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OZET

Amag: Yapilan bu calismada, asl veya asi-antikor kompleksi ile yiklenmis
plazmasitoid dentritik hticre (pDC) ve klasik/miyeloid dentritik hiicrelerinin
(cDC/mDC) birbirlerine olan sinerjik etkilerinden yararlanarak kronik hepatit B
tedavisinde alternatif dentritik hiicre (DC) agisi gelistirilmesi amaglanmigtir.
Gereg ve Yontemler: HBV transgenik (HBV-tg) farelerin kemik iligi hticreleri,
in vitro ortamda, flt-3L varliginda pDC ve mDC'lere farklilastirilarak asi veya
asl-antikor kompleksi ile yiklendikten sonra, HBV-tg fareler, iki hafta ara ile iki
kez intraperitonel olarak immiinize edildi. ELISA yontemi ile anti-HBsAg yaniti,
RT-qPCR ile plazmadaki HBV DNA'sindaki azalma incelendi.

Bulgular: Sekizinci gtinde yapilan akim sitometri analizinde hiicrelerin %65
oraninda mDC ve %35 oraninda pDC'ye farkllastigi tespit edildi. DC asilamasi
sonucunda HBV-tg farelerde anti-HBsAg yanit olusmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamli olmadigi tespit edildi. Ayrica plazmadaki viris DNA'sinda
azalma olmadigi belirlendi.

Sonug: Fare kemik iligi hticrelerinden pDC ve mDC elde edilmesine ragmen
asl veya agl-antikor kompleksinin DC arasindaki sinerjik etkiyi engelledigi
distintlmektedir.(Viral Hepatit Dergisi 2013; 19(1): 27-31)

Anahtar Kelimeler: Dentritik hiicre asisi, kronik hepatit B, Hepatit B asisI,
asl-antikor kompleksi

ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to develop new alternative dendritic cell (DC)
vaccine by using synergic effect of between vaccine or vaccine-antibody loaded
plasmacytoid dendritic cell (pDC) and conventional DC/myeloid DC (cDC/mDC) to
treat chronic hepatitis B.

Materials and Methods: pDCs and mDCs derived from bone marrow of chronic
hepatitis B model (HBV-tg) mice in the presence of flt-3L in in vitro and loaded with
vaccine or vaccine-antibody complex and then HBV-tg mice were immunized
intraperitoneally two times at two weeks intervals. Anti-HBsAg response was
detected by ELISA, decrease of HBV DNA was investigated by RT-gPCR.
Results: At day 8, flow cytometry analyses have shown that the frequency of
mDCs was about 65% and pDC was about 35%. Anti-HBsAg response was
induced in HBV-tg mice but it was not significant statistically and we did not
detected decrease of HBV DNA in plasma.

Conclusion: Even though pDC and mDC were derived from bone marrows, vaccine
or vaccine-antibody complex may protect synergic effect between DCs. (Viral
Hepatitis Journal 2013; 19(1): 27-31)

Key words: Dendritic cell vaccine, chronic hepatitis B; hepatitis B vaccine,
vaccine-antibody complex

Giris

karaciger kanserine de neden olmaktadir. Dinya Saglk
Orgutii (DSO) verilerine gore dinyada 2 milyar kisi HBV ile

Dinya genelinde yaygin bir saghk problemi olan Hepatit enfekte ve 350 milyon kisi kronik HBV hastasidir. HBV
B virls (HBV) enfeksiyonu, akut, fulminant ve kronik enfeksiyonu ve onunla baglantili hastaliklardan dinyada
hepatite yol agcmakla birlikte ayrica karaciger sirozu ve yilda yaklasik 600.000 kisi 6Imektedir (1,2). Virlse karsl
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olusan zayif antiviral immin yanit HBV enfeksiyonun
kroniklesmesindeki en biyik etkendir (3).

GUnUmUzde kronik HBV tedavisinde, tip-I interferonlar
ve nukleotit/nlkleozid analoglari  kullaniimaktadir.
Tedavinin basari ylzdesinin disik ve pahali olmasi
nedeniyle kronik HBV tedavisinde yeni yontemlere ihtiyac
vardir (4-6). Dentritik htcre (DC) aslilari alternatif glncel
yaklasimlardan birisidir. DC'ler, makrofajlar ve B
lenfositlerle birlikte profesyonel antijen sunucu hicrelerdir
(7). DC'ler diger antijen sunucu hicrelere gore 10-100 kat
daha fazla naif ve hafiza T hlcrelerini uyarma yetenegine
sahiptir (8). B hlcrelerini uyarma ve salgiladigi antikor alt
tipinin farklilasmasini etkileme 06zelligi de bulunmaktadir
(9). Dogustan immin sistemin hicrelerinden olan DC'ler
bircok dokuda (dalak, deri, kan, karaciger, akciger, bobrek,
beyin, testis vb.) ve dokular arasi alanda bulunur. DC genel
olarak koken aldiklari hicre kaynagina ve ylzey
antijenlerine gore plazmasitoid dentrik htcre (pDC) ve
klasik/miyeloid (cDC/mDC) c¢DC olmak Uzere ikiye ayrilar.
pDC'ler (CD11¢intCD11b-B220+) hiicre ylizey reseptorlerini
tasirlar. pDC'ler virls tip-l interferonlari UGretirler (IFN-«,
IFN-B ve IFN-w). IFN-a'yi diger hiicrelere gore 100-1000
kat arasinda daha fazla Uretme &zelligine sahiptirler ve
virise 6zgul T hlcre yanitinin olusmasinda etkili olan
cDC'yi aktive ederler. ¢DC hicreler (CD11chigh
CD11b+B220-) ylzey reseptorlerini tasirlar. ¢cDC'ler hemen
hemen tim Toll benzeri reseptdr (TLR) leri sentezlerler, T
hicre cevabinda T hlcrelerine antijen sunma Ozelligi
etkilidir ve pDC'lere gore capraz sunum ozelligi daha
fazladir (10,11).

Kronik HBV hastalarinda dogal ve kazanilmis immin
yanitin dlzenlenmesinde rol oynayan antijen sunucu
hicrelerden DC'lerin antijen sunumunda problem oldugu
belirtilmistir (12). lleri dizey fibrozis ve siroz olan kronik
HBV hastalarinin kaninda DC sayisinda saglkl bireylere
gore dlsUs oldugu tespit edilmistir. Dolasimdaki DC sayisi
HBV genotipinden, HBeAg varligindan ve bulasma yolundan
etkilenebilir. mDC/cDC'lerin kronik HBV hastalarinda es
uyaranlarinin sentezi azalmis veya hi¢ Uretilmemektedir.
Fakat B7-H1 inhibitorinln sentezi ise artmaktadir (13-16).
2009 yilinda Yuan ve ark. yaptiklari ¢calismada HBsAg'nin
pDC’lerin  IFN-a sentezini TLR-9'G inhibe ederek
engelledigi belirtilmistir (17). Kronik HBV hastalarindan elde
edilen MDDC (monositten tlretilmis dentritik hicre)'lerin T
yardimci hicreleri (Th) uyarma etkisinde degisiklik olmadig
tespit edilmistir (18).

Daha dnce yaptigimiz calismalarda mDC’ler 125 pl HBV
asisi ile yUklendiklerinde HBV-tg farelerde humoral yanitin
olustugu fakat T hlcre yanitinin olusmadigl belirlenmistir.
Yapilan bu calismada asi veya asi-antikor kompleksi ile
yuklenmis her iki DC alt tipinin sinerjik etkilesimlerinden
yararlanarak, kronik HBV tedavisinde kullanilmak Uzere
alternatif DC asi gelistirilmesi planlanmistir. Ayrica asi-
antikor kompleksi kullanarak Fc reseptdor araciligr ile
fagositoz sayesinde asinin  hicre icine alimini
hizlandirilmasi da hedeflenmistir. Bu amacla, HBV
transgenik (HBV-tg) farelerin kemik iligi hlcreleri in vitro

ortamda pDC ve mDC'lere farklilastirilarak ayni in vitro
ortamda asi veya asl-antikor kompleksi ile yliklenerek HBV-
tg farelere imminize edildi.

Gereg ve Yontem

Deney Fareleri

Deneylerde kullanilan HBV-tg fareler GMBE-Hayvan
Genetigi ve Ureme Biyolojisi Laboratuvarinda iretilmis ve
onceden tanimlanmistir (19). Bu fareler model olarak HBV
kronik tastyici ¢zelliklerini gostermektedir. HBV-tg fareler,
(C57BL/6JXBALB/c) CB6F1 hibrid fare embriyolarina tim
HBV genomunu iceren pT-HB1.3 plazmidinden kesilerek
cikarilmis  Hindlll-Sacl fragmentinin  mikroenjeksiyon
yoluyla aktarilmasi sonucunda edilmistir. Transgenik
farelerde HBV DNA'sI fare genomuna stabil olarak entegre
olup, serumda viral DNA tespit edilmistir. Bu bulgu
transgenik farelerde virlis replikasyonu oldugunu
godstermektedir. Yapilan calismada Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (www.nap.edu/catalog/
5140.html) prensipleri dogrultusunda gerceklestirilmis olup
hayvan haklari korunmus ve calismalarda hayvan haklarina
uygun bir sekilde davraniimistir. Deney hayvanlarinda
yapilan calismalar icin TUBITAK MAM GMBE Hayvan Etik
kurulundan Etik Kurul belgesi alinmistir.

Kemik lligi Hiicrelerinin pDC ve mDC'ye

Farklilastirilmasi

DC'lerin elde edilmesinde Yamano ve ark. (20)
uyguladigr protokol takip edildi. Kisaca, 6-8 haftalik HBV-tg
farelere servikal dislokasyonla 6tenazi uygulandiktan sonra
her iki femur ¢ikartilip kas dokudan temizlendikten sonra 2-
5 dk %70 alkolde inklbe edilerek dezenfeksiyon saglandi.
Femurlarda bulunan kemik iligi hicreleri PBS kullanilarak
elde edildi. Daha sonra 1250xrpm’'de 10 dk santrif{j
edildikten sonra 0,168M amonyum klorid ¢o6zeltisi ile oda
sicakhginda 1 dk inkibe edilerek kirmizi kan hucreleri
ortamdan uzaklastirildi. Kemik iligi hicreleri 1250Xrpm‘de
10 dk santrifij edildikten sonra 200 ng/ml flt-3L
(Invitrogen, ABD), %10 FBS, TmM/L sodyum pdrivat, 2,5
mM/L HEPES (pH 7,4), MEM vitamin, 55 mol/L 2-ME, 1000
U/ml penisilin, 1000 pg/ml streptomisin, 0,3 mg/ml L-
glutamin, essantial ve non-essantial amino asitleri iceren
RPMI1640 ile %5 CO2 ortaminda 372 C’ de inklbe edildi.

Her 3 ginde bir besi yerinin 2/3'0 degistirildi ve 8.
glinde hicreler pipetlenerek slUspanse edildi ve hafif
tutunan hiicreler petriden toplandi. Hicreler iki kez PBS ile
yikandiktan sonra 24 kuyucuklu plak kuyularina
1.2x106/kuyu konsantrasyonda ekildi. Dokuzuncu gin
kuyulara 125 ul asi (5 pg HBsAg) veya asi-antikor
kompleksi eklenerek 5 saat sure ile DC’lerin ylUklenmesi
saglandi. Yiklenmemis DC'ler ve 5 pg anti-HBsAg ile yiklu
DC'ler kontrol grubu olarak kullanildi. Ayrica besiyerine
hicrelerin uyariimasiicin 2 pg/ml CpG1826, 100 ng/ml LPS
eklenerek hicreler %5 C02, 37°C'de bir gece inklbe
edildi. InkUbasyondan sonra hiicreler siispanse hale
getirildi ve iki kez PBS ile yikandiktan sonra HBV-tg fareler
(n=4) 100 pl PBS igerisinde 5x105 DC karisimi ile
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intraperitonel olarak iki hafta ara ile iki kez immunize edildi.

Akim Sitometri Analizi

Hicreler 8. glinde PBS ile yikandiktan sonra, pDC ve
mDC oraninin tespit icin anti-CD11c PE, anti-B220 PerCP,
anti-CD11b FITC antikorlari ve izotipleri ile isaretlendi.
Isaretleme sonrasi hicreler 20 dk, +4 °C’ de inkibe edildi,
PBS ile yikandi ve FACScan cihazinda analiz edildi.

Asi-Antikor Kompleksi Olugsumu

Asi- Antikor (Asi-MAb) kompleksi olusturmak icin ticari
olarak satilan ve 20 pg / 0,5 ml HBsAg iceren ticari
GenHevac (Pasteur, Fransa) asisi ile anti-HBsAg (lgG2b)
monoklonal antikor 2:1 oraninda bir araya getirildi ve oda
sicakliginda gece boyunca PBS icerisinde inklbe edildi.

Plazma Eldesi

Fare kuyruklarindan alinan 15 ul kan, 15 pl sodyum
sitrat’ll tlplere konularak 3000xg'de 5 dk santriflj edildi
ve slpernatant alinarak -20°C’'de saklandi.

Plazmada Antikor Yanitin Tespiti

ELISA plaka kuyulari 40 ng HBsAg ile kaplanarak
+4°C'de bir gece inkibe edildi. Inkiibasyon sonunda
kuyular yikama sollisyonu (%0,05 tween 20 iceren PBS) ile
3 kez yikandi. Bir sonraki asamada kuyucuklar BSA ya da
st tozu ile bloklanmak Uzere 37°C'de 1 saat inklibe edildi.
Bloklama sonrasinda kuyulara 5 pl HBV-tg plazmasi
eklendi, 37°C'de 1 saat inklbe edildikten sonra 3 kez
yilkama sollsyonu ile yikandi ve her kuyuya 1:1000
oraninda seyreltilmis 100ul alkalin fosfataz isaretli
polyvalent antikoru eklenerek 37°C'de 1 saat inkibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda plaka 4-5 kez yikanarak her
kuyuya 100pl pNPP (nitro fenil fosfat) ilave edildi ve ELISA
okuyucuda 405 nm‘de 60 dk. absorbans degeri dl¢ulda.

Plazmada HBV DNA Tespiti

Immiinizasyonlar sonucu HBV-tg fare serumlarindaki
HBV DNA'sindaki degisim gercek zamanh polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-gPZR) yontemiyle belirlendi. Farelere
servikal dislokasyon ile 6tanazi uygulandiktan sonra, kalp
ventrikUllerinden fare kani toplanarak esit miktarda sodyum
sitrat iceren tiplere konuldu. Kandan DNA izolasyonu,
ticari Purelink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, ABD) ve
Onerilen protokol kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen
DNA ornekleri -20°C'de muhafaza edildi. RT-gPZR
reaksiyonu icin  kullanilan primer1 (MD013) 5'-
TTAGGGTTTAAATGTATACCC-3" ve primer 2 (E3): b5'-
CATCTTCTTGTTGGTTCTTCTG-3" baz dizisine sahip olup
beklenen PZR Urln wuzunlugu 415 bazdir. Aranilan
blUylklikte (415 baz) DNA fragmenti ¢cogaltimi saglanan
ornekler pozitif olarak degerlendirilirken ¢ogalma
gbzlenmeyen ornekler ise negatif olarak belirlendi. PZR
icin Tablo 1'de belirtilen program uygulandi.

Istatistiksel Analiz

Deney sonuglari, Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) istatistik programinda tek yonli ANOVA
testlerinden Tukey kullanilarak gerceklestirildi. Sonuclarin
istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildigi degerler p<
0,05.

Bulgular

pDC ve mDC’lerin Farklilasmasinin Tespiti
Yapilan bu calismada HBV-tg fare kemik iligi hicrelerini

pDC ve mDC'lere farkhlastirarak asi veya asi-antikor
kompleksi ile ylklendiginde HBV-tg farelerde olusan
terapotik etkinin belirlenmesi planlandi. HBV-tg fare kemik
iligi hicrelerini iki farkli DC alt tipine farkllastirma
calismalarinin 8. gintnde hicreler sispanse hale
getirilerek uygun CD11b, CD11c ve B220 reseptdrlerine ait
antikorlar ve izotipleri ile isaretlenerek farklilasma oranlari
belirlendi. Yapilan calismada canli hlcrelerin yaklasik
olarak %65'nin mDC'ye ve %35'inin ise pDC'ye farklilastig
tespit edildi (Sekil 1).

pDC ve mDC Immiinizasyonlari Sonucu Olusan

Humoral yanit

HBV-tg farelerde terapotik etki olusturma icin pDC ve
mDC'ler 125 pl aslI, asi-antikor kompleksi ile ylklendi veya
kontrol grubu olarak antikor ile yiklli veya yilksiz 5x105
DC karisimi HBV-tg (n=4) farelere intraperitonel olarak
immiinize edildi. lkinci immunizasyondan bir hafta sonra
farelerin plazmalarinda olusan Anti-HBsAg ile incelendi.
Elde edilen sonuclarda farelerde Anti-HBsAg yanitin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda arttigr fakat istatistiksel olarak
anlamli olmadigr tespit edildi (Sekil 2).

DC Imminizasyonlari Sonucu Plazmada

Virlis DNA'sindaki Degisim

HBV-tg farelerin serumlarinda HBV DNA’si bulundugu
daha once gerceklestirilen calismalarda belirlenmistir.
Yapilan bu calismada HBV-tg farelerde terapotik bir etki
olustugunda plazmadaki viris DNA’'sinda azalma olmasi
beklenmektedir. Terapdtik etkinin tespiti i¢in ikinci
immunizasyondan iki hafta sonra plazmadan izole edilen
total DNA'da virlise ait DNA miktari RT-gPZR reaksiyonu ile
belirlendi. Elde ettigimiz sonuclarda, tUum gruplarin
plazmalarindaki viris DNA miktarlarinda bir farkhlik tespit
edilemedi (Sekil 3).

Tablo 1. PZR termal protokolii
Basamak Sicaklik Siire Dongii
ik Denatiirasyon 94°C 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C 20 sn 40
Baglanma 55 1 dk
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 10 dk 1
Sonlandirma 4°C o0 -

a by b

%85

CD11c PE

T a0 102 10? 1ot

100 10! 102 109 104 1
CD11BFITC

B220 PorCP-Cy5 5
Sekil 1. Kemik iligi hiicrelerinin flt-3L kullanilarak mDC ve pDC'ye fak-
llasmasinin tespiti icin yapilan akim sitometri analizinin sonuglari a)
farkllasan hucrelerde pDC hicre orani, b) farklilasan hicrelerde
mDC hicre orani
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Tartisma

DC asllari ile kronik HBV hastaliginin tedavisine yonelik
yapilan calismalarda, 2010 yilinda Yan ve ark. 380 kronik
HBV hastasinin periferal kanindan elde ettikleri
monontiklear hiicreleri GM-CSF ve IL-4 ile muamele ederek
otolog DC'ler elde etmislerdir. Daha sonra yine in vitro
ortamda Hepatit B kor antijene (HBcAg) ait 18-27 amino
asit (aa) ve HBVpre-S 244-53 aa arasi epitopik bolge ile 12
saat inklbe ettikten sonra DC'leri hastalara geri
verdiklerinde, hastalarin kanlarinda HBsAg ve HBV DNA
miktarlarinda azalma tespit edilmistir (21). 2007 vyilinda
Wang ve ark. yaptiklari calismada ise flt-3L kodlayan
plazmid DNA farelere imminize edilmis ve 10 gln 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 yiklenip farelere imminize
edildiginde, farelerde etkin sitotoksik T hlcre yaniti tespit
etmislerdir (22). 2008 vyilinda yapilan calismada ise 12
kronik hepatit B hastasinin periferal kanindan pDC'ler ve
MDDC izole edilmistir. CpG ile aktiflestiriimis pDC'ler ve
MDDC'ler birlikte kdultire edildiklerinde HBcAg ile
yliklenmis MDDC'lerin es uyaran sentezinin arttigi ve
HBV'ye 6zgli CD8+ T hlcre yanitinin artigi tespit edilmistir
(23). Ayrica, HBsAg-Anti-HBsAg kompleksi ile immunize
edilen farelerde sadece HBsAg veya Anti-HBsAg ile
immdinize fareler gére daha etkili bir Anti-HBsAg yanitin
ortaya ¢iktigl tespit edilmistir. Bu sonucun nedeni olarak,
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Sekil 3. Ikinci immiinizasyondan iki hafta sonra fare plazmasindaki
HBV DNA'sI degisiminin tespiti i¢in yapilan RT-qgPZR sonucu. Kontrol:
DC imminizasyonu yapilmayan grup, DC+Asi: Asi ile yiklenmis DC
karisimi, DC+As-Mab: Asi-Mab kompleksi ile yiiklenmis DC karisiml,
DC+MAb: Antikor ile yiklenmis DC karisimi, DC: Yikstz DC karsimi

kompleksin yapisinda bulunan antikorun Fc kisminin antijen
sunucu hulcrelerin ylzeyinde bulunan Fc reseptdrlerine
baglanmasi ve bu baglanma ile kompleksin antijen sunucu
hicreler tarafindan hicre icine aliminin artirdigi
dustnulmektedir (24).

Yapilan bu calismada DC alt tiplerinden pDC ve
mDC'lerin ayni ortamda asl, asi-antikor kompleksi, antikor
ile yuklG veya ylkslUz olarak HBV-tg farelerdeki terapdtik
etkisi incelendi. Daha dnce yaptigmiz calismada mDC'lerin
125 ul HBV asisi ile yiklendiginde HBV-tg farelerde
humoral yanit olusturdugunu ancak hicresel immin yanit
tzerine etkili olmadigl belirlendi. Ayrica Akbar ve ark (25),
HBV asisi ile asllanan ancak koruyucu anti-HBsAg yanit
olusturmayan saglkl bireylerin periferal kanlarindan izole
ettikleri DC’leri HBV asisi ile yukledikten sonra tekrar ayni
bireye geri verdiklerinde, anti-HBsAg yanit olusturdugunu
gosterdiler. Bizim tarafimizdan yapilan bu calismada asl
veya asl-antikor kompleksi ile yliklenen mDC ve pDC
komplekslerinin, HBV-tg farelerde Anti-HBsAg vyaniti
olusturmasina ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadig belirlendi ve plazmada HBV
DNA'sinda herhangi bir azalma tespit edilmedi.

Yapilan bu DC asl galismasinda etkin immin yanit
olusmamasinin nedenlerinden birinin Flach ve ark. (26)
vaptiklari calismada belirttikleri Uzere aliminyum
adjuvanlarin DC membranlarinda kirilmalara yol agmasinin
olabilecegi distnilmektedir. HBV asisinda kullanilan
aliminyum adjuvan DC'lerin hiicre membranlarinda
kirilmalara neden olarak pDC ve mDC'ler arasindaki sinerjik
etkilesimi engellemis olabilir. DC asl calismalarinda
optimum bir protokolin olmamasi diger neden olabilir. DC
asllarinda kullanilan immunizasyon yéntemi, immdunizasyon
sayisl, imminize edilen DC sayisi, adjuvan ve ylkleme
yonteminin elde edilen immin yaniti etkileyebilecegi
duastndlmektedir.

Sonug olarak bu proje kapsaminda yapilan galismada,
pDC ve mDC ayni ortamda ticari asi, asl-antikor kompleksi,
antikor ile yUkli veya vylkslz olarak HBV-tg farelere
immunize edildiginde terapotik etki gozlenemedi. Ancak
yapilan bu calismanin Ulkemizde yapilmaya baslanan DC
hicre asi gelistirme calismalarina katki saglayacagi
duastnudlmektedir.

Dipnot

Bu calisma TUBITAK 1002 Hizli Destek programi
tarafindan desteklenen 110S497 no'lu proje kapsaminda
yapilmistir.
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