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Hepatit B Virüsü (HBV) enfeksiyonu dünya genelinde önemli bir sağlık 

sorunudur. Dünya Sağlık Örgütünün verilerine göre dünya nüfusunun üçte biri bu 

virüs ile enfektedir, yaklaĢık 370 milyon kiĢi ise kronik hepatit B hastasıdır. 

AĢının ve tedavi edici ilaçların varlığına rağmen HBV enfeksiyonuna bağlı 

nedenlerden dolayı her yıl yaklaĢık olarak 1 milyon kiĢi ölmektedir. Bu nedenle 

ucuz ve etkili alternatif yeni nesil aĢılara ihtiyaç vardır. 

Bu tez kapsamında yapılan çalıĢmalarda özellikle hepatit B taĢıyıcılarında 

virüse karĢı oluĢan immün toleransın kırılması amacına yönelik alternatif aĢı 

çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlk olarak faj gösterim tekniği kullanılarak M13 

faj üzerinde hepatit B virüsü yüzey antijenini (HBsAg) eksprese eden 

rekombinant fajların anti-HBsAg yanıt oluĢturmadaki etkisi BALB\c, BALB\cj, 

kronik hepatit B modeli transgenik (HBV-tg) farelerde ve hibrit 

(C57BL/6J×BALB/c) farelerde araĢtırıldı. Ġkinci çalıĢmada ise ticari HBV aĢısı ve 

anti-HBsAg monoklonal antikoru kullanılarak aĢı-antikor kompleksi oluĢturuldu 

ve kompleksin HBV-tg farelerdeki terapötik etkisi araĢtırıldı. Yapılan son 

çalıĢmada ise HBV-tg farelerdeki immün toleransın kırılması için dentritik hücre 

aĢısı denendi. Bu amaçla HBV-tg farelerin kemik iliği hücreleri in vitro ortamda 

dentritik hücrelere farklılaĢtırıldı. Daha sonra farklılaĢan hücreler aĢı, aĢı-antikor 

kompleksi veya antikor ile yüklü veya yüksüz olarak HBV-tg farelere immünize 

edilerek farelerde oluĢan terapötik yanıt araĢtırıldı. 

Elde edilen sonuçlarda taĢıyıcılarda immün toleransın kırılması için güçlü 

adjuvanların kullanılması gerektiği ve bireylerin genetik farklılıklarının immün 

yanıt üzerine etkili olduğu belirlendi. Ayrıca dentritik hücrelerin yüklenmesinde 

ticari HBV aĢılarının uygun olmayacağı tespit edildi. 

 

Anahtar Kelimeler: Hepatit B Virüsü, AĢı-antikor kompleksi, Dentritik Hücre 

AĢısı, Adjuvan, Faj Gösterin Tekniği 
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Hepatitis B virus (HBV) infection is a serious health problem all over the 

world. According to World Health Organization (WHO) one third of the world 

population have been infected with HBV and 370 million are chronic carriers of 

HBV. Despite the presence of the HBV vaccine and therapeutic drugs, about 1 

million people die each year from HBV related diseases. Therefore, the more 

effective and cheaper alternative HBV vaccines are necessary. 

In this thesis, alternative vaccine studies were performed to overcome the 

immune tolerance especially in HBV carriers. In the first part of the study, the 

effect of recombinant phages expressing HBV surface antigens (HBsAg) on anti-

HBsAg response was investigated in BALB/c, BALB/cj, HBV transgenic (HBV-

tg) and hybrid (C57BL/6J×BALB/c) mice. In the second part of the study, 

commercial HBV vaccine was complexed with anti-HBsAg monoclonal antibody 

and its therapeutic effect was investigated in HBV-tg mice. In the last part, 

dendritic cell vaccine was used to overcome the immune tolerance in HBV-tg 

mice. For this aim, Dendritic cells were derived from bone marrow in vitro. The 

therapeutic effect of dendritic cells in the presence or absence of HBV vaccine, 

vaccine-antibody complex was investigated in HBV transgenic mice.   

Results have shown that, strong adjuvants should be used to induce immune 

response in HBV carriers and genetic background is effective on immune 

response. Our results also indicate that HBV vaccine should not be used for the 

stimulation of dendritic cells.  

 

Key Words: Hepatitis B Virus, Vaccine-antibody complex, Dendritic Cell 

Vaccine, Adjuvant, Phage Display Method 
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HBeAg : Hepatit B virüs e antijeni 

HBsAg : Hepatit B virüs yüzey antijeni 

HBxAg : Hepatit B virüs yüzey antijeni 

HBV  : Hepatit B virüs 

HBV-tg : Transgenik kronik hepatit modeli fare 

IFN  : Ġnterferon 

IL  : Ġnterlökin 

LHBs  : HBV büyük boy yüzey antijeni 

ORF  : Açık okuma çerçevesi  
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MHBs  : HBV orta boy yüzey antijeni  

MHCI  : Doku uyumluluk antijeni I 

MHCII  : Doku uyumluluk antijeni II 

NK  : Doğal öldürücü hücre 
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PD1  : ProgramlanmıĢ ölüm reseptörü 1 
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1.GĠRĠġ 

 

Hepatit B virüs (HBV) akut, fluminat ve kronik enfeksiyona neden 

olmaktadır. Virüs, parenatal olarak kan ve kan ürünleri, cinsel yolla ve ter, 

tükürük gibi vücut sıvılarıyla bulaĢır. Perinatal olarak anneden çocuğa 

geçmektedir [1]. 

Dünya genelinde 2 milyar kiĢinin HBV ile enfekte olduğu ve 370 milyon 

kiĢinin kronik hepatit B hastası olduğu bilinmektedir. Her yıl HBV ve onunla 

iliĢkilendirilmiĢ hastalıklar yüzünden 1 milyon kiĢinin öldüğü düĢünülmektedir 

[2]. Kronik HBV yoğunluğu bakımından dünya üç bölgeye ayrılmıĢtır; 1) % 8 ve 

üzerinde kronik HBV hastası olan yüksek endemik bölgeler, 2) % 8-2 arası orta 

endemik bölgeler ve 3) % 2 ve daha düĢük yoğunlukta olanlar düĢük endemik 

bölgelerdir. Kuzey Amerika, Kuzey ve Batı Avrupa ve Avusturalya düĢük 

endemik bölgelerdir. Güney ve Batı Asya ve Pasifiğin bir kısmı (Japonya, 

Avusturalya ve Yeni Zelanda Hariç) yüksek endemik bölgelerdir. Akdeniz 

Ülkeleri, Rusya, Orta ve Güney Amerika orta dereceli endemik bölgelerdir [3]. 

Türkiye‟de HBV endemisitesi açısından orta derecede endemik bölgede 

bulunmaktadır.  Ülkemizde kronik HBV hasta sayısının yaklaĢık olarak 4-4.6 

milyon olduğu tespit edilmiĢtir [4]. 

HBV ile enfekte olan bireyde virüs 3-4 ay kuluçka evresi geçirmekte olup 

daha sonra bulantı, ateĢ ve kusma gibi genel virüs enfeksiyonlarında gözlenen 

belirtiler oluĢmaktadır. Akut hepatit B enfeksiyonunda, HBsAg 6 ay içinde 

serumdan kaybolur. Bu süre sonunda serumda HBsAg‟nin bulunması 

enfeksiyonun kronikleĢme evresine girdiğini belirtmektedir. YetiĢkinlerde 

enfeksiyonun kronikleĢme riski % 5 ve daha altındayken, yeni doğanlarda risk % 

80-90 aralığındadır [5,6]. 

Kronik HBV‟nin doğal seyri, immün tolerans, immün yanıt ve latent dönem 

olmak üzere üç döneme ayrılır. Ġmmün tolerans döneminde, hepatosellüler hasar 

olmaksızın serumda yüksek konsantrasyonda HBsAg ve HBV DNA yüksek 

titrede bulunmakla birlikte hastalar HBeAg pozitiftirler ve alanin aminotransferaz 

(ALT) düzeyi normal düzeydedir [7]. Ġmmün yanıt döneminde hastaların çoğunda 

HBeAg pozitiflik devam etmekte olup HBsAg ve HBV DNA 
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konsantrasyonlarında düĢüĢ vardır ve ALT düzeyi yüksektir. Latent dönemde ise 

immun yanıt fazı sonlanmıĢ hastalar HBeAg ve HBV DNA negatif olmasına 

rağmen HBsAg pozitiftir [8]. 

HBV enfeksiyonlarının kesin tedavisi yoktur. Günümüzde kronik HBV 

hastalarının tedavisinde interferonlar ve nükleotid/nükleozid analogları 

kullanılmaktadır [3,9]. Ġnterferon olarak konvansiyonel ve pegile IFN alfa 2a 

kullanılırken, nükleotid analogları olarak ise Amerikan Gıda ve Ġlaç Dairesi 

(FDA) tarafından kronik hepatit B tedavisinde onay verilen nükleozid analogları 

olan lamivudin, adefovir dipivoksil, entekavir, telbivudine ve tenofonvir 

kullanılmaktadır. Ġnterferonlar antiviral immünomodulatör ve anti proliferatif 

etkiye sahipken, nükleozid/nükleotid analogları HBV polimerazını etkileyerek 

virüs çoğalmasını engellerler [10-13]. Ancak tedavi kesildikten sonra hastaların az 

bir kısmında kalıcı cevap oluĢtuğundan hastaların büyük bir bölümünde uzun süre 

kullanılmaktadırlar. Uzun süreli kullanım ise ilaca dirençli HBV mutantların 

sıklığında artıĢa ve ilacın etkinliğinin sınırlanmasına neden olmaktadır [14,15]. Bu 

nedenle kronik HBV tedavisinde yeni ve etkili yöntemlere ihtiyaç vardır. Bu 

amaçla yapılan alternatif çalıĢmalarda, kronik HBV hastaları ticari aĢılar veya 

HBsAg-adjuvantın karıĢımlarıyla kas içi veya oral yoldan aĢılanmıĢ ve HBV‟ye 

karĢı oluĢan immün toleransın kırılması hedeflenmiĢtir [16-18]. Diğer bir 

alternatif tedavi yöntemi olarak poliklonal antikorlar kullanılarak aĢı-antikor 

kompleksleri oluĢturulmuĢ ve hastalar bu kompleksler ile aĢılanmıĢtır [19]. DNA 

aĢılarının keĢfiyle birlikte, kronik HBV hastalarında bu aĢılar denenmeye 

baĢlanmıĢtır [20,21].  Ayrıca son yıllarda RNA giriĢim teknolojisinin kronik HBV 

hastalarında kullanılmasını sağlamak üzere in vitro ve in vivo çalıĢmalar 

yapılmaktadır [23,24].  

Bu tez, kapsamında özellikle hepatit B taĢıyıcılarında daha etkin olabilecek 

alternatif aĢı çalıĢmaları gerçekleĢtirilmesi amaçlanmıĢtır. ÇalıĢmanın birinci 

bölümünde faj gösterim tekniği kullanılarak oluĢturulan rekombinant fajlar 

(rfaj)‟ın antikor yanıt oluĢturmadaki etkinliği araĢtırıldı. Tezin ikinci ve üçüncü 

bölümünde ise aĢı-antikor kompleksi immünizasyonlarının ve dentritik hücre aĢısı 

yönteminin HBV-tg farelerde oluĢan immün toleransın kırılması ve terapötik 

etkisi araĢtırıldı.  
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Ġlk amaça yönelik olarak,  TÜBĠTAK-GMBE‟de TARAL 1007 projesi 

kapasamında yapılan çalıĢmada elde edilen rekombinat fajlar (rfaj) kullanılmıĢtır. 

rFaj, M13 fajın yüzey proteini olan P3‟ün üzerinde faj gösterim tekniği 

kullanılarak HBsAg‟nin gösterilmesiyle oluĢturulmuĢ bakteriofajdır. rFaj dört 

farklı fare türüne (BALB/c, BALB/cj, Hibrit, HBV-tg) inraperitonel olarak 

immünize edildi ve falerde oluĢan antikor yanıt ELISA yöntemi ile takip edildi. 

Ayrıca yaban faja karĢı monoklonal antikor geriĢtirilerek, faj-antikor kompleksi 

oluĢturuldu ve bu kompleks BALB/c farelere immünize edilerek farelerde oluĢan 

antikor yanıt ELISA yöntemiyle araĢtıldı.  

Ġkinci amaca yönelik olarak ise ilk olarak günümüzde faz çalıĢmaları 

baĢlamıĢ olan antijen-poliklonal antikor kompleksine alternatif olarak aĢı-

monoklonal antikor kompleks çalıĢması yapıldı. Bu amaçla farklı 

konsantrasyonlarda aĢı ile monoklonal antikor kompleksi oluĢturuldu ve hibrit ve 

HBV-tg farelere intraperitonel olarak immünize edilerek terapötik etkisi 

araĢtırıldı. Kronik hepatit‟e karĢı yapılan ikinci terapötik yaklaĢımda ise dentritik 

hücreler (DC) aĢı-antikor kompleksi ile yüklenerek terapötik etkileri araĢtırıldı. 

HBV-tg farenin femur ve tibia‟sından elde edilen kemik iliği hücreleri in vitro 

ortamda DC‟ye dönüĢtürüldü ve farklı konsantrasyonda aĢı kullanılarak, farklı 

zaman aralığında aĢının optimum dozu belirlendi. DC‟ler aĢı ile yüklü, aĢı-antikor 

kompleksi ile yüklü, antikorla yüklü veya yüksüz olarak HBV-tg farelere 

intraperitonel olarak bir hafta ara ile iki kez immünize edildi. HBV-tg farelerde 

oluĢan terapötik immün yanıt, plazmadaki anti-HBsAg artıĢının tespiti ELISA 

yöntemiyle araĢtırıldı. Karaciğerde HBsAg‟nin ekspresyon değiĢimi RT-qPZR ile 

ve dalak hücrelerindeki IFN-γ salgılanmasındaki değiĢim ELISPOT yöntemi ile 

araĢtırıldı. Ayrıca belirlenen aĢı konsantrasyonunun DC üzerinde bulunan 

farklılaĢma reseptörlerine (CD40, CD80, CD86) etkisi araĢtırıldı. Son olarak 

DC‟lerin fare lenf nodlarına göç ettiğininin belirlenmesi için DC‟ler floresein 

boya ile iĢaretlenerek akım sitometri cihazında incelendi. 
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1.1 Hepatit B Virüsü 

 

1.1.1 Hepatit B virüsü genel özellikleri 

 

HBV, Hepednaviriade ailesine ait nonsitopatik bir DNA virüsüdür [25].  

HBV‟ye ait ilk bulgular 1964 yılında, Blumberg ve ark.‟nın [26] Avustralyalı 

yerlilerin serumlarında polimorfik serum proteinleri üzerine yaptıkları çalıĢmada 

elde edilmiĢtir. Avusturalya (Au) antijeni olarak adlandırdıkları antijen ile hepatit 

B hastalığı arasındaki iliĢkiyi ilk kez göstermiĢlerdir. 1970 yılında ise Dane ve 

ark. [27] HBV ile enfekte hastaların serumlarında yaptıkları çalıĢmada, yüzeyinde 

Au antijenini içeren virüs benzeri yapıları bulmuĢlar ve bu yapıların HBV 

olduğunu belirtmiĢlerdir. 

HBV yapısal olarak incelendiğinde dıĢ kısmında lipoprotein (SHBs, MHBs, 

LHBs) yapıda zarf bölümü bulunmaktadır. Virüs genomu, kor proteinlerinin 

(HBcAg) oluĢturduğu ikozahedral yapıdaki nükleokapsid içerisinde ters 

transkriptaz (RT, revers transkriptaz) özelliğinde olan DNA polimeraz (Pol) ile 

yer almaktadır (ġekil 1.1a) [28,29]. 

Hepatit B hastalarının kanlarında, HBV tübülar, küresel ve Dane partikülü 

olmak üzere üç farklı morfolojide bulunmaktadır. Tübülar ve küresel partikül 

HBV DNA‟sı içermediği için enfekte etme özellikleri yoktur. Tübülür partikül   

20 nm çapında olup kandaki konsantrasyonu 10
12

/ml olarak bulunur. Küre 

partikül ise 12-25 nn çapında ve kanda 10
12

/ml konsantrasyonda bulunmaktadır 

[29,7].   

HBV genomu incelendiğinde 3.2 kilo baz (kb)‟lık parçalı çift zincirli 

dairesel DNA yapıda olduğu tespit edilmiĢtir. HBV genomunda üst üste örtüĢen 4 

adet açık okuma çerçevesi (ORF) bulunmaktadır. Bu ORF bölgeleri sırasıyla, S 

(ORF S bölgesi preS1, preS2, S olmak üzere üç kısma ayrılır), P, C (ORF C 

bölgesi preC, C olmak üzere iki kısma ayrılır), X‟dir  (ġekil 1.1b) [30]. ORF C, 

kor antijeni (HBcAg) ve e antijenini (HBeAg) kodlamaktadır. Eğer translasyon C 

bölgesindeki baĢlangıç kodonundan baĢlarsa 183 amino asit (a.a) uzunluğunda 21 

kDa ağırlığında olan HBcAg sentezlenir. HBcAg, HBV enfeksiyonu döneminde 

kanda tespit edilememesine rağmen, karaciğer dokusunda bulunmaktadır. HBcAg 
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monomerleri bir araya gelerek 30-32 nm çapında nükleokapsit yapısını 

oluĢtururlar [7,31]. HBcAg immünojenik bir antijendir ve yüzeyinde yardımcı T 

hücreleri (Th), sitotoksik T hücreleri (Tc) ve B hücrelerinin uyarılmasını sağlayan 

epitoplar bulunmaktadır. Bu özelliklerinden dolayı yeni nesil koruyucu ve/veya 

terapötik aĢı geliĢtirme çalıĢmalarında kullanılabileceği düĢünülmektedir [32-35]. 

ORF C bölgesinin kodladığı ikinci protein ise hepatit B e antijeni (HBeAg) dir. 

Translasyon Pre C üzerinde ilk baĢlama kodunundan baĢladığında sentezlenen 

HBeAg antijeni 17 kDa ağırlığında ve 149 a.a. uzunluğundadır [36].  

 

 

 

ġekil 1.1. Hepatit B virüsüne ait morfolojik partiküller ve HBV genomu. (a) HBV ile enfekte 

hastaların kanında Tübüler, Küresel ve Dane partikülü olmak üzere üç farklı 

morfolojide virüs partikülü bulunur [39] (b) HBV genomu dairesel, parçalı çift 

zincirlidir ve C, S, P ve X ORF bölgeleri bulunmaktadır [40] 

 

HBeAg, HBcAg ile çok benzer a.a dizisine sahip olmasına rağmen serolojik 

olarak farklı özelliklere sahiptirler. HBeAg her HBV enfeksiyonunda serumda 

görülmemesine rağmen, genel olarak viral replikasyonun ve viral enfeksiyonun 

devam ettiğinin serolojik iĢareti olarak kabul edilmektedir. Fakat HBeAg‟nin asıl 

fonksiyonu bilinmemesine rağmen immün düzenleyici olarak görevi yaptığı 

düĢünülmektedir. Serumdaki serbest HBeAg doğuĢtan immün sistem hücreleri 

(a) (b) 
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yüzeyinde bulunan Toll benzeri reseptörlerin (TLR) sinyal sistemini etkileyerek 

immün sistemi baskılamaktadır [37]. Ayrıca Th1 hücrelerini baskılayarak 

enfeksiyonun kronikleĢmesinde rol alırlar. Fakat sitozolik HBeAg‟nin immünojen 

olarak fonksiyonu vardır ve Tc hücreleri için hedef görevi görmektedir [38]. 

HBV genomunundaki ORF P, yaklaĢık 830 a.a uzunluğunda P proteinini 

kodlar [41]. P proteini dört parçadan oluĢmaktadır. Bunlar sırasıyla; Polimeraz ve 

ters transkriptaz özelliğindeki enzim (RT) bölümü, RNaz H aktivitesine sahip 

bölüm ve P proteininin virüs DNA‟sına ve RNA‟ya bağlanmasında rol oynayan 

terminal protein (TP) bölümü ve ayrıca RT kısmı ile TP kısmı arasında bağlantı 

oluĢturan “spacer” olarak adlandırılan ara bölümü bulunmaktadır [41].  

ORF X‟in kodladığı X antijeni (HBxAg) 154 a.a uzunluğunda ve 17.5 kDa 

ağırlığındadır.  HBV X proteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte 

yapılan çalıĢmalarda viral replikasyonda rol oynamasının yanında konak hücrenin 

fonksiyonlarını etkilediği düĢünülmektedir [42]. Cheong ve ark. [43] HBV x 

proteininin transkripsiyon faktörlerine bağlanarak transkripsiyonu etkilediğini 

göstermiĢlerdir. Hepatosellülar kanser oluĢumunda etkili olduğu ve transakting 

kapasitesi sayesinde birçok hücre içi sinyal sistemini de etkilediği 

düĢünülmektedir [44].    

ORF S, HBV‟nin zarf yapısında bulunan hepatit B virüs yüzey antijenini 

(HBsAg) kodlar. HBsAg‟nin transkripti üzerinde translasyonun baĢladığı bölgeye 

bağlı olarak üç farklı büyüklükte yüzey antijeni sentezlenmektedir. Bu antijenlerin 

moleküler ağırlıkları glikozillenmemiĢ (P) ve glikozillenmiĢ (GP) olarak farklılık 

gösterirler. Küçük (small, SHBs) HBsAg, 226 a.a uzunluğunda ve P 24 kDa, GP 

27 kDa ağırlığındadır. Orta (middle, MHBs) HBsAg, SHBs ile 226 a.a 

paylaĢmakta ve N terminal ucunda ek olarak 55 a.a (preS2) ve P33, GP36 

bulunmaktadır. GeniĢ (Large, LHBs) HBsAg antijeni S ve preS2 bölgelerine 119 

a.a uzunluğunda preS1 bölgesinin eklenmesiyle oluĢmaktadır ve ağırlığı P39 kDa, 

GP 42 kDa‟dur. Genelde HBsAg, SHBs olarak belirtilmektedir [45].    

HBsAg partikülü lipoprotein yapıdadır % 75‟i protein ve karbohidrattan 

oluĢurken % 25‟i lipit yapıdan oluĢmaktadır [46]. HBV hastalarının kanlarından 

saflaĢtırılan HBsAg‟nin a.a dizisi incelendiğinde, hidrofobik amino asitlerin, 

özellikle triptofanın antijende ağırlı olarak bulunduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca 
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antijenin en az dört farklı alt tipinin (adr, adw, ayr ve ayw)  olduğu ve tüm alt 

tiplerde “a” determinat bölgesinin (124-147 a.a) sabit olduğu görülür. Alt tipler 

arasındaki fark 110-190 a.a arasındaki mutasyonlar meydana gelen 

mutasyonlardan kaynaklanmaktadır. Her alt tip, tanımlanırken “a” belirteç 

bölgesiyle birlikte d/y ve w(w-1w4)/r belirteçlerinden biriside kullanılmaktadır. 

Çizelge 1.1‟de belirtildiği gibi bazı alt tipler ek olarak q belirteç bölgesine de 

sahiptirler. “a” bölgesinin tüm alt tiplerde aynı olması sayesinde HBV aĢıları tüm 

alt tiplere karĢı koruyucu etki göstermektedir [47,48].  

Çizelge 1.1. HBV genotiplerinin ve HBsAg alt tipleri ve genel coğrafik dağılımı 

 

HBV genotip HBV alt 

genotip 

HBsAg alt tip Görülme 

sıkılığı 

Temel coğrafi dağılım 

A A1 adw2 Yüksek Avrupa, 

Kuzey Amerika, 

Avusturalya, 

 A2 ayw1, adw2 Yüksek Afrika 

B B1, B2, B3 adw2 Yüksek Uzak Doğu 

 B4 ayw1 Yüksek Uzak Doğu 

 B2 adw3 DüĢük Uzam Doğu 

C C1, C2, C4 Adr Yüksek Uzak Doğu 

 C3 adrq- Yüksek Yeni Gine, Pasifik 

 C1, C2 Ayr Yüksek Uzak Doğu 

 C1, C3 adw2 DüĢük Uzak Doğu 

 C4 ayw3 DüĢük Uzak Doğu, Pasifik 

D D1, D3, D4 ayw2 Yüksek Doğu Asya, Batı Avrupa, 

Orda Doğu 

 D2, D3 atw2 Yüksek Dünya genelinde 

 BelirlenememiĢ adw3 DüĢük Doğu Avrupa, Ġspanya 

 D2 ayw4 DüĢük Doğu Avrupa, Ġspanya,  

Amerika BirleĢik 

Devletleri, 

E - ayw4 Yüksek Afrika 

F F1, F2 adw4q- Yüksek Latin Amerika, Alaska, 

Pasifik 

 F1, F2 ayw4 DüĢük Latin Amerika 

G - adw2 DüĢük Avrupa, Kuzey Amerika 

H - ayw4 DüĢük Orta Amerika 
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Hepatit B virüsü genomunun replikasyonu esnasında ters transkriptaz 

aktivitesine sahip DNA polimeraz enzimi kullanır. Bu enzim DNA polimerazdan 

farklı olarak transkripsiyon esnasında ortaya çıkan nükleotid hatalarını düzeltme 

özelliğine sahip değildir. Bu nedenle HBV genom replikasyonu esnasında sıklıkla 

mutasyon oluĢmaktadır. HBV genom analizleri yapıldığında sekiz farklı (A-H) 

HBV genotipi bulunduğu tespit edilmiĢtir (Çizelge 1.1). Genotip A ve D dünya 

geneline yaygın olarak bulunmaktadır. Genotip B ve C ise Asya kıtasında yayın 

iken Genotip E Batı ve Orta Afrika‟da bulunur. Genotip F Alaska, Güney ve Orta 

Amerika‟da bulunmaktadır. Genoip G hakkında elde edilen bilgiler yetersizdir. 

Türkiyede ise HBV‟nin D genotipinin baskın olduğu tespit edilmiĢtir [47,49]. Bu 

genotipler dıĢında iki genotip daha önerilmiĢtir. Ancak bu gruplar henüz kabul 

görmemiĢlerdir. Ayrıca genotiplerde kendi içlerinde alt gruplara ayrılarak 

sınıflandırılmıĢtır [47]. 

 

1.1.2. HBV patogenezi ve immün yanıt oluĢumu 

 

HBV‟nün periferal kan monositlerini ve kemik iliği öncül hücrelerini 

enfekte ettiği bilinmesine rağmen, enfeksiyonun karaciğer hepatosit hücrelerini 

enfekte etmesiyle baĢladığı düĢünülmektedir [25]. Virüsün enfekte edeceği 

hücreye, virüs yüzeyinde bulunan polipeptitler ile hücre zarındaki proteinlere 

(Örneğin; endoneksin II, IL-6, annexin V, apolipoproptein H proteinleri) 

bağlanarak girebileceği yapılan çalıĢmalarda belirtilmiĢtir [50-52]. 

Virüs hücreyi enfekte ettikten sonra nükleokapsidi hücre sitoplazmasına 

salınarak çekirdeğe geçer. Çekirdekte HBV genomundaki pozitif  iplikteki eksik 

nükleotidler tamamlanır ve pozitif ve negatif ipliğin 5' ve 3' uçları birbirine 

bağlanarak virus genomu plazmid benzeri cccDNA (covalently closed 

complementer DNA) formunu alır (ġekil 1.2). cccDNA‟nın pozitif ipliği kalıp 

olarak kullanılarak, konak hücrenin RNA polimeraz II enzimi tarafından 

pregenomik RNA (pg RNA) ve diğer viral mRNA‟lar sentezlenir. pgRNA ve 

diğer mRNA‟lar daha sonra sitoplazmaya aktarılarak viral proteinlerin 

translasyonu sağlanır. Sitoplazmada RT (revers transriptaz) enzimi pgRNA‟ya 

bağlanarak kor proteinlerinin nüklokapsit oluĢturmasını tetikler. Bu 
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olgunlaĢmamıĢ nükleokapsit içerisinde RT enzimi parçalı çift zincirli virüs 

DNA‟sını  sentezler. Bu aĢamadan sonra nükleo kapsit‟in etrafı yüzey antijenleri 

ile çevrilerek virion oluĢur veya cccDNA havuzunu artırmak için nükleokapsit 

çekirdeğe göç eder [53-55].  

 

ġekil 1.2. HBV‟nin yaĢam döngüsü. HBV hücre içine geçtikten sonra çekirdeğe göç eder. 

Çekirdekte parçalı çift zincirli yapıdaki yapıda buluna (+) iplik tamamlanarak cccDNA 

haline gelir. Daha sonra konak hücre RNA polimerazını kullanarak pgRNA sentezlenir. 

pgRNA sitoplazmaya göç ederek viral proteinleri için kalıp görevi görür veya tekrar 

virüs oluĢturmak üzere revers transkriptaz özellikteki DNA polimeraz ile bir araya 

gelerek kor partikülünü oluĢması tetiklenir. Kor partikülü daha sonra viron oluĢumunun 

tamamlanması için endoplazmik retikuluma göç eder [25] 

 

HBV enfeksiyonu ile mücadelede, doğal bağıĢıklık ve kazanılmıĢ bağıĢıklık 

hücreleri birlikte hareket ederek virüsün vücuttan eliminasyonunu sağlarlar. 

Virüse karĢı etkin bir yanıt oluĢmadığında ise enfeksiyon kronikleĢmektedir [56]. 

HBV enfeksiyonu esnasında virüse karĢı ilk immün yanıt, doğal bağıĢıklık 

sisteminin bir elemanı olan doğal öldürücü hücrelerdir (Natural Killer, NK). Bu 

hücreler interferon gama (IFN-γ) sentezleyerek Th1 ve Tc hücrelerinin uyarımında 

rol oynamaktadırlar [57].  
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KazanılmıĢ bağıĢıklık sisteminde ise, dentritik hücreler virüs antijenlerini 

lenf nodlarında naif T lenfositlerine sunarak Th ve Tc‟leri aktive ederler. Th‟ler 

salgıladıkları sitokinler ile Tc ve B lenfositlerin etkin bir immün yanıt 

oluĢturmasını sağlarlar [32]. Th‟lerin salgıladıkları interlökinlere örnek olarak, 

Interlökin-4 (IL-4), Interlökin1- (IL-10), IFN-γ ve tümör nekrozis faktör alfa 

(TNFα) verilebilir. Tc ise HBV ile enfekte hepatositlerin apoptoza uğramasını 

sağlarken ayrıca IFN-γ, TNFα gibi anti viral sitokinleri salgılarlar [33] (ġekil 1.3). 

B lenfositler ise HBV‟ye özgül antikorlar üreterek savunma sisteminde rol 

oynarlar. Antikorlar etkilerini üç farklı mekanizma ile gösterirler. Ġlk olarak, 

antikorlar patojenlerin hücreye bağlanmalarında rol oynayan reseptörlerin özgül 

epitoplarına bağlanarak patojenin hücreye bağlanmasını engellerler. Ġkinci 

mekanizmada, patojenin reseptöründe farklı bir bölgeye bağlanır ve  reseptörün üç 

boyutlu yapısının bozulmasına sağlayarak hücreye bağlanmasını engellerler. Son 

mekanizmada ise patojene bağlanarak onun diğer immün sistem hücreleri 

tarafından fark edilmesini sağlarlar [58,59]. 

Kronik HBV hastalarında, Tc hücrelerinin etkin bir fonksiyon 

gösteremedikleri ve çoğalamadıkları tespit edilmiĢtir [60,61]. T lenfositlerin 

yüzeyinde bulunan programlanmıĢ ölüm 1 (PD1) inhibitör reseptörünün 

ekspresyonunda artıĢ, az miktarda sitokin salgılama ve hafıza hücre oluĢturamama 

durumları tespit edilmiĢtir [62]. Kronik evrenin ilerleyen durumlarında HBV‟ye 

özgül epitoplara sahip T hücrelerinin karaciğer ve periferal kanda bulunmadığı 

tespit edilmiĢtir. Proapoptotoik protein olan Bim‟in ise kronik hastalardaki 

Tc‟lerde ekspresyon düzeyinin artığı gösterilmiĢtir [63].  
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ġekil 1.3. Hepatit B virüsüne karĢı oluĢan immüne yanıt. Virüse ait proteinlerin antijen sunucu 

hücreler tarafından alınıp iĢlendikten sonra MHC proteinleri ile birlikte T ve B 

lenfositlere sunularak virüse karĢı immün yanıt oluĢması sağlanır [64] 

 

1.2. AĢılar ve HBV AĢıları 

 

1.2.1. AĢı tanımı  

 

Bilimsel olarak ilk aĢı uygulaması 18. yy. sonlarında olmasına rağmen ilk 

aĢı uygulamaları daha eski yıllara dayanmaktadır. Çiçek hastalığından korunmada 

variolasyon çalıĢmalarının ilk olarak Orta Asya da yapıldığı daha sonra Türkiye, 

Çin ve Hindistan‟a yayıldığı düĢünülmektedir [65]. Bilim tarihinde ilk bilimsel aĢı 

çalıĢması 1796 yılında Edward Jenner tarafından yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada çiçek 

(smallpox) hastalığına karĢı koruyucu etkisi olan cowpox virüsü ile bireyler 

aĢılanmıĢ ve bağıĢıklanmıĢ bireylerde aĢının koruyucu etkisi tespit edilmiĢtir [66]. 

 AĢılar koruyucu etkiye sahip oldukları enfeksiyon ajanına göre farklı 

özelliklere sahip olabilirler. Örneğin; hücre dıĢı patojenlere karĢı koruma 

sağlayacak olan aĢılar humoral immün yanıtı tetikleyerek etkin bir antikor yanıt 

oluĢturmalıdır. Hücre içi patojene karĢı geliĢtirilen aĢıların ise Tc lenfositleri 

uyarması gerekmektedir. Fakat tüm aĢılar genel olarak koruyucu ve uzun süreli 

immün yanıt oluĢturmalı, toksik olmamalı, maliyeti düĢük olmalı ve etkin bir 

koruyucu immün yanıt için gerekli immünizasyon sayısı az olmalıdır [67]. 
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1.2.2. AĢı çeĢitleri 

 

Ticari olarak satılmakta olan aĢılar, temel olarak üç bölüme ayrılır. Bunlar; 

canlı veya zayıflatılmıĢ aĢılar, ölü aĢılar ve subunit aĢılardır [68].  

Canlı aĢılarda aĢının içeriğinde bulunan patojen ölü halde bulunmamaktadır 

ve temel olarak iki farklı yöntem ile geliĢtirilmektedirler. Bunlar; 1- Edward 

Jenner tarafından geliĢtirilen yöntem: Hastalıklara neden olan patojen yerine 

hastalığa neden olmayan, fakat hastalık etkeni patojene karĢı etkin bir koruyucu 

immün yanıt oluĢmasına neden olan mikroorganizmanın kullanılmasıdır. Bu 

yöntem ilk kez çiçek hastalığına karĢı korunmada kullnılmıĢtır. 2- Çocuk felci, 

kızamık, sarıhumma gibi aĢılarında olduğu gibi doku kültüründe veya hayvan 

konaklarında pasaj yapılarak virülansı düĢük fakat immünijenitesi yüksek virüs 

elde edilerek yapılır. Ayrıca düĢük sıcaklık veya 37°C‟nin üzerinde 

mikroorganizmaların geliĢtirilerek bu Ģartlara uyumlu mutantların oluĢturulmasına 

dayanmaktadır [68]. 

Ölü aĢılar (Ġnaktive aĢılar), enfeksiyona neden olan mikroroganizmaların 

sıcaklık, radyasyon veya kimyasallar kullanılarak öldürülmesi veya etkisiz hale 

getirilmesiyle elde edilen aĢılardır. Canlı aĢılara göre daha güvenilir ve yüksek 

dozda ve daha sık yapılabilir ve etkin bir immün yanıt oluĢturur. Ölü aĢılara, 

Hepatit A, Kuduz ve Grip aĢısı örnek olarak verilebilir [68]. 

Subunit aĢılar, enfeksiyon ajanına ait bir antijeni veya bu antijene ait 

epitopu içeren aĢılardır. Subunit aĢılarda kullanılan enfeksiyon ajanına ait 

antijenler rekombinant DNA teknojisi kullanılarak veya ajandan saflaĢtırılarak 

elde edilir. Subunit aĢılara ise hepatit B aĢısı örnek olarak verilebilir [68]. 

Canlı aĢılar diğer iki aĢı alt tipine göre daha etkili koruyucu etkiye sahiptir. 

Canlı aĢının sahip olduğu aĢılar Tc yanıt oluĢtururken, ölü ve subunit aĢılardaki 

antijenler endositoz ile alındıkları için sadece humoral immün yanıt oluĢtururlar. 

Fakat canlı aĢılardaki zayıflatılmıĢ patojenler vücutta tekrar mutasyon geçirerek 

zararlı forma dönüĢebilirler. Diğer bir dezevantjları ise immün yetmezliği olan 

bireyler bu canlı patojeni etkisiz hale getirecek immün yanıtı oluĢturamadıkları 

için patojenin zararlı etkisi ile karĢı karĢıya kalabilirler [67, 68]. Fakat ticari 
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olarak satılmasalarda hala deneme aĢamasında olan diğer aĢı tipleri vardır. Bunlar 

DNA, Vektör, anti-idyotip ve yenilebilir aĢılardır. 

 

1.3. HBV AĢısı 

 

YaklaĢık otuz yıldır dünya genelinde kullanılmakta olan Hepatit B aĢısı en 

yaygın kullanılan koruyucu aĢılar arasında bulunmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü 

(DSÖ) tarafından 1992 yılından itibaren tüm yeni doğanlarda uygulanması 

önerilmiĢtir [44]. Türkiye‟de aĢının yeni doğanlarda uygulanmasına ise 1998 

yılında baĢlanmıĢtır [69].  

HBV‟ye karĢı aĢı geliĢtirme çalıĢmaları HBsAg‟ye karĢı oluĢan antikorun 

virüse karĢı koruyucu etkiye sahip olduğunun tespitinden sonra baĢlamıĢtır. 

Blumberg ve ark. 1969 yılında HBsAg‟yi hepatit B taĢıyıcılarının plazmasından 

saflaĢtırarak HBV enfeksiyonuna karĢı koruyucu etkisini göstermiĢler ve antijeni 

saflaĢtırma yöntemleri için patentini 1972 yılında almıĢlardır. Fakat faz 

çalıĢmalarının yapılması ve ticari olarak satılmaya baĢlanması 1982 yılına kadar 

sürmüĢtür [70].  

TaĢıyıcıların plazmalarından saflaĢtırılan HBsAg ile hazırlanan bu aĢılar ilk 

nesil aĢılar olarak adlandırılmaktadır [71, 72]. Moleküler Biyolojideki geliĢmeler 

ve Rekombinant DNA teknolojisi yöntemi sayesinde HBsAg‟ye ait gen mayalarda 

klonlanmıĢ ve mayalarda sentezlenen HBsAg saflaĢtırılarak hepatit B aĢılarında 

kullanılmıĢtır.  Bu yöntem ile hazırlanan aĢılar ikinci nesil aĢılar olarak 

adlandırılmaktadır. Ġkinci nesil aĢılar birinci nesil aĢılara göre daha güvenlidir. 

Çünkü birinci nesil aĢılarda kullanılan HBsAg plazmadan saflaĢtırıldığında 

sterilizasyon için filtreden geçirilse de HIV kontaminasyonu içerebilir [72,73]. 

Ġkinci nesil aĢılardaki HBsAg‟de enfekte formda bulunan glikolizlenme 

olmamaktadır. Bu nedenle üçüncü nesil aĢılarda, memeli hücre hattı olan 

(CHO)‟larına klonlanmıĢ S geni ürünü glikolizlemiĢ HBsAg kullanılmaktadır 

[72,74]. In vitro ortamda çoğaltılan memeli hücre hattı HBsAg‟yi hücre kültür 

ortamına salgılamaktadır ve antijen bu ortamdan saflaĢtırılmaktadır. Ġkinci nesil 

aĢılarda ise HBsAg maya hücreleri içinde bulunmakta ve mayalar mekanik veya 

kimyasal yolla parçalandıktan sonra HBsAg saflaĢtırılmaktadır. Mayaların 
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parçalanma iĢleminin HBsAg‟nin kalitesinin bozulmasına neden olabileceği 

düĢünüldüğünden dolayı bu durum üçüncü nesil aĢıların ikinci nesil aĢılara göre 

glikolizlenmeden sonraki diğer bir avantajı olarak kabul edilmektedir [72,75]. 

Kendi içlerinde belirli avantajları ve dezavantajları olmasına rağmen her üç nesil 

hepatit B aĢısının koruyuculuğu yetiĢkinlerde yaklaĢık olarak % 95‟tir [72]. 

Türkiyede sadece ikinci nesil ve üçüncü nesil aĢılar kullanılmaktadır (Çizelge 

1.2). 

Çizelge 1.2. Türkiye‟de ticari olarak satılmakta olan HBV aĢıları [69] 

 

Türkiyedeki HBV AĢıları 

Ticari Ġsmi Kaynak Doz 

Engerix-B SHBs, HBsAg (Maya) HBsAg, 10-20 µg/doz 

Euvax B SHBs, HBsAg (Maya) HBsAg, 10-20 µg/doz 

H-B-Vax II SHBs, HBsAg (Maya) HBsAg, 2.5-10-40 µg/doz 

Genhevac-B SHBs, MHBs (CHO) HBsAg, pre-S
2
, 20 µg/doz 

 

Hepatit B aĢılarının koruyuculuğunun yüksek olmasına rağmen diyaliz 

hastalarında, obezlerde, yaĢlılarda, ileri derecede karaciğer rahatsızlığı 

geçirenlerde ve immün yetmezliği olan bireylerde etkin değildir. GeliĢmekte olan 

ülkeler için hepatit B aĢısının maliyeti hala yüksektir. Üç doz aĢının 

uygulanmasından sonra koruyucu bağıĢıklığın oluĢması nedeniyle, tek dozda 

etkili yeni nesil hepatit B aĢılarına ihtiyaç vardır [72,76]. 

Yeni hepatit B aĢı çalıĢmaları arasında, DNA aĢıları, anti-idyotip aĢılar, 

yenilebilir aĢılar, oral aĢılar ve faj gösterim metoduyla gerçekleĢtirilen aĢı 

çalıĢmaları örnek olarak verilebilir [62,77-81]. 

 

1.4. Adjuvanlar (AĢı taĢıyıcıları) 

 

 Bazı antijenler tek baĢına kullanıldığında immün yanıt oluĢturacak yeteneğe 

sahip değildir. Bu nedenle etkin bir immün yanıt için adjuvan olarak adlandırılan 

maddelerle birlikte canlılara verilmeleri gerekmektedir. Adjuvan kelimesi 

Latincede yardım anlamına gelen adjuvare kelimesinden gelmektedir. Ġlk 

adjuvanlar 1925 yılında Ramon tarafından yapılan çalıĢmalarda tespit edilmiĢtir 
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[82]. 1926 yılında Gleany ve ark. [83] difteri toksinlerinin alüminyum ile birlikte 

Gine domuzlarına enjekte edildiğinde oluĢan koruyucu etkilerinin sadece toksioid 

immünize edilenlere göre daha fazla olduğunu tespit etmiĢlerdir [83]. Alüminyum 

hidroksit tuzları Amerika BirleĢik Devletleri (ABD) tarafından onaylanan tek 

adjuvandır. Avrupa‟da ise alüminyum hidroksit tuzlarının yanı sıra MF59‟da 

kullanılmaktadır [84,85].  

Adjuvanlar fiziksel yapılarına göre Çizelge 1.3‟te belirtildiği gibi en az altı 

baĢlık altında incelenebilir [82]. Bu tez kapsamında yapılan çalıĢmalarda ise ticari 

HBV aĢılarında adjuvant olarak kullanıldığı için alüminyum hidroksit adjuvanının 

etki mekanizması hakkında ayrıntılı bilgi verilecektir.  

 

Çizelge 1.3. Adjuvan türleri  

 

Adjuvan Grupları Örnek Adjuvanlar 

1- Mineral tuzları Alüminyum tuzları, kalsiyum fosfat jel 

2- Bakteriyal veya bitki‟den elde edilen 

yapısal türevleri 

Complate Freud‟s adjuvanmonofosforil lipid A 

3- Yüzey aktif ajanlar ve mikro partiküller Sponin, immün uyarıcı kompleks (ISCOM) 

4- Polimerler Dextran, çift zincirli polinükleotidler    (Poly 

rA:Poly rU) 

5- Sitokin, vitamin ve hormonlar GM-CSF, IFNα, IFNγ, IL-2, IL-6, IL-12, 

vitamin A, vitamin E, Ġnsan büyüme hormonu 

6- Sentetik bileĢikler Imidazol-quinolines, peptit bağlı T ve B lenfosit 

epitopları 

 

1926 yılından itibaren aĢılarda kullanılmakta olan alüminyum hidroksit 

adjuvanının etki mekanizması üzerinde hala kesin görüĢler bulunmamaktadır. 

Fakat adjuvanın etkileri üzerine çalıĢmalar yapılmasına devam edilmekte ve bu 

çalıĢmalardan oluĢan derlemeler adjuvan‟ın etki mekanizmaları hakkında bilgi 

birikiminini artırmaktadır [86,87]. Önceleri alüminyum adjuvanların depo 

etkisinin olduğu ve antijeni tutarak yavaĢ yavaĢ salınmasını sağladığı 

düĢünülmekteydi [83].  Ancak daha sonra yapılan çalıĢmalarda alüminyum 

adjuvantların depo etkilerinin olmadığı belirtilmiĢtir [88]. Diğer bir in vivo 

çalıĢmada ise adjuvanın verildiği noktaya nötrofillerin, eozinofillerin ve dentritik 
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hücre alt tiplerinin göç ettiği gösterilmiĢtir [89]. In vitro yapılan çalıĢmalarda, 

periferal kan mono nüklear hücreler (PBMC) alimünyum hidroksit adjuvanı ile 

inkübe edildiğinde MHCII, CD40 ve CD86 ekspresyon düzeyini artırdığı 

belirtilmiĢtir [90]. Dentritik hücreler üzerine etkileri araĢtırıldığında eĢ uyaran 

sentezinin değiĢmediğini belirten çalıĢmaların [91] yanında sadece CD86 

ekspresyon düzeyini artırdığını belirten açıklamalar da bulunmaktadır [92]. Hem 

ve ark. [93] nın yaptığı çalıĢmada ise alüminyum adjuvanı ile kompleks haldeki 

antijenlerin dentritik hücreler tarafından fagositoz veya makropinositoz ile hücre 

içine alındığını belirtilmektedir. Yakın bir zamanda Shi ve ark. [94] tarafından 

yapılan çalıĢmada ise alüminyum adjuvanının antijen sunucu hücrelerden sadece 

dentritik hücrelerin zarındaki lipitlere tutularak hücre içine alındığını ve Th 

hücrelerine afiniteleri olduğunu gösterilmiĢtir. 

 

1.5. Faj Gösterim Tekniği ve Yeni Nesil Hepatit B AĢı ÇalıĢmaları 

 

Baktriofaj veya kısa adıyla fajlar sadece bakterileri enfekte etme özelliğine 

sahip virüslerdir [95]. Faj gösterim yöntemiyle, fajın yüzeyinde polipeptitler veya 

proteinler gösterilebilir. Bu teknik ilk kez 1985 yılında Simith ve ark. nın yaptığı 

çalıĢmada kullanılmıĢtır [96]. Faj gösterim yönteminde iki sistem 

kullanılmaktadır. Ġlk sistemde faj yüzeyinde gösterilmek istenilen protein veya 

polipetidi kodlayan DNA dizisi faj genomuna klonlanır. Bu Ģekilde rekombinant 

faj çoğalırken yüzeyinde istenilen polipeptit ve proteini de taĢımaktadır. Ġkinci 

sistemde ise fajemid olarak adlandırılan plazmidler kullanılmaktadır. Fajemidler 

fajın çoğalması için gerekli olan orijin bölgesini ve yüzeyde gösterilmesi istenilen 

polipeptidin nükleotid sekansı bulunan yüzey proteinini taĢımaktadır. Fakat bu 

sistemde faja ait diğer proteinleri üreten yardımcı faja (hepler faj) ihtiyaç vardır 

[97]. Yardımcı fajın ürettiği tüm proteinler rekombinat fajın üretilmesi için 

kullanılır. Yardımcı fajın orijin bölgesinde mutasyon olduğu için çoğalması 

rekombinant faja göre 1/1000 oranında azaltılabilir. Bu mutasyon sayesinde her 

iki faj da bakteride çoğalır, ancak rekombinant faj daha fazla olduğu için yardımcı 

faj göz ardı edilebilir [97]. 
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Fajlar hızlı ve ucuz çoğaltılması, doğuĢtan ve kazanılmıĢ bağıĢıklık sistemini 

uyarması nedeniyle uygun bir aĢı taĢıyıcı olarak düĢünülmüĢtür. Faj yüzeyinde 

gösterilen antijenlerin antikor yanıt oluĢturduğu çeĢitli çalıĢmalarla gösterilmiĢtir 

[98-100].  

Faj gösterim tekniği aĢı ve antikor üretim çalıĢmalarında kullanılmaktadır. 

Ġlk kez TÜBĠTAK-MAM-GMBE‟de TARAL 1007 projesinde yaptığımız 

çalıĢmalarda M13 faj yüzeyinde HBcAg antijeni gösterilmiĢ ve bu faj ile 

HBcAg‟ye karĢı monoklonal antikor elde edilmiĢtir [98]. 

Bu tez kapsamında yapılan çalıĢmalarda M13 faj HBsAg için aĢı taĢıyıcısı 

yapı olarak kullanılmıĢtır. M13 faj tek iplikli DNA‟ya sahiptir ve yüzeyinde 5 

adet P3 proteini ve 2700 adet P8 proteini bulunmaktadır (ġekil 1.4) [101]. Bu 

yöntem kullanılarak yapılan HBV aĢı geliĢtirme çalıĢmalarında HBsAg‟ye ait 

değiĢik epitop bölgeleri (10-12 a.a uzunluğunda), M13 fajların yüzeyinde bulunan 

P8 proteinlerinde gösterilmiĢtir [102].  

 

 

 

 

ġekil 1.4. Yaban ve rekombinant M13 faj. Rekombinant fajın PIII proteini üzerinde HBsAg‟nin 

lokalizasyon modeli [103] 

 

1.6. Antijen-antikor Kompleksi 

 

Antijen-antikor kompleksi ile yapılan immünizasyonlar sonucunda 

antijenlere karĢı daha etkin bir immün yanıt oluĢtuğu gösterilmiĢtir [104]. Antijen-

antikor kompleksindeki antikorun Fc bölümünün, antijen sunucu hücreler (APC) 

yüzeyinde bulunan Fc reseptörlerine bağlanarak antijenin hücre içine girmesini 

kolaylaĢtırdığı ve böylece antijen sunum mekanizmasını ve APC ile T lenfositleri 

arasındaki etkileĢimi arttırdığı gösterilmiĢtir [105]. 

Yaban faj Rekombinant faj 
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Kronik hepatit B tedavisinde kullanılmak üzere HBsAg-antikor kompleksi 

ile uzun yıllardır HBV transgenik (HBV-tg) farelerde ve insanlarda çalıĢmalar 

yapılmaktadır. Bu çalıĢmalarda, hepatit B taĢıyıcılarının serumundan saflaĢtırılan 

veya mayadan saflaĢtırılan rekombinant HBsAg ile insan veya fare poliklonal 

antikorları bir araya getirilerek antijen-antikor kompleksi oluĢturulmaktadır. Elde 

edilen sonuçlarda, insanlarda ve HBV-tg fare serumlarında HBsAg düzeyinin 

düĢtüğü, HBsAg‟ye karĢı antikor oluĢtuğu ve IFN-γ sentezinin artığı tespit 

edilmiĢtir [106-110]. Wen ve ark. [111] 60 µg HBsAg-anti-HBsAg kompleksi 

kullanarak yaptıkları Faz IIb düzeyindeki çalıĢmada, kronik Hepatit B hastalarının 

% 23.1‟de HBeAg‟nin kaybolduğunu ve % 21.8‟inde ise anti-HBeAg oluĢtuğu 

bildirilmiĢtir [111]. Bu sonuçlar antijen-antikor kompleksi çalıĢmalarının  hepatit 

B taĢıyıcılarında etkin bir aĢı yöntemi oluĢturmak açısından umut verici olduğunu 

belirtmektedir. 

 

1.7. Dentritik Hücreler 

 

Dentritik hücreler (DC) ilk kez 1868 yılında Paul Langerhans tarafından 

bulunmuĢtur ve morfolojilerinin sinir hücrelerinin dentritlerine benzemesinden 

dolayı bu isim verilmiĢtir [112]. Daha sonra 1973‟te Stainman ve ark.‟nın [113] 

yaptığı çalıĢmalarda DC‟lerin immün sistemin hücrelerinden biri olduğu 

belirlenmiĢtir. 

DC‟ler, makrofajlar ve B lenfositlerle birlikte profesyonel antijen sunucu 

hücrelerdir. Vücutta bulunan çoğu hücrenin antijen sunma özeliği varken sadece 

profesyonel antijen sunucu hücreler T ve B lenfositlerini uyarma özelliğine 

sahiptirler. Endojenik antijenler sitozolde peptitlere parçalanır ve major doku 

uygunluk kompleksi (MHC) I‟e bağlanarak birlikte hücre yüzeyinde gösterilirler. 

Böylece sitotoksik T (Tc, CD8+ T hücre) hücrelerini uyarırlar. Ekzojenik 

antijenler ise endositik yolak ile peptitlere parçalandıktan sonra MHC-II molekülü 

ile birlikte hücre yüzeyinde yardımcı T hücrelerine (Th, CD4+ T hücre) sunulurlar 

[114]. Ayrıca yapılan çalıĢmalarda, dentritik hücrelerin ve makrofajların 

ekzojenik antijenleri de MHC-I kompleksi ile birlikte sunabilme (çapraz sunum) 

özelliğine sahip olduğu tespit edilmiĢtir [115]. DC‟ler diğer antijen sunucu 
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hücrelere göre 10-100 kat daha fazla naif ve hafıza T hücrelerini uyarma 

yeteneğine sahiptir [116]. DC‟lerin ayrıca B hücrelerini uyarma ve salgıladığı 

antikor alt tipinin farklılaĢmasını etkileme özelliği de bulunmaktadır [117]. 

DoğuĢtan immün sistemin hücrelerinden olan dentritik hücreler birçok dokuda 

(dalak, deri, kan, karaciğer, akciğer, böbrek, beyin, testis vb.) ve dokular arası 

alanda bulunmaktadır. GeliĢimi olgunlaĢmamıĢ (immature) ve olgun (mature) 

olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. OlgunlaĢmamıĢ hücrelerin antijeni tutma ve 

fagositoz yeteneği yüksektir ve interlökin (IL)-10 sentezlerler. Ancak T 

hücrelerini uyarma yetenekleri yoktur. Ayrıca CD40, CD54 ve CD86 gibi T hücre 

uyarımında gerekli olan aksesuar reseptörlerin sentez düzeyleri düĢüktür. 

Antijenin hücre içine alınması ve hücre yüzeyinde sunulması ile birlikte DC‟ler 

lenf nodlarında T hücre bölgesine doğru göç etmeye ve olgunlaĢmaya 

baĢlamaktadırlar. Olgun dentritik hücreler yüksek seviyede IL-12 sentezlerler ve 

aynı zamanda T hücreleri ile etkileĢimi sağlamak ve sinyal iletimini artırmak 

üzere CD58, CD54, CD86 reseptörlerini ve eĢ uyaranlar gibi birçok molekülü 

sentezlemektedirler [114,118,119]. 

Patojen veya antijen ile karĢılaĢan olgunlaĢmamıĢ DC‟ler, fagositoz ve 

makropinositoz ile hedeflerini hücre içine alarak antijen iĢleme ve sunma olarak 

adlandırılıan bir dizi iĢleme baĢlar. Bu iĢlemlerde antijenler peptitlerine 

parçalanmakta, MHC proteinleri ile birlikte hücre yüzeyinde sunulmakta ve olgun 

hale gelmektedirler. Ayrıca DC‟ler antijeni hücre içine aldıktan sonra naif T 

hücrelerini uyarmak üzere lenf nodlarına göç etmektedirler (ġekil 1.5) [120]. 

DC‟ler lenf nodlarında T hücre bölgesinde MHC reseptörü ile birlikte sunduğu 

antijene ait epitopu taĢıyan naif T hücresi ile etkileĢime girerek onu aktive 

etmektedirler. Bu etkileĢim esnasında DC‟deki MHC resptörü, T hücresindeki T 

hücre reseptörüne (TCR)  bağlanmaktadırlar. Aynı zamanda DC‟de bulunan 

CD80/86 ve CD40L eĢ uyaranları T hücre yüzeyinde bulunan CD28 ve CD40 

reseptörleri ile etkileĢerek T hücresinin aktive olmasına neden olur. Tc‟ler aktive 

olduktan sonra bölünürler ve enfeksyon bölgesine giderek enfekte hücrelerin 

sitotoksik veya sitotoksik olmayan yol ile apoptoz girmesini sağlamaktadırlar. 

Eğer Th‟ler aktive olurlar ise hem B hemde Tc hücrelerini etkileyerek patojene 

karĢı etkin bir immün yanıt oluĢmasını sağlamaktadırlar [120,121]. 
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ġekil 1.5. Dentritik hücreler periferal dokularda olgunlaĢmamıĢ olarak bulunurlar. Patojeni 

fagosite ettikten sonra hem olgunlaĢmaya baĢlar hem de patojeni naif T hücrelerine 

tanıtmak üzere lenf noduna göç ederler [120] 

 

DC genel olarak köken aldıkları hücre kaynağına ve yüzey antijenlerine 

göre plazmasitoid dentrik hücre (pDC)  ve klasik/miyeloid (cDC/mDC)  cDC 

olmak üzere iki ayrılmaktadırlar. pDC‟ler CD11c
int 

CD11b
- 

B220
+
 hücre yüzey 

reseptörlerini taĢımaktadırlar.  pDC‟ler virüs tip-I interferonları üretirler (IFN-α, 

IFN-β ve IFN-ω). IFN-α‟yı diğer hücrelere göre 100-1000 kat arasında fazla 

üretme özelliğine sahiptirler ve virüse özgü T hücre yanıtının oluĢmasında etkili 

olan cDC‟yi aktive etmektedirler. Patojenlerin sahip oldukları “patojen iliĢkili 

moleküler patern” (PAMP) (örneğin; virion yüzeyinde bulunan yüksek tekrarlı 

kapsomer ve/veya peplomer, RNA, DNA) moleküllerini tanımakla görevli olan 

Toll benzeri reseptör (TLR) türlerinden TLR7 ve TLR-9 sentezlerler. cDC 

hücreleri CD11c
high 

CD11b
+ 

B220
-
 yüzey reseptörlerini taĢırlar.  cDC‟ler hemen 

hemen tüm TLR‟leri sentezlerler ve T hücre cevabında Tc ve Th hücrelerine 

antijen sunma özellikleri etkilidir. pDC‟lere göre ise çapraz sunum özelliği daha 

etkilidir [121,122]. 
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1.7. Dentritik Hücre AĢıları 

 

DC‟lerin naif T hücrelerini diğer antijen sunucu hücrelere göre etkin uyarma 

özelliğinden dolayı DC aĢısı kanser, kronik enfeksiyonlar ve otoimmün 

hastalıkların tedavisinde önemli alternatif güncel yaklaĢımlardan birisidir. DC 

aĢılarının klinik alanda denemeleri 1995 yılından itibaren baĢlatılmıĢtır ve 2003 

yılına gelindiğinde klinik çalıĢma sayısı 1000‟e ulaĢmıĢtır [123,124]. 29 Nisan 

2010 tarihinde Provenge firması tarafından prostat kanseri hastalarda kullanılmak 

üzere geliĢtirilmiĢ “Dendreon” adlı dentritik hücre aĢısı Amerikan Gıda ve Ġlaç 

Dairesi (US Food and Drug Administration; FDA) tarafından onaylanmıĢtır [125]. 

DC aĢı çalıĢmaları klinikte ve hayvan modellerinde uygulanmaya devam 

etmektedir. DC aĢısı oluĢturulurken, DC öncülleri periferal kandan, dalaktan veya 

kemik iliğinden elde edilmektedir. Daha sonra öncül hücreler GM-CSF, IL-4 

ve/veya Flt-3L varlığında in vitro ortamda inkübe edilmekte ve son olarak antijen 

ile yüklenerek tekrar canlıya geri verilmektedir (ġekil 1.6) [125-127]. 

 

ġekil 1.6. Dentritik hücre aĢı oluĢturulmasının basamakları. DC aĢı çalıĢması esnasında, DC 

öncülleri periferal kan, dalak veya kemik iliğinden  izole edilirler ve in vitro ortamda 

farklılaĢma faktörleri kullanılarak olgunlaĢmamıĢ DC‟ler elde edilir. Daha sonra antijen 

ile yüklenen DC‟ler olgunlaĢtırılıp canlıya tekrar immünize edilirler [128] 
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Kronik HBV hastalarında doğal ve kazanılmıĢ immün yanıtın 

düzenlenmesinde rol oynayan antijen sunucu hücrelerden dentritik hücrelerin 

antijen sunumunda problem olduğu belirtilmiĢtir [129]. Ġleri düzey fibroz ve siroz 

olan kronik HBV hastalarının kanında dentritik hücre sayısında sağlıklı bireylere 

göre düĢüĢ olduğu tespit edilmiĢtir. DolaĢımdaki DC sayısı HBV genotipinden, 

HBeAg varlığından ve bulaĢma yolundan etkilenebilmektedir. mDC/cDC ‟lerin eĢ 

uyaranlarının sentezi kronik HBV hastalarında azalmıĢ veya hiç üretilmemektedir.  

Ancak B7-H1 inhibitörünün sentezi artmaktadır [130-133]. Yuan ve ark. [134] 

yaptığı çalıĢmada HBsAg‟nin pDC„lerin IFN-α sentezini TLR-9‟ü inhibe ederek 

engellediği belirtilmiĢtir. Kronik HBV hastalarından elde edilen MDDC 

(monositten türetilmiĢ dentritik hücre)‟lerin T yardımcı hücrelerini uyarma 

etkisinde değiĢiklik olmadığı tespit edilmiĢtir [135].  Periferal kanda HBsAg ve 

HBV‟nin bulunması, mDC‟lerin T hücre uyarma kapasitelerini azalttığı ve HBV 

varlığının IL-12 sentezini azalttığı belirtilmiĢtir [136,137].     

DC aĢıları ile kronik HBV hastalığının tedavisine yönelik yapılan 

çalıĢmalarda, bağıĢıklık sistemi ilaçlarla baskılanmıĢ HBV-tg farelerin 

dalaklarından izole edilmiĢ dentritik hücreler, in vitro ortamda HBsAg ile 

yüklenerek farelere tekrar enjekte edildiğinde,  anti-HBsAg yanıtında artıĢ ve 

HBV DNA düzeyinde azalma gözlenmiĢtir [138]. Yapılan diğer bir çalıĢmada, 

kronik HBV-tg farelerin kemik iliğinden izole edilen DC‟ler in vitro ortamda, 

HBsAg 28-39 epitopu ve tetanos toksini ile muamele edilip, tekrar farelere enjekte 

edildiğinde daha önceki çalıĢmadaki gibi anti-HBsAg yanıtının arttığı ve HBV 

DNA düzeyinin azaldığı gözlenmiĢtir [139]. Yan ve ark. [140] yaptığı çalıĢmada 

ise 380 kronik HBV hastalarının periferal kanından elde edilen mononüklear 

hücreleri GM-CSF ve IL-4 ile muamele ederek otolog dentritik hücreler elde 

etmiĢlerdir. Daha sonra yine  in vitro ortamda HBcAg‟ye ait 18-27 a.a ve 

HBVpre-S 244-53 amino asitleri arası epitopik bölge ile 12 saat inkübe ettikten 

sonra DC‟ler hastalara immünize edilmiĢtir. Tedavi sonucunda hastaların 

kanlarında HBsAg ve HBV DNA azalması tespit edilmiĢtir. HBeAg negatif 

hastalarda istatistiksel bakımdan anlamlı bir sonuç elde edilirken, HBeAg pozitif 

hastalarda anlamlı bir sonuç elde edilememiĢtir [140].  
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Wang ve ark. [141] yaptığı bir baĢka çalıĢmada, Flt-3L kodlayan plazmid 

DNA farelere immünize edilmiĢ ve 10 gün sonra fare kemik iliğinden pDC ve 

cDC‟ler izole edilmiĢtir. Daha sonra CpG ile aktifleĢtirilmiĢ pDC ile mDC, 1:1 

oranında bir araya getirilip uygun peptitle yüklenip farelere immünize edildiğinde, 

farelerde etkin sitoksik T hücre yanıtı tespit edilmiĢtir. Yapılan diğer çalıĢmada 

ise 12 kronik hepatit B hastasının periferal kanından pDC‟ler ve monositten 

türetilmiĢ dentritik hücreler (MDDC) izole edilmiĢtir. CpG ile aktifleĢtirilmiĢ 

pDC‟ler ve MDDC‟ler birlikte kültüre edildiklerinde HBcAg ile yüklenmiĢ 

MDDC‟lerin eĢ uyaran sentezinin arttığı ve HBV‟ye özgü Tc hücre yanıtının 

artığı tespit edilmiĢtir [142].  

Bu çalıĢmalar DC aĢılarının hepatit B taĢıyıcılarında oluĢan immün 

toleransın kırılmasında alternatif yöntem olabileceğini göstermektedir. Ancak aynı 

zamanda DC‟lerin etkin bir Ģekilde yüklenmesinde alternatif yöntemlere ihtiyaç 

olduğunu belirtmektedir. 
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2. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

2.1. Materyal 

 

2.1. 1. Cihazlar  

 

Akım Sitometri Cihazı (Becton Dickinson), RT-qPZR cihazı (Bio-Rad), 

MACS manyetik hücre ayırıcı (Miltenyibiotec), PZR cihazı (Corbett Life 

Science), ELISPOT okuyucu (AID-GmbH), CO2 inkübatörü (Thermo Heraeus 

Cytoperm 2), ters faz mikroskop (Olympus CKX41), yüksek hızlı santrifüj 

(Sorvall RC5C Plus), derin dondurucu -80 ºC, derin dondurucu -150 ºC (Thermo), 

ELISA okuyucu (BIO-RAD Model 3550 Microplate Reader), spektrofotometre 

(Bio-Rad), nanodrop (Thermo), vorteks (Bio Vortex), pipet tabancası (Eppendorf 

Easypet), süzgeç (BD Falcon, Cell Strainer), füzyon kültür plakları, 96 Kuyulu 

(TPP), çok kuyulu hücre kültür Plakları (TPP), ELISA plakları (TPP), ELISPOT 

plakları (Millipore), diyaliz membranı (Sigma 23 mm × 15 mm), protein A immün 

afinite kolonu (GE Healthcare), fraksiyon ayırım makinesi (BIO-RAD Model 

2110), ELISA plaka yıkayıcı 12 Kuyuluk (Nunc-Immuno Wash). 

 

2.1.2. Kimyasal maddeler 

 

Fare granülosit makrofaj koloni stimülan faktör (GM-CSF), fare interlökin-4 

(mIL-4), fare tümör nekrozis faktör (mTNF-α) ve penislin sitroptomisin 

(Invitrogen), anti-CD11c PE, anti-CD11b FITC ve anti-B220 PerCP-Cy5 (Becton, 

Dickinson), anti-fare IgG-AP konjugatı (Sigma), karboksifloresein diasetat 

suksinimidil ester, CFSE (Invitrogen), IFN-γ özgül I. ve II. Antikor (Millipore), 

BCIP/NBT substurat solüsyonu (Millipore), trizol (Invitrogen), CpG1826 

(Invivogen), HBV aĢı (Gen Hevac),  biotin iĢaretli anti-HBsAg (Diapro), 

streptaavidin iĢaretli horse radish preoksidaz (Diapro), anti-fare IgM-AP konjugatı 

(Sigma), monoklonal anti-HBsAg (GMBE‟de daha önce yapılan çalıĢmalarda 

üretilmiĢtir), poliklonal anti-HBsAg (TARAL 1007 projesi kapsamında 

(105G056) yapılan çalıĢmalarda üretilmiĢtir), para-nitro-fenil-fosfat, (pNPP), 
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lipopolisakkaretid (LPS), 3,3‟,5,5‟–tetra metil benzidin, (TMB) substurat 

solüsyonu, Hepes, dulbecco‟s modified eagle medium (DMEM), roswell park 

memorial institute medium (RPMI1640), Freund‟s complete (FCA), Freund‟s 

Incomplete Adjuvantı (IFA), transferin,  anti-fare polivalen antikoru alkalen 

fosfataz (AP) konjugatı (Sigma, fetal bovine serum (Biochrom AG), hepatit s 

Antijeni (HBsAg) (Fitzgerald), hipoksantin aminopterin timidin (HAT), 

hipoksantin timidin (HT), gentamisin, 8-azoguanin (Gibco). 

 

2.1.3. Tamponlar 

 

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

7.2‟ye ayarlandı. Daha sonra çözeltinin üzerine 0.15 mM NaCl ilave edilerek 

karıĢtırıldı. Otoklav ile steril edildi. 

PBS-Tween 20 Tamponu: 1 Litre fosfat tamponuna % 0.05 Tween-20 eklendi ve 

bir süre vorteks ile karıĢtırılarak hazırlandı. 

PEG çözeltisi: 1 ml PBS ile 1 ml distile su 1:1 oranında karıĢtırıldıktan sonra 2 gr 

PEG-4000 ilave edildi. Çözelti otoklavlandıktan sonra kullanılıncaya kadar 37 

ºC‟de saklandı.  

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

olacak Ģekilde KOH ile ayarlandı. 1 ml substrat tamponunun üzerine 1 mg pNPP 

ilave edilerek kullanıma hazır hale getirildi.  

Bağlama (binding) Tamponu: 200 mM NaH2PO4 ve 200 mM Na2HPO4  

karıĢtırılarak pH 7.0‟ye ayarlandı.  

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

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

hazırlandı. 

MACS Tamponu: % 2 EDTA ve % 0.5 BSA içeren PBS hazırlandı. 

Amonyum Klorid Tamponu: 0.02 M Tris-Cl ve 0.14 M NH4Cl hazırlanarak pH 

7.2‟ye ayarlandı. 
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2.1.4. Besiyeri 

 

RPMI besiyeri: 10.5 gr RPMI1640, 5.96 gr HEPES ve 2 gr NaHCO3, 2 mM L-

glutamine, 1 mM sodyum pirüvat, 0.1 mM MEM non-essential amino asit, 50 

U/ml penisilin, 50 µg/ml streptomisin, 50 µM merkapto etanol, 20 ng/ml GM-

SCF ve 100 U/ml IL-4 içeren RPMI 1640 pH 7.2 olacak Ģekilde 1 litre steril 

distile su içinde hazırlandı. Besiyeri steril ortamda 0.2 µm‟lik filtreden geçirilerek 

sterilize edildi. % 10 (v/v) olacak Ģekilde FBS ilave edilip kullanıma hazır hale 

gelen besiyeri +4 ºC‟de saklandı. Kullanım sırasında RPMI1640 besiyeri belli bir 

süre oda sıcaklığında tutularak oda sıcaklığına gelmesi sağlandı ve oda 

sıcaklığında kullanıldı. 

DMEM besiyeri: 13.4 gr DMEM (4.5 gr/L glukoz, 25 mM Hepes), 5.96 gr Hepes 

ve 2 gr NaHCO3 pH 7.2 olacak Ģekilde 1 litre steril distile su içinde hazırlandı. 

Besiyeri steril ortamda 0.2 µm‟lik filtreden geçirilerek sterilize edildi. % 10 (v/v) 

olacak Ģekilde FBS ilave edilip gentamisin (50 µg/ml) eklendikten sonra 

kullanıma hazır hale gelen besiyeri +4 ºC‟de saklandı. Kullanım sırasında DMEM 

besiyeri belli bir süre oda sıcaklığında tutularak oda sıcaklığına gelmesi sağlandı 

ve oda sıcaklığında kullanıldı. 

HAT besiyeri: Ġstenilen miktarda FBS ilave edilerek hazırlanan besiyerinin 

içinde % 2 HAT (50×) olacak Ģekilde çözelti hazırlandı. 

HT besiyeri: Ġstenilen miktarda FBS ilave edilerek hazırlanan DMEM besiyerinin 

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

Hücre dondurma çözeltisi: Hücre dondurulacağı sırada taze olarak hazırlandı. 

Hücre dondurma çözeltisi % 80 FBS, % 10 DMEM ve % 10 DMSO olacak 

Ģekilde hazırlandı. 

 

2.1.5. Rekombinant faj 

 

HBsAg‟nin M13fajın P3 proteini üzerinde gösterilmesi TÜBĠTAK-MAM-

GMBE Ġmmünogenetik Laboratuvarı tarafından, TARAL 1007 projesi 

kapsamında (105G056) gerçekleĢtirildi. 
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2.1.6. Transgenik HBV (HBV-tg) fareler  

 

GMBE- Hayvan Genetiği ve Üreme Biyolojisi Laboratuvarında HBV 

transgenik fareler, C57BL/6JXBALB/c hibrid fare embriyolarına tüm HBV 

genomunu içeren HindIII-SacI fragmantları kesilmiĢ pT-HBV1.3 plazmidinin 

stabil olarak transfekte edilmesiyle elde edilmiĢtir. Elde edilen HBV-tg farelerde 

HBV-DNA‟sının genoma stabil olarak entegre olduğu, HBVx gen 

transkriptlerinin oluĢtuğu ve karaciğer, böbrek ile serumda HBsAg bulunduğu 

gösterilmiĢtir [143]. 

 

2.2. YÖNTEM 

 

2.2.1. Rekombinant faj immünizasyonları 

 

Altı-sekiz haftalık BALB/c, BALB/cj, HBV-tg ve Hibrit 

(C57BL/6J×BALB/c) fareler, farklı konsantrasyonlarda 100 µl PBS (pH: 7.2) 

içerisinde 1×10
9
, 1×10

10
, 1×10

11
, 1×10

12
 rekombinant faj (rfaj) partikülü ile üç 

hafta arayla, üç veya dört kez intraperitonel olarak immünize edildi. Kontrol 

grubu olarak yaban faj (M13), ticari HBV aĢısı (5 µg/fare) ve plazmadan 

saflaĢtırılmıĢ HBsAg kullanıldı. Plazmadan saflaĢtırılan HBsAg (5 µg/fare) ilk 

immünizasyonda Freund‟s complete (FCA) ile karıĢtırılarak hazırlandı. Diğer 

immünizasyonlarda ise HBsAg Freund‟s incomplete (IFA) adjuvanı ile 

hazırlanarak fareler immünize edildi.  

 

2.2.2. Anti-faj monoklonal antikor üretimi 

 

2.2.2.1. Füzyon 

 

Dört adet BALB/c fare, 10
12

 M13 faj partikülü ile üç hafta arayla üç kez 

intraperitonal olarak immünize edildi. Farelerde oluĢan immün yanıt ELISA 

yöntemiyle ile tespit edilip en yüksek antikor titresine sahip fare füzyona alındı. 

Füzyon metoduna göre [144], dekapite edilen farenin lenf nodlarından ve 
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dalağından elde edilen lenfositler ile F0 myeloma hücreleri ATTC 1646) 1:3 

oranda birleĢtirildi ve polietilen glikol (PEG 4000) varlığında füzyon yapıldı. 

Hibrit hücrelerin seçilimi % 2 HAT (hipoksantin aminopterin timidin) içeren 

DMEM kullanılarak gerçekleĢtirildi. Hibrit hücrelerin aktivitesi, ELISA 

yöntemiyle ile tespit edildi ve antijene özgül yanıt veren hibrit hücreler geniĢ 

ölçekte çoğaltıldı. 

 

2.2.2.2. Monoklonal antikorların geniĢ ölçekte üretilmesi ve alt tiplendirme 

deneyi 

 

M13 fajı, yüksek özgüllükte monoklonal antikor sentezleyen hibrit 

hücrelerin in vitro ortamda geniĢ ölçekte çoğaltılması için % 5 FBS içeren DMEM 

besiyerinde 2 gün, FBS olmayan (% 0) DMEM besiyerinde 2 gün olmak üzere 

döngüsel olarak üretildi. Hücre kültür üst sıvıları biriktirildi ve 1250×rpm„de 10 

dk santrifüj edilerek hücre pelleti uzaklaĢtırıldı. ÇalıĢmalarda FBS olmayan 

besiyerinde biriktirilen besiyeri kullanıldı. 

Hibrit hücreler tarafından üretilen monoklonal antikorun alt tipinin 

belirlenmesi için indirek ELISA prokolü uygulandı. Plaka 1×10
6
 M13 faj ile 

kaplandı inkübasyona bırakıldı. Yıkama aĢamalarından sonra 100 µl hücre kültür 

üst sıvısı ilave edildi ve inkübasyondan sonra alkalin fosfataz iĢaretli, anti-IgG, 

anti-IgM polivalen antikorlar kullanılarak monoklonal antikorun alt tipi belirlendi. 

 

2.2.3. Anti-faj monoklonal antikor ile faj kompleks oluĢumu ve 

immünizasyonu 

 

Anti-faj monoklonal antikoru farklı konsantrasyonlarda (5, 10 ve 20 µg) 

1×10
10

 rfaj ile PBS içerisinde bir saat 37 °C‟de çalkalayıcı inkübatörde inkübe 

edildi. Daha sonra bir gece oda sıcaklığında inkübe edilerek monoklonal antikor-

faj komplesi hazırlandı. Altı-sekiz haftalık BALB/c fareler bu kompleks ile üç kez 

intraperitonel olarak immünize edildi. Ġkinci ve üçüncü immünizasyonlarda 

sadece rekombinant faj uygulandı. Kontrol grubu olarak rekombinant faj, 

monoklonal antikor, yaban faj ve ticari HBV aĢısı kullanıldı. Farede oluĢan 
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immün yanıt kuyruk kanından elde edilen plazma ile ELISA testi uygulanarak 

tespit edildi. 

 

2.2.4. HBV-tg farelerde immün toleransın kırılması 

 

2.2.4.1. AĢı-antikor kompleksi oluĢumu 

 

TÜBĠTAK-MAM-GMBE‟de daha önceki projeler kapsamında HBsAg‟ye 

özgül monoklonal antikor ile ticari HBV aĢısı farklı oranlarda (1:1, 1:5, 1:10, 5:1) 

PBS içerisinde bir araya getirildi. 37 °C‟de çalkalayıcı inkübatörde inkübe 

edildikten sonra bir gece oda sıcaklığında inkübe edilerek monoklonal antikor-aĢı 

komplesi hazırlandı. 

 

2.2.4.2. ELISA yöntemiyle aĢı-antikor immün kompleks oluĢumunun 

kontrolü  

 

ELISA plaka kuyuları 20 ng/kuyu HBsAg-Ad ve 20 ng/kuyu HBsAg-Ay ile 

kaplanarak +4 °C‟de gece boyu inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda kuyular 

yıkama solüsyonu (PBS + % 0,5 Tween 20) ile 3 kez yıkandıktan sonra % 10 süt 

tozu ile bloklandı. Yıkama iĢleminden sonra aĢı-antikor oranı sırasıyla 10:1, 5:1, 

2.5:1, 1:1, 0:1 ve 1:0 olarak hazırlanmıĢ immün kompleksler kuyulara eklenerek 

plaka 37 °C‟de 1 saat inkübe edildi ve daha sonra kuyular tekrar yıkandı. Her 

kuyuya 100 µl alkalin fosfataz iĢaretli polivalen eklenerek 37 °C‟de 1 saat inkübe 

edildi. Ġnkübasyon sonrasında kuyular 4-5 kez yıkanarak her kuyuya 100 µl pNPP 

(nitro fenil fosfat) ilave edildi ve ELISA plaka okuyucuda 405 nm„de 60. dk 

absorbans değerleri ölçüldü. 

 

2.2.4.3. AĢı-antikor kompleksi immünizasyonları  

 

Yapılan ilk çalıĢmada, altı-sekiz haftalık iki adet diĢi ve iki adet erkek 

fareden oluĢan HBV-tg ve Hibrit fare grupları, farklı deriĢimlerde aĢı-antikor 

kompleksleri (1:1, 1:5, 1:10), sadece monoklonal antikor (1 µg, 5 µg, 10 µg) ve 
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ticari aĢı (1 µg) olmak üzere farklı Ģekilde iki hafta aralıklarla üçer kez 

intraperitonel olarak immünize edildi. Ġkinci çalıĢmada ise aynı sayıdaki HBV-tg 

ve hibrit fareler sadece 1:5 aĢı-antikor kompleksi, 5 µg monoklonal antikor ve 1 

µg ticari aĢı ile üçerkez immünize edildi. 

Üçüncü çalıĢmada diğer çalıĢmalardaki gibi aynı sayı ve yaĢ aralığında 

HBV-tg fareler kullanılmıĢtır. Gruplar; 5:1 oranında aĢı-antikor kompleksi, 5 µg 

ticari aĢı, 1 µg monoklonal antikor, adjuvant (50 µl), aĢı-adjuvan kompleksi, ticari 

HBsAg ve ticari HBsAg-monoklonal antikor kompleksleri ile 15 gün arayla 

intraperitonel olarak immünize edildi. Adjuvant kullanılarak yapılan 

immünizasyonların ilkinde FCA kullanılırken, ikinci ve üçüncü immünizasyonlar 

IFA kullanılarak yapıldı. 

 

2.2.5. Plazma eldesi  

 

Farelerde oluĢan antikor yanıt veya antijen seviyesindeki azalmanın tespiti 

için fare kuyruklarından 20 µl kan alınarak 20 µl sodyum sitrat içeren tüpe 

konuldu. 3000×g‟de 5 dakika santrifüj edilerek plazma elde edildi. Plazma 

yapılacak çalıĢmalar için -20 °C‟de saklandı.  

 

2.2.6. ELISA Yöntemiyle Antikor Yanıtının Tespiti 

 

ELISA plaka kuyuları 20 ng/kuyu HBsAg-Ad ve 20 ng/kuyu HBsAg-Ay ile 

kaplanarak +4 °C‟de gece boyu inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda kuyular 

yıkama solüsyonu (PBS + % 0,5 Tween 20) ile 3 kez yıkanarak % 1 veya % 10 

süt tozu ile bloklama için 1 saat 37 °C‟de inkübe edildi. Bu süre sonunda farklı 

seyreltmelerde fare serumu kuyulara ilave edilerek plaka 37 °C‟de 1 saat inkübe 

edildi ve ardından kuyular yıkandı. Her kuyuya 100 µl alkalin fosfataz iĢaretli 

polyvalen eklenerek 37 °C‟de 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında 4-5 kez 

yıkanarak her kuyuya 100 µl pNPP substurat eklendi ve karanlıkta, oda 

sıcaklığında 60. dk inkübe edildi. ELISA plaka okuyucuda 405 nm dalga boyunda 

kuyulardaki absorbans değeri ölçüldü.  

2.2.7. ELISA yöntemiyle plazmada antijen değiĢiminin tespiti 
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ELISA plaka kuyuları 70 ng monoklonal anti-HBsAg ve 30 ng poliklonal 

anti-HBsAg ile kaplanarak +4 °C‟de bir gece inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda 

kuyular yıkama solüsyonu ile 3 kez yıkanarak % 10 süt tozu ile bloklanmak üzere 

37 °C‟de 1 saat inkübe edildi. Bloklama sonrasında 5 µl HBV-tg plazması ile 

birlikte her kuyuya 25 µl biotin iĢaretli anti-HBsAg eklendi ve plaka 37 °C‟de 1 

saat inkübe edildi. Bir sonraki aĢamada plaka tekrar yıkama solüsyunu ile 3 kez 

yıkandı ve her kuyuya 100 µl streptaavidin iĢaretli horseradish peroksidaz 

eklenerek plaka 1 saat 37 °C‟de inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda plaka 4-5 kez 

yıkama solüsyonu ile yıkandı ve her kuyuya 100 µl TMB substurat solüsyonu 

eklendi. Plaka 5 dk karanlıkta oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra ELISA 

plaka okuyucuda 655 nm dalga boyunda kuyulardaki absorbans değeri ölçüldü.  

 

2.2.8. Dentritik hücre elde edilmesi 

 

Dentritik hücre elde etmek için 6-8 haftalık HBV-tg fareye servikal 

dislokasyon yöntemiyle ötanazi uygulandıktan sonra farenin her iki femur ve 

tibia‟sı çıkarılıp kas dokudan temizlenerek ve 2-5 dk % 70 alkol de inkübe 

edilerek dezenfeksiyon sağlandı. Femur ve tibiada bulunan kemik iliği hücreleri 

% 2 FBS içeren 2 ml PBS kullanılarak elde edildi. 0.168 M amonyum klorid 

çözeltisi ile oda sıcaklığında 6 dk inkübe edilerek kırmızı kan hücreleri ortamdan 

uzaklaĢtırıldı. Kemik iliği hücreleri 1×10
6
/ml

 
olacak Ģekilde % 10 FBS, 2 mM L-

glutamin, 1 mM sodyum pirüvat, 0.1 mM MEM non-essential amino asit, 50 U/ml 

penisilin, 50 µg/ml streptomisin, 50 µM merkapto etanol, 20 ng/ml GM-CSF ve 

100 U/ml IL-4 içeren RPMI 1640 ile 100 mm„lik petriye ekildi ve 37 ºC, % 5 CO2 

inkübatörde inkübe edildi. Üçüncü gün besiyerinin 2/3‟si alınarak yeni besiyeri 

petriye eklendi. Altıncı gün hücreler hücre kazıyıcı yardımıyla ve/veya versese 

solüsyonu ile süspense hale getirilerek akım sitometri çalıĢması için veya antijenle 

yüklemede kullanılabilir duruma getirildi. 
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2.2.9. Dentritik hücrerin akım sitometri cihazı ile analizi  

 

2.2.9.1. Dentritik hücre saflığının tespiti 

 

Elde edilen dentritik hücrelerin saflığının tespiti için, 1×10
6
 dentrik hücre 1 

μl anti-CD11c PE, anti-B220 PerCP, anti-CD11b FITC ve izotipleri ile 20 dk +4 

ºC‟de  inkübe edilerek iĢaretlendi. Ġnkübasyon süresi sonunda hücreler PBS ile 

yıkandı. Pellet 500 µl soğuk PBS ile süspanse hale getirilerek FACScan cihazıyla 

incelendi. 

 

2.2.9.2. Dentritik hücre olgunlaĢmasının tespiti 

 

Yüklü dentritik hücrelerin olgunlaĢmasının tespiti için dentritik hücrelerin 

yüzeylerinde bulunan CD40, CD80 ve CD86 reseptörlerinin ekspresyon düzeyleri 

akım sitometri cihazıyla kontrol edildi. Bu aĢamada 1×10
6
 dentritik hücre 1 μl 

anti-CD40 PE, anti-CD80 PE-Cy5, anti-CD86 FITC ve izotipleri ile 20 dk +4 ºC 

„de inkübe edilerek iĢaretlendi. Ġnkübasyon süresi sonunda PBS ile yıkanan 

hücreler 500 µl soğuk PBS ile süspanse hale getirilerek FACScan cihazıyla 

incelendi.  

 

2.2.9.3. CFSE iĢaretleme 

 

ĠĢaretleme için 10×10
6 

dentritik hücre 5 ml PBS içinde 0.5 mM CFSE ile 10 

dk 37 °C‟de inkübe edilerek iĢaretlendi. Ġnkübasyon süresi sonunda tüpe 25 ml 

PBS eklenerek buz üzerinde 5 dk inkübe edildi. Daha sonra hücreler PBS ile iki 

kez yıkandı ve akım sitomtri cihazında analiz yapıldıktan sonra Hibrit farelere 

5×10
5 

hücre/fare intraperitonel olarak verildi. Ġmmünizasyondan 24 saat sonra 

immünize edilen farenin lenf nodları ve dalağı izole edilerek akım sitometri 

cihazında FL-1 renk aralığında incelendi. 
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2.2.10. Dentritik hücrelerin morfolojik analizi 

 

Dentritik hücreler 6. günde lamel üzerine 5 ×10
5
 olacak Ģekilde ekilerek 

bir gece 37 °C‟de %5 CO2‟de inkübe edildi. Yedinci günde besiyeri kuyulardan 

uzaklaĢtırıldı ve hücreler PBS ile yıkandı. Sonra hücreler % 4‟lük paraformaldehit 

(PFA) solüsyonu ile 20 dk oda sıcaklığında fikse edildi ve 3 kez PBS ile yıkandı. 

Dehidratasyon iĢlemlerinden geçirilen (% 100 alkolden % 70 alkole azalan 

oranlarda geçiĢ yapılması) hücreler hematoksilen ile 3 dk muamele edildi. PBS ile 

yıkamanın ardından eozin ile 3 dk boyandı ve sırası ile % 70, % 80, % 90 ve  % 

100 alkollerden geçirildi. Son olarak PBS ile yıkandıktan sonra mikroskopta 

inceleme yapıldı. Boyama sonucunda hücrelerin sitoplazmaları pembe renkte, 

çekirdek ise mavi renkte gözlemlendi ve fotoğrafları çekildi. 

 

2.2.11. Dentritik hücre çalıĢmasında aĢı-antikor kompleksinin oluĢturulması 

 

2.2.11.1. Anti-HBs monoklonal antikorunun geniĢ ölçekte üretilmesi ve 

saflaĢtırılması  

 

Anti-HBsAg monoklonal antikor üreten hibrit hücre hattı daha önceki 

çalıĢmalar kapsamında TÜBĠTAK-MAM-GMBE‟de gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

çalıĢmada bu hücre hattı geniĢ ölçekte çoğaltıldı ve kültür üst sıvısında bulunan 

anti-HBsAg saflaĢtırıldı. 

Antikor saflaĢtırılmasının yapılabilmesi için ilk olarak hibrit hücreler %10 

DMEM kullanılarak 75 cm
2
 ve 150 cm

2
‟lik hücre kültür flasklarında çoğaltıldı ve 

kültür üst sıvıları biriktirildi ve daha sonra 1200×rpm‟de 5 dk santrüj edildi. 

Kültür üst sıvısına soğuk ortamda %45 oranında amonyum sülfat eklendi ve gece 

boyu + 4 °C‟ karıĢtırıldı. Ġnkübasyon süresi sonunda +4 °C‟de, 10.000 ×rpm‟de 

55 dk santrüj edildi. OluĢan pellet PBS‟de çözülerek +4 °C‟de gece boyu diyaliz 

edildi. Diyaliz sonrası antikorlar 0.45 µm‟lik filtreden geçirilerek kolona 

yüklenmeye hazır hale getirildi. 
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Antikor saflaĢtırmada protein A kolonu kullanıldı. Ġlk olarak kolon 

bağlanma tamponu ile kolon hacminin 5 katı oranında yıkandı. Daha sonra 

filtreden geçirilmiĢ antikor solüsyonu kolondan geçirildi ve 1 ml hacim olacak 

Ģekilde mikro santrifüj tüplerinde biriktirildiler. Daha sonra kolon yıkandı ve 

kolona tutunmuĢ olan antikorlar elüsyon tamponu ile kolondan çözülerek 

içerisinde 75 µl denge tamponu olan 1ml hacimli tüplere toplandı. Tüplerdeki 

absorbans değeri nano drop cihazı ile ölçüldü. 1.4 absorbans değeri 1 mg/ml 

antikor olarak hesapladı ve çalıĢmalarda kullanılmak üzere +4 °C‟de saklandı 

 

2.2.11.2. AĢı-antikor kompleksi  

 

AĢı-antikor immün kompleksi 2:1 oranında 10 µg/ml saf anti-HBsAg 

(IgG2b) monoklonal antikor ile 20 µg/ml hepatit B aĢısının (GenHevac B), 1 saat 

37 °C‟de inkübe edildikten sonra gece boyuca oda sıcaklığında inkübe edilerek 

kompleks oluĢturuldu.  

 

2.2.12. Dentritik hücreleri yüklemede kullanılacak HBV aĢı miktarının 

belirlenmesi 

 

2.2.12.1. WST-1 canlılık testi 

 

Yüklenecek dentritik hücre sayısının ve hücrelerin yükleneceği aĢı, aĢı-

antikor kompleksinin konsantrasyonunun belirlenmesi için iki farklı hücre 

konsantrasyonu ve doz konsantarsyonu ile üç farklı inkübasyon zamanı denenerek 

belirlendi. 25×10
3
 ve 50×10

3
 dentritik hücre 96 kuyulu plakaya ekildi ve 5, 24 ve 

48 saat boyunca 144 ng veya 28 ng HBsAg içeren  aĢı, aĢı-antikor veya aynı 

miktarda antikor ile yüklendi. Kontrol grubu olarak yüksüz dentritik hücreler 

kullanıldı. Pozitif kontrol olarak ise sitotoksik etkisi bilinen 10 μl hidrojen 

peroksit kullanıldı. Ġnkübasyon sürelerinin sonunda her kuyuya 10 μl WST-1 

solüsyonu eklenerek 2 saat sonra kuyularda oluĢan absorbans değeri 450 nm 

ölçüm dalga boyu ve 655 nm referans dalga boyunda ölçüldü.  
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2.2.12.2. BrdU bağlanma testi 

 

Hücre çoğalmasının tespiti için BrdU bağlanma yöntemi kullanıldı. WST-1 

testinde kullanılan hücre ve aĢı, aĢı-antikor veya antikor konsantrasyonları 

kullanılarak BrdU testi yapıldı. Hücrelerin 24 saat ve 48 saat inkübasyonu 

sonunda her kuyuya 1:1000 oranında seyreltilmiĢ 10 μl BrdU eklenerek 37 
0
C‟de 

3 saat inkübe edildi. Daha sonra, hücreler 10 dk 1200×rpm‟de santrifüj edilerek 

süpernatant ortamdan uzaklaĢtırıldı ve plaka 60 
0
C 1 saat inkübe edildi. Kuyulara 

200 μl Fix-Denat eklenerek hücreler fiske edildi. Daha sonra, her bir kuyuya 100 

μl anti-BrdU eklenip 90 dk oda sıcaklığında bekletildi ve sonra PBS ile 3 kez 

yıkandı. Yıkama iĢleminden sonra her kuyuya 100 μl substrat solüsyonu eklenerek 

20 dk reaksiyon için bekletildi ve 25 mM hidroklorik asit ile reaksiyon 

durdurularak 450 nm dalga boyundaki absorbans değerleri ölçüldü.  

 

2.2.13. Dentritik hücrelerin morfolojik analizi 

 

Dentritik hücreler 6. günde lamel üzerine 5 ×10
5
 olacak Ģekilde ekilerek bir 

gece 37 °C‟de %5 CO2‟de inkübe edildi. Yedinci günde besiyeri kuyulardan 

uzaklaĢtırıldı ve hücreler PBS ile yıkandı. Sonra hücreler % 4‟lük paraformaldehit 

(PFA) solüsyonu ile 20 dk oda sıcaklığında fikse edildi ve 3 kez PBS ile yıkandı. 

Dehidratasyon iĢlemlerinden geçirilen (% 100 alkolden % 70 alkole azalan 

oranlarda geçiĢ yapılması) hücreler hematoksilen ile 3 dk muamele edildi. PBS ile 

yıkamanın ardından eozin ile 3 dk boyandı ve sırası ile % 70, % 80, % 90 ve  % 

100 alkollerden geçirildi. Son olarak PBS ile yıkandıktan sonra mikroskopta 

inceleme yapıldı. Boyama sonucunda hücrelerin sitoplazmaları pembe renkte, 

çekirdek ise mavi renkte gözlemlendi ve fotoğrafları çekildi. 
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2.2.14. Dentritik hücrelerin immünizasyonu 

 

Dentritik hücrelerin immünizasyonu beĢ farklı grupta ve her grupta dört adet 

HBV-tg fare olmak üzere gerçekleĢtirilmiĢtir. Gruplar sırasıyla aĢağıda 

belirtilmektedir;  

1.  Grup: Kontrol grubu, dentritik hücre immünize edilmeyen HBV-tg fareler.  

2. Grup: AĢı grubu,  5µg aĢı ile yüklü dentritik hücre immünizasyonu yapılan 

HBV-tg fareler. 

3. Grup: AĢı-antikor grubu, 5µg aĢı-antikor kompleksi ile yüklü dentritik hücre 

immünizasyonu yapılan HBV-tg fareler.  

4. Grup: Antikor grubu,  5µg antikor ile yüklü dentritik hücre immünizasyonu 

yapılan HBV-tg fareler. 

5. Grup: DCØ, yüklenmemiĢ dentritik hücre immünizasyonu yapılan HBV-tg 

fareler. 

Kemik iliği hücrelerinin dentritik hücrelere farklılaĢmasının 6. gününde 

hücreler süspanse hale getirilerek 1.5×10
6 

hücre/kuyu olacak Ģekilde 6 kuyulu 

plaka kuyularına ekildi. Yedinci gün hücreler yukarıda belirtilen gruplarına uygun 

olarak 5 µg aĢı, aĢı-antikor kompleksi veya antikor ile yüklendi. Ayrıca ek olarak 

her kuyuya 1 µl CpG, 100 ng/ml LPS eklenerek 5 saat 37 ºC, % 5 CO2 

inkübatörde inkübe edildi. Ġnkübasyon süresi sonunda kuyulardaki dentritik 

hücreler süspanse hale getirilerek Thoma lamında sayıldı ve 5×10
5
 hücre/fare 

olacak Ģekilde immünizasyonlar yapıldı. Ġmmünizayonlar bir hafta arayla iki kez 

intraperitonal olarak yapıldı.  

Ġkinci immünizayondan sonra birinci, ikinci ve üçüncü hafta farelerin 

kuyruk kanından elde edilen plazmada oluĢan antikor yanıt incelendi. Ek olarak, 

ikinci immünizasyondan üç hafta sonra farelere servikal dislokasyon ile ötanazi 

uygulanarak karaciğer ve dalakları izole edildi.  Elde edilen dalak hücreleri  

ELISPOT çalıĢmasında, karaciğer dokuları ise RT-qPZR çalıĢmasında kullanıldı. 
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2.2.14. Karaciğer dokularından RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

 

Karaciğer dokularından total RNA izolasyonu Trizol kullanılarak yapıldı. 

RNA izolasyonu esnasında sağlayıcı firmanın (Invitogen) önerdiği protokol takip 

edildi. Ağırlıları 10 mg‟dan küçük olan dokular sıvı azot içinde porselen 

havanlarda toz haline gelinceye kadar öğütüldükten sonra 1 ml Trizol ile 

homojenize edildi. Homojenat 5 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra 4 
o
C‟de 

12000 ×g‟de 15 dakika boyunca santrifüj edildi. Üst sıvı temiz bir tüpe aktarıldı 

ve üzerine 200 µl kloroform eklendi. Homojenat-kloroform karıĢımı 3 dk oda 

sıcaklığında inkübe edildikten sonra 4 
o
C‟de 12000 ×g‟de 15 dk boyunca santrifüj 

edildi. RNA içeren üst faz bir tüpe alındı ve 0.5 ml 2-isopropanol eklendi. Daha 

sonra örnekler 4
o
C‟de 12000 ×g‟de 10 dk boyunca santrifüj edildi. Üstte bulunan 

tüm sıvı pipetle uzaklaĢtırıldı. Tüpün dibinde kalan pelet 1 ml % 75‟lik etanol 

yıkandıktan sonra 4 
o
C‟de 7500 ×g‟de 5 dk boyunca santrifüj edildi. Pelet 

vakumlu kurutucuda tam olarak kurutulduktan sonra 50 µl dietilpayrokarbonat 

(DEPC)-H2O içinde çözüldü. RNA örneklerinin konsantrasyonu, saflığı ve kalitesi 

NanoDrop ND1000 spektrofotometre ve agaroz jelde yürütülerek tespit edildi. 

Her örnekten 1 µg RNA kullanılarak cDNA sentezi gerçekleĢtirildi. Bunun için 

“Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit” ve önerilen protokol kullanıldı. 

Kısaca, total RNA örneği ve 2 µl random hekzomerler varlığında 60 
o
C‟de 10 dk 

inkübe edildi. Daha sonra 4 µl RT enzim reaksiyon solüsyonu, 1.1 µl RT enzim, 

0.5 µl RNaz inhibitörü, 2 µl deoksinükleotitler ve 1 µl DTT eklenerek sırasıyla 45 

o
C‟de 15 dk, 65

 o
C‟de 60 dk ve 85

 o
C‟de 5 dk inkübe edildi. Örnekler RT-

qPZR‟da kullanılmak üzere -20
 o
C‟de saklandı. 

 

2.2.15. HBV S geninin ekspresyon değiĢiminin RT-qPZR ile tespiti 

 

RT-qPZR için kullanılacak olan primerlerin nükleotid dizisi belirlenmesinde 

programı (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) kullanıldı. 

Dizayn edilen ve çalıĢmada kullanılan primer çiftine ait bilgiler aĢağıda 

verilmektedir. 

 

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi


 

 38 

 

 

Elde edilen cDNA örnekleri 1:10 oranında seyreltilerek RT-qPCR deneyi 

gerçekleĢtirildi. RT-qPCR çalıĢmaları Bio-Rad-iQ5 RT-qPZR cihazı ve Qiagen 

SYBR Green kiti kullanarak gerçekleĢtirildi. RT-qPZR çalıĢmasında kullanılan 

protokol ve konsantrasyonlar Çizelge 2.1‟de belirtilmektedir. 

Ayrıca standart eğri oluĢturulmasında kullanılmak üzere HBsAg geni PZR 

çoğaltıldı. Daha sonra agaroz jelde yürütüldü ve agaroz jelden temizlenerek 

saflaĢtırılarak standart eğriyi oluĢturmakta kullanılacak seri dilüsyonlar hazırlandı.  
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Çizelge 2.1. HBs geninin ekspresyon değiĢimininf tespitinde kullanılan RT-qPZR protokolü ve 

programı. a) cDNA, primerler ve SYBR Gren mikrarları, c) RT-qPZR programı 

a) 

Kimyasal Konsantrasyon Miktar (µl) 

cDNA --- 10 µl 

Forward Primer 10 pmol/ µl 1,25 µl 

Reverse Primer 10 pmol/ µl 1,25 µl 

Qiagen SYBR Green Kit --- 12,5 µl 

TOPLAM  25 µl 

 

b)  

Basamak Sıcaklık 
Süre 

Döngü 

Ġlk Denatürasyon 94ºC 5 dk. 1 

Denatürasyon 94ºC 40 sn. 40 

Bağlanma 55ºC 1 dk. 

Uzama 72ºC 1 dk. 

Erime Sıcaklığı Grafiği 

94ºC 1 dk. 1 

55ºC 1 dk. 1 

55ºC-95ºC Erime Eğrisi 

Sonlandırma 4ºC ∞ -- 

 

 

2.2.16. IFN-γ salgılanmasındaki değiĢimin ELISPOT ile tespiti 

 

Millipore marka PVDF zar kaplı ELISPOT plaka kuyuları 15 µl (% 35‟lik 

(v/v)) etanol ile inkübe edilerek kuyuların sterilizasyonu sağlandı. Kuyular üç kez 

PBS ile yıkandıktan sonra 100 µl (10 µg/ml) bağlayıcı antikor ile kaplanarak +4 

°C‟de bir gece inkübe edildi. Ġnkübasyon süresi sonunda steril su ile yıkanan 

kuyulara 150 µl besiyeri eklenerek 2 saat 37 °C de bloklanması sağlandı. 

Süspanse hale getirilen HBV-tg farelerin dalak hücreleri 125×10
3
 hücre/kuyu 

olacak Ģekilde ELISPOT plakaya ekildi. Daha sonra 25×10
3
 aĢı ile yüklü veya 

yüksüz dentritik hücre kuyulara eklenerek bir gece inkübe edildi. Ġnkübasyon 

süresi sonunda kuyular altı kez % 0.01 Tween-PBS ile yıkandı ve her kuyuya 2 
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µg/ml biotinlenmiĢ ikinci antikor eklenerek 2 saat inkübe edildi. Kuyulara tekrar 

yıkama solüsyonu ile yıkandıktan sonra 1:1000 dilüsyonda hazırlanan 

strepteavidin alkalin fosfataz solüsyonu eklenerek 45 dk oda sıcaklığında inkübe 

edildi. Son olarak kuyular yıkama solüsyonu ve PBS ile yıkandıktan sonra her 

kuyuya 100 µl substrat BCIP/NBT (Nitro mavi tertatolizum klorid/ 5-bromo-4-

kloro-3'-indokfosfat p-tlodin tuzu) eklendi ve 5 dk karanlıkta inkübe edildi. 

Kuyular noktalar oluĢmaya baĢladıktan sonra su ile yıkandı. Plaka karanlıkta gece 

boyu bırakıldıktan sonra oluĢan noktalar Aid marka ELISPOT okuyucu cihazda 

sayıldı. 

 

2.2.17. Ġstatistiksel analiz 

 

Deney sonuçları, Statistic Program for Social and Scince (SPSS) istatistik 

programında tek yönlü ANOVA testlerinden Tukey kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Sonuçların istatistiksel olarak anlamlı olarak kabul edildiği 

değerler p< 0.05 ve p< 0.001‟dir. 
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3. BULGULAR 

 

3.1. Yüzeyinde HBsAg Eksprese Eden Rekombinant Fajlara KarĢı Farelerde 

OluĢan Antikor Yanıtının Ġzlenmesi  

 

3.1.1. BALB/c farelerde oluĢan anti-HBsAg yanıt 

 

TÜBĠTAK-GMBE- Ġmmünügenetik Laboratuvarında 105G056 nolu 

TARAL 1007 projesi kapsamında yapılan çalıĢmalarda HBsAg, M13 fajın P3 

proteini üzerinde faj gösterim tekniği uygulanarak gösterildi. Elde edilen 

rekombinant faj (rfaj)‟ın HBsAg‟ye karĢı antikor yanıt oluĢturma etkisini 

araĢtırmak için ilk olarak BALB/c fareler 1×10
9
, 1×10

10
, 1×10

11
, 1×10

12
 rfaj 

partikülü ile üç hafta ara ile üç kez intraperitonel olarak immünize edildi. Kontrol 

grubu olarak yaban faj kullanıldı. Farelerde oluĢan anti-HBsAg yanıt üçüncü 

immünizasyondan bir hafta sonra ELISA yöntemiyle incelendiğinde, rfaj ve yaban 

faj partikül sayısının artmasıyla anti-HBsAg yanıtın doğru orantılı olarak arttığı 

tespit edildi (ġekil 3.1). Ancak yaban fajın nonspesifik antikor yanıtı tetiklediği ve 

rfaj gruplarına göre daha etkin poliklonal antikor yanıt oluĢmasına neden olduğu 

görüldü (ġekil 3.1). 10
12

 faj partikülü ile immünize edilen fareler ikinci ve üçüncü 

immünizasyonlardan sora öldüğü için değerlendirmeye alınmamıĢtır. 
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ġekil 3.1.  rFaj ve yaban faj ile immünize edilen BALB/c farelerde üçüncü immünizasyondan bir 

hafta sonra oluĢan anti-HBsAg yanıt 

 

3.1.2. Anti-M13 monoklonal antikor üretimi, saflaĢtırılması ve alt tipinin 

tayini  

rFaj yüzeyindeki HBsAg‟ye karĢı oluĢan özgül antikor yanıtı artırmak ve 

M13 faj (Yaban faj)‟ın neden olduğu nonspesifik antikor yanıtını azaltmak için 

M13 faj karĢı özgül monoklonal antikor geliĢtirme çalıĢmaları gerĢekleĢtirildi. 

M13 faja karĢı monoklonal antikor elde etme çalıĢmalarında hibridoma teknolojisi 

kullanıldı. Bu kapsamda bu kapsamda 4 adet BALB/c fareye 10
11

 M13 faj 

immünizasyonu yapıldı ve en yüksek anti-M13 titresine sahip fare füzyona alındı. 

Füzyonda PEG 4000 varlığında myeloma hücreleri ile fare dalak ve lenf 

nodlarından elde edilen lenfositler 1:5 oranında birleĢtirildi. Füzyon çalıĢmaları 

sonucunda 690 tane hibrit hücre elde edildi. ELISA testi ile antikor üreten hibrit 

hücrelerini belirleme çalıĢmalarında ise, bu hücrelerden 48 tanesinin anti-M13 

aktivitesi olduğu ancak sadece 1 tanesinin M13 faja özgül antikor ürettiği tespit 

edildi (Çizelge 3.1, ġekil 3.2). 
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Çizelge 3.1. Füzyon Tablosu 

 

 

Füzyon 

Dalak 

Lenf 

Füzyonu 

Lenfosit Hücre Sayısı 900x 10
6
 

Myeloma Hücre Sayısı  130 X 10
6
 

Füzyondaki Toplam Kuyu Sayısı 1152 

Hibrit Hücre Sayısı 690 

Antikor Aktivitesi içeren hibrit hücre sayısı 48 

M13 faja özgül antikor üreten hibrit hücre sayısı 1  

(5G12) 

 

5G12 (5. Plaka G sırası 12. Kuyu) Monoklonal antikorunun diğer antijenlere 

(HBsAg, HBeAg, HBcAg), M13, insan serumuna, BSA ve süt tozu) karĢı olan 

çapraz reaksiyon testleri ve antikorun alt tipinin tespiti ELISA yöntemiyle 

belirlendi (ġekil 3.2, ġekil 3.3). 

 

 

ġekil 3.2. 5G12 Monoklonal antikorun diğer antijenlere karĢı özgüllüğünün tespiti için yapılan 

çapraz reaksiyon testi sonuçları 
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ġekil 3.3. 5G12 Monoklonal antikorun tipinin ELISA ile belirlenmesi 

 

3.1.3. Faj-antikor kompleksi oluĢturma çalıĢmaları 

 

5G12 Monoklonal antikoru hücre kültür flasklarında serumsuz ortamda 

geniĢ ölçekte üretildi, amonyum sülfat ile çöktürüldü ve diyaliz ile tek bir 

aĢamada saflaĢtırıldı. Farklı miktarlarda (5µg, 10 µg, 20 µg) anti-M13 

monoklonal antikor ile rfaj (1×10
10 

/fare) 37°C‟de 1 saat, oda sıcaklığında gece 

boyu inkübe edilerek faj-antikor kompleksi oluĢturuldu. OluĢan bu kompleksin 

dıĢında kontrol grubu olarak M13 faj, rfaj, ticari HBV aĢısı (2 µg) ve monoklonal 

antikor (20 µg, 5G12) kullanılarak BALB/c fareler üç kez intraperitonel olarak 

immünize edildi. Faj-antikor kompleksleri ile immünize edilen fare gruplarında  

ikinci ve üçüncü immünizasyonlarda sadece rfaj kullanıldı. 

Üçüncü immünizasyondan bir hafta sonra kuyrukdan alınan kandan elde 

edilen plazma ile farelerde oluĢan anti-HBsAg yanıt ELISA testi ile 

karĢılaĢtırıldığında gruplar arasında oluĢan antikor yanıt açısından anlamlı bir 

farklılık tespit edilemedi (ġekil 3.4).       
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ġekil 3.4. rFaj-antikor komleksi, rfaj, antikor (MAb), ticari aĢı ve yaban faj (M13) ile yapılan 

çalıĢmada üçüncü immünizasyon sonrası elde edilen antikor yanıt sonuçları 

 

3.1.4. BALB/cj farelerde oluĢan anti-HBsAg yanıt 

 

BALB/cj fareler 1×10
10

, 1×10
11

, 1×10
12

 rfaj ve kontrol grubu olarak aynı 

sayıda yaban faj (M13) ile üç kez intraperitonel olarak immünize edildi. Üçüncü 

immünizasyondan bir hafta sonra farelerde oluĢan anti-HBsAg yanıt 

karĢılaĢtırıldığında 1×10
10

, 1×10
11

 rfaj ve yaban faj ile immünize edilen BALB/cj 

fare grupları arasında antikor yanıt oluĢturma etkilerinde fark tespit edilmedi 

(ġekil 3.5). Fakat 1×10
12

 faj partikülü immünizasyonları karĢılaĢtırıldığında rfaj 

ile immünize edilen BALB/cj farelerde, yaban faj ile immünize edilenlere göre 

yaklaĢık % 30 oranında daha fazla antikor yanıt oluĢtuğu tespit edildi. 
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ġekil 3.5. BALB/cj farelerde rfaj ve yaban faj immünizasyonları sonucunda üçüncü immünizasyon  

sonrası oluĢan immün yanıt. Anlamlılık * p<0.05 

 

3.1.5. HBV transgenik (HBV-tg) fareler ve hibrit farelerde oluĢan anti-

HBsAg yanıt 

 

rFajın antikor yanıt oluĢturma etkisi HBV-tg ve hibrit fareler üzerinde 

denendi. Bu çalıĢmada rekombinant fajların antikor yanıtı üzerine etkisi ticari 

kullanımdaki alüminyum adjuvantlar ve Freund‟s adjuvanlar ile karĢılaĢtırıldı. Bu 

amaçla 1×10
12

 rfaj ve yaban faj partikülü, 2 µg HBsAg içeren ticari HBV aĢısı ve 

Freund‟s adjuvanları ile bir araya getirilmiĢ 2 µg ticari HBsAg (insan 

plazmasından saflaĢtırılmıĢ) ile HBV-tg ve hibrit fareler dört kez intraperitonel 

olarak immünize edildi.  

Üçüncü immünizasyondan sonra fare plazmalarında oluĢan antikor yanıt 

incelendiğinde, rfaj‟ın HBV-tg ve hibrit farelerde yaban faja göre daha etkin anti-

HBsAg yanıtını tetiklediği tespit edildi (ġekil 3.6). Freund‟s adjuvanıyla birlikte 

ticari antijen ile immünize edilen farelerde her iki fare grubunda da antikor yanıtı 

görülürken, aluminyum adjuvanı ile hazırlanmıĢ ticari aĢılarla yapılan 

immünizasyonlarda sadece hibrid grupta etki görüldü (ġekil 3.6). 

Dördüncü immünizasyondan sonra, HBV-tg ve hibrit farelerde rfajın yaban 

faja karĢı oluĢturuduğu daha etkin anti-HBsAg yanıtının devam ettiği belirlendi. 

Ticari aĢının HBV-tg farelerde antikor yanıtı uyandırmadığı, fakat Freund‟s 

adjuvan kullanılarak plazmadan saflaĢtırılan ticari antijen ile immünize edilen 
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farelerde immün toleransın kırıldığı ve HBV-tg ve hibrit farelerde benzer anti-

HBsAg yanıta neden olduğu tespit edildi (ġekil 3.7). 

 

ġekil 3.6.   rFaj, yaban faj, ticari HBV aĢı ve Freund‟s adjuvanı+HBsAg ile immünüze edilen 

HBV-tg ve hibrit farelerde üçüncü immünizasyondan bir hafta sonra oluĢan anti-

HBsAg yanıt 

 

 

ġekil 3.7. rFaj, yaban faj, ticari HBV aĢı ve Freund‟s adjuvanı+HBsAg ile immünüze edilen 

HBV-tg ve hibrit farelerde dördüncü immünizasyondan bir hafta sonra oluĢan anti-

HBsAg yanıt 
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3.2. Anti-HBsAg Monoklonal Antikorunun SaflaĢtırılması 

 

Anti-HBsAg monoklonal antikor üreten hibrit hücre TÜBĠTAK-MAM-

GMBE‟de daha önceki çalıĢmalar kapsamında elde edilmiĢtir. Yapılan bu 

çalıĢmada kullanılan anti-HBsAg monoklonal antikorunu üreten hibrit hücre 

kültür üst sıvısından 500 ml biriktirildi. Daha sonra amonyum sülfat çöktürmesi, 

diyaliz ve afinite kolon kromotografisi (Protein A) kullanılarak 2.5 mg/ml 

monoklonal antikor saflaĢtırıldı. ġekil 3.8‟de afinite kromotografisinde elde edilen 

fraksiyonların protein miktarını belirlemek için 280 nm dalga boyunda yapılan 

spektrofotometrik analiz sonuçları dikkate alınarak çizilen grafik bulunmaktadır. 

Fraksiyonlardaki anti-HBsAg monoklonal antikoru ELISA testi incelendi (ġekil 

3.8) ve antikorun saflaĢtırıldığı tespit edildi.  
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ġekil 3.8. Anti-HBsAg monoklonal antikorun afinite kromatografi ile saflaĢtırılması ve antikor 

içeren fraksiyonların belirlenmesi 

 

3.3. Ticari AĢı-anti-HBsAg Monoklonal Antikor Kompleksi ile BALB/c 

Farelerde Antikor Yanıtının AraĢtırılması ÇalıĢmaları 

 

3.3.1. AĢı-antikor kompleksi oluĢturulması   

Farklı oranlarda (10:1, 5:1, 2.5:1, 1:1, 0:1, 1:0 ) bir araya getirilen aĢı ve 

monoklonal antikorun oluĢturduğu aĢı-antikor komplekslerinin tespiti için ELISA 
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testi uygulandı. Bu amaçla ELISA plaka kuyuları HBsAg ile kapladı ve kuyulara 

oluĢturulan komplekslerden 5 µl eklenerek komplekslerden bulunan serbest 

antikor düzeyi araĢtırıldı.  

ġekil 3.9‟de yapılan ELISA testi sonucunda gruplardaki absorbans değeri 

gösterilmektedir. Sadece antikor içeren grup en yüksek absorbans değerini verdiği 

tespit edildi ve bu değere göre kompleks gruplarından elde edilen absorbans 

değerleri karĢılaĢtırıldığında en az azalmanın 1:1 oranında biraraya getirilmiĢ 

komplekste olduğu tespit edilirken, 10:1, 5:1 ve 2.5:1 komplekslerindeki 

azalmanın yaklaĢık olarak aynı olduğu belirlendi.  
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ġekil 3.9.  Farklı oranlarda bir araya getirilen ticari HBV aĢısı ve HBsAg‟ye özgül monoklonal     

antikor ile oluĢturulan aĢı-antikor kompleksinin birleĢim oranlarının tespiti için yapılan 

ELISA testi sonuçları 

 

3.3.2. AĢı-antikor kompleksi immünizasyonları 

 

Tez çalıĢmaları kapsamında aĢı-antikor kompleksi ile üç farklı çalıĢma 

yapıldı. Bu çalıĢmaların ilkinde 1 µg ticari HBV aĢısı, farklı oranlarda (1:1, 1:5, 

1:10) anti-HBsAg monoklonal antikoru ile bir araya getirilerek aĢı-antikor 

kompleksleri oluĢturuldu. HBV-tg ve hibrit farelere, aĢı-antikor kompleksileri, 

ticari aĢı ve 1, 5, 10 µg monoklonal antikor (MAb) intraperitonel olarak üç kez 

immünize edildi. ELISA testinin kontrol grubu olarak immünizasyon yapılmamıĢ 

fareler kullanıldı. Üçüncü immünizasyondan bir hafta sonra fare plazmalarında 
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oluĢan anti-HBsAg miktarı ve plazmadaki HBsAg seviyesindeki değiĢim ELISA 

yöntemiyle araĢtırıldı. Elde edilen sonuçlarda her iki fare türünde deney 

gruplarında oluĢan anti-HBsAg yanıt kontrol grupları ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel anlamlı fark tespit edilemedi (ġekil 3.10). Ayrıca HBV-tg fare 

plazmasındaki HBsAg miktarında da bir azalma tespit edilemedi (ġekil 3.11). 
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ġekil 3.10.  HBV-tg ve hibrit farelerin üç farklı oranda (1:1, 1:5, 1:10) bir araya getirilmiĢ aĢı-   

antikor kompleksi, aĢı, ve 1µg, 5µg, 10µg antikorlar ile üç kez immününize edildikten 

sonra oluĢan antikor yanıt 
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ġekil 3.11. HBV-tg farelerin üç farklı oranda (1:1, 1:5, 1:10) bir araya getirilmiĢ aĢı-antikor 

kompleksi, aĢı, veya 1 µg, 5 µg, 10 µg antikorlar ile üç kez immününize edildikten 

sonra fare plazmasında HBsAg değiĢimi 
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Yapılan ikinci çalıĢmada, ilk çalıĢmada kullanılan 1:5 aĢı-antikor grubu 

seçilerek, deney her iki fare türünde de tekrarlandı. Gruplar sırasıyla kontrol, aĢı, 

aĢı-antikor ve antikordan oluĢturuldu. Üçüncü immünizasyondan bir hafta sonra 

gruplarda oluĢan anti-HBsAg yanıt ve HBV-tg plazmasındaki HBsAg değiĢimi 

ELISA testi ile belirlendi. Elde edilen sonuçlar ilk yapılan çalıĢma ile paralel 

olarak deney grupları arasında anlamlı anti-HBsAg artıĢı (ġekil 3.12) ve HBsAg 

azalıĢı tespit edilemedi (ġekil 3.13). 

 

ġekil 3.12. HBV-tg ve hibrit farelerin 1:5 oranında bir araya getirilmiĢ aĢı-antikor kompleksi, aĢı   

                    ve antikor ile üç kez immününize edildikten sonra oluĢan antikor yanıt 
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ġekil 3.13. HBV-tg farelerin 1:5 oranında bir araya getirilmiĢ aĢı-antikor kompleksi, aĢı, ve 

antikor ile üç kez immününize edildikten sonra fare plazmasında HBsAg değiĢimi 
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 Terapötik amaçlı yapılan aĢı-antikor kompleksi immünizasyonlarının 

sonuncusunda çalıĢmada kullanılan aĢı miktarı beĢ kat artırıldı ve aĢı-antikor 

kompleksindeki oran 5:1 oranında değiĢtirildi. Daha önceki çalıĢmada kullanılan 

kontrolgruplarına ek olarak Freund‟s adjuvanı (ilk immünizasyonlar CFA, ikinci 

ve üçüncü immünizasyonlar IFA ile yapıldı) ile hazırlanmıĢ aĢı, aĢı-antikor, 

antikor ve ticari HBs antijeni grupları eklendi. Üçüncü immünizasyondan bir hafta 

sonra elde edilen sonuçlarda anti-HBsAg yanıt sadece ticari antijen ve ticari 

antijen-antikor kompleksinde elde edildi. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

ticari antijen-antikor kompleksinde 8.3 kat daha fazla antikor yanıt oluĢtu. Ticari 

antijen ile immünize edilen grupta ise bu oran 7.8 olarak tespit edildi (ġekil 3.14). 

Ancak tüm grupların plazmasındaki HBsAg düzeyinde herhangi bir azalma tespit 

edilmedi (ġekil 3.15). 

Üçüncü immünizasyon bir ay sonra, ticari antijen gruplarında antikor 

seviyesinin devam ettiği tespit edildi (ġekil 3.16). Ancak HBsAg miktarında bir 

değiĢim gözlenmedi (ġekil 3.17). 

 

ġekil 3.14. HBV-tg fareler 5:1 oranında bir araya getirilmiĢ aĢı-antikor kompleksi, aĢı, antikor 

(MAb) ve Freund‟s adjuvan (CFA) kompleks halde üç kez immünize edildi. Ayrıca 

HBV-tg fareler sadece adjuvan ya da adjuvan ile kompleks ticari HBsAg veya sadece 

ticari antijen-antikor ve adjuvan kompleksi ile immünize edildi ve üçüncü 

immünizasyondan bir hafta sonra oluĢan anti-HBsAg yanıt ölçüldü. Anlamlılık değeri 
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ġekil 3.15. HBV-tg fareler 5:1 oranında bir araya getirilmiĢ aĢı-antikor kompleksi, aĢı, antikor 

(MAb), Freund‟s adjuvan (CFA) kompleks halde üç kez immünize edildi. Ayrıca 

HBV-tg fareler sadece adjuvan ya da adjuvan ile kompleks ticari HBsAg veya sadece 

ticari antijen-antikor ve adjuvan kompleksi ile immünize edildi. Üçüncü 

immünizasyondan bir hafta sonra oluĢan plazmada HBsAg değiĢimi ELISA‟da 

ölçüldü 

 

 

ġekil 3.16. Üçüncü terapötik immünizasyon çalıĢmasında, üçüncü immünizasyondan bir ay sonra 

ticari antijen kullanılan gruplar ve diğer kontrol gruplarındaki antikor yanıt. 

Anlamlılık değeri **p<0.001 
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ġekil 3.17. Üçüncü terapötik immünizasyon çalıĢmasında, üçüncü immünizasyondan bir ay sonra 

ticari antijen kullanılan gruplar ve diğer kontrol grupların plazmasındaki HBsAg 

değiĢimi 

 

3.4. Dentritik Hücre AĢı ÇalıĢmaları 

 

3.4.1.  Kemik iliği hücrelerinin dentritik hücrelere farklılaĢtırılması 

 

 HBV-tg farelerin kemik iliği hücreleri femur ve tibia‟dan elde edildikten 

sonra GM-CSF ve IL-4 içeren besiyeri ile altı gün 37°C‟de ve % 5 CO2 inkübe 

edildikten sonra petriden pipetleme ve versene solüsyonu kullanılarak süspanse 

hale getirildi. DC farklılaĢma reseptörleri (CD11b
+
 CD11c

+
 B220

-
) akım sitometri 

cihazında incelendiğinde canlı hücrelerin yaklaĢık % 95 oranında mDC‟ye 

faklılaĢtığı tespit edildi. Tüm hücrelerin ise % 70‟den fazlasının mDC‟ye 

farklılaĢtığı belirlendi. pDC oranı ise canlı hücrelerin % 2‟sini, tüm hücrelerin ise  

% 1‟ni oluĢturmaktadır (ġekil 3.18a). CD11b, CD11c ve B220 reseptörlerinin 

ekspresyon düzeyi akım sitometri cihazında histogram diagramı olarak 

incelendiğinde CD11b ve CD11c reseptörleri izotiplerine göre farklılaĢmaktadır 

(ġekil 3.18b). 
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(a) 

 

(b) 

ġekil 3.18. HBV-tg farelerin kemik iliğinden hücreleri in vitro ortamda GM-CSF ve IL-4 ile 

inkübe edildiğinde altıncı günün sonunda kemik iliği hücreleri mDC‟ye (CD11b
+
 

CD11c
+
)  farklılaĢtığının tespiti için yapılan akım sitometri sonuçları. (a) Akım 

sitometri analizinde hücrelerin mDC‟ye farklıĢatığının dot plot olarak 

gösterilmektedir. (b) Hücre yüzeylerinde CD11b,  CD11c ve B220 farklılaĢması 

histogram plot olarak gösterilmektedir. Mor renk izotiplere ait görüntü, yeĢil renk ise 

reseptörlere özgül antikorları belirtmektedir 

 

3.4.2. Dentritik hücrelerin morfolojik analizi 

 

HBV-tg kemik iliği hücrelerinin in vitro ortamda mDC‟ye farklılaĢtığının 

morfolojik olarak tespiti için hücreler farklılaĢmanın altıncı gününde hematoksilen 

eozin ile boyanmıĢ ve hücrelerin yüzeyinden dıĢarı doğru membran uzantılarının 

varlığı gösterilerek morfolojik olarak dentritik hücrelere benzediği tespit 

edilmiĢtir (ġekil 3.19a ve ġekil 3.19b). 
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(a) 

(b) 

ġekil 3.19. HBV-tg fare kemik iliği hücrelerinin mDC‟ye farklılaĢtığının tespiti için in vitro 

koĢullardaki altıncı günde yapılan hemotoksilen eozin boyama görüntüleri. (a) 200×,    

(b) 400× 
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3.4.3. Dentritik hücrelerinin yüklenmesi için optimum aĢı miktarının  

belirlenmesi 

 

DC‟lerin yüklenmesinde kullanılacak uygun aĢı miktarının belirlenmesinde 

WST-1 ve BrdU testleri kullanıldı. 

DC‟ler iki farklı sayıda, üç farklı inkübasyon süresinde ve iki farklı 

konsantrasyonda aĢı, aĢı-antikor kompleksi ve antikor ile inkübe edilerek 

optimum doz belirlendi. 

25×10
3
 ve 50×10

3
 DC 96 plaka kuyularına ekildi ve 24 saat ve 48 saat 

boyunca 144 ng HBsAg veya 28 ng HBsAg aĢı, aĢı-antikor veya antikor ile 

yüklendikten sonra her kuyuya 10 µl WST-1 eklenerek iki saat inkübasyon süresi 

sonunda yüzde canlılık değeri hesaplandı. Yüksüz dentritik hücreler % 100 

canlılık kabul edildi. Hücreler üzerine sitotoksik etkisi bilinen 10 µl H2O2 negatif 

kontrol olarak kullanıldı. 144 ng HBsAg içeren aĢı, aĢı-antikor veya 144 ng 

antikor ile yüklenen gruplarda 24 ve 48 saat inkübasyon süresi sonunda DC‟lerin 

canlılık oranının yaklaĢık % 55 olduğu tespit edildi (ġekil 3.20). Diğer taraftan 28 

ng HBsAg içeren aĢı, aĢı-antikor veya 28 ng antikor antikor ile yüklenen 

gruplarda ise canlılığın 50×10
3
 hücrede 24 saat sonra yaklaĢık % 90, 48 saat sonra 

ise yaklaĢık olarak % 65 olduğu tespit edildi (ġekli 3.21a). 25×10
3
 hücrede ise 24 

saat inkübasyon süresi sonunda canlılığın % 70 olduğu, ancak 48 saat sonra aĢı ile 

yüklü grupta canlılık % 65 gerilerken, aĢı-antikor ile yüklü grupta canlılığın % 58 

olduğu belirlendi (ġekil 3.21b).  
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(a) 

 

(b) 

ġekil 3.20.  Ġki farklı sayıdaki dentritik hücreler 144 ng HBsAg içeren aĢı, aĢı-antikor veya 

antikor ile yüklendikten 24 ve 48 saat sonra yüzde canlılık oranları. (a) 50×10
3
 hücre, 

(b) 25×10
3
 hücre. Anlamlılık değeri **p<0.001, *p<0.05 

 

 

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Kontrol AĢı AĢı-Antikor Antikor Hidrojen

Peroksit

Gruplar

%
 C

a
n

lı
lı

k

24 saat

48 saat

*       * 

 * *    * * 

  * *     * *  * *    * * 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Kontrol AĢı AĢı-Antikor Antikor Hidrojen

Peroksit

Gruplar

%
 C

a
n

lı
lı

k

24 saat

48 saat

*        * 

 * *        * * 

  * *      * *  * *    * * 



 

 59 

 

(a) 

(b) 

ġekil 3.21.  Ġki farklı sayıdaki dentritik hücreler 28 ng HBsAg içeren aĢı, aĢı-antikor veya 28 ng 

antikor ile yüklendikten 24 ve 48 saat sonra yüzde canlılık oranları. (a) 50×10
3
 hücre, 

(b) 25×10
3
 hücre. Anlamlılık değeri**p<0.001, *p<0.05 

 

Ayrıca 50×10
3
 hücre 144 ng HBsAg içeren aĢı veya aĢı-antikor kompleksi 

ile yüklenerek 4 saat inkübe edildiğinde hücrelerdeki canlılığın sırasıyla % 77 ve 

% 74 olduğu tespit edildi (ġekil 3.22). 
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ġekil 3.22. 50×10
3
 dentritik hücre 4 saat aĢı ve aĢı-antikor kompleksi ile yüklendikten sonra hücre 

canlılıkları. Anlamlılık değeri * p<0.05 

 

Hücre çoğalmasının belirlenmesinde kullanılan BrdU deneyi optimum aĢı 

dozunun belirlenmesinde kullandığında gruplar arasında anlamlı bir fark tespit 

edilemedi (ġekil 3.23).  
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(a)         (b) 

  

(c)         (d) 

ġekil 3.23. Ġki farklı sayıdaki dendritik hücrenin aĢı, aĢı-antikor kompleksi ile 24 ve 48 saat 

yüklendikten sonraki hücre çoğalmasının belirlenmesi için BrdU testi sonucu. 144 ng 

HBsAg içeren aĢı, aĢı-antikor kompleksi ile yüklü gruplar (a) 50×10
3
 DC (b) 25×10

3
 

DC. 28 ng HBsAg içeren aĢı, aĢı-antikor kompleksi ile yüklü gruplar (c) 50×10
3
, (d) 

25×10
3
. Yapılan çalıĢmada 10 µl hidrojen peroksit negatif kontrol grubu olarak 

kullanıldı 

 

3.4.4. Yüklü dentritik hücrelerin olgunlaĢmasının tespiti  

 

1.5×10
6
 dentritik hücre 5 µg/3.5 ml aĢı, aĢı-antikor kompleksi ve  antikor ile 

yüklendi. Kontrol grubu olarak yüksüz dentritik hücreler kullanıldı. DC‟ler 5 saat 

inkübe edildi ve hücrelerin CD40, CD80 ve CD86 reseptörlerinin düzeylerindeki 

değiĢim incelendiğinde ekspresyon düzeylerindeki bakımından anlamlı bir fark 

bulunamadı (ġekil 3.24, Çizelge 3.2). 
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(a) LPS+CpG ile yüklü dentritik hücreler 

         

(b) LPS+CpG+AĢı ile yüklü dentritik hücreler 

        

(c) LPS+CpG+AĢı+MAb ile yüklü dentritik hücreler 

        

(d) LPS+CpG+MAb ile yüklü dentritik hücreler 

 

ġekil 3.24.  LPS+CpG, LPS+CpG+AĢı, LPS+CpG+AĢı+MAb ve LPS+CpG+MAb ile yüklü 

dentritik hücrelerin CD40, CD80 ve CD86 reseptörlerinin farklılaĢmasının akım 

sitometri sonuçları 
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Çizelge 3.2. Yüklü dentritik hücrelerde CD40, CD80 ve CD86 ekspresyon oranları 

 

   

(a) Kontrol grubu sadece LPS ve CpG ile yüklü 

 

 

(b) AĢı ile yüklü dentritik hücreler 

 

 

(c) AĢı-Antikor ile yüklü dentritik hücreler 

 

 

(d) Antikor ile yüklü dentritik hücreler 
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3.4.5. Dentritik hücre aĢısının HBV-tg farelerdeki terapötik etkisi  

 

3.4.5.1. Anti-HBsAg yanıt 

 

HBV-tg fareler aĢı, aĢı-antikor kompleksi (DC+MAb), antikor (MAb) ile 

yüklü veya yüksüz dentritik hücreler (DC) bir hafta ara ile iki kez intraperitonel 

olarak immünize edildikten sonra farelerde oluĢan anti-HBsAg yanıt ikinci 

immünizasyondan sonraki birinci, ikinci ve üçüncü haftada ELISA yöntemiyle 

incelendi. Tüm gruplarda oluĢan antikor miktarının kontrol grubuna göre daha 

fazla olduğu tespit edildi. Ancak gruplar arasında, antikor yanıt açısından 

istatistiksel olarak tek anlamlık yanıtın aĢı ile yüklü dentritik hücrelerin immünize 

edildiği grupta ilk iki hafta sonunda tespit edildi (ġekil 3.25). 

  

 

ġekil 3.25.  AĢı, aĢı-antikor (AĢı-MAb) ve antikor (MAb) ile yüklü veya yüksüz dentritik hücreler 

ile HBV-tg farelerde ikinci immünizasyondan bir, iki ve üç hafta sonra oluĢan anti-

HBsAg yanıt. Anlamlılık * p<0.05 

 

3.4.5.2. HBV-tg fare karaciğer dokusunda HBV S gen ekspresyon değiĢimi  

 

Karaciğer dokusundan trizol kullanılarak elde edilen RNA izolasyonu 

sonucu elde edilen RNA örnekleri belirli bir oranda seyretilerek konsantrayonları 

eĢit hale getirildi. Hazırlanan sulandırılmıĢ RNA örneklerinin konsantrasyonları 

*  

*  
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tekrar spektroskopik ölçüm yapılarak ve agaroz jelde yürütülerek kontrol edildi. 

ġekil 3.26‟da DC aĢı çalıĢmasının ikinci setine ait farelerin karaciğer 

dokularından elde edilen RNA‟ların jel elektroforez görüntüleri gösterilmektedir. 

 

 

ġekil 3.26.  Ġkinci set çalıĢmada elde edilen RNA örneklerinin jel ektroforez görüntüleri. 1ve 2 

kontrol; 3, DC+AĢı; 4 ve 5, DC+AĢı-MAb; 6 ve 7, DC+MAb; 8 ve 9, DC gruplarını 

temsil etmektedir 

 

SeyretilmiĢ RNA‟lardan 1 µg alınarak Roche Transcriptor High Fidelity 

cDNA Synthesis Kit kullanılarak cDNA‟ya çevrildi. Daha sonra virüsün S genine 

özgü primerler ve SYBR Green kit kullanılarak RT-qPZR çalıĢması yapıldı. 

Yapılan çalıĢmada, aĢı, aĢı-antikor kompleksi, antikor ile yüklü veya yüksüz 

dentritik hücrelerin terapötik etkisi HBV-tg farelerin karaciğer dokusunda 

sentezlenen virüse ait S genininden ekspresyon düzeyindeki değiĢim incelendi. 

Elde edilen sonuçlarda, ikinci immünizasyondan üç hafta sonra fare karaciğer 

dokusundan tüm grupların HBsAg ekspresyon düzeyleri arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık tespit edilemedi (ġekil 3.27).      
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ġekil 3.27.  Dentritik hücre aĢısı uygulanan farelerin karaciğerler dokusunda HBsAg sentezindeki     

değiĢimin tespiti için yapılan RT-qPCR çalıĢmasının sonuçları  

 

3.4.5.3. IFN-γ salgı düzeyindeki değiĢimin ELISPOT yöntemiyle tespiti 

 

Dentritik hücre immünizasyonları yapılan HBV-tg farelerin dalak 

hücrelerinin salgıladığı IFN-γ düzeyindeki değiĢim ELISPOT yöntemiyle 

araĢtırıldı. Ġkinci immünizasyondan üç hafta sonra fare dalakları izole edilerek 

süspanse hale getirildi ve IFN-γ özgül birinci antikor kaplı kuyulara ekildi. 

Kuyulara 125×10
3
 dalak hücrelerini uyarması için 25×10

3
 aĢı ile yüklenmiĢ 

dentritik hücre eklendi. Hücreler 18 saat inkübe edildikten sonra ikincil antikor ve 

daha sonra substurat eklenerek kuyularda spot oluĢması sağlandı. 

Elde edilen sonuçlarda yüksüz veya MAb ile yüklü dentritik hücreler ile 

immünizeli farelerin dalak hücrelerinde IFN-γ salgılama düzeyinde anlamlı bir 

artıĢ olurken aĢı veya aĢı-MAb ile yüklü dentritik hücreler ile immünize edilen 

farelerin dalak hücrelerinde anlamlı bir artıĢ tespit edilemedi (ġekil 3.28).  
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ġekil 3.28.  HBV-tg farelerin dalak hücrelerinde IFN-γ salgılanmasındaki değiĢim ELISPOT 

yöntemi ile araĢtırıldığında elde edilen sonuçlar. Analımlık değeri * p<0.05 

 

3.4.6. Dentritik hücrelerin ikincil lenfoid organlara göçünün tespiti 

 

Farelere intraperitonel olarak immünize edilen dentritik hücrelerin ikincil 

lenfoid organlara (lenf nodları ve dalak) göç ettiğinin tespiti için dentritik hücreler 

CFSE ile iĢaretlendi ve 5×10
5
 hücre hibrit farelere immünize edildi. 24 saat sonra 

lenfoid organlarda iĢaretli dentritik hücre araĢtırıldığına CFSE iĢaretli hücre tespit 

edilemedi (ġekil 3.29). 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

Kontrol DC+AĢı DC+AĢı+MAb DC+MAb DC

Gruplar

S
p

o
t 

S
a

y
ıs

ı/
1

0
6
 h

ü
c
r
e

               *                             *  



 

 68 

 

a)                 b) 

ġekil 3.29.   5×10
5
 dentritik hücre hibrit farelere intraperitonel olarak immünize edildikten 24 saat 

sonra fare dalak ve lenf nodlarına göçtünün tespiti için yapılan akım sitometri analizi. 

a) Süspanse haldeki CFSE iĢaretli hücrelerin arandığı bölge, b) Seçilen hücre 

topluluğundaki CFSE analizi. Siyah renk CFSE ile iĢaretli hücrelerin immünize 

edilmeden önceki CFSE düzeyi, kırmızı, yeĢil, CFSE iĢaretli hücre ile immünize 

edieln ilk hibrit farenin dalak ve lenf nodlarındaki CFSE oranı, mavi ve turkuaz rengi 

ikinci farenin dalak ve lenf nodlarındaki CFSE ile iĢaretli hücre analiz sonucunu 

yansıtmaktadır. Kahverengi çizgi CFSE iĢaretli dentritik hücre verilmeyen farenin 

dalağının analizi  
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4. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

Hepatit B enfeksiyonu dünya genelinde önemli bir sağlık sorunudur. DSÖ 

verilerine göre insanlarda ölüme neden olan ilk on hastalık arasında 

bulunmaktadır [145]. Hepatit B hastalığından korunmada en önemli etmen 

aĢılamadır. Bu kapsamda Hepatit B aĢıları 1980‟li yılların baĢından itibaren 

kullanılmaktadır [70]. Koruyucu etkinliğinin yüksek olmasına rağmen kronik 

böbrek hastalarında, immün yetmezliği olan bireylerde, obezlerde ve özellikle 

hepatit taĢıyıcılarında ticari olarak kullanılan aĢıların etkinliği düĢüktür [72, 76]. 

Tedavi amaçlı olarak ise nükleotid/nükleozid analogları ve interferonlar 

kullanılmaktadır, ancak bu yöntemin tedavi etkinliği düĢüktür ve tedaviye dirençli 

mutantların geliĢmesine yol açmaktadır [55,56]. Bu nedenle enfeksiyona karĢı 

korunmada ve tedavide daha etkin baĢka yöntemlere ihtiyaç vardır. 

Bu tez, kapsamında özellikle hepatit B taĢıyıcılarında daha etkin olabilecek 

alternatif aĢı çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmanın birinci bölümünde faj 

gösterim tekniği kullanılarak oluĢturulan rekombinant fajlar (rfaj)‟ın antikor yanıt 

oluĢturmadaki etkinliği araĢtırıldı. Tezin ikinci ve üçüncü bölümünde ise aĢı-

antikor kompleksi immünizasyonlarının ve dentritik hücre aĢısı yönteminin HBV-

tg farelerde oluĢan immün toleransın kırılması ve terapötik etkisi araĢtırıldı.  

   Tezin birinci bölümünde sadece bakterileri enfekte etme özellikleri olan 

ve yüzeylerinde eksprese edilen antijenlerinlere karĢı etkin bir antikor yanıt 

oluĢmasına neden olan M13 faj kullanıldı. rFaj, TÜBĠTAK MAM GMBE 

Ġmmünugenetik laboratuvarı tarafından TÜBĠTAK TARAL 1007 projesi (Proje 

No:105G056) kapsamında faj gösterim tekniği kullanılarak M13 fajın P3 proteini 

üzerinde HBsAg‟nin tüm a.a. dizisinin gösterilmesi ile oluĢturuldu. rFajların 

antikor yanıt oluĢturmadaki etkinliği ilk olarak BALB/c farelerde denendi. 

BALB/c farelerin farklı sayılarda rfaj ve yaban faj (M13) ile immünizasyonu 

sonucunda farelerde faj sayısının artması ile doğru orantılı olarak anti-HBsAg 

yanıtın arttığı ancak yaban fajın nonspesifik antikor yanıtı tetiklediği tespit edildi 

(ġekil 3.1). OluĢan nonspesifik antikor yanıtı azaltmak, HBsAg‟ye karĢı antikor 

yanıtı artırmak ve ayrıca faj yüzeyinde immündominant epitopların maskelenmesi 

için, rekombinant fajın anti-faj monoklonal antikorlarıyla birlikte kompleks 
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oluĢumu sağlandı. Daha sonra fareler faj-antikor kompleksi ile immünize edildi. 

Antikorlar aracılığı ile epitopların maskelenmesi uzun yıllardır kullanılmaktadır 

[146,147]. Bu yöntem özellikle kanser hücrelerinde bulunan özgül antijenlere 

karĢı monoklonal antikor geliĢtirilmesi çalıĢmalarında, kanser hücreleri ile kanser 

hücresi olmayan hücrelerin yüzey antijenlerine ait ortak epitopların 

maskelenmesinde kullanılmaktadır [147]. Yaptığımız bu çalıĢmada faja karĢı 

monoklonal antikor geliĢtirmek için hibridoma teknoloji kullanıldı. Elde edilen 

monoklonal antikor farklı konsantrasyonlarda rfaj ile bir araya getirilerek rfaj-

antikor kompleksleri oluĢturuldu. Daha sonra BALB/c fareler rfaj, rfaj-antikor 

kompleksleri, ticari aĢı, antikor ve yaban faj grupları immünize edilerek gruplar 

arasında anti-HBsAg yanıt karĢılaĢtırıldı. Elde edilen sonuçlarda yine yaban fajın 

rfaj‟a göre daha etkin antikor yanıt oluĢumuna neden olduğu tespit edildi. Daha 

önce yapılan çalıĢmalarda, M13 fajın kendi baĢına çok etkin bir Ģekilde antikor 

yanıtı oluĢturduğu Hashiguchi ve ark. [148] tarafından gösterilmiĢtir.  Bu sonuç 

yaptığımız çalıĢmada yaban faja karĢı elde edilen nonspesifik antikor yanıt ile 

paralellik göstermektedir. Meola ve ark. [81] tarafından yapılan çalıĢmalarda M13 

fajın P8 proteini üzerinde HBsAg‟nin farklı epitoplarını göstererek beĢ farklı fare 

türünde denediklerinde, farklı epitopların farklı fare türlerinde, birbirinden farklı 

anti-HBsAg yanıt oluĢturduklarını göstermiĢlerdir. Bu nedenle çalıĢmanın bir 

sonraki aĢamasında BALB/cj fareler kullanılmıĢtır. BALB/cj farelerle yapılan 

immünizasyonlar sonrası 1×10
12

 rfaj‟ın yaban faja göre daha etkin bir anti-HBsAg 

yanıt oluĢturduğu tespit edildi (ġekil 3.5). BALB/cj farelerde elde edilen umut 

verici sonuçtan sonra insanlardaki kronik hepatit B enfeksiyonuna en yakın model 

olan HBV-tg farelerde rfaj‟ın antikor yanıt oluĢturmadaki etkisi araĢtırıldı. HBV-

tg fareler ile birlikte kontrol grubu olarak hibrit fareler kullanıldı. Fareler 1×10
12

 

rfaj, 1×10
12

 yaban faj ile immünize edildi. Elde edilen sonuçları karĢılaĢtırmak 

için insanlarda etkinliği bilinen ticari HBV aĢısı ve plazmadan saflaĢtırılan 

HBsAg‟nin Freund‟s adjuvanları ile hazırlanmıĢ karıĢımı ile de fareler immünize 

edildi. Her iki fare türünde de rfaj‟ın yaban faja göre daha etkin bir immün yanıt 

oluĢturduğu tespit edildi (ġekil 3.6, ġekil 3.7). Rekombinant fajın, HBV-tg 

farelerde ticari HBV aĢısından daha etkin anti-HBsAg yanıt oluĢtururken hibrit 

farelerde yaklaĢık olarak aynı düzeyde anti-HBsAg yanıt oluĢturduğu tespit edildi. 
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Plazmadan saflaĢtırılan HBsAg‟nin Freund‟s adjuvanları ile birlikte immünize 

edildiği gruplarda ise en yüksek antikor yanıt elde edilmiĢtir.  

Bu tez kapsamında yapılan çalıĢmalarda ilk kez, HBsAg antijeninin tüm a.a 

dizisi faj üzerinde gösterilmiĢ olan fajın antikor yanıt oluĢturmadaki etkinliği 

araĢtırılmıĢtır.  Elde edilen sonuçlar, daha önce yapılan çalıĢmalara paralel olarak, 

antijene karĢı oluĢan antikor yanıtında genetik farklılığın önemli olduğunu 

göstermektedir. Yine sonuçlar hepatit B taĢıyıcılarında HBV‟ye karĢı geliĢen  

toleransın kırılmasında bağıĢıklamada güçlü adjuvanların kullanılması gerektiğini 

de göstermektedir. 

Tez kapsamında yapılan ikinci çalıĢmada ise aĢı-antikor kompleksi 

oluĢturularak HBV-tg farelerde oluĢan immün toleransın kırılması, etkin bir 

antikor yanıt ve serumdaki serbest HBsAg miktarında azalma elde edilmesi 

amaçlandı. AĢı-antikor kompleksinin etkin bir immün yanıta neden olduğu daha 

önceki çalıĢmalarda tespit edilmiĢtir [149,150]. Ayrıca antijen-antikor kompleksi 

ile yapılan çalıĢmalarda, kompleksi oluĢturan antikorun Fc kısmının antijen 

sunucu hücre yüzeyinde bulunan Fc reseptörüne bağlanarak, Fc reseptör aracılığı 

ile fagositozu sağladığı ve daha etkin bir immün yanıta neden olduğu 

bilinmektedir [105].  

Yaptığımız bu çalıĢmada ilk olarak 1 µg aĢının, farklı oranlarda (1:1, 1:5, 

1:10) anti-HBsAg monoklonal antikoru ile kompleks oluĢumu sağlandı ve HBV-

tg, hibrit fareler bu kompleks ile immünize edildi. Kontrol grupları olarak sadece 

antikor veya ticari aĢı ile immünizeli gruplar oluĢturuldu. Elde edilen sonuçlarda 

her iki fare türünde de antikor yanıt oluĢumu ve plazmadaki HBsAg miktarında 

azalıĢ tespit edilemedi (ġekil 3.10, ġekil 3.11). Kompleks oluĢturmada kullanılan 

aĢı miktarının düĢük olmasının immün yanıt oluĢmasını engellediği düĢünülerek 

bir sonraki çalıĢmada kullanılan aĢı miktarı 5 kat artırıldı. Bu amaçla farklı 

oranlarda (10:1, 5:1, 2.5:1, 1:1) bir araya getirilen aĢı-antikor kompleksindeki 

serbest antikorlar, sadece antikor içeren örnek ile karĢılaĢtırıldılar. Komplekslerde 

bulunan serbest antikorların 1:1 oranında % 25 oranında azalma tespit edilirken 

10:1, 5:1, 2.5:1 oranlarında birleĢtirilen aĢı 

antikor komplekslerde ise yaklaĢık % 60 oranında azalma tespit edildi (ġekil 3.9). 

Bu sonuçtan sonra yapılan yeni çalıĢmada 5 µg aĢı ile 1 µg monoklonal antikor ile 
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kompleks oluĢturuldu ve yine her iki fare türü immünize edildi. Ancak her iki fare 

türünde de terapötik bir etki tespit edilemedi (ġekil 3.12, ġekil 3.13). 

AĢı-antikor kompleksi ile yapılan çalıĢma 5:1 oranında oluĢturulan 

kompleks ile HBV-tg ve hibrit farelerde tekrarlandı. Bu çalıĢmada karĢılaĢtırma 

grubu olarak fareler Freund‟s adjuvanları (IFA, FCA)  ile hazırlanan plazmadan 

saflaĢtırılmıĢ HBsAg ve HBsAg-antikor kompleksi ile de immünize edildi. Elde 

edilen sonuçlar, plazmadan saflaĢtırılan HBsAg ve HBsAg-antikor kompleksinin 

etkin bir Ģekilde antikor yanıtı oluĢtururken aĢı-antikor kompleksi, aĢı veya 

monoklonal antikor ile immünize gruplarda anlamlı bir antikor yanıtın elde 

edilemediğini göstermektedir. Plazmadaki HBsAg değiĢimi araĢtırıldığında ise 

tüm gruplar arasında anlamlı bir farklılık tespit edilemedi (ġekil 3.16, ġekil 3.17). 

Elde ettiğimiz bu sonuca benzer bir sonuç Hong ve arkadaĢlarının [151] yaptığı 

çalıĢmada bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada HBsAg geni ve immunoglobilinlerin Fc 

kısmını eksprese eden lentivektörün tedavi edici özelliğini HBV-tg farelerde 

denediklerinde, plazmasında HBsAg miktarı yüksek olan HBV-tg farelerde 

antikor yanıt oluĢmasına rağmen antijen miktarında değiĢiklik olmadığı, ancak 

HBsAg‟nin düĢük olduğu transgenik farelerde tedavi sonucunda antijen 

miktarında  düĢüĢ olduğu tespit edilmiĢtir.  

AĢı-antikor kompleksi ile yapılan bu çalıĢmalarda elde edilen diğer bir 

sonuç ise ticari HBV aĢısının, (5 µg/fare) Freund‟s adjuvan ile birlikte hazırlanan 

HBsAg kompleksine göre daha az etkili olmasıdır. Bu sonuç ticari aĢıda bulunan 

alüminyum adjuvan ile Freund‟s adjuvanın, adjuvant etkilerinin farklılığından ve 

immünizasyon yönteminden kaynaklandığı düĢünülmektedir. Alüminyum 

adjuvanı ile hazırlanan ticari HBV aĢıları kas içine uygulanırken, Freund adjuvanı 

ise farelere intraperitonal olarak uygulanmaktadır.  

Bu tez kapsamında yapılan üçüncü çalıĢmada ise DC aĢısı kullanılarak 

HBV-tg farelerde oluĢan immün toleransın kırılması amaçlanmıĢtır. Klinik 

düzeyde ve hayvan modellerinde DC‟lerin kronik hepatit B olgularının 

tedavisinde kullanılması üzerine çalıĢmalar uzun yıllardır denenmektedir [138-

141,152]. Yapılan bu çalıĢmalarda kemik iliği hücrelerinden veya periferal kan 

mononükler hücrelerin in vitro ortamda DC‟ye farklılaĢtırılması ile elde edilen 

hücreler, HBsAg veya HBsAg epitopları ile yüklenerek deneklere immünize 
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edilmiĢlerdir. Elde edilen sonuçlarda genelde anti-HBsAg yanıt oluĢurken, 

özellikle HBeAg pozitif deneklerde plazmadaki serbest HBsAg düzeyinde anlamlı 

bir azalma tespit edilememiĢtir.  

Bu tez kapsamında yapılan DC aĢı çalıĢmasında DC‟leri yüklemek için 

alternatif bir yöntem olarak ticari HBV aĢısı ve aĢı-antikor kompleksi 

kullanılmıĢtır. Farelerde oluĢan terapötik yanıtın tespiti için ise fare plazmasında 

oluĢan yanıt ELISA yöntemiyle, dalak hücrelerinde IFN-γ salgılamasındaki 

değiĢim ELISPOT yöntemi ile ve HBV-tg fare karaciğerindeki S geninin 

ekspresyon değiĢimi RTq-PZR yöntemiyle araĢtırılmıĢtır.  

ÇalıĢmada DC elde etmek için HBV-tg farelerin femur ve tibia 

kemiklerinden elde edilen kemik iliği kullanıldı. Kemik iliği hücreleri in vitro 

ortamda GM-CSF ve IL-4 ile inkübe edildi ve inkübasyonun 6.  gününde hücreler 

akım sitometri ile kontrol edilerek DC‟lere faklılaĢtıkları tespit edildi. Daha sonra 

DC‟leri ticari HBV aĢısı ile yüklemek üzere uygun dozun belirlenmesi için WST-

1 ve BrdU testleri uygulandı. WST-1 ve BrdU testlerinde iki farklı aĢı miktarı (3,6 

µl aĢı içerisinde 144 ng HBsAg ve 0.7 µl aĢı içerisinde 28 ng HBsAg), iki farklı 

hücre sayısı (50×10
3
, 25×10

3
) ve iki farklı inkübasyon süresi (24 saat, 48 saat) 

denendi. Elde edilen sonuçlarda 0.7 µl aĢı ile yüklü 50×10
3
 sayıdaki hücrelerde 24 

saat sonra canlılığının yaklaĢık % 90 olmasına rağmen DC‟leri etkin bir Ģekilde 

yüklemek için gerekli antijen miktarı olmayacağı düĢünüldü. Ancak 3.6 µl aĢı 

50×10
3
 sayıdaki hücrelerde canlılığın 24 saat sonunda yaklaĢık % 55-60 

olmasından dolayı inkübasyon süresi olarak 5 saat denendi ve hücre canlılığının 

% 77 olduğu tespit edildi (ġekil 3.20, ġekil 3.21, ġekil 3.2). BrdU deneyinde ise 

hücre çoğalmasında gruplar arasında bir fark tespit edilemedi. Kontrol grubu ile 

sitotoktsik etkisi % 90‟ın üzerinde olan hidrojen peroksitin aynı OD değerini 

vermesinin nedeni olarak DC‟lerin kemik iliği hücrelerinden farklılaĢtığı ancak 

bölünerek çoğalmadıklarından kaynakladığı düĢünülmektedir. 

WST-1 ve BrdU testleri 96 kuyu plakada gerçekleĢtirildi. DC‟ler 6 kuyulu 

steril plaklarda ekilerek aĢı, aĢı-antikor kompleksi ve antikor ile yüklendi. Bu 

nedenle 6 kuyulu plakanın kuyularına ekilecek hücre sayısı hesaplanırken kuyu 

taban alanı (8.960 cm
2
), 96 kuyulu plakadaki kuyunun taban alanı (0.335 cm

2
) ile 

orantılandı ve 6 kuyulu plakadaki her bir kuyuya 1.35×10
6 

hücre ekilmesi 
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gerektiği hesapladı. Hücre sayısı 1.5×10
6
 olarak belirlenerek hücre baĢına düĢen 

aĢı miktarının azaltılması ile daha az sitotoksititeye sahip olabileceği düĢünüldü. 

Sonuç olarak 1.5×10
6
 DC 5 µg/3.5 ml konsantrasyonda aĢı, aĢı-antikor kompleksi, 

antikor ile yüklü veya yüksüz olarak 5 saat % 5 CO2, 37 °C‟de inkübe edildi. 

Ġnkübasyon süresi sonunda süspanse edilerek 5×10
5
 DC farelere intraperitonel 

olarak immünize edildi. Ġmmünizasyon birer hafta arayla iki kez tekrarlandı. 

Ġkinci immünizasyondan sonra birer hafta arayla fare plazmasındaki anti-HBsAg 

değiĢimi üç hafta süresince izlendi. Kontrol grubuna göre anlamlı anti-HBsAg 

yanıt sadece aĢı ile yüklü DC‟lerin birinci ve ikinci hafta sonunda tespit edilmiĢ 

olsa da gruplar kendi aralarında karĢılaĢtırıldığında anlamlı bir farkı bulunamadı 

(ġekil 3.24). LPS ile uyarılmıĢ ancak yüksüz DC grubunda elden antikor yanıt 

oluĢmasına benzer sonuç Farag ve ark. [153] tarafından yapılan çalıĢmada da 

gösterilmiĢtir.  

Ġkinci immünizasyondan üç hafta sonra gruplar arasındaki IFN-γ sentezi 

ELISPOT yöntemi ile karĢılaĢtırıldığında DC+MAb ve yüksüz DC ile immünizeli 

gruplarda kontrol grubuna göre anlımlı bir yanıt tespit edildi (ġekil 3.27). Fakat 

gruplar arasında anlamlı bir fark elde edilemedi. Karaciğer dokusundaki HBsAg 

mRNA ekspresyonu RTq-PZR incelendiğinde gruplar arasında anlamlı bir fark 

elde edilemedi (ġekil 3.26). Flow sitometri ile yapılan analizlerde de DC‟lerin 

olgunlaĢma reseptörlerinin (CD40, CD80, CD86) ekspresyon düzeyleri arasında 

bir fark tespit edilememiĢtir. Dendritik hücrelerle yapılan çalıĢmalarda gruplar 

arasında IFN-γ, mRNA ve antikor düzeylerinde bir farklılık elde edilememesi bu 

sonuçlarla paralellik göstermektedir.  

Alüminyum hidroksit adjuvanın bu üç reseptör üzerine etkininin olmadığı 

daha önce Sun ve ark. [91] yaptığı çalıĢmada da gösterilmiĢtir. Ancak alüminyum 

adjuvanların antijenlerin DC tarafından daha etkin bir Ģekilde alınmasını sağladığı 

farklı çalıĢmalarda belirtilmektedir [93, 94]. Flach ve ark. [94] yaptığı çalıĢmada 

sezyum alüminyum adjuvanı (CsAl) kullanarak ovalbimün‟e karĢı etkin antikor 

yanıtın oluĢtuğunu göstermiĢlerdir. Kullandıkları adjuvan farkılılığı ile birlikte 

DC‟leri yükleme yöntemide bu tez kapsamında yapılan çalıĢmada uygulanan 

yöntemden farklıdır. Flach ve ark. ilk olarak CsAl ile iki saat DC‟leri inkübe edip 

daha sonra 10×10
6
 DC‟yi 100 µg OVA ile birlikte intravenöz olarak C57BL/6 
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farelere immünize ederek OVA‟ya karĢı antikor yanıt oluĢumu sağlanmıĢtır. 

Akbar ve ark. [154] yaptıkları çalıĢmada ise HBV aĢısının koruyucu antikor yanıt 

oluĢturmadığı bireylerde koruyucu düzeyde antikor yanıt oluĢturmak için DC aĢısı 

kullanılmıĢtır. Yaptıkları çalıĢmada, bireylerin periferal kanlarından mononüklear 

hücreleri izole ettikten sonra in vitro ortamda bu hücrelerden DC elde etmiĢ ve 

ticari HBV aĢısı ile yükleyerek bireylere tekrar enjekte etmiĢlerdir. Yapılan 

çalıĢmada DC‟ler 10 µg HBsAg aĢısı ile 8 saat inkübe edildikten sonra süspanse 

edilmiĢ ve bireyler, önce  2×10
5
 hücre ile subkutan olarak, daha sonra ise 5×10

6
 

DC ile  intradermal olarak aĢılanmıĢtır. Ancak çalıĢmada altı birey aĢılanmıĢ ve 

sadece üç bireyde 10 mIU/ml koruyucu antikor seviyesi elde edilmiĢtir. Kontrol 

grubu olarak yüklenmemiĢ DC grubu çalıĢmaya dahil edilmemiĢtir. Ayrıca, Akbar 

ve ark. yaptığı bu çalıĢmada HBV aĢısının DC‟ler üzerine sitotoksik etkisinin 

olduğunu belirtmiĢ olmalarına rağmen, sitotoksik etkinin hangi yöntem kullanarak 

tespit edildiği hakkında bilgi vermemiĢlerdir. Ġlk kez bu tez kapsamında yapılan 

çalıĢmalarda aĢısının DC‟lerin yüklenmesinde kullanıldığında oluĢan sitotoksik 

etki WST-1 yöntemi kullanarak, farklı inkübasyon süreleri, farklı hücre sayısı ve 

aĢı miktarıyla araĢtırılarak gösterilmiĢtir.  

Tez kapsamında yapılan DC aĢı çalıĢmasında etkin immün yanıt 

oluĢmamasının birçok nedeni olabileceği düĢünülmektedir. Bunlardan bir kaçı 

sırasıyla;  

a) Ġmmünize edilen DC sayısı immün toleransın oluĢtuğu HBV-tg farelerde 

toleransı kırmak için yeterli olmamıĢ olabilir. DC‟in ikincil lenfoid organlara göçü 

araĢtırmak üzere  CFSE ile iĢaretli 5×10
5
 hücre hibrit farelere intraperitonel olarak 

immünize edilmiĢ, 24 saat sonra fare dalak ve lenf nodları incelenmiĢtir,  ancak 

çalıĢma sonucunda  CFSE ile iĢaretli hücreler tespit edilememiĢtir (ġekil 3.27).  

b) ÇalıĢmada kullanılan antijen konsantrasyonu yeterli olmayabilir. Daha önce 

açıklanan Akbar ve ark. yaptığı çalıĢmada DC‟ler 10µg HBsAg içeren aĢı ile 8 

saat boyunca yüklenmiĢlerdir. Diğer bir çalıĢmada ise Chisari ve ark. [127] 

DC‟leri 10 µg/ml HBs28-39 epitopu ile 2 saat boyunca yüklemiĢlerdir. Alternatif 

olarak ise DC‟ler farklılaĢmasının 5. gününde 1 µg/ml HBsAg ile yüklemiĢlerdir. 

7. gün ise 100 µg/ml HBsAg ile 2 saat yükledikten sonra fareleri immünize 

etmiĢlerdir. 
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c) Bu çalıĢmada immünizasyonlar intraperitonel olarak uygulanmıĢtır. Ancak 

daha önce diğer gruplar tarafından yapılan çalıĢmalarda immünizasyonlar 

intravenöz, subkutan veya intradermal olarak yapılmıĢ ve belirli düzeyde immün 

yanıt elde edilmiĢtir. Tez çalıĢmasında intravenöz immünizasyon 

kullanılamamasının nedeni ise yapısal olarak HBV-tg farelerin kuyruk damarının 

intravenöz immünizasyon yapılamayacak kadar ince olmasıdır [127, 151, 153].   

Sonuç olarak bu tez kapsamında yapılan çalıĢmaların birinci bölümünde 

yüzeyindeki p3 proteininde tüm HBsAg proteinini eksprese eden rekombinant 

fajın özellikle BALB/cj, HBV-tr fareler ve hibrit farelerde Hepatit B yüzey 

antijenine karĢı antikor yanıtı oluĢturduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca çalıĢma sonuçları 

özellikle ticari aĢıya yanıt vermeyen Hepatit B taĢıyıcı bireylerde immün 

toleransın kırılması için aĢılamada güçlü adjuvanların kullanılmasına gerek 

olduğunu göstermektedir.  Tez çalıĢmasının son bölümünde DC‟ler ticari aĢı ve 

aĢı+antikor kompleksi ile yüklenmiĢlerdir. Ancak yapılan bu çalıĢma sonucunda 

ticari aĢının hücreler üzerine sitotoksik etkisi olduğu ve DC‟leri yüklemek için 

uygun olmadığı düĢünülmektedir.  
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