uretilebilir ya da ¢ok miktia monoklonal antikor Gretimi igin
hayvanlara enjekte edilebilirler. Bu yontemle Uestiyiiksek 6zginlikte monoklonal
antikorlar bircok biyolojik argtirma ve Klinik alanda c¢ok yonlu olarak
kullaniimaktadir [Milstein, 1980; Reichert, 2001].
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Immun yanitin derecesi enjekte edilen antijenin imijeiitesi ile belirlenir.
Farkli bircok B hucresi tarafindan Uretilen bu koti topluluklari, ttreviendikleri
¢ssitli B hicre klonlari nedeniyle “poliklonal” olaraksimlendirilirler. Buna bali
olarak poliklonal serum ¢ok sayida monoklonal amtitoplulysundan olgur [Golub
and Green, 1991; Kaufman, 1995]. B hicreleri biyMaadan alinipin vitro’da
kiltare edildiklerinde, herhangi bir yolla transfoe edilmemy ya da 6limstz hale
getirilmemsglerse  hizla o6lurler.  Poliklonal karmdan izole edilmi ve
olumsuzlatirilmis tek bir B hicresi “monoklonal” olarak adlandiriljAsai and
Wilder, 1993; Steward, 20013€kil 2.7).

Hibrid hicre klonunun salgilagh tim antikorlar genetik olarak tek bir
hiicreden turevlenir. Ancak bunlar immunolojik agqdhir monoklonal antikor
degildir, cunkd hibrid klonunun her bir hicresi myelamhicresi ile dalak
hiicresinden gelen kromozomlara sahiptir ve heki&mozom grubunu da eksprese
eder. Bir hibrid hiicresi monoklonal antikorun ikarkponentini (gir ve hafif zincir)
uretmek yerine iki gir zincir ile iki hafif zincir Gretir. Dalak hicr@sin agir ve hafif
zincir ile myeloma hiicresinin gamma ve kappa ziedini salgiladgl icin boyle bir
hicre HLGK seklinde ifade edilir. Bunlar kromozomlarin hizh r bgekilde
kaybedilmesi acisindan 6zellikle g@dmanin erken safhalarinda yapi bakimindan
hibrid hiicrelere benzer. Genellikle ilk olarakrazincirler (H ya da G) ve sonra hafif
zincirlerden biri (L ya da K) kaybolur. Bu nedertie GK hibridi, sekresyon orrig
olarak HLK ya da GLKseklinde varyantlar okturur. Bunlarda sirasiyla HL, HK,
LK, L ve K seklinde varyantlar oktururlar. Bu sorunu ortadan kaldirmak icin daha
sonraki yillarda antikor tretmeyen myeloma hucrekailaniimistir. Spesifik olarak
immun dalak hicresinin sadecgirazincir ile hafif zincirini eksprese eden HL

istenen hicre klonudur [Milstein, 1980].

Belli bir hibridoma tarafindan dretilen tim monok& antikorlar benzerdir.
Bu antikorlar ayni Ig sinifi ve allotipinde, aynegtkken bdlge yapisi ve idiyotipe
sahip, belli bir epitopa karise ayni 6zgunliktedir [Golub and Green, 1991ittRo
and Delves, 2001].
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2.12. Monoklonal Antikor Eldesinde Etkili Faktorler

2.12.1.Immiinizasyon

Antijenin deri altina ya da bargacevreleyen karin zari (periton) ghasuna
enjekte edilmesiyle hayvanlar immunize edilirler.aydanin immuin sistemi
Freund’'un komplete adjuvaninin (FCA) enjekte eddiple uyarilabilir. Ol
tuberkiloz organizmalarini iceren bu ka&n, immun sistemin enjekte edilgni
herhangi bir antijeni tanimasinda etkilidir [Liddeind Cryer, 1991; Ward et al.,
1999]. ilk imminizasyon subkutan olarak (deri altina) yaiataaperitonal (karin
icine) olarak gercekigirilir ve abdomendeki 2-4 farkli bélgeysieolarak daitilir.
ikinci immiinizasyon, FIA ile intraperitonal olarakygulanir. Son immiinizasyon
fuzyondan 3-4 gun o6nce ilgili B hicrelerin maksimumyariimasini sgamak
amaclyla kuyruk damarindan intravendz olarak vertiu yolla buydk bir hicre

grubu ayni anda uyarilabilir [Delves, 1997; Stew&@D1].

2.12.2. Hlcre Soylari

Hayvan secimi flzyon icin kullanilan mutant hicreylarn ile uygunluk
gosteren hayvanlarla sinirhidir. Bircok  mutant relicsoyu BALB/c fareden
tirevlendgi icin donor hayvanlar olarak daha cok fareler veaslar kullanilir
[Liddell and Cryer, 1991].

Kullanilan tipik mutant hicre soylari SP2/0-Ag 1#£3-X63-Ag8.653,
S194/5.XX0O ve FO’dir. Bu myeloma hicre soylarinimti BALB/c orijinlidir,
immunglobulin salgilamaz ve yaygin olarak fuzyom igullanilirlar [Delves, 1997;
Steward, 2001].

2.12.3. Hlcre Secimi

Hibridoma hicrelerinin kultir ortaminda secilmegni myeloma hicrelerinin
timidin kinaz ya da hipoksantin guanin fosforibosinsferaz (HGPRT) enzimi
negatif olmalidir. Fare myeloma hticre dizilerindé@PRT negatif hiicrelerin segimi
icin HGPRT aracifityla DNA'ya baslanma 0Ozellgine sahip toksik baz analoglari
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olan 8-azoguanin ya da 6-tioguanin kullanilir. Farzyisleminden sonra kiltirde
bircok hucre tipi bulunur, ancak hibridomalar veetgma hiicreleri dinda bunlarin
tumia olar. Myeloma hucreleri hibridlerden daha #&aztayida c¢galacagindan
hibridomalari spesifik olarak se¢cmek gereklidir f\and Wilder, 1993]. Bunun i¢in
en yaygin kullanilan yontem HGPRT enzimi icermeyautant hicreleri kullanmak
ve hipoksantin aminopterin timidin (HAT) ile deskekmis besiyerinde htcreleri
cogaltmaktir [Kaufman, 1995]. Aminopterin, nikleik @siin biyosentetik yolunu
(de novo) yani purin ve primidin sentezini blokeeedHGPRT’ye sahip normal
hiicreler dger bir yolu (salvage) kullanarak purinleri yapmakni hipoksantini,
primidinleri yapmak icin de timidini kullanirlar [Bbott and Povey, 1995]. HGPRT
negatif myeloma hucreleri HAT besiyerinde Uretildiinde DNA sentezi
yapamadiklarindan yayamaz. Fizyon sonucu ¢am HGPRT pozitif hibridoma
hiicreleri ise ygamini strdurebilir [Morgan and Darling, 1998kkil 2.8).

Pirimidin Pirin

Aminopiterin

De-novo yolu

v v

DNA <«—— Deoksiriboniikleotit «——— Ribontkleotit ——5 RNA

TK Salvage yolu HGPRT

Timidin Hipoksantin
ATP Guanin
PRPP

Sekil 2.8. HAT kdltar ortaminda de-novo yolunun inhibe eddlessalvage yolunun

devreye Qigi [http://www.stopford.man.ac.uk/ESRG/powerpoint/29].
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2.13. Monoklonal Antikor Uygulama Alanlari

1. Monoklonal antikorlar; diyagnostik testlerde, ddiplendirmede, spesifik ylizey
markirlari ile tek tip hiicreyi @erlerinden ayirmada [DePinho et al., 1986; Ward
et al., 1999; Glennie and Johnson, 2000],

2. Enfeksiyon etkenlerinin (bakteri, viris, mantar,ofozoon, parazit, vs.) alt
gruplarinin belirlenmesinde, enfeksiyon etkenlegirgbnradan meydana gelen
genetik dgisimlerin (mutasyon) saptanmasinda ve mutantlagimsade [Green,
1999; Glennie and Johnson, 2000],

3. Csitli antijenik determinantlarin belirlenmesinde,rita@arinin ve analizlerinin
yapilmasinda, s Uretiminde kullanilabilecek uygunlukta immunojerh
secilmesinde [Breedveld, 2000; Cao and Lam, 2003],

4. Kan hucrelerinin ytizey molekullerinin ve kan gruphan belirlenmesinde, viicut
doku sivilarinda ¢tli kimyasal maddelerin belirlenmesinde [Breedyei®00;
Siegel, 2002],

5. Benzer histolojik goérinimde olan timdrlerin ylzeytijanik molekullerinin
belirlenmesinde, timor tiplerinin ve alt tiplerintayininde, primer timorlerle
bunlara ait metastazlarin saptanmasinda, antitgpésifik antikorlara bdantili
sitotoksik ajanlarla terapi ve kanser immunotenapis kullanilir [Breedveld,
2000; Glennie and Johnson, 2000; Dillman, 2001].

Monoklonal antikorlarin en 6nemli uygulama alamdan birisi de membran
biyolojisidir. Membran proteinleri hiicrelerde azktairda bulunurlar ve bu nedenle
saflgtirmak oldukca guctur. Genellikle kolayca belirleiien biyolojik aktiviteleri
yoktur ya da analiz icin membranlar c¢6zipdide aktiviteleri bozulur. Bu
problemleri ortadan kaldirmanin tek yolu immundtojyontemlerle hicre-ylzey
molekdllerini tanimlamaktir. Bu yontem ayni zamandeku farkhilgmasinin farkh
asamalarinda belirli hicre tiplerini tanimlayan yilzamtijenlerinin taninmasinda

yarar sg@layan bir yaklaimdir [Milstein, 1980; Golub and Green, 1991].

Monoklonal antikorlarin  énemli uygulama alanlarindabir digeri de
immunoafinite kromatografisi ile enzimlerin safisulmasidir. Bu teknik @er enzim

saflgtirma yontemlerinden daha etkin olabilir. Monoklbaatikorlar ile enzimlerin
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amino asit kompozisyonu, dizilimi, hareketi, duzsmti Ozelliklerinin ortaya

ctkariimasi, enzim etki mekanizmasi, enzim biyosentgevrim parametreleri, enzim
protein miktar tayini, hicresel duzeydeki lokaligasu ile ilgili calsmalar

yapilabilmektedir [Lennon and Lambert, 1980; Richn& al., 1980; Vora, 1985].
Somatik hucre gengii ve enzimlerin molekuler gengtialanlarinda, monoklonal
antikorlar spesifik problarin enzimleri tanimalarinsglarlar. Monoklonal

antikorlarin enzim genlerinin molekuler klonlanmata oldukca etkili araclar
oldugu soylenebilir. Ayrica monoklonal antikor kamlari, bir ekspresyon vektor
kitiphanesinden alinan enzim spesifik cDNA klomlari izolasyonu igin de
kullanilarak enzimlerin ve izoenzimlerin evoltsybhgolojilerinin aydinlatiimasina
yardimci olabilirler [Vora, 1985; Green, 1999]. Kk alanda monoklonal antikor
uygulamalarin en 6nemlisi, plasental alkaline phasgse (PLAP), prostatic acid
phosphatase (PAP) ve terminal deoksinukleotid tesiag gibi timor ya da kanser
markirlari olarak kullanilabilen enzimlerin belini@esi ve miktar tayinlerinin

yapilmasidir [Vora, 1985].

Belirli bir organin dokularina ya da spesifik timémtijenlerine kan olusan
monoklonal antikorlar, ilacin etkisini ganlsstirmak igin ilag molekillerine
baglanabilir. Alternatif olarak timaor hicrelerini yo&debilen antitimoér antikorlari
da Uretilebilmgtir [Milstein, 1980; Cao and Lam, 2003].

Monoklonal antikorlar, radioimmuinoassay gibi yontemicin kullanilan
standart kitlerde poliklonal antikorlarin yerini ashk buydk Olceklerde
uretilebildiklerinden tani kitlerinin  yaygin olarakkullanilmalarina olanak
sglamaktadir. Bu antikorlar organ nakillerinde, hommoreseptérieri ve
norotransamitterler ile ilgili cagmalarda, embriyoloji ve farmokoloji gibi temel
aragstirmalarda kullaniimaktadir [Milstein, 1980; Caaddram, 2003].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Aletler

% 5 CQ, % 96 nem ve 3T ortam kaullari s&layan inkibator (Cytoperm)
Laminar akiml kabin (Heraeus)

Invert mikroskop vestk mikroskobu (Olympus)

Masaustu santriftij (Eppendorf)

Yuksek hizl santrifij (Sorvall RC5C Plus)

Sicak su banyosu (3T) (Scientific Industries)

Buzdolabi (-20C ve -76C derin dondurucu)

Sivi azot tanki (Union Carbide)

ELISA okuyucu (Bio-Tech)

10. Spektrofotometre (Bio-Rad)

© 0 N o g B~ wDbdPRE

11.Manyetik karstirici (Cole Parmer)
12.Vorteks (Scientific Industries)
13.Gulg¢ kayng! (Sigma-Techware)
14. Poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) aparatlaBi¢-Rad)
15. Pipet tabancasi (Flow Laboratories)
16. Sekiz kanalli pipet (Trefflab)
17.Mikropipet (0.5-100Qul) (Trefflab)
18.Pleyt yikayici (Nunc)
19. Steril tek kullanimlik polistren kaplari (Nunc veq)
e ELISA plaklari (96 kuyulu)
« Kiltir kaplari (25 crf, 75 cnf, 150 cn)
« Santrifdj tapleri (10 ml ve 50 ml)
» Flzyon plaklari (96 kuyulu)
» Kaostar (4-6-24 kuyulu)
20.Dondurma tupleri (Tpp)
21.Petri kaplari (Nunc)
22.Makas, pens, suizge¢ (Sigma)
23. Otoklavlanabilir camise (50-1000 cc) (Schott)



24.Thoma lami (Sigma)
25.Enjektor (1-5 cc) (Ayset)
26.Hucre skrapeli (Tpp)

27.Cam baget (Sigma)

28.Cam pipet (1-25 cc) (Iso-Lab)
29.Diyaliz membrani (Sigma)
30.0.2-0.45 um filtre (Sartorius)
31.Cam kolon (Sigma)
32.Eppendorf tip (0.5, 1.5, 2 ml)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Anti-fare polivalen antikoru alkalen fosfataz (AlR)njugati (Sigma)
Anti-fare 1IgG-AP konjugati (Sigma)

Anti-fare IgM-AP konjugati (Sigma)

Anti-keci IgG-AP konjugati (Sigma)

Freund’s complete ve incomplete adjuvanlari (Sigma)

Hepatit B a1s1 (Gen Hevac B Pasteur ve Engerix)

HBsAg ad alt tipi (Fitzgerald)

Keci anti-HBsAg poliklonal antikoru (Fitzgerald)

© 0 N o o b~ W DdPRE

Anti-HBsAg tawan antikoru

10.Normal keci ve tasan serumu

11.8-Azoguanin (Sigma)

12.Bovine serum albumin (BSA) (Sigma)

13. Fetal calf serum (FCS) (Biochrom)

14.Fetal bovine serum (FBS) (Biochrom)

15. Gentamisin (Gibco)

16. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Fluka)

17.Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) (Gibco)
18.RPMI-1640 medium (Gibco)

19. Hypoxanthine aminopterin thymidine (HAT) (Gibco)
20. Hypoxanthine thymidine (HT) (Gibco)
21.Polyethylene glycol (PEG-4000) (Merck)
22.Para-nitro-phenyl-phosphate (PNPP) (Merck)
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23. St tozu (Pinar)

24. Tween 20 (Merck)

25.Bradford reagent (Sigma)

26.(DE52) (Whatman)

27.Pepsin (Sigma)

28. Amonyum siilfat (Merck)

26. Sephacryl S-300-HR jel filtrasyon kolon matdir@igma)
29. Acrylamid (Sigma)

30. Amonium persulfat (APS) (Sigma)
31.N,N,N',N'-tetramethyl ethylenediamine (TEMED) (Sigma)

32.Markir proteinler (Pharmacia)

3.1.3. Tamponlar

PBS (Fosfat) Tampond:0 mM KH,PQO,, 10mM KHPQ, ile pH= 7.2 olacakekilde
hazirlandi. 0.15 M NacCl ilave edildi.

PBS-Tween 20 Tamponkosfat tamponuna % 0.05 tween 20 eklendi.

Substrat Tamponul mM ZnCh, 1 mM MgCh, 0.1 M glisin, pH=10.4 (KOH ile)
olacak sekilde hazirlandi. Kullanim aninda 1 ml substrahganuna 1 mg PNPP

ilave edilerek tampon karanlikta saklandi.

PEG Cozeltisi2 gr PEG, 1 ml distile su, 1 ml PBS eklenerek tzokle steril edildi.
Kullanim anina kadar 3°C’de saklandi.

Borat Tamponul5 mM borik asit, 150 mM NaCl, NaOH ile pH 8.5yaalandi.

Asetat Tamponud.2 M sodyum asetat tamponu glasiyel asetik asih@zirlandi ve

pH 4.5’a ayarlandi.

Ornek Uygulama Tampon&2.5 mM tris-HCI (pH 6.8), % 2 sodyum dodesil aiilf
(SDS), % 20 gliserol, % B-merkapto etanol, % 0.01 brom fenol mavisi

5X Yiurutme Tampond.5 gr tris-baz, 15 gr glisin, 0.6 gr SDS + 1 L,@H
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Yukleme Tamponds 20 gliserol, % 0.5 bromfenol mavisi, 60 mM tHE&! (pH 6.8)
Boyama Tampon® 25 etil alkol, % 10 asetik asit, % 0.2 coomassie R-250
Boya Acici Tamponi#o 25 etil alkol, % 10 asetik asit

GUmiy Boyama: Fiksatif c¢ozeltisi (% 50 metanol, % 12 asetik asit, 37
formaldehit), % 50 etil alkol, 0.2 gr/L sodyum tsidfat, 0.2 gr/L guUmginitrat, % 37
formaldehit, gektirme tamponu (60 gr/L sodyum karbonat, % 37 fodwhlt, 4

mg/L sodyum tiyosulfat), durdurma tamponu (% 50amet, % 12 asetik asit)

3.1.4. Besiyerleri

DMEM Besiyeri:13.4 gr DMEM, 2 gr NaHCg) 5.96 gr Hepes, % 1 sodyum piruvat
pH: 7.2 olacaksekilde hazirlandi. 0.2um’lik filtreden gecirilerek sterilizasyon
sglandl. [% 80 DMEM (4.5 gr/lt glukoz, 25 mM Hepeseigen), % 20 FCS,
gentamisin (5Qug/ml)]

RPMI-1640 Besiyeri:10.3 gr RPMI 1640, 5.96 gr Hepes, 2 gr NaHQ®I: 7.2
olacak sekilde hazirlandi. 0.2um’lik filtreden gecirilerek sterilizasyon gkndi.

[%80 RPMI-1640 (22 mM Hepes iceren), % 20 FCS, giangin (50ug/ml)]
HAT Besiyeri:Besiyerine % 2 HAT (50X) ¢ozeltisi eklendi.
HT Besiyeri:Besiyerine % 2 HT (50X) ¢oOzeltisi eklendi

Dondurma Besiyeri% 50 FCS, % 40 DMEM ya da RPMI-1640, % 10 DMSO
olacaksekilde tam kullanim sirasinda hazirlandi.
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3.1.5. Hicreler

Hibridoma calgmalarinda farkl hiicre soylarindan yararlangbni Kullanilan

bu hiicre soylari cizelge 3.1.’de gosteritimi

Cizelge 3.1 Hibrit hiicre dretimi igin kullanilan hicreler

Hicre Kaynak
Myeloma FO ATCC CRL 1646
Myeloma P3-X63-Ag 8.653 ATCC CRL 158
Besleyici hiicre Periton sivisindaki hiicreler BALBdce
Df;\laktan elde edile 1TUm lenfositler BALB/c fare daja
hicreler
Lgnften elde edilen Tim lenfositler BALB/c fare lenf diiimi
hicreler

3.2. Yontem

Yapilan calgmada (TUBTAK-GMBAE Hibridoma Laboratuari’nda
gelistirilen) (6A5) anti-HBsAg ile 6C9 ve 6H9 anti-idiyip HBSAg monoklonal

antikorlari benzer yéntemler kullanilarak hazirlafBasalp, 2002]

3.2.1. Dondurulmus Hibrit Hucrelerinin Acilimasi

Sivi azot tankinda (-196) dondurularak saklanan hibridoma hiicrele?G37
sicaklkta ¢6zuliup PBS tamponu icine alinarak 1400 devirde 10 dakika santrif(j
edildi. Hicre pelleti serumlu RPMI-1640 ya da DMHEdsiyeri ile ¢ozulerek kultar

kaplarina aktarildi.

3.2.2. Hicre Pasaijl

Hucrelerin bulundgu kilttr kabindaki normal besiyeri atilarak yer@0 ml
PBS koyuldu, cam pipet ya da zemindeki hicreletdikaada kullanilan hiicre
skrapeli ile kabin zeminine yayk hicreler kaldirildi. PBS icinde suispanse edilen
hiicreler santrifiij tipiine alinarak 1100 rpm’de stifiendi. Ust faz atilarak dibe

coken hicreler serumlu besiyeri ile slspanse edHtlicre sayimindan sonra
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icerisinde 6-8 ml ve 15-20 ml besiyeri bulunan 28%tk ve 75 cnflik Kkiiltir
kaplarina sirasiyla 2x2@x1® ve 8x16-1¢° hiicre aktarild.

3.2.3. 6A5 Monoklonal Antikorunun Serumsuz Besiyende

Genis Olgekte Uretimi

Yuksek saflikta monoklonal antikor elde etmek igibrit hiicre sirasiyla % 10,
% 5 ve % 0 FCS iceren DMEM’li besiyerindes@' giin déngusejekilde Uretilip
1100 rpm’de santrifijlendikten sonra ist sivilafC'de saklandi [Bgalp et al.,
2000].

3.2.4. 6A5 Monoklonal Antikor Miktar Tayini

Antikor miktar tayini icin Bradford yontemi kullalth. Standartlar 50 mg/ml
konsantrasyonundaki BSA kullanilarak yapildi. 189ml, 200 ug/ml, 400 pug/ml,
800 pug/ml, 1000ug/ml konsantrasyonlarda BSA standartlar hazirlatider 6lcim
icin protein arakl 1-10 pg). 595 nm’de absorbans @eleri dlclldukten sonra bu
degerler grafikte gosterildi.

3.2.5. 6A5 Monoklonal Antikorunun S-300 Jel Filtrayon Kolon

Kromotografisi ile Saflastiriimasi

Serumsuz ortamda ggnidlcekte Uretilen 6A5 monoklonal antikoruna
amonyum sulfat ¢oktirmesi ve diyalizlami uygulandiktan sonra S-300 jel
filtrasyon kromotografisiyle saffariidi. 80 cm uzunlgunda 1.2 cm capinda cam
kolon icine 100 ml sephacryl S-300-HR jel filtrasy&olon materyali dolduruldu.
Hazirlanan kolon 15 mM borat tamponu ile bir kole&cmi kadar yikandi. Kolon
hacminin % 10’u kadar miktarda 6A5 monoklonal aotikist siviskolona ytklendi.
Kolon sonrasi kesimler, tip gaa 1 ml olacaksekilde toplandi. Elde edilen
orneklerin protein miktarlarini belirlemek icin $pefotometrede ORyyde Glgiimler
yapildi. Antikor igeren kesimler ELISA ile test &fiek segildi.



51

3.2.6. 6A5 Monoklonal Antikoru ve Keci anti-HBsAg Rliklonal
Antikoru ile Farelerin Ba gisiklanmasi

» Bagisiklama icin 8 adet 8 haftalik BALB/c turu fare lkadiildi. Farelerin birinci
grubu icin 10 pg, 2. grubu icin 40 pg antijen (6Amnoklonal antikoru) PBS
icerisinde 1:1 oraninda Freund’s complete adjuyB@A), 2. ve 3. basiklamada
ise Freund’s incomplete adjuvani (FIA) ile hazidan

 Farkli bir calsma icin ise 4 adet 8 haftalik BALB/c turu fare lalldi. 25 pg
antikor (keci anti-HBsAg poliklonal antikoru) PB&erisinde 1:1 oraninda FCA, 2.
ve 3. bgisiklamada ise FIA ile hazirlandi.

« Uc hafta araliklarla her bir fareye 200 pl/farecallasekilde intraperitonal olarak
antijen enjekte edildi.

» Serumdaki antikor yanit takibi icin haftalik arasika farelerin kuyruk ucundan

kan alindi ve ELISA testleri yapildi.

3.2.7. ELISA Testi

» ELISA plaklar PBS icinde 100 ng/ml kecide ggtilen anti-HBsAg poliklonal
antikoru, anti-HBsAg tayan antikoru, BSA olacakekilde kuyu bana 100l
kaplandi. 4C’de gece boyu inkiibe edildi.

* Baglanmayan antikorlar PBS + % 0.5’lik tween-20 tampole 3 kez yikanarak
uzaklgtirildi.

« Kuyucuklar 150ul % 1’lik siit tozu ile 1 saat 3T'debloke edildi.

» Plaklar 3 kez yikandiktan sonra fare serumu PBSL/BO0 seyreltilerek her bir
kuyuya 100Qul eklendi ve 37C’de 2 saat bekletildi.

 Uc kez yikamadan sonra, alkalen fosfatazla konpiiges 1/1000 diliisyonda anti-
fare polivalen antikoru eklendi.

« 37°C'de 1 saat inkiibasyondan sonra plaklar 5 kez vika'e 1 mg/ml PNPP
substrat tampon iginde hazirlanan PNPP eklendiadt ®da sicakiinda ve
karanlkta birakildi.

* Olusan renk dgisimi ELISA okuyucusu ile 60. dakikada 405 nm’'de atsms
okunarak antikor diizeyi belirlendi [Coligan et 4991].
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3.2.8. Fuzyon ve Hazirliklar

3.2.8.1. Besleyici Hucrelerin Hazirlanmasi

Besleyici hucreler (periton ici hicreleri) fuzyomdéir gin 6nce hazirlandi.
Bagisiklanmams bir fare dislokasyon yontemi ile dlduruldikten smfo 70’lik alkol
icerisinde dezenfekte edildi. Sirt Gstl yatinlaarehin, laminar akimh kabin
icerisinde steril makas ve pens yardimiyla karilgdsi yanlara dgru acildi. Bir elle
kuyruk tutulurken Ust deri pens yardimiyla boyuragrd cekilerek periton aga
cikarildi. Yasiz bir bolgeden organlara gieeden periton icerisine 5 ml (serumsuz)
DMEM ya da RPMI-1640 enjekte edildi, verilen siwijektdre geri cekildi. Boylece
periton i¢ yuzeyindeki besleyici huicreler aligroldu. Enjektor icerisindeki hicreler,
icinde % 20 FBS’li RPMI-1640 ya da DMEM besiyerilboan steril bisiseye alindi
ve hiucre sayimi yapildi. Calacak hicre kiltir pla sayisina gore her kuyuya
(6000 hucre diecek sekilde ve kuyu bgna 100ul hacimde besiyeri eklenerek
dagitildr.

3.2.8.2. Myeloma Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Fuzyondan 10 gun once, FO ya darRyeloma hucreleri % 5 FBS iceren
RPMI-1640 ya da DMEM besiyeri icinde hiicre kult@pkarinda ¢galtmaya alindi.
Myeloma htcrelerinin ggaltiimasi glemlerinin bglangicinda besiyerine Azoguanin
(20 pg/ml) eklenerek HGPRT hiicrelerin secimi sgandi. Fuzyon gini kltir
kaplarinin igindeki kullanilngi besiyeri steril bir beher icine dokuldi ve hicrele
pasajlanarak 50 ml'lik santriftj tipU icerisine radi. Hicreler, PBS tamponunda
1100 rpm’de 10 dakika santriflj edilerek 2 kez ywa Coken hicreler 45 ml PBS
icerisine alinarak hicre sayimi yapildi ve son ypi&dan sonra 10 ml PBS icine
alindi.

3.2.8.3. B&isiklanmis Fareden Dalak Hucrelerinin Elde Edilmesi

6A5 monoklonal antikoru ve keci anti-HBsAg poliklgn antikoru ile
bagisiklanan fareler arasinda en yuksek antikor yandren fare ELISA ile
belirlendi. Flizyondan 4 gun ©Once son hatirlatma canike antijen adjuvan

kullaniimadan, bg@siklamada kullanilan dozun yarisi oraninda fareggdperitonal,
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intravendz ve el-ayak avug iclerine) sistemik dtamnjekte edildi. Hatirlatma
yapilan fare dislokasyon yontemi ile olduraldi ve %0'lik alkol igerisinde
dezenfekte edildi. Laminar akimli kabin icerisirnuggisiklanms fare yan yatirilarak
sol kaburga hizasindan acildi. Periton kesilerekukganin altindaki dalak ga
dokusundan arindiriimibir sekilde icinde 5 ml PBS tamponu bulunan petri kabina
alindi. Burada yabanci dokulardan temizlendiktemaaginde 10 ml PBS tamponu
iceren dger bir petri kabinda bir stizgec¢ icerisinde cam bageezilerek hicreler
acga cikarildi ve pipet yardimi ile sispanse edildici¢ler, PBS tamponunda 1100
rom’de 10 dakika santriflij edilerek 2 kez yikan@oken hicreler 45 ml PBS

icerisine alinarak hticre sayimi yapildi.

TUm vicuda dalmis bir sekilde bulunan lenf ditimleri (cene ve koltuk
altinda 2 cift, deri Uzerinde ve kasikta 1’er cligrsakta 4, sirtta 3 adet) petride
bulunan 5 ml PBS icgerisinde gaokusundan arindirilarak toplandi. Elde edilen tim
bu dokular 10 ml PBS tamponu igceren farkli petiika alindi, lenf dgtiimleri bir
stizgecte cam baget ile ezilerek hiicrelegacikarildi ve pipet yardimi ile siispanse
edildi. Hicreler, PBS tamponunda 1100 rpm’de 1Oikdakantriftij edilerek 2 kez

yikandi. Coken lenf hiicreleri 10 ml PBS icerisih@arak hiicre sayimi yapildi.

3.2.8.5. Hucrelerin Sayimi

Myeloma, dalak ve lenf hicreleri sispanse edilipSPBe 45 mlye
tamamlandiktan sonra Thoma lami Gzerineskadan bir damla alinarak 25 kareye

disen hicreler sayildi. gagidaki formule gore hiicre sayisi belirlendi.

10°x AxB=C

10* sabit katsay!

A: hucrelerin icinde bulundiu hacim
B: sayilan hiicre miktari

C: toplam hiicre sayisi
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3.2.8.6. Fluzyon

Birinci flzyon calsmasinda hicre sayimi yapilan FO myeloma hicrdkeri i
dalak hucreleri 1/5 oraninda biteildi. 2. fizyonda FO myeloma/dalak hticreleri ve
myeloma/lenf hucreleri orani 1/2 olacakkilde birlstirildi. 3. flzyonda ise FO

myeloma hucreleri ve dalak hiicreleri 1/2 oraninidigairildi.

Yapilan bu dg¢ fuzyon ¢agimasinda da birlgirilen hicreler 1100 rpm’de 10
dakika santrifij edildi. Ust kesim atilarak, ¢okeiicre kagimina 37C’de isitiims
% 50 konsantrasyonda 1 ml polietilen glikol 400&@ 1 dakika icerisinde oldukca
yava bir sekilde eklendi. 1 dakika beklendi, daha sonra sil@as4 ml serumsuz
DMEM 1 dakika iginde, 20 ml serumsuz DMEM ve 20%115 FBS iceren DMEM
besiyeri 25er dakika icinde yawga htcrelerin tGzerine ilave edildi. Kam 1 saat
37°C 1sidaki CQ inklbatorde bekletildikten sonra santrifilj edil@ioken hicreler
%2 HAT'l % 20 FBS iceren DMEM besiyeri icinde siasse edildi. Birglin 6nce
hazirlanmg besleyici hiicre iceren hicre kultir plaklarina u8Ruyu olacaksekilde
dagitildi [Coligan et al., 1991].

Dorduncu fuzyon camasinda ise der fuzyonlardan farkli olarak P3
myeloma hucreleri kullanildi. P3 myeloma hiicreleridalak hicrelerinin orani 1/10
olacaksekilde birlstirildi. Bu fiizyon slemi sirasinda ise farkl icerikli RPMI-1640
besiyerleri hazirlandi. Flizyon protokoll bengkilde uygulandi.

3.2.8.7. Flzyon Sonrasi Kiltariin Takibi

Fuzyondan 10 gun sonra hicre Ust sivilarindan @o@lhnarak hcrelerin
Uzerine 100ul % 10 FBS iceren % 2 HAT'h RPMI-1640 ya da DMEMCcICI
besiyeri ilave edildi. 15. gln aysekilde secici % 2 HT besiyeri eklendi. Hlcrelerin
gelisme periyoduna kg olarak normal besiyerine gecildi. Flizyondan wgeaiki 10
guin sonra hibrit htcrelerin HAT segcici besiyerinchnli, belirgin, buyik htcreler
olarak gel§tigi ve bolunerek klon okturmaya bgadigl gozlendi. Flizyon plaklari
invert mikroskopta tek tek taranarak hibrit hicrdbelirlendi. Fiizyon sonrasi elde
edilen monoklonal antikorlari treten hibrit htcrele belirlenmesi igin sandvig
ELISA yontemi kullanildi.
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3.2.8.8. Hibritlerin Alt Klonlanmasi

ELISA yontemi ile pozitif reaksiyon veren ve monokbl antikor Uretfi
belirlenen hibrit hicrelerin tek klondan ¢an hibrit hiicre soyunu elde etmek igin
sinirh seyreltme (limiting dilution) slemi uygulandi. Bunun icin hucreler, pipet
yardimi ile tuplere alindi ve hicre sayimi yapHagaellikle son kuyulara tek bir
hiicre digecek sekilde % 10 FBS’li RPMI ya da DMEM besiyeri icerdiiltir
plaklarina dgitildi [Coligan et al., 1991].

3.2.8.9. Anti-idiyotip HBsAg Antikorlarinin Aktivit e ve Karakterizasyonu

Antikor aktivitesi pozitif olan hibrit hiicrelerinafkli proteinlerle olan capraz
reaksiyonu gormek icin ELISA pina farkl proteinler kaplandi ve sandvig ELISA
testi yapildi.

ELISA plaklan kuyu bgina 100 ul olacak sekilde (100 ng/ml) kecide
gelistirilen anti-HBsAg poliklonal antikoru, anti-HBsAigwvsan antikoru, normal keci
serumu, normal tgan serumu, BSA, siit tozu ve FCS ile kaplanit.’de gece boyu
inkiibe edildi. Yikamasieminden sonra kuyucuklar 150 % 1'lik st tozu ile 1 saat
37°C’debloke edildi. Plaklar yikandiktan sonra hibrit &stilari her bir kuyuya 100
ul eklendi ve 37C'de 2 saat bekletildi. Yikamadan sonra, alkalesfdmzla konjuge
olmus 1/1000 diliisyonda anti-fare polivalen antikoru egidi. 37C'de 1 saat
inkiibasyondan sonra plaklar yikandi ve 1 mg/ml PNfeBstrat tampon icinde
hazirlanan PNPP eklendi. 1 saat oda sigaida ve karanhkta birakildi. Gian renk
degisimi ELISA okuyucusu ile 405 nm'de absorbans betide [Coligan et al.,
1991].

3.2.8.10. Hibrit Hicrelerin Dondurulmasi

Hucre pasaji ile kiltur kabindan alinip PBS yikalaadkturilen 6C9 ve 6H9
hiicre pelleti 3x19D hiicre/ml olacaksekilde dondurma medyumu ile birlikte
dondurma tiplerine alindi. =de bir gece bekletilen tipler —1%Bde sivi azot

tankinda saklandi.
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3.2.9. Monoklonal Antikorlarin Saflastiriimasi

3.2.9.1. Hibrit Huicrelerin Genis Olcekte Uretimi

6C9 ve 6H9 hibrit hicrelerden gerilcekte antikor elde etmek igin gek
buytikliklerde (25 cf 75 cnf ve 150 cr) hiicre kiltir kaplari kullanildi. Hibrit
hicreler % 10, % 5 FCS iceren RPMI-1640 besiyerifidetilip 1100 rpm’de

santrifujlendikten sonra st sivilafiGlde saklandi.

3.2.9.2. Amonyum Silfat Coktirme

Bir karistirici Gizerinde, 30 dakika icerisinde, serumlu odia tretilenanti-id
6C9 ve 6H9 antikoru iceren kulttr Ust sivisi Uzerd 45 oraninda amonyum stilfat
sozuk ortamda yawayava eklendi. Gece boyu @'de birakildi. 13000 rpm’de, 1
saat +4C’de santrifilj edildi. Hiicre ¢okele PBS ile ¢ozillerek PBS’e kargece
boyu +£C’de diyaliz edildi.

3.2.9.3. S-300 Jel Filtrasyon Kolon Kromatografisi

Cam kolon icine 100 ml sephacryl S-300-HR jel &#tyon kolon materyali
konuldu. Hazirlanan kolon 15 mM borat tamponu ilkapdi. Anti-id 6C9 ve 6H9
antikor Ust sivilarkolon hacminin % 10’u kadar miktarda kolona yukleriolon
sonrasi kesimler, tip b@a 1 ml olacakekilde alindi. Spektrofotometrede Qpde
drneklerin protein miktarlari belirlendi. ELISA ytami ile antikor iceren kesimler
test edilerek secildi. Her fraksiyondaki ogne saflik kontroll icin % 10’luk
indirgenmi SDS jel uygulandi.

3.2.9.4. DE5Ayon Dezisimi Kromatografisi

» Anti-id 6C9 antikoru diyaliz membrana yuklendi vestborat tamponuna kar
gece boyu +&’de diyaliz edildi.

* Yikama tamponu olarak; 5mM Tris (pH 8.6), 55 mMsT(pH 6), 500 mM Tris
(pH 5.1) tamponlari kullanildi.

» Adsorban olarak kullanilan anyon gigirici DE52 ve antikor 6rn@ kolona
yuklendi. Zit yike sahip proteinler kolon dolgu rdadine adsorbe olurken,
matriksle ayni yiUkte olanlar kolondan ayrildi. Grad eliisyonu ile kolondan
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gecirilen tamponun icefi surekli deistirildi. Tuz iyonlar proteinle yer
desistirerek onun tekrar matrikse glanmasini engelledi. Kullanilan tampon
cOzeltisinin pH’sini ve tuz konsantrasyonunugisiérmek suretiyle proteinler
kolondan ayrildi. Tuz konsantrasyonunun kademaeliald artirilmasi ile daha fazla
yuke sahip proteinlerin de kolondan ayrilmasglaadi. Kolon iginde tutulmg
proteinlerin ayrilmasi igin kolon NaCl ¢ozeltise iyikandi.

» Elde edilen 6rneklerin protein miktarlarini belmek igin kolon sonrasi kesimler,
tup baina 1 ml olacaksekilde toplandi. Spektrofotometrede gBde oOlctimler
yapilarak antikor iceren kesimlerin secilmesi i€&hISA testi uygulandi [Coligan
et al., 1991].

3.2.10. Anti-id 6C9 ve 6H9 Antikorlari ile Farelern
Bagisiklanmasi

Bagisiklama icin 8 haftalik BALB/c fareler kullanildi.. Ve 2. bgisiklamada
25 ug antijen (S-300 safirma sonrasi elde edilen anti-id 6C9 ve 6H9 amjikdél
oraninda FIA, lug ticari a1 (Pastor) 1/1 oraninda PBS ile hazirlandi. 4'eedan
olusan 3 farkh gruba 10Ql/fare olacaksekilde antijen enjekte edildi. 1. ay sonunda

ayni kaullarda 2. bgisiklama yapildi.

3.2.11. B&isik Yanitin Kontrolu

Anti-id 6C9, 6H9 antikorlar ve ticarisaile baisiklanms farelerin antikor
aktivite kontrolu icin haftalik araliklarla farelar kuyruk ucundan kan alinarak
dolayll ELISA y6ntemi uygulandi.

Dolayl ELISA Testi;

* 96 kuyuluk ELISA plaklari PBS igcinde 20 ng/ml HBsAg BSA olacaksekilde
kuyu baina 100ul kaplandi. Gece boyu@’de inkiibe edildi.

» Baglanmayan antikorlar PBS+% 0.5'lik tween-20 ile ynkaak uzaklgtirildi.

 Kuyucuklar 150ul % 1’lik siit tozu ile 1 saat 3C'debloke edildi.

 Plaklar yikandiktan sonra 1/100 ve 1/200 oranireaetdtiimis fare serumlari her
bir kuyuya 10Qul eklendi ve 37C’de 2 saat bekletildi.
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* Yikamadan sonra, 1/1000 dilisyonda polyvalen-ARi-fare (19G, 19Gzs 19Gop,
lgG3)-AP ve anti-fare IgM-AP konjugatlar eklendi.

« 37°C'de 1 saat inkiibasyondan sonra plaklar yikandi.

* 1 mg/ml PNPP substrat tampon icinde hazirlanan PHEIRéndi ve 405 nm’'de

absorbans okundu.

Farkli saflgtirma teknikleri kullanilarak yapilan c¢gtnalar sonucunda elde
edilen antikorda serumlu ortamda getiimesinden kaynaklangi distnulen
safsizliklar tespit edildi. Bu nedenle saf antikddesi icin serumsuz ortamda hucre

dretimi calgmalari yapildi.

3.2.12. Serumsuz Ortamda Uretilen Anti-id 6C9 Antilorunun
S-300 Jel Filtrasyon Kolon Kromotografisi ile Saféstiriimasi

Serumsuz besiyerinde genblcekte Uretilen anti-id 6C@ntikoru S-300 jel

filtrasyon kolon kromotografisi tekpi ile saflatirldi.

3.2.13. Anti-id 6C9 Antikorunun Distile Suya Karsi Diyaliz ile
Saflastiriimasi

S-300 saflgirma sonrasi elde edilen anti-id 6C9 antikorunuarelere
bagisiklanmasindan sonra, farelerin serumlarinda BSAigpentikor yaniti olgtu.
Bu durumu ortadan kaldirmak icin serumsuz begsigierigeny 6lgekte tretilen anti-
id 6C9 antikorunun st sivisi distile suyaskaliyaliz edildi.

Serumsuz ve % 10 serumlu besiyerinde gdii¢cekte Uretilen anti-id 6C9
antikor Ust sivisina 14.000 rpm’'de 15 dakika santrifijlemiemi uygulandi.
Santrifij sonrasi ust kesimler diyaliz membranaakk 2 gun belirli araliklarla
tamponu dgistirilerek distile suya kar diyaliz edildi [Friboulet and lIzadyar-
Demichele, 1995]. Diyaliz sonrasi 6rnek 14.000 mhen30 dakika santriftij edildi.
Santriftij sonrasi ¢oken 6rnek 350 mM (NaCl) PBScidetldl. Elde edilen 6rgn

protein miktarini belirlemek icin spektrofotometeedODygpde Olcim  yapildi.
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Antikor iceren kesimler ELISA ile test edildi. Orgie saflik kontrolii icin % 10’luk
indirgenmg (SDS) jel uygulandi.

3.2.14. Distile Suya Kag! Diyaliz Sonrasi Elde Edilen Saf
Anti-id 6C9 Antikor ile Farelerin Ba gisiklanmasi

Bagisiklamalar icin farkl dozlarda (1Qg, 25ug, 50pug, 100ug) anti-id 6C9
antikorlar kullanildi. Ayrica S-300 jel filtrasyasaflgtirma sonrasi elde edilen anti-
id 6C9 antikor kontrol olarak (5(g) uygulandi. Bu antikorlar 1/1 oraninda FIA, 1
ug dozdaki ticari gilar (Pastor ve Engerix) ise 1/1 oraninda PBS deifandi. 2.
bagisiklama 30.gunde ayni kollarda gerceklgirildi.

Distile suya kay1 diyaliz ile elde edilen anti-id 6C9 antikor vedri gllar ile
bagisiklanms farelerin antikor aktivite kontroll icin haftaliaraliklarla farelerin

kuyruk ucundan kan alinarak dolayli ELISA yontenail&nildi.

3.2.15. Anti-id 6C9 Antikorun Pepsin ile Kesimi

Distile suya kag1 diyaliz edilen anti-id 6C9 antikorunda yalnizcap4tit B
viristiine kagt immuan yanit olgturmak icin pepsin kesim ile Fab fragmanlar elde
edilmek istendi. Bunun icir®6 10 serumlu ortamda Uretilerek distile suyaskar
diyaliz sonrasi elde edilen 3 mg/ml saf anti-id 6&fiikoru asetat tamponuna (pH
4.5) kagl 4°C’'de 6 saat diyaliz edildi. Asetat tamponunda c¢éaiipepsin 1:20
enzim:antikor oraninda (mg/ml) diyaliz sonrasi adt6C9 antikoruna eklendi. Gece
boyu 37C su banyosunda inkiibe edildi. 2 M tris base ile §He reaksiyon
sonlandirildi. Borat tamponu ile yikanan S-30dijglasyon kolonuna yuklendi. Elde
edilen antikor kesimlerinin protein konsantrasyo@D-,gode belirlendi. Her
fraksiyondaki 6rngin saflik kontroll icin % 8’lik indirgenmemiSDS jel ile % 6 ve
% 15’lik gradiyent SDS jel uygulandi. Elde edilemtigor kesimleri 4C’de 15 mM
borat tamponu icinde saklandi [Coligan et al., 19Z1zelge 3.2).



Cizelge 3.2Immiinglobulinler ve alt birimleri [Coligan et al.991].

. Molekul agirli g1 (kDa)
Molekil OD g0 (1 mg/ml) indirgenmemis indirgenmis
IgG 1.43 160 55.25
IgM 1.18 900 78.25
IgM alt birimleri 1.18 180 78.25
Fab 1.53 50 25
F(ab), 1.48 110-120 25
F(ab),u 1.38 135 44.25
F(ab)u 1.38 65 44.25

3.2.16. Anti-id 6C9 Antikor Fab Fragmanlarn ile Farelerin
Bagisiklanmasi

Bagisiklama icin 25ug ve 50pug farkli dozlarda anti-id 6C9 antikor Fab
fragmanlari kullanildi. 4 adet fareden @n 2 farkh gruba, 10Qul/fare olacak
sekilde 1/1 oraninda FIA ile hazirlanan Fab fragraan® kez intraperitonal olarak

enjekte edildi.

Pepsin kesim sonrasi elde edilen Fab fragmanlarba@isiklanan farelerde
olusan antikor aktivitesini tespit etmek icin haftaldcaliklarla farelerin kuyruk

ucundan alinan kandan elde edilen serumlar ddidyBA’da kullanildi.

3.2.17. Saf Antikor Tespiti

3.2.17.1. Denature Edici Poliakrilamit Jel Elektrobrezi (SDS-PAGE)

4 ml dH0, 3.3 ml % 30 akrilamit, 2.5 ml 1.5 M tris-HCI (p#i8), 0.1 ml % 10
sodyum dodesil silfat (SDS), 0.1 ml % 10 amonyurrsiéat (APS), 0.004 ml
tetrametil etilen diamin (TEMED)'den ojan toplam 10 ml % 10’luk alt jel
hazirlandi. Daha sonra bu jel elektroforez apamapipetle begaltildiktan sonra
Uzerine damla damla butanol eklendi. Jel donduktama kurutma kKadiyla bitanol

uzaklatirildi.
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3.4 ml dHO, 0.83 ml % 30 akrilamit, 0.63 ml 1.0 M Tris (pH8% 0.05 ml
%10 SDS, 0.05 ml % 10 APS, 0.005 ml TEMED'densatlutoplam 5 ml % 5’lik tst
jel, alt jel Gzerine pipet yardimiyla eklendi. faaklari jel Gzerine takilarak donmasi
beklendi. Jel donduktan sonra PAGE aparatina gteilerek ylritme tamponu
dolduruldu.

Marker proteinler ve anti-id 6Cfantikorlar érnek tamponu ile katrilip, 3
dakika kaynatildiktan sonra kuyulara yuklendi, jestboyunca 30 miliamper (80
Volt), alt jel boyunca 120 V'da elektroforez gertaskirildi.

3.2.17.2. Protein Jelin Coomassie Blue ile Boyanmas

SDS-PAGE sonrasinda jel, gece boyu boyama tampstainifig) icinde
bekletildikten sonra, boya acici tampon (destanilegboya uzaklgtirilarak protein

bantlari gorandr hale getirildi.

3.2.17.3. Protein Jelin Gimg ile Boyanmasi

SDS-PAGE gleminden sonra jele gumiboyama protokoliine gore boyama
islemi uygulandi. Fiksatif ¢ozeltisi icinde 1 saatkgdandi. % 50 etil alkol ile 3x20
dakika yikandi. 0.2 gr/L sodyum tiyosulfat ile lkdea 6n muamele edildi. O ile
3x20 sn calkalandi. 0.2 gr/L guminitrat, % 37 formaldehit ile 20 dakika fikse
edildi. dHO ile 2x20 sn calkalandi. Ggiirme tamponunda 10 dakika bekletildi.
dH,O ile 2x2 dakika yikandi. Durdurma tamponunda 1Rilda bekletildi. % 50
metanol ile 3 kez yikandi.
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4. BULGULAR

4.1. (6A5) anti-HBsAg Miktar Tayini

6A5 monoklonal antikor miktar tayini icin Bradfordetodu kullanildi. Ornekler 595
nm’'de ELISA’'da okundu. Absorbans gkxleri Olculdukten sonra derler grafge
yerlestirildi ginde antikor miktari 5.3 mg/ml olarak tespit edildi

6A5 monoklonal antikorunun Bradford yontemi kullanak elde edilen grafi sekil
4.1’de gosterilmektedir.

1 -
[Te]
D
8 08
o y =0,0919x
0,6 - _—
04
0,2
0
0 2 4 6 8
mg/ml

Sekil 4.1.6A5 monoklonal antikor miktarinin belirlenmesi

4.2. 6A5 Monoklonal Antikorunun S-300 Jel Filtrasym

Kolon Kromotografisi ile Saflastiriimasi

Serumsuz ortamda genblcekte Uretilen 6A5 monoklonal antikoruna amonyum
sulfat ¢coktirmesi ve diyalizslemi uygulandi. Bu yontemle hazirlanan antikorureliere
verilmesinden sonraki ilk (¢ haftada gozlenen aldiwsonuclari, farelerin serumunda
BSA'ya kagl da yuksek oranda yanit gtugunu gosterdi. Bu nedenle IgM tipi bir antikor
olan 6A5 monoklonal antikoru daha saf #kilde hazirlanmak tzere S-300 jel filtrasyon
kolon kromotografisiyle saftaurildi. Kolon sonrasi toplanan kesimlere dolaylli&A testi
uygulandi. Pozitif reaksiyon alinan ve 280 nm’de famla absorbans gdsteren kesim
farelerin b&isiklanmasinda kullanildi. Saffiarma sonrasi elde edilen antikorun miktari 0.4
mg/ml olarak belirlendi. Antikorun safiirma profili sekil 4.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. 6A5 monoklonal antikorunun S-300 jel filtrasyondmo
kromotografisiyle saflgiriimasi

4.3. 6A5 Monoklonal Antikoru ile Bagisiklanan Farelerin

Antikor Yanitlari

Fareler iki ayri dozda 6A5 monoklonal antikoruiteminize edildi ve her bir grupta

4 adet fare kullanildi.

10 pg 6A5 monoklonal antikoru ile gaiklanma sonrasi 1/200 seyreltignfare

serumlarindaki farkli guinlere ait poliklonal yaarlsekil 4.3'de gosterilmektedir.
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Sekil 4.3.10 pg 6A5 monoklonal antikoru ile giaiklanan farelerin Polyvalen-AP

ile elde edilen serumdaki toplam antikor yaniti

40 pg 6A5 monoklonal antikoru ile gaiklanan farelerin serumlarindaki farkli
gunlere ait poliklonal yanitlagekil 4.4’de gosterilmektedir.

4.im
8 3¢ l —e— keci ab
< 3.im
[a) —a— BSA
025 .
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2.im
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0
22 43 49 56 63 75 89 104 147
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Sekil 4.4.40 pg 6A5 monoklonal antikoru ile paiklanan farelerin Polyvalen-AP
ile elde edilen serumdaki toplam antikor yanit
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Birinci bagisiklama sonrasi 14. ginde 1/200 seyrelglfisre serumlarindaki IgG ve
IgM antikor seviyeleri ELISA ile tespit edildi. 3J0g ve 40 pg 6A5 monoklonal antikoru ile
bagisiklanan farelerin IgM ve IgG antikor yanitlgekil 4.5'de gosterilmektedir.

[

[Te) [Te)
g (A) Okeci ab g (®) Okegi ab
gos8 W siit tozu 508 r W siit tozu

0,6 0,6

014 [ 0,4 r

0’2 7 1 0’2 7

0 - 0

gV lge 14-9un IgM IgG  14.giin

Sekil 4.5.(A)10 pg ve (B) 40 ug 6A5 monoklonal antikoru lilgsisiklanan farelerin
IgM-AP ve IgG-AP ile elde edilen serumdaki IgM \@3 sonuclari

ikinci bagisiklama sonrasi 49. giinde 1/200 seyreltlfiaire serumlarindaki 1gG ve
IgM antikor seviyeleri ELISA ile tespit edildi. Jj0g ve 40 pg 6A5 monoklonal antikoru ile
bagisiklanan farelerin IgM ve IgG antikor yanitlgekil 4.6'da gosterilmektedir.

3 3
o
§25 (A) Olkegi ab 2,51 ® Okegi ab
il [ . D ’ [
8 W siit tozu (@) W st tozu
2 2
15 - 15
1+r 1L
0 0
IgM IgG  49.gln IgM 1I9G  49.glin

Sekil 4.6. (A)10 pg ve (B) 40 ug 6A5 monoklonal antikoru lilgsisiklanan farelerin
IgM-AP ve IgG-AP ile elde edilen serumdaki IgM \@3 sonuclari
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Ucuincti b&isiklama sonrasi 89. giinde 1/200 seyrelglfare serumlarindaki IgG ve
IgM antikor seviyeleri ELISA ile tespit edildi. 3J0g ve 40 pg 6A5 monoklonal antikoru ile
bagisiklanan farelerin IgM ve IgG antikor yanitlgekil 4.7'de gosterilmektedir.

45 45 _
4t A Okeciab | 4| (B) Okeci ab
835 | Wsittozu | 835 | W silit tozu
3 3L
25 25
2+ 2 L
15 - 15
1 1L
0 0
IgM IgG  89.glin IgM IgG  89.giin

Sekil 4.7.(A)10 pg ve (B) 40 pg 6A5 monoklonal antikoru ilglyiklanan farelerin
IgM-AP ve IgG-AP ile elde edilen serumdakil ve IgG sonuclari

ELISA sonugclarina gore fare serumlarinin anti-HBd#&gi antikoruna immun yanit
olusturdugu, sut tozu ile capraz reaksiyonursdk oldusu ancak BSA ile capraz reaksiyon
verdigi, farelere verilen antikor miktari aginda ise stit tozuna ve 6zellikle BSA’ya kar

yanitin arttgr goralda.

Antikor yanitinin geimesinden 14. gun sonra IgM yanitin yiuksek glidwe 1gG
yanitin olgmaya baladigi, 49. gin ve 89. gin sonra IgM yanitin azalge IgG yanitinin

arttig goralda.

4.4, Hucre Fuzyonu

a) 6A5 monoklonal antikoru (4Qg) ile baisiklanan fareler arasinda en yuksek
antikor yaniti verenler ELISA ile belirlenerek srga flizyona alindi. Bu antikora ait

fuzyon sonugclari cizelge 4.1'de gosterilmektedir.



Cizelge 4.1 6A5 monoklonal antikoruna ait 1. 2. ve 3. fuzyomsglari

. 2. flizyon N

1. fizyon Jalak lent 3. fizyon
Dalak hiicre sayisi 270* 250* - 380*
Lenf hiicre sayisi - - 90* -
Myeloma hiicre sayisi (FO 60* 125* 45* 170*
Flzyonda kullanilan toplan 576 576 384 672
kuyu sayisi
Toplam hibrit hiicre sayisi 79 283 92 0
Antikor aktivitesi olan
hibrit hiicre sayisi 0 5 1 0
S_pe_sml_(_ antikor Ureten 0 0 0 0
hibrit hiicre sayisi

(*) milyon

(6A5) fare monoklonal antikoruna ait flzyon emlasi sonucunda elde edilen
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hibritlerden monospesifik yanit alinamgdiicin ikinci bir yaklgim olarak keci anti-

HBsAg poliklonal antikoru ile cagmalara devam edildi.

b) Keci anti-HBsAg poliklonal antikoru ile giklanan fareler arasinda en yiksek
antikor yaniti veren fare ELISA ile belirlendiktesonra flizyona alindi. Bu antikora ait

flzyon sonucu cizelge 4.2'de gosterilmektedir. Fizgalsmasi sonucunda anti-id 6C9 ve

6H9 antikorlari elde edildi.

Cizelge 4.2Keci anti-HBsAg poliklonal antikoruna ait flzyonrag;lari

Dalak hiicre sayisi 42 milyon
Myeloma hiicre sayisi (P3) 412 milyon
Fuzyonda kullanilan toplam kuyu sayisi 576
Toplam hibrit hiicre sayisi 461
Antikor aktivitesi olan hibrit hiicre sayisi 36
Spesifik antikor Greten hibrit hiicre sayisi 5
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4.5. Anti-idiyotip HBsAg Antikorlarinin Aktiviteler i ve

Karakterizasyonu

Flzyon sonrasinda antikor aktivitesi olan hibriciglerden bir kismi aktivitelerini
kaybetmg, bazilari ise farkli proteinlerle (kecide gélilmis olan anti-HBsAg poliklonal

antikoru dgindaki) capraz etkigm gostermgtir.

Antikor aktivitesi olan hibrit hiicrelerdeki capragaksiyonlari tespit edebilmek igin
farkll proteinler ELISA pl@ina kaplandi. Yapilan ELISA testi sonuglari cizely&'de

gosterilmitir.

Cizelge 4.3 Anti-id HBsAg antikorlarinin (5A4, 6B2, 6F12, 6C8K9) “keci
anti-HBsAg poliklonal antikoru” ve “farkli proteisl” ile yapilan

sandvi¢ ELISA capraz reaksiyon sonuglari

Anti-idiyotip antikorlar

Antijenler 5A4 6B2 6F12 6C9 6H9
anti-HBsAg keci poliklonal antikory 1.50 0.80 0.60 1.07 0.80
anti-HBsAg tagan antikoru 0.10 0.10 0.10 0.25 0.36
Normal kec¢i serumu 0.90 0.60 0.50 0.29 0.38
Normal tawan serumu 0.10 0.10 0.10 0.20 0.31
FCS 0.10 0.10 0.10 0.27 0.37
BSA 0.10 0.10 0.10 0.25 0.40
St tozu 0.30 0.20 0.20 0.25 0.34

ELISA testinde kullanilan farkli proteinler:

anti-HBsAg keci poliklonal antikorikecide geltirilen anti-HBsAg poliklonal antikoru
anti-HBsAg tayan antikoru:bagisiklanms tawan antikoru

normal keci serumubagisiklanmamg keci serumu

normal tayan serumubagisiklanmamg tawan serumu

FCS:fotal dana serumu

BSA:sigir serum albumin



69

Sandvi¢ ELISA testi sonucunda anti-id-HBsAg monaoidb antikorlarindan 5A4,
6B2, 6F12, 6C9, 6H9'un ger proteinlere gore “anti-HBsAg poliklonal keg¢i éatru’nu
daha yuiksek oranda tangdgorildi. 5A4, 6B2, 6F12 anti-idiyotip antikorldanti-HBsAg
keci poliklonal antikoru” ile daha yiksek orandalwenun yaninda “normal keci serumu”
ile de reaksiyon verdi. 6C9 ve 6H9gdr farkl proteinlerle yiksek oranda reaksiyon
vermedi.

Anti-id-HBsAg monoklonal antikoru trefi belirlenen hibritlerin tek klondan odan
soyunu elde etmek icin sinirh seyreltme yontemgulgindi. Birinci flizyon sonrasi anti-
HBsAQ kegi poliklonal antikoru ile asiklanan farelerden elde edilen anti-id 6C9 ve 6H9
HBsAg antikorlarinin immanglobulin tipinin IgM olgw belirlendi. Bu antikorlarin
HBsAQ'yi taklit eden anti-idiyotip antikor gibi dasnip davranmagdini belirlemek icin

farelere enjekte edilmeden 6nce antikorlarin saflamasi gerceklgirildi.

4.6. Anti-idiyotip HBsAg Antikorlarin Safla stirilmasi

4.6.1. Anti-id 6C9 ve 6H9 Antikorlarinin S-300 Jeliltrasyon Kolon
Kromotografisi ile Saflastiriimasi

Anti-id 6C9 ve 6H9 antikorlari gegidlcekte % 10 serumlu ortamda dretildi. Ust
sivilara amonyum sulfat ¢coktirmesi ve diyaklemi uygulandi. Bu antikorlarin Ig tipleri
IgM oldugundan S-300 jel filtrasyon kolon kromatografisi daflgtirildi. Kolon sonrasi
kesimlere sandvi¢c ELISA uygulandi. Her iki antikoda ELISA testinde pozitif reaksiyon
veren kolon sonrasi kesim ornekleri fareleriggiglanmasi igin segcildi. Bu iki antikorun

saflastirma sonuclargekil 4.8 ve 4.9'da gosterilmektedir.



—a— 0OD280
—a— OD405

0OD280
OD405

tip no

Sekil 4.8. Anti-id 6H9 antikorunun S-300 jel filtrasyon kromotografisi
saflgtirma sonugclari

25 [ 2,5
o wn
§ —=— 0OD280 g
o2} —+—O0D405 - 2 ©

15 | 1,5

1} 1

05 | 0,5

0 Lo

1 15 20 25 30 35 44

Sekil 4.9. Anti-id 6C9 antikorunun S-300 jel filtrasyon kronografisi ile

saflgtirma sonuclari
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4.6.2. Anti-id 6C9 Antikorunun S-300 Jel Filtrasyon Sonrasi
Kesimlerin SDS-PAGE Calsmasi

S-300 jel filtrasyon ile elde edilen anti-id 6C9tigarunun % 10’luk indirgennsi
SDS-PAGE uygulandiktan sonra gignboya ile olgan jel goérinimusekil 4.10’da
gosterilmitir.

78 kD¢
67 kDa

45 kDa

25 kDa

Sekil 4.10.Anti-id 6C9 antikorun S-300 jel filtrasyon sonr&sisimlerin
SDS-PAGE’te gorinuma.

M (markir): BSA (67 kDa), Ovalbumin (45 kD&imotripsinojen A (25 kDa);

1-2) S-300 jel filtrasyon kolon sonrasi 18lméesim
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4.6.3. Anti-id 6C9 Antikorunun DES52 iyon Degisimi Kromatografisi

ile Saflastiriimasi

Tris-borat tamponuna kargece boyu +%’de diyaliz edilen anti-id 6C9 antikoru
DES2 iyon dgisimi kromatografisi ile saflgtirldi. Ttplerin 280 nm’de absorbansgeeleri
Olcllerek kolon sonrasi kesimlere sandvi¢ ELISAiteggulandi. Bu antikorun safiarma

sonugclariekil 4.11'de gosterilmektedir.

I~ 2 2Ln
A g
[a]
© (@)
15 + 4115
1+ 411
05 41 05
0 . 0
5 22 30 35 0 ..
tiip no

Sekil 4.11.Anti-id 6C9 antikorunun DE52 iyon @esimi kromotografisi ile

saflgtirma sonugclari
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4.7. Serumlu Besiyerinde Uretilerek S-300 Jel Filasyon
Kolon Kromotografisi ile Saflastirilan Anti-id 6C9 ve 6H9

Antikorlari ile Farelerin Ba gisiklanma Calismalari

Anti-id 6C9 ve 6H9 antikorlarinin, ticari hepatit &1s1 (Pastor) ile karlastirmali
olarak fareler Gzerinde HBsAg antikor yaniti ggluma yeteng aragtirildi. Bunun igin

fareler ticari a1, anti-id 6C9 ve 6H9 antikorlari ile pgikland.

Ticari sglyla fare baina lug, her bir anti-idiyotip antikorla ise fare gaa 25ug’lik
dozda bgisiklama yapildi. Her bir grupta 4 fare kullanildnjéksiyonlar 0. ve 35. gtinler
olmak Uzere iki kez, her bir enjeksiyonda adjuviarak FIA kullanilarak gercekiérildi.

Bagisiklanan farelerin PBS ile 1/100 ve 1/2@@yreltilen serumlarindaki HBsAg
antikor yanitlari dolaylh ELISA testi ile belirlend Yapilan calgmada birinci
bagisiklamadan sonra 6C9 ve 6H9 gruplari antikor yaagisindan daha yiksek geler
gosterdi. Ticari @ grubundan ise daha gik yanit alindiikinci bagisiklamadan sonra 6C9
ve 6H9 gruplar antikor yaniti agisindan benzeyeder gdosterdi. Ticaris grubundan ise
daha yuksek yanit alindi.

Sekil 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15'de farelerin antbid9, 6H9 antikorlari ve ticarisaile

1. ve 2. b@isiklanma sonrasi farkh gunlere ait poliklonal yéamt gosterilmgtir.

Sekil 4.16, 4.17, 4.18 ve 4.19'da farelerin antbid9, 6H9 antikorlari ve ticarisaile
1. ve 2. baisiklanma sonrasi farkl ginlere ait IgG1, 1gG2a, 28GIgG3 alt tipleri ve IgM
antikor yanitlari gosterilngtir.



2 6C9 HBsAg
0OD405 OBSA
15+
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0,5
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4 fareler

0OD405
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HBsAg
OBSA

Sekil 4.12. Anti-id 6C9, 6H9 antikorlari ve ticarisaile bazisiklanma sonrasi 14. gine ait poliklonal yanitlari

fareler
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Sekil 4.13. Anti-id 6C9, 6H9 antikorlari ve ticarisaile bazisiklanma sonrasi 49. glne ait poliklonal yanitlari
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Sekil 4.14. Anti-id 6C9, 6H9 antikorlari ve ticarisaile bgzisiklanma sonrasi 63. gune ait poliklonal yanitlari

4
OD405
3

6H9

[ HBsAgQ
O BSA

4 fareler

4
0OD405

HBV asi pastor

N HBsAg
OBSA

4 fareler
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Sekil 4.15. Anti-id 6C9, 6H9 antikorlari ve ticarisaile bazisiklanma sonrasi 91. guine ait poliklonal yanitlari

4fareler
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Sekil 4.16. Farelerin anti-id 6C9 antikoru ile paiklanma sonrasi 35. giine ait serumdaki farkl amtjanitlari



[T5) L0 [T9)
g 2 o HBsAg g 2 oG2a W HBsAg g 2 . [ HBsAgQ
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Sekil 4.17. Farelerin ticari g ile bagisiklanma sonrasi 35. guine ait serumdaki farkli antyanitlar




4
fareler

4
fareler

Sekil 4.18. Farelerin anti-id 6C9 antikoru ile paiklanma sonrasi 63. gline ait serumdaki farkl amtjanitlari

g 4 B HBsAg 8 4 m HBsAg w4 O HBsAg
Q lgG1 Q55 | 1gG2a BSA S 35 | l9G2b
035 | [OBSA o 3 O 83 C0BSA
3 3 3 N
215 2,5
2 2
15 15
1 1
0,5 0,5 |_
0 0
1 2 3 4 1 3 4 1 4
fareler fareler fareler
n n
Q 4 -I o El HBsAg Q 4 oM m HBsAg
[a) | [a)
535 9 OBSA 535 IBSA
3t 3
25 | 2,5
2} 2
5




Sekil 4.19. Farelerin ticari g ile bagisiklanma sonrasi 63. guine ait serumdaki farkli antyanitlar

w 35 @ HBsAg o 35 m HBsAg 35 - @ HBsAg
5 gG1 S 0G2a 10 gG2b
g 5l OBSA X 3. 1 CBSA g
o o) a)
25 2,5 o
2 2
15
1
05 - I l
0
1 2 3 4 1 2 4 1 2 4
fareler fareler fareler
35 - B HBsAgQ B 35 M@ HBsAgQ
8 5| loG3 OBSA 8 3| 9M CBSA
2 (@)
O 25 25
2+ 2
15 + 1,5
l L
05 r
0 B =1 =1 =
1 2 3 4 1 2 3 4
fareler fareler
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4.8. Serumsuz Ortamda Uretilen Anti-id 6C9
Antikorunun S-300 Jel Filtrasyon Kolon

Kromotografisi ile Saflastiriimasi

Farkli saflatirma teknikleri kullanilarak yapilan cgnalar sonucunda elde
edilen antikorun farkli proteinlere de yanit gilrdusu g6zlendi. Antikorun serumiu
ortamda gefitirilmesinin bu duruma yol agit distinuldi. Bu nedenle daha saf
antikor eldesi icin serumsuz ortamda hucre Uregamhgmalari yapildi.

Serumsuz besiyerinde gendlcekte uretilen anti-id 6C9 antikorunun st
sivisina amonyum silfat ¢oktirmesi ve diyadiemi uygulandi. Antikor S-300 jel
filtrasyon kolon kromatografisi ile safiarildi. Kolon sonrasi kesimlere sandvig
ELISA uygulandi. Bu antikorun saffarma sonucyekil 4.20’de gdsterilngtir.

2,5 2,5

o n
2 —=— 0D280 Q
a a
o 2+ ——O0D405 T2 O
15 + +15
1 +1
) M )
0 ‘ : Lo
1 5 7 9 11 13 15 17 21
tip no

Sekil 4.20.Serumsuz ortamda Uretilen anti-id 6C9 antikorunt808 jel filtrasyon

kolon kromotografisiyle saftauriimasi
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4.9. Distile Suya Kasi Diyaliz ile Saflastirma

4.9.1. Serumsuz Ortamda Uretilen Anti-id 6C9 Antikorunun
Distile Suya Kars! Diyalizi

S-300 saflgtirma sonrasi elde edilen anti-id 6C9 antikorunwarelere
bagisiklanmasindan sonra farelerin serumlarinda BSA'yaglo antikor yaniti
olusmustur. Bu durumu ortadan kaldirmak icin serumsuzyeesde geni 6lcekte
Uretilen anti-id 6C9 antikorunun Ust sivisi distileya kagl diyaliz edildi. Diyaliz
sonrasi santrifljslemiyle elde edilen ¢oken Ornekteki protein mikt@ib,gyde 1.12
mg/ml olarak belirlendi. Hucre kultir Ust sivisiyalizde Ust sivida kalan antikor ve
coken antikor Orneklerinin 1/2 seyreltmedeki ELIS#onuclar sekil 4.21'de

gosterilmitir.

w

 OD405
o

15 ¢

05

Sekil 4.21.Distile suya kan diyaliz sonraselde edilen érneklerin ELISA sonuglari
(a. hucre kultar tst sivisi, b. diyalizde Ust savkalan antikor 6rng,

c. diyalizde ¢Oken antikor 6rpgg
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Hucre kultar dst sivisi, diyalizde Ust sivida kakamtikor ve ¢oken antikor
orneklerinin farkl seyreltmedeki ELISA sonuclaekil 4.22’de gosterilnsiir.

0OD405

1/10 1/20 1/100 1/1000
seyreltme seyreltme seyreltme seyreltme

Sekil 4.22.Distile suya kap diyaliz saflgtirmasi ileelde edilen 6rneklerin
farkli seyreltmelerdeki anti-HBsAg keci antikorukaas! yanitlari
(a. diyalizde ¢coken antikor orgie b. diyalizde Ust sivida kalan

antikor orngi, c.hticre kaltar Ust sivisi)
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4.9.2. Serumsuz Ortamda Uretilen Anti-id 6C9 Antikaunun
Distile Suya Karsl Diyaliz Sonrasi SDS-PAGE

Serumsuz ortamda Uretilen anti-id 6C9 antikorunistild suya kapn diyalizi
ile elde edilen 6rneklere % 10’luk indirgenn8DS-PAGE uygulandiktan sonraki jel
profili sekil 4.23'de gdsterilngtir. Bu yontemle anti-id 6C9 antikorunun tamamen

saf birsekilde elde edildii tespit edilmgtir.

78 kD¢
A st
67 KD: e - - -
45 KD: o
25 KDz

Sekil 4.23.Serumsuz ortamda Uretilen anti-id 6C9 antikorudigtile suya kagi

diyaliz sonrasi 6rneklerin SDS-PAGE’te gorinimda.

M: BSA (67 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Kimotripsinojé (25 kDa);
1) % 10 serumlu dst sivi; 2) serumsuz st sivi; 3igt)lel suya diyaliz sonrasi
¢oken ornek; 5) tst kesim; 6) S-300 jel filtrasyaton sonrasi 8 no’lu kesim;

7) 9 no’lu kesim
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493. % 10 Serumlu Ortamda Uretilen Anti-id 6C9
Antikorunun Distile Suya Kar sI Diyalizi

% 10 serumlu besiyerinde geridlcekte Uretilen anti-id 6C9 antikorunun st
sivisi distile suya kar diyaliz edildi. Diyaliz sonrasi santrifiglemiyle elde edilen
coken Ornekteki protein miktari Qgyde 4.24 mg/ml olarak belirlendi. 1/2
seyreltmede hicre kdltar Gst sivisi, diyalizde sistda kalan antikor ve ¢oken

antikor drneklerine ELISA uygulandi. Bu érneklefhISA sonuclarisekil 4.24°de

S
1L
0,5 +
0
a b c

Sekil 4.24.Distile suya kan diyaliz sonraselde edilen érneklerin ELISA sonuglari

gOsterilmitir.

OD405

[N

(a. hucre kaltdr tst sivisi, b. diyalizde Ust savkalan antikor orng,

c. diyalizde ¢Oken antikor 6rp@



4.10. Farkh

Antikorlarin

Farkli Proteinlerle

Seyreltmelerdeki Capraz Reaksiyonlari
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Yontemlerle Saflagtirilan Anti-id 6C9

De gisik

% 10 serumlu ve serumsuz besiyerinde uretilenidr@E9 antikor Ust sivisinin

S-300 jel filtrasyon kromatografisi, DE52 iyon gigmi kromotografisi ve distile

suya kagl diyalizi sonrasi elde edilen saf antikorlarinkfarproteinlerle dgisik

seyreltmelerdeki capraz reaksiyonlarini tespit déamk icin yapilan ELISA
sonugclarsekil 4.25, 4.26, 4.27 ve 4.28'de gosteriti
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Sekil 4.25. Anti-id 6C9 antikorunun % 10 serumlu Ust sivisIBH00 jel filtrasyon

kromatografisi sonrasi farkli seyreltmelerdeki EAISonuclari

A(1/10), B(1/25), C(1/50), D(1/100)
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Sekil 4.26.DE52 iyon dgistirme kromatografisi sonrasi elde edilen anti-idb6C

antikorun farkli seyreltmelerdeki ELISA sonuclari

A(1/10), B(1/25), C(1/50), D(1/100)
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Sekil 4.27.% 10 serumlu ortamda Uretilerek distile suyakdiyaliz edilen
anti-id 6C9 antikorun farkli seyreltmelerdeki ELISAnuclari
A(1/10), B(1/25), C(1/50), D(1/100)
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Sekil 4.28.% 10 serumlu besi yerinde Uretilen anti-id 6Ckamtiist sivinin

farkli seyreltmelerdeki ELISA sonuclari

A(1/10), B(1/25), C(1/50), D(1/100)
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Bu calsmalarin paralelinde anti-id 6C9 antikorunun % 21Qusdu (st
sivisinin, S-300 jel filtrasyon kromatografisi, Efon deisimi kromotografisi ve
distile suya kan diyalizi sonrasi 1/50 seyreltme oranindaki “kegiti-HBSAgQ
poliklonal antikoru” ve “farkli proteinler” ile elel edilen sandvi¢ ELISA sonuclari
cizelge 4.4'de ve gespi seyreltme araliklarindaki sonuclari cizelge 4.5'de

gOsterilmitir.

Cizelge 4.4 Farkh saflatirma teknikleri ile elde edilen anti-id 6C9 antika
1/50 seyreltme oranindaki “ke¢i anti-HBsAg polikédmantikoru”

ve “farkl proteinler” ile yapilan sandvi¢c ELISA soclari

hucre kilttr
Antijenler S-300 DE52 distile suya diyaliz st sivi

Anti-HBsAg kegi 0,90 0,72 0,72 0,65
Anti-HBsAg tawan 0,33 0,20 0,98 0,16
Keci serumu 0,30 0,25 0,35 0,17
Tawan serumu 0,28 0,25 1,47 0,17
BSA 0,30 0,31 0,22 0,22
Siit tozu 0,31 0,30 0,23 0,21
FCS 0,30 0,31 0,31 0,27

Cizelge 4.5Serumsuz ortamda uretilerek distile suysskdiyaliz edilen
anti-id 6C9 antikorun gegiseyreltme araliklarindaki “keci anti-
HBsAg poliklonal antikoru” ve “farkli proteinler1é yapilan

sandvi¢ ELISA testi sonugclari

Antikor seyreltme oranlari

o o o

o o o o o o o

o o o o o o o o o o

o o o o o o o o o o o o

o o o Lo o o o o o o Te} o

d |2 |14 |9 e gy e e d d | d

Antijenler S |9 |9 |49 |9 |9 |9 |9 |9 |9 |9 |4
I/,fe”;'i'HBSAg 0,81]0,58| 0,49/ 0,44| 0,42| 0,36 0,33| 0,30| 0,27| 0,21| 0,19 0,28
gr\',;';:BSAg 2,99(1,88|0,92| 0,43| 0,40| 0,24 0,17| 0,15| 0,16 | 0,13 | 0,15| 0,20

Keci serumu | 1,940,77|0,47|0,28| 0,26/ 0,21| 0,18/ 0,17| 0,17 0,15| 0,16 0,20

Tawan 3,00| 2,18| 1,04/ 0,61| 0,57/ 0,35| 0,20| 0,17| 0,16| 0,14| 0,14| 0,22
serumu

BSA 0,22/ 0,18 0,14| 0.14] 0,14] 0,14] 0,12] 0,12 0,12] 0,12/ 0,13] 0,18
Siit tozu 0,36 0,24|0,17] 0,16] 0,15] 0,16| 0,14 0,15| 0,14] 0,14] 0,16 0,19

FCS 0,35 0,27 0,22| 0,19, 0,18 0,17| 0,15| 0,16| 0,17| 0,16| 0,17 0,16
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4.11. Farkh Saflatirma Teknikleri Uygulanarak Elde
Edilen Saf Anti-idiyotip Antikorlarin, Ticari Hepat it B
Asllarl ile Farelerde HBsAg'ne Karsi Olusturdu gu

Antikor Yanitinin Belirlenmesi

% 10 serumlu ortamda Uretilerek distile suyaskdiyaliz ile saflgtirilan anti-
id 6C9 antikorunun, S-300 jel filtrasyon saflama sonrasi elde edilen anti-id 6C9
antikorunun (kontrol antikor olarak), ticari Hepal asilari (Gen Hevac B Pasteur,
Engerix) ile kagilastirmali olarak fareler Uzerindan(vivo sistemde) anti-HBsAg

antikor yaniti incelendi.

Fare bana (10ug, 25 ug, 50 pg, 100 ug) farkli dozlarda saf anti-idiyotip
antikorlar ve 1ug dozda ticari gillar (Pastor ve Engerix) ile Bgiklama yapildi. 2.

bagisiklama 35.gunde ayni kollarda tekrarlandi.

Bagisiklanan farelerin PBS ile 1/100 seyreltilen serumidaki HBsAg antikor
yanitlari dolayli ELISA testi ile belirlendgekil 4.29, 4.30, 4.31, 4.32 ve 4.33'de 100
ug anti-idiyotip antikor ve ticari @lar ile baisiklanms fare grubundaki 1. ve 2.
bagisiklanma sonrasi farkli gtinlere ait poliklonal y#amit gosterilmgtir.



0OD405

0,8r

0,61

0.4}

0,2

6C9 suya diyaliz HBsAg
OBSA

Y,

4 fareler

71 HBSAQ
OBSA

HBV asi pastor

Sekil 4.29. Farelerin anti-id 6C9 antikoru ve ticasilar ile baisiklanma sonrasi 7. gine ait poliklonal yanitlar

4 fareler
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3r 3
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Sekil 4.30. Farelerin anti-id 6C9 antikoru ve ticasilar ile baisiklanma sonrasi 42. gliine ait poliklonal yanitlar



3
0OD405

2,5¢

0OD405

6C9 suya diyaliz

HBsAg
O BSA

1 2 3 4 tareler
HBV asi pastor HBsAg
O BSA

4 fareler

0OD405

6C9 S-300 HBsAg
O BSA

1 2 3 4 fareler
\
HBV asi engerix 71 HBsAg
OBSA

1 2 3 4 tareler

Sekil 4.31. Farelerin anti-id 6C9 antikoru ve ticasilar ile bagisiklanma sonrasi 49. gline ait poliklonal yanitlari



2.5 6C9 suya diyaliz HBsAg 2,5 6C9 S-300 HBsAg

0D405 1BSA 0D405 OBSA

1 2 3 4 fareler 1 2 3 4 tareler
2,5/ HBV as! pastor HBsAg 2,5 HBV agl engerix HBsAg
2 L
1,5+

[ay
NR
w

4 fareler

Sekil 4.32. Farelerin anti-id 6C9 antikoru ve ticasilar ile baisiklanma sonrasi 56. gline ait poliklonal yanitlar



OD405 , |

6C9 suya diyaliz HBsAg
O BSA

0OD405

Sekil 4.33. Farelerin anti-id 6C9 antikoru ve ticasilar ile baisiklanma sonrasi 77. giine ait poliklonal yanitlari

2 3 4 fareler

HBsAgQ
OBSA

HBV asI pastor

4 fareler

0OD405

0OD405

6C9 S-300

[ HBsAg
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HBV asi engerix

4 tareler

71 HBsSAQ
OBSA

4 tareler
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4.12. %10 Serumlu Ortamda Uretilen Anti-id 6C9
Antikorunun Distile Suya Karsi Diyaliz ve Pepsin
Kesim Sonrasi Gradiyent SDS-PAGE

Distile suya kag diyaliz edilen anti-id 6C9 antikorunda yalnizc8sAg yaniti
olusturmak icin pepsin kesim ile Fab fragmanlar eldédedBu 6rneklerin gradiyent

%6 ve %15'lik indirgenmengi SDS-PAGE uygulandiktan sonraki jel profgekil
4.34’de gosterilnstir.

130 kD¢

67 kD¢

Sekil 4.34.Anti-id 6C9 antikorunun distile suya kadiyaliz sonrasi

pepsin kesimlerin gosterilmesi.

M: BSA (67 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Kimotripsijen A (25 kDa);
1) S-300 jel filtrasyon kolon sonrasi 9 no’kesskm; 2) 8 no’lu kesim;
3) 7 no’lu kesim; 4) 6 no’lu kesim; 5) 5 nokesim; 6) 4 no’lu kesim;
7) pepsin kesim sonrasi 6rnek; 8) %10 seruigiile suya diyaliz
sonrasi ¢oken drnek
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Farkli markir proteinler kullanilarak deneyin tekaamasi sonucu elde edilen

Fab fragmanlarinin profilekil 4.35’'de go6sterilngtir.

M 1 2 3 4 5 67 8 M

01 ' \ I

150 kDz u -

130 kD¢

p— 67 kDa

\

"

Sekil 4.35.Gradiyent % 6 ve % 15’lik indirgenmeg5DS-PAGE ile

Fab fragmanlarinin gésterilmesi.

M: 1gG (152 kDa) 1) S-300 jel filtrasyon kolonrsasi 11 no’lu kesim;
2) 10 no’lu kesim; 3) 9 no’lu kesim; 4) 8 no’lesim; 5) 7 no’lu kesim;
6) 6 no’lu kesim; 7) pepsin kesim sonrasi 6ri@kserumsuz distile
suya diyaliz sonrasi ¢oken 6rnek; M: IgG (152 KBSA (67 kDa),
Ovalbumin (45 kDa), Kimotripsinojen A (25 kDa)

4.13. Pepsin Kesim Sonrasi Anti-id6C9 Antikor Fab
Fragmanlari ile Bagisiklanan Farelerin  Antikor

Yanitlari

Pepsin kesim ile elde edilen anti-id 6C9 antikoal Fragmanlari (2ng ve 50
ug /fare) olacaksekilde 0. ve 30. gunlerde yapilangaklamalarda kullanildi. Her

bir enjeksiyonda adjuvan olarak FIA uygulandi.

PBS ile 1/100 seyreltilen fare serumlarindaki HBs#&dikor yanitlar dolayli
ELISA ile belirlendi.Sekil 4.36'da farelerin anti-id 6C9 antikoru Fabdrmaanlarinin
25 ug ve 50ug farkh dozlar ve ticari glarin 1 g ile baisiklanma sonrasi farkh

glnlere ait poliklonal yanitlari gosterilgtir.



14 ¢ 1,4 -
8 (A) —+—6CoFab 8 ®) —+—6C9 Fab
8 12 - —a— pastor asl 8 12 - —&— pastor asl
—e— engerix asl —e— engerix asl
1+ 1t
08 + 08 r
0,6 0,6 l
04 + 0,4
0,2 | 02 r
0 0
7 14 21 28 35 42 49 56 7 14 21 28 35 42 49 56
giinler gunler

Sekil 4.36. Anti-id 6C9 antikoru Fab fragmanlarinin A(25) ve B(50ug) ve ticari ailar ile baisiklanma sonrasi farkli giinlere ait

poliklonal yanitlari
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4.14. Anti-idiyotip 6C9 Antikorunun HBsAQ'ni Takilit

Etme Ozelliginin incelenmesi

HBsAg (20 ng/ml) ve anti-id 6C9 (1/10, 1/50 ve 101€eyreltme) antikoru ile
kaplanan ELISA plgina sirasiyla %1’lik sut tozu, kecide gélilen anti-HBsSAg
poliklonal antikoru (100 ng/ml), tganda gelftirilen anti-keci IgG-AP konjugati
(1/5000 seyreltme) ve PNPP substrat tampon icirearlanan PNPP (1 mg/ml)

eklendi. Absorbans 405 nm’de okundu.

Serumsuz ortamda Uretilerek distile suya skadiyaliz edilen farkli
seyreltmelerdeki anti-id 6C9 antikorunun ve HBSAQTELISA sonuglarisekil
4.37'de gosterilmsitir.

6C9
O HBsAgQ

0OD405

15 ¢

05 r

1/10 seyreltme 1/50 seyreltme 1/100 seyreltme

Sekil 4.37.Farkli seyreltmelerdeki anti-id 6C9 antikoru ve Hgmin
ELISA test sonuclari
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5. TARTISMA VE SONUC

Hepatit B diinyadaki en yaygin enfeksiyonlardandiiriDinya nifusunun
2/5'si HBV ile enfekte durumdadir [Banatvala et, &001]. Diinya Sgik Orgiti
verilerine gore tim dinyada yakila 300-350 milyon ki bu virisu taimakta, her
yil yaklasik 50 milyon yeni hepatit B vakas! ortaya cikmake& 1-2 milyon ki
dogrudan HBV enfeksiyonu ve komplikasyonlarinaghanedenlerle ygamini
yitirmektedir [Lee, 1997; Lok, 2000; Jung and Pa@602]. Ulkemizde HBsAg
tastyicihigl (% 4-10) orta-yuksek endemisite sinirlarindaBal(k, 2000].

Viral hepatitler karag@eri etkileyen sistemik enfeksiyonlardir. Kan yolayl
bulssan HBV, HCV ve HDV ile kronik karager hastalil, siroz ve karager kanseri
gelisebilmektedir. Bu yonleriyle ele alinginda viral hepatit tim dinyada énemli bir

s&slik sorunu olgturmaktadir [Lemon, 1997; Bayraktar ve Tugkg 1998].

HBV esas olarak enfekte kan ve vicut sivilar geepteral temas, cinsel yol,
enfekte anneden yenigana bulama ile gecer. Bukana riski kan ve vicut
sivilarinda bulunan enfekte edici viris partikiyisayla orantilidir [Uzun, 1998;
Koff, 2002].

Hepatit B'den korunma; genel koruyucu onlemlerimigara aktif ve pasif
immunizasyon yoluyla da ganir. Toplumda HBV'nin kontroliinde etkili tek yol
rutin olarak hepatit Balamasidir [Howard and Zuckerman, 1990; Balik, 3000

Hepatit B ailari; kronik HBV talyicilarinin serumlarindan veya rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak maya ve memeli hiicmghelen olmak tzere iki yoldan
elde edilir. Her iki @ da aliminyum tuzlari ve koruyucu madde olaralorgrsal
icerir. Kimyasal ve immdinolojik acidan birbirine raeer 6zelliklere sahiptirler
[Lemon and Thomas, 1997; Ellis, 1999].

Gunumizde rekombinant DNA teknolojisi ile elde edil HBV aisi
kullaniimaktadir. Dinya S$hk Orgiiti tarafindan HBV s@si kanserden korunmada
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gelistiriimis ilk agi olarak kabul edilmektedir [Akova, 1998]. HB\kikr1 bircok

insanda immunojenik etkiye sahiptir ve guvenli gg@kilde kullaniimaktadir [Lemon
and Thomas, 1997]. Bununla beraber bireylerin %4 ttle ve HBV talyicilarinda

aslya iyi yanit alinamaz [Shearer et al., 1998].

HBV asisi gelstirme calsmalarina farkli bir yaklam da anti-idiyotip
antikorlarin kullaniimasidir. Antikor molekulintregisken bolgesinde bulunan ve
antijene spesifik olarak Bnan idiyotip (Id) bdlgeye kar gelisen antikora anti-
idiyotip antikor denir [Bhattacharya-Chatterjee adt, 2000; Mitra-Kaushik et al.,
2001]. Anti-idiyotip antikor, orjinal antijenin aiikbra balanma dizisini taklit ederek
antikor olumunu uyarifSkaletsky, 1997; Lesinski and Westerink, 2001].

Anti-idiyotip antikorlarin antijeni taklit edebilmeézellikleri, deneysel anti-
idiyotip asilarin Uretiminde alternatif bir yontemdir ve bunlgeleneksel alara
oranla bircok avantaj ghrlar. Anti-idiyotip antikorlar hibridoma teknolisj ile
hicre kultiri ve asit sivilarinda ggnblcekte, kisa sirede ve @ik maliyetle
uretilebilirler [Bhattacharya-Chatterjee et al.,08Q Anti-idiyotip ailarin Gretimi
icin yiiksek miktarda saf antijene ihtiya¢c duyulmaxzellikle virulansin yiiksek
oldugu yerlerde, antijenlerin biyuk oOlgekli Uretim veflagtiriimalarinin uygun
olmadgl durumlarda anti-idiyotip antikor, guvenli olaraketilerek saflgtirilabilir
[Eichmann et al., 1987; Bendandi, 2000]. Zayiftatsl patojenlerin g olarak
kullaniimasi sirasinda etkenin tekrar virulans fardonigme riski hastafia neden
olabilir. Anti-idiyotip asilar ise antijen icermeginden istenmeyen yan etkiler
olusturmaz ve hastalik etkeni stenadiklarindan etkili bir koruma glarlar
[Thanavala, 1989].

Sentetik peptidler, karbonhidrat antijenleri ve &wib asilar, genel olarak T
hicre yanitini indiklemede yeterli gleir. Anti-idiyotip antikorlar T hcre
immdunitesinin - 6nemli oldgu enfeksiyonlarda alternatif olarak kullanilirlar
[Eichmann et al., 1987; Monzavi-Karbassi et alQZJ0 Birgcok anti-idiyotip antikor
bir antijenin meydana getirgli yanita git bir immin yanit olgturabilir bunun
yanisira immin sistem Uzerinde uyarici veya bagkilebir etkide de bulunabilir
[Shoenfeld et al., 1994].
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Anti-idiyotiplerin a1 olarak kanser tedavisinde gbaali bir sekilde
kullanilabilecgine iliskin calsmalar son yillarda giderek artmaktadir. Anti-idiyot
asllarin kolon kanseri, giiis kanseri, melanoma gibi sgi kanser tedavilerinde
onemli rol oynadi bilinmektedir [Luitzky, 2002]. Orngn; malign htcreler
tarafindan eksprese edilen tumor-associated awstifehA)’leri ya da bu antijenler
Uzerindeki Dbelirli determinantlari taklit eden aidliyotip antikorlar, kanser
hastalarinda spesifik immun tedavi icin kullanglardir [Somasundaram et al.,
1995; Foon et al., 2000]. Anti-idiyotip antikorlgolon, ovaryum ve ggis kanserli
hastalarda ¢#li timor antijenlerine 6zgin humoral ve hicreseimin yanit

olusumuna neden olmglardir [Herlyn et al., 1986; Herlyn et al., 1987].

Kansere 6zgu antijen spesifigliile malign hicrelere kar etkili bir tedavi
sazlanmaktadir. insan kanser terapisinin 6nemli sorunlarindan tse bagisik
toleranstir [Maruyama et al., 2000]. Antijen balaglan zengin supernatant iceren
multivalen a1 disinda, bir anti-idiyotip @ kullanilarak b#isik tolerans durumu daha
kolay giderilebilir [Moingeon, 2001; Lutzky et al2002]. Kanser tedavisinde
“bagisik tolerans” sorununun anti-idiyotip antikorlarlastésinden gelinebilege
goristi desteklenmgtir [Herlyn et al., 1996; Birebent et al., 2001]rnek olarak;
carcinoembryonic antigen (CEA) pozitif timor icerbastalar imminolojik olarak
CEA'ya tolerans gosterebilirler. Bircok laboratuardolorectal carcinoma (CRC)
gibi kanser hastalari icin timér hicresi tarafinddesprese olan antijenleri taklit

eden anti-idiyotip antikorlarin kullaniimasi oneriktir [Fagerberg et al., 1995].

Yine CEA ile yapilan ¢cajmalarda; CEA'nin spesifik epitopunu taklit eden
3H1 fare monoklonal anti-id antikoru ggilrilmis ve bunun timor @asi olarak fare
timor modeli Uzerindeki etkisi incelengtit. Bu modelde, fare kolorektal kanser
hiicre dizisine insan CEA geni transfer edilerek Cigflyan fare kolorektal kanser
hiicreleri elde edilngtir. Fareler 3H1 ile basiklandiklarinda humoral ve hicresel
anti-3H1 yanit gefitirmislerdir. Ayrica 32 hastada % 1 oraninda yuksek $§igkkie
yardimcit T (Th) hicre yaniti almustur. 3H1'in timor aisi olarak tedavi edici
Ozelligi olabilecegi, timor hicreleri tarafindan eksprese olan argjernaklit eden
anti-idiyotip  antikorlarin ~ kombine edilerek  kulldaiilecesi  6nerilmistir
[Bhattacharya-Chatterjee et al., 2000].
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T hicre l6semi/lenfoma ile gkili antijen, CEA, insan sitl ¥aglobulin
membran antijeni (HMFG) ve disalogangliosid (GD®nak tzere 4 farkli antijene
karsi TAA taklidi yapan monoklonal anti-id’ler Uretilgtir [Bendandi, 2000;
Monzavi-Karbassi et al., 2002]. Bu monoklonal adtierin fare, tagan ve
maymunlarda Ab3 (AWl yanit olyturabilme yetenginde oldgu bulunmuytur
[Kaminski et al., 1986].

Farkli bir calgmada insuline kar anti-idiyotip antikor (Ab2) geditirilerek
Ab2'nin insdlinin biyolojik etkilerini taklit edelecezi gosterilmitir. Ayni zamanda
Ab2’nin sican barsak epitel hucrelerineglaamabilecgi ve bu hicrelerde insulin
salinimini etkileyebilege tespit edilmgtir. Bu tlr bulgular; Ab2 molekullerinin
cesitli reseptor ligand etkilgmlerinin G¢ boyutlu yapisini taklit etmede etkili
olduklarini, ai yapiminda ve ila¢ Uretiminde etkin kiekilde kullanilabilecgini

gOstermgtir [Bruck et al., 1986; Lesinski and Westerink 02()

Hepatit B tedavisinde anti-idiyotip sgar alternatif bir yontem olarak
kullaniimaktadir. Antikorun cerceve bolgesinde mano idiyotopa kan gelisen
Ab2a anti-idiyotip antikorlari kullanilarak farelerdenttHBsAg yaniti alinmytir
[Schick et al., 1987]. Farede ggiiilen anti-HBsAg monoklonal antikoru te&na
verildiginde olgan AbzZ: anti-idiyotip antikoru, BALB/c turi farelere vemiis ve
HBsAg'ne kagl olusan normal anti-HBsAg antikor yanitindan farkli aimti-HBsAg
yanit alinmgtir. Bunun sonucunda Ab2sayesinde normalde aktif olmayan B
lenfosit klonlarinin aktif hale gelgi ve BALB/c farelerde anti-HBsAg antikor
yanitinin birden fazla lgasik ag tarafindan kontrol edildi savunulmgtur [Korec,
1987].

HBsAg ile immunize edilngi fare, tagan, keci, domuz ve insanlardan elde
edilen serumlar ile anti-idiyotip antikorlar reajsna girerek anti-HBs yanit
olusturmwtur [Kennedy et al., 1983]. Alf2 anti-idiyotipler, monoklonal ve
poliklonal anti-hepatit B ylizey antijeni serumlann HBsSAg a determinanti ile
ili skili lineer ve siklik sentetik peptidlere pnmasini inhibe ederler [Thanavala et
al., 1986]. Bu anti-id kullanilarak (BALB/c, SWR/B10.M ve yabanMus spretus)
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fare soylarinda ve HBsAg'e yanit oturamayan farelerde anti-HBs'ler
uUretilebilmistir [Pride et al., 1993; Thanavala, 1996].

Yapilan bir cagmada; keci, tayan, domuz ve insanda HBsAg'ne kaiiretilen
poliklonal antiserumuyla 6 tane anti-idiyotip tesdilmis bunlardan ikisinin HBs
antijenini taklit ettgi gortlmistir. Boylece HBsSAgQ'nin a determinantina far
gelistiriimis olan monoklonal fare antikoru (Id) kullanilarakBsAg'yi taklit eden
(2F10 ve 4D4) isimli anti-idiyotip fare antikorlagelistirilmistir [Thanavala et al.,
1985]. Immiinofloresans tekgiyle belirlenen bu anti-idiyotip antikorlarin, ol
antijene ihtiyac duymadan @gaiklama calgmalarina yeni bir yakkam
kazandirabilegg ileri surtlmdtir [Thanavala et al., 1985; Pride et al, 1993]tiAah
2F10 ile yapilan ¢cajmalardain vivo olarak bircok farede anti-HBsAg antikorlarinin
ve primer T hicrelerin okwmunun uyarildil, bu uyariminin vitro olarak sadece
HBsAg tarafindan gercelgerildi gi bildirilmi stir. Farkh calsmalarda farelerin B ve
T hicre yanitlar incelengiive HBsAg'nin a determinantina spesifik B hicre

yanitinin olgtugu gozlenmgtir [Kennedy et al., 1984; Pride et al., 1992].

Kennedy ve Dreesman’in yapticalismalarda; anti-id antikoru elde etmek icin
saflgtirilmis insan anti-HBsAg antikorlari taanlara enjekte edilrgtir. Olusan
tawan anti-idiyotip antikoru BALB/c farelere enjektéiklikten sonra anti-HBsAg
reaktif Ab3’lerin meydana gelgh gortlmistir [Kennedy and Dreesman, 1983].
Kennedy ve Dreesman’in @ir bir calsmasinda ise poliklonal tgan anti-idiyotip
antikorlar kullanilaralsempanzelerde koruyucu bir immin yanitgplwulmustur. Bir
hafta boyunca ikiempanzeye 4 anti-idiyotip enjekte edigtim. 12 hafta sonra her iki
hayvanda anti-HBsAg tespit edilgtir. 24 hafta sonra enfeksiybz HBs virls
inokulasyonuna kar iyi bir koruma sglanmstir. Buna kagihk 2 kontrol
sempanzeden birine hi¢bir enjeksiyon yapiimgrdigerine ise normal tgan IgG’si
verilmistir. Yapilan kontrollerde klinik ve serolojik oladtahepatit B enfeksiyon
belirtileri gordlmitir. Bu sempanzelerdesdamadan sonra 3 yil siresince anti-id
titresinin yuksek oldgu belirlenmgtir [Kennedy et al., 1986; Shoenfeld et al., 1994].

Bugline kadar yapilan cginalar gézéninde bulundurularak anti-idiyotip

antikor Uretimine yeni bir yakiam sa&lamak amaciyla; hibridoma teknolojisi
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kullanilarak, hepatit B yilzey antijenini taklit edeanti-idiyotip monoklonal
antikorlar gelstirildi ve in vivo sistemde bu antikorlarin ticagitar ile kagilastirmali

olarak HBsAQg'ni taklit etme yetenekleri incelendi.

Yapilan calgmada ilk olarak; TUBTAK GMBAE Hibridoma Laboratuarinda
HBsAg'ne kasi gelistiriimis (6A5) fare monoklonal antikoru ve ticari olarakisa
alinmg kecide gelftirilen anti-HBsAg poliklonal antikoru ile BALB/c dreleri
bagisiklandi. En yuksek antikor yaniti veren farelerdsaq ELISA ile belirlendi. Bu
farelerin lenfositleri myeloma hcreleri ile fizyongratildi. Secici HAT kulttr
ortaminda Ureyen hibridoma hicrelerinden antijeael kyiiksek oranda antikor
dreten hibritler sandvi¢ ELISA testiyle belirlendgAS5) fare monoklonal antikoruna
ait flizyon camasi sonucunda elde edilen hibrit hiicrelerindenaspesifik antikor
yaniti alinamadi. Ancak anti-HBsAg keci polikloraitikoruna ait fizyondan 6C9 ve
6H9 adi verilen 2 adet anti-idiyotip monoklonal ikat elde edildi.Sandvi¢ ELISA
testi sonucunda anti-id-HBsAg antikorlarindan 6G® 6H9'un dger proteinlere
(anti-tawan, normal keci ve tgan serumu, FCS, BSA ve sit tozu) gbre “anti-
HBsAg poliklonal kec¢i antikoru’nu daha yiksek orartanidgi, bu proteinlerle ise
yuksek oranda reaksiyon vermgdigoraldi. Bu hibritlerin tek klondan aojan
soyunu elde etmek icin sinirli seyreltme yontengulgindiktan sonra % 10 serumlu
besiyerinde geri Olcekte Uretildi. Anti-HBsAg keci poliklonal antiku ile
bagisiklanan farelerden elde edilen anti-id 6C9 ve 6H8karlarinin immunglobulin

tipinin IgM oldugu belirlendi.

Anti-id 6C9 ve 6H9 antikorlari amonyum stlfat ¢coktie ve diyaliz glemleri
uygulandiktan sonra S-300 jel filtrasyon kolon kedografisi ve DES2 iyon
degisimi kromatografisi ile saflgtirildi. Bu anti-idiyotip antikorlarin ticari hepatB
asisI ile kagllastirmali olarak fareler Gzerinde HBsAg antikor yarotusturma ve
antijeni taklit etme yeterge arsstirildi. Bunun icin yapilan ¢aimada fareler ticari
(Pasteur) & (1 ng), anti-id 6C9 ve 6H9 antikorlari (2%) ile baisiklandi. Anti-id
antikorlarla bgisiklanan farelerin serumlarindaki anti-HBsAg antikganitlar
dolayll ELISA testiyle belirlendi. Birinci kasiklamadan sonra 6C9 ve 6H9 gruplari
antikor yaniti agisindan ticarisiagrubuna oranla daha yiuksekgdder gosterdi.
ikinci bagisiklamadan sonra 6C9 ve 6H9 gruplarindan benzekamganiti, ticari &
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grubundan ise daha yuksek antijene 6zgu antikortiyalndi. Anti-id 6C9 ve 6H9
ile bagisiklanan grupta HBsAg spesifik antikor yaniti gly ancak Ozellikle ikinci
bagisiklamadan sonra BSA spesifik yanitin gntigortldi. HBV ai ile basisiklanan
hayvanlarda bu tur bir etki gozlenmefekil: 4.12, 4.13, 4.14, 4.15).

Tishchenko ve arkadirinin yaptiklari benzer bir camada; insan 1gG
antikoru, horseradish peroksidaz ve insan IgM antika kagi 0Ozgin fare
monoklonal antikorlari gediiriimistir. Elde edilen bu monoklonal antikorlara
amonyum sulfat coktirme, diyaliz yontemleri ile DEAeliloz DE-52 anyon
degisimi kromatografisi uygulanmtir. Kromatografi cakmalarinda indirgenmempi
SDS-PAGE kullanilarak antikorun safli belirlenmgtir. Bu  saflgtiriimis
monoklonal antikorlarin ELISA yontemi ile immuin aktesi belirlenmgtir
[Tishchenko et al., 1998].

Knutson ve arkadgar tarafindan; IgM tipi sican monoklonal antikamhin
saflgtirilmasi igin basit bir yontem izlengtir. Asit siviya amonyum stilfat
coktirmesi, diyaliz, ultrogel AcA22 jel filtrasyokromatografisi ve DEAE sefaroz
iyon desisimi  kromatografisi yontemleri uygulangtir. Antikorun saflg
indirgenmi SDS-jel elektroforezi ile tespit edilgtir. Jel filtrasyon ile % 85, iyon
degisimi kromatografisi ile % 95’in lGizerinde saf antikeide edilmg ve immiin blot
yontemi ile antikorun immun aktivitesi belirlengtit. Jel filtrasyon sonrasi
saflgtirma yontemiyle yakkak % 50 antikor aktivitesi elde edilirken, iyonggmi
kromatografisi ile bglangi¢ aktivitesinin sadece % 10'ugtmnabilmitir. Bundan
dolayr immun aktiviteye sahip antikor elde etmekaangla IgM antikorlarinin
saflgtirlmasi gamasinda iyon dgsimi ve afinite kromatografi yontemlerinin

kullaniimasi 6énerilmemektedir [Knutson et al., 191

Farkli saflgtirma teknikleri kullanilarak yapilan tez gahasi sonucunda elde
edilen antikorda, serumlu ortamda getiimesinden kaynaklangi distnilen
safsizliklar tespit edildi. Safjarilan antikor 6rngi icinde kalan az miktardaki
BSA’'nin antikor yanitina neden olabilgtelUstindldi. Bu nedenle saf antikor eldesi

icin serumsuz ortamda hticre Uretimi galalari yapildi.
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Serumsuz ortamda hicre uretimi monoklonal antikorlasaflgtirlmasi ve
karakterizasyonunun kolagl acisindan bir avantaj @amaktadir. Bu yontem serum
ya da dger bilesenlerin kullanimini gerektirmemektedir. Antikorgdr kontamine
edici proteinlerden 06zellikle imminglobulinleri geemesi nedeniyle tek bir
amonyum silfat ¢coktirmesi ile kolaylikla satlalabilir. Bu teknik hizli birsekilde
ekonomik olarak monoklonal antikorun dretimi ve lagfrma kolaylg

sgilamaktadir [Baalp et al., 2000].

6C9 ve 6H9 gruplari antikor yaniti acisindan berdmgerler gosterdiinden
bundan sonraki uygulamalara anti-id 6C9 antikom devam edildi. Serumsuz
besiyerinde geni6lgekte uretilen anti-id 6C9 antikorunun st swasamonyum
sulfat coktirmesi ve diyalizslemi yapildi. Antikor S-300 jel filtrasyon kolon

kromatografisi ile saflgirildi.

Farelerin serumlarindaki BSA spesifik antikor yaniolusumunu engellemek
icin anti-id 6C9 antikoru ayrica distile suya gadiyaliz edilerek daha basit bir
yontemle [Friboulet and Izadyar-Demichele, 1995]asarildi. Bunun igin anti-id
6C9 antikor st sivisina 14.000 rpm’de 15 dakika santrifijleigiemi uygulandi.
Santrifj sonrasi ust kesimler diyaliz membranaakk 2 gun belirli araliklarla
tamponu dgistirilerek distile suya kar diyaliz edildi. Diyaliz sonrasi 6érnek 14.000
rom’de 30 dakika santriflj edilerek elde edildi. Buntikorun safigi % 10’luk
indirgenmig SDS-PAGE ile kontrol edildi ve jel Uzerinde hicbBSA bandi
gorilmedi Sekil 4.23). Modifiye edilen bu basit protokoliin enmesiyle yiksek
dizeyde saf antikor 6rnekleri elde edilebil@agorildi. IgM antikorunun izoelektrik
noktasi (pl:6) ve molekul garliginin 970 kDa oldgu icin bu yontem kolaylikla
uygulanabildi.

Anti-id 6H9 antikoru da yine benzer yontemle [Pagel Thorpe, 1998], 2 mM
PO, tamponuna (pH: 6) ve distile suya fadiyaliz edildi. Elde edilen saf antikorun
farkl proteinlerle dgisik seyreltmelerdeki ¢capraz reaksiyonlarini tespiel@imek
icin ELISA testi uygulandi. IgM tipi bir antikor ah anti-id 6H9 antikorunun anti-id
6C9 antikoruna oldukca benzer reaksiyon gosgetdspit edildi. Yapilan deneylerde
anti-id 6H9 ve 6C9 antikorlarinin farkli antikoryseltme oranlarinin aktiviteye nasil
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yansidgl belirlenmeye cadildi. Antikor seyreltmesi arttikca monoklonal amtilarin
farkl proteinlerle olan capraz etkglenlerinin azaldgl gozlendi.

Vollmers ve arkadgdari tarafindan; insan IgM antikorunu safiamak icin hizli
ve ekonomik olarak benzer bir yéntem geilmi stir. Doku kilttrtsartlarinda 250
ml'lik flasklarda % 10 FCS iceren RPMI besi yerindgbridoma Ust sivisi
uretilmistir. Bu ornekler ultrafiltrasyon yontemi ile kongem edildikten sonra pH
6.4'de distile suya kar diyaliz edilmgtir. 6 saatlik bir sirede 5L hibridoma Ust
sivisindan 14 mgdan fazla IgM antikoru ssfflalmistir. Elde edilen antikorun
fizyolojik ve imminohistokimyasal camalar icin uygun oldgu belirtilmistir
[Vollmers et al., 1996].

Garcia-Gonzalez ve arkadari; sican IgG3 ve IgM monoklonal antikorlarini
saflgtirmak icin basit ve etkili bir yontem gglirmistir. Asit sivi filtrasyon
isleminden sonra distile suya kadiyaliz edilerek 22 000 g'de 30 dakika santrifd
edilmistir. Olusan ¢okelti 0.1 M Tris-HCI (pH 8) tamponuyla ¢ozilgtir. Ikinci bir
diyaliz ve santrifiij §leminden sonra oldukca saf bir Uriin elde editmiBu islemle
9 adet 1IgG3 monoklonal antikorunun 7’si % 90, 8tag® antikoru ise % 40-90
arasinda dgsen verimde Uretilerek saffariimig ve antikorlarin saffi SDS-PAGE
ile belirlenmstir. Alboumin, transferin ve gier fare asidik proteinlerinden tamamen
uzaklgtirlan saf antikorun fonksiyonunda ise herhangi kayip gozlenmengtir

[Garcia-Gonzalez et al., 1988].

Yapilan tez cagmasinda elde edilen anti-id 6C9 saf antikorlarklfaslozlarda
(10 ng, 25ug, 50ug, 100ug) ve Hepatit B @lari (Gen Hevac B Pasteur ve Engerix)
1 png dozda BALB/c farelerine imminize edildi. Farelé&erinde in vivo) anti-
HBsAg antikor yaniti katlastirmali olarak incelendi. Bu camada farelere
uygulanan antikor dozu agitnda HBsAg ve BSA'ya kar elde edilen spesifik
antikor yanitin ozellikle ikinci basiklamadan sonra arg goruldu. Fakat HBV a
ile baisiklanan hayvanlarda bu tir bir etki gézlenmedi. iAtt6C9 antikorunun
hem HBsAg ve hem de BSA Uzerinde genel bir epit@pudgl disinulda Sekil:
4.29, 4.30, 4.31, 4.32, 4.33).
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Colucci ve arkadgarinin yaptgl benzer bir ¢cajmada; polimerik insan serum
albuminini (polyHSA) taklit eden ve hepatit B ylizagtijeni Gizerindeki reseptorine
baglanan monoklonal anti-idiyotip 63.14’ler, antijemn vivo olarak taklit eden
monoklonal anti-anti-idiyotip antikor (Ab3) Uretmelamaciyla kullaniingtir.
Uretilen G11 (Ab3) monoklonal antikorlarin HBsAgmia determinantina spesifik
oldugu bulunmgtur. G12’lerin aktif anti-HBsAg immin yanitini uyaada HBSAg
kadar etkin oldgu gorulmtir ve HBV enfeksiyonu icin alternatif birsiaolarak
kullanilabilecgi ifade edilmitir. Bu calsmada HBsAQ'yi taklit eden monoklonal
anti-anti-idiyotip antikorlarinn vivo olarak spesifik immun yanitini viral antijenler

kadar etkin bigekilde uyardgl tespit edilmgtir [Colucci et al., 1987].

Tez calgmasinin devaminda saf 6C9 anti-idiyotip antikor siedece HBV
ylzey antijenine kar immin yanit olgturmak icin pepsin kesim ile antikorun Fab
fragmanlari elde edildi ve boylece antikorun Fd{gadlgeleri uzaklgtirildi. Bunun
icin anti-id 6C9 antikoru asetat tamponuna (pH 4#&1 4°C’de 6 saat diyaliz edildi.
Asetat tamponunda c¢6zulen pepsin, 1:20 enzim:anttkaninda (mg/ml) diyaliz
sonras! anti-id 6C9 antikoruna eklendi. Gece boyfC3su banyosunda inkiibe
edildikten sonra 2 M tris base ile pH 8'de reaksiysonlandirildi [Coligan et al.,
1991]. Elde edilen Fab fragmanlar borat tampoeuyikanan S-300 jel filtrasyon
kolonunda saflgirildi. Bu 6rnekler % 6 ve % 15’lik indirgenmegngradiyent SDS-
PAGE jel Uzerinde goruntilendi. 28 ve 50ug farkli dozlarda pepsin kesim sonrasi
sadece anti-id 6C9 antikoru Fab fragmanlarl faeelenjekte edildi ancak bu
gruplarda antikor yaniti alinamadi.

Pascual ve Clem’in yagm benzer bir ¢ajmada; sican IgM monoklonal
antikorlari kullanilarak, pepsin kesimlemi ile disik sicakhkta % 90'dan fazla
verimde ornekler elde edilgtir. IgM antikorlari £C’de asidik kgullarda pepsinle
kesilerek SDS-PAGE’de 134 kDa kovalent Ffafragmentleri ve 67 kDa kovalent
olmayan F(ab, fragmentleri belirlenngtir. F(ab), fragmentlerinin bglanma
ozelligi ve aktivitesi pepsin kesiminden etkilenmetini F(ab), fragmentlerinin
diyalizi sonucunda ise indirgengnalt birimlerin her birinin ayni sayida glanma

bdlgelerine sahip oldiu ve b&lanma afinitelerinin benzer olgu gorulmtir. Bu
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islem 37 °C’de tekrarlandiinda 4 °C’de yapilan kesimlere oranla dahasiiki

verimde F(al), fragmentleri elde edilmsiir [Pascual and Clem, 1992].

Holmberg ve arkad#ari tarafindan; IgM antikorunun anti-la.7 monokdbn
antikoruna spesifik olarak BEndigl tespit edilmgtir. IgM antikoru DNP
(dinitrofenil) sefaroz afinite kromatografisi ileaffastiriimistir. pH 4.8'de 0.5 M
sodyum asetat tamponuna ardiyaliz edildikten sonra, 37°C'de 1 saat
enzim:protein orani (1:50) olacakkilde pepsin ile muamele edilgtir. pH 7.0’de
2M NaOH eklenerek reaksiyon durdurulgtur. (pH 8) 0.05 M Tris-HCI Kkar
diyaliz edildikten sonra sodyum asetat tamponunuitaiildigi Ultrogel AcA34 jel
filtrasyonla saflatirilarak F(ab) p elde edilmgtir. Ayrica IgM molekaiillerini spesifik
olarak belirlemek icin ELISA yontemi kullanilgtir [Holmberg et al., 1984].

Yapilan tez capmasinda sonuc olarak; farkli saflama protokollerinin
uygulanmasi ile anti-id 6C9 antikorlari saflaldi ve farkh saflatirma kaullarinin
antikor spesifiklgine etkisi kagilastirilmali olarak incelendi. Distile suya kar
diyaliz igleminin in vitro olarak antikorlarin danma 6zellgini degistirdigi
gozlendi. Bununla birlikte farelerle yapilan gabalarda anti-id 6C9 antikorun
antijeni taklit etme aktivitesinimn vivo olarak dgismedisi belirlendi. Anti-id 6C9
antikorunun % 50 oraninda HBsAQ'ni taklit etme d@izghde oldgu tespit edildi.
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