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Hepatit B Viriisii (HBV) enfeksiyonu diinya genelinde dnemli bir saglik
sorunudur. Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gore diinya niifusunun {icte biri bu
virlis ile enfektedir, yaklasik 370 milyon kisi ise kronik hepatit B hastasidir.
Asmin ve tedavi edici ilaglarin varligina ragmen HBV enfeksiyonuna bagl
nedenlerden dolay: her yil yaklasik olarak 1 milyon kisi 6lmektedir. Bu nedenle
ucuz ve etkili alternatif yeni nesil agilara ihtiyag¢ vardir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda o6zellikle hepatit B tasiyicilarinda
virlise karsi olusan immiin toleransin kirilmasi amacina yonelik alternatif asi
calismalar1 gergeklestirilmistir. ilk olarak faj gosterim teknigi kullanilarak M13
faj lizerinde hepatit B virlisii yiizey antijenini (HBsAg) eksprese eden
rekombinant fajlarin anti-HBsAg yanit olusturmadaki etkisi BALB\c, BALB\c],
kronik hepatit B modeli transgenik (HBV-tg) farelerde ve hibrit
(C57BL/6JxBALBY/c) farelerde arastirildi. Ikinci ¢alismada ise ticari HBV asis1 ve
anti-HBsAg monoklonal antikoru kullanilarak asi-antikor kompleksi olusturuldu
ve kompleksin HBV-tg farelerdeki terapotik etkisi arastirildi. Yapilan son
calismada ise HBV-tg farelerdeki immiin toleransin kirilmasi i¢in dentritik hiicre
asis1 denendi. Bu amagla HBV-tg farelerin kemik iligi hiicreleri in vitro ortamda
dentritik hiicrelere farklilastirildi. Daha sonra farklilasan hiicreler asi, asi-antikor
kompleksi veya antikor ile yiikli veya yiiksiiz olarak HBV-tg farelere immiinize
edilerek farelerde olusan terap6tik yanit arastirildi.

Elde edilen sonuclarda tasiyicilarda immiin toleransin kirilmasi i¢in giiclii
adjuvanlarin kullanilmasi gerektigi ve bireylerin genetik farkliliklarinin immiin
yanit iizerine etkili oldugu belirlendi. Ayrica dentritik hiicrelerin yiiklenmesinde
ticari HBV agilarinin uygun olmayacagi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B Viriisii, Asi-antikor kompleksi, Dentritik Hiicre
Asist, Adjuvan, Faj Gosterin Teknigi
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Hepatitis B virus (HBV) infection is a serious health problem all over the
world. According to World Health Organization (WHQO) 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/6JXxBALB/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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1.GIRIS

Hepatit B viriis (HBV) akut, fluminat ve kronik enfeksiyona neden
olmaktadir. Viriis, parenatal olarak kan ve kan iirlinleri, cinsel yolla ve ter,
tikiirik gibi viicut sivilartyla bulasir. Perinatal olarak anneden c¢ocuga
geemektedir [1].

Diinya genelinde 2 milyar kisinin HBV ile enfekte oldugu ve 370 milyon
kisinin kronik hepatit B hastasi oldugu bilinmektedir. Her yil HBV ve onunla
iliskilendirilmis hastaliklar yiiztinden 1 milyon kisinin 6ldigi diistiniilmektedir
[2]. Kronik HBV yogunlugu bakimindan diinya ii¢ bolgeye ayrilmistir; 1) % 8 ve
tizerinde kronik HBV hastas1 olan yiiksek endemik bolgeler, 2) % 8-2 arasi orta
endemik bolgeler ve 3) % 2 ve daha diisiik yogunlukta olanlar diisiik endemik
bolgelerdir. Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa ve Avusturalya diisiik
endemik bolgelerdir. Giliney ve Bati Asya ve Pasifigin bir kismi (Japonya,
Avusturalya ve Yeni Zelanda Hari¢) yiiksek endemik bolgelerdir. Akdeniz
Ulkeleri, Rusya, Orta ve Giiney Amerika orta dereceli endemik bolgelerdir [3].
Tiirkiye’de  HBV endemisitesi acisindan orta derecede endemik bdlgede
bulunmaktadir. Ulkemizde kronik HBV hasta sayisinin yaklasik olarak 4-4.6
milyon oldugu tespit edilmistir [4].

HBYV ile enfekte olan bireyde viriis 3-4 ay kulugka evresi gecirmekte olup
daha sonra bulanti, ates ve kusma gibi genel virilis enfeksiyonlarinda gozlenen
belirtiler olugsmaktadir. Akut hepatit B enfeksiyonunda, HBsAg 6 ay iginde
serumdan kaybolur. Bu siire sonunda serumda HBsAg’nin bulunmasi
enfeksiyonun kroniklesme evresine girdigini belirtmektedir. Yetiskinlerde
enfeksiyonun kroniklesme riski % 5 ve daha altindayken, yeni doganlarda risk %
80-90 araligindadir [5,6].

Kronik HBV’nin dogal seyri, immiin tolerans, immiin yanit ve latent donem
olmak {izere ii¢ déneme ayrilir. Immiin tolerans déneminde, hepatoselliiler hasar
olmaksizin serumda yiiksek konsantrasyonda HBSAg ve HBV DNA yiiksek
titrede bulunmakla birlikte hastalar HBeAg pozitiftirler ve alanin aminotransferaz
(ALT) diizeyi normal diizeydedir [7]. Immiin yanit ddneminde hastalarin cogunda

HBeAg pozitifik devam etmekte olup HBsSAg ve HBV DNA
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konsantrasyonlarinda diisiis vardir ve ALT diizeyi yiiksektir. Latent donemde ise
immun yanit fazi sonlanmig hastalar HBeAg ve HBV DNA negatif olmasina
ragmen HBsAg pozitiftir [8].

HBV enfeksiyonlarinin kesin tedavisi yoktur. Giinlimiizde kronik HBV
hastalarinin  tedavisinde interferonlar ve niikleotid/nilikleozid analoglari
kullanilmaktadir [3,9]. interferon olarak konvansiyonel ve pegile IFN alfa 2a
kullanilirken, niikleotid analoglar1 olarak ise Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) tarafindan kronik hepatit B tedavisinde onay verilen niikleozid analoglar1
olan lamivudin, adefovir dipivoksil, entekavir, telbivudine ve tenofonvir
kullanilmaktadir. interferonlar antiviral immiinomodulatér ve anti proliferatif
etkiye sahipken, niikleozid/niikleotid analoglart HBV polimerazini etkileyerek
virlis gogalmasini engellerler [10-13]. Ancak tedavi kesildikten sonra hastalarin az
bir kisminda kalic1 cevap olustugundan hastalarin biiyiik bir boliimiinde uzun stire
kullanilmaktadirlar. Uzun stireli kullanim ise ilaca direngli HBV mutantlarin
sikliginda artisa ve ilacin etkinliginin sinirlanmasina neden olmaktadir [14,15]. Bu
nedenle kronik HBV tedavisinde yeni ve etkili yontemlere ihtiya¢ vardir. Bu
amacla yapilan alternatif caligmalarda, kronik HBV hastalar1 ticari asilar veya
HBsAg-adjuvantin karigimlariyla kas i¢i veya oral yoldan asilanmis ve HBV’ye
karst olusan immiin toleransin kirilmasi hedeflenmistir [16-18]. Diger bir
alternatif tedavi yontemi olarak poliklonal antikorlar kullanilarak asi-antikor
kompleksleri olusturulmus ve hastalar bu kompleksler ile asilanmistir [19]. DNA
asilarinin  kesfiyle birlikte, kronik HBV hastalarinda bu asilar denenmeye
baglanmistir [20,21]. Ayrica son yillarda RNA girisim teknolojisinin kronik HBV
hastalarinda kullanilmasini saglamak tiizere in vitro ve in vivo caligmalar
yapilmaktadir [23,24].

Bu tez, kapsaminda 6zellikle hepatit B tasiyicilarinda daha etkin olabilecek
alternatif as1 caligmalar1 gergeklestirilmesi amaglanmistir. Calismanin birinci
boliimiinde faj gosterim teknigi kullanilarak olusturulan rekombinant fajlar
(rfaj)’in antikor yanit olusturmadaki etkinligi arastirildi. Tezin ikinci ve {iglincii
boliimiinde ise asi-antikor kompleksi immiinizasyonlarinin ve dentritik hiicre asisi
yonteminin HBV-tg farelerde olusan immiin toleransin kirilmasi ve terapotik

etkisi arastirildi.
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Ik amaca yonelik olarak, TUBITAK-GMBE’de TARAL 1007 projesi
kapasaminda yapilan ¢alismada elde edilen rekombinat fajlar (rfaj) kullanilmistir.
rFaj, M13 fajin ylizey proteini olan P3’lin iizerinde faj gOsterim teknigi
kullanilarak HBsAg’nin gosterilmesiyle olusturulmus bakteriofajdir. rFaj dort
farkli fare tiirtine (BALB/c, BALB/cj, Hibrit, HBV-tg) inraperitonel olarak
immiinize edildi ve falerde olusan antikor yanit ELISA yontemi ile takip edildi.
Ayrica yaban faja karsi monoklonal antikor geristirilerek, faj-antikor kompleksi
olusturuldu ve bu kompleks BALB/c farelere immiinize edilerek farelerde olusan
antikor yanit ELISA yontemiyle arastildi.

Ikinci amaca yonelik olarak ise ilk olarak giiniimiizde faz ¢alismalar
baglamis olan antijen-poliklonal antikor kompleksine alternatif olarak asi-
monoklonal antikor kompleks c¢aligmasi yapildi. Bu amacgla farkh
konsantrasyonlarda as1 ile monoklonal antikor kompleksi olusturuldu ve hibrit ve
HBV-tg farelere intraperitonel olarak immiinize edilerek terapotik etkisi
arastirildi. Kronik hepatit’e kars1 yapilan ikinci terapotik yaklasimda ise dentritik
hiicreler (DC) asi1-antikor kompleksi ile yiiklenerek terapotik etkileri arastirildi.
HBV-tg farenin femur ve tibia’sindan elde edilen kemik iligi hiicreleri in vitro
ortamda DC’ye doniistiiriildii ve farkli konsantrasyonda asi kullanilarak, farkli
zaman araliginda asiin optimum dozu belirlendi. DC’ler as1 ile yiiklii, as1-antikor
kompleksi ile yiiklii, antikorla yiiklii veya yiiksiiz olarak HBV-tg farelere
intraperitonel olarak bir hafta ara ile iki kez immiinize edildi. HBV-tg farelerde
olusan terapdtik immiin yanit, plazmadaki anti-HBsAg artisinin tespiti ELISA
yontemiyle arastirildi. Karacigerde HBsAg’nin ekspresyon degisimi RT-qPZR ile
ve dalak hiicrelerindeki IFN-y salgilanmasindaki degisim ELISPOT ydntemi ile
aragtirildi. Ayrica belirlenen as1 konsantrasyonunun DC {izerinde bulunan
farklilasma reseptorlerine (CD40, CD80, CD86) etkisi arastirildi. Son olarak
DC’lerin fare lenf nodlarina go¢ ettigininin belirlenmesi i¢cin DC’ler floresein

boya ile isaretlenerek akim sitometri cihazinda incelendi.
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1.1 Hepatit B Viriisii
1.1.1 Hepatit B viriisii genel 6zellikleri

HBV, Hepednaviriade ailesine ait nonsitopatik bir DNA viriistidiir [25].
HBV’ye ait ilk bulgular 1964 yilinda, Blumberg ve ark.’nin [26] Avustralyali
yerlilerin serumlarinda polimorfik serum proteinleri iizerine yaptiklar1 ¢alismada
elde edilmistir. Avusturalya (Au) antijeni olarak adlandirdiklar: antijen ile hepatit
B hastalif1 arasindaki iliskiyi ilk kez gostermislerdir. 1970 yilinda ise Dane ve
ark. [27] HBYV ile enfekte hastalarin serumlarinda yaptiklari ¢alismada, yiizeyinde
Au antijenini iceren virlis benzeri yapilar1 bulmugslar ve bu yapilarin HBV
oldugunu belirtmislerdir.

HBV yapisal olarak incelendiginde dis kisminda lipoprotein (SHBs, MHBs,
LHBs) yapida zarf bolimii bulunmaktadir. Viriis genomu, Kkor proteinlerinin
(HBcAg) olusturdugu ikozahedral yapidaki niikleokapsid igerisinde ters
transkriptaz (RT, revers transkriptaz) 6zelliginde olan DNA polimeraz (Pol) ile
yer almaktadir (Sekil 1.1a) [28,29].

Hepatit B hastalarinin kanlarinda, HBV tiibiilar, kiiresel ve Dane partikiilii
olmak tizere ii¢ farkli morfolojide bulunmaktadir. Tiibiilar ve kiiresel partikiil
HBV DNA’s1 icermedigi i¢in enfekte etme Ozellikleri yoktur. Tiibiiliir partikiil
20 nm capmda olup kandaki konsantrasyonu 10"%/ml olarak bulunur. Kiire
partikiil ise 12-25 nn ¢apinda ve kanda 10*4/ml konsantrasyonda bulunmaktadir
[29,7].

HBV genomu incelendiginde 3.2 kilo baz (kb)’lik parcali ¢ift zincirli
dairesel DNA yapida oldugu tespit edilmistir. HBV genomunda iist {iste ortiisen 4
adet agik okuma gergevesi (ORF) bulunmaktadir. Bu ORF bolgeleri sirasiyla, S
(ORF S bolgesi preS1, preS2, S olmak iizere ti¢ kisma ayrilir), P, C (ORF C
bolgesi preC, C olmak tizere iki kisma ayrilir), X’dir (Sekil 1.1b) [30]. ORF C,
kor antijeni (HBCcAQ) ve e antijenini (HBeAg) kodlamaktadir. Eger translasyon C
bolgesindeki baslangic kodonundan baglarsa 183 amino asit (a.a) uzunlugunda 21
kDa agirliginda olan HBcAg sentezlenir. HBcAg, HBV enfeksiyonu doneminde

kanda tespit edilememesine ragmen, karaciger dokusunda bulunmaktadir. HBCAg
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monomerleri bir araya gelerek 30-32 nm c¢apinda niikleokapsit yapisini
olustururlar [7,31]. HBcAg immiinojenik bir antijendir ve yiizeyinde yardimer T
hiicreleri (Th), sitotoksik T hiicreleri (Tc) ve B hiicrelerinin uyarilmasini saglayan
epitoplar bulunmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1 yeni nesil koruyucu ve/veya
terapotik as1 gelistirme ¢aligmalarinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [32-35].
ORF C bolgesinin kodladig: ikinci protein ise hepatit B e antijeni (HBeAg) dir.
Translasyon Pre C iizerinde ilk baslama kodunundan basladiginda sentezlenen

HBeAg antijeni 17 kDa agirhiginda ve 149 a.a. uzunlugundadir [36].

Tiibiilar partikiil Kiiraga] Partikiil

(@) (b)

Sekil 1.1. Hepatit B viriisiine ait morfolojik partikiiller ve HBV genomu. (a) HBV ile enfekte
hastalarin kaninda Tibiiler, Kiiresel ve Dane partikiilii olmak iizere ii¢ farkh
morfolojide viriis partikiili bulunur [39] (b) HBV genomu dairesel, pargali gift
zincirlidir ve C, S, P ve X ORF bolgeleri bulunmaktadir [40]

HBeAg, HBcAg ile ¢cok benzer a.a dizisine Sahip olmasina ragmen serolojik
olarak farkli ozelliklere sahiptirler. HBeAg her HBV enfeksiyonunda serumda
goriilmemesine ragmen, genel olarak viral replikasyonun ve viral enfeksiyonun
devam ettiginin serolojik isareti olarak kabul edilmektedir. Fakat HBeAg’nin asil
fonksiyonu bilinmemesine ragmen immiin diizenleyici olarak gorevi yaptigi

diistiniilmektedir. Serumdaki serbest HBeAg dogustan immiin sistem hiicreleri
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yiizeyinde bulunan Toll benzeri reseptorlerin (TLR) sinyal sistemini etkileyerek
immiin sistemi baskilamaktadir [37]. Ayrica Thl hiicrelerini baskilayarak
enfeksiyonun kroniklesmesinde rol alirlar. Fakat sitozolik HBeAg’nin immiinojen
olarak fonksiyonu vardir ve Tc hiicreleri i¢in hedef gorevi gormektedir [38].

HBV genomunundaki ORF P, yaklasik 830 a.a uzunlugunda P proteinini
kodlar [41]. P proteini dort par¢adan olusmaktadir. Bunlar sirasiyla; Polimeraz ve
ters transkriptaz ozelligindeki enzim (RT) bolimii, RNaz H aktivitesine sahip
boliim ve P proteininin viriis DNA’sina ve RNA’ya baglanmasinda rol oynayan
terminal protein (TP) bolimii ve ayrica RT kismi ile TP kismi arasinda baglanti
olusturan ““spacer” olarak adlandirilan ara boliimii bulunmaktadir [41].

ORF X’in kodladigi X antijeni (HBxAQ) 154 a.a uzunlugunda ve 17.5 kDa
agirhigindadir.  HBV X proteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte
yapilan ¢alismalarda viral replikasyonda rol oynamasinin yaninda konak hiicrenin
fonksiyonlarmi etkiledigi diisiiniilmektedir [42]. Cheong ve ark. [43] HBV Xx
proteininin transkripsiyon faktorlerine baglanarak transkripsiyonu etkiledigini
gostermiglerdir. Hepatoselliillar kanser olusumunda etkili oldugu ve transakting
kapasitesi sayesinde Dbircok hiicre igi sinyal sistemini de etkiledigi
diistiniilmektedir [44].

ORF S, HBV’nin zarf yapisinda bulunan hepatit B viriis yiizey antijenini
(HBsAQ) kodlar. HBsAg’nin transkripti tizerinde translasyonun basladigi bolgeye
bagli olarak {i¢ farkli bityiikliikte yiizey antijeni sentezlenmektedir. Bu antijenlerin
molekiiler agirliklart glikozillenmemis (P) ve glikozillenmis (GP) olarak farklilik
gosterirler. Kiigiik (small, SHBS) HBsAg, 226 a.a uzunlugunda ve P 24 kDa, GP
27 kDa agirhgindadir. Orta (middle, MHBs) HBsAg, SHBs ile 226 aa
paylagmakta ve N terminal ucunda ek olarak 55 a.a (preS;) ve P33, GP36
bulunmaktadir. Genis (Large, LHBs) HBsAg antijeni S ve preS; bolgelerine 119
a.a uzunlugunda preS; bolgesinin eklenmesiyle olugsmaktadir ve agirligi P39 kDa,
GP 42 kDa’dur. Genelde HBsAg, SHBs olarak belirtilmektedir [45].

HBsAg partikiilii lipoprotein yapidadir % 75’1 protein ve karbohidrattan
olusurken % 25°i lipit yapidan olusmaktadir [46]. HBV hastalarinin kanlarindan
saflagtirrlan HBsAg’nin a.a dizisi incelendiginde, hidrofobik amino asitlerin,

ozellikle triptofanin antijende agirli olarak bulundugu belirlenmistir. Ayrica
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antijenin en az dort farkli alt tipinin (adr, adw, ayr ve ayw) oldugu ve tiim alt
tiplerde “a” determinat bolgesinin (124-147 a.a) sabit oldugu goriiliir. Alt tipler
arasindaki fark 110-190 a.a arasindaki mutasyonlar meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Her alt tip, tanimlanirken “a” belirteg
bolgesiyle birlikte d/y ve w(w-1w4)/r belirte¢lerinden biriside kullanilmaktadir.
Cizelge 1.1°de belirtildigi gibi bazi alt tipler ek olarak q belirteg bolgesine de
sahiptirler. “a” bolgesinin tiim alt tiplerde ayn1 olmas1 sayesinde HBV asilar1 tim

alt tiplere kars1 koruyucu etki gostermektedir [47,48].
Cizelge 1.1. HBV genotiplerinin ve HBsAg alt tipleri ve genel cografik dagilimi

HBYV genotip HBYV alt HBsAg alt tip Goriilme Temel cografi dagilim
genotip sikihigi
A Al adw?2 Yiiksek Avrupa,

Kuzey Amerika,

Avusturalya,

A2 aywl, adw2 Yiiksek Afrika
B B1, B2, B3 adw2 Yiiksek Uzak Dogu
B4 aywl Yiiksek Uzak Dogu
B2 adw3 Diisiik Uzam Dogu
C Cl,C2,C4 Adr Yiksek Uzak Dogu
C3 adrg- Yiiksek Yeni Gine, Pasifik
C1,C2 Ayr Yiksek Uzak Dogu
C1,C3 adw?2 Diisiik Uzak Dogu
C4 ayw3 Diisiik Uzak Dogu, Pasifik
D D1, D3, D4 ayw?2 Yiiksek Dogu Asya, Bat1 Avrupa,
Orda Dogu
D2, D3 atw2 Yiiksek Diinya genelinde
Belirlenememis adw3 Diisiik Dogu Avrupa, ispanya
D2 ayw4 Diistik Dogu Avrupa, Ispanya,
Amerika Birlesik
Devletleri,
E - ayw4 Yiiksek Afrika
F1, F2 adw4qg- Yiiksek Latin Amerika, Alaska,
Pasifik
F1, F2 ayw4 Diisiik Latin Amerika
G - adw?2 Diisiik Avrupa, Kuzey Amerika
H - ayw4 Diistik Orta Amerika
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Hepatit B virlisii genomunun replikasyonu esnasinda ters transkriptaz
aktivitesine sahip DNA polimeraz enzimi kullanir. Bu enzim DNA polimerazdan
farkli olarak transkripsiyon esnasinda ortaya ¢ikan niikleotid hatalarimi diizeltme
Ozelligine sahip degildir. Bu nedenle HBV genom replikasyonu esnasinda siklikla
mutasyon olusmaktadir. HBV genom analizleri yapildiginda sekiz farkli (A-H)
HBYV genotipi bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 1.1). Genotip A ve D diinya
geneline yaygin olarak bulunmaktadir. Genotip B ve C ise Asya kitasinda yayin
iken Genotip E Bati ve Orta Afrika’da bulunur. Genotip F Alaska, Giiney ve Orta
Amerika’da bulunmaktadir. Genoip G hakkinda elde edilen bilgiler yetersizdir.
Tiirkiyede ise HBV’nin D genotipinin baskin oldugu tespit edilmistir [47,49]. Bu
genotipler disinda iki genotip daha Onerilmistir. Ancak bu gruplar heniiz kabul
gormemislerdir. Ayrica genotiplerde kendi i¢lerinde alt gruplara ayrilarak

smiflandirilmstir [47].

1.1.2. HBV patogenezi ve immiin yanit olusumu

HBV’niin periferal kan monositlerini ve kemik iligi onciil hiicrelerini
enfekte ettigi bilinmesine ragmen, enfeksiyonun karaciger hepatosit hiicrelerini
enfekte etmesiyle basladigi diistiniilmektedir [25]. Virlisiin enfekte edecegi
hiicreye, viriis yiizeyinde bulunan polipeptitler ile hiicre zarindaki proteinlere
(Ornegin; endoneksin 1II, IL-6, annexin V, apolipoproptein H proteinleri)
baglanarak girebilecegi yapilan ¢alismalarda belirtilmistir [50-52].

Viriis hiicreyi enfekte ettikten sonra niikleokapsidi hiicre sitoplazmasina
saliarak cekirdege geger. Cekirdekte HBV genomundaki pozitif iplikteki eksik
niikleotidler tamamlanir ve pozitif ve negatif ipligin 5' ve 3' uclart birbirine
baglanarak virus genomu plazmid benzeri CCCDNA (covalently closed
complementer DNA) formunu alir (Sekil 1.2). cccDNA’nin pozitif ipligi kalip
olarak kullanilarak, konak hiicrenin RNA polimeraz Il enzimi tarafindan
pregenomik RNA (pg RNA) ve diger viral mRNA’lar sentezlenir. pgRNA ve
diger mRNA’lar daha sonra sitoplazmaya aktarilarak viral proteinlerin
translasyonu saglanir. Sitoplazmada RT (revers transriptaz) enzimi pgRNA’ya

baglanarak kor proteinlerinin  niikklokapsit  olusturmasini  tetikler. Bu
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olgunlagmamis niikleokapsit igerisinde RT enzimi pargali ¢ift zincirli viriis
DNA’sim1 sentezler. Bu asamadan sonra niikleo kapsit’in etrafi yiizey antijenleri
ile gevrilerek virion olusur veya cccDNA havuzunu artirmak i¢in niikleokapsit

¢ekirdege goc eder [53-55].
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Sekil 1.2. HBV’nin yasam dongiisii. HBV hiicre igine gectikten sonra g¢ekirdege goc eder.
Cekirdekte parcali ¢ift zincirli yapidaki yapida buluna (+) iplik tamamlanarak cccDNA
haline gelir. Daha sonra konak hiicre RNA polimerazini kullanarak pgRNA sentezlenir.
pgRNA sitoplazmaya go¢ ederek viral proteinleri igin kalip goérevi goriir veya tekrar
viriis olusturmak lizere revers transkriptaz 6zellikteki DNA polimeraz ile bir araya
gelerek kor partikiiliinii olugsmasi tetiklenir. Kor partikiilii daha sonra viron olugumunun

tamamlanmast i¢in endoplazmik retikuluma gé¢ eder [25]

HBV enfeksiyonu ile miicadelede, dogal bagisiklik ve kazanilmis bagisiklik
hiicreleri birlikte hareket ederek viriisiin viicuttan eliminasyonunu saglarlar.
Viriise kars1 etkin bir yanit olusmadiginda ise enfeksiyon kroniklesmektedir [56].
HBV enfeksiyonu esnasinda viriise karst ilk immiin yanit, dogal bagisiklik
sisteminin bir elemani olan dogal 6ldiiriicti hiicrelerdir (Natural Killer, NK). Bu
hiicreler interferon gama (IFN-y) sentezleyerek Th; ve Tc hiicrelerinin uyarimimda

rol oynamaktadirlar [57].
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Kazanilmig bagisiklik sisteminde ise, dentritik hiicreler viriis antijenlerini
lenf nodlarinda naif T lenfositlerine sunarak Th ve Tc’leri aktive ederler. Th’ler
salgiladiklar1 sitokinler ile Tc ve B lenfositlerin etkin bir immiin yanit
olusturmasimi saglarlar [32]. Th’lerin salgiladiklar1 interlokinlere 6rnek olarak,
Interlokin-4 (IL-4), Interlokinl- (IL-10), IFN-y ve tiimor nekrozis faktor alfa
(TNFa) verilebilir. Tc ise HBV ile enfekte hepatositlerin apoptoza ugramasini
saglarken ayrica IFN-y, TNFa gibi anti viral sitokinleri salgilarlar [33] (Sekil 1.3).

B lenfositler ise HBV’ye 6zgiil antikorlar iireterek savunma sisteminde rol
oynarlar. Antikorlar etkilerini ii¢ farkli mekanizma ile gosterirler. Ilk olarak,
antikorlar patojenlerin hiicreye baglanmalarinda rol oynayan reseptorlerin 6zgiil
epitoplarina baglanarak patojenin hiicreye baglanmasmi engellerler. Ikinci
mekanizmada, patojenin reseptoriinde farkli bir bolgeye baglanir ve reseptdriin iig
boyutlu yapisinin bozulmasina saglayarak hiicreye baglanmasini engellerler. Son
mekanizmada ise patojene baglanarak onun diger immiin sistem hiicreleri
tarafindan fark edilmesini saglarlar [58,59].

Kronik HBV hastalarinda, Tc hiicrelerinin etkin bir fonksiyon
gosteremedikleri ve c¢ogalamadiklar1 tespit edilmistir [60,61]. T lenfositlerin
yiizeyinde bulunan programlanmis O6lim 1 (PD1) inhibitdr reseptoriiniin
ekspresyonunda artig, az miktarda sitokin salgilama ve hafiza hiicre olusturamama
durumlan tespit edilmistir [62]. Kronik evrenin ilerleyen durumlarinda HBV’ye
Ozgiil epitoplara sahip T hiicrelerinin karaciger ve periferal kanda bulunmadig:
tespit edilmistir. Proapoptotoik protein olan Bim’in ise kronik hastalardaki

Tc’lerde ekspresyon diizeyinin artigi gosterilmistir [63].
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Sekil 1.3. Hepatit B viriisiine kars1 olusan immiine yanit. Viriise ait proteinlerin antijen sunucu
hiicreler tarafindan alinip islendikten sonra MHC proteinleri ile birlikte T ve B

lenfositlere sunularak viriise karg1 immiin yanit olusmasi saglanir [64]

1.2. Asilar ve HBV Asilarn

1.2.1. As1 tanimm

Bilimsel olarak ilk as1 uygulamasi 18. yy. sonlarinda olmasina ragmen ilk
as1 uygulamalar1 daha eski yillara dayanmaktadir. Cigek hastaligindan korunmada
variolasyon ¢alismalarinin ilk olarak Orta Asya da yapildigi daha sonra Tiirkiye,
Cin ve Hindistan’a yayildig1 diistiniilmektedir [65]. Bilim tarihinde ilk bilimsel as1
calismast 1796 yilinda Edward Jenner tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada cicek
(smallpox) hastaligina karst koruyucu etkisi olan cowpox viriisi ile bireyler
astlanmis ve bagisiklanmig bireylerde aginin koruyucu etkisi tespit edilmistir [66].

Asilar koruyucu etkiye sahip olduklar1 enfeksiyon ajanina gore farklh
ozelliklere sahip olabilirler. Ornegin; hiicre dis1 patojenlere karsi koruma
saglayacak olan agilar humoral immiin yanit1 tetikleyerek etkin bir antikor yanit
olusturmalidir. Hiicre i¢i patojene karsi gelistirilen asilarin ise Tc lenfositleri
uyarmasi gerekmektedir. Fakat tiim asilar genel olarak koruyucu ve uzun siireli
immiin yanit olusturmali, toksik olmamali, maliyeti diisik olmali ve etkin bir

koruyucu immiin yanit igin gerekli immiinizasyon sayisi az olmalidir [67].

11



@ ANADOLU UNIVERSITESI

1.2.2. As1 cesitleri

Ticari olarak satilmakta olan asilar, temel olarak ii¢ boliime ayrilir. Bunlar;
canli veya zayiflatilmis asilar, 6lii asilar ve subunit asilardir [68].

Canli agilarda asinin igeriginde bulunan patojen 6lii halde bulunmamaktadir
ve temel olarak iki farkli yontem ile gelistirilmektedirler. Bunlar; 1- Edward
Jenner tarafindan gelistirilen yontem: Hastaliklara neden olan patojen yerine
hastaliga neden olmayan, fakat hastalik etkeni patojene karsi etkin bir koruyucu
immiin yanit olusmasina neden olan mikroorganizmanin kullanilmasidir. Bu
yontem ilk kez ¢igek hastaligina karsi korunmada kullnilmistir. 2- Cocuk felci,
kizamik, sarthumma gibi asilarinda oldugu gibi doku kiiltiiriinde veya hayvan
konaklarinda pasaj yapilarak viriilans1 diisiik fakat immiinijenitesi yiiksek viriis
elde edilerek yapilir. Ayrica diisik sicaklik veya 37°C’nin {izerinde
mikroorganizmalarin gelistirilerek bu sartlara uyumlu mutantlarin olusturulmasina
dayanmaktadir [68].

Olii asilar (Inaktive asilar), enfeksiyona neden olan mikroroganizmalarin
sicaklik, radyasyon veya kimyasallar kullanilarak 6ldiirtilmesi veya etkisiz hale
getirilmesiyle elde edilen asilardir. Canli agilara gore daha giivenilir ve yiiksek
dozda ve daha sik yapilabilir ve etkin bir immiin yamt olusturur. Olii asilara,
Hepatit A, Kuduz ve Grip asis1 6rnek olarak verilebilir [68].

Subunit asilar, enfeksiyon ajanina ait bir antijeni veya bu antijene ait
epitopu igeren asilardir. Subunit asilarda kullanilan enfeksiyon ajanina ait
antijenler rekombinant DNA teknojisi kullanilarak veya ajandan saflastirilarak
elde edilir. Subunit agilara ise hepatit B asis1 6rnek olarak verilebilir [68].

Canli agilar diger iki as1 alt tipine gore daha etkili koruyucu etkiye sahiptir.
Canli aginin sahip oldugu asilar Tc yanit olustururken, 6lii ve subunit asilardaki
antijenler endositoz ile alindiklar igin sadece humoral immiin yanit Olustururlar.
Fakat canli asilardaki zayiflatilmis patojenler viicutta tekrar mutasyon gegirerek
zararli forma doniisebilirler. Diger bir dezevantjlar1 ise immiin yetmezIligi olan
bireyler bu canli patojeni etkisiz hale getirecek immiin yanit1 olusturamadiklar

igin patojenin zararli etkisi ile karsi karsiya kalabilirler [67, 68]. Fakat ticari
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olarak satilmasalarda hala deneme asamasinda olan diger as1 tipleri vardir. Bunlar

DNA, Vektor, anti-idyotip ve yenilebilir agilardir.

1.3. HBV Agisi

Yaklasik otuz yildir diinya genelinde kullanilmakta olan Hepatit B agis1 en
yaygin kullanilan koruyucu asilar arasinda bulunmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) tarafindan 1992 yilindan itibaren tiim yeni doganlarda uygulanmasi
Onerilmistir [44]. Tirkiye’de asinin yeni doganlarda uygulanmasma ise 1998
yilinda baglanmigtir [69].

HBV’ye kars1 as1 gelistirme calismalart HBsAg’ye karsi olusan antikorun
virlise karsi koruyucu etkiye sahip oldugunun tespitinden sonra baslamustir.
Blumberg ve ark. 1969 yilinda HBsAg’yi hepatit B tastyicilarinin plazmasindan
saflagtirarak HBV enfeksiyonuna kars1 koruyucu etkisini gostermisler ve antijeni
saflastirma yontemleri i¢in patentini 1972 yilinda almiglardir. Fakat faz
calismalarinin yapilmasi ve ticari olarak satilmaya baslanmasi 1982 yilina kadar
stirmiistiir [70].

Tastyicilarin plazmalarindan saflastirilan HBsAg ile hazirlanan bu asilar ilk
nesil asilar olarak adlandirilmaktadir [71, 72]. Molekiiler Biyolojideki gelismeler
ve Rekombinant DNA teknolojisi yontemi sayesinde HBsAg’ye ait gen mayalarda
klonlanmis ve mayalarda sentezlenen HBsAg saflastirilarak hepatit B asilarinda
kullanilmistir.  Bu yontem ile hazirlanan asilar ikinci nesil asilar olarak
adlandirilmaktadir. Ikinci nesil asilar birinci nesil asilara gore daha giivenlidir.
Ciinkii birinci nesil asilarda kullanilan HBsAg plazmadan saflastirildiginda
sterilizasyon i¢in filtreden gegirilse de HIV kontaminasyonu igerebilir [72,73].
Ikinci nesil asilardaki HBsAg’de enfekte formda bulunan glikolizlenme
olmamaktadir. Bu nedenle tglincii nesil asilarda, memeli hiicre hatt1 olan
(CHO)’larma klonlanmis S geni iirlinii glikolizlemis HBsAg kullanilmaktadir
[72,74]. In vitro ortamda ¢ogaltilan memeli hiicre hatti HBsAg’yi hiicre kiiltiir
ortamma salgilamaktadir ve antijen bu ortamdan saflastiriimaktadir. Ikinci nesil
asilarda ise HBsAg maya hiicreleri iginde bulunmakta ve mayalar mekanik veya

kimyasal yolla par¢alandiktan sonra HBsAg saflastirilmaktadir. Mayalarin
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parcalanma isleminin HBsAg’nin kalitesinin bozulmasina neden olabilecegi
diisiiniildiiginden dolay1 bu durum {igiincii nesil asilarin ikinci nesil asilara gore
glikolizlenmeden sonraki diger bir avantaji olarak kabul edilmektedir [72,75].
Kendi iglerinde belirli avantajlar1 ve dezavantajlar1 olmasina ragmen her ii¢ nesil
hepatit B asisimnin koruyuculugu yetiskinlerde yaklasik olarak % 95°tir [72].
Tiirkiyede sadece ikinci nesil ve ligiincii nesil asilar kullanilmaktadir (Cizelge
1.2).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de ticari olarak satilmakta olan HBV agtlari [69]

Tirkiyedeki HBV Asilar
Ticari Ismi Kaynak Doz
Engerix-B SHBs, HBsAg (Maya) HBsAg, 10-20 pg/doz
Euvax B SHBs, HBsAg (Maya) HBsAg, 10-20 pg/doz
H-B-Vax Il SHBs, HBsAg (Maya) HBsAg, 2.5-10-40 pg/doz
Genhevac-B SHBs, MHBs (CHO) HBSAQ, pre—S2, 20 pg/doz

Hepatit B asilarinin koruyuculugunun yiiksek olmasina ragmen diyaliz
hastalarinda, obezlerde, yashlarda, ileri derecede karaciger rahatsizhigi
gecirenlerde ve immiin yetmezligi olan bireylerde etkin degildir. Gelismekte olan
iilkeler icin hepatit B asistmin maliyeti hala yiiksektir. Ug¢ doz asmin
uygulanmasindan sonra koruyucu bagisikligin olusmasi nedeniyle, tek dozda
etkili yeni nesil hepatit B asilarina ihtiyag¢ vardir [72,76].

Yeni hepatit B as1 caligmalar1 arasinda, DNA asilar1, anti-idyotip asilar,
yenilebilir asilar, oral asilar ve faj gosterim metoduyla gergeklestirilen asi

caligmalar1 6rnek olarak verilebilir [62,77-81].

1.4. Adjuvanlar (As1 tasiyicilary)

Bazi antijenler tek basina kullanildiginda immiin yanit olusturacak yetenege
sahip degildir. Bu nedenle etkin bir immiin yanit igin adjuvan olarak adlandirilan
maddelerle birlikte canlilara verilmeleri gerekmektedir. Adjuvan kelimesi
Latincede yardim anlamina gelen adjuvare kelimesinden gelmektedir. Ilk

adjuvanlar 1925 yilinda Ramon tarafindan yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir
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[82]. 1926 yilinda Gleany ve ark. [83] difteri toksinlerinin aliiminyum ile birlikte
Gine domuzlarma enjekte edildiginde olusan koruyucu etkilerinin sadece toksioid
immiinize edilenlere gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir [83]. Aliiminyum
hidroksit tuzlari Amerika Birlesik Devletleri (ABD) tarafindan onaylanan tek
adjuvandir. Avrupa’da ise aliiminyum hidroksit tuzlarmin yani sira MF59°da
kullanilmaktadir [84,85].

Adjuvanlar fiziksel yapilarina gore Cizelge 1.3’te belirtildigi gibi en az alti
baslik altinda incelenebilir [82]. Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda ise ticari
HBYV asilarinda adjuvant olarak kullanildig: i¢in aliiminyum hidroksit adjuvaninin

etki mekanizmasi1 hakkinda ayrintili bilgi verilecektir.

Cizelge 1.3. Adjuvan tiirleri

Adjuvan Gruplan Ornek Adjuvanlar

1- Mineral tuzlar Aliiminyum tuzlari, kalsiyum fosfat jel

2- Bakteriyal veya bitki’den elde edilen | Complate Freud’s adjuvanmonofosforil lipid A

yapisal tiirevleri

3- Yiizey aktif ajanlar ve mikro partikiiller Sponin, immiin uyarici kompleks (ISCOM)

4- Polimerler Dextran, ¢ift zincirli poliniikleotidler (Poly
rA:Poly rU)

5- Sitokin, vitamin ve hormonlar GM-CSF, IFNo, IFNy, IL-2, IL-6, IL-12,
vitamin A, vitamin E, Insan biiyiime hormonu

6- Sentetik bilesikler Imidazol-quinolines, peptit bagh T ve B lenfosit
epitoplar

1926 yilindan itibaren asilarda kullanilmakta olan aliiminyum hidroksit
adjuvaninin etki mekanizmasi lizerinde hala kesin gorlisler bulunmamaktadir.
Fakat adjuvanin etkileri {izerine ¢alismalar yapilmasina devam edilmekte ve bu
caligmalardan olusan derlemeler adjuvan’in etki mekanizmalar1 hakkinda bilgi
birikiminini artirmaktadir [86,87]. Onceleri aliiminyum adjuvanlarin depo
etkisinin oldugu ve antijeni tutarak yavas yavas salinmasini sagladig
distiniilmekteydi [83]. Ancak daha sonra yapilan galismalarda aliiminyum
adjuvantlarin depo etkilerinin olmadigi belirtilmistir [88]. Diger bir in vivo

caligmada ise adjuvanin verildigi noktaya nétrofillerin, eozinofillerin ve dentritik

15



@ ANADOLU UNIVERSITESI

hiicre alt tiplerinin go¢ ettigi gosterilmistir [89]. In vitro yapilan caligmalarda,
periferal kan mono niiklear hiicreler (PBMC) alimiinyum hidroksit adjuvani ile
inkiibe edildiginde MHCII, CD40 ve CD86 ekspresyon diizeyini artirdigi
belirtilmistir [90]. Dentritik hiicreler tizerine etkileri arastirildiginda es uyaran
sentezinin degigsmedigini Dbelirten c¢alismalarin [91] yaninda sadece CD86
ekspresyon diizeyini artirdigini belirten agiklamalar da bulunmaktadir [92]. Hem
ve ark. [93] nin yaptig1 ¢alismada ise aliiminyum adjuvani ile kompleks haldeki
antijenlerin dentritik hiicreler tarafindan fagositoz veya makropinositoz ile hiicre
icine alindigimi belirtilmektedir. Yakin bir zamanda Shi ve ark. [94] tarafindan
yapilan ¢alismada ise aliiminyum adjuvaninin antijen sunucu hiicrelerden sadece
dentritik hiicrelerin zarindaki lipitlere tutularak hiicre i¢ine alindigin1 ve Th

hiicrelerine afiniteleri oldugunu gosterilmistir.

1.5. Faj Gosterim Teknigi ve Yeni Nesil Hepatit B As1 Calismalari

Baktriofaj veya kisa adiyla fajlar sadece bakterileri enfekte etme 6zelligine
sahip virtslerdir [95]. Faj gosterim yontemiyle, fajin yilizeyinde polipeptitler veya
proteinler gosterilebilir. Bu teknik ilk kez 1985 yilinda Simith ve ark. nin yaptigi
calismada  kullanilmistir  [96]. Faj gosterim  yonteminde iki  sistem
kullanilmaktadir. Ilk sistemde faj yiizeyinde gosterilmek istenilen protein veya
polipetidi kodlayan DNA dizisi faj genomuna klonlanir. Bu sekilde rekombinant
faj cogalirken yiizeyinde istenilen polipeptit ve proteini de tasimaktadir. ikinci
sistemde ise fajemid olarak adlandirilan plazmidler kullanilmaktadir. Fajemidler
fajin cogalmasi i¢in gerekli olan orijin bolgesini ve yiizeyde gosterilmesi istenilen
polipeptidin niikleotid sekansi bulunan yiizey proteinini tagimaktadir. Fakat bu
sistemde faja ait diger proteinleri lireten yardimci faja (hepler faj) ihtiya¢ vardir
[97]. Yardimci fajin direttigi tiim proteinler rekombinat fajin iretilmesi igin
kullanilir. Yardimer fajin orijin bdlgesinde mutasyon oldugu i¢in ¢ogalmasi
rekombinant faja gore 1/1000 oraninda azaltilabilir. Bu mutasyon sayesinde her
iki faj da bakteride ¢ogalir, ancak rekombinant faj daha fazla oldugu i¢in yardimci
faj g6z ard1 edilebilir [97].
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Fajlar hizl1 ve ucuz ¢ogaltilmasi, dogustan ve kazanilmig bagisiklik sistemini
uyarmasi nedeniyle uygun bir as1 tasiyict olarak diistinilmiistiir. Faj ylizeyinde
gosterilen antijenlerin antikor yanit olusturdugu ¢esitli ¢alismalarla gdsterilmistir
[98-100].

Faj gosterim teknigi as1 ve antikor liretim ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.
[lk kez TUBITAK-MAM-GMBE’de TARAL 1007 projesinde yaptigimiz
calismalarda M13 faj yiizeyinde HBcAg antijeni gosterilmis ve bu faj ile
HBcAg’ye kars1 monoklonal antikor elde edilmistir [98].

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda M13 faj HBsAg igin as1 tasiyicisi
yap1 olarak kullanilmistir. M13 faj tek iplikli DNA’ya sahiptir ve yilizeyinde 5
adet P3 proteini ve 2700 adet P8 proteini bulunmaktadir (Sekil 1.4) [101]. Bu
yontem kullanilarak yapilan HBV ag1 gelistirme calismalarinda HBsAg’ye ait
degisik epitop bolgeleri (10-12 a.a uzunlugunda), M13 fajlarin yiizeyinde bulunan
P8 proteinlerinde gosterilmistir [102].

pb » . HEsAg
/ j / ? N{ HBsAg
of TR pg/'f//////f////////////// HBshg
DNA P oA 03" P ahasag
Yaban faj Rekombinant faj

Sekil 1.4. Yaban ve rekombinant M13 faj. Rekombinant fajin PIII proteini iizerinde HBsAg’ nin
lokalizasyon modeli [103]

1.6. Antijen-antikor Kompleksi

Antijen-antikor kompleksi ile yapilan immiinizasyonlar sonucunda
antijenlere karsi daha etkin bir immiin yanit olustugu gosterilmistir [104]. Antijen-
antikor kompleksindeki antikorun Fc boliimiiniin, antijen sunucu hiicreler (APC)
yiizeyinde bulunan Fc reseptorlerine baglanarak antijenin hiicre ig¢ine girmesini
kolaylastirdigi ve boylece antijen sunum mekanizmasini ve APC ile T lenfositleri

arasindaki etkilesimi arttirdigi gosterilmistir [105].
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Kronik hepatit B tedavisinde kullanilmak iizere HBsAg-antikor kompleksi
ile uzun yillardir HBV transgenik (HBV-tg) farelerde ve insanlarda calismalar
yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda, hepatit B tasiyicilarinin serumundan saflagtirilan
veya mayadan saflastirilan rekombinant HBsAg ile insan veya fare poliklonal
antikorlar1 bir araya getirilerek antijen-antikor kompleksi olusturulmaktadir. Elde
edilen sonuglarda, insanlarda ve HBV-tg fare serumlarinda HBsAg diizeyinin
diistiigli, HBsAg’ye karsi antikor olustugu ve IFN-y sentezinin artigi tespit
edilmistir [106-110]. Wen ve ark. [111] 60 ug HBsAg-anti-HBsAg kompleksi
kullanarak yaptiklar1 Faz IIb diizeyindeki ¢alismada, kronik Hepatit B hastalarinin
% 23.1’de HBeAg’nin kayboldugunu ve % 21.8’inde ise anti-HBeAg olustugu
bildirilmistir [111]. Bu sonuglar antijen-antikor kompleksi ¢aligmalarinin hepatit
B tastyicilarinda etkin bir ag1 yontemi olusturmak agisindan umut verici oldugunu

belirtmektedir.

1.7. Dentritik Hiicreler

Dentritik hiicreler (DC) ilk kez 1868 yilinda Paul Langerhans tarafindan
bulunmustur ve morfolojilerinin sinir hiicrelerinin dentritlerine benzemesinden
dolayr bu isim verilmistir [112]. Daha sonra 1973’te Stainman ve ark.’nin [113]
yaptig1 c¢aligmalarda DC’lerin immiin sistemin hiicrelerinden biri oldugu
belirlenmistir.

DC’ler, makrofajlar ve B lenfositlerle birlikte profesyonel antijen sunucu
hiicrelerdir. Viicutta bulunan ¢ogu hiicrenin antijen sunma 6zeligi varken sadece
profesyonel antijen sunucu hiicreler T ve B lenfositlerini uyarma ozelligine
sahiptirler. Endojenik antijenler sitozolde peptitlere pargalanir ve major doku
uygunluk kompleksi (MHC) I’e baglanarak birlikte hiicre yiizeyinde gosterilirler.
Boylece sitotoksik T (Tc, CD8+ T hiicre) hiicrelerini uyarirlar. Ekzojenik
antijenler ise endositik yolak ile peptitlere parcalandiktan sonra MHC-II molekiilii
ile birlikte hiicre yiizeyinde yardimei T hiicrelerine (Th, CD4+ T hiicre) sunulurlar
[114]. Ayrica yapilan c¢aligmalarda, dentritik hiicrelerin ve makrofajlarin
ekzojenik antijenleri de MHC-I kompleksi ile birlikte sunabilme (¢apraz sunum)

ozelligine sahip oldugu tespit edilmistir [115]. DC’ler diger antijen sunucu
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hiicrelere gore 10-100 kat daha fazla naif ve hafiza T hiicrelerini uyarma
yetenegine sahiptir [116]. DC’lerin ayrica B hiicrelerini uyarma ve salgiladig
antikor alt tipinin farklilasmasini etkileme Ozelligi de bulunmaktadir [117].
Dogustan immiin sistemin hiicrelerinden olan dentritik hiicreler bir¢ok dokuda
(dalak, deri, kan, karaciger, akciger, bobrek, beyin, testis vb.) ve dokular arasi
alanda bulunmaktadir. Gelisimi olgunlasmamis (immature) ve olgun (mature)
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Olgunlasmamis hiicrelerin antijeni tutma ve
fagositoz yetenegi yiiksektir ve interlokin (IL)-10 sentezlerler. Ancak T
hiicrelerini uyarma yetenekleri yoktur. Ayrica CD40, CD54 ve CD86 gibi T hiicre
uyariminda gerekli olan aksesuar reseptorlerin sentez diizeyleri diistiktiir.
Antijenin hiicre i¢ine alinmasi ve hiicre yiizeyinde sunulmasi ile birlikte DC’ler
lenf nodlarinda T hiicre bolgesine dogru go¢ etmeye ve olgunlasmaya
baglamaktadirlar. Olgun dentritik hiicreler yiiksek seviyede IL-12 sentezlerler ve
ayni zamanda T hiicreleri ile etkilesimi saglamak ve sinyal iletimini artirmak
tizere CD58, CD54, CD86 reseptorlerini ve es uyaranlar gibi birgok molekiilii
sentezlemektedirler [114,118,119].

Patojen veya antijen ile karsilasan olgunlasmamis DC’ler, fagositoz ve
makropinositoz ile hedeflerini hiicre igine alarak antijen isleme ve sunma olarak
adlandirthan bir dizi isleme baslar. Bu islemlerde antijenler peptitlerine
parcalanmakta, MHC proteinleri ile birlikte hiicre yiizeyinde sunulmakta ve olgun
hale gelmektedirler. Ayrica DC’ler antijeni hiicre i¢ine aldiktan sonra naif T
hiicrelerini uyarmak {izere lenf nodlarma go¢ etmektedirler (Sekil 1.5) [120].
DC’ler lenf nodlarinda T hiicre bolgesinde MHC reseptorii ile birlikte sundugu
antijene ait epitopu tasiyan naif T hiicresi ile etkilesime girerek onu aktive
etmektedirler. Bu etkilesim esnasinda DC’deki MHC resptorii, T hiicresindeki T
hiicre reseptoriine (TCR) baglanmaktadirlar. Ayn1 zamanda DC’de bulunan
CD80/86 ve CD40L es uyaranlar1 T hiicre yilizeyinde bulunan CD28 ve CD40
reseptorleri ile etkileserek T hiicresinin aktive olmasina neden olur. Tc’ler aktive
olduktan sonra boliiniirler ve enfeksyon bolgesine giderek enfekte hiicrelerin
sitotoksik veya sitotoksik olmayan yol ile apoptoz girmesini saglamaktadirlar.
Eger Th’ler aktive olurlar ise hem B hemde Tc hiicrelerini etkileyerek patojene

kars1 etkin bir immiin yanit olusmasini saglamaktadirlar [120,121].
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Sekil 1.5. Dentritik hiicreler periferal dokularda olgunlagsmamis olarak bulunurlar. Patojeni
fagosite ettikten sonra hem olgunlasmaya baslar hem de patojeni naif T hiicrelerine

tanitmak tizere lenf noduna go¢ ederler [120]

DC genel olarak koken aldiklar1 hiicre kaynagina ve ylizey antijenlerine
gore plazmasitoid dentrik hiicre (pDC) ve klasik/miyeloid (¢cDC/mDC) c¢cDC
olmak iizere iki ayrilmaktadirlar. pDC’ler CD11c™ CD11b” B220" hiicre yiizey
reseptorlerini tasimaktadirlar. pDC’ler viriis tip-1 interferonlar iiretirler (IFN-a,
IFN-B ve IFN-m). IFN-a’y1 diger hiicrelere gore 100-1000 kat arasinda fazla
tiretme Ozelligine sahiptirler ve virlise 6zgii T hiicre yanitinin olusmasinda etkili
olan ¢cDC’yi aktive etmektedirler. Patojenlerin sahip olduklari “patojen iligkili
molekiiler patern” (PAMP) (6rnegin; virion yiizeyinde bulunan yiiksek tekrarl
kapsomer ve/veya peplomer, RNA, DNA) molekiillerini tanimakla goérevli olan
Toll benzeri reseptor (TLR) tiirlerinden TLR7 ve TLR-9 sentezlerler. cDC
hiicreleri CD11c"" CD11b* B220° yiizey reseptorlerini tasirlar. ¢DC’ler hemen
hemen tiim TLR’leri sentezlerler ve T hiicre cevabinda Tc ve Th hiicrelerine
antijen sunma ozellikleri etkilidir. pDC’lere gore iSe ¢apraz sunum O6zelligi daha

etkilidir [121,122].
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1.7. Dentritik Hiicre Asilari

DC’lerin naif T hiicrelerini diger antijen sunucu hiicrelere gore etkin uyarma
ozelliginden dolayr DC asis1 kanser, kronik enfeksiyonlar ve otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde 6nemli alternatif giincel yaklasimlardan birisidir. DC
asilarinin klinik alanda denemeleri 1995 yilindan itibaren baglatilmistir ve 2003
yilina gelindiginde Klinik calisma sayist 1000°e ulasmistir [123,124]. 29 Nisan
2010 tarihinde Provenge firmasi tarafindan prostat kanseri hastalarda kullanilmak
lizere gelistirilmis “Dendreon” adli dentritik hiicre asis1 Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (US Food and Drug Administration; FDA) tarafindan onaylanmistir [125].

DC as1 ¢alismalart klinikte ve hayvan modellerinde uygulanmaya devam
etmektedir. DC asis1 olusturulurken, DC onciilleri periferal kandan, dalaktan veya
kemik iliginden elde edilmektedir. Daha sonra onciil hiicreler GM-CSF, IL-4
ve/veya Flt-3L varliginda in vitro ortamda inkiibe edilmekte ve son olarak antijen

ile yiiklenerek tekrar canliya geri verilmektedir (Sekil 1.6) [125-127].

Onciil hiicreler kan, dalak

veya kemik iliginden izole
edilirler é)[::::]

Farkhlasma
faktarleri ile
olgunlamanus
DC elde edilir

Yiiklii DCler
immiinize edilirler

%
4}%}_ :’t".& | 3)% Olgllllla§maml
* S

: DC'ler
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DC’ler antijen ile yiiklenerek
olgunlastinhrlar

Sekil 1.6. Dentritik hiicre ag1 olusturulmasimnin basamaklart. DC as1 ¢alismast esnasinda, DC
onciilleri periferal kan, dalak veya kemik iliginden izole edilirler ve in vitro ortamda
farklilagsma faktorleri kullanilarak olgunlasmamis DC’ler elde edilir. Daha sonra antijen

ile yiiklenen DC’ler olgunlastirilip canliya tekrar immiinize edilirler [128]
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Kronik HBV hastalarinda dogal ve kazanilmig immiin yanitin
diizenlenmesinde rol oynayan antijen sunucu hiicrelerden dentritik hiicrelerin
antijen sunumunda problem oldugu belirtilmistir [129]. Ileri diizey fibroz ve siroz
olan kronik HBV hastalarinin kaninda dentritik hiicre sayisinda saglikli bireylere
gore diisiis oldugu tespit edilmistir. Dolasimdaki DC sayist HBV genotipinden,
HBeAg varligindan ve bulasma yolundan etkilenebilmektedir. mDC/cDC ’lerin es
uyaranlariin sentezi kronik HBV hastalarinda azalmis veya hig tliretilmemektedir.
Ancak B7-H1 inhibitériiniin sentezi artmaktadir [130-133]. Yuan ve ark. [134]
yaptig1 calismada HBsAg nin pDC‘lerin IFN-a sentezini TLR-9’1 inhibe ederek
engelledigi belirtilmigtir. Kronik HBV hastalarindan elde edilen MDDC
(monositten tiiretilmis dentritik hiicre)’lerin T yardimci hiicrelerini  uyarma
etkisinde degisiklik olmadigi tespit edilmistir [135]. Periferal kanda HBsAg ve
HBV’nin bulunmasi, mDC’lerin T hiicre uyarma kapasitelerini azalttigi ve HBV
varliginin 1L-12 sentezini azalttigi belirtilmistir [136,137].

DC agilar1 ile kronik HBV hastaliginin tedavisine yonelik yapilan
caligmalarda, bagisiklik sistemi ilaglarla baskilanmig HBV-tg farelerin
dalaklarindan izole edilmis dentritik hiicreler, in vitro ortamda HBsAg ile
yiiklenerek farelere tekrar enjekte edildiginde, anti-HBsAg yanitinda artis ve
HBV DNA diizeyinde azalma gozlenmistir [138]. Yapilan diger bir ¢aligmada,
kronik HBV-tg farelerin kemik iliginden izole edilen DC’ler in vitro ortamda,
HBsAg 28-39 epitopu ve tetanos toksini ile muamele edilip, tekrar farelere enjekte
edildiginde daha 6nceki calismadaki gibi anti-HBsAg yanitinin arttigi ve HBV
DNA diizeyinin azaldig1 gozlenmistir [139]. Yan ve ark. [140] yaptig1 ¢alismada
ise 380 kronik HBV hastalarmin periferal kanindan elde edilen mononiiklear
hiicreleri GM-CSF ve IL-4 ile muamele ederek otolog dentritik hiicreler elde
etmiglerdir. Daha sonra yine in vitro ortamda HBcAg’ye ait 18-27 a.a ve
HBVpre-S 244-53 amino asitleri aras1 epitopik bolge ile 12 saat inkiibe ettikten
sonra DC’ler hastalara immiinize edilmistir. Tedavi sonucunda hastalarin
kanlarinda HBsAg ve HBV DNA azalmasi tespit edilmistir. HBeAg negatif
hastalarda istatistiksel bakimdan anlamli bir sonug elde edilirken, HBeAg pozitif

hastalarda anlamli bir sonug elde edilememistir [140].
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Wang ve ark. [141] yaptig1 bir baska calismada, FIt-3L kodlayan plazmid
DNA farelere immiinize edilmis ve 10 giin sonra fare kemik iliginden pDC ve
cDC’ler izole edilmistir. Daha sonra CpG ile aktiflestirilmis pDC ile mDC, 1:1
oraninda bir araya getirilip uygun peptitle yliklenip farelere immiinize edildiginde,
farelerde etkin sitoksik T hiicre yaniti tespit edilmistir. Yapilan diger ¢alismada
ise 12 kronik hepatit B hastasinin periferal kanindan pDC’ler ve monositten
tiiretilmis dentritik hiicreler (MDDC) izole edilmistir. CpG ile aktiflestirilmis
pDC’ler ve MDDC’ler birlikte kiiltiire edildiklerinde HBcAg ile yliklenmis
MDDC’lerin es uyaran sentezinin arttigi ve HBV’ye 6zgli Tc hiicre yanitinin
artig1 tespit edilmistir [142].

Bu calismalar DC asilarinin hepatit B tasiyicilarinda olusan immiin
toleransin kirilmasinda alternatif yontem olabilecegini gostermektedir. Ancak ayni
zamanda DC’lerin etkin bir sekilde yiiklenmesinde alternatif yontemlere ihtiyag

oldugunu belirtmektedir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1. 1. Cihazlar

Akim Sitometri Cihaz1 (Becton Dickinson), RT-gPZR cihaz1 (Bio-Rad),
MACS manyetik hiicre ayiric1 (Miltenyibiotec), PZR cihazi (Corbett Life
Science), ELISPOT okuyucu (AID-GmbH), CO; inkiibatorii (Thermo Heraeus
Cytoperm 2), ters faz mikroskop (Olympus CKX41), yiiksek hizli santrifiij
(Sorvall RC5C Plus), derin dondurucu -80 °C, derin dondurucu -150 °C (Thermo),
ELISA okuyucu (BIO-RAD Model 3550 Microplate Reader), spektrofotometre
(Bio-Rad), nanodrop (Thermo), vorteks (Bio Vortex), pipet tabancasi (Eppendorf
Easypet), siizge¢ (BD Falcon, Cell Strainer), fiizyon kiiltiir plaklari, 96 Kuyulu
(TPP), ¢ok kuyulu hiicre kiiltiir Plaklar1 (TPP), ELISA plaklar1 (TPP), ELISPOT
plaklar1 (Millipore), diyaliz membrani (Sigma 23 mm x 15 mm), protein A immiin
afinite kolonu (GE Healthcare), fraksiyon ayirim makinesi (BIO-RAD Model
2110), ELISA plaka yikayici 12 Kuyuluk (Nunc-Immuno Wash).

2.1.2. Kimyasal maddeler

Fare graniilosit makrofaj koloni stimiilan faktér (GM-CSF), fare interlokin-4
(mIL-4), fare timor nekrozis faktor (MTNF-a) ve penislin  sitroptomisin
(Invitrogen), anti-CD11c PE, anti-CD11b FITC ve anti-B220 PerCP-Cy5 (Becton,
Dickinson), anti-fare 1gG-AP konjugati (Sigma), karboksifloresein diasetat
suksinimidil ester, CFSE (Invitrogen), IFN-y 6zgiil I. ve Il. Antikor (Millipore),
BCIP/NBT substurat soliisyonu (Millipore), trizol (Invitrogen), CpG1826
(Invivogen), HBV as1 (Gen Hevac), biotin isaretli anti-HBsAg (Diapro),
streptaavidin isaretli horse radish preoksidaz (Diapro), anti-fare IgM-AP konjugati
(Sigma), monoklonal anti-HBsAg (GMBE’de daha once yapilan caligmalarda
tiretilmistir), poliklonal anti-HBsAg (TARAL 1007 projesi kapsaminda
(105G056) yapilan c¢aligmalarda iretilmistir), para-nitro-fenil-fosfat, (pNPP),
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lipopolisakkaretid (LPS), 3,3°,5,5’—tetra metil benzidin, (TMB) substurat
soliisyonu, Hepes, dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), roswell park
memorial institute medium (RPMI1640), Freund’s complete (FCA), Freund’s
Incomplete Adjuvanti (IFA), transferin, anti-fare polivalen antikoru alkalen
fosfataz (AP) konjugati (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 KH,PO4 ve 10 mM K;HPQO, hazirlanarak pH
7.2’ye ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltinin iizerine 0.15 mM NaCl ilave edilerek
karistirildi. Otoklav ile steril edildi.

PBS-Tween 20 Tamponu: 1 Litre fosfat tamponuna % 0.05 Tween-20 eklendi ve
bir siire vorteks ile karistirilarak hazirlandi.

PEG cozeltisi: 1 ml PBS ile 1 ml distile su 1:1 oraninda karistirildiktan sonra 2 gr
PEG-4000 ilave edildi. Cozelti otoklavlandiktan sonra kullanilincaya kadar 37
°C’de saklandi.

Substrat Tamponu: 1 mM MgCl,, 1 mM ZnCl; ve 0.1 M glisin ¢ozeltisi pH 10.4
olacak sekilde KOH ile ayarlandi. 1 ml substrat tamponunun iizerine 1 mg pNPP
ilave edilerek kullanima hazir hale getirildi.

Baglama (binding) Tamponu: 200 mM NaH,PO, ve 200 mM Na,HPO,
karistirilarak pH 7.0’ye ayarlandi.

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

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

MACS Tamponu: % 2 EDTA ve % 0.5 BSA iceren PBS hazirlandi.

Amonyum Klorid Tamponu: 0.02 M Tris-Cl ve 0.14 M NH4CI hazirlanarak pH
7.2’ye ayarland.
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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 piriivat, 0.1 mM MEM non-essential amino asit, 50
U/ml penisilin, 50 pg/ml streptomisin, 50 uM merkapto etanol, 20 ng/ml GM-
SCF ve 100 U/ml IL-4 igeren RPMI 1640 pH 7.2 olacak sekilde 1 litre steril
distile su i¢inde hazirlandi. Besiyeri steril ortamda 0.2 pm’lik filtreden gegirilerek
sterilize edildi. % 10 (v/v) olacak sekilde FBS ilave edilip kullanima hazir hale
gelen besiyeri +4 °C’de saklandi. Kullanim sirasinda RPMI1640 besiyeri belli bir
sire oda sicakliginda tutularak oda sicakligina gelmesi saglandi ve oda
sicakliginda kullanildi.

DMEM besiyeri: 13.4 gr DMEM (4.5 gr/L glukoz, 25 mM Hepes), 5.96 gr Hepes
ve 2 gr NaHCOg3 pH 7.2 olacak sekilde 1 litre steril distile su i¢inde hazirlandi.
Besiyeri steril ortamda 0.2 um’lik filtreden gegirilerek sterilize edildi. % 10 (v/v)
olacak sekilde FBS ilave edilip gentamisin (50 pg/ml) eklendikten sonra
kullanima hazir hale gelen besiyeri +4 °C’de saklandi. Kullanim sirasinda DMEM
besiyeri belli bir siire oda sicakliginda tutularak oda sicakligina gelmesi saglandi
ve oda sicakliginda kullanildi.

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

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

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

2.1.5. Rekombinant faj
HBsAg’nin M13fajin P3 proteini {izerinde gosterilmesi TUBITAK-MAM-

GMBE Immiinogenetik Laboratuvar1 tarafindan, TARAL 1007 projesi
kapsaminda (105G056) gerceklestirildi.
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2.1.6. Transgenik HBV (HBV-tg) fareler

GMBE- Hayvan Genetigi ve Ureme Biyolojisi Laboratuvarinda HBV
transgenik fareler, C57BL/6JXBALB/c hibrid fare embriyolarina tim HBV
genomunu igeren HindIlI-Sacl fragmantlar1 kesilmis pT-HBV1.3 plazmidinin
stabil olarak transfekte edilmesiyle elde edilmistir. Elde edilen HBV-tg farelerde
HBV-DNA’sinin genoma stabil olarak entegre oldugu, HBVx gen
transkriptlerinin olustugu ve karaciger, bobrek ile serumda HBsAg bulundugu

gosterilmistir [143].
2.2. YONTEM
2.2.1. Rekombinant faj immiinizasyonlar:

Alti-sekiz ~ haftaik  BALB/c, BALB/cj, HBV-tg ve  Hibrit
(C57BL/6JxBALB/c) fareler, farkli konsantrasyonlarda 100 pul PBS (pH: 7.2)
icerisinde 1x10%, 1x10™, 1x10™, 1x10* rekombinant faj (rfaj) partikiilii ile g
hafta arayla, ii¢ veya dort kez intraperitonel olarak immiinize edildi. Kontrol
grubu olarak yaban faj (M13), ticari HBV asis1 (5 pg/fare) ve plazmadan
saflagtirnlmis HBsAg kullanildi. Plazmadan saflastirilan HBsAg (5 pg/fare) ilk
immiinizasyonda Freund’s complete (FCA) ile karistirilarak hazirlandi. Diger
immiinizasyonlarda ise HBsAg Freund’s incomplete (IFA) adjuvani ile

hazirlanarak fareler immiinize edildi.
2.2.2. Anti-faj monoklonal antikor iiretimi
2.2.2.1. Fiizyon
Dért adet BALB/c fare, 10* M13 faj partikiilii ile ii¢ hafta arayla ii¢ kez
intraperitonal olarak immiinize edildi. Farelerde olusan immiin yanit ELISA

yontemiyle ile tespit edilip en yliksek antikor titresine sahip fare fiizyona alindi.

Fiizyon metoduna gore [144], dekapite edilen farenin lenf nodlarindan ve

27



@ ANADOLU UNIVERSITESI

dalagindan elde edilen lenfositler ile FO myeloma hiicreleri ATTC 1646) 1:3
oranda birlestirildi ve polietilen glikol (PEG 4000) varliginda fiizyon yapildi.
Hibrit hiicrelerin secilimi % 2 HAT (hipoksantin aminopterin timidin) igeren
DMEM kullanilarak gergeklestirildi. Hibrit hiicrelerin  aktivitesi, ELISA
yontemiyle ile tespit edildi ve antijene 6zgiil yanit veren hibrit hiicreler genis

Olcekte cogaltildi.

2.2.2.2. Monoklonal antikorlarin genis ol¢ekte iiretilmesi ve alt tiplendirme

deneyi

M13 faji, yiiksek oOzgillikte monoklonal antikor sentezleyen hibrit
hiicrelerin in vitro ortamda genis 6l¢ekte cogaltilmasi igin % 5 FBS igeren DMEM
besiyerinde 2 giin, FBS olmayan (% 0) DMEM besiyerinde 2 giin olmak iizere
dongiisel olarak tretildi. Hiicre kiiltiir Gist sivilart biriktirildi ve 1250xrpm‘de 10
dk santrifiij edilerek hiicre pelleti uzaklastirildi. Calismalarda FBS olmayan
besiyerinde biriktirilen besiyeri kullanildi.

Hibrit hiicreler tarafindan iretilen monoklonal antikorun alt tipinin
belirlenmesi i¢in indirek ELISA prokolii uygulandi. Plaka 1x10° M13 faj ile
kapland1 inkiibasyona birakildi. Yikama asamalarindan sonra 100 pl hiicre kiiltiir
tist s1vist ilave edildi ve inkiibasyondan sonra alkalin fosfataz isaretli, anti-lgG,

anti-lgM polivalen antikorlar kullanilarak monoklonal antikorun alt tipi belirlendi.

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

immiinizasyonu

Anti-faj monoklonal antikoru farkli konsantrasyonlarda (5, 10 ve 20 ug)
1x10% rfaj ile PBS igerisinde bir saat 37 °C’de calkalayici inkiibatérde inkiibe
edildi. Daha sonra bir gece oda sicakliginda inkiibe edilerek monoklonal antikor-
faj komplesi hazirlandi. Alti-sekiz haftalik BALB/c fareler bu kompleks ile ii¢ kez
intraperitonel olarak immiinize edildi. Ikinci ve iiglincii immiinizasyonlarda
sadece rekombinant faj uygulandi. Kontrol grubu olarak rekombinant faj,

monoklonal antikor, yaban faj ve ticari HBV asis1 kullanildi. Farede olusan
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immiin yanit kuyruk kanindan elde edilen plazma ile ELISA testi uygulanarak
tespit edildi.

2.2.4. HBV-tg farelerde immiin toleransin kirilmasi

2.2.4.1. As1-antikor kompleksi olusumu

TUBITAK-MAM-GMBE’de daha onceki projeler kapsaminda HBsAg’ye
0zgll monoklonal antikor ile ticari HBV asis1 farkli oranlarda (1:1, 1:5, 1:10, 5:1)
PBS igerisinde bir araya getirildi. 37 °C’de calkalayic1 inkiibatérde inkiibe
edildikten sonra bir gece oda sicakliginda inkiibe edilerek monoklonal antikor-as1

komplesi hazirlandi.

2.24.2. ELISA yontemiyle asi-antikor immiin kompleks olusumunun

kontrolii

ELISA plaka kuyular1 20 ng/kuyu HBsAg-Ad ve 20 ng/kuyu HBsAg-Ay ile
kaplanarak +4 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyular
yikama soliisyonu (PBS + % 0,5 Tween 20) ile 3 kez yikandiktan sonra % 10 siit
tozu ile bloklandi. Yikama isleminden sonra asi-antikor orani sirasiyla 10:1, 5:1,
2.5:1, 1:1, 0:1 ve 1:0 olarak hazirlanmis immiin kompleksler kuyulara eklenerek
plaka 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve daha sonra kuyular tekrar yikandi. Her
kuyuya 100 pl alkalin fosfataz isaretli polivalen eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyular 4-5 kez yikanarak her kuyuya 100 pl pNPP
(nitro fenil fosfat) ilave edildi ve ELISA plaka okuyucuda 405 nm‘de 60. dk

absorbans degerleri ol¢iildii.
2.2.4.3. As1-antikor kompleksi immiinizasyonlari
Yapilan ilk c¢alismada, alti-sekiz haftalik iki adet disi ve iki adet erkek

fareden olusan HBV-tg ve Hibrit fare gruplar, farkli derisimlerde asi-antikor
kompleksleri (1:1, 1:5, 1:10), sadece monoklonal antikor (1 pg, 5 pg, 10 ug) ve
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ticari as1 (1 pg) olmak {iizere farkli sekilde iki hafta araliklarla liger kez
intraperitonel olarak immiinize edildi. ikinci ¢alismada ise ayn1 sayidaki HBV-tg
ve hibrit fareler sadece 1:5 asi-antikor kompleksi, 5 ug monoklonal antikor ve 1
ug ticari asi ile ticerkez immiinize edildi.

Uciincii ¢alismada diger ¢alismalardaki gibi ayni say1 ve yas araliginda
HBV-tg fareler kullanilmistir. Gruplar; 5:1 oraninda asi-antikor kompleksi, 5 ug
ticari as1, 1 ug monoklonal antikor, adjuvant (50 ul), asi-adjuvan kompleksi, ticari
HBsAg ve ticari HBsAg-monoklonal antikor kompleksleri ile 15 giin arayla
intraperitonel  olarak immiinize edildi. Adjuvant kullanilarak yapilan
immiinizasyonlarin ilkinde FCA kullanilirken, ikinci ve {igiincli immiinizasyonlar

IFA kullanilarak yapildu.

2.2.5. Plazma eldesi

Farelerde olusan antikor yanit veya antijen seviyesindeki azalmanin tespiti
icin fare kuyruklarindan 20 pl kan alinarak 20 pl sodyum sitrat igeren tiipe
konuldu. 3000xg’de 5 dakika santrifiij edilerek plazma elde edildi. Plazma
yapilacak ¢alismalar i¢in -20 °C’de saklanda.

2.2.6. ELISA Yontemiyle Antikor Yamitinin Tespiti

ELISA plaka kuyular1 20 ng/kuyu HBsAg-Ad ve 20 ng/kuyu HBsAg-Ay ile
kaplanarak +4 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyular
yikama soliisyonu (PBS + % 0,5 Tween 20) ile 3 kez yikanarak % 1 veya % 10
siit tozu ile bloklama igin 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bu siire sonunda farkli
seyreltmelerde fare serumu kuyulara ilave edilerek plaka 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi ve ardindan kuyular yikandi. Her kuyuya 100 pl alkalin fosfataz isaretli
polyvalen eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 4-5 kez
yikanarak her kuyuya 100 pl pNPP substurat eklendi ve karanlikta, oda
sicakliginda 60. dk inkiibe edildi. ELISA plaka okuyucuda 405 nm dalga boyunda
kuyulardaki absorbans degeri 6lgiildii.

2.2.7. ELISA yontemiyle plazmada antijen degisiminin tespiti
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ELISA plaka kuyular1 70 ng monoklonal anti-HBsAg ve 30 ng poliklonal
anti-HBsAg ile kaplanarak +4 °C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
kuyular yikama soliisyonu ile 3 kez yikanarak % 10 siit tozu ile bloklanmak {izere
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bloklama sonrasinda 5 pl HBV-tg plazmasi ile
birlikte her kuyuya 25 pl biotin isaretli anti-HBsAg eklendi ve plaka 37 °C’de 1
saat inkiibe edildi. Bir sonraki asamada plaka tekrar yikama soliisyunu ile 3 kez
yikandi ve her kuyuya 100 pl streptaavidin isaretli horseradish peroksidaz
eklenerek plaka 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaka 4-5 kez
yikama soliisyonu ile yikandi ve her kuyuya 100 ul TMB substurat soliisyonu
eklendi. Plaka 5 dk karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra ELISA
plaka okuyucuda 655 nm dalga boyunda kuyulardaki absorbans degeri 6l¢iildii.

2.2.8. Dentritik hiicre elde edilmesi

Dentritik hiicre elde etmek i¢in 6-8 haftalik HBV-tg fareye servikal
dislokasyon yontemiyle Otanazi uygulandiktan sonra farenin her iki femur ve
tibia’st ¢ikartlip kas dokudan temizlenerek ve 2-5 dk % 70 alkol de inkiibe
edilerek dezenfeksiyon saglandi. Femur ve tibiada bulunan kemik iligi hiicreleri
% 2 FBS igeren 2 ml PBS kullanilarak elde edildi. 0.168 M amonyum klorid
cozeltisi ile oda sicakliginda 6 dk inkiibe edilerek kirmizi kan hiicreleri ortamdan
uzaklastirildi. Kemik iligi hiicreleri 1x10%/ml olacak sekilde % 10 FBS, 2 mM L-
glutamin, 1 mM sodyum piriivat, 0.1 mM MEM non-essential amino asit, 50 U/ml
penisilin, 50 pg/ml streptomisin, 50 uM merkapto etanol, 20 ng/ml GM-CSF ve
100 U/ml IL-4 igeren RPMI 1640 ile 100 mm‘lik petriye ekildi ve 37 °C, % 5 CO»
inkiibatdrde inkiibe edildi. Ugiincii giin besiyerinin 2/3’si alinarak yeni besiyeri
petriye eklendi. Altinci giin hiicreler hiicre kaziyict yardimiyla ve/veya versese
soliisyonu ile siispense hale getirilerek akim sitometri ¢aligmasi i¢in veya antijenle

yiiklemede kullanilabilir duruma getirildi.
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2.2.9. Dentritik hiicrerin akim sitometri cihaz ile analizi
2.2.9.1. Dentritik hiicre safliginin tespiti

Elde edilen dentritik hiicrelerin safliginin tespiti igin, 1x10° dentrik hiicre 1
ul anti-CD11c PE, anti-B220 PerCP, anti-CD11b FITC ve izotipleri ile 20 dk +4
°C’de inkiibe edilerek isaretlendi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler PBS ile
yikandi. Pellet 500 pl soguk PBS ile siispanse hale getirilerek FACScan cihaziyla

incelendi.
2.2.9.2. Dentritik hiicre olgunlagsmasinin tespiti

Yikli dentritik hiicrelerin olgunlagmasinin tespiti i¢in dentritik hiicrelerin
yiizeylerinde bulunan CD40, CD80 ve CD86 reseptorlerinin ekspresyon diizeyleri
akim sitometri cihaziyla kontrol edildi. Bu asamada 1x10° dentritik hiicre 1 pl
anti-CD40 PE, anti-CD80 PE-Cy5, anti-CD86 FITC ve izotipleri ile 20 dk +4 °C
‘de inkiibe edilerek isaretlendi. Inkiibasyon siiresi sonunda PBS ile yikanan
hiicreler 500 pl soguk PBS ile siispanse hale getirilerek FACScan cihaziyla

incelendi.
2.2.9.3. CFSE isaretleme

[saretleme icin 10x10° dentritik hiicre 5 ml PBS i¢inde 0.5 mM CFSE ile 10
dk 37 °C’de inkiibe edilerek isaretlendi. Inkiibasyon siiresi sonunda tiipe 25 ml
PBS eklenerek buz iizerinde 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler PBS ile iki
kez yikandi ve akim sitomtri cihazinda analiz yapildiktan sonra Hibrit farelere
5x10° hiicre/fare intraperitonel olarak verildi. Immiinizasyondan 24 saat sonra
immiinize edilen farenin lenf nodlar1 ve dalagi izole edilerek akim sitometri

cihazinda FL-1 renk araliginda incelendi.
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2.2.10. Dentritik hiicrelerin morfolojik analizi

Dentritik hiicreler 6. giinde lamel iizerine 5 x10° olacak sekilde ekilerek
bir gece 37 °C’de %5 CO,’de inkiibe edildi. Yedinci giinde besiyeri kuyulardan
uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Sonra hiicreler % 4’liikk paraformaldehit
(PFA) soliisyonu ile 20 dk oda sicakliginda fikse edildi ve 3 kez PBS ile yikandi.
Dehidratasyon islemlerinden gegirilen (% 100 alkolden % 70 alkole azalan
oranlarda gegis yapilmasi) hiicreler hematoksilen ile 3 dk muamele edildi. PBS ile
yikamanin ardindan eozin ile 3 dk boyand: ve sirasi ile % 70, % 80, % 90 ve %
100 alkollerden gegirildi. Son olarak PBS ile yikandiktan sonra mikroskopta
inceleme yapildi. Boyama sonucunda hiicrelerin sitoplazmalari pembe renkte,

cekirdek ise mavi renkte gozlemlendi ve fotograflari ¢ekildi.

2.2.11. Dentritik hiicre ¢cahismasinda asi-antikor kompleksinin olusturulmasi

2.2.11.1. Anti-HBs monoklonal antikorunun genis ol¢ekte iiretilmesi ve

saflastirilmasi

Anti-HBsAg monoklonal antikor iireten hibrit hiicre hatti daha o6nceki
calismalar kapsaminda TUBITAK-MAM-GMBE’de gerceklestirilmistir. Bu
calismada bu hiicre hatt1 genis dlgekte cogaltildi ve kiiltiir iist sivisinda bulunan
anti-HBsAg saflastirildi.

Antikor saflagtirilmasinin yapilabilmesi i¢in ilk olarak hibrit hiicreler %10
DMEM kullanilarak 75 cm? ve 150 cm®lik hiicre kiiltiir flasklarinda cogaltildi ve
kiiltiir tist sivilart biriktirildi ve daha sonra 1200xrpm’de 5 dk santriij edildi.
Kiiltiir list s1visina soguk ortamda %45 oraninda amonyum siilfat eklendi ve gece
boyu + 4 °C’ karistirildi. inkiibasyon siiresi sonunda +4 °C’de, 10.000 xrpm’de
55 dk santriij edildi. Olusan pellet PBS’de ¢oziilerek +4 °C’de gece boyu diyaliz
edildi. Diyaliz sonrasi antikorlar 0.45 pm’lik filtreden gegirilerek kolona

yiiklenmeye hazir hale getirildi.
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Antikor saflastirmada protein A kolonu kullanildi. Ilk olarak kolon
baglanma tamponu ile kolon hacminin 5 kati oraninda yikandi. Daha sonra
filtreden ge¢irilmis antikor soliisyonu kolondan gegirildi ve 1 ml hacim olacak
sekilde mikro santrifiij tiiplerinde biriktirildiler. Daha sonra kolon yikandi ve
kolona tutunmus olan antikorlar eliisyon tamponu ile kolondan c¢doziilerek
icerisinde 75 pl denge tamponu olan 1ml hacimli tiiplere toplandi. Tiiplerdeki
absorbans degeri nano drop cihazi ile Olgiildii. 1.4 absorbans degeri 1 mg/ml

antikor olarak hesapladi ve ¢alismalarda kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi
2.2.11.2. Asi-antikor kompleksi

Ast-antikor immiin kompleksi 2:1 oraninda 10 ug/ml saf anti-HBsAg
(IgG2b) monoklonal antikor ile 20 pg/ml hepatit B agisinin (GenHevac B), 1 saat
37 °C’de inkiibe edildikten sonra gece boyuca oda sicakliginda inkiibe edilerek

kompleks olusturuldu.

2.2.12. Dentritik hiicreleri yiiklemede kullanilacak HBV as1 miktarinin

belirlenmesi
2.2.12.1. WST-1 canhhk testi

Yiiklenecek dentritik hiicre sayisinin ve hiicrelerin yiiklenecegi asi, asi-
antikor kompleksinin konsantrasyonunun belirlenmesi icin iki farkli hiicre
konsantrasyonu ve doz konsantarsyonu ile ii¢ farkli inkiibasyon zamani denenerek
belirlendi. 25x10% ve 50x10° dentritik hiicre 96 kuyulu plakaya ekildi ve 5, 24 ve
48 saat boyunca 144 ng veya 28 ng HBsAg iceren as1, asi-antikor veya ayni
miktarda antikor ile yiiklendi. Kontrol grubu olarak yiiksiiz dentritik hiicreler
kullanildi. Pozitif kontrol olarak ise sitotoksik etkisi bilinen 10 upl hidrojen
peroksit kullanildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda her kuyuya 10 pul WST-1
soliisyonu eklenerek 2 saat sonra kuyularda olusan absorbans degeri 450 nm

Olclim dalga boyu ve 655 nm referans dalga boyunda 6l¢iildii.
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2.2.12.2. BrdU baglanma testi

Hiicre ¢cogalmasinin tespiti i¢in BrdU baglanma yontemi kullanildi. WST-1
testinde kullanilan hiicre ve asi, asi-antikor veya antikor konsantrasyonlari
kullanilarak BrdU testi yapildi. Hiicrelerin 24 saat ve 48 saat inkiibasyonu
sonunda her kuyuya 1:1000 oraninda seyreltilmis 10 pl BrdU eklenerek 37 °C’de
3 saat inkiibe edildi. Daha sonra, hiicreler 10 dk 1200xrpm’de santrifiij edilerek
siipernatant ortamdan uzaklastirildi ve plaka 60 °C 1 saat inkiibe edildi. Kuyulara
200 pl Fix-Denat eklenerek hiicreler fiske edildi. Daha sonra, her bir kuyuya 100
ul anti-BrdU eklenip 90 dk oda sicakliginda bekletildi ve sonra PBS ile 3 kez
yikandi. Yikama isleminden sonra her kuyuya 100 pl substrat soliisyonu eklenerek
20 dk reaksiyon igin bekletildi ve 25 mM hidroklorik asit ile reaksiyon
durdurularak 450 nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢iildii.

2.2.13. Dentritik hiicrelerin morfolojik analizi

Dentritik hiicreler 6. giinde lamel iizerine 5 x10° olacak sekilde ekilerek bir
gece 37 °C’de %5 COgz’de inkiibe edildi. Yedinci gilinde besiyeri kuyulardan
uzaklastirild1 ve hiicreler PBS ile yikandi. Sonra hiicreler % 4’liikk paraformaldehit
(PFA) soliisyonu ile 20 dk oda sicakliginda fikse edildi ve 3 kez PBS ile yikandi.
Dehidratasyon islemlerinden gecirilen (% 100 alkolden % 70 alkole azalan
oranlarda gegis yapilmasi) hiicreler hematoksilen ile 3 dk muamele edildi. PBS ile
yikamanin ardindan eozin ile 3 dk boyand: ve sirasi ile % 70, % 80, % 90 ve %
100 alkollerden gegirildi. Son olarak PBS ile yikandiktan sonra mikroskopta
inceleme yapildi. Boyama sonucunda hiicrelerin sitoplazmalari pembe renkte,

cekirdek ise mavi renkte gozlemlendi ve fotograflar ¢ekildi.
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2.2.14. Dentritik hiicrelerin immiinizasyonu

Dentritik hiicrelerin immiinizasyonu bes farkli grupta ve her grupta dort adet
HBV-tg fare olmak iizere gerceklestirilmistir. Gruplar sirasiyla asagida
belirtilmektedir;

1. Grup: Kontrol grubu, dentritik hiicre immiinize edilmeyen HBV-tg fareler.

2. Grup: As1 grubu, Spg asi ile yiikli dentritik hiicre immiinizasyonu yapilan
HBV-tg fareler.

3. Grup: Asi-antikor grubu, 5ug asi-antikor kompleksi ile yiiklii dentritik hiicre
immiinizasyonu yapilan HBV-tg fareler.

4. Grup: Antikor grubu, 5ug antikor ile yiiklii dentritik hiicre immiinizasyonu
yapilan HBV-tg fareler.

5. Grup: DC@, yiikklenmemis dentritik hiicre immiinizasyonu yapilan HBV-tg
fareler.

Kemik iligi hiicrelerinin dentritik hiicrelere farklilagsmasimin 6. giiniinde
hiicreler silispanse hale getirilerek 1.5%10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyulu
plaka kuyularina ekildi. Yedinci giin hiicreler yukarida belirtilen gruplarina uygun
olarak 5 pg as1, asi-antikor kompleksi veya antikor ile yiiklendi. Ayrica ek olarak
her kuyuya 1 pl CpG, 100 ng/ml LPS eklenerek 5 saat 37 °C, % 5 CO;
inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyulardaki dentritik
hiicreler siispanse hale getirilerek Thoma laminda sayildi ve 5 x10° hiicre/fare
olacak sekilde immiinizasyonlar yapildi. Immiinizayonlar bir hafta arayla iki kez
intraperitonal olarak yapildi.

Ikinci immiinizayondan sonra birinci, ikinci ve {i¢lincii hafta farelerin
kuyruk kanindan elde edilen plazmada olusan antikor yanit incelendi. Ek olarak,
ikinci immiinizasyondan ii¢ hafta sonra farelere servikal dislokasyon ile Gtanazi
uygulanarak karaciger ve dalaklar1 izole edildi. Elde edilen dalak hiicreleri

ELISPOT ¢alismasinda, karaciger dokulari ise RT-qPZR ¢alismasinda kullanildi.
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2.2.14. Karaciger dokularindan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Karaciger dokularindan total RNA izolasyonu Trizol kullanilarak yapildi.
RNA izolasyonu esnasinda saglayici firmanin (Invitogen) 6nerdigi protokol takip
edildi. Agirlilar1 10 mg’dan kiigiik olan dokular sivi azot icinde porselen
havanlarda toz haline gelinceye kadar ogiitiildikten sonra 1 ml Trizol ile
homojenize edildi. Homojenat 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 4 °C’de
12000 xg’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Ust s1v1 temiz bir tiipe aktarildi
ve lizerine 200 pl Kloroform eklendi. Homojenat-kloroform karisimi 3 dk oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 4 °C’de 12000 xg’de 15 dk boyunca santrifiij
edildi. RNA igeren iist faz bir tiipe alind1 ve 0.5 ml 2-isopropanol eklendi. Daha
sonra drnekler 4°C’de 12000 xg’de 10 dk boyunca santrifiij edildi. Ustte bulunan
tim siv1 pipetle uzaklastirildi. Tiiplin dibinde kalan pelet 1 ml % 75’lik etanol
yikandiktan sonra 4 °C’de 7500 xg’de 5 dk boyunca santrifiij edildi. Pelet
vakumlu Kkurutucuda tam olarak kurutulduktan sonra 50 pl dietilpayrokarbonat
(DEPC)-H,0 iginde ¢6ziildii. RNA 6rneklerinin konsantrasyonu, safligi ve Kalitesi
NanoDrop ND1000 spektrofotometre ve agaroz jelde yiiritiilerek tespit edildi.
Her 6rnekten 1 pg RNA kullanilarak ¢cDNA sentezi ger¢eklestirildi. Bunun igin
“Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit” ve onerilen protokol kullanildi.
Kisaca, total RNA 6rnegi ve 2 pl random hekzomerler varliginda 60 °C’de 10 dk
inkiibe edildi. Daha sonra 4 ul RT enzim reaksiyon soliisyonu, 1.1 pul RT enzim,
0.5 pl RNaz inhibitori, 2 pul deoksiniikleotitler ve 1 ul DTT eklenerek sirastyla 45
°C’de 15 dk, 65 °C’de 60 dk ve 85 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Ornekler RT-
gqPZR’da kullanilmak iizere -20 °C’de sakland.

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

RT-qPZR igin kullanilacak olan primerlerin niikleotid dizisi belirlenmesinde

programi (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) kullanildu.

Dizayn edilen ve calismada kullanilan primer ciftine ait bilgiler asagida

verilmektedir.
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MO mispriming Tibrary specified
Using 1-based seguence positions

OLIGD start len tm go¥  any 3' seq
LEFT PRIMER 249 20 57,11 50.00 3,00 2,00 cotottcatcctgorgotat
RIGHT PRIMER 455 20 57,05 50.00 6,00 1.00 ccactcccataggaatcottg

SEQUENCE SIZE: 678
INCLUDED REGION SIZE: 78

PRODUCT SIZE: 247, PAIR ANY COMPL: 4,00, PAIR 3' COMPL: 1.00
EXCLUDED REGIONS (start, len)®: 1,120 541,138

1 atggagagcacaacatcaggattoctaggaccoctgotogtgttacaggoggoottttte
R R R R R R R R R R R o o o o ok o e o o o o e o R R or W,

6l trgttgacaagaatcctcacaataccacagagictagactogigytgyacttototcaat
o o o o o D o T D oo o G o o o oo,

121 trtctaggoggagcacccacgtgtoctgyocaaaattcgcagtccccaacctacaataac
18] traccaacctottgtoctocaacttgtortggotatogotggatgtgtctgoggogtttt

241 atcatattoctottcat ooyt gotatyocrcatCitCtTgityyttottotggactac
R e

301 caaggratgrtgocogtitgtcctotacttcCagyaacatcaactaccagoacyygacca
361 tgcagaacctgoacgattoctgotoaaggaacctotatgittocctottgttgotgtaca

421 aaaccttoggacggaaactgoacttgtattoccatoccatcatoctgggetttogcaaga
<€l

481 ttcctatgggagtggyoctcagr oyt ot octggotcagttiactagtgccatttgrt
CLLLCLLLLLLLLLL

541 cagtgottogtaggoctttoccocactgtttggctttcagotatatggatgatgtgotat
R R R R R R R B R R R R R R B R X R e o R e e O o o o e e e R I R v,

601 tgggggocaagtotgtacaacatcrtgagtcccittttacctctattaccaattit ottt
R o o D o D o o B D D D o D D D D D Do D D D D D,

661 tgrctttgggratacatt
SRR X R R K,

Elde edilen cDNA o6rnekleri 1:10 oraninda seyreltilerek RT-gPCR deneyi
gergeklestirildi. RT-qPCR ¢alismalar1 Bio-Rad-iQ5 RT-qPZR cihazi ve Qiagen
SYBR Green kiti kullanarak gercgeklestirildi. RT-qPZR c¢alismasinda kullanilan
protokol ve konsantrasyonlar Cizelge 2.1°de belirtilmektedir.

Ayrica standart egri olusturulmasinda kullanilmak tizere HBsAg geni PZR
cogaltildi. Daha sonra agaroz jelde yiiriitiildii ve agaroz jelden temizlenerek

saflastirilarak standart egriyi olusturmakta kullanilacak seri diliisyonlar hazirlandi.
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Cizelge 2.1. HBs geninin ekspresyon degisimininf tespitinde kullanilan RT-gPZR protokolii ve

programi. a) CDNA, primerler ve SYBR Gren mikrarlari, ¢) RT-qPZR programi

a)
Kimyasal Konsantrasyon Miktar (ul)
cDNA - 10 pl
Forward Primer 10 pmol/ ul 1,25 ul
Reverse Primer 10 pmol/ ul 1,25 ul
Qiagen SYBR Green Kit 12,5 ul
TOPLAM 25 ul
b)
Siire
Basamak Sicakhk Dongii
[k Denatiirasyon 94°C 5 dk. 1
Denatiirasyon 94°C 40 sn. 40
Baglanma 55°C 1 dk.
Uzama 72°C 1dk.
94°C 1 dk. 1
55°C 1 dk. 1
Erime Sicaklig1 Grafigi 55°C-95°C Erime Egrisi
Sonlandirma 4°C 0 -

2.2.16. IFN-y salgilanmasindaki degisimin ELISPOT ile tespiti

Millipore marka PVDF zar kapli ELISPOT plaka kuyular1 15 ul (% 35°lik

(v/v)) etanol ile inkiibe edilerek kuyularin sterilizasyonu saglandi. Kuyular {i¢ kez

PBS ile yikandiktan sonra 100 pl (10 pug/ml) baglayict antikor ile kaplanarak +4

°C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda steril su ile yikanan

kuyulara 150 pl besiyeri eklenerek 2 saat 37 °C de bloklanmasi saglandi.

Siispanse hale getirilen HBV-tg farelerin dalak hiicreleri 125x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde ELISPOT plakaya ekildi. Daha sonra 25x10° ag1 ile yiikli veya

yiiksiiz dentritik hiicre kuyulara eklenerek bir gece inkiibe edildi- Inkiibasyon

stiresi sonunda kuyular alt1 kez % 0.01 Tween-PBS ile yikand1 ve her kuyuya 2
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png/ml biotinlenmis ikinci antikor eklenerek 2 saat inkiibe edildi. Kuyulara tekrar
yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra 1:1000 diliisyonda hazirlanan
strepteavidin alkalin fosfataz soliisyonu eklenerek 45 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Son olarak kuyular yikama soliisyonu ve PBS ile yikandiktan sonra her
kuyuya 100 pl substrat BCIP/NBT (Nitro mavi tertatolizum klorid/ 5-bromo-4-
kloro-3'-indokfosfat p-tlodin tuzu) eklendi ve 5 dk karanlikta inkiibe edildi.
Kuyular noktalar olusmaya basladiktan sonra su ile yikandi. Plaka karanlikta gece
boyu birakildiktan sonra olusan noktalar Aid marka ELISPOT okuyucu cihazda
sayildi.

2.2.17. Istatistiksel analiz
Deney sonuglari, Statistic Program for Social and Scince (SPSS) istatistik
programinda tek  yonlii  ANOVA  testlerinden Tukey  kullanilarak

gerceklestirilmistir. Sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildigi

degerler p< 0.05 ve p< 0.001 dir.
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3. BULGULAR

3.1. Yiizeyinde HBsAg Eksprese Eden Rekombinant Fajlara Kars1 Farelerde

Olusan Antikor Yanitimin izlenmesi

3.1.1. BALB/c farelerde olusan anti-HBSAg yamt

TUBITAK-GMBE- Immiiniigenetik Laboratuvarinda 105G056 nolu
TARAL 1007 projesi kapsaminda yapilan ¢aligmalarda HBsAg, M13 fajin P3
proteini iizerinde faj gosterim teknigi uygulanarak gosterildi. Elde edilen
rekombinant faj (rfaj)’in HBsAg’ye karsi antikor yanit olusturma etkisini
arastirmak icin ilk olarak BALB/c fareler 1x10°, 1x10%, 1x10*, 1x10%? rfaj
partikiilii ile Ui¢ hafta ara ile {i¢ kez intraperitonel olarak immiinize edildi. Kontrol
grubu olarak yaban faj kullanildi. Farelerde olusan anti-HBsAg yanit iiclincii
immiinizasyondan bir hafta sonra ELISA yontemiyle incelendiginde, rfaj ve yaban
faj partikiil sayisinin artmasiyla anti-HBsAg yanitin dogru orantili olarak arttig
tespit edildi (Sekil 3.1). Ancak yaban fajin nonspesifik antikor yaniti tetikledigi ve
rfaj gruplarina gore daha etkin poliklonal antikor yanit olusmasina neden oldugu
goriildii (Sekil 3.1). 10* faj partikiilii ile immiinize edilen fareler ikinci ve iigiincii

immiinizasyonlardan sora 61diigii i¢in degerlendirmeye alinmamustir.
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Sekil 3.1. rFaj ve yaban faj ile immiinize edilen BALB/c farelerde {igiincli immiinizasyondan bir

hafta sonra olusan anti-HBsAg yanit

3.1.2. Anti-M13 monoklonal antikor iiretimi, saflastirilmasi ve alt tipinin
tayini

rFaj yiizeyindeki HBsAg’ye karsi olusan 6zgiil antikor yaniti artirmak ve
M13 faj (Yaban faj)’in neden oldugu nonspesifik antikor yanitini azaltmak icin
M13 faj kars1 6zglil monoklonal antikor gelistirme c¢alismalar1 gerseklestirildi.
M13 faja karsi monoklonal antikor elde etme ¢alismalarinda hibridoma teknolojisi
kullanildi. Bu kapsamda bu kapsamda 4 adet BALB/c fareye 10 M13 faj
immiinizasyonu yapildi ve en yiiksek anti-M13 titresine sahip fare flizyona alindi.
Fizyonda PEG 4000 varliginda myeloma hiicreleri ile fare dalak ve lenf
nodlarindan elde edilen lenfositler 1:5 oraninda birlestirildi. Fiizyon c¢aligsmalari
sonucunda 690 tane hibrit hiicre elde edildi. ELISA testi ile antikor iireten hibrit
hiicrelerini belirleme c¢alismalarinda ise, bu hiicrelerden 48 tanesinin anti-M13
aktivitesi oldugu ancak sadece 1 tanesinin M13 faja 6zgiil antikor trettigi tespit
edildi (Cizelge 3.1, Sekil 3.2).
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Cizelge 3.1. Fiizyon Tablosu

Dalak

Fiizyon Lenf
Fiizyonu

Lenfosit Hiicre Sayis1 900x 10°
Myeloma Hiicre Sayisi 130 X 10°
Fiizyondaki Toplam Kuyu Sayisi 1152
Hibrit Hiicre Sayis1 690
Antikor Aktivitesi igeren hibrit hiicre sayisi 48
M13 faja 6zgiil antikor {ireten hibrit hiicre sayisi 1

(5G12)

5G12 (5. Plaka G sirast 12. Kuyu) Monoklonal antikorunun diger antijenlere
(HBsAg, HBeAg, HBcAg), M13, insan serumuna, BSA ve siit tozu) karst olan
capraz reaksiyon testleri ve antikorun alt tipinin tespiti ELISA yontemiyle
belirlendi (Sekil 3.2, Sekil 3.3).

0D 405nm
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[=3%
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HBeAg HBcAg HBsAg MI13 Insan BSA  SiatTozu
Serumu

Antijenler

Sekil 3.2. 5G12 Monoklonal antikorun diger antijenlere karsi 6zgiilliigiiniin tespiti i¢in yapilan

¢apraz reaksiyon testi sonuglari
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Sekil 3.3. 5G12 Monoklonal antikorun tipinin ELISA ile belirlenmesi
3.1.3. Faj-antikor kompleksi olusturma ¢alismalari

5G12 Monoklonal antikoru hiicre kiiltiir flasklarinda serumsuz ortamda
genis Olcekte tretildi, amonyum siilfat ile ¢Oktiiriildii ve diyaliz ile tek bir
asamada saflastirildi. Farkli miktarlarda (Spg, 10 pg, 20 pg) anti-M13
monoklonal antikor ile rfaj (1x10™ /fare) 37°C°de 1 saat, oda sicakliginda gece
boyu inkiibe edilerek faj-antikor kompleksi olusturuldu. Olusan bu kompleksin
disinda kontrol grubu olarak M 13 faj, rfaj, ticari HBV asis1 (2 pg) ve monoklonal
antikor (20 pg, 5G12) kullanilarak BALB/c fareler li¢ kez intraperitonel olarak
immiinize edildi. Faj-antikor kompleksleri ile immiinize edilen fare gruplarinda
ikinci ve liglincii immiinizasyonlarda sadece rfaj kullanildi.

Ucgiincii immiinizasyondan bir hafta sonra kuyrukdan alman kandan elde
edilen plazma ile farelerde olusan anti-HBsAg yamit ELISA testi ile
karsilagtirildiginda gruplar arasinda olusan antikor yanit acisindan anlamli bir

farklilik tespit edilemedi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. rFaj-antikor komleksi, rfaj, antikor (MAb), ticari as1 ve yaban faj (M13) ile yapilan

calismada tiglincli immiinizasyon sonrasi elde edilen antikor yanit sonuglari

3.1.4. BALBI/cj farelerde olusan anti-HBSAQ yanit

BALBY/cj fareler 1x10™, 1x10", 1x10* rfaj ve kontrol grubu olarak ayni
sayida yaban faj (M13) ile ii¢ kez intraperitonel olarak immiinize edildi. Ugiincii
immiinizasyondan bir hafta sonra farelerde olusan anti-HBsAg yanit
karsilagtirildiginda 1x10%, 1x10% rfaj ve yaban faj ile immiinize edilen BALB/Cj
fare gruplart arasinda antikor yanit olusturma etkilerinde fark tespit edilmedi
(Sekil 3.5). Fakat 1x10' faj partikiilii immiinizasyonlar1 karsilastirildiginda rfaj
ile immiinize edilen BALB/cj farelerde, yaban faj ile immiinize edilenlere gore

yaklasik % 30 oraninda daha fazla antikor yanit olustugu tespit edildi.
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Sekil 3.5. BALB/cj farelerde rfaj ve yaban faj immiinizasyonlar1 sonucunda ti¢lincii immiinizasyon

sonrasi olugan immiin yanit. Anlamlilik * p<0.05

3.1.5. HBV transgenik (HBV-tg) fareler ve hibrit farelerde olusan anti-
HBsAQ yanmit

rFajin antikor yanit olusturma etkisi HBV-tg ve hibrit fareler {izerinde
denendi. Bu calismada rekombinant fajlarin antikor yaniti tizerine etkisi ticari
kullanimdaki aliiminyum adjuvantlar ve Freund’s adjuvanlar ile karsilastirildi. Bu
amagla 1x10*? rfaj ve yaban faj partikiilii, 2 pg HBsAg iceren ticari HBV asis1 ve
Freund’s adjuvanlari ile bir araya getirilmis 2 pg ticari HBsAg (insan
plazmasindan saflagtirilmis) ile HBV-tg ve hibrit fareler dort kez intraperitonel
olarak immiinize edildi.

Ucgiincii immiinizasyondan sonra fare plazmalarinda olusan antikor yanit
incelendiginde, rfaj’in HBV-tg ve hibrit farelerde yaban faja gore daha etkin anti-
HBsAg yanitini tetikledigi tespit edildi (Sekil 3.6). Freund’s adjuvaniyla birlikte
ticari antijen ile immiinize edilen farelerde her iki fare grubunda da antikor yaniti
gortliirken, aluminyum adjuvani ile hazirlanmis ticari asilarla yapilan
immiinizasyonlarda sadece hibrid grupta etki goriildii (Sekil 3.6).

Dérdiincii immiinizasyondan sonra, HBV-tg ve hibrit farelerde rfajin yaban
faja karst olusturudugu daha etkin anti-HBSAg yanitinin devam ettigi belirlendi.
Ticari asinin HBV-tg farelerde antikor yanitt uyandirmadigi, fakat Freund’s

adjuvan kullanilarak plazmadan saflagtirilan ticari antijen ile immiinize edilen
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farelerde immiin toleransin kirildigi ve HBV-tg ve hibrit farelerde benzer anti-

HBsAg yanita neden oldugu tespit edildi (Sekil 3.7).

E 30 r
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Sekil 3.6. rFaj, yaban faj, ticari HBV as1 ve Freund’s adjuvani+tHBsAg ile immiiniize edilen
HBV-tg ve hibrit farelerde ig¢ilincii immiinizasyondan bir hafta sonra olusan anti-
HBsAg yanit
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Sekil 3.7. rFaj, yaban faj, ticari HBV as1 ve Freund’s adjuvamt+HBsAg ile immiiniize edilen
HBV-tg ve hibrit farelerde dordiincii immiinizasyondan bir hafta sonra olusan anti-

HBsAg yanit
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3.2. Anti-HBsAg Monoklonal Antikorunun Saflastiriimasi

Anti-HBsAg monoklonal antikor {ireten hibrit hiicre TUBITAK-MAM-
GMBE’de daha oOnceki c¢alismalar kapsaminda elde edilmistir. Yapilan bu
calismada kullanilan anti-HBsAg monoklonal antikorunu iireten hibrit hiicre
kiiltir iist stvisindan 500 ml biriktirildi. Daha sonra amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
diyaliz ve afinite kolon kromotografisi (Protein A) kullanilarak 2.5 mg/ml
monoklonal antikor saflastirildi. Sekil 3.8’de afinite kromotografisinde elde edilen
fraksiyonlarin protein miktarini belirlemek i¢cin 280 nm dalga boyunda yapilan
spektrofotometrik analiz sonuglar1 dikkate alinarak ¢izilen grafik bulunmaktadir.
Fraksiyonlardaki anti-HBsAg monoklonal antikoru ELISA testi incelendi (Sekil
3.8) ve antikorun saflastirildig: tespit edildi.
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Sekil 3.8. Anti-HBsAg monoklonal antikorun afinite kromatografi ile saflagtirilmas: ve antikor

iceren fraksiyonlarin belirlenmesi

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

Farelerde Antikor Yanitinin Arastirilmasi1 Calismalar
3.3.1. As1-antikor kompleksi olusturulmasi

Farkli oranlarda (10:1, 5:1, 2.5:1, 1:1, 0:1, 1:0 ) bir araya getirilen as1 ve

monoklonal antikorun olusturdugu asi-antikor komplekslerinin tespiti i¢in ELISA
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testi uygulandi. Bu amagla ELISA plaka kuyular1t HBsAg ile kapladi ve kuyulara
olusturulan komplekslerden 5 pl eklenerek komplekslerden bulunan serbest
antikor diizeyi arastirildi.

Sekil 3.9°de yapilan ELISA testi sonucunda gruplardaki absorbans degeri
gosterilmektedir. Sadece antikor iceren grup en yliksek absorbans degerini verdigi
tespit edildi ve bu degere gore kompleks gruplarindan elde edilen absorbans
degerleri karsilagtirildiginda en az azalmanin 1:1 oraninda biraraya getirilmis
komplekste oldugu tespit edilirken, 10:1, 5:1 ve 2.5:1 komplekslerindeki

azalmanin yaklasik olarak ayni oldugu belirlendi.
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As1-antikor oranlari

Sekil 3.9. Farkli oranlarda bir araya getirilen ticari HBV asis1 ve HBsAg’ye 6zgiil monoklonal
antikor ile olusturulan agi-antikor kompleksinin birlesim oranlarinin tespiti i¢in yapilan

ELISA testi sonuglari

3.3.2. As1-antikor kompleksi immiinizasyonlari

Tez g¢alismalart kapsaminda asi-antikor kompleksi ile ti¢ farkli c¢alisma
yapildi. Bu ¢aligsmalarin ilkinde 1 pg ticari HBV agisi, farkli oranlarda (1:1, 1:5,
1:10) anti-HBsAg monoklonal antikoru ile bir araya getirilerek asi-antikor
kompleksleri olusturuldu. HBV-tg ve hibrit farelere, asi-antikor kompleksileri,
ticari as1 ve 1, 5, 10 pg monoklonal antikor (MADb) intraperitonel olarak ii¢ kez
immiinize edildi. ELISA testinin kontrol grubu olarak immiinizasyon yapilmamis

fareler kullamldi. Ugiincii immiinizasyondan bir hafta sonra fare plazmalarinda
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olusan anti-HBsAg miktar1 ve plazmadaki HBSAg seviyesindeki degisim ELISA
yontemiyle arastirildi. Elde edilen sonuglarda her iki fare tiiriinde deney
gruplarinda olusan anti-HBsAg yanit kontrol gruplar ile karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli fark tespit edilemedi (Sekil 3.10). Ayrica HBV-tg fare
plazmasindaki HBsAg miktarinda da bir azalma tespit edilemedi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.10. HBV-tg ve hibrit farelerin {i¢ farkli oranda (1:1, 1:5, 1:10) bir araya getirilmis as1-
antikor kompleksi, as1, ve 1pg, Sug, 10ug antikorlar ile ii¢ kez immiiniinize edildikten

sonra olusan antikor yanit
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HBV-tg fareler gruplari

Sekil 3.11. HBV-tg farelerin ii¢ farkli oranda (1:1, 1:5, 1:10) bir araya getirilmis asi-antikor
kompleksi, as1, veya 1 pg, 5 pg, 10 pg antikorlar ile li¢ kez immiiniinize edildikten

sonra fare plazmasinda HBsAg degisimi
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Yapilan ikinci ¢aligmada, ilk ¢aligmada kullanilan 1:5 asi-antikor grubu
secilerek, deney her iki fare tlirlinde de tekrarlandi. Gruplar sirasiyla kontrol, ast,
as1-antikor ve antikordan olusturuldu. Ugiincii immiinizasyondan bir hafta sonra
gruplarda olusan anti-HBsAg yanit ve HBV-tg plazmasindaki HBsAg degisimi
ELISA testi ile belirlendi. Elde edilen sonuglar ilk yapilan c¢alisma ile paralel
olarak deney gruplar1 arasinda anlaml anti-HBsAg artis1 (Sekil 3.12) ve HBsAg
azalis1 tespit edilemedi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. HBV-tg ve hibrit farelerin 1:5 oraninda bir araya getirilmis asi-antikor kompleksi, ast

ve antikor ile li¢ kez immiiniinize edildikten sonra olugan antikor yanit
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HBV-tg fare gruplar:

Sekil 3.13. HBV-tg farelerin 1:5 oraninda bir araya getirilmis asi-antikor kompleksi, asi, ve

antikor ile li¢ kez immiiniinize edildikten sonra fare plazmasinda HBsAg degisimi
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Terapotik amacgli yapilan asi-antikor kompleksi immiinizasyonlarinin
sonuncusunda c¢alismada kullanilan as1 miktar1 bes kat artirildi ve asi-antikor
kompleksindeki oran 5:1 oraninda degistirildi. Daha 6nceki ¢alismada kullanilan
kontrolgruplarina ek olarak Freund’s adjuvami (ilk immiinizasyonlar CFA, ikinci
ve Uglincli immiinizasyonlar IFA ile yapildi) ile hazirlanmig asi, asi-antikor,
antikor ve ticari HBs antijeni gruplar1 eklendi. Ugiincii immiinizasyondan bir hafta
sonra elde edilen sonucglarda anti-HBsAg yanit sadece ticari antijen ve ticari
antijen-antikor kompleksinde elde edildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
ticari antijen-antikor kompleksinde 8.3 kat daha fazla antikor yanit olustu. Ticari
antijen ile immiinize edilen grupta ise bu oran 7.8 olarak tespit edildi (Sekil 3.14).
Ancak tiim gruplarin plazmasindaki HBsAg diizeyinde herhangi bir azalma tespit
edilmedi (Sekil 3.15).

Ucgiincii immiinizasyon bir ay sonra, ticari antijen gruplarinda antikor
seviyesinin devam ettigi tespit edildi (Sekil 3.16). Ancak HBsAg miktarinda bir
degisim gozlenmedi (Sekil 3.17).
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HBV-tg fare gruplari

Sekil 3.14. HBV-tg fareler 5:1 oraninda bir araya getirilmis asi-antikor kompleksi, asi, antikor
(MAD) ve Freund’s adjuvan (CFA) kompleks halde ii¢ kez immiinize edildi. Ayrica
HBV-tg fareler sadece adjuvan ya da adjuvan ile kompleks ticari HBsAg veya sadece
ticari antijen-antikor ve adjuvan kompleksi ile imminize edildi ve tgiinci
immiinizasyondan bir hafta sonra olusan anti-HBsAg yanit 6l¢iildii. Anlamlilik degeri

**p<0.001
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Sekil 3.15. HBV-tg fareler 5:1 oraminda bir araya getirilmis asi-antikor kompleksi, asi, antikor
(MADb), Freund’s adjuvan (CFA) kompleks halde ii¢ kez immiinize edildi. Ayrica
HBV-tg fareler sadece adjuvan ya da adjuvan ile kompleks ticari HBsAg veya sadece
ticari antijen-antikor ve adjuvan kompleksi ile immiinize edildi. Uciincii
immiinizasyondan bir hafta sonra olusan plazmada HBsAg degisimi ELISA’da
olgiildi
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Kontrol MAb+CFA CFA HBsAg+MAb+CFA HBsAg+CFA
HBV-tg fare gruplari
Sekil 3.16. Uciincii terapétik immiinizasyon calismasinda, ii¢iincii immiinizasyondan bir ay sonra

ticari antijen kullanilan gruplar ve diger kontrol gruplarindaki antikor yanit.

Anlamlilik degeri **p<0.001
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Sekil 3.17. Ucgiincii terapdtik immiinizasyon ¢alismasinda, ii¢lincii immiinizasyondan bir ay sonra
ticari antijen kullanilan gruplar ve diger kontrol gruplarin plazmasindaki HBsAg

degisimi

3.4. Dentritik Hiicre As1 Calismalar:

3.4.1. Kemik iligi hiicrelerinin dentritik hiicrelere farkhlastirnmasi

HBV-tg farelerin kemik iligi hiicreleri femur ve tibia’dan elde edildikten
sonra GM-CSF ve IL-4 igeren besiyeri ile alt1 giin 37°C’de ve % 5 CO; inkiibe
edildikten sonra petriden pipetleme ve versene soliisyonu kullanilarak siispanse
hale getirildi. DC farklilasma reseptérleri (CD11b" CD11c* B2207) akim sitometri
cihazinda incelendiginde canli hiicrelerin yaklasik % 95 oraninda mDC’ye
faklilagtig1 tespit edildi. Tim hiicrelerin ise % 70’den fazlasinin mDC’ye
farklilastig1 belirlendi. pDC orani ise canli hiicrelerin % 2’sini, tiim hiicrelerin ise
% 1’ni olusturmaktadir (Sekil 3.18a). CDI11b, CDl1c ve B220 reseptorlerinin
ekspresyon diizeyi akim sitometri cihazinda histogram diagrami olarak
incelendiginde CD11b ve CDl11c reseptdrleri izotiplerine gore farklilasmaktadir
(Sekil 3.18b).
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Sekil 3.18. HBV-tg farelerin kemik iliginden hiicreleri in vitro ortamda GM-CSF ve IL-4 ile

inkiibe edildiginde altinc1 giiniin sonunda kemik iligi hiicreleri mDC’ye (CD11b*
CD11c") farklilastiginin tespiti i¢in yapilan akim sitometri sonuglari. (a) Akim
sitometri  analizinde hiicrelerin mDC’ye farklisatiginin  dot plot olarak
gosterilmektedir. (b) Hiicre yiizeylerinde CD11b, CDl1lc ve B220 farklilasmasi
histogram plot olarak gosterilmektedir. Mor renk izotiplere ait goriintii, yesil renk ise

reseptorlere 6zgiil antikorlar1 belirtmektedir

3.4.2. Dentritik hiicrelerin morfolojik analizi

HBV-tg kemik iligi hiicrelerinin in vitro ortamda mDC’ye farklilagtiginin

morfolojik olarak tespiti i¢in hiicreler farklilagsmanin altinci gliniinde hematoksilen

eozin ile boyanmis ve hiicrelerin yiizeyinden digar1 dogru membran uzantilarinin

varlig1 gosterilerek morfolojik olarak dentritik hiicrelere benzedigi tespit

edilmistir (Sekil 3.19a ve Sekil 3.19b).
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(b)

Sekil 3.19. HBV-tg fare kemik iligi hiicrelerinin mDC’ye farklilagtiginin tespiti igin in vitro

kosullardaki altinci glinde yapilan hemotoksilen eozin boyama gorintiileri. (a) 200x,
(b) 400x
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3.4.3. Dentritik hiicrelerinin yiiklenmesi icin optimum as1 miktariin

belirlenmesi

DC’lerin yiiklenmesinde kullanilacak uygun asi miktarinin belirlenmesinde
WST-1 ve BrdU testleri kullanildu.

DC’ler iki farkli sayida, ii¢ farkli inkiibasyon siiresinde ve iki farkli
konsantrasyonda asi, asi-antikor kompleksi ve antikor ile inkiibe edilerek
optimum doz belirlendi.

25x10% ve 50x10° DC 96 plaka kuyularina ekildi ve 24 saat ve 48 saat
boyunca 144 ng HBsSAg veya 28 ng HBSAg asi, asi-antikor veya antikor ile
yiiklendikten sonra her kuyuya 10 ul WST-1 eklenerek iki saat inkiibasyon siiresi
sonunda ylizde canlilik degeri hesaplandi. Yiiksiiz dentritik hiicreler % 100
canlilik kabul edildi. Hiicreler tizerine sitotoksik etkisi bilinen 10 pl H,O, negatif
kontrol olarak kullanildi. 144 ng HBsAg iceren asi, asi-antikor veya 144 ng
antikor ile yiiklenen gruplarda 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda DC’lerin
canlilik oranmin yaklasik % 55 oldugu tespit edildi (Sekil 3.20). Diger taraftan 28
ng HBsAQ iceren asi, asi-antikor veya 28 ng antikor antikor ile yiiklenen
gruplarda ise canliligin 50x 10 hiicrede 24 saat sonra yaklasik % 90, 48 saat sonra
ise yaklasik olarak % 65 oldugu tespit edildi (Sekli 3.21a). 25x10° hiicrede ise 24
saat inkiibasyon siiresi sonunda canliligin % 70 oldugu, ancak 48 saat sonra as1 ile
yiiklii grupta canlilik % 65 gerilerken, as1-antikor ile yiiklii grupta canliligin % 58
oldugu belirlendi (Sekil 3.21b).
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Sekil 3.20. Iki farkli sayidaki dentritik hiicreler 144 ng HBSAQ iceren asi, asi-antikor veya
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antikor ile yiiklendikten 24 ve 48 saat sonra yiizde canlilik oranlari. (a) 50x10° hiicre,
(b) 25%10 hiicre. Anlamlilik degeri **p<0.001, *p<0.05
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Sekil 3.21. iki farkl sayidaki dentritik hiicreler 28 ng HBsAg igeren as1, agi-antikor veya 28 ng
antikor ile yiiklendikten 24 ve 48 saat sonra yiizde canlilik oranlar1. (a) 50x10° hiicre,
(b) 25%10° hiicre. Anlamlilik degeri**p<0.001, *p<0.05

Ayrica 50x10° hiicre 144 ng HBsAg iceren asi veya asi-antikor kompleksi
ile yiiklenerek 4 saat inkiibe edildiginde hiicrelerdeki canliligin sirasiyla % 77 ve
% 74 oldugu tespit edildi (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. 50x10° dentritik hiicre 4 saat as1 ve asi-antikor kompleksi ile yiiklendikten sonra hiicre
canliliklart. Anlamlilik degeri * p<0.05

Hiicre ¢ogalmasinin belirlenmesinde kullanilan BrdU deneyi optimum as1
dozunun belirlenmesinde kullandiginda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edilemedi (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. iki farkli sayidaki dendritik hiicrenin as1, asi-antikor kompleksi ile 24 ve 48 saat
yiiklendikten sonraki hiicre ¢ogalmasinin belirlenmesi igin BrdU testi sonucu. 144 ng
HBsAg igeren as1, asi-antikor kompleksi ile yiiklii gruplar (a) 50x10° DC (b) 25x10°
DC. 28 ng HBsAg igeren as1, asi-antikor kompleksi ile yiiklii gruplar (c) 50x10% (d)
25x10%. Yapilan calismada 10 pl hidrojen peroksit negatif kontrol grubu olarak

kullanildi

(d)

3.4.4. Yiiklii dentritik hiicrelerin olgunlasmasinin tespiti

1.5x10° dentritik hiicre 5 pug/3.5 ml ag1, agi-antikor kompleksi ve antikor ile
yiiklendi. Kontrol grubu olarak yiiksiiz dentritik hiicreler kullanildi. DC’ler 5 saat
inkiibe edildi ve hiicrelerin CD40, CD80 ve CD86 reseptorlerinin diizeylerindeki

degisim incelendiginde ekspresyon diizeylerindeki bakimindan anlamli bir fark

bulunamadi (Sekil 3.24, Cizelge 3.2).
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Sekil 3.24. LPS+CpG, LPS+CpG+Asi, LPS+CpG+Asi+tMAb ve LPS+CpG+MAb ile yiikli
dentritik hiicrelerin CD40, CD80 ve CD86 reseptorlerinin farklilasmasmin akim

sitometri sonuglart
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Cizelge 3.2. Yiiklii dentritik hiicrelerde CD40, CD80 ve CD86 ekspresyon oranlari

Tube: LPS+CpG

Fopulation #Events %WParent %Total
-_ All Events 10,000 e 100.0
- - P1 T A4 Ta_4 Ta.4

- COaO+HCDAR+ 2874 381 28.7
Wl CcOooG+CcD40+ 2,747 J6.5 27.6
; M co40+iCcDBO+ 2404 451 34.0
wo[] CDBO+/CDBE+CD40+ 2,708 358 2r1

(a) Kontrol grubu sadece LPS ve CpG ile yiikli

Tuhe: Asi

Fopulation #Events =sFarent %Total

H 21 Events 10,000 s 100.0
— e 7318 r32  rFaz

[0 coeo+/CcDBE+ 2B43 361 26.4
M coaR+/CD4n 2582 35.3 Z5.6
Il cDao+/cDBO+ 2693 3e.2 26.9
wo[] CDBO-ICDEA+ICD40+ 2412 33.0 241

(b) Astile yiikli dentritik hiicreler

Tube: Agsi-MADb

Population #Evenis %%Farent % Total
-_ All Ewents 10,000 e 1000
~- P 7.398 74.0 74.0

-] coen+icDeE+ 2308 31.2 231
B coa&+cD40+ 2298 314 23.0
-l CO40+/CDB0+ 2082 28.1 20.2
“o[ ] COBO+ICDBE+ICDA0+ z00r 271 201

(c) Asi-Antikor ile yiikli dentritik hiicreler

Tube: MAb

Fopulation #Events SGFParent %Total
. - All Ewents 10,000 FE 100.0

- P 118 1.2 1.2

|:| CDeO+ICDEE6+ 32,786 53.2 3Ir.a
M coa6+/CcD40+ 3,430 48.2 34.3
: - CDao+cCDB0+ 2026 55.2 39.3
] cOBO+ICDBE+CD40+ 3,356 a7.1 33.6
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(d) Antikor ile yiiklii dentritik hiicreler

63

@) ANADOLU UN



@ ANADOLU UNIVERSITESI

3.4.5. Dentritik hiicre asisinin HBV-tg farelerdeki terapotik etkisi

3.4.5.1. Anti-HBsAg yanit

HBV-tg fareler asi, asi-antikor kompleksi (DC+MADb), antikor (MAD) ile
yiklii veya yiiksiiz dentritik hiicreler (DC) bir hafta ara ile iki kez intraperitonel
olarak immiinize edildikten sonra farelerde olusan anti-HBsAg yanit ikinci
immiinizasyondan sonraki birinci, ikinci ve igilincii haftada ELISA yontemiyle
incelendi. Tim gruplarda olusan antikor miktarinin kontrol grubuna gore daha
fazla oldugu tespit edildi. Ancak gruplar arasinda, antikor yanit agisindan
istatistiksel olarak tek anlamlik yanitin as1 ile yiiklii dentritik hiicrelerin immiinize

edildigi grupta ilk iki hafta sonunda tespit edildi (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25. Asi, as1-antikor (As1-MAb) ve antikor (MADb) ile yiiklii veya yiiksiiz dentritik hiicreler
ile HBV-tg farelerde ikinci immiinizasyondan bir, iki ve ii¢ hafta sonra olusan anti-

HBsAg yanit. Anlamlilik * p<0.05
3.4.5.2. HBV-tg fare karaciger dokusunda HBV S gen ekspresyon degisimi
Karaciger dokusundan trizol kullanilarak elde edilen RNA izolasyonu

sonucu elde edilen RNA 6rnekleri belirli bir oranda seyretilerek konsantrayonlari

esit hale getirildi. Hazirlanan sulandirilmis RNA 6rneklerinin konsantrasyonlari
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tekrar spektroskopik ol¢iim yapilarak ve agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.
Sekil 3.26’da DC as1 calismasinin ikinci setine ait farelerin karaciger

dokularindan elde edilen RNA’larin jel elektroforez goriintiileri gosterilmektedir.

BT T e

‘--..a--.
1 2 34 56 7 8 9/SM1 2 3 45 67 89

Orijinal RNA Ornekleri Sulandiriimig RNA Ornekleri

Sekil 3.26. Ikinci set ¢alismada elde edilen RNA 6rneklerinin jel ektroforez goriintiileri. 1ve 2
kontrol; 3, DC+Asi; 4 ve 5, DC+As1-MAD; 6 ve 7, DC+MADb; 8 ve 9, DC gruplarini
temsil etmektedir

Seyretilmis RNA’lardan 1 pg alinarak Roche Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit kullanilarak cDNA’ya ¢evrildi. Daha sonra viriisiin S genine
ozgii primerler ve SYBR Green kit kullanilarak RT-qPZR c¢aligmasi yapildi.
Yapilan ¢alismada, asi, asi-antikor kompleksi, antikor ile yiiklii veya yiiksiiz
dentritik hiicrelerin terapotik etkisi HBV-tg farelerin karaciger dokusunda
sentezlenen viriise ait S genininden ekspresyon diizeyindeki degisim incelendi.
Elde edilen sonuglarda, ikinci immiinizasyondan {i¢ hafta sonra fare karaciger
dokusundan tim gruplarin HBsAg ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilemedi (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27. Dentritik hiicre asis1 uygulanan farelerin karacigerler dokusunda HBsAg sentezindeki
degisimin tespiti i¢in yapilan RT-qPCR ¢alismasinin sonuglari

3.4.5.3. IFN-y salg diizeyindeki degisimin ELISPOT ydéntemiyle tespiti

Dentritik hiicre immiinizasyonlar1 yapilan HBV-tg farelerin dalak
hiicrelerinin  salgiladigi IFN-y diizeyindeki degisim ELISPOT yontemiyle
arastirildi. Ikinci immiinizasyondan {i¢c hafta sonra fare dalaklar izole edilerek
stispanse hale getirildi ve IFN-y 6zgiil birinci antikor kapli kuyulara ekildi.
Kuyulara 125x10% dalak hiicrelerini uyarmasi i¢in 25x10° ag1 ile yiiklenmis
dentritik hiicre eklendi. Hiicreler 18 saat inkiibe edildikten sonra ikincil antikor ve
daha sonra substurat eklenerek kuyularda spot olugsmasi saglandi.

Elde edilen sonuglarda yiiksiiz veya MAb ile yiiklii dentritik hiicreler ile
immiinizeli farelerin dalak hiicrelerinde IFN-y salgilama diizeyinde anlamli bir
artis olurken as1 veya as1-MAD ile yiikli dentritik hiicreler ile immiinize edilen

farelerin dalak hiicrelerinde anlamli bir artis tespit edilemedi (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28. HBV-tg farelerin dalak hiicrelerinde IFN-y salgilanmasindaki degisim ELISPOT

yontemi ile arastirildiginda elde edilen sonuglar. Analimlik degeri * p<0.05

3.4.6. Dentritik hiicrelerin ikincil lenfoid organlara gogciiniin tespiti

Farelere intraperitonel olarak immiinize edilen dentritik hiicrelerin ikincil
lenfoid organlara (lenf nodlar1 ve dalak) gog¢ ettiginin tespiti i¢in dentritik hiicreler
CFSE ile isaretlendi ve 5% 10 hiicre hibrit farelere immiinize edildi. 24 saat sonra
lenfoid organlarda isaretli dentritik hiicre arastirildigina CFSE isaretli hiicre tespit

edilemedi (Sekil 3.29).
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5x10° dentritik hiicre hibrit farelere intraperitonel olarak immiinize edildikten 24 saat
sonra fare dalak ve lenf nodlarina goctiiniin tespiti igin yapilan akim sitometri analizi.
a) Siispanse haldeki CFSE isaretli hiicrelerin arandigi bolge, b) Secilen hiicre
toplulugundaki CFSE analizi. Siyah renk CFSE ile isaretli hiicrelerin immiinize
edilmeden onceki CFSE diizeyi, kirmizi, yesil, CFSE isaretli hiicre ile immiinize
edieln ilk hibrit farenin dalak ve lenf nodlarindaki CFSE orani, mavi ve turkuaz rengi
ikinci farenin dalak ve lenf nodlarindaki CFSE ile isaretli hiicre analiz sonucunu
yansitmaktadir. Kahverengi ¢izgi CFSE isaretli dentritik hiicre verilmeyen farenin

dalaginin analizi
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4. TARTISMA ve SONUC

Hepatit B enfeksiyonu diinya genelinde énemli bir saglik sorunudur. DSO
verilerine gore insanlarda Oliime neden olan ilk on hastalik arasinda
bulunmaktadir [145]. Hepatit B hastaligindan korunmada en Onemli etmen
asilamadir. Bu kapsamda Hepatit B asilar1 1980’1 yillarin basindan itibaren
kullanilmaktadir [70]. Koruyucu etkinliginin yiliksek olmasina ragmen kronik
bobrek hastalarinda, immiin yetmezligi olan bireylerde, obezlerde ve ozellikle
hepatit tagiyicilarinda ticari olarak kullanilan asilarin etkinligi diistiktiir [72, 76].
Tedavi amacghi olarak ise niikleotid/niikleozid analoglart ve interferonlar
kullanilmaktadir, ancak bu yontemin tedavi etkinligi diistiktiir ve tedaviye direngli
mutantlarin gelismesine yol a¢gmaktadir [55,56]. Bu nedenle enfeksiyona karsi
korunmada ve tedavide daha etkin bagka yontemlere ihtiyag vardir.

Bu tez, kapsaminda 6zellikle hepatit B tasiyicilarinda daha etkin olabilecek
alternatif as1 calismalar1 gergeklestirilmistir. Calismanin birinci boliimiinde faj
gosterim teknigi kullanilarak olusturulan rekombinant fajlar (rfaj)’in antikor yanit
olusturmadaki etkinligi arastirildi. Tezin ikinci ve tliglincli boliimiinde ise asi-
antikor kompleksi immiinizasyonlariin ve dentritik hiicre asis1 yonteminin HBV-
tg farelerde olusan immdiin toleransin kirilmasi ve terapotik etkisi aragtirildi.

Tezin birinci bolimiinde sadece bakterileri enfekte etme 6zellikleri olan
ve yiizeylerinde eksprese edilen antijenlerinlere karsi etkin bir antikor yanit
olusmasma neden olan MI13 faj kullanildi. rFaj, TUBITAK MAM GMBE
Immiinugenetik laboratuvar tarafindan TUBITAK TARAL 1007 projesi (Proje
No:105G056) kapsaminda faj gosterim teknigi kullanilarak M13 fajin P3 proteini
tizerinde HBsAg’nin tiim a.a. dizisinin gosterilmesi ile olusturuldu. rFajlarin
antikor yamit olusturmadaki etkinligi ilk olarak BALB/c farelerde denendi.
BALB/c farelerin farkli sayilarda rfaj ve yaban faj (M13) ile immiinizasyonu
sonucunda farelerde faj sayisinin artmasi ile dogru orantili olarak anti-HBSAgQ
yanitin arttig1 ancak yaban fajin nonspesifik antikor yaniti tetikledigi tespit edildi
(Sekil 3.1). Olusan nonspesifik antikor yaniti1 azaltmak, HBsAg’ye karst antikor
yanit1 artirmak ve ayrica faj yiizeyinde immiindominant epitoplarin maskelenmesi

icin, rekombinant fajin anti-faj monoklonal antikorlariyla birlikte kompleks
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olusumu saglandi. Daha sonra fareler faj-antikor kompleksi ile immiinize edildi.
Antikorlar aracilig1 ile epitoplarin maskelenmesi uzun yillardir kullanilmaktadir
[146,147]. Bu yontem oOzellikle kanser hiicrelerinde bulunan 6zgiil antijenlere
kars1t monoklonal antikor gelistirilmesi ¢alismalarinda, kanser hiicreleri ile kanser
hiicresi olmayan hiicrelerin ylizey antijenlerine ait ortak epitoplarin
maskelenmesinde kullanilmaktadir [147]. Yaptigimiz bu c¢aligmada faja karsi
monoklonal antikor gelistirmek i¢in hibridoma teknoloji kullanildi. Elde edilen
monoklonal antikor farkli konsantrasyonlarda rfaj ile bir araya getirilerek rfaj-
antikor kompleksleri olusturuldu. Daha sonra BALB/c fareler rfaj, rfaj-antikor
kompleksleri, ticari asi, antikor ve yaban faj gruplari immiinize edilerek gruplar
arasinda anti-HBsAg yanit karsilastirildi. Elde edilen sonuglarda yine yaban fajin
rfaj’a gore daha etkin antikor yanit olusumuna neden oldugu tespit edildi. Daha
once yapilan ¢aligmalarda, M13 fajin kendi basina ¢ok etkin bir sekilde antikor
yanit1 olusturdugu Hashiguchi ve ark. [148] tarafindan gosterilmistir. Bu sonug
yaptigimiz calismada yaban faja karsi elde edilen nonspesifik antikor yanit ile
paralellik gostermektedir. Meola ve ark. [81] tarafindan yapilan ¢alismalarda M13
fajin P8 proteini iizerinde HBsAg’ nin farkli epitoplarin1 gostererek bes farkl fare
tiriinde denediklerinde, farklh epitoplarin farkli fare tiirlerinde, birbirinden farkli
anti-HBsAg yanit olusturduklarini gostermislerdir. Bu nedenle g¢alismanin bir
sonraki asamasinda BALB/cj fareler kullanilmistir. BALB/cj farelerle yapilan
immiinizasyonlar sonrasi 1x 10* rfaj’in yaban faja gore daha etkin bir anti-HBSA(g
yanit olusturdugu tespit edildi (Sekil 3.5). BALB/cj farelerde elde edilen umut
verici sonugtan sonra insanlardaki kronik hepatit B enfeksiyonuna en yakin model
olan HBV-tg farelerde rfaj’in antikor yanit olusturmadaki etkisi arastirildi. HBV-
tg fareler ile birlikte kontrol grubu olarak hibrit fareler kullanildi. Fareler 1x10*?
rfaj, 1x10* yaban faj ile immiinize edildi. Elde edilen sonuglar1 karsilagtirmak
icin insanlarda etkinligi bilinen ticari HBV asis1 ve plazmadan saflastirilan
HBsAg’nin Freund’s adjuvanlari ile hazirlanmis karigimi ile de fareler immiinize
edildi. Her iki fare tiiriinde de rfaj’in yaban faja gore daha etkin bir immiin yanit
olusturdugu tespit edildi (Sekil 3.6, Sekil 3.7). Rekombinant fajin, HBV-tg
farelerde ticari HBV asisindan daha etkin anti-HBSAg yanit olustururken hibrit
farelerde yaklasik olarak ayn1 diizeyde anti-HBsAg yanit olusturdugu tespit edildi.
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Plazmadan saflastirilan HBsAg’nin Freund’s adjuvanlari ile birlikte immiinize
edildigi gruplarda ise en yiiksek antikor yanit elde edilmistir.

Bu tez kapsaminda yapilan caligmalarda ilk kez, HBsAg antijeninin tim a.a
dizisi faj lizerinde gosterilmis olan fajin antikor yanit olusturmadaki etkinligi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, daha 6nce yapilan caligsmalara paralel olarak,
antijene karsi olusan antikor yanitinda genetik farkliligin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Yine sonuglar hepatit B tasiyicilarinda HBV’ye karsi gelisen
toleransin kirilmasinda bagisiklamada gii¢lii adjuvanlarin kullanilmasi gerektigini
de gostermektedir.

Tez kapsaminda yapilan ikinci c¢aligmada ise asi-antikor kompleksi
olusturularak HBV-tg farelerde olusan immiin toleransin kirilmasi, etkin bir
antikor yamit ve serumdaki serbest HBsAg miktarinda azalma elde edilmesi
amagclandi. Asi-antikor kompleksinin etkin bir immiin yanita neden oldugu daha
onceki ¢aligmalarda tespit edilmistir [149,150]. Ayrica antijen-antikor kompleksi
ile yapilan caligmalarda, kompleksi olusturan antikorun Fc kismimin antijen
sunucu hiicre yiizeyinde bulunan Fc reseptoriine baglanarak, Fc reseptor araciligi
ile fagositozu sagladigi ve daha etkin bir immiin yanita neden oldugu
bilinmektedir [105].

Yaptigimiz bu ¢alismada ilk olarak 1 pg asinn, farkli oranlarda (1:1, 1:5,
1:10) anti-HBsAg monoklonal antikoru ile kompleks olusumu saglandi ve HBV-
tg, hibrit fareler bu kompleks ile immiinize edildi. Kontrol gruplari olarak sadece
antikor veya ticari as1 ile immiinizeli gruplar olusturuldu. Elde edilen sonuglarda
her iki fare tiirlinde de antikor yanit olusumu ve plazmadaki HBsAg miktarinda
azalig tespit edilemedi (Sekil 3.10, Sekil 3.11). Kompleks olusturmada kullanilan
as1 miktarinin diisiik olmasiin immiin yanit olusmasini engelledigi diisiiniilerek
bir sonraki ¢alismada kullanilan asi1 miktar1 5 kat artirildi. Bu amagla farkl
oranlarda (10:1, 5:1, 2.5:1, 1:1) bir araya getirilen asi-antikor kompleksindeki
serbest antikorlar, sadece antikor igeren ornek ile karsilastirildilar. Komplekslerde
bulunan serbest antikorlarin 1:1 oraninda % 25 oraninda azalma tespit edilirken
10:1, 5:1, 2.5:1 oranlarinda birlestirilen as1
antikor komplekslerde ise yaklasik % 60 oraninda azalma tespit edildi (Sekil 3.9).

Bu sonugtan sonra yapilan yeni ¢alismada 5 pg as1 ile 1 pg monoklonal antikor ile
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kompleks olusturuldu ve yine her iki fare tiirii immiinize edildi. Ancak her iki fare
tiirtinde de terapotik bir etki tespit edilemedi (Sekil 3.12, Sekil 3.13).

Ast-antikor kompleksi ile yapilan c¢alisma 5:1 oraninda olusturulan
kompleks ile HBV-tg ve hibrit farelerde tekrarlandi. Bu ¢alismada karsilastirma
grubu olarak fareler Freund’s adjuvanlar1 (IFA, FCA) ile hazirlanan plazmadan
saflastirilmis HBsAg ve HBsAg-antikor kompleksi ile de immiinize edildi. Elde
edilen sonuglar, plazmadan saflastirilan HBsAg ve HBsAg-antikor kompleksinin
etkin bir sekilde antikor yaniti olustururken asi-antikor kompleksi, asi veya
monoklonal antikor ile immiinize gruplarda anlamli bir antikor yanitin elde
edilemedigini gostermektedir. Plazmadaki HBsAg degisimi arastirildiginda ise
tim gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilemedi (Sekil 3.16, Sekil 3.17).
Elde ettigimiz bu sonuca benzer bir sonu¢ Hong ve arkadaslarinin [151] yaptig
calismada bulunmustur. Bu ¢alismada HBsAg geni ve immunoglobilinlerin Fc
kismin1 eksprese eden lentivektoriin tedavi edici ozelligini HBV-tg farelerde
denediklerinde, plazmasinda HBsAg miktar1 yiiksek olan HBV-tg farelerde
antikor yanit olusmasina ragmen antijen miktarinda degisiklik olmadigi, ancak
HBsAg’nin diisiik oldugu transgenik farelerde tedavi sonucunda antijen
miktarinda diisiis oldugu tespit edilmistir.

Asi-antikor kompleksi ile yapilan bu caligmalarda elde edilen diger bir
sonug ise ticari HBV agisiin, (5 pg/fare) Freund’s adjuvan ile birlikte hazirlanan
HBsAg kompleksine gore daha az etkili olmasidir. Bu sonug ticari agida bulunan
aliiminyum adjuvan ile Freund’s adjuvanin, adjuvant etkilerinin farkliligindan ve
immiinizasyon yonteminden kaynaklandigi distiniilmektedir. Aliiminyum
adjuvani ile hazirlanan ticari HBV agilar1 kas i¢ine uygulanirken, Freund adjuvani
ise farelere intraperitonal olarak uygulanmaktadir.

Bu tez kapsaminda yapilan iiglincii calismada ise DC asis1 kullanilarak
HBV-tg farelerde olusan immiin toleransin kirilmasi amaclanmistir. Klinik
diizeyde ve hayvan modellerinde DC’lerin kronik hepatit B olgularinin
tedavisinde kullanilmasi {lizerine calismalar uzun yillardir denenmektedir [138-
141,152]. Yapilan bu c¢alismalarda kemik iligi hiicrelerinden veya periferal kan
mononiikler hiicrelerin in vitro ortamda DC’ye farklilagtirilmasi ile elde edilen

hiicreler, HBsAg veya HBsAg epitoplan ile yiiklenerek deneklere immiinize
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edilmiglerdir. Elde edilen sonuglarda genelde anti-HBsAg yanit olusurken,
ozellikle HBeAg pozitif deneklerde plazmadaki serbest HBsAg diizeyinde anlamli
bir azalma tespit edilememistir.

Bu tez kapsaminda yapilan DC as1 calismasinda DC’leri yliklemek igin
alternatif bir yontem olarak ticari HBV asis1 ve asi-antikor kompleksi
kullanilmistir. Farelerde olusan terapdtik yanitin tespiti i¢in ise fare plazmasinda
olusan yanit ELISA yontemiyle, dalak hiicrelerinde IFN-y salgilamasindaki
degisim ELISPOT yontemi ile ve HBV-tg fare karacigerindeki S geninin
ekspresyon degisimi RTq-PZR yontemiyle arastirilmistir.

Calismada DC elde etmek i¢in HBV-tg farelerin femur ve tibia
kemiklerinden elde edilen kemik iligi kullanildi. Kemik iligi hiicreleri in vitro
ortamda GM-CSF ve IL-4 ile inkiibe edildi ve inkiibasyonun 6. giiniinde hiicreler
akim sitometri ile kontrol edilerek DC’lere faklilastiklar tespit edildi. Daha sonra
DC’leri ticari HBV agsisi ile yiiklemek {izere uygun dozun belirlenmesi i¢in WST-
1 ve BrdU testleri uygulandi. WST-1 ve BrdU testlerinde iki farkli a1 miktari (3,6
ul ast icerisinde 144 ng HBsAg ve 0.7 pl as1 icerisinde 28 ng HBsAg), iki farkli
hiicre sayis1 (50x10%, 25x10%) ve iki farkli inkiibasyon siiresi (24 saat, 48 saat)
denendi. Elde edilen sonuglarda 0.7 pl as1 ile ytikli 50% 10° sayidaki hiicrelerde 24
saat sonra canliliginin yaklasik % 90 olmasina ragmen DC’leri etkin bir sekilde
yiiklemek icin gerekli antijen miktar1 olmayacag: diisiiniildii. Ancak 3.6 ul asi
50x10° sayidaki hiicrelerde canliligin 24 saat sonunda yaklasitk % 55-60
olmasindan dolay: inkiibasyon siiresi olarak 5 saat denendi ve hiicre canliliginin
% 77 oldugu tespit edildi (Sekil 3.20, Sekil 3.21, Sekil 3.2). BrdU deneyinde ise
hiicre ¢gogalmasinda gruplar arasinda bir fark tespit edilemedi. Kontrol grubu ile
sitotoktsik etkisi % 90’ {izerinde olan hidrojen peroksitin aynt OD degerini
vermesinin nedeni olarak DC’lerin kemik iligi hiicrelerinden farklilastigi ancak
boliinerek ¢ogalmadiklarindan kaynakladig: diistiniilmektedir.

WST-1 ve BrdU testleri 96 kuyu plakada gergeklestirildi. DC’ler 6 kuyulu
steril plaklarda ekilerek asi, asi-antikor kompleksi ve antikor ile yiiklendi. Bu
nedenle 6 kuyulu plakanin kuyularina ekilecek hiicre sayisi hesaplanirken kuyu
taban alami (8.960 cm?), 96 kuyulu plakadaki kuyunun taban alam (0.335 cm?) ile
orantilandi ve 6 kuyulu plakadaki her bir kuyuya 1.35x10° hiicre ekilmesi
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gerektigi hesapladi. Hiicre sayisi 1.5x10° olarak belirlenerek hiicre basina diisen
as1 miktarinin azaltilmasi ile daha az sitotoksititeye sahip olabilecegi diistiniildii.
Sonug olarak 1.5x10° DC 5 pg/3.5 ml konsantrasyonda as1, asi-antikor kompleksi,
antikor ile yiiklii veya yiiksiiz olarak 5 saat % 5 CO2, 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda siispanse edilerek 5x10° DC farelere intraperitonel
olarak immiinize edildi. Immiinizasyon birer hafta arayla iki kez tekrarlandi.
Ikinci immiinizasyondan sonra birer hafta arayla fare plazmasindaki anti-HBSAg
degisimi ii¢ hafta siiresince izlendi. Kontrol grubuna gore anlamli anti-HBSA(g
yanit sadece asi1 ile yiiklii DC’lerin birinci ve ikinci hafta sonunda tespit edilmis
olsa da gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli bir farki bulunamadi
(Sekil 3.24). LPS ile uyarilmis ancak yiiksiiz DC grubunda elden antikor yanit
olusmasina benzer sonu¢ Farag ve ark. [153] tarafindan yapilan ¢alismada da
gosterilmistir.

Ikinci immiinizasyondan ii¢ hafta sonra gruplar arasindaki IFN-y sentezi
ELISPOT yontemi ile karsilastirildiginda DC+MADb ve yiiksiiz DC ile immiinizeli
gruplarda kontrol grubuna gore anlimli bir yanit tespit edildi (Sekil 3.27). Fakat
gruplar arasinda anlamli bir fark elde edilemedi. Karaciger dokusundaki HBsAg
MRNA ekspresyonu RTQ-PZR incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark
elde edilemedi (Sekil 3.26). Flow sitometri ile yapilan analizlerde de DC’lerin
olgunlagsma reseptdrlerinin (CD40, CD80, CD86) ekspresyon diizeyleri arasinda
bir fark tespit edilememistir. Dendritik hiicrelerle yapilan ¢alismalarda gruplar
arasinda IFN-y, mRNA ve antikor diizeylerinde bir farklilik elde edilememesi bu
sonuclarla paralellik gostermektedir.

Aliiminyum hidroksit adjuvanin bu ii¢ reseptdr ilizerine etkininin olmadigi
daha once Sun ve ark. [91] yaptig1 ¢alismada da gosterilmistir. Ancak aliiminyum
adjuvanlarin antijenlerin DC tarafindan daha etkin bir sekilde alinmasini sagladigi
farkli ¢alismalarda belirtilmektedir [93, 94]. Flach ve ark. [94] yaptig1 calismada
sezyum aliiminyum adjuvani (CsAl) kullanarak ovalbimiin’e kars1 etkin antikor
yanitin olustugunu gostermislerdir. Kullandiklar1 adjuvan farkililig: ile birlikte
DC’leri yiikleme yontemide bu tez kapsaminda yapilan calismada uygulanan
yontemden farklidir. Flach ve ark. ilk olarak CsAl ile iki saat DC’leri inkiibe edip
daha sonra 10x10° DC’yi 100 pg OVA ile birlikte intravendz olarak C57BL/6
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farelere immiinize ederek OVA’ya karsi antikor yanit olusumu saglanmistir.
Akbar ve ark. [154] yaptiklari ¢calismada ise HBV asisinin koruyucu antikor yanit
olusturmadigi bireylerde koruyucu diizeyde antikor yanit olusturmak i¢in DC asis1
kullanilmistir. Yaptiklar1 calismada, bireylerin periferal kanlarindan mononiiklear
hiicreleri izole ettikten sonra in vitro ortamda bu hiicrelerden DC elde etmis ve
ticari HBV agis1 ile yiikleyerek bireylere tekrar enjekte etmislerdir. Yapilan
calismada DC’ler 10 ng HBsAg asisi ile 8 saat inkiibe edildikten sonra siispanse
edilmis ve bireyler, dnce 2x10° hiicre ile subkutan olarak, daha sonra ise 5%10°
DC ile intradermal olarak asilanmistir. Ancak ¢alismada alt1 birey asilanmis ve
sadece tli¢ bireyde 10 mIU/ml koruyucu antikor seviyesi elde edilmistir. Kontrol
grubu olarak yiliklenmemis DC grubu ¢alismaya dahil edilmemistir. Ayrica, Akbar
ve ark. yaptig1 bu calismada HBV asisinin DC’ler lizerine sitotoksik etkisinin
oldugunu belirtmis olmalarina ragmen, sitotoksik etkinin hangi yontem kullanarak
tespit edildigi hakkinda bilgi vermemislerdir. Ik kez bu tez kapsaminda yapilan
calismalarda asisinin DC’lerin yiiklenmesinde kullanildiginda olusan sitotoksik
etki WST-1 yontemi kullanarak, farkli inkiibasyon siireleri, farkli hiicre sayisi ve
as1 miktariyla arastirilarak gosterilmistir.

Tez kapsaminda yapilan DC as1 calismasinda etkin immiin yanit
olusmamasinin bircok nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlardan bir kac1
sirasiyla;

a) Immiinize edilen DC sayis1 immiin toleransin olustugu HBV-tg farelerde
tolerans1 kirmak i¢in yeterli olmamis olabilir. DC’in ikincil lenfoid organlara gocii
arastirmak tizere CFSE ile isaretli 5x 10° hiicre hibrit farelere intraperitonel olarak
immiinize edilmis, 24 saat sonra fare dalak ve lenf nodlar1 incelenmistir, ancak
calisma sonucunda CFSE ile isaretli hiicreler tespit edilememistir (Sekil 3.27).

b) Caligmada kullanilan antijen konsantrasyonu yeterli olmayabilir. Daha once
aciklanan Akbar ve ark. yaptigi calismada DC’ler 10ug HBsAg igeren asi ile 8
saat boyunca yiiklenmislerdir. Diger bir c¢alismada ise Chisari ve ark. [127]
DC’leri 10 ug/ml HBSzs.39 epitopu ile 2 saat boyunca yiiklemislerdir. Alternatif
olarak ise DC’ler farklilagsmasinin 5. giiniinde 1 pg/ml HBsAg ile yiiklemislerdir.
7. giin ise 100 pg/ml HBsAg ile 2 saat ylikledikten sonra fareleri immiinize

etmislerdir.
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¢) Bu calismada immiinizasyonlar intraperitonel olarak uygulanmistir. Ancak
daha oOnce diger gruplar tarafindan yapilan ¢alismalarda immiinizasyonlar
intravendz, subkutan veya intradermal olarak yapilmis ve belirli diizeyde immiin
yanit  elde edilmistir. Tez c¢alismasinda intravenéz immiinizasyon
kullanilamamasinin nedeni ise yapisal olarak HBV-tg farelerin kuyruk damarinin
intravendz immiinizasyon yapilamayacak kadar ince olmasidir [127, 151, 153].
Sonug olarak bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin birinci boliimiinde
yiizeyindeki p3 proteininde tiim HBsAg proteinini eksprese eden rekombinant
fajin ozellikle BALB/cj, HBV-tr fareler ve hibrit farelerde Hepatit B yiizey
antijenine kars1 antikor yaniti olusturdugu belirlenmistir. Ayrica ¢alisma sonuglari
ozellikle ticari asiya yanit vermeyen Hepatit B tasiyic1 bireylerde immiin
toleransin kirilmast ic¢in asilamada giicli adjuvanlarin kullanilmasina gerek
oldugunu gostermektedir. Tez c¢alismasinin son bolimiinde DC’ler ticari as1 ve
asi+antikor kompleksi ile yiiklenmislerdir. Ancak yapilan bu ¢alisma sonucunda
ticari asinin hiicreler iizerine sitotoksik etkisi oldugu ve DC’leri yiiklemek igin

uygun olmadigi distiniilmektedir.
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