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

Araflt›rma

Hepatit B Virüs (HBV) Yüzey Antijeni (HBsAg)
ve Özgül Antikor Kompleksi Modelinde Antikor

Yan›t Modülasyonunun Araflt›r›lmas›#

Resul KARAKUfi, Cemalettin AYBAY

Gazi Üniversitesi T›p Fakültesi, ‹mmünoloji Anabilim Dal›, ANKARA

ÖZET

Temas sonras› profilaktik uygulamalarda özgül immünglobulin ile antijen verilerek hem nötralizasyon hem de ba-
¤›fl›klama amaçlan›r. Kullan›lan antikorun izotipi ve antijenin niteli¤i oluflan antikor yan›tlar› üzerinde art›r›c› ve-
ya azalt›c› etkilerde bulunabilmektedir. Bu duruma ikili (dual) immünmodülatör etki denilmektedir ve klinik uygu-
lamalarda bu etkiden yararlan›lmaktad›r. Rh (-) anneye, Rh (+) fetal eritrositlere karfl› geliflebilecek antikor yan›t-
lar›n› bask›lamak amac›yla anti-D immünglobulinleri verilebilirken, HBV ile temas sonras› antikor yan›t› olufltura-
bilmek ve olas› virüs ve antijenleri nötralize etmek amac›yla hem hepatit B immünglobulini hem de HBsAg içeren
afl› efl zamanl› olarak verilir. Antikorlar›n özgül antijenleri ile birlikte verildiklerinde immünmodülatör etkilerini
“ad” ve “ay” subtipi hepatit B virüs yüzey antijenleri ile “a” epitopuna özgül anti-HBs IgG2a izotipi antikorlar›n
oluflturduklar› etki üzerinden incelemek amac›yla BALB/C ›rk› farelerde bir deney modeli kurduk. Çal›flmam›z so-
nucunda yaln›zca antijen ve adjuvan verdi¤imiz kontrol grubuna göre özgül immünglobulin ve partiküler nitelikte
bir antijene karfl› da antikor yan›t›nda bir art›fl gözlenebilece¤ini saptad›k. Buna karfl›n özgül olmayan fare IgG ile
antijenin birlikte verilmesinin veya özgül olmayan fare IgG’ye antijenin kimyasal olarak kovalent ba¤lanarak ve-
rilmesinin antikor yan›t› üzerinde yaln›z antijen verilmesine göre önemli bir fark oluflturmad›¤›n› belirledik. Mev-
cut sonuçlar antijen ve özgül antikorlar›n birlikte verilmesinin immünmodülatör etkiler aç›s›ndan gelifltirilmeye
aç›k oldu¤unu ve optimal klinik uygulamalar›n bu mekanizmalar alt›ndaki moleküler yolaklar›n tam olarak ayd›n-
l›¤a kavuflturulmas› ile mümkün olabilece¤ini göstermektedir.

Anahtar Kelimeler: ‹mmünmodülasyon, antikor, HBsAg, ad, ay, immünkompleks.

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 immunoglobulin 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-



G‹R‹fi

Antijen ve özgül antikorunun birlikte verilmesi
antikor yan›tlar›n› de¤ifltirebilmektedir. Antijen
ve bu antijene ba¤lanm›fl durumdaki özgül anti-
kor immünkompleksi oluflturur. ‹mmünkomplek-
sin verildi¤i deneysel model uygulamalar›nda ilgi-
li antijene karfl› geliflen antikor yan›t› kullan›lan
antikor izotipi ve antikor glikolizasyon oran›na
göre de¤iflebilmektedir. Bu de¤ifliklik antijenin
tek bafl›na verildi¤i durumlara göre artma veya
azalma biçiminde olabilmektedir. Bu biçimde in-
düklenen antikor yan›tlar›nda antijen niteli¤i de
önem tafl›maktad›r. Partiküler antijenlerle birlikte
örne¤in; immünglobulin (Ig)M, IgG veya IgE’nin
verilmesi geliflen antikor yan›tlar› üzerinde art›r›-
c› veya bask›lay›c›, dual bir etki oluflturabilmek-
tedir. Bu çerçevede, IgG ile çözünür nitelikte bir
protein antijenin verilmesinin görece artm›fl ya-
n›tlara, adjuvanla birlikte verilen antijenlerin ise
görece düflük yan›tlara yol açt›¤› düflünülmekte-
dir (1-3).

Antijen ve özgül antikorunun verilmesi tart›flmal›
da olsa klinikte geçerli bir uygulamad›r. Bu uygu-
lamalar özellikle aktif ve/veya pasif temas sonra-
s› profilaksi olarak adland›r›lan çeflitli durumlar-
da söz konusudur ve antijen ve antijene özgül an-
tikorun birlikte verilmesinden oluflur. Farkl› böl-
gelerden, ama efl zamanl› verilen antijen veya tok-
soid ve özgül Ig uygulamalar›na örnek olarak; ku-
duz virüsü, Clostridium tetani ve hepatit B virüs
(HBV) ile olas› temaslar sonras›nda gerçeklefltiri-
len klinik profilaksi uygulamalar› verilebilir. Bu
tür uygulamalarda amaç, ilgili antijen veya tokso-

id ile afl›lama serisinin bafllat›lmas› ve özgül Ig ile
de dokulara geçti¤i varsay›lan viral antijen veya
toksinin ba¤lanmas› dolay›s› ile nötralizasyonu-
dur. Uygulanan antijen primer bir immün yan›t
oluflturmaya yönelik olabilece¤i gibi, sekonder
immün yan›t›n indüksiyonu amac›yla da uygulan-
maktad›r. Mikroorganizma d›fl› bir alandan ve ter-
sinden bir örnek olarak Rh (-) anneye fetal Rh (+)
eritrositlere karfl› olas› anti-Rh immün yan›t›n ge-
liflmesini önlemek amac›yla verilen anti-D Ig’leri
gösterilebilir. ‹mmün yan›t aç›s›ndan bu tür klinik
uygulamalar›n halihaz›rdaki literatür bilgileri ile
aç›klanamayan yönleri söz konusudur. Gerek in
vivo gerekse in vitro çeflitli modellerde efl zaman-
l› olarak verilen antijen ve özgül antikorlar›n her
durumda koruyucu bir yan›ta yol açmad›¤› bilin-
mektedir. Bilakis, immünolojik regülasyon meka-
nizmalar› gere¤i temelde antikor yan›t›n› sa¤laya-
cak B-lenfositlerde verilen antijen ve özgül anti-
korlarla oluflan immünkomplekslerin h›zla elimi-
nasyonu veya inhibitör reseptörlerin tetiklenme-
si ile immün yan›ts›zl›k durumu (anerji) oluflabil-
di¤ine dair bilgi mevcuttur (1,4,5).

Bunun öne ç›kan örneklerinden birini HBV ile ola-
s› temasa karfl› gelifltirilen profilaksi önerilerinde
görmek mümkündür. HBV ile temasa yönelik ko-
ruyucu önlemler 25 y›ld›r uygulanmakta ve bu an-
lamda da tart›fl›lmaktad›r. Bugün art›k gerek te-
mas sonras› profilaksi rejimlerinde, gerekse verti-
kal geçiflin önlenmesi amac›yla farkl› bölgeler-
den, ancak efl zamanl› hepatit B (HBIg)’yi ve yü-
zey antijenini içeren çeflitli afl› uygulamalar› öne-
rilmektedir. ‹ncelenen literatürde bu öneriyi bi-
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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.

# Bu çal›flma, Dr. Resul Karakufl’un immünoloji doktora tezinden türetilmifltir. Çal›flma k›smi olarak “The 1st Joint meeting of
European National Societies of Immunology under auspices of EFIS-16th European Congress of Immunology (Poster: PB-2423),
Paris-Fransa, 2006”da sunulmufltur.



limsel bir zemine oturtan çal›flmalar›n yan›nda,
efl zamanl› HBIg ve hepatit afl› uygulamas›n›n tar-
t›flmal› yönlerini de ele alan çal›flmalar bulunmak-
tad›r. Tek bafl›na afl›laman›n kronik HBV infeksi-
yonu geliflimini önlemede yeterli oldu¤unu, afl›ya
ek olarak verilen HBIg’in ek bir yarar sa¤lamad›¤›-
n› ve yaln›zca afl› uygulamas› ile afl› ile birlikte Ig
uygulamas›na göre daha yüksek antikor titreleri
elde edildi¤ini bildiren raporlar mevcuttur (4,6-
10). HBV ile temas sonras› profilaksiye yönelik afl›
ve efl zamanl› HBIg uygulamalar›n›n immün yan›t
üzerindeki etkisi moleküler etkileflimlerin tam
olarak aç›kl›¤a kavuflturulmas› ile netlik kazana-
cakt›r.

Çal›flmam›zda “ad” ve “ay” antijenleri birlikte ve-
rilen antikorlar›n antikor yan›t› üzerindeki etkisi-
ni HBsAg “a” epitopuna özgül monoklonal IgG2a
izotipinde fare antikoru üzerinden araflt›rmay›
amaçlad›k.

MATERYAL ve METOT

Çal›flma öncesi gerekli etik onay T. C. Gazi Üniver-
sitesi Rektörlü¤ü Deney Hayvanlar› Etik Kurulu
Baflkanl›¤›ndan al›nm›flt›r. BALB/C fareler Ankara
Üniversitesi T›p Fakültesinden temin edilmifl ve
çal›flma bitimine kadar kendi laboratuvar›m›zda
oluflturdu¤umuz bak›m ünitesinde idame ettiril-
mifltir. Kulland›¤›m›z HBsAg “a” epitopuna özgül
IgG2a monoklonal antikoru sentezleyen hibrido-
ma laboratuvar›m›zda daha önceki çal›flmalar s›-
ras›nda elde edilmiflti. Çal›flmada öngörülen her
bir grup için sekiz adet BALB/C fare ayr›ld›. Fare
serumu ve özgül olmayan fare IgG ayr›flt›r›lmas›
için de ayn› ›rk fareler kullan›ld›.

Hibridoma besiyerine (RPMI-1640 besiyeri, L-glu-
tamin ve NaHCO3’l›; PAA Laboratories, Linz,
Avusturya) destek amac›yla fetal s›¤›r serumu
(FBS, Fetal Bovine Serum, Gold-FBS, PAA Labora-
tories, Linz, Avusturya) IgG aç›s›ndan tam dep-
lesyona u¤rat›larak kullan›ld›. FBS, inaktivasyon
(56°C’de 30 dakika) sonras›nda protein G kolo-
nundan (protein G-agarose, 2 mL, Roche Diagnos-
tics GmbH, Mannheim, Almanya) geçirilerek al›-
nan çözelti 0.2 µm filtreden geçirildi ve IgG’den
ar›nd›r›lm›fl FBS (“G-FBS”) olarak kullan›laca¤› za-
mana kadar derin dondurucuda muhafaza edildi.
Hibridoma hücreleri 250 mL’lik kültür fliflelerinde
(CellStarR, Greiner Bio-one GmbH, Frickenha-
usen, Almanya) %10 G-FBS besiyeri deste¤i ile
monoklonal antikor (mAb) saflaflt›r›lma aflamas›-
na kadar idame ettirildi.

Afl›lanmam›fl fareden özgül olmayan IgG havuzu
oluflturmak amac›yla fareler ketamin: ksilazin kok-
teyli ile genel anesteziye sokuldu ve intrakardiyak
kan al›m›n›n ard›ndan servikal dislokasyon uygu-
land›. Ayr›flt›r›lan serum havuzu fosfatlanm›fl tam-
pon salin (10 mM PBS pH: 7.4) içinde 1/10 dilüe
edilerek protein G kolonundan geçirildi. ‹lgili ko-
lon daha sonra yüksek bas›nçl› s›v› kromatografi
(HPLC; HPLC System, 1100 Series, Agilent Techno-
logies, Waldbronn, Almanya; HPLC Software
ChemStation, Agilent Technologies 1999-2000) ci-
haz›na entegre edildi ve 0.1 M sitrik asit pH: 2.4 ile
elüsyonu yap›larak al›nan pik 150 µL trizma (Tris-
ma base, Sigma) ile nötralize edildi. Elde edilen
özgül olmayan fare IgG havuzunu tuzlardan ar›n-
d›rmak amac›yla Sephadex G-25 Fine filtrasyon je-
li doldurulmufl 78 x 300 mm kolona (Phenomenex,
Torrance, CA, ABD) 1 mL/dakika sabit ak›m h›z›n-
da, çal›flma tamponu olarak PBS ile yüklendi. Tuz-
lardan ar›nd›r›lm›fl fare IgG havuz piki ayr›flt›r›ld›
ve toplam 2.5 mL özgül olmayan fare IgG havuzu
500 µL k›s›mlara bölünerek -80°C’ye ayarlanm›fl
derin dondurucuya kald›r›ld›.

Hibridoma kültür süpernatanlar› havuzlanarak
santrifüjlendi (450 x g, 10 dakika) ve doymufl
amonyum sülfat (Merck, Almanya) ile 1:1 oran›n-
da kar›flt›r›larak çöktürme bafllat›ld›. Gece boyu
+4°C’de devam ettirilen reaksiyon 5000 x g ve
+6°C’de 40 dakika santrifüjlenerek sonland›r›ld›
ve oluflan çökeltiler PBS ile süspanse edilerek ha-
vuzland›. Elde edilen anti-HBs IgG2a örne¤i
PBS’ye karfl› gece boyu diyaliz (Spectra/PorR, 12-
14 kDa, Spectrum Medical, La, CA, ABD) edildi ve
oluflan çözelti 2.5:1 oran›nda PBS ile dilüe edile-
rek protein G kolonuna yüklendi. Protein G kolo-
nu HPLC’ye entegre edilerek ba¤l› antikor eldesi
için 0.1 M sitrik asit, pH: 2.4 uygulanarak fraksi-
yonlar topland›. Nötralizasyonu takiben tuzlar-
dan ar›nd›r›lan çözelti 0.2 µm çapl› filtreden geçi-
rilerek protein içerikleri (HPLC ile) tayin edildi.
Protein içeri¤i tayininde standart olarak s›¤›r se-
rum albumini [Bovine Serum Albumin (BSA)] kul-
lan›lm›fl, protein içeri¤i bilinmeyen çözeltilerin
protein konsantrasyonlar› standartlara göre olufl-
turulan regresyon e¤risi baz al›narak hesaplan-
m›flt›r.

Afl› materyalinin haz›rlanmas› için insan plazma
kökenli ve sodyum azid içeren “ad” (saflaflt›r›l-
m›fl; Biodesign, cat R36100, Lot 1H23903, 5
mg/mL, Biodesign International, Saco, Maine) ve
“ay” (saflaflt›r›lm›fl; Biodesign, cat R36200, Lot

Hepatit B Virüs (HBV) Yüzey Antijeni (HBsAg) ve 
Özgül Antikor Kompleksi Modelinde Antikor Yan›t Modülasyonunun Araflt›r›lmas›

Viral Hepatit Dergisi 2007; 12(2): 73-81 75



8H23903, 5 mg/mL, Biodesign International, Saco,
Maine) antijenlerinin 200 µL’de 5 mg/mL’lik vial-
fabrikasyon konsantrasyonlar› PBS eklenerek
1 mg/mL’lik konsantrasyonlara getirildi. Antijen-
lerin PBS içinde homojenleflmesi sa¤land›ktan
sonra her bir deney grubu için 150 µL (= 150 µg)
“ad” + 150 µL (= 150 µg) “ay” ayr›flt›r›ld›. Grup 1
yaln›zca antijen içeren grup oldu¤u için final anti-
jen konsantrasyonu total 300 µg/mL olacak flekil-
de PBS ile 1 mL’ye tamamland›. Hesaplanan pro-
tein konsantrasyonlar› gere¤i ve afl›lama yapma-
dan önce antijenik epitoplar›n tümünün maske-
lenmesini önlemek amac›yla grup 2, grup 3 ve
grup 4 için eklenecek toplam antikor miktarlar› fi-
nal 1 mL’lik hacimde toplam antijen konsantras-
yonunun 1/10’u olacak biçimde, grup 2 için 27 µL
(= 29.7 µg) IgG2a, grup 3 ve grup 4’ün her biri için
21.4 µL (= 29.9 µg) özgül olmayan fare IgG eklen-
di. Grup 4 için öngörülen kimyasal kovalent ba¤-
lanman›n gerçekleflmesi amac›yla 100 µL glutaral-
dehid (%2.5’lik) eklendi. Grup 4 için haz›rlanan
afl›lama materyali “ad” ve “ay” antijenleri + özgül
olmayan fare IgG + glutaraldehid çözeltisi olarak
iki saat, oda ›s›s›nda ve ›fl›ktan korunarak, kar›flt›-
r›c›da (BIOSAN, Türkiye) inkübe edildi. Bu inkü-
basyonun ard›ndan “quenching” reaksiyonu için
final molaritesi 0.1 M olacak biçimde 1 M etanola-
minden (Sigma, E-9508) 78.6 µL eklenerek, ayn›
koflullarda bir saat daha inkübe edildi. Tüm grup-
larda toplam hacim PBS ile 1 mL’ye tamamland›
(grup 1 için 700 µL, grup 2 için 673 µL, grup 3 için
678.6 µL ve grup 4 için 500 µL).

Grup 2 ve grup 4 için kullan›lacak materyalin afl›-
lama öncesi kimyasal olarak etkinli¤inin devam
etti¤i ELISA yöntemine dayal› bir deney ile göste-
rildi. Özetle, yüksek ba¤lama kapasiteli steril mik-
roplaklar (Corning Incorporated, Corning,
Almanya) 0.05 M karbonat-bikarbonat tamponu
(CBB, pH: 9.6) içerisinde anti-fare IgG (konak keçi;
Sigma-3014) ile 100 µL/çukur olacak biçimde
+4°C’de gece boyu inkübe edilerek kapland›. %1
BSA-PBS ile 3 saat, oda ›s›s›nda bloke edildi. Blok
sonras› üç kez PBS-T (PBS-Tween20 tamponu) ile
otomatik y›kay›c›da (Columbus Plus, Tecan, Te-
can Avusturya GmbH, Grödig, Avusturya) y›kanan
plaklara toplam antijen içeri¤i PBS içinde 1 µg/mL
olacak flekilde düzenlenmifl afl› materyali ile bafl-
lanarak, örneklerin 1/10 dilüsyonlar› 100 µL/çukur
biçiminde da¤›t›ld›. Oda ›s›s›nda 1 saat inkübasyo-
nun ard›ndan üç kez PBS-T ile y›kanan plaklara
%100 FBS’de haz›rlanm›fl fare IgG 50 µL/çukur ola-

cak flekilde da¤›t›larak oda ›s›s›nda bir saat inkü-
be edildi. Daha sonra 50 ng/mL konsantrasyonda
ve laboratuvar›m›zda daha önceden haz›rlanm›fl
olan biotinlenmifl-anti-HBs IgG2a’dan 50 µL/çukur
olarak da¤›t›ld› ve tekrar oda ›s›s›nda bir saatlik
inkübasyona b›rak›ld›. ‹nkübasyon süresi sonun-
da plak üç kez PBS-T ile y›kanarak 100 µL/çukur
olacak biçimde Streptavidin-HRP (“Horse Radish
Peroxidase-conjugated Streptavidin”, Roche Diag-
nostics, Almanya) da¤›t›ld› ve oda ›s›s›nda 30 da-
kika inkübe edildi. ‹nkübasyon sonras› üç kez y›-
kanan pla¤a 100 µL/çukur TMB-Substrat (3,3',5,5'-
Tetra-Metil-Benzidin) eklenerek, oda ›s›s›nda ›fl›k-
tan korunmufl olarak 30 dakika inkübe edildi. ‹n-
kübasyon sonunda 100 µL/çukur 1 M H2SO4 da¤›-
t›larak reaksiyon durduruldu ve ELISA okuyucusu
(Sunrise Remote/Touch Screen, Tecan Austria
GmbH, Grödig, Avusturya) ile 450 ve 450/620
nm’de okutuldu. Afl›lama için haz›r olan her dört
grubun materyali, afl›laman›n yap›laca¤› güne ka-
dar derin dondurucuya kald›r›ld›.

Afl›lama ifllemi için 850 µL “complete Freund’s”
(Sigma, F-5881) adjuvan› ile 850 µL ilgili grubun afl›
materyali birlikte homojenlefltirildi ve akabinde
gruplardaki her bir fare için 200 µL volümde ola-
cak biçimde 26 Gauge uçlu enjektörlerle (Hayat
T›bbi Aletler, ‹stanbul, Türkiye) intraperitoneal
olarak verildi. Sekonder afl›lama “Complete Fre-
und’s” adjuvant› yerine “Incomplete Freund’s”
(Sigma, F-5506) adjuvan› kullan›lmak üzere primer
afl›lamadan 14 gün sonra benzer flekilde yap›ld›.

Primer afl›laman›n 14. ve 28. (sekonder afl›lama-
n›n 14.) günlerinde anestezi yap›larak gruplarda-
ki her bir fareden kuyruk kanlar› al›narak mikro-
santrifüj ile serumlar› ayr›flt›r›ld› ve derin dondu-
rucuya kald›r›ld›. Primer ve sekonder anti-HBs
yan›tlar›n› de¤erlendirmek amac›yla ELISA mik-
roplaklar› 100 µL/çukur olacak flekilde “ad-ay” an-
tijenlerinin PBS’deki total 1 µg/mL’lik konsantras-
yonunda (her bir antijen için 0.5 µg/mL olacak fle-
kilde) +4°C’de bir gecelik inkübasyon ile kaplan-
d›. Akabinde 3x PBS-T ile y›kanan plaklara 200 µL
%1 BSA-PBS/kuyucuk fleklinde da¤›t›larak oda ›s›-
s›nda 3 saat inkübe edildikten sonra ELISA çal›fl-
malar›nda kullan›ld›. Bir dilüsyon pla¤›nda her
bir fare serumu ›s› ile inaktive edilmifl insan seru-
mu içinde 1/100 ve 1/1000 dilüsyonlarda haz›rlan-
d› ve oda ›s›s›nda bir saat inkübe edildi. Bu iflle-
min ard›ndan daha önce kaplan›p, bloke edilmifl
ELISA mikroplaklara 3x PBS-T ile y›kama sonras›
dilüsyon pla¤›ndan aktar›mlar yap›ld› ve oda ›s›-
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s›nda bir saat inkübasyona b›rak›ld›. ‹nkübasyon
sonras› plak 3x PBS-T ile y›kanarak %1 BSA-
PBS’de 1/20.000 dilüsyonda ve %10 insan serumu
içerecek flekilde haz›rlanan HRP iflaretli anti-fare
IgG (H + L) konjugat (BioRadR Laboratories, Her-
cules, CA, ABD) 100 µL/çukur olacak biçimde da-
¤›t›ld› ve bir saat süreyle oda ›s›s›nda inkübe edil-
di. Akabinde PBS-T ile 3x y›kanan pla¤a 100
µL/çukur TMB-substrat eklenerek, reaksiyon 15.
dakikada 100 µL/çukur 1 M H2SO4 ile durduruldu
ve ELISA okuyucuda 450 ve 450/620 nm’de oku-
tuldu.

Ölçümleri tamamlanm›fl tüm fareler Ketamine-
Xylazine kokteyli ile genel anesteziye sokularak
servikal dislokasyona tabi tutuldu. Regresyon
analizleri için MicroStat, gruplar aras› ve grup içi
karfl›laflt›rmalar için uygulanan Mann-Whitney U
test ve Wilcoxon için “SPSS ver. 10.0 for Win-
dows” (SPSS Inc., Chicago, IL) paket programlar›
kullan›ld›.

BULGULAR

Konsantrasyonu bilinmeyen, ancak kromatogram
ç›kt›s›ndan zamana ba¤l› pik alan ölçümleri belir-
lenen IgG2a ve özgül olmayan fare IgG için regres-
yon formülüne dayanarak MicroStat ile protein
konsantrasyonlar› hesaplamas› yap›ld›. Bu he-
saplamalara göre protein konsantrasyonlar› mo-
noklonal IgG2a antikoru için 1100 µg/mL ve özgül

olmayan fare IgG için 1400 µg/mL olarak belirlen-
di (fiekil 1).

Çal›flmam›zda iki farkl› biçimde oluflturulan im-
münkomplekslerin kimyasal olarak etkin oldukla-
r› afl›lama öncesi gösterilmifl, afl›lama ifllemine da-
ha sonra geçilmifltir. Kurgulanan ELISA düzene¤i
ile in vitro ortamda oluflturdu¤umuz antijen + öz-
gül IgG2a (grup 2) ve glutaraldehid ile kimyasal
olarak ba¤lanm›fl antijen + özgül olmayan IgG’nin
(grup 4) hem antijen epitoplar› hem de antikor Fc
k›s›mlar› aç›s›ndan aktif oldu¤unu, grup 3’te öngö-
rüldü¤ü üzere immünkompleks oluflmad›¤› göste-
rildi. Grup 2, grup 3 ve grup 4 için afl› materyalle-
rinin 1  µg/mL konsantrasyonlar›na karfl›l›k elde
edilen optik dansiteler (450 nm) s›ras› ile 2.161,
0.190 ve 0.723 olarak saptanm›flt›r.

Deney gruplar›nda yer alan farelerin 14. günde
primer immün yan›t için kanlar› al›nd›ktan ve se-
konder immün yan›t için afl›lamalar› tekrarland›k-
tan sonraki 24 saat içinde grup 2’de yer alan bir fa-
re nedeni saptanamayan bir biçimde eksitus oldu.
‹lgili farenin primer immün yan›t serumu çal›flma-
lara dahil edilmifl, grup 2 sekonder yan›t aç›s›n-
dan yedi fare üzerinden hesaplamalara al›nm›flt›r.

Primer afl›lama sonras› 14. günde kanlar› al›nan ve
ayn› gün sekonder afl›lamaya tabi tutulan deney
hayvanlar›ndan 28. günde al›nan kanlarla afl›lama
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fiekil 1. Protein içeri¤i bilinmeyen antikor çözeltilerinin protein içeriklerinin standart olarak BSA’n›n kullan›m› ile
tayini.
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serisi tamamlanm›fl ve ayr›flt›r›lan serumlar eflit
deney koflullar› gere¤i derin dondurucuya kald›r›l-
m›flt›r. Anti-HBs yan›tlar›n› de¤erlendirmek ama-
c›yla laboratuvar›m›zda oluflturulan ELISA siste-
mi, materyal ve metot bölümünde tan›mlanan bi-
çimde kullan›lm›flt›r. Çal›flma gününde derin don-
durucudaki tüm serumlar çözünerek gruplar›n an-
tikor yan›tlar› efl zamanl› olarak de¤erlendirilmifl-
tir. Gerek primer gerekse sekonder antikor yan›t-
lar› de¤erlendirildi¤inde en yüksek antikor düzey-
lerinin grup 2’de olufltu¤u saptanm›flt›r (fiekil 2).
Primer immün yan›tta oluflan grup anti-HBs anti-
kor ortalamalar› grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4
için s›ras›yla 1.06, 3.27, 1.28 ve 0.06 µg/mL, sekon-
der yan›tta saptanan düzeyler ise yine gruplar
için s›ras› ile 11.48, 14.67, 9.31 ve 5.5  µg/mL olarak
saptand›. Karfl›laflt›rma istatistiksel olarak yap›l-
d›¤›nda grup 2’de gözlenen antikor düzeylerinin
di¤er gruplara göre anlaml› ölçüde yüksek oldu¤u
saptand› (p< 0.05). 

Oluflturdu¤umuz ELISA sistemi ile primer immün
yan›t›n grup 4’te yaln›zca bir farede saptanabilir
düzeyde oldu¤u gözlendi. Primer antikor yan›t›
aç›s›ndan karfl›laflt›r›lan grup 1 ve grup 3 istatis-
tiksel olarak anlaml› bir fark sergilemedi (p> 0.05).
Primer ve sekonder antikor yan›t düzeyleri dört
grupta da kendi içlerinde karfl›laflt›r›ld›¤›nda an-
laml› düzeyde bir art›fl (“boost”) olufltu¤u saptan-
d› (p< 0.05). Ancak, primer yan›t antikor düzeyle-
ri karfl›laflt›r›ld›¤›nda anlaml› derecede yüksek ol-
du¤u gözlenen grup 2 düzeyinin, sekonder yan›t-

larda yine en yüksek düzeyi oluflturdu¤u, ama bu
fark›n grup 1 ve grup 3’e göre istatistiksel olarak
anlaml› olmad›¤› saptanm›flt›r (p> 0.05).

TARTIfiMA

Antijen-antikor özgül ba¤lanmas› ile oluflan im-
münkompleksler çeflitli hücrelerde bulunan anti-
korun Fc k›sm›n› ba¤layan reseptörler (FcR) veya
immünkompleksin kompleman proteinlerinin de
dahil oldu¤u durumda çeflitli kompleman resep-
törleri (CR) taraf›ndan ba¤lanarak muhtelif efek-
tör fonksiyonlar›n yerine getirilmesi sa¤lan›r. ‹m-
münkompleksler B-lenfosit yüzeyinde reseptör
düzeyinde girdikleri iliflkinin ard›ndan çeflitli hüc-
re içi sinyalizasyon yolaklar›n› uyar›rlar. ‹lgili uya-
r›m, B-lenfosit (antikor) yan›tlar› aç›s›ndan art›r›-
c› veya azalt›c› (bask›lay›c›) etkide bulunabilir.
Bu biçimde oluflan “dual etki” antikorun oldu¤u
kadar ba¤lanan antijenin de niteli¤ine atfedilmek-
tedir. ‹mmünkomplekslerin olas› antikor yan›tlar›-
n› bask›lama yollar› ile ilgili olarak antijende im-
mün dominant epitoplar›n kapat›ld›¤› (epitope
masking) ve antikor yan›t›n›n gelifl(e)medi¤i öne
sürülen bir görüfltür. Bir di¤er görüfl, özgün bir
yönü bulunan ve B-lenfosit üzerinde eksprese
edilen FcR’üne dayand›r›lmaktad›r. B-lenfositler
üzerindeki tek FcR’ü olan Fc-gama-RIIB’ye inhibi-
tör etkisinden dolay› özel bir önem atfedilmekte
ve bu reseptöre ba¤lanan immünkomplekslerin
B-lenfosit antikor yan›tlar›n› bask›layabilece¤i
öne sürülmektedir. B-lenfosit d›fl›nda genelde fa-
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fiekil 2. Primer (siyah sütunlar) ve sekonder (beyaz sütunlar) anti-HBs yan›t düzeylerinin (µg/mL) gruplar›na göre
da¤›l›m. Hata çubuklar› ilgili afl›lama ve grubun ortalama standart hatas›n› göstermektedir.



gositik hücrelerde eksprese edilen ve antikor Fc
k›s›mlar› için farkl› afinite sergileyen FcR’lerin in-
hibitör fonksiyonlar›n›n yan› s›ra inflamatuvar
yan›tlar› ve dolay›s›yla immün yan›tlar› art›rabile-
ce¤i de bilinmektedir (1,2,11-14).

IgG alt s›n›flar›na dayal› bir çal›flmada, ayn› anti-
jene özgül IgG2a ve IgG2b izotipindeki mAb’lar›n
immün yan›tlar› hem bask›layabilece¤i, hem de
art›rabilece¤i gösterilmifltir. Koyun eritrositlerine
özgül IgM ve IgG ile yap›lan baflka bir çal›flmada,
IgM’nin uyar›c› etkisine karfl›n IgG’nin bask›lay›c›
etkisinin yaln›zca primer antikor yan›tlar› ile s›-
n›rl› kalmad›¤›, benzer bir etkiyi de immün haf›za
hücrelerinde sergiledikleri gösterilmifltir. Koyun
eritrositleri gibi büyük partiküler antijenlere kar-
fl› özgüllük gösteren IgG1, IgG2a ve IgG3’ün olufl-
turdu¤u bask›lay›c› etki verilen antikor miktar› ile
orant›l› olarak artabilirken, ayn› özgüllü¤e sahip
baflka bir IgG2a mAb’u etki göstermeyebilmekte-
dir. Bu çal›flmalardan, sorunun çok boyutlu ve he-
nüz bilinmeyen yönlerinin oldu¤u anlafl›lmakta-
d›r (1,2,15-17). 

Bizim çal›flmam›z›n temel unsurlar›n› partiküler
nitelikteki HBsAg “ad” ve “ay” subtip antijenleri
ve HBsAg “a” epitopuna özgül monoklonal IgG2a
oluflturmufltur ve bu moleküler kompleksin “ad”
ve “ay” antijenlerine karfl› antikor yan›tlar›n› ne
ölçüde modüle etti¤i araflt›r›lm›flt›r. Bu fare mo-
deli immünkomplekslerin in vitro oluflturulmas›
ve in vivo antikor yan›tlar› gözlemine dayanmak-
tad›r. Bu model insanda uygulanan temas sonras›
profilaksi modelinin temsili de¤il, k›smen benzefl-
tirilmesidir. ‹nsanda olas› HBV temas› sonras› uy-
gulanan HBIg ve afl› profilaksisinde in vitro im-
münkompleks oluflturulmas› söz konusu de¤ildir.
Ancak, genellikle saf, havuzlanm›fl Ig havuzu nite-
li¤i tafl›yan HBIg’in verildi¤i dokuda retansiyona
u¤ramay›p da¤›lmas› ve efl zamanl›, ama farkl›
bölgeden verilen ve genelde alüminyum hidroksit
üzerine adsorbe edilmifl hepatit B yüzey antije-
ninden oluflan afl›n›n da verildi¤i dokuda retansi-
yona u¤ray›p, inflamatuvar dolay›s›yla immün ya-
n›tlar› art›rmas› hedeflenmektedir. HBIg’in ar› ni-
teli¤i ve IgG’nin birçok dokuya çok kolay geçebil-
di¤i göz önüne al›nd›¤›nda, efl zamanl› verilen bu
iki molekülün in vivo kompleks yapabilece¤i dü-
flünülebilir. 

Çal›flmam›zda grup 2’de oluflan primer antikor
yan›t›n›n yaln›z antijen verilen grup 1’e göre üç
kat›n üzerinde gerçekleflti¤i gözlenmifltir. Grup 2
için saptanan bu yükseklik sekonder antikor ya-

n›tlar› için de geçerlili¤ini korumufltur. Grup 1
“ad” ve/veya “ay” ile daha önce temas etmemifl
farenin immünizasyonunu göstermektedir ve söz
konusu olan mekanizma birçok afl›lamada oldu¤u
gibi antijenik yap›lar›n periferik dokularda retan-
siyona u¤ramas› ve adjuvana ba¤l› geliflen infla-
matuvar yan›tlara paralel geliflen antikor yan›t›-
d›r. “ad” ve “ay” antijenleri ve ortak “a” epitopu-
na özgül IgG2a birleflmesine dayal› olarak olufltu-
rulan grup 2 için olas› mekanizma grup 1’de adju-
vanla oluflan inflamatuvar yan›t›n ek olarak fago-
sitik hücrelerdeki FcγR’ler üzerinden daha da ar-
t›r›lm›fl olabilece¤i ile aç›klanabilir (12). ‹mmün-
komplekslerin inflamatuvar yan›tlar› art›rabilme-
sinin bir mekanizmas› da, kompleman sistem
komponentlerini aktive edebilmesinden ve komp-
leman reseptörleri üzerinden fagositik hücreler-
de ko-stimülatuvar molekül ekspresyonunu art›-
rabilmesinden kaynakl›d›r. Grup 1’e göre grup
2’de daha yüksek oranda saptad›¤›m›z oluflan an-
tikorlar›n izotip çeflitlili¤inin (verileri bu makale-
de sunulmam›flt›r, ilgili renkli resimler istek üzeri-
ne yaz›flma adresinden temin edilebilir) alt›nda
da ayn› mekanizman›n yatt›¤› düflünülmektedir.
Adjuvan madde etkisi d›fl›nda inflamatuvar yan›t-
lar› art›rabilecek baflka bir komponent bar›nd›r-
mayan grup 1 (“ad” ve “ay” antijenleri) ve grup 3
(“ad” ve “ay” antijenleri ve özgül olmayan IgG)’te
oluflan antikor yan›tlar›n›n birbirine benzer ve
grup 2 (“ad” ve “ay” antijenleri ve özgül mAb IgG-
2a)’ye k›yasla daha düflük olmalar›, antikor yan›t-
lar›n› art›ran faktörün afl›lama öncesi oluflturul-
mufl immünkomplekslerden kaynakland›¤›n› des-
tekler niteliktedir. 

Antikor yan›t indüksiyonu için kompleman resep-
törleri (CR)’nin mutlak gereklili¤i yoktur. CR-/- fa-
relerde bizim de çal›flmam›zda kulland›¤›m›z IgG-
2a izotipi antikor ile özgül çözünür nitelikte anti-
jenin verilmesi antikor yan›t›n› indükleyebilmek-
tedir. CR-/- farelerde T-ba¤›ml› antijenlere karfl› da
yan›t geliflebilmektedir. ‹lgili izotip verilerinden
yola ç›karak, bizim deney modelimizde grup 2’de
oluflan antikor yan›t yüksekli¤inin mutlak anlam-
da kompleman aktivasyonu gerektirmedi¤i, an-
cak FcγR’leri üzerinden gerçekleflen art›fl›n temel
önemde oldu¤u söylenebilir. Ig’lerin antikor ya-
n›tlar›n› “dual” olarak düzenleyebilmeleri genel-
likle antijenin karakteri ile birlikte tart›fl›lmakta-
d›r. Büyük partiküler veya Freund’s adjuvan› için-
de verilen antijenlerle özgül antikorlar›n verilme-
si immün yan›tlar üzerinde bask›lay›c›, buna kar-
fl›n çözünür proteinlerle birlikte özgül antikorlar›-
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n›n verilmesinin art›r›c› bir etki yapt›¤› bildiril-
mektedir. Partiküler antijenlere karfl› antikor ara-
c›l› bask›la(n)man›n bir avantaj ve tedaviye dö-
nüfltürüldü¤ü klinik durum Rh (-) annenin Rh (+)
bebek gebeli¤inde ald›¤› profilaksidir. Bu anlam-
da, bizim çal›flmam›zda elde etti¤imiz verilerin
getirdi¤i bir katk› kullan›lan antijenin mutlak an-
lamda çözünür bir karakter tafl›mas›n›n gerekme-
di¤i, partiküler antijenlerle ve Freund’s adjuvan›
eflli¤inde de benzer mekanizmalar›n devreye giri-
yor olabilece¤ini göstermesinden kaynakl›d›r
(12-14,18-21).

Ig’lerin ba¤lamad›klar› antijenlere karfl› antikor
yan›tlar›n› bask›lamad›klar› verisini deney düze-
ne¤imizdeki grup 3 ve grup 4’ün yaln›zca antijen
verilen grupla (grup 1) k›yaslanabilir bir antikor
yan›t› oluflturmas› (p> 0.05) ile dolayl› olarak te-
yit ettik (18). Grup 3’teki olas› mekanizma yaln›z-
ca “ad” ve “ay” antijenlerinin verildi¤i grup 1 ile
benzer olarak öngörülmüfltür; çünkü, grup 3’te
bileflenlerin kimyasal aktivitelerinin test edilmesi
s›ras›nda da gözlendi¤i üzere, bir immünkomp-
leks oluflumu söz konusu de¤ildir. Grup 3’te ilgili
antijen ve adjuvan özgül olmayan bir IgG havuzu
ile birlikte verilmifltir. Dolay›s›yla grup 3’te im-
münkompleks oluflmayacakt›r ve olas› antikor ya-
n›tlar› yaln›z antjienlerin verildi¤i gruptaki ile
benzeflmek durumunda olacakt›r. Elde etti¤imiz
sonuçlar bu teorik argüman› do¤rular niteliktedir.
Grup 4, kimyasal olarak oluflturulmufl bir antijen-
antikor kompleksini temsil etmektedir. ‹lgili im-
münkomplekslerin özgül olmas› gerekti¤i, aksi
takdirde antikor yan›tlar›nda bir art›fla yol açma-
d›¤› grup 2 ile grup 4’ün oluflturduklar› antikor ya-
n›tlar› k›yaslanarak öngörülebilmektedir. Ortaya
ç›kan antikor yan›tlar› göz önüne al›nd›¤›nda
grup 4’te kimyasal olarak oluflturulan im-
münkomplekslerin, oluflan primer ve sekonder
anti-HBs antikor yan›tlar› üzerinde, grup 1 ve
grup 3 ile k›yasland›¤›nda anlaml› bir fark olufl-
turmad›¤› gözlenmifltir (ilgili grup karfl›laflt›rma-
lar› için p> 0.05). Bu veri de, oluflan immünkomp-
lekslerin antikor yan›tlar›n› art›rmalar›n›n özgül
bir birleflmeyle bir araya gelen antijen-antikor
kompleksi ile mümkün olabilece¤inin dolayl› bir
göstergesidir (18).

Temas sonras› profilakside muhtemelen immüno-
lojik haf›za indüksiyonu aç›s›ndan as›l unsurun
afl› oldu¤u ve yaln›zca afl› ile geçiflin etkin olarak
önlenebildi¤i belirtilse de, klinik olarak var olan
riskin göze al›namamas› nedeni ile mevcut öneri-

lerde standart temas sonras› profilaksi önerisi
olarak hem antijen hem de HBIg önerilmektedir.
HBIg’in perinatal geçiflin önlenmesi için en geç 72
saat içinde verilmesi önerilmektedir (4, 22). Verti-
kal bulafl s›kl›¤›n› HBeAg negatif, HBsAg pozitif
annelerin çocuklar›nda inceleyen ve HBIg’in do-
¤um sonras› 24. saatte, HBV afl›s›n›n üçüncü-
beflinci günlerde verildi¤i bir çal›flmada, uzun dö-
nem izlemde yaln›zca afl› verilenlerde ek bir ris-
kin oluflmad›¤› gözlenmifltir (23). ‹lgili çal›flmada,
yaln›z afl›lama yap›lmas›n›n veya afl› (antijen) ile
birlikte HBIg verilmesinin yedi ayl›k izlemde bu-
lafl aç›s›ndan bir fark oluflturmad›¤› saptanm›flt›r.
Buna paralel olarak, antijen ve HBIg verilenlerde
k›sa dönemde (ikinci ay) koruyucu düzeyde anti-
kor gelifltirenlerin oran›n›n yaln›zca afl› verilenle-
re göre daha yüksek oldu¤u, ancak bu fark›n uzun
dönemde (yedinci ay) ortadan kalkt›¤› bildiril-
mektedir (23). Oluflturdu¤umuz k›smi modelde
bu verilere yak›n bir sonuç elde ettik. Primer an-
tikor yan›tlar›n›n yaln›zca “ad” ve “ay” antijeni
verdi¤imiz grup 1’de, afl› ve özgül mAb verdi¤imiz
grup 2’ye göre daha düflük oldu¤unu, ancak bu
fark›n sekonder antikor yan›tlar› göz önüne al›n-
d›¤›nda ortadan kalkt›¤›n› saptad›k.

Bizim çal›flmam›z, mevcut klinik uygulamalara
paralel yaln›zca afl› (antijen) veya afl› + özgül Ig
verilmesinin antikor yan›t oluflum h›z› veya s›kl›¤›
gibi immünmodülasyonda birtak›m farkl›l›klar
sergiledi¤ini göstermektedir. Çal›flmam›zda mev-
cut uygulamalar› destekler nitelikte, afl› ile birlik-
te antikor uygulamas›n›n uygun primer ve sekon-
der yan›t uyand›rd›¤› gösterilmifltir. Antijen (afl›)
ve antikor (HBIg) uygulamas›n›n yaln›zca antijen
verilen gruba göre primer antikor yan›t›nda is-
tatistiksel olarak anlaml› derecede yüksek primer
yan›ta yol açt›¤›, ancak sekonder antikor yan›t-
lar›ndaki fark›n anlaml› olmad›¤› gösterilmifltir.
Muhtemelen flu an gö¤üslenemeyen klinik risk
ancak bu farkl›l›klar›n moleküler düzeyde aç›k-
lanmas› ile daha kolay karfl›lanabilir olacakt›r.
Çal›flmam›z›n öne ç›kard›¤› araflt›r›lmaya de¤er
bir konu da, antijen eflli¤inde verilen özgül an-
tikorun miktar› art›r›ld›¤›nda nas›l bir immün
yan›t oluflaca¤›d›r.
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