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Diinyada ve Turkiye’de HBV Yayilimi

Hepatit B
Enfeksiyonunun
Prevalans
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DSO verilerine gére 2 milyar kisi HBV ile enfekte, 350 milyon kisi
kronik HBV dir

Diinyada her y1l 500-700 bin kisi 6lmektedir

Saglik Bakanligi verilerine gore iilkemizde 4-4.5 milyon HBV
tasiyicist bulunmaktadir

Kaynak: Hepatitis B Viral Infection, The New England Journal of Medicine, 2008



Hepatit B Virusu

Hepadnaviridae ailesinin
bir iiyesi olan Hepatit B

Hepatit B e antijeni

(HBeAg)
VlrﬁSﬁ (H BV) DNA polimeraz
kiicik, 2 "
zarfli, s

kismi ¢ift zincirli,

. Hepatit B kor antijeni

INSan Iarda Ve (HBcAg) Hepatit B yiizey antijey
hayvanlarda enfeksiyon e,
olusturan, DNA molekiilii
hepatotropik bir DNA

virisudiir.

Kaynak: Cooper & Klimek, 1987



HBV’nin Genom Yapisi

S, C, X, P genlerine sahiptir

polymerase

HBsAg’den olusan dis zarf
kor proteini (HBCAQ),
HBeAg’yi,

DNA’ya bagli polimerazi
cevreler

Kaynak: http://pathmicro.med.sc.edu/virol/hep-bstruct.gi



HBeAg Olusum Asamasi

HBcAg’yi HBV’nin C

geni, C geninin igerdigi precore dizisi ise

HBeAg’yi kodlamaktadir

Ribozomlarda gergeklesen translasyonun sonunda kor proteinine gore 29

aminoasit daha uzun olan

Bu onciil bolgenin 19 ami

kisimdaki arjininden kesilme
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HBeAg onciil bolgesi olusmaktadir

noasiti sinyal bolgesi gorevi gordiikten sonra C-terminal

kte ve kalan kissm HBeAg’yi olusturur
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Kaynak: Hepatitis B Virus e Antigen Variants, Int. J. Med. Sci. 2005; 2(1): 2—-7.



HBeAg , Anti-

HBeAg ve Hepatit B

Kanda bulunan HBV antijen ve antikorlar H BS Ag ve H Be Ag
]

Enfektoz (Bulasic1 Donem)

Inkiibasyon

fraiin Yanut Hepatit B tanisinda 1lk
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anti-HBc Total tespit edilen proteinler
|

periyodu
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Kanda bulunan miktar

I |

Enfeksiyon 6-12 ay somra

2 haftadan 3 aya kadar
’ vaklasik 3-6 ay

arasindadir

Hastaligin orta

safhalarinda

Zaman

HBeAg azalirken,

Anti-HBeAg miktari

artmaya baslar

=20 yildan sonra

Kaynak: http://static.wikidoc.org/5/59/HBV _serum_markers.png



Hepatit e Antijeninin Onemi (Kronik)

HBV ile enfekte hastalarin serumlarinda 6 aydan fazla HBsAQ,
HBeAg ve yiikksek seviyede HBY DNA’sti bulunmasi

enfeksiyonun kroniklesme gostergesidir.
HBeAg klinik acidan
enfeksiyonun tanisinda,
viral replikasyon seviyesinin belirlenmesinde,

siddetinin tayininde kullanilir.



Cahismanin Amaci
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Immiinizasyonlar

Hepatit B e antijenine o6zgii monoklonal antikor iiretim
calismalarinda 6-8 haftalik BALB/c fareleri, HB e antijeni (10ug

HBeAQ) ile ikiser hafta araliklarla immiinize edildi.
[mmiinizasyon sirasinda 4 fare kullanildi.

[lk immiinizasyon “Freund’s complete” adjuvan, ikinci ve diger
immiinizasyonlar ise “Freund’s Incomplete” adjuvan1 ile

gerceklestirildi.



HBeAg’ye Karsi1 Olusan Antikor Yaniti
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Dalak ve Lenf dugumlerinin Toplanmasi
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Kaynak: Current Protocols in Immunology, Removal of Lymphoid Organs




Fuzyon

Lenf Nodu

Dalak

ucresi

Myeloma H

FUZYON



Fuzyon Sonrasi

A)Fiizyon pleytindeki kuyuda
bulunan hibrid hiicrenin
10. giindeki durumu, 4x.

B)Fiizyon pleytindeki kuyuda
bulunan hibrid hiicrenin 10.
giindeki durumu, 10x.

C)Hibrid hiicrenin besiyerinin
degistirilmesi sonucu 15.
giindeki durumu, 10x.

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




Fuzyon Taramasi

Indirekt ELISA



Fuzyon sonuclan

Bu calisma kapsaminda gerceklestirilen on fiizyon sonucunda
lic fiizyondan HBeAg ve HBCAg icin 6zgiin olan ii¢ hibrit
hiicre (16F8, 12E5, 18E10) elde edilmistir.



Monoklonal Antikorlarin Capraz Reaksiyon
Testi (16F8)
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Antijenler

HBeAg’ye kars antikor aktivitesi pozitif olan 16F8 hibrit hiicresindeki
capraz etkilesimleri goérebilmek i¢in farkli proteinleri ELISA plagina
kaplayarak yapilan indirekt ELISA testinin sonuglar1



Monoklonal Antikorlarin Capraz Reaksiyon
Testi (12E5)
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Antijenler

HBeAg’ye karsi antikor aktivitesi pozitif olan 12E5 hibrit
hiicresindeki c¢apraz etkilesimleri gorebilmek i¢in farkli proteinleri
ELISA plagina kaplayarak yapilan indirekt ELISA testinin sonuglari



Monoklonal Antikorlarin Capraz Reaksiyon
Testi (18E10)
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Antijenler

HBeAg’ye karst antikor aktivitesi pozitif olan 18E10 hibrit
hiicresindeki c¢apraz etkilesimleri gorebilmek i¢in farkli proteinleri
ELISA plagina kaplayarak yapilan indirekt ELISA testinin sonuglari



Monoklonal Antikorlarin Alt izotipleri

Elde edilen monoklonal antikorlarin sinif ve alt siniflar1 indirekt
ELISA ile belirlendi

Alt izotipe 6zgi anti-mouse imminoglobulinler

Hibrid

hicreler IgG1  1gG2a

1gG2b  IgG3

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

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

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




Monoklonal Antikor Ureten Hiicrenin Genis Caph
Cogaltilmasi




Saflastirma (16F8)

16F8 HBeAg’ye 0zgli monoklonal antikor genis Olcekte iiretildikten
sonra st stvilart amonyum siilfat ile ¢oktiirildd.

16F8 monoklonal antikorunun izotipi 1gG1l oldugundan Protein-G
afinite kolon kromotografisi ile saflagtirilda.

Kolon sonrasi biriktirilen butin kesimlere indirekt ELISA testi
uygulandi.

Fraction Collector Protein A & Protein G Kolonu



Saflastirma-16F8 (devam)
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38. ve 39. tiiplerden toplam 9 mg/ml protein elde edildi ve 1 mg/ml
olacak sekilde boliindiikten sonra -20°C’de saklandh.



Saflastirma (12E5)
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28, 29 ve 30. tiiplerden 5 mg/ml protein elde edildi ve 1 mg/ml
olacak sekilde boliindiikten sonra -20°C’de saklandi.



Epitop Analizi

16F8 monoklonal antikorun lineer B hiicre epitop analizi
sonucunda, amino asit dizilimi FGVWIRTPPAYRPPNAPILS
olarak bulundu (Prolmmune Ltd, Oxford/UK).

16F8 monoklonal antikoru, diger rekombinant HBeAg
immiinizasyonlarinda genelde ortaya ¢ikan ve HBeAg-[3 epitopu

Ile eslesen antikorlarin amino asit dizilimine sahipti.



Epitop Analizi

12E5(c) 1¢in gerceklestirilen lineer B hiicresi epitop haritalama
analizi sonucunda SFGVWIRTPQAYRPP dizisinde zayif bir
baglanma goriulmiistiir
Bu zayif baglanmanin 16F8 monoklonal antikorundaki lineer epitopun
aksine kesintili  konformasyonel epitopun varligma isaret ettigi
belirlenmistir
Veritabanlarinda HBCA(g i¢in tamimlanan alt1 epitoptan besinin

konformasyonel epitop oldugu bilinmektedir



Alternatif Yaklasimlar

HBe antijenine 6zgli monoklonal antikor gelistirilmesinde
bilinen klasik yontemlerin yanmi sira kullanilacak alternatif
yaklagimlar:

Organ olarak dondurulmus dalak ve lenf diigiimlerinin fiizyon

calismasinda kullanilmasi

Yiizeyinde HB e antijeni eksprese eden M13 fajlarla yapilan

Immunizasyonlar sonras1 monoklonal antikor gelistirilmesi



Organ Olarak Dondurulmus Dalak ve Lenf
Diigtimlerinin Fuzyon Cahsmasinda Kullanilmasi

HBeAg ticari olarak rekombinant sekilde tiretilmektedir.

Diisiik molekiiler agirligi (17kDa) ve HBCAg ile ortak protein yapisi
nedeniyle bu antijene karsi monoklonal antikor gelistirilmesi zordur.
Bu nedenle HBeAg oldukga kiymetlidir.
Genel olarak antijenlere karst1 monoklonal antikor elde
edilmesi icin bir flizyon calismasinda en az 4 fareyle

immiinizasyonlar baslatilir.

Bunun nedeni, antijene karsi etkin hiimoral yanit elde etme

olasiligini artirmaktur.



Organ Olarak Dondurulmus Dalak ve Lenf
Dugumlerinin Fuzyon Cahsmasinda Kullanilmasi

Dondurma konusunda wulasilan noktada homojen hiicre
popiilasyonlarinin ya da tek katmanli dokularin dondurulmasi icin
optimum kosullarin  belirlenmesi ve dondurulan hiicrelerin

coziinmesiyle yeniden aktif hiicre eldesi miimkiindiir.

Ancak kompozit dokularin ve organlarin biitiin olarak
dondurulmas1 konusunda heniiz tam anlamiyla basar1 elde

edilememusgtir.



Dondurulmus Dalak ve Lenf Diugiumlerinin
Fuzyon Cahsmasinda Kullanilmas

Anti-HBeAg monoklonal antikorunu iiretmek icin 5 adet 7-8
haftalik BALB/c fareler 10ug HBeAg ile ikiser hafta araliklarla
immiinize edildi.

[lk immiinizasyon Freund’s complete adjuvani, ikinci ve diger

immiinizasyonlar ise Freunds Incomplete adjuvanm ile

gerceklestirildi.

Farelerden kan almip ilgili antijene karsi gelismis bir antikor

yamitinin olusup olusmadigina ELISA’da bakald.
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Farelerin HBeAg’ye Karsi Gelistirdigi
Antikor Yamti

Bu calismada HBeAg ile immiinize edilen 1y1 antikor yanit1 veren ii¢

farenin lenf nodlar1 ve dalagi

!

%80 Fetal Calf Serum (FCS), %10 DMEM medium ve %10

Dimethylsulfoxide (DMSO)’den olusan dondurma ortami i¢ine alinarak

!

bir giin -80 C’ de bekletilip

!

daha sonra -150 °C derin dondurucuya alindi



Sonuc

Dondurulmus dalak ve lenf diigiimlerinin 1., 2., ve 3. ay fiizyonlar
sonucunda anti-HBe monoklonal antikoru elde edilemedi fakat
biitlin fiizyonlarda antikor aktivitesine sahip hibrid hiicrelerin
olusabildigi gortildii.

Buna ek olarak ikinci ay sonunda, dondurulan organlardan yapilan

IKinci fiizyon c¢alismasinda HBc antijenine 6zgii monoklonal
antikor elde edildi (3G3).



Farelerin dalak ve lenf nodlarinin dondurulmasi ile
Immunizasyon i¢in gereken zaman ve antijenden
tasarruf saglandi




Yiizeyinde HB e Antijeni Eksprese Eden Fajlarla Yapilan
Immunizasyonlar Sonras1 Monoklonal Antikor Gelistirilmesi

Bir antijene karsi1 etkin hiimoral yanit elde etmek icin antijenin

niteligi kadar as1 veya immunizasyonlarda kullanilan adjuvanlar da

cok onemlidir.

Adjuvanlar, bir antijene kars1 6zgiil olmayan immiin cevabi

uyaran/artiran maddelerdir.
[nsanlarda -- aliiminyum bilesikleri

Deney hayvanlarinda -- Freund’un mineral adjuvani



Faj Display Yontemi

Alternatif adjuvan gelistirme calismalarinda rekombinant DNA
teknolojisinin gelismesiyle birlikte faj display yontemi de
kullanilmaktadir.

Fajin biiyiik bir molekiil olmas1 ve faj yiizeyinde eksprese olan
proteinlerin hiimoral ve sitotoksik T hiicre yanitina sebep olmasi,
alternatif adjuvan olarak kullanilabilme olasiligini arttirmaktadir.

Bu yontemle sadece bakteri enfekte etme ozelliginde olan fajin

ylizeyinde yabanci proteinler eksprese edilmektedir.



Faj Display

Calismada M13 yaban faj1 kullanildi.
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M13, tek iplikli DNA’ya sahip ve yiizeyinde 5 adet PIII
proteini ile 2700 adet PVIII proteini bulunan bakteriofajdir.



HBeAg ve Faj Display

Bu kapsamda; iki farkli fare grubu rEfaj kullanilarak 21 giin arayla
lic kez immiinize edildi. Her grup i¢in 6-8 haftalik 4 adet BALB/c
fare kullanildi. 1k gruba 10! rekombinant e faj, ikinci gruba ise

101 rekombinant e faj+IFA (Freund’s incomplete adjuvani)

Intraperitonel olarak uygulandi.




HBeAg ve Faj Display

Rekombinant e faJ immiinizasyonlarinda yiiksek Hepatit B e
antikoru yanit1 veren farelerin dalak ve lenf diigtimlerinin 1. 2. ve
3. flizyonlar1 sonucunda anti-HBe monoklonal antikoru elde
edilemedi fakat antikor aktivitesine sahip hibrid hiicrelerin biitiin

fizyonlarda olusabildigi goruldi.
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