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OZET

Temas sonrast profilaktik uygulamalarda 6zgiil immiinglobulin ile antijen verilerek hem notralizasyon hem de ba-
gistklama amaclanir. Kullanilan antikorun izotipi ve antijenin niteligi olusan antikor yanitlar iizerinde artirict ve-
ya azaltict etkilerde bulunabilmektedir. Bu duruma ikili (dual) immiinmodiilator etki denilmektedir ve klinik uygu-
lamalarda bu etkiden yararlanilmaktadir. Rh (-) anneye, Rh (+) fetal eritrositlere karst gelisebilecek antikor yanit-
larint baskilamak amactyla anti-D immiinglobulinleri verilebilirken, HBV ile temas sonrast antikor yanit olustura-
bilmek ve olasi viriis ve antijenleri nétralize etmek amactyla hem hepatit B immiinglobulini hem de HBsAg iceren
ast es zamanli olarak verilir. Antikorlarin 6zgiil antijenleri ile birlikte verildiklerinde immiinmodiilatér etkilerini
“ad” ve “ay” subtipi hepatit B viriis ylizey antijenleri ile “a” epitopuna 6zgiil anti-HBs IgG2a izotipi antikorlarin
olusturduklari etki iizerinden incelemek amactyla BALB/C irki farelerde bir deney modeli kurduk. Calismamiz so-
nucunda yalnizca antijen ve adjuvan verdigimiz kontrol grubuna gore 6zgiil immiinglobulin ve partikiiler nitelikte
bir antijene karst da antikor yanitinda bir artis gozlenebilecegini saptadik. Buna karsin 6zgiil olmayan fare IgG ile
antijenin birlikte verilmesinin veya 6zgiil olmayan fare IgG’ye antijenin kimyasal olarak kovalent baglanarak ve-
rilmesinin antikor yanuti iizerinde yalniz antijen verilmesine gore énemli bir fark olusturmadigint belirledik. Mev-
cut sonuclar antijen ve 6zgiil antikorlarin birlikte verilmesinin immiinmodiilatér etkiler acisindan gelistirilmeye
acik oldugunu ve optimal klinik uygulamalarin bu mekanizmalar altindaki molekiiler yolaklarin tam olarak aydin-
liga kavusturulmast ile miimkiin olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Inmiinmodiilasyon, antikor, HBsAg, ad, ay, immiinkompleks.

SUMMARY

Investigation of Antibody Responses in a Model of Hepatitis B Virus (HBV) Surface Antigen
(HBsAg) and Specific Antibody Complex

Both neutralization and immunization are aimed by administering specific inmunoglobulin and antigen in post-
exposure prophylactic applications. Isotype of the antibody and properties of antigen can act on antibody respon-
ses either by enhancing or suppressing effects. This phenomenon, called the dual immune modulatory effect, is be-
ing exploited in clinical applications. While administering anti-D immunoglobulins to Rh (-) mothers prone to de-
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velop anti-Rh antibodies against fetal erythrocytes, in post-exposure HBV prophylaxis hepatitis B immunoglobulin
and a vaccine containing HBsAg are administered simultaneously in order to enhance antibody responses and to
neutralize possible free virus and antigens. We have constructed a model in BALB/C mice to investigate the immu-
ne modulatory effects of antibodies administered with their specific antigen via using “ad” and “ay” HBV surface
subtype antigens with an “a” epitope specific anti-HBs IgG2a antibody. Our study revealed that depending on the
antibody isotype, an antigen having particulate properties given with adjuvants can enhance the antibody respon-
ses in comparison to the control group which was administered only antigen and adjuvant. On the other hand, we
determined that non-specific mouse IgG given with the specified antigen or non-specific mouse IgG covalently lin-
ked to the antigen had no significant effect on the antibody responses in comparison to the control group. Presen-
ted results show that the administration of antigen and specific antibodies together in regard to immune modula-
tory effects is an open arena for being developed further and that optimal clinical practices could be possible by

revealing the molecular pathways underlying these mechanisms.

Key Words: Immune modulation, antibody, HBsAg, ad, ay, immune complex.
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GIRiS

Antijen ve 6zgil antikorunun birlikte verilmesi
antikor yamitlarini degistirebilmektedir. Antijen
ve bu antijene baglanmis durumdaki 6zgiil anti-
kor immiinkompleksi olusturur. Immiinkomplek-
sin verildigi deneysel model uygulamalarinda ilgi-
li antijene karsi gelisen antikor yaniti kullanilan
antikor izotipi ve antikor glikolizasyon oranina
gore degisebilmektedir. Bu degisiklik antijenin
tek basina verildigi durumlara gore artma veya
azalma biciminde olabilmektedir. Bu bicimde in-
diklenen antikor yanitlarinda antijen niteligi de
onem tasimaktadir. Partikiiler antijenlerle birlikte
ornegin; immiinglobulin (Ig)M, IgG veya IgE’nin
verilmesi gelisen antikor yanitlar1 iizerinde artiri-
c1 veya baskilayici, dual bir etki olusturabilmek-
tedir. Bu cercevede, IgG ile ¢oziiniir nitelikte bir
protein antijenin verilmesinin gérece artmis ya-
nitlara, adjuvanla birlikte verilen antijenlerin ise
gorece diisiik yanitlara yol actigr diisiiniilmekte-
dir (1-3).

Antijen ve 0zgiil antikorunun verilmesi tartismali
da olsa klinikte gecerli bir uygulamadir. Bu uygu-
lamalar 6zellikle aktif ve/veya pasif temas sonra-
s1 profilaksi olarak adlandirilan cesitli durumlar-
da s6z konusudur ve antijen ve antijene 6zgiil an-
tikorun birlikte verilmesinden olusur. Farkli bol-
gelerden, ama es zamanli verilen antijen veya tok-
soid ve 0zgil Ig uygulamalarina 6érnek olarak; ku-
duz virtsii, Clostridium tetani ve hepatit B viriis
(HBV) ile olas1 temaslar sonrasinda gerceklestiri-
len klinik profilaksi uygulamalar verilebilir. Bu
tiir uygulamalarda amac, ilgili antijen veya tokso-

id ile asilama serisinin baslatilmasi ve 6zgiil Ig ile
de dokulara gectigi varsayilan viral antijen veya
toksinin baglanmasi dolayisi ile nétralizasyonu-
dur. Uygulanan antijen primer bir immiin yanit
olusturmaya yonelik olabilecegi gibi, sekonder
immiin yanitin indiiksiyonu amaciyla da uygulan-
maktadir. Mikroorganizma disi bir alandan ve ter-
sinden bir érnek olarak Rh (-) anneye fetal Rh (+)
eritrositlere karsi olasi anti-Rh immiin yanitin ge-
lismesini O6nlemek amaciyla verilen anti-D Ig’leri
gosterilebilir. Immiin yamit acisindan bu tiir klinik
uygulamalarin halihazirdaki literatiir bilgileri ile
aciklanamayan yonleri s6z konusudur. Gerek in
vivo gerekse in vitro cesitli modellerde es zaman-
I1 olarak verilen antijen ve 6zgiil antikorlarin her
durumda koruyucu bir yanita yol acmadig bilin-
mektedir. Bilakis, immiinolojik regiilasyon meka-
nizmalar1 geregi temelde antikor yanitini saglaya-
cak B-lenfositlerde verilen antijen ve 6zgil anti-
korlarla olusan immiinkomplekslerin hizla elimi-
nasyonu veya inhibitor reseptorlerin tetiklenme-
si ile immiin yanitsizlik durumu (anerji) olusabil-
digine dair bilgi mevcuttur (1,4,5).

Bunun 6ne cikan 6rneklerinden birini HBV ile ola-
s1 temasa karsi gelistirilen profilaksi 6nerilerinde
gormek mimkindiir. HBV ile temasa yoOnelik ko-
ruyucu onlemler 25 yildir uygulanmakta ve bu an-
lamda da tartisilmaktadir. Bugiin artik gerek te-
mas sonrasi profilaksi rejimlerinde, gerekse verti-
kal gecisin 6nlenmesi amaciyla farkli bolgeler-
den, ancak es zamanl hepatit B (HBIg)’yi ve yii-
zey antijenini iceren cesitli as1 uygulamalar1 6ne-
rilmektedir. Incelenen literatiirde bu oneriyi bi-
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limsel bir zemine oturtan calismalarin yaninda,
es zamanl HBIg ve hepatit as1 uygulamasinin tar-
tismali yonlerini de ele alan ¢calismalar bulunmak-
tadir. Tek basina asilamanin kronik HBV infeksi-
yonu gelisimini énlemede yeterli oldugunu, asiya
ek olarak verilen HBIg'in ek bir yarar saglamadigi-
n1 ve yalnizca as1 uygulamasi ile asi ile birlikte Ig
uygulamasina gore daha yiiksek antikor titreleri
elde edildigini bildiren raporlar mevcuttur (4,6-
10). HBV ile temas sonrasi profilaksiye yonelik asi
ve es zamanl HBIg uygulamalarinin immiin yanit
uzerindeki etkisi molekiiler etkilesimlerin tam
olarak acikliga kavusturulmasi ile netlik kazana-
caktir.

Calismamizda “ad” ve “ay” antijenleri birlikte ve-
rilen antikorlarin antikor yanit1 tizerindeki etkisi-
ni HBsAg “a” epitopuna 6zgiill monoklonal 1gG2a
izotipinde fare antikoru {izerinden arastirmayi
amacladik.

MATERYAL ve METOT

Calisma oncesi gerekli etik onay T. C. Gazi Univer-
sitesi Rektorligii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
Baskanligindan alinmistir. BALB/C fareler Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesinden temin edilmis ve
calisma bitimine kadar kendi laboratuvarimizda
olusturdugumuz bakim iinitesinde idame ettiril-
mistir. Kullandigimiz HBsAg “a” epitopuna 6zgiil
IgG2a monoklonal antikoru sentezleyen hibrido-
ma laboratuvarimizda daha 6nceki calismalar si-
rasinda elde edilmisti. Calismada 6ngoriilen her
bir grup icin sekiz adet BALB/C fare ayrildi. Fare
serumu ve 0zgiil olmayan fare IgG ayristirilmasi
icin de ayni 1rk fareler kullanildi.

Hibridoma besiyerine (RPMI-1640 besiyeri, L-glu-
tamin ve NaHCOS’h; PAA Laboratories, Linz,
Avusturya) destek amaciyla fetal sigir serumu
(FBS, Fetal Bovine Serum, Gold-FBS, PAA Labora-
tories, Linz, Avusturya) IgG acisindan tam dep-
lesyona ugratilarak kullanildi. FBS, inaktivasyon
(56°C’de 30 dakika) sonrasinda protein G kolo-
nundan (protein G-agarose, 2 mL, Roche Diagnos-
tics GmbH, Mannheim, Almanya) gecirilerek ali-
nan ¢ozelti 0.2 pm filtreden gecirildi ve IgG’den
arindirilmis FBS (“G-FBS”) olarak kullanilacag za-
mana kadar derin dondurucuda muhafaza edildi.
Hibridoma hiicreleri 250 mL’lik kiiltiir siselerinde
(CellStarR, Greiner Bio-one GmbH, Frickenha-
usen, Almanya) %10 G-FBS besiyeri destegi ile
monoklonal antikor (mAb) saflagtirilma asamasi-
na kadar idame ettirildi.

Asilanmamis fareden 6zgiil olmayan IgG havuzu
olusturmak amaciyla fareler ketamin: ksilazin kok-
teyli ile genel anesteziye sokuldu ve intrakardiyak
kan aliminin ardindan servikal dislokasyon uygu-
landi. Ayristirilan serum havuzu fosfatlanmis tam-
pon salin (10 mM PBS pH: 7.4) icinde 1/10 diliie
edilerek protein G kolonundan gecirildi. ilgili ko-
lon daha sonra yiiksek basinclhi sivi kromatografi
(HPLC; HPLC System, 1100 Series, Agilent Techno-
logies, Waldbronn, Almanya; HPLC Software
ChemStation, Agilent Technologies 1999-2000) ci-
hazina entegre edildi ve 0.1 M sitrik asit pH: 2.4 ile
eliisyonu yapilarak alinan pik 150 pL trizma (Tris-
ma base, Sigma) ile notralize edildi. Elde edilen
6zgil olmayan fare IgG havuzunu tuzlardan arin-
dirmak amaciyla Sephadex G-25 Fine filtrasyon je-
li doldurulmus 78 x 300 mm kolona (Phenomenex,
Torrance, CA, ABD) 1 mL/dakika sabit akim hizin-
da, calisma tamponu olarak PBS ile yiiklendi. Tuz-
lardan arindirilmis fare IgG havuz piki ayristirildi
ve toplam 2.5 mL 6zgiil olmayan fare IgG havuzu
500 pL kisimlara béliinerek -80°C’ye ayarlanmis
derin dondurucuya kaldirldi.

Hibridoma kiiltiir siipernatanlar1 havuzlanarak
santrifiijlendi (450 x g, 10 dakika) ve doymus
amonyum siilfat (Merck, Almanya) ile 1:1 oranin-
da karistirilarak ¢oktiirme baslatildi. Gece boyu
+4°C’de devam ettirilen reaksiyon 5000 x g ve
+6°C’de 40 dakika santrifiijlenerek sonlandirildi
ve olusan cokeltiler PBS ile siispanse edilerek ha-
vuzlandi. Elde edilen anti-HBs IgG2a o6rnegi
PBS’ye karsi gece boyu diyaliz (Spectra/PorR, 12-
14 kDa, Spectrum Medical, La, CA, ABD) edildi ve
olusan cozelti 2.5:1 oraninda PBS ile diliie edile-
rek protein G kolonuna yiiklendi. Protein G kolo-
nu HPLC’ye entegre edilerek bagl antikor eldesi
icin 0.1 M sitrik asit, pH: 2.4 uygulanarak fraksi-
yonlar toplandi. Notralizasyonu takiben tuzlar-
dan arindirilan ¢ozelti 0.2 pm capl filtreden geci-
rilerek protein icerikleri (HPLC ile) tayin edildi.
Protein icerigi tayininde standart olarak sigir se-
rum albumini [Bovine Serum Albumin (BSA)] kul-
lanilmis, protein icerigi bilinmeyen cozeltilerin
protein konsantrasyonlari standartlara gore olus-
turulan regresyon egrisi baz alinarak hesaplan-
mistir.

As1 materyalinin hazirlanmasi icin insan plazma
kokenli ve sodyum azid iceren “ad” (saflastiril-
mis; Biodesign, cat R36100, Lot 1H23903, 5
mg/mL, Biodesign International, Saco, Maine) ve
“ay” (saflastirilmis; Biodesign, cat R36200, Lot
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8H23903, 5 mg/mL, Biodesign International, Saco,
Maine) antijenlerinin 200 pL’'de 5 mg/mLlik vial-
fabrikasyon konsantrasyonlar1 PBS eklenerek
1 mg/mL’lik konsantrasyonlara getirildi. Antijen-
lerin PBS icinde homojenlesmesi saglandiktan
sonra her bir deney grubu icin 150 pL (= 150 pg)
“ad” + 150 pL (= 150 pg) “ay” aynistinldi. Grup 1
yalnizca antijen iceren grup oldugu icin final anti-
jen konsantrasyonu total 300 pg/mL olacak sekil-
de PBS ile 1 mL'ye tamamlandi. Hesaplanan pro-
tein konsantrasyonlar1 geregi ve asilama yapma-
dan oOnce antijenik epitoplarin timiiniin maske-
lenmesini 6nlemek amaciyla grup 2, grup 3 ve
grup 4 icin eklenecek toplam antikor miktarlari fi-
nal 1 mLl’'lik hacimde toplam antijen konsantras-
yonunun 1/10’u olacak bicimde, grup 2 icin 27 pL.
(= 29.7 pg) IgG2a, grup 3 ve grup 4’in her biri icin
21.4 pL (= 29.9 pg) 6zgiil olmayan fare IgG eklen-
di. Grup 4 icin 6ngoriilen kimyasal kovalent bag-
lanmanin gerceklesmesi amaciyla 100 pL glutaral-
dehid (%2.5’lik) eklendi. Grup 4 icin hazirlanan
asilama materyali “ad” ve “ay” antijenleri + 6zgiil
olmayan fare IgG + glutaraldehid c¢ozeltisi olarak
iki saat, oda 1si1sinda ve 1giktan korunarak, karigti-
ricida (BIOSAN, Tirkiye) inkiibe edildi. Bu inki-
basyonun ardindan “quenching” reaksiyonu icin
final molaritesi 0.1 M olacak bicimde 1 M etanola-
minden (Sigma, E-9508) 78.6 pL eklenerek, ayni
kosullarda bir saat daha inkiibe edildi. Tiim grup-
larda toplam hacim PBS ile 1 mL'ye tamamlandi
(grup 1 icin 700 pL, grup 2 i¢in 673 pL, grup 3 i¢in
678.6 pL ve grup 4 icin 500 pL).

Grup 2 ve grup 4 icin kullanilacak materyalin asi-
lama oOncesi kimyasal olarak etkinliginin devam
ettigi ELISA yontemine dayali bir deney ile goste-
rildi. Ozetle, yiitksek baglama kapasiteli steril mik-
roplaklar (Corning Incorporated, Corning,
Almanya) 0.05 M karbonat-bikarbonat tamponu
(CBB, pH: 9.6) icerisinde anti-fare IgG (konak keci;
Sigma-3014) ile 100 pL/cukur olacak bicimde
+4°C’de gece boyu inkiibe edilerek kaplandi. %1
BSA-PBS ile 3 saat, oda 1sisinda bloke edildi. Blok
sonrasl ¢ kez PBS-T (PBS-Tween20 tamponu) ile
otomatik yikayicida (Columbus Plus, Tecan, Te-
can Avusturya GmbH, Grodig, Avusturya) yikanan
plaklara toplam antijen icerigi PBS icinde 1 pg/mL
olacak sekilde diizenlenmis as1 materyali ile bas-
lanarak, orneklerin 1/10 diliisyonlar1 100 pL/gukur
biciminde dagitildi. Oda 1sisinda 1 saat inkiibasyo-
nun ardindan {i¢ kez PBS-T ile yikanan plaklara
%100 FBS’de hazirlanmus fare IgG 50 pL/cukur ola-
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cak sekilde dagitilarak oda 1sisinda bir saat inkii-
be edildi. Daha sonra 50 ng/mL konsantrasyonda
ve laboratuvarimizda daha 6nceden hazirlanmis
olan biotinlenmis-anti-HBs IgG2a’dan 50 pL/cukur
olarak dagitildi ve tekrar oda 1sisinda bir saatlik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonun-
da plak li¢ kez PBS-T ile yikanarak 100 pL/cukur
olacak bicimde Streptavidin-HRP (“Horse Radish
Peroxidase-conjugated Streptavidin”, Roche Diag-
nostics, Almanya) dagitild1 ve oda 1sisinda 30 da-
kika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi iic kez yi-
kanan plaga 100 pL/cukur TMB-Substrat (3,3',5,5'-
Tetra-Metil-Benzidin) eklenerek, oda 1sisinda 1s1k-
tan korunmus olarak 30 dakika inkiibe edildi. in-
kitbasyon sonunda 100 pL/¢ukur 1 M H,SO, dagi-
tilarak reaksiyon durduruldu ve ELISA okuyucusu
(Sunrise Remote/Touch Screen, Tecan Austria
GmbH, Grodig, Avusturya) ile 450 ve 450/620
nm’de okutuldu. Asilama icin hazir olan her dort
grubun materyali, asilamanin yapilacagi giine ka-
dar derin dondurucuya kaldirildi.

9.9

Asilama islemi icin 850 pL “complete Freund’s
(Sigma, F-5881) adjuvamn ile 850 pL ilgili grubun as1
materyali birlikte homojenlestirildi ve akabinde
gruplardaki her bir fare icin 200 pL voliimde ola-
cak bicimde 26 Gauge uclu enjektorlerle (Hayat
Tibbi Aletler, Istanbul, Tiirkiye) intraperitoneal
olarak verildi. Sekonder asilama “Complete Fre-
und’s” adjuvant1 yerine “Incomplete Freund’s”
(Sigma, F-5506) adjuvani kullanilmak iizere primer
asilamadan 14 giin sonra benzer sekilde yapildi.

Primer asilamanin 14. ve 28. (sekonder asilama-
nin 14.) giinlerinde anestezi yapilarak gruplarda-
ki her bir fareden kuyruk kanlar1 alinarak mikro-
santrifiij ile serumlar ayristirildi ve derin dondu-
rucuya kaldirildi. Primer ve sekonder anti-HBs
yanitlarini degerlendirmek amaciyla ELISA mik-
roplaklar1 100 pL/cukur olacak sekilde “ad-ay” an-
tijenlerinin PBS’deki total 1 pg/mL’lik konsantras-
yonunda (her bir antijen i¢in 0.5 pg/mL olacak se-
kilde) +4°C’de bir gecelik inkiibasyon ile kaplan-
di. Akabinde 3x PBS-T ile yikanan plaklara 200 pL
%1 BSA-PBS/kuyucuk seklinde dagitilarak oda 1si-
sinda 3 saat inkiibe edildikten sonra ELISA calis-
malarinda kullanildi. Bir diliisyon plaginda her
bir fare serumu 1s1 ile inaktive edilmis insan seru-
mu i¢inde 1/100 ve 1/1000 diliisyonlarda hazirlan-
d1 ve oda 1sisinda bir saat inkiibe edildi. Bu isle-
min ardindan daha 6nce kaplanip, bloke edilmis
ELISA mikroplaklara 3x PBS-T ile yikama sonrasi
diliisyon plagindan aktarimlar yapildi ve oda 1s1-
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sinda bir saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasl plak 3x PBS-T ile yikanarak %1 BSA-
PBS’de 1/20.000 diliisyonda ve %10 insan serumu
icerecek sekilde hazirlanan HRP isaretli anti-fare
IgG (H + L) konjugat (BioRadR Laboratories, Her-
cules, CA, ABD) 100 pL/cukur olacak bicimde da-
gitildi ve bir saat siireyle oda 1s1sinda inkiibe edil-
di. Akabinde PBS-T ile 3x yikanan plaga 100
pL/cukur TMB-substrat eklenerek, reaksiyon 15.
dakikada 100 pL/¢ukur 1 M H,S0, ile durduruldu
ve ELISA okuyucuda 450 ve 450/620 nm’de oku-
tuldu.

Olciimleri tamamlanmis tiim fareler Ketamine-
Xylazine kokteyli ile genel anesteziye sokularak
servikal dislokasyona tabi tutuldu. Regresyon
analizleri icin MicroStat, gruplar arasi ve grup ici
karsilastirmalar icin uygulanan Mann-Whitney U
test ve Wilcoxon icin “SPSS ver. 10.0 for Win-
dows” (SPSS Inc., Chicago, IL) paket programlari
kullanildi.

BULGULAR

Konsantrasyonu bilinmeyen, ancak kromatogram
ciktisindan zamana baglh pik alan ol¢timleri belir-
lenen IgG2a ve 6zgiil olmayan fare IgG icin regres-
yon formiiliine dayanarak MicroStat ile protein
konsantrasyonlar1 hesaplamasi yapildi. Bu he-
saplamalara gore protein konsantrasyonlart mo-
noklonal IgG2a antikoru i¢in 1100 pg/mL ve 6zgiil

olmayan fare IgG i¢in 1400 pg/mL olarak belirlen-
di (Sekil 1).

Calismamizda iki farkl bicimde olusturulan im-
miinkomplekslerin kimyasal olarak etkin oldukla-
r1 asilama oncesi gosterilmis, asilama islemine da-
ha sonra gecilmistir. Kurgulanan ELISA diizenegi
ile in vitro ortamda olusturdugumuz antijen + 6z-
gl IgG2a (grup 2) ve glutaraldehid ile kimyasal
olarak baglanmis antijen + 6zgiil olmayan IgG’'nin
(grup 4) hem antijen epitoplar1 hem de antikor Fc
kisimlari acgisindan aktif oldugunu, grup 3’te 6ngo-
rildiigii tizere immiinkompleks olusmadig1 goste-
rildi. Grup 2, grup 3 ve grup 4 icin as1 materyalle-
rinin 1 pg/mL konsantrasyonlarina karsilik elde
edilen optik dansiteler (450 nm) sirasi ile 2.161,
0.190 ve 0.723 olarak saptanmistir.

Deney gruplarinda yer alan farelerin 14. giinde
primer immiin yanit icin kanlar1 alindiktan ve se-
konder immiin yanit icin asilamalar1 tekrarlandik-
tan sonraki 24 saat icinde grup 2’de yer alan bir fa-
re nedeni saptanamayan bir bicimde eksitus oldu.
llgili farenin primer immiin yanit serumu calisma-
lara dahil edilmis, grup 2 sekonder yanit acisin-
dan yedi fare lizerinden hesaplamalara alinmistur.

Primer asilama sonrasi 14. giinde kanlar1 alinan ve
ayni giin sekonder asilamaya tabi tutulan deney
hayvanlarindan 28. giinde alinan kanlarla asilama

mAb 1gG2a diltie edilmemis halde
Nonspesifik fare 1gG diltie edilmemis halde

mAb IgG2a diliisyonda

MWDT1 A, Sig= 280, 100 Ref= Off
m
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Sekil 1. Protein icerigi bilinmeyen antikor ¢ézeltilerinin protein iceriklerinin standart olarak BSA'nin kullanimu ile

tayini.

77

Viral Hepatit Dergisi 2007; 12(2): 73-81



A Karakus R ve ark.

serisi tamamlanmis ve ayristirilan serumlar esit
deney kosullar1 geregi derin dondurucuya kaldiril-
mistir. Anti-HBs yanitlarin1 degerlendirmek ama-
ciyla laboratuvarimizda olusturulan ELISA siste-
mi, materyal ve metot boliimiinde tanimlanan bi-
cimde kullanilmistir. Calisma giiniinde derin don-
durucudaki tiim serumlar ¢oziinerek gruplarin an-
tikor yanitlar1 es zamanl olarak degerlendirilmis-
tir. Gerek primer gerekse sekonder antikor yanit-
lar1 degerlendirildiginde en yiiksek antikor diizey-
lerinin grup 2’de olustugu saptanmistir (Sekil 2).
Primer immiin yanitta olusan grup anti-HBs anti-
kor ortalamalar1 grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4
icin sirasiyla 1.06, 3.27, 1.28 ve 0.06 pg/mL, sekon-
der yanitta saptanan diizeyler ise yine gruplar
icin sirasiile 11.48, 14.67, 9.31 ve 5.5 pg/mL olarak
saptandi. Karsilastirma istatistiksel olarak yapil-
diginda grup 2’de gozlenen antikor diizeylerinin
diger gruplara gore anlaml olc¢iide yiiksek oldugu
saptandi (p< 0.05).

Olusturdugumuz ELISA sistemi ile primer immiin
yanitin grup 4’te yalnmzca bir farede saptanabilir
diizeyde oldugu go6zlendi. Primer antikor yaniti
acisindan karsilastirilan grup 1 ve grup 3 istatis-
tiksel olarak anlaml bir fark sergilemedi (p> 0.05).
Primer ve sekonder antikor yanit diizeyleri dort
grupta da kendi iclerinde karsilastirildiginda an-
lamli diizeyde bir artis (“boost”) olustugu saptan-
di (p< 0.05). Ancak, primer yanit antikor diizeyle-
ri karsilastirildiginda anlaml derecede yiiksek ol-
dugu gozlenen grup 2 diizeyinin, sekonder yanit-

larda yine en yiiksek diizeyi olusturdugu, ama bu
farkin grup 1 ve grup 3’e gore istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptanmistir (p> 0.05).

TARTISMA

Antijen-antikor 6zgilill baglanmasi ile olusan im-
miinkompleksler cesitli hiicrelerde bulunan anti-
korun Fc kismini baglayan reseptorler (FcR) veya
immiinkompleksin kompleman proteinlerinin de
dahil oldugu durumda cesitli kompleman resep-
torleri (CR) tarafindan baglanarak muhtelif efek-
tor fonksiyonlarin yerine getirilmesi saglanir. im-
miinkompleksler B-lenfosit yiizeyinde reseptor
dizeyinde girdikleri iliskinin ardindan cesitli hiic-
re ici sinyalizasyon yolaklarini uyarirlar. ilgili uya-
rim, B-lenfosit (antikor) yanitlar1 acisindan artiri-
c1 veya azaltici (baskilayici) etkide bulunabilir.
Bu bicimde olusan “dual etki” antikorun oldugu
kadar baglanan antijenin de niteligine atfedilmek-
tedir. Immiinkomplekslerin olasi antikor yanitlari-
n1 baskilama yollar ile ilgili olarak antijende im-
miin dominant epitoplarin kapatildig1 (epitope
masking) ve antikor yanitinin gelis(e)medigi 6ne
siiriilen bir goristiir. Bir diger goriis, 6zgiin bir
yonii bulunan ve B-lenfosit {izerinde eksprese
edilen FcR’iine dayandirilmaktadir. B-lenfositler
tizerindeki tek FcR’'li olan Fc-gama-RIIB’ye inhibi-
tor etkisinden dolay1 6zel bir 6nem atfedilmekte
ve bu reseptdre baglanan immiinkomplekslerin
B-lenfosit antikor yanitlarin1 baskilayabilecegi
one siiriilmektedir. B-lenfosit disinda genelde fa-

Anti-HBs konsantrasyonu (pg/mL)

.| -

ﬁ

Grup 1 Grup 2

Grup 3 Grup 4

Sekil 2. Primer (siyah siitunlar) ve sekonder (beyaz siitunlar) anti-HBs yanit diizeylerinin (ug/mL) gruplarina gére
dagilim. Hata cubuklar ilgili asilama ve grubun ortalama standart hatasini géstermektedir.
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gositik hiicrelerde eksprese edilen ve antikor Fc
kisimlari icin farkl afinite sergileyen FcR’lerin in-
hibitor fonksiyonlarinin yani sira inflamatuvar
yanitlar1 ve dolayisiyla immiin yanitlar: artirabile-
cegi de bilinmektedir (1,2,11-14).

IgG alt siniflarina dayali bir calismada, ayni anti-
jene 0zgil IgG2a ve IgG2b izotipindeki mAb’larin
immiin yanitlar1 hem baskilayabilecegi, hem de
artirabilecegi gosterilmistir. Koyun eritrositlerine
ozgiil IgM ve IgG ile yapilan baska bir calismada,
IgM’nin uyarici etkisine karsin IgG’nin baskilayici
etkisinin yalnizca primer antikor yanitlari ile si-
nirh kalmadigi, benzer bir etkiyi de immiin hafiza
hiicrelerinde sergiledikleri gosterilmistir. Koyun
eritrositleri gibi biiyiik partikiiler antijenlere kar-
s1 Ozgiillik gosteren IgGl, IgG2a ve IgG3’tin olus-
turdugu baskilayici etki verilen antikor miktari ile
orantili olarak artabilirken, ayn1 6zgiillige sahip
baska bir IgG2a mAb’u etki gostermeyebilmekte-
dir. Bu calismalardan, sorunun ¢ok boyutlu ve he-
niiz bilinmeyen yonlerinin oldugu anlasilmakta-
dir (1,2,15-17).

Bizim calismamizin temel unsurlarini partikiiler
nitelikteki HBsAg “ad” ve “ay” subtip antijenleri
ve HBsAg “a” epitopuna 6zgiil monoklonal 1gG2a
olusturmustur ve bu molekiiler kompleksin “ad”
ve “ay” antijenlerine karsi antikor yanitlarini ne
6lclide modiile ettigi arastirilmistir. Bu fare mo-
deli immiinkomplekslerin in vitro olusturulmasi
ve in vivo antikor yanitlar1 gozlemine dayanmak-
tadir. Bu model insanda uygulanan temas sonrasi
profilaksi modelinin temsili degil, kismen benzes-
tirilmesidir. Insanda olas1 HBV temasi sonrasi uy-
gulanan HBIg ve asi profilaksisinde in vitro im-
miinkompleks olusturulmasi s6z konusu degildir.
Ancak, genellikle saf, havuzlanmis Ig havuzu nite-
ligi tasiyan HBIg’in verildigi dokuda retansiyona
ugramayip dagilmasi ve es zamanli, ama farkl
bolgeden verilen ve genelde aliminyum hidroksit
lizerine adsorbe edilmis hepatit B ylizey antije-
ninden olusan asinin da verildigi dokuda retansi-
yona ugrayip, inflamatuvar dolayisiyla immiin ya-
nitlar1 artirmasi hedeflenmektedir. HBIg'in ar1 ni-
teligi ve IgG’'nin bir¢cok dokuya cok kolay gecebil-
digi g6z 6niine alindiginda, es zamanl verilen bu
iki molekiiliin in vivo kompleks yapabilecegi dii-
stiniilebilir.

Calismamizda grup 2’de olusan primer antikor
yanitinin yalniz antijen verilen grup 1’e gore ¢
katin lizerinde gerceklestigi g6zlenmistir. Grup 2
icin saptanan bu yiikseklik sekonder antikor ya-
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nitlar1 icin de gecerliligini korumustur. Grup 1
“ad” ve/veya “ay” ile daha 6nce temas etmemis
farenin immiinizasyonunu gostermektedir ve s6z
konusu olan mekanizma birgok asilamada oldugu
gibi antijenik yapilarin periferik dokularda retan-
siyona ugramasi ve adjuvana bagh gelisen infla-
matuvar yanitlara paralel gelisen antikor yaniti-
dir. “ad” ve “ay” antijenleri ve ortak “a” epitopu-
na 6zgiil IgG2a birlesmesine dayali olarak olustu-
rulan grup 2 icin olas1 mekanizma grup 1’de adju-
vanla olusan inflamatuvar yanitin ek olarak fago-
sitik hiicrelerdeki FcyR’ler izerinden daha da ar-
tirllmus olabilecegi ile aciklanabilir (12). Immiin-
komplekslerin inflamatuvar yanitlar artirabilme-
sinin bir mekanizmasi da, kompleman sistem
komponentlerini aktive edebilmesinden ve komp-
leman reseptorleri lizerinden fagositik hiicreler-
de ko-stimiilatuvar molekiil ekspresyonunu arti-
rabilmesinden kaynakhdir. Grup 1'e gbre grup
2’de daha yiiksek oranda saptadigimiz olusan an-
tikorlarin izotip cesitliliginin (verileri bu makale-
de sunulmamustir, ilgili renkli resimler istek {izeri-
ne yazisma adresinden temin edilebilir) altinda
da ayni mekanizmanin yattigir diisiiniilmektedir.
Adjuvan madde etkisi disinda inflamatuvar yanit-
lar1 artirabilecek baska bir komponent barindir-
mayan grup 1 (“ad” ve “ay” antijenleri) ve grup 3
(“ad” ve “ay” antijenleri ve 6zgiil olmayan IgG)’'te
olusan antikor yamitlarinin birbirine benzer ve
grup 2 (“ad” ve “ay” antijenleri ve 6zgiil mAb IgG-
2a)’ye kiyasla daha diisiik olmalari, antikor yanit-
larmi artiran faktoriin asilama 6ncesi olusturul-
mus immiinkomplekslerden kaynaklandigini des-
tekler niteliktedir.

Antikor yanit indiikksiyonu icin kompleman resep-
torleri (CR)’nin mutlak gerekliligi yoktur. CR”" fa-
relerde bizim de ¢calismamizda kullandigimiz IgG-
2a izotipi antikor ile 6zgilll ¢6zliniir nitelikte anti-
jenin verilmesi antikor yanitini indiikleyebilmek-
tedir. CR” farelerde T-bagiml antijenlere karsi da
yanit gelisebilmektedir. flgili izotip verilerinden
yola cikarak, bizim deney modelimizde grup 2’de
olusan antikor yamt yiiksekliginin mutlak anlam-
da kompleman aktivasyonu gerektirmedigi, an-
cak FcyR'leri lizerinden gerceklesen artisin temel
onemde oldugu soylenebilir. Ig’lerin antikor ya-
nitlarini “dual” olarak diizenleyebilmeleri genel-
likle antijenin karakteri ile birlikte tartisiimakta-
dir. Biiylik partikiiler veya Freund’s adjuvani i¢in-
de verilen antijenlerle 6zgil antikorlarin verilme-
si immiin yanitlar (izerinde baskilayici, buna kar-
sin ¢Ozuinilir proteinlerle birlikte 6zgil antikorlari-
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nin verilmesinin artiric1 bir etki yaptig1 bildiril-
mektedir. Partikiiler antijenlere karsi antikor ara-
cili baskila(n)manin bir avantaj ve tedaviye do-
niistiiriildiigi klinik durum Rh (-) annenin Rh (+)
bebek gebeliginde aldig1 profilaksidir. Bu anlam-
da, bizim calismamizda elde ettigimiz verilerin
getirdigi bir katki kullanilan antijenin mutlak an-
lamda ¢o6ziiniir bir karakter tagimasinin gerekme-
digi, partikiiler antijenlerle ve Freund’s adjuvani
esliginde de benzer mekanizmalarin devreye giri-
yor olabilecegini gostermesinden kaynaklidir
(12-14,18-21).

Ig’lerin baglamadiklar1 antijenlere karsi antikor
yanitlarim1 baskilamadiklar1 verisini deney diize-
negimizdeki grup 3 ve grup 4’iin yalnizca antijen
verilen grupla (grup 1) kiyaslanabilir bir antikor
yanit1 olusturmasi (p> 0.05) ile dolayl olarak te-
yit ettik (18). Grup 3’teki olas1 mekanizma yalniz-
ca “ad” ve “ay” antijenlerinin verildigi grup 1 ile
benzer olarak ongorilmistiir; ¢ilinki, grup 3’te
bilesenlerin kimyasal aktivitelerinin test edilmesi
sirasinda da gozlendigi lizere, bir immiinkomp-
leks olusumu s6z konusu degildir. Grup 3'te ilgili
antijen ve adjuvan 6zgil olmayan bir IgG havuzu
ile birlikte verilmistir. Dolayisiyla grup 3’te im-
miinkompleks olusmayacaktir ve olasi antikor ya-
nitlar1 yalniz antjienlerin verildigi gruptaki ile
benzesmek durumunda olacaktir. Elde ettigimiz
sonuclar bu teorik argiimani dogrular niteliktedir.
Grup 4, kimyasal olarak olusturulmus bir antijen-
antikor kompleksini temsil etmektedir. flgili im-
miinkomplekslerin 6zgiill olmas1 gerektigi, aksi
takdirde antikor yanitlarinda bir artisa yol acma-
dig1 grup 2 ile grup 4’iin olusturduklari antikor ya-
nitlar1 kiyaslanarak ongoriilebilmektedir. Ortaya
cikan antikor yanitlar1 goéz oniine alindiginda
grup 4’te kimyasal olarak olusturulan im-
miinkomplekslerin, olusan primer ve sekonder
anti-HBs antikor yanitlar1 iizerinde, grup 1 ve
grup 3 ile kiyaslandiginda anlaml bir fark olus-
turmadig1 gozlenmistir (ilgili grup karsilastirma-
lar1 icin p> 0.05). Bu veri de, olusan immiinkomp-
lekslerin antikor yanitlarin artirmalarinin 6zgiil
bir birlesmeyle bir araya gelen antijen-antikor
kompleksi ile miimkiin olabileceginin dolayl bir
gostergesidir (18).

Temas sonrasi profilakside muhtemelen immiino-
lojik hafiza indiiksiyonu acisindan asil unsurun
as1 oldugu ve yalnizca asi ile gecisin etkin olarak
onlenebildigi belirtilse de, klinik olarak var olan
riskin g6ze alinamamasi nedeni ile mevcut 6neri-
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lerde standart temas sonrasi profilaksi Onerisi
olarak hem antijen hem de HBIg 6nerilmektedir.
HBIg'’in perinatal gecisin 6nlenmesi icin en ge¢ 72
saat icinde verilmesi dnerilmektedir (4, 22). Verti-
kal bulas sikligin1 HBeAg negatif, HBsAg pozitif
annelerin cocuklarinda inceleyen ve HBIg'in do-
gum sonrasi 24. saatte, HBV asisimin {iclincii-
besinci glinlerde verildigi bir calismada, uzun do6-
nem izlemde yalnizca as1 verilenlerde ek bir ris-
kin olusmadig1 gézlenmistir (23). Ilgili cahismada,
yalniz asilama yapilmasinin veya asi (antijen) ile
birlikte HBIg verilmesinin yedi aylik izlemde bu-
las acisindan bir fark olusturmadigi saptanmistir.
Buna paralel olarak, antijen ve HBIg verilenlerde
kisa donemde (ikinci ay) koruyucu diizeyde anti-
kor gelistirenlerin oraninin yalnizca asi verilenle-
re gore daha yliksek oldugu, ancak bu farkin uzun
donemde (yedinci ay) ortadan kalktigi bildiril-
mektedir (23). Olusturdugumuz kismi modelde
bu verilere yakin bir sonug elde ettik. Primer an-
tikor yanitlarinin yalnizca “ad” ve “ay” antijeni
verdigimiz grup 1’de, as1 ve 6zgiil mAb verdigimiz
grup 2'ye gore daha diisiik oldugunu, ancak bu
farkin sekonder antikor yanitlar1 g6z 6niine alin-
diginda ortadan kalktigini saptadik.

Bizim calismamiz, mevcut klinik uygulamalara
paralel yalnizca as1 (antijen) veya as1 + 0zgil Ig
verilmesinin antikor yanit olusum hizi veya sikligi
gibi immiinmodiilasyonda birtakim farkhiliklar
sergiledigini gostermektedir. Calismamizda mev-
cut uygulamalar1 destekler nitelikte, asi ile birlik-
te antikor uygulamasinin uygun primer ve sekon-
der yanit uyandirdigl gosterilmistir. Antijen (as1)
ve antikor (HBIg) uygulamasinin yalnizca antijen
verilen gruba gore primer antikor yanitinda is-
tatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek primer
yanita yol actigl, ancak sekonder antikor yanit-
larindaki farkin anlamli olmadig1 gosterilmistir.
Muhtemelen su an goégiislenemeyen klinik risk
ancak bu farkhiliklarin molekiiler diizeyde acik-
lanmas ile daha kolay karsilanabilir olacaktir.
Calismamizin One cikardigr arastirilmaya deger
bir konu da, antijen esliginde verilen 6zgiil an-
tikorun miktar1 artirildiginda nasil bir immiin
yanit olusacagidir.
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