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OZET

Duran, M. (2016). Mukozal immiinizasyon amaciyla ast tasiyici nanopartikiiler
sistemlerin gelistirilmesi. Istanbul Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik
Teknoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Mukozal immiinizasyonun parenteral asilamaya gore etkinlik ve hasta uyuncu gibi
avantajlar1 bulunmaktadir. Mukozal yoldan uygulanan as1 hem sistemik hem de mukozal
immiiniteyi uyarmakla beraber koruyucu bagisikligin saglanabilmesi i¢in giicli
hedeflendirme sistemlerine ve adjuvanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Tezin ana hedefi de bu
dogrultuda olup yeni, stabil ve yiiksek immiinojeniteye sahip asi nanotasiyici sistemlerin
gelistirilmesidir. Bu ¢alismada, anyonik bir polimer olan karboksimetil kurdlan (CMC)
ile katyonik polimerler kitosan kloriir (CC), kitosan glutamat (CG) ve N-trimetil kitosan
(TMC) sentezlenmis ve sonrasinda polielektrolit kompleks yontemi ile ilk kez CC-CMC,
CG-CMC ve TMC-CMC nanopartikiillleri hazirlanmistir. Nanopartikiillere model antijen
olan sigir serum albumini (BSA) yiiklenmistir. Yiiksek enkapsiilasyon etkinligine ve
pozitif yiike sahip nanopartikiiller elde edilmistir. Ayrica, partikiilleri hazirlamak i¢in en
ideal ortamin su oldugu ve ii¢ ay boyunca fiziksel stabilitelerini koruduklari tespit
edilmistir. Nanopartikiillerin igerisine yiiklenen antijenin yapisal biitiinliigii ise SDS-
PAGE ile belirlenmistir. Kullanilan polimerlerin ve nanopartikiiler tasiyici sistemlerin
toksisitesini belirlemek amaciyla A549 ve Calu-3 hiicre hatlarinda sitotoksisite
calismalar1 yapilmis ve nanopartikiilerin katyonik polimerlerin tek basina kullanimlarina
gore cok daha diisiik toksisite gosterdigi saptanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde
edilen verilere gore, immiinolojik ¢alismalara CC-CMC ve TMC-CMC nanopartikiil
formiilasyonlar1 segilerek devam edilmistir. Balb/c disi fareler kullanilarak 253 giin
boyunca immiinolojik ¢aligmalar siirdiiriilmiistiir. Nazal yoldan uygulanan nanopartikiil
formiilasyonlarinin uzun siireli immiinite sagladig yapilan antikor (IgG, IgG1, IgG2a ve
IgA) ve sitokin (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 ve IFN-gama) analizleri (ELISA) ile
gosterilmistir. Sonug olarak, bu tez kapsaminda, hasta uyuncu yiiksek, in vitro/in vivo
karakterizasyonlar: yapilmis, toksik olmayan, yeterli diizeyde ve uzun siireli koruyucu
bagisiklig1 saglayan as1 tasiyict nanopartikiiler formiilasyonlar gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiiller, Kitosan, Kurdlan, Mukozal immiinizasyon, Asi
tastyici.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
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ABSTRACT

Duran, M. (2016). Developing of vaccine carrier nanoparticular systems for mucosal
immunisation. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Pharmaceutical Technology. Doktora Tezi. Istanbul.

Mucosal immunization offers various advantages such as better efficacious and patient
compliance over parenteral vaccination. Mucosal administration may provide mucosal
immunity in addition to systemic protection however, to provide protective immunity
requires potent delivery systems and/or adjuvants. The ultimate aim of this thesis, in line
with that statement, is producing new, stable and highly immunogenic nanocarriers. In
this study, carboxymethyl curdlan as a polyanionic polymer and chitosan chloride (CC),
chitosan glutamate (CG) and N-trimethyl chitosan (TMC) as a polycationic polymer were
synthetized. This is the first study that CC-CMC, CG-CMC and TMC-CMC nanoparticles
were prepared via polyelectrolyte complex and loaded with bovine serum albumin (BSA)
as a model antigen. Prepared nanoparticles have high encapsulation efficiency and
positive surface charge. Also, water is the best media for producing nanoparticles and
nanoparticles have stayed stable during three months. Structural integrity of BSA has
proved via SDS-PAGE electrophoresis. Cytotoxicity test has done on A549 and Calu-3
cell lines. These nanoparticles had not shown cytotoxicity to the cell lines and
nanoparticles resulted in higher cell viability as compared to the cationic polymers alone.
For immunological studies, CC-CMC and TMC-CMC nanoparticle formulations were
chosen under examining experimental data. Balb/c female mice were used for
immunological studies during 253 days. Nasally administered nanoparticles provided
long lasting immunity which was determined by antibody (1gG, 19gG1, 1gG2a and IgA)
and cytokine (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 and IFN-gamma) analyses (ELISA). As a result,
optimized vaccine carriers have high patience compliancy, particular characterization
properties, non-toxic, adequately and long-lasting protective immunity.

Key Words: Nanoparticles, Chitosan, Curdlan, Mucosal immunisation, VVaccine carrier.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
28487



1. GIRIS VE AMAC

Biyoteknoloji alanindaki son gelismeler, as1 antijenlerinden yararlanimin
artmasima Onciilik etmektedir (Mckeever ve Rege 1999). Simdiye kadar gelistirilen
asilarin ¢ogu, yiiksek iiretim maliyeti, diisiik hasta uyuncu, diisik mukozal yanit ve
uygulama i¢in egitimli eleman ihtiyac1 gibi dezavantajlarlara sahiptir (Vajdy ve ark.
2004). Enjeksiyon yoluyla kullanilan mevcut asidan hem etkinlik hem de hasta uyuncu
acisindan daha iyi bir as1 gelistirme gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, son yillarda
asilarin, oral veya nazal yol gibi mukozal yollardan uygulanmasi alternatif olarak

goriilmektedir (Almeida ve Alpar 1996; Illum ve ark. 2001; Illum 2007).

Solunum bdlgesi ve 6zellikle nazal mukoza, kizamik, bogmaca, difteri ve grip gibi
solunum yoluyla alinan antijenlerle temas edilen ilk noktadir. Mukozal immiinizasyonda,
lokal IgA (sIgA) antikorlarinin salgilanmasi immiinolojik savunmanin ilk asamasini
saglamaktadir. Salgilanan IgA’lar (sIgA), hastalik etmenlerinin mukozaya yapigmasini
onleyerek herhangi bir hastaligin gelismesini engellemektedir (Boyaka ve ark. 1999).
Ancak, mukozal yol ile uygulanan yiiksek molekiil agirlikli ¢6ziinebilir antijenler,
cogunlukla zayif sistemik immiin yanit gosterirler. Bu duruma sebep olan etmenler;
mukozal bariyerden makromolekiillerin sinirli gegisi, makromolekiillerin hizli bir sekilde
mukosilier klirense ugramalar1 ve nazal bolgede as1 antijeninin degradasyonuna neden

olan enzimlerin varligidir (Davis 2001; 1llum 2006).

Bu problemlerin iistesinden gelebilmek igin, antijenin immiinojenitesini arttirmak
amactyla mukozal adjuvanlarin (CTB, LK halotoksin ve mutantlari, CpG ve
polikatyonlar) veya partikiiler tasiyict sistemlerin (mikro/nanopartikiiller, lipozomlar ve
ISCOM’lar) kullanim1 gibi farkl: stratejiler gelistirilmistir (Vajdy ve ark. 2004; Kensil ve
ark. 2004; Ulmer 2004; O’Hagan ve Valiente 2003). Son yillarda ana odak noktasi mikro-
ve nanopartikiillerden yararlanma iizerine olmustur. Bu partikiillerin hazirlanmasinda, 1yi
bir immiin yanit ortaya ¢ikartan poli(D,L-laktit-ko-glikolit) (PLGA) ve poli(L-laktit)
(PLA) lar en yaygin kullanilan polimerlerdir (Davis 2006). PLGA ve PLA partikiilerinin
ana problemi ise; partikiilleri hazirlarken antijenin degradasyon/denatiirasyonuna yol
acan organik ¢Oziicii kullanimi ihtiyaci ve hazirlama isleminin kompleks ve zaman
harcayici olmasidir (Freitas ve ark. 2005). Son yillarda, bu polimerlere alternatif olarak

kitosan ve tiirevleri kullanilmaya baglanmigtir (Illum ve ark. 2001; Moschos ve ark. 2004;



Van Der Lubben ve ark. 2001). Kitosan, kitin’in deasitilasyonuyla elde edilmektedir ve
deniz iiriinleri endiistrisinin bir yan {irinii oldugu i¢in ucuz bir polimerdir. Bunun yan1
sira, biyopargalanabilir ve diisiik toksisiteye sahip olmasi nedeniyle biyomateryal ve ilag
yardimci1 maddesi olarak kullanimi 6nem kazanmaktadir (Picker-Freyer ve Brink 2006;
Singla ve Chaeka 2001; Thanou ve ark. 2001). Yapilan ¢alismalar da, hiicrelerarasi siki
baglanti noktalarini agma yeteneginden dolay1 Kitosan’in, paraseliiler taginmay1 arttirdigi
ve makromolekiillerin absorsiyonunu arttirdig1 gériilmiistiir (Smith ve ark. 2004). Ayrica
kitosan, mukoadhezif 6zelliklerinden dolayi, mukozal bélgede antijenin kalig siiresini
arttirmaktadir.  Kitosanin ¢ozelti formunun yani sira mikro- ve nanopartikiil
formiilasyonlarinin as1 tasiyict sistemler de kullanimi biiyilk umut vaat etmektedir
(Chopra ve ark. 2006). Farkli caligmalarda, Kitosan nanopartikiillerinin nazal veya oral
yoldan verilen cesitli antijenlerin lokal ve sistemik immiin yanitlarint arttirdigi
belirtilmistir (Illum 2007; Vila ve ark. 2004; Van Der Lubben ve ark. 2003).
Nanopartikiiller, nazal iliskili lenfoid dokuda (NALT) bulunan M (mikrofold) hiicreleri
tarafindan etkin bir sekilde alindigindan, nazal yolla antijen uygulamasinda nanopartikiil
formiilasyonlarinin kullanimi1, mikropartikiil formiilasyonlarina gére daha yiiksek immiin
cevap olusturmaktadir. M hiicreleri tarafindan alinan nanopartikiil icerisindeki antijen,
immiin yanitin uyarilmasinda anahtar role sahip antijen sunan hiicrelere (ASH) iletilir

(Kuper ve ark. 1990).

Kurdlan mikrobiyal kaynakli polisakkaritlerden biri olup B-(1—3) glikozidik
baglarla bagli D-glukozun lineer noniyonik homopolimeridir. 1966’da Harada tarafindan,
Agrobacterium Biovar 1’in varliginda glukoz fermantasyonuyla tiretilmistir (Mocanu ve
ark. 2009). Kurdlanin AIDS viriis enfeksiyonuna karsi inhibe edici etkisi ve kanda
antikoagiilan etkisi oldugu saptanmigtir. Bunun yani sira in vitro ve in vivo olarak diisiik
toksisiteye sahiptir. Ancak, kurdlanin suda ¢oziinlir olmamasi biyolojik uygulamalarini
sinirlandirmistir. Cogu  polisakkarit icin karboksimetil siibstitiisyonu fonksiyonel
Ozelliklerin gelistirilmesi i¢in uygun bir metot olarak diisliniilmiistiir. Kurdlanin
karboksimetil tiirevinin suda iyi ¢oziinlirlige sahip oldugu ve antitiimoral aktivitesinin

yanisira iyi biyoaktivite de gosterdigi bildirilmistir (Gao ve ark. 2010).

Yakin geg¢miste, kolloidal ila¢ tasiyict sistemlerin gelistirilmesinde ilgi
polielektrolit kompleksi (PEC) olusturma yontemi tizerine olmustur. Genellikle PEC’ler

iki zit yikli polimerin kompleks olusturmasi veya bir polianyon ile bir katyonik



stirfaktanin reaksiyon olusturmasiyla meydana gelmektedir. Bu iki sistem arasindaki ana
fark, katyonik siirfaktanlarin kati durumda tipik olarak yiiksek oranda diizenli mezofaz
gostermesidir (Thiinemann ve ark., 2004). Tabaka tabaka olusturma (layer by layer)
teknolojisi ve zit yiiklii polielektrolitlerin koaservasyonu olmak iizere PEC’ler iki sekilde
olusturulabilmektedir. Tabaka tabaka olusturma teknolojisi nanopartikiillerin
hazirlanmasi i¢in ¢ok amagli bir metot olmakla beraber birgok asamaya ihtiyag
duymaktadir. Bu nedenle koaservasyon teknigi en ¢ok tercih edilen se¢enektir. Bu islem
tek asamadan olusmakta ve bir polimer ¢ozeltisinin digerine hizli karistirma esnasinda
ilave edilmesi ile hazirlanmaktadir. Stabil bir kolloidin olusumu damlatma hizi,
karistirma hizi, damlacik biiylikligi, sicaklik ve pH gibi birgok parametreye baglidir
(Schatz ve ark. 2004; Chen ve ark. 2005). Partikiillerin olusumu, ev sahibi-misafir (host-
guest) mekanizmasi ile gerceklesir. Damla damla ilave edilen misafir polimer (i¢ kabugu

olusturur) olup ilave edildigi polimer ev sahibi (dis kabugu olusturur) dir.

Tez kapsaminda gelistirilen nanopartikiillerin adjuvan etkisi alum (aliiminyum
tuzlar1) ve CpG ODNs gibi adjuvanlarla kiyaslanmistir. Alum, giivenligi ve etkinligi iyi
bilinmekle beraber humoral immiin yanitt uyarmada etkindir. CpG ODN ise Toll benzeri
reseptor 9 (TLR-9) agonisti olup kuvvetli hiicresel immiin yanit1 (Thl ve sitotoksik T
lenfosit yanitlar1) uyarabilmektedir. Ayrica, yapilan bir ¢alismada, influenza asisinin CpG
ODNs ile birlikte nazal uygulanmasinin mukozal immiin yanitt anlamli bir sekilde

arttirdig1 gozlenmistir (Borges ve ark. 2008).

Bu ¢alismada, pozitif yiiklii kitosan tiirevleri (kitosan kloriir, kitosan glutamat ve
trimetil kitosan) ve negatif yiikli karboksi metil kurdlan kullanilarak, uygun yiizey
yiikiine sahip ve model antijen olarak sigir serum albumini (BSA) igeren polelektrolit
kompleks nanopartikiilleri hazirlanmistir. Bu yeni ilag tasiyici sistemin antijen yiikleme
kapasitesi, stabilitesi ve toksisitesi arastirilmis ve optimizasyon g¢alismalari sonucunda
secilen ideal formiilasyonlar nazal ve subkiitan yol ile farelere uygulanmistir. Model
antijen BSA yiiklii nanopartikiillerin uyardigr humoral, hiicresel ve mukozal immiin
yanitlar ile mukozal organlar tarafindan salgilanan sitokinler Olcililmiistiir. Boylece,

ignesiz, hasta uyuncu yiiksek ve etkili bir as1 tagiyict sistem gelistirilmeye ¢alisilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Asilamaya Genel Bakis

Tarihte ilk kayith immiinizasyon girisimlerine bakildiginda, 16. yiizyilda c¢icek
hastaligin1 6nlemek amaciyla yapilan variolasyon islemlerine rastlanmaktadir. Bu islem,
enfekte olmus bir hastadan aliman c¢igek hastalifi pistiillerinin saglikli bireylere
uygulanmasi seklindedir (Sallusto ve ark. 2010). Asilamadaki esas biiyiik ilerleme ise,
18. yiizyiln sonunda Edward Jenner’in sigirlarda goriilen c¢igek viriisiinii, c¢icek
hastaligindan koruma amaciyla insanlara vermesiyle baglamistir (Plotkin 2005). Koch ve
Pasteur tarafindan ise enfeksiyon hastaliklarinin kaynaginin mikrobiyal oldugu

kanitlanmistir (Ullmann 2007)

Asilama caligmalar1 sayesinde cicek hastaligi ortadan kalkmis ve cocuk felci,
kizamik, hepatit B, hepatit A ve bogmaca gibi hastaliklardan korunma saglanarak
enfeksiyon hastaliklarindan kaynaklanan dliimler biiylik oranda azaltilmistir. Her yil iki

milyonun iizerinde olas1 6liim vakasi ise asilama sayesinde 6nlenmektedir (WHO 2010).

Giliniimilizde farkli enfeksiyon hastaliklarinda kullanilan yaklasik 26 cesit asi
bulunmakla beraber bu asilarin tamamina yakini parenteral yoldan uygulanmaktadir.
Ancak, geleneksel asilarin enjeksiyon seklinde kullanilma zorunlulugu, yan etkileri, lokal
immiin yanitlari uyaramamasi ve stabilite problemleri (buzdolabinda saklama gerekliligi)
gibi birtakim dezavantajlari bulunmaktadir. Bununla beraber, yeni ¢ikan proteinik agilarin
cogu zayif immiinojenite gostermektedir. Bundan dolay1 yeni as1 tiplerinin gelistirilmesi

son derece onem arz etmektedir (Saatci ve Bozkir 2003; Ozsoy ve ark. 2009).

2.2. As1 Cesitleri

Gilinitimiizde enfeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesinde kullanilan veya gelistirilen
farkli as1 gesitleri mevcuttur. Ideal kosullar altinda, asilarin dogal ve edinsel olmak iizere
bagisikligin her iki kolunu da uyarmalar1 gerekmektedir (Clem 2011). Bununla beraber,
her bir as1 ¢esidinin kendi i¢inde avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu durum
da belirli bir hastaliga kars1 immiin sistemin uyarilmasini ve as1 ¢esidinin uygunlugunu
kisitlayabilmektedir. Asilart icerdikleri antijene gore g¢esitli gruplara ayirmak
miimkiindiir. Bunlarin arasinda; canli ateniie (zayiflatilmig), 6lii ve inaktif, alt birim,
toksoid ve DNA agilar1 yer almaktadir. insanlarda yaygin olarak kullanilan asilarin

siniflandirilmasi Tablo 2.1.’de verilmistir.



Tablo 2-1: insanda Yaygin Olarak Kullamilan Asilarin Simflandirilmasi (Goldsby

ve ark. 2006)

Hastalik veya Patojen | Asinin Cesidi
Sarbon Inaktif
Kolera Inaktif
Bakteri Bogmaca Inaktif
Hiicreleri Veba inaktif
Tiiberkiiloz Canl1 ateniie BCG*
Tifo Canli atteniie
Hepatit A Inaktif
Biitiin Influenza Inaktif
Organizmalar Kizamik Canli atentie
Kabakulak Canli ateniie
Cocuk felci (salk) Inaktif
Viral Partikiiller -
Kuduz Inaktif
Rotaviriis Canl1 ateniie
Kizamik¢ik Inaktif
Su cicegi Canli Inaktif
Sarthumma Canli inaktif
Difteri Inaktif ekzotoksin
Toksoidler -
Tetanoz Inaktif ekzotoksin
E aemophilus influenza tip Polisakkarit+protein tasiyict
Saflastirilmis Kapsiiler
Makromolekiiller Polisakkaritler Neissera meningitidis Polisakkarit
Streptococcus 23 farkl kapsiiler
pneumoniae polisakkarit
Yiizey Antijeni |Hepatit B Rekombinant yiizey antijeni

(HBsAQ)

BCG*: Bacillus Calmette-Guerin, Mycobacterium bovis’in avirulen (zararsiz) bir soyudur.

2.2.1. Canli Ateniie (Zayiflatilmis) Asilar

Patojen bakterilerin ve viriislerin laboratuvar ortaminda etkisinin zayiflatilmasiyla

elde edilen asilardir. Canli ateniie asilar, hastaligin kontrolii ve yok edilmesinde en giiglii

as1 c¢esididir. Asilanma sonrast kuvvetli antikor ve hiicresel immiin yanit elde



edilebilmektedir (Plotkin 2009). Ayrica, uzun siireli bagisiklik da saglanmaktadir. Bu
avantajlarina ragmen, canli mikroorganizmanin degiserek veya mutasyona ugrayarak
virulan sekle doniisiip hastalik yaratma riski bulunmaktadir. Bu 6zelliginden dolayi
sogukta saklanmasi ve taginmasi gerekmektedir. Ayrica giivenlik riski olusturdugundan,
zayif bagisiklik sistemi olan bireylerde kullanim1 uygun degildir. Bu tip asilar arasinda
kizamik, kabakulak, kizamik¢ik ve su gigegi asilar1 yer almaktadir (Plotkin ve ark. 2008).

2.2.2. Olii ve Inaktif Asilar

Bu tiir agilar, hastaliga yol agan mikrobun 1s1, radyasyon veya kimyasallarla
inaktif hale getirilmesi ile hazirlanmaktadir. Olii mikroorganizmalarin degisim gegirerek
hastaliga yola agan formlarna geri donme ihtimalleri bulunmadigindan,
mikroorganizmalarin inaktif hale getirilmesi, asiyr daha stabil ve giivenilir hale
getirmektedir. Ancak, bu asilar daha zayif bir immiin yanit olusturur ve bu nedenle
bagisikligin devaminin saglanmasi i¢in dozun tekrarlanmasina ihtiyag duyulur (Clem

2011). Olii ve inaktif asilara 6rnek olarak grip asis1 verilebilir.

2.2.3. Alt Birim Asilar
Bu asilarda mikroorganizmanin tamami yerine bagisiklig en 1yi sekilde uyaracak
antijenik birimler bulunmaktadir. Boylece asidan kaynaklanan yan etkileri en aza

indirilmektedir.

Alt birim as1 elde etmenin iki yontemi bulunmaktadir. [lki, laboratuvar ortaminda
cogaltilan mikroorganizmalarin kimyasallarla parcalanarak antijenik boélgelerinin
ayrilmasidir. Ikinci yontemde ise, mikroorganizmadaki antijenik molekiiller rekombinant
DNA teknolojisi ile elde edilmektedir. Bu yontemle elde edilen asilara rekombinant alt
birim asilart denmektedir. Hepaptit B asis1 bu tip asiya ornektir (NIAID 2012; Clem
2011).

2.2.4. Toksoid Asilar

Bakterilerden salgilanan toksinlerin, formalin gibi maddelerle muamele edilerek
etkisiz hale getirilmesi sonucunda toksoidler (detoksifiye edilmis toksin) elde
edilmektedir. Toksoid asilar viicuda verildiginde, bagisiklik sistemi dogal toksinle nasil

savasmasi gerektigini 6grenir. Difteri ve tetanoz asisi bu tip asilardandir.



2.2.5. DNA Iceren Asilar

DNA asilar1 1990’11 yillarin baslarindan itibaren bilimsel olarak ilgi odag: haline
gelmistir. DNA asilari, ilgili antijenin kodunu tasiyan ve ekspresyonu memeli promotoru
tarafindan kontrol edilen plazmid DNA icermektedir. Boylece, ast uygulandiktan sonra
konagm immiin sistemi antijeni eksprese etmektedir. Genetik materyalin in vivo olarak
uygulanmasi sonucu genellikle humoral ve hiicresel yanitlar elde edilmektedir. Bu durum,
DNA agilarini, protein veya peptit yapisindaki konvansiyonel asilardan ayirmaktadir.
Ayrica DNA agis1 yaklagimi, canli ateniie asida oldugu gibi gilivenlik sorunlarinin

olmamasi agisindan timit verici bulunmaktadir.

Ancak, DNA asilarinin, primatlar ve insanlarda diisiik immiinojenite gostermeleri
Oonemli bir problemdir. Bu sorunun asilabilmesi i¢in ¢ok sayida deneysel ve klinik calisma

devam etmektedir (Coban ve ark. 2011; Kutzler ve Weiner 2008).

2.3. Immiin Sistem

Giinlik hayatta mikroorganizmalarla siirekli temas i¢inde olmamiza ragmen,
nadir olarak hastalik olusabilmektedir. Hastalik olusumunun engellenmesinde etkili olan
ise viicudun kendi savunma mekanizmalaridir. Gelismis omurgalilarda viicudun
organizmalara karsi savunma sistemi iki ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar; dogal ve
edinsel bagisikliktir (Storni ve ark. 2005). Ast uygulanmasi sonucu dogal ve edinsel

bagisikligin uyarilmas: Sekil 2-1°de gosterilmistir.

2.3.1. Dogal Immiinite

Dogal immiin sistem, patojenik unsurlara kars1 ilk savunma hattin1 olusturan ve
stirekli faal durumda olan deri, ates, mukozal sekresyonlar, kimyasal medyatorler ve
fagositik hiicreler gibi cesitli koruyucu unsurlar1 icermektedir. (Chaplin 2010). Ozellikle,
makrofaj ve dendritik hiicreler, fagositozla mikroorganizmalar1 yok ederek edinsel
immiinitenin uyarilmasi i¢in antijen sunarlar. Dogal bagisikliga ait yanitlar, belli bir
patojenik ajana 6zgii olarak gelismemektedir. Bununla beraber dogal immiin sisteme ait
Toll benzeri reseptorler (TLRS) gibi kalip tanmima reseptorleri  (PRRS),
mikroorganizmalarin degisik tiirlerinin, bu mikroorganizmalarin yiizeyinde bulunan
patojen ilgili molekiiler motifler (PAMPs) araciligiyla taninmasini saglarlar (Akira
2003). Bir diger deyisle, dogal bagisikligin bu reseptorleri, mikroorganizmalarin degisik
tirlerinin  Ozglin tanmmmasma izin verirken mikrobiyal tiirleri ise tek tek

tantyamamaktadir. Ayrica bu 6zellik, dogal immiin sistemin yanliglikla viicudun kendi



hiicrelerini taniyip onlara saldirmalarini da engellemektedir. Ancak dogal immiin sistem
bir bellege sahip olmadigindan, ayni patojenle yeniden karsilasildiginda daha gelismis
bir immiin yanit alinamayacaktir (Clem 2011; Netea 2013).

2.3.2. Edinsel immiinite

Edinsel immiin sisteminin temel elemanlar1 B ve T lenfositleridir. B lenfositleri
antijenden bagimsiz kemik iligi i¢inde gelisir ve sonrasinda olgunlasmamis B lenfositleri
olarak perifere gikarak IgM salgilarlar. Burada B hiicreleri naif B hiicrelerine farklilagsarak
IgD salgilamaya baglar ve yabanci antijenle karsilastiklar1 yer olan sekonder lenfoid
dokudan (lenfnodlari, dalak, ve mukoza ilgili lenfoid dokular (MALT)) dolasima girerler.
T lenfositleri ise kemik iligindeki genel lenfosit projenitorde gelismektedir. T hiicreleri,
kemik iligini terkederek CD4+ veya CD8+ T hiicrelerine olgunlastiklari timusa yerlesirler
(Margolick ve ark. 2006). B hiicreleri ve antikorlar humoral immiiniteyi, T hiicreleri ise
hiicre kaynakli immiiniteyi olusturmaktadir. Dogal katil hiicreler ise, B ve T hiicreleri gibi
lenfosit soyundan gelmekle beraber, yalnizca dogal immiin yanitla ilgisi bulunmaktadir
(Clem 2011). T ve B hiicreleri ylizeylerinde bulunan antijene 6zgii reseptorler sayesinde
hedef antijenler i¢in essiz bir 6zgiillik saglamaktadir. B ve T lenfosit antijen spesifik
reseptorler, T hiicre reseptér (TCR) ve immiinoglobulin reseptor genlerini olusturan
(germ hatt1) gen bilesenlerinin yeniden diizenlenmesiyle olusmaktadir. Bu
rekombinasyon mekanizmasi, herhangi bir antijenle karsilastiinda onu taniyacak
ozgiilliikte antijen reseptorleri ve ayni antijenle tekrardan maruziyette hizli, etkin ve

spesifik yanit i¢in 6zgilin immiinolojik hafiza saglamaktadir (Fearon ve Locksley 1996).
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Sekil 2-1: Asi ile dogal ve edinilmis bagisikligin uyarilmasi (Akagi ve ark. 2012)

2.4. Mukozal Immiinite

Herhangi bir agilamanin basarili olabilmesi i¢in iki temel duruma ihtiya¢ vardir,
Birincisi immiin sistemin hastaliklara karsi gii¢lii bir savunma olusturabilmesi igin
potansiyelinin arttirilmast ve ikincisi ise, tek bir agi uygulamadan sonra uzun stireli
koruyucu immiinitenin uyarilmasidir. Sonug olarak, asilarin gelistirilmesi her zaman i¢in
hem hiimoral hem de hiicresel immiinitenin birlikte uyarilmasma odaklanmistir.
Giiniimiizde kullanilan asilarin ¢ogu intramiskiler veya bir adjuvanla beraber verilen
subkiitan enjeksiyon seklindedir. Bu strateji sistemik immiin yanit1 uyarmada elverisli
goziikse de genellikle mukozal ylizeylerde olusturdugu yanit zayiftir (Otczyk ve Cripps
2010).

Yetigkin bir insanda sindirim, solunum ve genitoiiriner bosluklardaki mukozanin
kapladigi alan 400 m2 olup yaklasik olarak deriden 200 kat daha biiyiiktiir. Tahmini
olarak enfeksiyon ajanlarinin %70’1 mukozal yollardan viicuda giris yapmaktadir (Neutra
ve ark. 1996). Mukozal yiizeylerde koruma saglayan 6zellesmis mukozal immiin sisteme,
stirekli immiin gozetim tarafindan dis ortamdan bilgi elde edilerek iletilmektedir. Bu
durumda mukozal yiizeylerde kuvvetli immiinolojik aktivite s6z konusu olmaktadir.
Mukozal immiin sistem; dokular, lenfoid ve lenfoid olmayan hiicreler ile antikor,
kemokin ve sitokin gibi efektor molekiillerden olusmus bir iletisim agidir (Woodrow ve

ark. 2012). Mukozal immiin yanitin baslatilmasi Sekil 2-2’de gosterilmistir.
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O Agi partikiilii NAZAL MUKOZA
Epitel hiicre

Transitozis —
B hiicresi

M hiicresi T hiicresi

[
! ‘ . é'r/ Dendritik hiicre
[
Lenf nodu drenaj

Sekil 2-2: Mukozal immiin yanitin baglatilmasi (Xu ve ark. 2014)
As1 partikiilleri M hiicreleri tarafindan alinarak transitoz araciligiyla altta bulunan immiin hiicrelerine
taginmaktadir. Mukozal bolgede bulunan dendritik hiicreler yakindaki lenf noduna drene olarak T hiicrelerine antijeni

sunmaktadir.

Mukozal immiinitede yer alan baslica antikor c¢esidi sIgA (salgisal
immiinoglobulin  A)‘dir. IgA, miktar bakimindan viicutta en ¢ok bulunan
immiinoglobulindir. IgA nin biiyiik bir kism1 gastrointestinal s1vi, tiikiiriik, goz yasi, idrar
ve diger viicut salgilarinda bulunmaktadir. sIgA’nin islevleri sayesinde mukozal epitele
patojenlerin veya onlarin toksik tiriinlerinin adsorpsiyonu engellenmektedir. sIgA’nin bir
bagka Ozelligi ise, antijenlerin ortadan kaldirilmasinin inflamasyona yol agmayacak
mekanizmalarla saglanmasina katkida bulunmaktadir (Brandtzaeg 2007; Dietrich ve ark.
2003). Mukozal yiizeyin antijene maruz kalmasi sonrasinda sIgA’nin uyarilmasi Sekil 2-

3’de gosterilmistir.
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Mukozal yiizeyde
bulunan antijen

B hiicresinin farklilagmasi
ve sIgA tiretimi

Antijen sunan hiicreler
tarafindan antijenin hiicre
icine alinmasi

Antijenin MALT'a

B hiicresinin gogalmas1
tasinmasi

Antijen sunan hiicreler
tarafindan antijenin
islenmesi

B hiicresinin farkl
mukozal bolgelere
gd¢ etmesi

B ve T hiicrelerinin
uyarilmasi

Sekil 2-3: Mukozal yiizeyin antijene maruz kalmasi sonrasi sIgA’nin uyarilmasi
(Chen 2000)

2.4.1. Mukoza ile iligkili Lenfoid Doku (MALT)

Mukozal immiin sistem mukozal bariyerin devamliligin1 saglayan indiiktif ve
efektor olmak tizere iki kisma ayrilmaktadir. Antijen sunma, indiiktif bolgelerde meydana
gelir ve bu durum da naif T ve B hiicrelerinin baslangi¢ aktivasyonunu saglamaktadir.
Efektor bolgelerde ise bu hiicreler, ektravazasyon ve farklilasmayir gostermekte olup,
sIgA gibi antijene 6zgii antikorlar ve immiin hiicreler kendilerine 6zgli fonksiyonlari
kazanmaktadir. Mukoza ile ilgili lenfoid doku (MALT) olarak bilinen bdlgeye 6zgii

lenfoid dokular ve bu yapmin etrafini ¢evreleyen mukozaya drene olan bolgesel lenf
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nodlari, mukozal immiin yanitlar i¢in baslica indiiktif bolgelerdir. MALT, anatomik
bogelere gore alt gruplara ayrilmaktadir. Bunlarin arasinda barsak ilgili lenfoid doku
(GALT), nazal ilgili lenfoid doku (NALT), bronslarla ilgili lenfoid doku (BALT) ve daha
az karakterize olmus meme, tiikiiriikk bezi ve tirogenital organlar yer almaktadir (Otczyk
ve Cripps 2010).

2.4.1.1. Bagirsak iliskili Lenfoid Doku (GALT)

Peyer plaklariin bulundugu distal ileum, apandisit ve ¢ok sayida izole lenfoid
folikiillerini iceren GALT, MALT ’1n biiyiik bir kisminit meydana getirmektedir. GALT 1n
kubbe seklindeki yapilar1 karakteristik folikiil iligkili epitel (FAE, M hiicreleri
icermektedir) tarafindan ¢evrilmistir (Brandtzaeg ve Pabst 2004; Apodaca ve ark. 1991).
Insan M hiicrelerini ilk tanimlayan Owen ve Jones olmustur (Weaver ve ark. 1991). M
hiicreleri, yanyana dizilmis ince bagirsak epitel hiicreleri gibi mikrovililere sahip olmayip
epitelyum i¢inde mikro katlanmalar (microfold) yapan hiicrelerdir. M hiicreleri, ¢ikintili
golgi komplekslerine ve cok sayida graniilli endoplazmik retikulum tarafindan
cevrelenen miktokondriye sahiptir (Hathaway ve Kraehenbuhl 2000). M hiicreleri, ¢ok
ince ve ¢an seklinde 6zellesmis epitel hiicreleri olup, canli ve ¢ogalmayan antijenlerin
(6zellikle partikiiller) bagirsak ltimeninden etkin bir sekilde tasinarak organize lenfoid
dokulara ulagsmasini saglamaktadir (Neutra ve ark. 2001). M hiicreleri, yiizey epitelinin
son derece Onemli bir kismini olusturmaktadir ve bundan dolayir ¢ok sayida
enteropatojenik enfeksiyon ajant M hiicrelerini giris i¢in bir kap1 gibi kullanir. M
hiicresinin bazolateral kismi, T ve B lenfositleri ile makrofajlar1 i¢eren biiyiik bir
intraepitel cep olusturabilmek igin, derin bir sekilde igeriye dogru biiziilmiistiir (Neutra
ve ark. 1996). Yapinin bu sekilde 6zellesmesi sonucu apikal ve bazolateral yiizeylerin
birbirine olan mesafesi kisalmis ve boylece de epitel bariyeri transitoz ile gegmek zorunda
olan vezikiillerin kat etmesi gereken mesafe biiyiik 6l¢iide azalmis olmaktadir. Yabanci
antijenlerin veya partikiillerin endositoz ya da fagositoz ile alimi sonrasinda, M hiicresi
lizozomlarinda ¢ok kisa kalarak ya da hi¢ kalmadan dogrudan intraepitelya cebe hizla
transitoz olmaktadir. Antijen, M hiicresi tarafindan tasindiktan sonra islenerek
makrofajlara, dendritik hiicrelere ve B hiicrelerine sunulmaktadir. Bunun sonucunda IgA
iretimi meydana gelmektedir. Dimerik veya polimerik IgA antikorlar1 secgici olarak

epitelyal polimerik immunoglobulin reseptorlerine baglanip transitoz ile epitel
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hiicrelerden glandiiler ve mukozal sekresyonlarla salgilanmaktadir (Apodaca ve ark.
1991).

[k kez kullanildig1 1961 yilindan bu yana yaygin olarak uygulanan oral as1, canli
ateniie sabin ¢ocuk felci asisidir. Bu asinin diinyadaki ¢ocuk felcinin yok edilmesinde
gosterdigi basari, diger oral yoldan uygulanan canli ateniie agilarin gelistirilmesine destek
vermis ve oral asilarin uygulama yolu kolayligi acisindan bir standart belirlemistir

(Giudice ve Campbell 2006).

2.4.1.2. Nazal iligkili Lenfoid Doku (NALT)

NALT’1 hedefleyen nazal yoldan ugulanan ¢esitli asilar gelistirilmistir (Dietrich
ve ark. 2003; Quiding-Jarbrink ve ark. 1995). Bu asilardan biri soguga uyumlu canli
infliuenza asis1 (FluMist® Medimmune) olup, 6nceden doldurulmus tek kullanimlik
cihaz araciligiyla asiy1 nostrillerin igine sprey seklinde gondermektedir. FIuUMIsSt® asist,
5 yas ile 49 yas arasindaki saglikli insanlarin kullanimi i¢in 2003 yilinda FDA’den onay
almistir. Bu as1 ile ilgili yetiskinlerde ve 15 ayliga kadar olan ¢ocuklarda etkinlik,
immiinojenite ve giivenlik agisindan ¢alismalar yapilmistir. Cocuklarda giivenli, iyi tolere
edilebilen ve %93’e kadar kiiltiirti onaylanmis influenzaya kars1 etkili bulunmustur. Bu
canli ateniie influenza asisinin 6nemli bir giivenlik 6zelligi ise, virlisiin nazofarengeal
epitel hiicrelerinin diginda etkili bir sekilde ¢ogalma yeteneginden yoksun olmasidir

(Giudice ve Campbell 2006).

Nazal immiin indiiktif bolgeler, nazofarengeal boslugun yakininda veya iginde
nazal boslugun on yiizeyinde bulunmaktadir. Bu boélgelerin bulundugu konum, hava
kaynakli antijenlerin immiin hiicrelerle en yiiksek oranda karsilagtigi yerdir. Tutunan
partikiiler yapidaki antijenler, NALT 1n iistlinii kaplayan M hiicreleri tarafindan etkili bir
sekilde alinirken silyali hiicreler tarafindan ise alinamamaktadir. Nazal yoldan uygulanan
as1 formiilasyonun izledigi yol Sekil 2-4’de gosterilmistir. Coziiniir yapidaki anijenler ise
respiratuar epiteli bastan sona gecebilmektedir. Bu nedenle, M hiicrelerine antijenleri
tasiyabilmek igin, mukoadezif polimerlerden yararlanilarak etkili nano tasiyicilarin
gelistirilmesi ile ilgili yogun arastirmalar yapilmaktadir. Siganlardaki NALT 1n hiicresel
bilesenlerinde B ve T lenfositleri, makrofajlar ve folikiiler dendritik hiicreler yer
almaktadir (Kuper ve ark. 1992). Intranazal immiinizasyon belki de serumun yani sira
lokal ve uzaktaki mukozal sekresyonlardaki antikor yanitlarini uyarabilmek icin en etkili

mukozal yoldur. Kolera toksini B alt iinitesi ve mukoadezif polimerler gibi tutunma
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ozelligine sahip molekiiller, antijenin nazal boslukta kalma siiresini arttirmaktadir. Bu
antijenler, epitelin arasina karigan dendritik hiicreler tarafindan alinmaktadir (Holt ve ark.
1994; Malik ve ark. 2014).

Nanopartikiler Asi Formulasyonu
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Sekil 2-4: Nazal yoldan uygulanan nanopartikiiler as1 formiilasyonunun izledigi yol
(Sliitter 2011)

1) Mukoadezyon, 2) M hiicreleri tarafindan antijenin alimi, 3) tasinma ve DH’1n uyarilmasi ve olgunlagmas,

4) B ve T hiicrelerinin uyarilmasit. (DH: Dendritik Hiicre, Th hiicresi: Yardimici T hiicresi)

2.4.1.3. Bronslarla liskili Lenfoid Doku (BALT)
BALT, lenfoid hiicrelerin olusturdugu biiyiik bir kiimelenmedir. B hiicreleri
genelde folikiiliin i¢inde bulunurken, T hiicreleri ise brons duvarindaki endotelyal

veniillerin etrafinda bulunmaktadir (Pabst ve Tschernig 2010).

BALT, alt solunum yolunun ve bronsun hiimoral korunmasinda baslica immiin

indiiktif bolgedir. Solunum yolunda lenfoid dokunun dort biiyiik bileseni bulunmaktadir.
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Bunlar; solunum mukozasinin epitel hiicrelerinin arasinda bulunan T hiicreleri,
mukozanin lamina propriasinda daginik halde bulunan B hiicreleri, brons epitelinin

altinda bulunan organize lenfoid doku ve drene lenf nodlaridir (Malik ve ark. 2014).

Mukozal asilamada bir diger yontem olan aerosol agilama, ignesiz asilamada iimit
veren bir yontemdir ve 6zellikle pediyatrik niifuslardaki kitlesel asilamaya karsi uygun
olacag: diisiiniilmektedir. Aerosol as1 uygulama, genellikle nebulizer tarafindan tiretilen
kiiciik partikiillerin akcigerlere ulagsmasini kapsamaktadir. Aerosol asilama belki de
biyoterorizm olaymni engellemede veya gelismekte olan {ilkelerde kitlesel asilama
programlarinin uygulanabilmesi gibi biiylik popiilasyonlarin hizli bir seklide bagisiklik
kazanmas1 alaninda bir olanak saglayabilir. Ilaveten, bu as1 uygulama ydntemi, hava
kaynakl1 birgok dnlenebilir hastaligin dogal giris yolunu izlemektedir (6rnegin, kizamik
hastalig1). Aeorosol halinde verilen asilar, tamamen agrisiz, igne kullanmadan uygulanan

asilardir ve uygulama igin tibbi personele gerek duyulmaz (Giudice ve Campbell 2006).

2.5. Mukozal As1 Formiilasyonlarinda Adjuvanlarin Yeri ve Onemi

Adjuvanlar elde edildikleri kaynaklara, fizikokimyasal ozellikleri veya etki
mekanizmalarma gore farkli sekillerde siniflandirilmaktadir. Mukozal adjuvanlar,
immiinuyarict molekiiller ve asi tasiyici sistemler olmak tizere genel olarak iki kategoriye

ayrilmistir: (Freytag ve Clements 2005).

Immiinuyaricilar: Dogrudan immiin sisteme etki ederek, immiin sistemi uyaran
antijenlere karsi olusan yaniti uyarmaktadir. TLR ligantlari, monofosforil lipid A (MPL),

sitokinler, saponinler ve bakteriyel ekzotoksinler 6rnek olarak verilebilir.

Tastyict sistemler: Antijenlerin uygun bir sekilde immiin sisteme ulagmasini ve
sunulmasini saglamaktadirlar. Bunun i¢inde, antijene karsi olusan spesifik immiin yanit
arttirmak amaciyla kontrollii salim yapan ve depo etkisi saglayan tagima sistemleri yer
almakta ve ayrica bu sistemler immiinuyaricilari da igeriginde tasiyabilmektedirler.
Ornek olarak, emiilsiyonlar (MF59 gibi), virozomlar ve biyoparcalanir polimerik
partikiiler sistemler verilebilir (Arca ve ark. 2009). Bu tasiyici sistemlerden bazilar1 Sekil

2-5’de gosterilmistir.
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Sekil 2-5: Mukozal immiinizasyonda kullanilan tasiyic1 sistemlere ornekler
(Gregory ve ark. 2013)

Mukozal yoldan uygulanan asilar geleneksel asilara gore ¢ok sayida potansiyel
avantaja sahiptir. Bunlarin arasinda; mukozal yanitin yani sira sistemik yanitin da
uyarilabilmesi, artan stabilite sonucu daha uzun raf 6mrii ile ignelere ihtiyacin ortadan
kalkmas1 ve buna bagl olarak asilarin uygulanabilmesi i¢in gerekli olan 6zel egitilmis
saglik personeline ihtiya¢ duyulmamasi yer almaktadir (Freytag ve Clements 2005).
Bununla birlikte, mukozal yol ile verilen antijenler genellikle zayif immiinojenik
Ozelliktedir. Bundan dolayi, etkili bir edinsel bagisiklik olusturabilmek amaciyla uygun
bir sekilde dogal bagisikligi uyarabilen, mukozal indiiktif bolgelere hedeflendirilmis ve
antijeni ortama ait faktorlerden koruyabilecek bir as1 formiilasyonu gelistirmek son

derece biiyiik bir 6neme sahiptir (Arca ve ark. 2009).

Adjuvan ve/veya tasiyici sistemin se¢cimindeki can alic1 nokta, sadece gerekli olan

immiin yanitlar1 uyarmasi degil ayn1 zamanda mukozal yiizeylerin ¢esitli islevlerini ve
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biitiinliiglinii stirdiirebilmesini saglamasidir. Ayrica bu sistemin giivenli olmasi ve
diizenleyici kurumlarin talep ettigi kalite standartlarin1 karsilayabiliyor olmasi
gerekmektedir. Bu kriterlerin karsilanabilmesi zorluklar igermektedir. Klinik oncesi ve
klinik calismalarla yenilik¢i yontemler gelistirilmis olmasina ragmen bugiine kadar
mukozal asilamada tamamen oturmus standart bir prosediir olusturulamamistir. Diinyada
birkag tane mukozal as1 insan sagligi i¢in onay alabilmistir. Bu asilar i¢inde ¢ocuk felci
viriisti, Salmonella typhi, Vibrio colera ve rotaviriisiine kars1 oral yoldan uygulanan asilar
bulunmaktadir ve nazal yoldan uygulanan asi1 olarak ise mevsimsel influenza asis1 ve

HINI1 swine grip asis1 yer almaktadir (Jabbal-Gill ve ark. 2012).

2.6. Mukozal Adjuvanlar

2.6.1. Enterotoksinler

Bakteriyel toksinler ve onlarin mutantlarinin, asilarin mukozal immiin yanitlarini
giiclendirdigi gosterilmistir. Kolera toksini (CT), bilinen en gii¢lii mukozal adjuvan
olmakla beraber yiiksek toksisite gostermektedir. A ve B alt birimlerinden olusan kolera
toksini, intestinal epitel hiicreye B alt birimi araciligiyla baglanmaktadir. Sonrasinda, A
alt birimi hiicre igine girerek Al ve A2’ye ayrilmaktadir. Al alt birimi CT’nin toksik
etkisinden sorumludur. CT’nin oral yoldan alinmasi, diger proteinlere karst olusan oral
toleransi ortadan kaldirarak kuvvetli intestinal ve plazma IgG yanitlarini uyarmaktadir.
Escherichia coli 1siya dayaniksiz toksini (LT) ise, CT’yle hem benzer yapiya hem de
benzer aktivitelere sahip olan bir adjuvandir. Bu toksinlerin her ikisi de mukozal

adjuvanlar olarak basariyla kullanilmaktadir.

LT ve CT’nin mutantlar1 ise toksik olmayip mukozal seviyede giiglii adjuvan
ozellik gostermektedir. Bu ozellik ise, A alt birimine yonelik olusturulmus mutasyon
sonucu elde edilmistir. Bu mutantlardan bir tanesi olan LTK 63 ’lin, intranazal, intragastrik
ve intravajinal uygulandiginda adjuvan olarak etkili oldugu belirtilmistir (Goyal ve ark.
2008; Stevceva ve Ferrari 2005).

2.6.2. Lipopolisakkaritler ve Monofosforil Lipid A (MPL®)

MPL® immiin sistemi uyarict TLR-4 agonistidir ve Salmonella minnesota
R595’den elde edilen detoksifiye lipopolisakkaritten (LPS) olusmustur. Gram negatif
bakteri hiicre duvarinin 6nemli bir bileseni olan LPS, kuvvetli bir adjuvan olmakla

beraber yiiksek derecede toksik 6zellik gostermektedir. Toksisitesinin nedeni molekiiliin
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lipid A bolgesidir. Detoksifikasyon islemi sonucu olusan MPL® tek basma adjuvan
olarak kullanilabildigi gibi, formiilasyonlarin (su i¢inde yag emiilsiyonu) igerigine de
girebilmektedir (Peek ve ark. 2008). MPL® nin oral veya nazal yolla uygulanmasi

sonrasinda, sistemik ve/veya mukozal antijene 6zgii antikorlar uyarilmaktadir (Goyal ve
ark. 2008).

2.6.3. Immiinuyaric1 CpG Motifleri

Dogal immiinite, memeli hiicrelerinde bulunmayan ancak mikrobiyal patojenlerin
tizerinde bulunan yapisal kaliplar1 taniyabilmektedir. Bundan dolayi, bakteriyel DNA
dogal immiinite i¢in gii¢lii bir uyarici 6zelliktedir (Stevceva ve Ferrari 2005).

Bakteriyel DNA benzeri sentetik oligodeoksiniikleotidler (ODNS), immiin sistemi
uyarici 6zelligi bulunan belirli baz icerigine sahip (CpG motifleri) bir veya daha fazla
sitozin guanin diniikleotidi igermektedir. CpG DNA’ya kars1 gelisen hizli immiin yanitin
temelinde, dogal immiinitenin savunma mekanizmalarindan biri olan Toll benzeri
reseptorlerin (TLR) mikrobiyal molekiillere ait yapisal kaliplar spesifik olarak tanimasi
yer almaktadir. Bu tanmima sonucunda, proenflamatuar sitokinlerin {iretimi ve
kostimiilatéor molekiillerin ekspresyonunun artis1 ger¢eklesmektedir. Boylece, sadece
dogal immiin yanitin degil edinilmis immiin yanitin da aktivasyonu saglanmaktadir.
CpG’nin mukozal adjuvan 6zelligi, tek basina veya bagka bir adjuvanla birlikte verilerek
influenza ve hepatit B asilari i¢in incelenmis ve CpG’nin kullanimi ile birlikte hiicresel
immiin yanitin yaninda gelismis mukozal ve sistemik antikor yanit1 da elde edilmistir

(McCluskie ve Davis 2000; Goyal ve ark. 2008).

CpG’nin, Th2 yanit1 uyaran alum gibi adjuvanlarla kombine olarak kullanildig:
bir calismada, Thl yanit1 giiclii bir sekilde uyardig1 gézlenmistir (McCluskie ve Davis
1998). Bir diger 6nemli avantaji ise, depo etkisi saglayabilmesidir ve diger antijenlerle
hazirlanan formiilasyonlarda hem kendisinin hem de antijenin salim siiresini
uzatmaktadir. CpG ODN, nanopartikiillerle birarada verildiginde ise, CpG’nin mukozal

yiizeylerde par¢alanmasi engellenmektedir (Borges ve ark. 2010).

2.6.4. Saponin Tiirevleri
Saponin adjuvani, kolesterol ve olusan porlar ile etkilesime girerek hiicre
membranina eklenmekte ve bdylece antijenin membrandan gecisini kolaylastirmaktadir.

Quil A saponin, Quillaja saponaria’nin aga¢ kabugundan elde edilen immiinuyaric1 bir
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adjuvandir. QS-21 ise, Quil A saponinin diisiikk toksisiteye sahip saf fraksiyonudur.
Parenteral as1 formiilasyonlari ile birlikte verildiginde QS-21, hem humoral hem hiicresel
immiiniteyi gii¢lendirebilmektedir. Saponinler, ayn1 zamanda, CD8(+) sitotoksik T
lenfosit cevabimi arttirir ve mukozal antijenlere karsi olusan immiin yanit1 gii¢lendirir.
Ancak yiizey aktif ajan olduklar1 igin in vitro ¢alismalarda hemolize yol agtiklari tespit
edilmistir. Saponin igeren ¢esitli adjuvanlar mevcuttur (Freytag ve Clements 2005;
Yurdakék ve ince 2008). iglerinde en yaygin olarak calisilanlari ise immiin sistemi uyaran

kompleksler (ISCOM®) ve ISCOMATRIX®’tir.

ISCOM® ve ISCOMATRIX®: Klinik olarak c¢alisilmis, giiclii adjuvan
aktiviteye sahip diger bir as1 tasiyici sistem olan ISCOM® (Antijen igeren immiin sistemi
uyaran kompleks), yaklasik 40 nm boyutunda kafes benzeri partikiiler yapiya sahip olup,
antijen, kolesterol, fosfolipid ve saponin adjuvani Quil A’dan olugmaktadir. Matriks yapi,
protein antijenlerinin (tipik olarak hidrofobik membran proteinleri) apolar etkilesimleri

sonucu olusmaktadir (Peek ve ark. 2008).

Mukozal yoldan verildiginde ISCOM® larin, hiimoral, hiicresel ve mukozal
immiin yanitlar1 uyardigi ¢ok sayida c¢alismada gosterilmistir. Fareler nazal yoldan
influenza-ISCOM® ile asilandiginda, canli viriise karsi bagisiklik kazanilmis ve
sitotoksik T lenfosit yaniti alimmistir. Yine bu c¢alismada, nazal yolla uygulama ile, ,
subkiitan uygulamaya gore c¢ok daha yiiksek mukozal IgA yaniti elde edilmistir
(Sjolander ve ark. 2001; Stevceva ve Ferrari 2005).

ISCOM®’dan farkli olarak antijen igermeyen, ISCOMATRIX® isimli bir
adjuvan ve as1 tastyict sistem gelistirilmistir. Antijen, as1 formiisyonundaki
ISCOMATRIX®’e sonradan katilmaktadir. Bu adjuvan ISCOM®’a benzer immiin yanit
olusturmasimna ragmen, hidrofobik antijenlere olan gerekliligi ortadan kaldirmasi

nedeniyle, daha fazla sayida asi uygulamasi igin kullanilabilmektedir (Peek ve ark. 2008).

2.6.5. MF59

Lisansli as1 formiilasyonlarinin i¢inde diger as1 tasima sistemleri yer alirken,
MF59 simdiye kadar insan kullanim1 i¢in onaylanmis tek nano boyuttaki ag1 adjuvanidir.
Ancak, Amerika Birlesik Devletleri’nden heniiz lisans alamamistir. MF59 yaklasik 250
nm boyutunda damlaciklardan olusan su i¢inde yag emiilsiyonudur. Skualen (%4,3 h/h)
ve iki farkl: stirfaktan ( Tween 80 (%0,5 h/h) ve Span 85 (%0,5 h/h)), sitrik asit tamponu
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icinde emiilsifiye edilmistir. MF59’un adjuvan mekanizmasinin temelinde sitokin

tiretimini dogrudan uyarmasinin yer aldigi diisiiniilmektedir (Peek ve ark. 2008).

2.6.6. Sitokinler ve Kemokinler

Cogu adjuvanin aktivitesi, proenflamatuar veya Th1/Th2 sitokin ve
kemokinlerinin araciligiyla olugsmaktadir. Bundan dolayi, yeni adjuvanlarin ortaya
konulmasindaki yaklasimlardan biri de, in vivo uyariy1 saglayan sinyallerin taklit
edilmesidir. Bu amagla, mukozal adjuvan olarak etkinligi arastirilmis sitokin ve

kemokinler mevcuttur.

Tip I Interferon (IFN): Son yillarda bazi ¢aligsmalar gostermistir ki, tip I IFN, T
hiicreleri ve dendritik hiicreler gibi immiin hiicrelerin farklilagmasini ve islevini
etkilemekte ve etkin bir bi¢imde primer antikor yanitlarii giliglendirmektedir (Ryan ve
ark. 1999). influenza asis1 ile tip I IFN’un nazal uygulanmasi, 6zellikle serum antijen
spesifik 1gG2a ve mukozal IgA antikor yanitlarini etkili bir sekilde uyardigi ve bu
influenza viriisii tekrar viicuda verildiginde tam koruma sagladig: belirtilmistir (Freytag

ve Clements 2005).

Interlokin-5 (IL-5): IL-5, B hiicrelerinden salgilanan IgA’nin sekresyonunu
arttirmakta ve B hiicrelerinin IgG tretimini etkilemektedir. IgA’ nin patojenlere karsi
mukozal savunmadaki 6nemi goz oniine alindiginda, bu 6zellik, mukozal immiin yanitin
giiclendirilmesinde onemli potansiyele sahiptir. Bu baglamda yapilan bir calismada,
rekombinant vaccinia (ineklerde ¢icek hastalig1) viriis vektorlerindeki IL-5 i¢in bulunan
genlerin ekspresyonu, farenin akcigerindeki IgA aktivitesini 6nemli derecede arttirmistir

(Stevceva ve Ferrari 2005).

Interlokin-12 (IL-12): IL-12, hiicresel immiin cevabin baslatilmasi ve
diizenlenmesinde anahtar rolii olan bir sitokindir. Bakteriler ve hiicre i¢i parazitlere yanit
olarak makrofajlar, monositler, dendritik hiicreler ve B lenfosit hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir. Bir dizi zincirleme reaksiyon sonucunda IL-12 salgilanmasi, yardimei

T hiicrelerinden IFN-Y ve IFN-a iiretimine sebebiyet vermektedir (Yurdakok ve Ince
2008).

Kemokinler: Kemokinler, ¢ok ¢esitli hiicrelerden tiretilen kemotaktik proteinler
olup, esasen belli gesitteki 16kositleri kimyasal olarak ¢ekici ve aktive edici olarak etki

etmektedirler. Kemokinler, proteinlerin sistein (C) kalintilarinin diizenlenmelerine gore
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dort siifa ayrilmaktadir; C, CC, CXC ve CX3C. Cesitli kemokinler mukozal adjuvanlar
olarak kullanilmaktadir (Lillard ve ark. 2001).

Rantes: RANTES, bir CC kemokini olup monositler, dogal 6ldiiriicii hiicreler,
bellek T hiicreleri ve DH’ler igin giiglii bir kimyasal ¢ekici 6zelliktedir. Ovalbumin
(OVA) ve RANTES’in intranazal yoldan fareye verilmesi sonucunda, OVA-spesifik
serum ve mukozal yanitlarinda, CD4+ T hiicre ¢ogalmasi ile mukozal ve sistemik

kompartmanlarin her ikisinde birden sitokin yanitlarda giiclenme meydana gelmistir
(Lillard ve ark. 2001).

Lenfotektin: Lenfotektin, bir C sinifi kemokin olup kemotaktik aktivitesi baglica
T hiicreleri ve dogal o6ldiiriicii hiicreler tlizerinedir. OVA ile lenfotektinin nazal yoldan
beraber verilmesi sonucu, OVA-spesifik serum antikorlarinin uyarilmasi giiglenmistir

(Stevceva ve Ferrari 2005).

2.6.7. Virozomlar ve Viriis Benzeri Partikiiller

Virozomlar: Virozomlar, ortalama ¢ap1 150 nm olan kiigiik kiiresel vezikiiller
olup genetik materyalden yoksun bos influenza viriis zarflarinin yeniden yapilandirilmasi
ile olusmuslardir. Yapilarinda, fonksiyonel viral zarf glikoproteinleri igermektedirler
(6rnegin, influenza viriisiindeki hemaglutinin (HA) ve néraminidaz). Biyolojik olarak
aktif HA proteininin, sadece yapisal stabilitenin saglanmasinda degil, antijen
formiilasyonlarmin reseptor aracili alimi ve hiicre i¢i islenmesini kolaylagtirmak gibi
islevleri bulunmaktadir. Bdylece, hem hiicresel hem de humoral immiin yaniti
uyarabilmektedir (Huckriede ve ark. 2005). Virozomun yiizeyine adsorbe olan antijenler,
MHK 2 yolag: ile par¢alanarak humoral yanitin uyarilmasini saglarken, Virozom’a
enkapsiile halde olan antijenler ise, MHK 1 yolag: ile sitotoksik T lenfositleri aktive
etmesinin yani sira CD4+ ve CD8+ yanitlarinin elde edilmesini saglamaktadir (Otczyk

ve Cripps 2010).

Virozom igeren belli sayida as1 piyasaya siiriilmiistiir. Bunlardan ilki Epaxal™

olup, hepatit A asis1 olarak Berna Biologics sirketi (Bern, Switzerland) tarafindan
tiretilmis ve 1994 yilinda gesitli Avrupa, Asya ve Giliney Amerika iilkelerinde onay
almistir (Metcalfe ve Gliick 2006). Ayn1 firmanin ilk kez 1997 de Isvicre de lisans aldig
grip asisi olan Inflexal® V ise, su anda 25 iilkede kullanilmaktadir (Mischler ve Metcalfe
2002). Virozomlardan yararlanilan bir diger grip asis1 Invivac® da Hollanda ve Isvigre’de

lisans almistir. NasalFlu®, itranazal grip virozam asisi olup i¢inde ayrica mukozal bir
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adjuvan olan E. Coli 1siya dayaniksiz enterotoksini (LT) igermektedir. Bu as1 Berna
Biologics sirketi tarafindan Isvicre’de piyasa ¢ikarilmis olup, asiyr kullanan insanlarda
yiiz felci (Bell’s Palsy) goriilme sikliginin artis1 nedeniyle piyasadan kaldirilmistir
(Huckriede ve ark. 2005; Peek ve ark. 2008).

Viriis benzeri partikiiller (VLP’ler): Bir diger cogalma 6zelligi olmayan viriis
tasiyic1 sistem virlis benzeri partikiillerdir. VLP’ler, viral kapsidin 6zgiin yapisini
koruyarak hiicresel resptorlere sahip canli viriisiin antijen sunmasini taklit etmektedir.
Bundan dolay1, kuvvetli hiimoral ve sitotoksik T lenfosit yaniti da dahil olmak iizere
hiicresel immiin yanit elde edilebilmektedir (Grgacic ve Anderson 2006). VLP’ler,
¢ogalma ve enfeksiyon olusturma icin gerekli olan viral niikleik asitlere sahip olmadigi
icin gilivenlidirler. VLP’ler, akut gastroenterit veya mide gribinin 6nlenmesi amaci ile,
nazal yolla uygulanan Norwalk VLP asisinin (Ligocyte Pharmaceuticals, Inc., US)
gelistirilmesi i¢in kullanilmistir. Norwalk VLP asis1 ayrica, nazal hedeflendirmeyi
giiclendirmek amaciyla adjuvan olarak Monofosforil Lipid A (MPL®, GSK) ve kitosan
(ChiSys®) (Archimedes Development Ltd., UK) icermektedir (Otczyk ve Cripps 2010).

2.6.8. Lipit Iceren Partikiiler As1 Tasiyic1 Sistemler

Lipit bazli formiilasyonlar, enfeksiyon hastaliklarina karsi as1 gelistirme de umut
verici bir mukozal antijen tastyici sistemdir. Lipit bazli sistemlere artan ilginin nedenleri
arasinda; 1yi karakterize edilmis olmalari, biyopargalanir ve biyouyumlu olmalari,
antijene 0zgli mukozal immiin yanitin uyarilmasi, enkapsiile edilen biyomolekiillerin
asidik ve enzimatik degradasyondan korunmasi, immiin hiicreler tarafindan 6zellesmis

antijen alimi/sunumu Ve enkapsiile edilen maddenin siirekli salim1 sayilabilir.

Lipozomlar, ilag tasiyici sistem olarak en dnemli adaylardan biridir ve sistemik
immiinizasyon agisindan yogun olarak arastirilmigtir. Son 10 yilda ise mukozal asi
tastyict olarak da degerlendirilmislerdir. Lipozomlar, stabilte agisindan hassas yapiya
sahip olmalarina ragmen, intestinal liimende antijeni, antijen sunma yolagina tasiyacak

kadar yeterli stabiliteye sahiptirler (Goyal ve ark. 2008).

Lipozomlar, fosfolipid bir kabuk ile sulu bir ¢ekirdekten olusan kiiresel yapilardir.
Asi tastyici olarak kullanildiginda, antijen ¢ekirdegin igine enkapsiile edilebilir, ¢ift lipit
tabakaya yiiklenebilir veya yiizeye adsorbe ettirilebilir (Peek ve ark. 2008).
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Lipozomal Yersinia pestis asis1 fareye nazal immiinizasyon amaci ile verildiginde,
yiiksek antijen spesifik mukozal IgA ve IgG antikor yanitlari elde edilmistir (Freytag ve
Clements 2005).

2.6.9. Polimer Iceren Tasiyic1 Sistemler

Son yillarda, nanometre veya mikrometre boyutundaki partikiillerin antijen
tastyicilart olarak kullanimlar artis gostermektedir. Bunun nedeni, ¢ozeltideki serbest
antijenlere kiyasla partikiillerle verilen antijenin, antijen sunan hiicreler (ASH) tarafindan
aliminin daha kolay olmasidir. Teorik olarak, nanopartikiillerin mikropartikiillerden daha
giiclii adjuvan olmasi beklenmekte olup, 500 nm ve alt1 biiyiikliikteki nanopartikiillerin
dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi ASH’ler tarafindan aliminin optimal diizeyde
oldugu bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, 20-200 nm boyutundaki nanopartikiillerin
antijen sunmasi i¢in lenf nodlarina serbestce gidebildigi, 500-2000 nm boyutundaki
partikiillerin ise enjeksiyon bolgesinden lenf nodlarma gegebilmek igin dendritik
hiicrelere ihtiyag duydugu bildirilmistir. Bilimsel ¢alismalar, nanopartikiiller, antijen
sunumu i¢in sadece antijen sunan hiicre trafigini kullanmadigini, tek baslarina da lenf
nodlarina ulasabildigini ve bu yolla daha giicli immiin yanit elde edilebilecegini
gostermistir (Singh ve ark. 2007; Foged ve ark. 2005; Manolova ve ark. 2008; Sloat ve
ark. 2010).

Polianhidritler, poliortoesterler, hiyaliironik asit ve poli(laktik-ko-glikolik) asit
(PLGA) gibi polimerler partikiiler sistemlerin hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadir
(Arca ve ark. 2009). Asi tastyict olarak en yaygin calisilan polimerler ise, PLGA ve
polilaktik asittir (PLA). Bu polimerler, biyopargalanir ve biyouyumlu olup insanlarda
kullanimi (dikis ipligi, implantlar) onaylanmistir. Bu formiilasyonlarda antijen,
partikiiliin i¢ine enkapsiile edilir ya da partikiillerin yiizeyine adsorbe edilir. Ayrica farkli
molekiil agirhigina sahip polimerler kullanilarak, partikiillerin hidroliz ile par¢calanma
stiresi ayarlanabilir ve bdylece enkapsiile edilen antijen igin bir depo gibi davranarak
antijenin kademeli olarak salinmasini saglar (Peek ve ark. 2008). Nanopartikiiler asi

sistemlerinin immiin yaniti uyarmasi Sekil 2-6’de gosterilmistir.
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Sekil 2-6: Nanopartikiiler as1 sisteminin immiin yamiti uyarmasi (Akagi ve ark.
2012)

NP: Nanopartikiil, STL: Sitotoksik T lenfositi.

Partikiiler sistemlerin hazirlama yontemleri, antijen stabilitesini etkileyen 6nemli
bir parametredir. Hazirlama esnasinda organik ¢ozelti ve yiiksek sicaklik uygulanmast,
antijenin degradasyonuna veya denatiirasyonuna neden olabilir. Aljinat ve kitosan gibi
polimerler kullanilarak hazirlanan partikiiler sistemlerde, organik coziicii ve yiiksek

sicakliktan kagimildigi i¢in, antijenin stabilitesi de korunabilmektedir (Arca ve ark. 2009).

2.7. Kitosan Tuzlar1 ve N-Trimetil Kitosan

Kitin, seliillozdan sonra doga da en ¢ok bulunan biyopolimer olup, kabuklularin
ve boceklerin dis iskeletlerinde ya da bakteri ve mantar gibi bazi mikroorganizmalarin
hiicre duvarlarinin yapisinda bulunmaktadir. Kitosan, kitinin deasetilasyonu ile elde edilir
ve lineer [-(1—4) baglari ile bagl anhidro-d-glikozamin ve anhidro-N-asetil-d-
glikozamin kopolimerlerinden meydana gelir (Arca ve ark. 2009).

Kitosanin mukoadezyon 6zelliginin temel mekanizmasi, pozitif yiiklii polimer ile
hiicre yiizeyi ve mukus gibi negatif yiiklii materyaller arasindaki elektrostatik etkilesime
dayanmaktadir. Mukus, yiiksek oranda siyalik asit bulunduran miisin igermektedir.
Fizyolojik pH’da siyalik asit net bir negatif yiik tasimaktadir ve bunun sonucunda miisin
ile kitosan kuvvetli bir elektrostatik etkilesim meydana getirmektedir. Kitosanin
absorpsiyon saglayan etkisi, sadece formiilasyon ilemukozal dokular (6rnegin, NALT ve
GALT) arasindaki adezyon araciligi ile degil, ayn1 zamanda kitosanin paraseliiler
transportu arttirma 6zelligine de dayanmaktadir. Deney hayvanlarinin yanisira Caco-2
hiicre hattinda yapilan arastirmalarda, kitosanin paraseliiler transportu arttirdigi

ispatlanmustir (Artursson ve ark. 1994). immiinohistolojik calismalar, kitosanin, hiicreler
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arasinda bulunan sik1 baglanti noktalarin1 F-aktin filamentleri iizerinden etkiledigini ve

bu yolla transportu arttirdigini ispatlamistir (Jabbal-Gill ve ark. 2012).

Kitosanin primer amin gruplarinin pKa degeri, asetilasyon derecesine bagl olarak
degisiklik gostermesine ragmen yaklasik 6,5 tur. Kitosan, diisiik pH’larda protonlanarak
su da yiiksek ¢oziiniirliige sahip olur. Notral pH’da ise daha az yiikke ve diisiik
¢oziinlirliige sahiptir (Issa ve ark. 2005). Diisiik ¢oziiniirliik nedeniyle uygulama alanlari
kisitlandigi i¢in, suda ¢6ziiniir kitosan tiirevleri (6rnegin trimetil kitosan-TMC) ve tuzlari
(6rnegin; glutamat, aspartat, hidrokloriir ve laktat) hazirlanmistir (Arca ve ark. 2009;
Jabbal-Gill ve ark. 2012).

Cogu kitosan tiirevi sadece deneysel materyal olarak kullanilmaktadir. N-Trimetil
kitosan (TMC) ile karboksimetil kitosan ticari olarak yiiksek saflikta bulunmasina ragmen
diizenleyici otoriteler tarafindan insanda kullanimi heniiz onaylanmamistir (Jabbal-Gill
ve ark. 2012). Avrupa Farmakopesinde (EP2011), sadece kitosan kloriire ait bir monograf

bulunmaktadir.

N-Trimetil Kitosan (TMC): Kitosanin katernizasyonu ile N-trimetil kitosan
klortir gibi tiirevleri elde edilmektedir. TMC, nétral ve bazik pH’larda ¢ok iyi bir sekilde
¢oziinmektedir. Kitosan ve kitosan tuzlar1 gibi TMC de hafif asidik ortamda hidrofilik
bilesiklerin ve peptit yapisindaki ilaglarin tek tabakali Caco-2 hiicrelerinden paraseliiler
gecisini arttirmaktadir (Kotze ve ark. 1997). TMC nanopartikiillerinin as1 tagiyici sistem
olarak potansiyeli, monovalan influenza alt birim asisinin nazal yoldan verilmesi i¢in
Amidi ve ark. (2007) tarafindan aragtirilmistir. Antijen yiiklii nanopartikiiller, TMC
¢ozeltisinin, monovalan influenza A alt birimi H3N2 ve tripolifosfat (TPP) igeren ¢ozelti
ile oda sicakliginda karistirlmasiyla hazirlanmistir.  Antijen  yikli  TMC
nanopartikiillerinin tek doz intranazal uygulamasi,, antijenin intamiiskiiler uygulamasi ile
karsilastirildiginda, anlamli derecede yiiksek hemagliitinasyon inhibisyonu ve total 1gG
yanit1 elde edilmistir. Calismaya ait sonuglar, TMC nanopartikiillerinin, intranazal
yoldan uygulanan antijenler icin giiglii ve yeni bir tasiyicit sistem olabilecegini
gostermigtir.  N-trimetil ~ kitosanin,  hidrofilik  molekiillerin  nazal epitelden

absorpsiyonunda temel bir rol oynadigi da ispatlanmistir (Sahni ve ark. 2008).

Kitosan Kloriir ve Kitosan Glutamat: Kitosan1 su ortaminda ¢Oziiniir hale
getirebilmek amaciyla hidroklorik asit ya da glutamik asitle tuzu olusturulmustur (Orienti

ve ark. 2002; Cerchiara ve ark. 2003). Bu da kitosana kullanim kolaylig1 ve yayginlig
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kazandirmistir. Yapilan bir klinik ¢alismada, ¢oziiniir Kitosan glutamatla formiile edilmis
influenza asisinin intranazal yoldan uygulanmasi ile polimerin immiin yanitlar arttirict

etkisi oldugu bulunmustur (Read ve ark. 2005).

2.8. Karboksimetil Kurdlan

1,3-beta glukanlarm immiin yanit1 uyardigi bilinmektedir. /n vitro galigmalar, B-
glukanlarin spesifik immiin reseptorlere etki ettigini gostermistir. Bu durum da, makrofaj,
notrofil, monosit, dogal katil hiicre ve dendritik hiicreler gibi immiin hiicrelerin
uyarilmasma sebep olmaktadir. B-glukanlar, hem dogal hem de edinilmis yanitlari
modiile etmektedir ve opsonik ya da opsonik olmayan fagositozu arttirmaktadir (Cremer
ve ark. 2010). As1 tasiyict sistem olarak tasarlanmis model antijen OVA tasiyan glukan
partikiillerinin, oral yolla uygulandiginda hiimoral immiin yanitlari uyardigi bildirilmistir
(Smet ve ark. 2013). Beta glukanlar genelde giivenli olarak tanimlanan (GRAS) tiriinler
olarak FDA tarafindan onaylanmistir. Glukan partikiilleri, antijenin  yapisinin ve
biitiinligiiniin bozulmasini engeller ve antijeni antijen sunan hiicrelere hedeflendir

ir(Eldridge ve ark. 1990).

Kurdlan, 1,3-beta glukan yapisina sahip mikrobiyal polisakkaritlerden biri olup
Alcaligenes faecalis susundan elde edilmektedir ve 1,3-p bagl D-glikoz birimlerinden
olusan dogal bir lineer (ii¢lii heliks) polisakkarittir. Kurdlanin AIDS viriis enfeksiyonuna
kars1 inhibe edici etkisi ve kanda koagiilasyonu o6nleyici etkisi bulunmakla beraber in
vitro ve in vivo diisiik toksisiteye sahiptir (Na ve ark. 2000). Kurdlanin antikanser
aktiviteleri yani sira adjuvan aktivitesi de bulunmaktadir. Ohno ve ark. (1988) ve Sasaki
ve ark. (1979) kurdlanin adjuvan etkisinin karboksimetilasyon derecesine bagl oldugunu

gostermistir.

Kurdlanin kendisi suda ¢6ziinmemesine ragmen karboksimetil tiirevinin suda
¢ozuntrligi iyidir (Lee ve ark. 2009). Vereschagin ve ark., (1998) karboksimetil glukan
tiirevlerinin polianyon yiikleri sayesinde makrofajlarda bulunan scavenger (¢Opg¢ii)
reseptorlere secici olarak baglanarak bu hiicrelerin aktivasyonunu sagladigini
gostermislerdir. Karboksimetil kurdlanin antitiméral aktiviteye de sahip oldugu
bilinmektedir. Na ve ark. (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada karboksimetil kurdlandan
yarararlanarak hidrojel olusturmuslar ve bunu hepatik karsinoma hiicre hattinda

denemislerdir. Immiinolojik aktiviteyi attirdig1 ve antikanser ilacinin kontrollii salimini
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sagladigi icin karaciger kanserinin tedavisinde kullanilabilecek iyi bir ilag tagiyict sistem

oldugu sonucuna varilmstir.

2.9. Polielektrolit Kompleks (PEC) Olusumu ile Nanopartikiil Hazirlama

Nanopartikiiller, suda ¢oziiniir olan veya olmayan polimerler kullanilarak farkli
yontemlerle hazirlanabilmektedir. Bu yontemler; iyonotropik jelasyon, mikroemiilsiyon,
emiilsiyon-¢oziicii ugurma, emiilsiyon-¢oziicii difiizyon, polielektrolit kompleks,
kompleks koaservasyon ve kopresipitasyondur. Bunlarin iginde en yaygmn olarak
kullanilanlar1 iyonotropik jelasyon ve polielektrolit kompleks olusumu yontemleridir. Bu
yontemler de, organik c¢oziicliye ya da yiiksek kayma kuvvetine gerek olmamasi
nedeniyle hazirlama esnasinda antijenin stabilitesi en yiiksek seviyede korunabilmektedir
(Jabbal-Gill ve ark. 2012).

PEC’in yapist hidrofobik bir gekirdek ile bir kabuk tabakasindan olugmaktadir
vezit yukli polimer ¢ozeltilerinden birinin digerine yavas bir sekilde damlatilmasiyla
hazirlanirlar (Daly ve Knorr 1988). Partikiillerin olusumu, ev sahibi-misafir (host-guest)
mekanizmasi ile gerceklesmektedir. Damla damla ilave edilen misafir polimer (¢ekirdegi
olusturur) olup ilave edildigi polimer ise ev sahibi (dis kabugu olusturur) dir. Genellikle
PEC’ler zit yiiklii iyonlarin birbirleri arasindaki elektrostatik etkilesimleri sonucu

meydana gelmektedir.

PEC’ler ile ilgili ¢aligmalar 6zellikle ilag tasiyict sistemler ve gen hedeflendirme
alanlarinda ivme kazanmistir. PEC nanopartikiillerinin hazirlanmasi basit olup toksik
organik ¢oziiciiler veya kimyasal ¢apraz baglayicilara ihtiyag duyulmaz. Bir¢ok faktor
kompleks yapiy1 ve fiziksel 6zellikleri etkileyebilmektedir. Bunlar arasinda; poliiyonlarin
Iyonizasyon derecesi, ortamin pH’s1, etkilesim siiresi, reaksiyon ortaminin sicakligi ve

iyonik kuvvet yer almaktadir (Polaxe ve Delair 2013; II’ina ve Varlamov 2005).

2.10. Sigir Serum Albumini (BSA) Antijeni

BSA, suda ¢oziinen ve yaklasik 66 kDA molekiil agirligina sahip bir proteindir.
Genellikle as1 hedeflendirme c¢alismalarinda model antijen olarak kullanilmaktadir
(Hamidi ve ark. 2007; Lemoine ve ark. 1998; Wang ve ark. 2012; Spiers ve ark. 2000).
BSA, zayif immiinojeniteye sahip bir serum proteinidir (Sloat ve ark. 2010). Analizinin
kolay olmasi, fizikokimyasal 6zelliklerinin iyi bilinmesi ve diisiik maliyeti nedeniyle

model antijen olarak uygun 6zelliklere sahiptir (Hoshi ve ark. 1998; Hamidi ve ark. 2007).
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2.11. A549 ve CALU-3 Hiicre Hatlar:

A549 hiicre hatti: Bu hiicre hatt1 58 yasindaki beyaz irka ait bir erkegin akciger
karsinomali dokusundan c¢ikartilarak 1972 yilinda olusturulmustur. A549 hiicre hatti
pulmoner epitelin tip II hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerine sahiptir. Tip II hiicreler
alveollerde c¢ok sayida bulunur ve Ozellikle lameler yapilar olarak adlandirilan
organellerden ortama siirfaktan salgilar (Foster ve ark. 1998).

AS549 hiicre hatt1 siklikla partikiillerin ve kimyasallarin toksikolojik etkilerinin
arastirilmasinda kullanilmaktadir ve bu nedenle, iyi oturmus bir referans hiicre hatti
olarak hizmet etmektedir (Bornholdt ve ark. 2007).

CALU-3 hiicre hatti: Calu-3 hiicre hatt1 25 yasinda beyaz irka ait bir insandan
1975 yilinda Fogh tarafindan elde edilmistir (Florea ve ark. 2003). Insan akciger
adenokarsinoma hiicre hatt1 olan Calu-3, {ist solunum yolunun ser6z hiicrelerine benzer
ozelliklere sahiptir. Bu hiicreler tek tabakadan olusup mukus ve siirfaktan bilesenleri
salgilamaktadir (Amidi ve ark. 2006). Calu-3 hiicre hatti bu 6zelliklerinden dolay1, miisin
gen ekspresyonu ve sentezi, elektrolit transportu, epitel bariyer 6zelliklerinin incelenmesi
ve diizenlemesi gibi alanlarda en ¢ok c¢aligilan hiicre hatlarindan biridir. Ayrica, nazal
yoldan ilag tasiyict sistemlerin uygulanmasiyla ilgili yapilan calismalarda, in vitro
toksisitenin belirlenmesi ve ilag tasiyici sistemlerin gegis Ozelliklerinin incelenmesi

amaciyla Calu-3 hiicreleri kullanilmaktadir (Dimova ve ark. 2005).



3. GEREC VE YONTEM

Kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler
2-Merkaptoetanol (BioRad, ABD)

96 Kuyucuklu Plaka (Costar, ABD)

ABTS (Merck, Almanya)

Alum-Alhydrogel %2 (InvivoGen, ABD)

Si1gir Serum Albumini, Fraksiyon V (Sigma, Almanya)
Bradford Reaktifi (Sigma, Almanya)

Cell Freezing Medium-DMSO (Sigma, Almanya)
Coomassie Brilant Blue R250 (Glentham Life Sciences, Ingiltere)
CpG ODN-ODN 2006 (invivogen, ABD)

D-(+)-Trehaloz dihidrat (Sigma, Almanya)

Dietil Eter (Merck, Almanya)

Dimetil Siilfoksit-DMSO (Merck, Almanya)

Diyaliz Tiipi- Visking® dialysis tubing 20/32 (Serva, Almanya)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma, Almanya)
ELISA Coating Buffer-5X (BioRad, ABD)

Elisa Max Deluxe Set IFN-y (Biolegend, ABD)

Elisa Max Deluxe Set II-10 (Biolegend, ABD)

Elisa Max Deluxe Set 1l-2 (Biolegend, ABD)

Elisa Max Deluxe Set 1l-4 (Biolegend, ABD)

Elisa Max Deluxe Set II-6 (Biolegend, ABD)

ELISA Wash Buffer-20X (Biolegend, ABD)

Fetal Sigir Serumu-FBS (Sigma, Almanya)

Goat Anti Mouse IgA:HRP (AbD Serotec-BioRad, ABD)
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Goat Anti Mouse IgG:HRP (AbD Serotec-BioRad, ABD)

Goat Anti Mouse 1gG1:HRP (AbD Serotec-BioRad, ABD)

Goat Anti Mouse 19G2a:HRP (AbD Serotec-BioRad, ABD)
Hiicre Kiiltiir Kab1 (25 cm?, 75 cm? ve 150 cm?) (SPL, Giiney Kore)
Hiicre Siizgeci- Cell Strainer 70 um (SPL, Giiney Kore)
Iyodometan (Fluka, Almanya)

Izopropanol (Merck, Almanya)

Kitosan 9 cP (ChitoClear, Primex, izlanda)

Kurdlan (Kirin Company, Japonya)

L-Glutamik Asit (Sigma, Almanya)

Laemmli Sample Buffer-4x (BioRad, ABD)

Metanol (Merck, Almanya)

Minimum Essential Medium Eagle’s -EMEM, (Multicell, ABD)
N-metil-2-pirolidinon (Aldrich, Almanya)

PBS tablet pH 7.4 (Genaxxon Bioscience, Almanya)
Penisilin-Streptomisin (Sigma, Almanya)

Petri Kab1-60 mm x15 mm (SPL, Giiney Kore)

Precision Plus Protein™ Standards Dual Color Protein Marker (BioRad, ABD)
RPMI 1640 (Lonza, Belgika)

SDS-PAGE Jel (BioRad Mini-Protean TGX Gels, ABD)
Sodyum Azit (Sigma-Aldrich, Almanya)

Sodyum Iyodiir (Sigma, Almanya)

Stop Solution (Biolegend, ABD)

Tripsin-EDTA Cozeltisi-%0,025 (Sigma, Almanya)
Tris/Glycine/SDS Buffer-10X (BioRad, ABD)

Tween 20 (GeneMark, Tayvan)
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Kullamilan cihazlar

96 kuyucuklu plaka okuyucu-Multiskan Ex (ThermoLab Systems, ABD)
Derin dondurucu (-80°C)- (ThermoScientific, ABD)

Distile su aleti-Pure Lab Option (Elga, Fransa)

Etiiv (Heraeus, Almanya)

FT-IR Spektrofotometre (Perkin Elmer, ABD)

Hassas terazi-TB Series (Denver Instruments, ABD)

Invert Mikroskop-CXX41 (Olympus, Japonya)

Karbon dioksit inkiibatorii (ThermoScientific, ABD)

Liyofilizator (Virtis, ABD)

Manyetik Karistiric1 (IKA, Almanya)

NMR Spektrometresi- Unity INOVA 500 MHz (Varian, ABD)

Orbital Calkalayict (Thermo Electron Corporation, ABD)

Otoklav (Tutnauer, Hollanda)

pH Metre (Inolab, WTW, Almanya)

Santrifiij (Allegra X-22R, Beckman Coulter, ABD)

Sinif I Laminar Akis Kabini- (MSC Advantage, ThermoScientific, ABD)
Sivi Azot Tanki-Arpege 70 (CryopAL, Fransa)

Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) (Quanta 450 FEG, FEI microscopes, ABD)
Ultrasonik banyo (Sonorex, Bandelin, Almanya)

Vertikal Jel Elektroforez (Mini Protean Tetra System, Biorad, ABD)
Vortex (Genius 3, IKA, Almanya)

Zetasizer Nano ZS (Malvern, Ingiltere)
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3.1. BSA Antijeninin Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.1.1. BSA Antijeninin UV Spektrumu
BSA antijeninin distile su ortaminda konsantrasyonu bilinen ¢ozeltileri
hazirlanmis ve 200-600 nm araliginda UV spektrofotometrede spektrumlari alinarak

maksimum absorbans gosterdigi dalga boylar1 (Amax) belirlenmistir.

3.1.2. Bradford Yontemiyle BSA Antijeninin Miktar Tayini

Bradford yontemi, proteinlerin miktar tayininde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Rediiktan maddelerin varliginda dahi dogru sonuglar verebilmekte ve diisiik
miktardaki proteinlerin miktar tayininde kullanilabilmektedir. Mikro deney protokolii ile
minimum 1 pg/mL’ye kadar olan konsantrasyonda protein miktari tayin edilebilmektedir.
Bu yontem, protein Orneklerinin coomassie boyasi ile reaksiyonuna dayanmaktadir.
Coomassie, proteine baglandiginda absorpsiyon dalga boyu 465 nm'den 595 nm'ye ani
olarak kaymaktadir. Protein konsantrasyonlari, protein standardlarinin  belli
konsantrasyonlara seyreltilmesi araciligiyla bulunabilmektedir. Nanopartikiiller 15.000
rpm de 2 saat santrifiij edildikten sonra, dustteki sivi kisimdan ve farkh
konsantrasyonlardaki protein standartlarindan 1'er mL alinarak ayr1 ayr kiivetlere kondu.
Her birinin tizerine 1'er mL bradford reaktifi eklenip 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Orneklerin absorbanslar1 595 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede okundu. Bos

nanopartikiiller kontrol olarak kullanilmustir.

3.1.3. Bradford Yontemiyle BSA Antijeninin  Miktar Tayini Yonteminin
Validasyonu

Bir analitik yontemin validasyonu, amaglanan kullanima uygunlugu i¢in beklenen
sonuglart vereceginin kanitlanmasi iglemidir. Kullanilan miktar tayininin validasyonu
icin dogruluk, kesinlik, 6zgiinliik, teshis siniri, tayin alt smiri, dogrusallik ve aralig

parametreleri kullanilmistir (ICH Q2(R1)).

3.1.3.1. Dogrusalik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, elde edilen bulgularin 6rnek ¢ozeltisi i¢cindeki
madde konsantrasyonu ile belli bir aralikta dogrudan orantili olmasi durumudur (ICH
Q2(R1)). Miktar tayini yonteminin dogrusalligi icin 1 mg/mL BSA stok c¢ozeltisi
hazirlandi. Stok ¢ozeltisi, farkli oranlarda seyreltilerek numuneler hazirlandi. 7 farkl

konsantrasyonun (0,2, 0,5, 1, 2, 4, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5 ve 20 pg/mL) 3 ayr ol¢iim ile
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elde edilen absorbans degerleri ile standart egri ¢izildi. Dogru denklemi, determinasyon

katsays1 (%), standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (%R SD) degerleri hesapland.

3.1.3.2. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugunun yani gercek degere olan yakinliginin
belirlenebilmesi icin belirli konsantrasyon araliginda ii¢ farkli konsantrasyon segilerek en
az licer kez hazirlanan numuneler % geri kazanim degerlerinin belirlenmesiyle tayin
edilebilmektedir. Bu amagla, 1 mg/mL konsantrasyonunda BSA stok ¢6zeltisi hazirlandi.
Bu stok ¢ozeltisinden 5; 7,5 ; 10 ug/mL olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda ¢ozelti
hazirlanarak 595 nm’deki absorbans degerleri olglildii. Yontemin dogrulugu, geri

kazanma degerleri saptanarak hesaplandi.

3.1.3.3. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen 6rnekten ardisik 6rneklemeyle elde
edilen 6l¢iimlerin sonuglarinin yakiligidir. Kesinlik, normal islem kosullar altinda,
yontemin tekrarlanabilirliginin, ara kesinliginin ve tekrar iiretilebilirligin Sl¢limiidiir
(ICH Q2(R1)). Bu calisgmada kesinligi belirleyebilmek i¢in tekrarlanabilirlikten
yararlanilmigtir. Bu da kisa zaman araliklarinda ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi
ifade etmektedir. Belirli araligi kapsayan en az {i¢ konsantrasyon noktasinda en az tiger
kez o6l¢timle belirlenmistir. Sonuglar, hesaplanan konsantrasyonlarin ortalamasi, standart
sapmast (SD) ve % bagil standart sapmasi (%RSD) olarak verilir (ICH Q2(R1)).
Yo6ntemin kesinligi icin RSD degerinin % 2 den kii¢lik olmas1 gerekmektedir.

3.1.3.4. Ozgiinliik

Ozgiinliik, 6lgiilecek 6rnegin diger bilesenler varhigmdaki miktar tayini igin
yontemin uygunlugunun belirlenmesidir (ICH Q2(R1)). Formiilasyonda yer alan
yardimc1t maddelerin ¢ozeltileri ve bos nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmistir.

Analiz edien madde ile herhangi bir girisim yapip yapmadig1 saptanmistir.

3.1.3.5. Teshis Limiti (LOD)
Bir analitik yontemin teshis limiti, belirli kosullar altinda 6rnek iginde analiz
edilen maddenin teshis edilebilen; ancak tayin edilemeyen en diisiikk konsantrasyonudur

(ICH Q2(R1)).
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LOD=3,3-6/S 3-1)
o: Regresyon dogrularinin y kesisim degerlerinin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi

3.1.3.6. Miktar Tayini Limiti (LOQ)
Bir analitik yontemin alt tayin siiri, 6rnekteki maddenin uygun dogruluk ve

kesinlikte kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik miktaridir (ICH Q2(R1)).

LOQ=10-6/S (3-2)
o: Regresyon dogrularinin y kesisim degerlerinin standart sapmast

S: Kalibrasyon egrisinin egimi

3.2. Kitosan Kloriir (CC) ve Kitosan Glutamat (CG) Hazirlanmasi

Kitosan tuzlari, daha 6nce yapilmis galismalarda (Orienti ve ark. 2002; Cerchiara
ve ark. 2003) kullanilan yontemlerde baz1 degisiklikler yapilarak hazirlanmigtir. Kitosan
tuzlarinin hazirlanmasi igin, 1 g kitosan 150 mL distile su i¢ine eklendi ve manyetik
karistiricida karistirilirken tizerine 1 mol kitosana esdeger miktarda hidroklorik asit veya
glutamik asit ilave edildi .Kitosan tamamen ¢6ziindiikten sonra distile suya kars1 72 saat
dializ edilerek reaksiyona girmemis tuzlar ortamdan uzaklastirildi. Elde edilen kitosan
tuzu -50°C de 48 saat liyofilize edildi ve kullanima kadar +4°C de saklandi.

3.3. N-Trimetil Kitosan Kloriir (TMC) Sentezi

2 g kitosan ve 4,8 g sodyum iyodiir, 80 mL 1-metil-2-pirolidonun iginde yag
banyosunda 60°C’de 1 saat boyunca karigtirilarak ¢oziindiiriildii. Kitosan ¢oziindiikten
sonra 11 mL %15'lik (a/h) sodyum hidroksit ¢ézeltisi ve 11,5 mL metil iyodiir eklenerek
1 saat karistirildi. Elde edilen iiriin, 300 mL eter ve etanol (1:1) karisimi kullanilarak
¢oktiirildli ve sonrasinda ¢okelti G3 cam fitre kullanilarak ayrildi. Elde edilen iiriin,
etanol-eter karisimiyla yikandiktan sonra oda sicakliginda vakumlu etiivde kurutuldu.
Ikinci asama igin, kuru haldeki N-trimetil kitosan iyodiir, 80 mL 1-metil-2-pirolidon
iginde 60°C’deki yag banyosunda 1 saat boyunca karistirildi. 4,8 g sodyum iyodiir, 11
mL %15'lik (a/h) sodyum hidroksit ¢ozeltisi ve 7 mL metil iyodiir eklendikten sonra
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60°C’de 30 dakika boyunca hizli bir sekilde karistirildi. Sonrasinda, 2 mL metil iyodiir
ve 0,6 g sodyum hidroksit pellet ilave edilerek 60°C’de 1 saat boyunca karistirmaya
devam edildi. Coktiirme ve yitkama basamaklar1 birinci asamadaki gibi yapildi. Olusan
N-trimetil Kkitosan iyodiir, 40 mL %10'luk sodyum Kkloriir ¢ozeltisinde 24 saat
karistirtlarak ¢6ziindiiriildii ve olusan N-trimetil kitosan kloriir (TMC) diyaliz tiipii
kullanilarak 72 saat boyunca suya kars1 diyaliz edildi. Saflastirilan TMC -50°C de 48 saat

liyofilize edildi ve kullanima kadar +4°C de saklandi.

3.4. Karboksimetil Kurdlan (CMC) Sentezi
Kurdlanin karboksimetilasyonu i¢in Sasaki ve ark. (1979) tarafindan gelistirilen

yontem bazi degisiklikler yapilarak kullanilmastir.

80 mL isopropil alkol igerisine 3 g kurdlan ilave edildikten sonra 30 dakika oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra iizerine, 8 mL %30’luk sodyum hidroksit ¢ozeltisi, 1
mL’lik porsiyonlar halinde 15 dakika araliklarla 90 dk boyunca ilave edilerek oda
sicakliginda karistirildi. 3,6 g sodyum monokloroasetat 3 porsiyon halinde 10’ar dakika
araliklarla karisima eklenerek 55°C’de 5 saat boyunca karistirildi. Siispande haldeki iiriin
filtrasyon ile alinip sirasiyla metanol-asetik asit (7:3 h/h), metanol-su (4:1 h/h), metanol
ve aseton ile yikandi. Sentezlenen CMC suda ¢oziindiiriildii ve 3 giin boyunca 4°C’de
distile suya kars1 diyaliz edildi. Saflastirilan CMC, -50°C de 48 saat liyofilize edildi ve

kullanima kadar +4°C de saklanda.

3.5. Sentezlenen  Polimerlerin  Fourier  Transform  Infrared (FT-IR)
Spektrofotometresi ile Analizi

ATR {initeli Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR spektrofotometresi kullanilarak,
sentezlenen CC, CG, TMC ve CMC polimerlerinin 4000-650 cm™ arahigindaki

spektrumlari alindi.

3.6. TMC ve CMC’nin Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektrometresi ile
Analizi

Déteryum oksit (D20) iginde ¢oziindiiriilen TMC ve CMC polimerlerinin
sirastyla 'H-NMR ve ®C-NMR spektrumlari, Varian Unity INOVA 500 MHz NMR
spektrometresi ile alimmistir. TMC’nin trimetilasyon ve dimetilasyon derecesi *H-NMR
spektrumundan elde edilen verilerden asagidaki denklemlere (3-3 ve 3-4) gore

hesaplanmaistir:
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Trimetilasyon derecesi (%) = ((CH3)3/[H]x9)x100 (3-3)

Dimetilasyon derecesi (%) = ((CH3)2/x6)x100 (3-4)

3.7. Bos Nanopartikiillerin ve BSA Yiiklii Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
Nanopartikiiller, farkli konsantrasyonlardaki (0,25, 0,5, 1, 1,5, 2 ve 2,5 mg/mL)
karboksimetil kurdlanin sulu ¢6zeltisinin, farkli konsantrasyonlardaki ( 0,5, 1, 1,5, 2 ve
2,5 mg/mL) kitosan tiirevinin (CC, CG ya da TMC) sulu ¢ozeltisine oda sicakliginda
manyetik karistiricida damla damla ilave edilmesi ile hazirlanmistir. Antijen yiiklii
nanopartikiil elde etmek icin ise BSA antijeni ¢ekirdek tabakayi olusturan karboksimetil
kurdlan ¢o6zeltisine nanopartikiill hazirlanmadan o6nce ilave edilmistir. BSA’nin
formiilasyon igerisindeki final konsantrasyonu 7,5 pg/mL dir. Nanopartikiillerin
polielektrolit kompleks olusturma yontemiyle hazirlanisi Sekil 3-1’de gosterilmistir.
Olusan nanopartikiiller 15.000 rpm’de 2 saat santrifiij edildikten sonra liyofilize

edilmistir. Liyofilizasyondan sonra agirligi élgiilerek verimi hesaplanmustir.
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BSA ¢ozeltisi

CMC c¢ozeltisi

damlatarak ilave etme
i
:/ N A Y

'

TMC, CCya da CG Nanopartikil

BSA+CMC ¢ozeltisi i 3 -
gozeltisi dispersiyonu

Sekil 3-1: Nanopartikiillerin polielektrolit kompleks olusumu yontemiyle
hazirlanmasi (Martino 2014 deki sekil modifiye edilerek ¢izilmistir.)

BSA: Sigir Serum Albumini, CC: Kitosan Kloriir, CG: Kitosan Glutamat, CMC: Karboksimetil Kurdlan,
TMC: Trimetil Kitosan.

3.8. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinliginin Tayini
Hazirlanan nanopartikiillerin i¢ine yiiklenen antijen miktarmin tespiti i¢in
Bradford yonteminden yararlanilmistir. Yontem 3.1.2.°de calismanin yapilist

anlatilmistir. Tiim analizler Gi¢ kere tekrar edilmistir.

Nanopartikiillerin enkapstilasyon etkinligi, asagida verilen denklem kullanilarak

hesaplanmustir (3-5):

(3-5)

Enkepsiilasyon Etkinligi (%) = (Toplam protein miktari-Serbest protein mi ktan]X 100

Toplam protein miktar:
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3.9. Farkh Hazirlama Ortamlarinin Nanopartikiil Formiilasyonlarina Etkisi
Anyonik (CMC) polimer ile katyonik (CC, TMC veya CG) polimerlerin farkli
kiitlesel oranlarda (1:1'den 5:1'e) birlestirilmesi ile olusturulan nanopartikiiller 3 farkli
ortamlarda hazirlandi. Bu ortamlar; fosfat tampon ¢o6zeltisi (PBS pH 7.4), izotonik
sodyum Kkloriir ¢ozeltisi (%0,9) ve sudur. Hazirlama ortaminin nanopartikiillerin
bliyiikligiine ve biyiiklik dagilimina, zeta potansiyeline ve stabilitesine olan etkisi

arastirildi.

3.10. Nanopartikiil Biiyiikliigiiniin ve Biiyiikliik Dagiliminin Incelenmesi

Partikiil buyikligii ve biyiiklik dagilimi, Foton Korelasyon Spektroskopisi
(Nano-ZS Malvern Instruments Ltd., ingiltere) yontemi kullanilarak 6lgiildii. Foton
korelasyon spektroskopisi, Brown hareketlerinden yola g¢ikarak gercek partikiil ¢apini
6lgmektedir. Bu hareket dispersiyon i¢indeki partikiillerin rastgele hareketleri olup daha
biiyilik partikiiller daha yavas hareket etmektedir. Bu hareket 151k sag¢ilimi kullanilarak

Ol¢ilmektedir,

Her bir nanopartikiil formiilasyonu igin ti¢ 6l¢iim yapilarak ortalama partikiil
blyiikligi ile biyiiklik dagilimi (polidispersite) degerleri ve standart sapmalari

hesaplanmuistir.

3.11. Nanopartikiillerin Zeta Potansiyellerinin Olciilmesi

Zeta potansiyeli, kolloidal sistemlerde elektrokinetik potansiyel i¢in kullanilan
bilimsel bir terimdir. Dispersiyon ortami ve disperse olan nanopartikiile bagli sivinin
stasyoner tabakasi arasindaki farki agiklayan bir terimdir. Zeta potansiyeli, cifte
tabakadaki elektrik yiizey potansiyeline ya da Stern potansiyeline esdeger olmamasina
ragmen, ¢ifte tabaka Ozelliklerinin karakterizasyonunda ¢ogunlukla uygun olan tek
secenektir. Zeta potansiyel 6l¢timii, yiikli kolloidlerin yiizeyinin karekterize edilmesinde
giintimiizdeki en basit ve dogrudan yol olup birimi ise genellikle milivolt olarak ifade
edilir (Honary ve Zahir 2013).

Nanopartikiillerin zeta potansiyeli, elektroforetik 151k sagilim teknigi ile (Nano-
ZS Malvern Instruments Ltd., Ingiltere) 6lciilmiistiir. Nanopartikiiller su icerisinde
disperse edildikten sonra eletroforetik hiicreye yerlestirilmis ve elektroforetik

hareketliligin Olclilmesiyle olusan veriler zeta potansiyeli degerlerine cihaz tarafindan
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cevrilmistir. Her bir 6rnek igin alt1 6lgiim yapilmis olup ortalama degerleri ile standart

sapmalar1 hesaplanmigtir.

3.12. Nanopartikiillerin Fiziksel Stabilitesinin incelenmesi

Saklama stabilitesi, farmasotik tiriiniin gelistirilmesindeki onemli bir faktordiir.
Partikiiler as1 sistemlerinde ise saklama boyunca iki problemle karsilagilabilmektedir.
Bunlar, kolloidal stabilite veya aktif stabilite (antijen biitiinliigi) ile ilgilidir (Jiang ve ark.
2005).

Bu nedenle, hazirlanan nanopartikiillerin fiziksel stabilitesini arastirmak igin tiim
formiilasyonlar +4+1 °C'de saklandi ve partikiil boyutlar, sirasiyla, hazirlandiktan hemen
sonra, 1 hafta, 2 hafta, 4 hafta ve 12 hafta sonra dl¢iilerek partikiil biiytikligii ve biiytiklikk

dagiliminda ki olas1 degismeler incelendi.

3.13. Santrifiij ve Liyofilizasyon islemlerinin Nanopartikiillerin Stabilitesi Uzerine
Etkisi

Hazirlanan nanopartikiillerin biiytikligiine ve biyiiklik dagilimina santrifii
isleminin etkisini arastirmak amaciyla nanopartikiiller, farkl siirelerde (30, 60 ve 120
dakika) 5.000 rpm de santrifiij edildi. Ayrica, bir diger islemde de 0,2 mL gliserol yatagi
olusturulduktan sonra nanopartikiil dispersiyonu 120 dakika ve 5.000 rpm’de santrifiij

edildi. Boylece gliseroliin nanopartikiillerin tekrar dagitilabilirligine etkisi incelendi.

Diger bir calismada ise, partikiiller santrifiijden sonra %5 (a/a) veya %20 (a/a)
trehaloz igeren ¢ozelti igerisinde redisperse edilerek liyofilizasyon islemine tabi tutuldu.
Boylece trehalozun, genellikle liyofilizasyon islemi sonrasi olusabilen partikiil

agregasyonuna etkisi incelendi.

3.14. Partikiillerin Morfolojisinin Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile
Incelenmesi

SEM, temel olarak yiiksek enerjili elektron demeti ile ¢aligilan Grnegin yiizeyinin
taranmasi ve bu Ornekten sagilan elektronlarin tespit edilip goriintii haline getirilmesi

prensibine dayanan morfolojik bir inceleme yontemidir.

Hazirlanan partikiillerin (CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC nanopartikiil
formiilasyonlari) morfolojik incelemesi, Quanta 450 FEG Taramali Elektron Mikroskobu

ile yapilmistir. Mikroskop incelemesinden dnce, dnce nanopartikiil dispersiyonundan bir



40

damla bakir yiizeye damlatildi ve sonrasinda bir gece boyunca kurumasi beklendi. Bakir

yiizey kuruduktan sonra altinla kaplanarak mikroskopta 6rneklerin incelemesi yapildi.

3.15. SDS Protein Biitiinliigii Testi

Nanopartikiillerin tiretimi ve liyofilizasyonu esnasinda calisma kosullarinin
enkapsiile edilmis BSA antijeninin biitiinligiine etkisini belirlemek i¢in sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanildi. Nanopartikiiller 1
mL eppendorf tiipiin i¢cindeki 100 uL pH 7.4 PBS’de disperse edilip nanopartikiillerin
igindeki proteinin salimi i¢in gece boyunca oda sicakliginda orbital karistiricida (150
rpm) karistirildi. Sonrasinda santrifiij edilerek iistte kalan sivi kisimlar alindi ve yiikkleme
tamponuyla (Laemmli Sample Buffer-4x ve 2-merkaptoetanol, BioRad) dort kez
seyreltildi. Nanopartikiil ornekleri, molekiiler agirlik isaretleyicisi (Precision Plus
Protein™ Standards Dual Color Protein Marker - BioRad, ABD) ve standart BSA
¢ozeltisi, %4-12 Bis-Tris jele yiiklendi. Yiiriitme tamponu (Tris/Glycine/SDS Buffer-
10x, BioRad) ile 120 mV’de yaklasik 60 dk boyunca yiiriitiildii. Jel, Coomassie Brillant
Blue R250 boyasi (Glentham Life Sciences, Ingiltere) igeren metanol, asetik asit ve su
karigimina batirilarak orbital karistiricida gece boyunca calkalanmaya birakildi ve
boylece jelin boyanmasi saglandi. Boyama isleminden sonra, jel, asetik asit, metanol ve
su karigimi ile yikanip boyadan arindirildi ve jelin tizerindeki protein bantlarmin

goriintiisii incelendi.

3.16. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
Pasaj nosu 3 ile 8 arasindaki Calu-3 (ATCC® HTB-55™) ve pasaj nosu 7 ile 16
arasindaki A549 (ATCC® CCL-185™) hiicre hatlari, hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonlarinin sitotoksisitesini belirlemek amaciyla kullanildi.

3.16.1. Calu-3 Hiicre Kiiltiirii Calismalari
Calu-3 hiicreleri ile galisirken besiyeri olarak EMEM (%88), FBS (%10) ve

penisilin-streptomisin (%2) kullanilmistir.

3.16.1.1. Calu-3 Hiicrelerinin Hazirlanmasi
1) Siv1 azot tankinda -196°C’de muhafaza edilen hiicreler ¢ikartildive 37°C’deki

su banyosunda kisa siirede ¢oziilmesi saglandi.
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2) 15 mL’lik falkon tiiplere 9 mL besiyeri konup iizerine 1 mL hiicre siispansiyonu
eklendi. Sonrasinda, 1.100 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek ortamdaki

DMSO*dan hiicrenin arindirilmasi saglandi.

3) Santrifiijden sonra besiyeri ortam1 uzaklagtirildi ve hiicrelerin tizerine 1 mL

taze besiyeri konarak pipetasyonla homojen bir sekilde hiicrenin dagilmasi saglandi.

4) 25 cm?lik hiicre kiiltiir kabina 9 mL besiyeri ve 1 mL hiicre siispansiyonu konup

invert mikroskopta hiicreler kontrol edildikten sonra CO; etiiviine yerlestirildi.

5) iki giinde bir ortam degistirildi. Hiicre kiiltiir kab1 her giin invert mikroskop ile
kontrol edildi ve hiicre doluluk oran1 %70-80 oldugunda pasajlama islemi yapildi. Calu-

3 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

6) Calu-3 hiicrelerinin pasajlanabilmeleri igin kullanilan hiicre kiiltiir kabinin

yiizeyinin en az %70’inin hiicrelerle doldurulmus olmasi1 gerekmektedir.

7) Hiicre kiiltir kabindaki besiyeri steril pipet ile ¢ekilerek uzaklastirildi.
Sonrasinda serumun tamamen uzaklagmasi igin fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile 2 kez

yikama yapildu.

8) Yikama isleminden sonra tripsin eklenerek 15 dakika boyunca 37°C’deki CO>
inkiibatoriinde bekletildi.

9) Inkiibatérden gikarilan kiiltiir kabindaki hiicreler pipetle nazikge cekilerek

icinde besiyeri bulunan falkon tiibe aktarildi ve tripsinin etkisi notralize edildi.

10) Hiicre sayimi igin 25 pl hiicre siispansiyonu ayrildi. Geri kalan hiicre

siispansiyonu 3.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilip tistte kalan sivi uzaklagtirilds .

11) Konsantrasyonu ayarlanan hiicreler (20.000 hiicre/cm?), icine besiyeri

konmus hiicre kiiltiir kabina ekildi.

3.16.2. A549 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
A549 nhiicreleri ile ¢alisirken besiyeri olarak DMEM (%89), FBS (%10) ve

penislin-streptomisin (%21) kullanilmistir.

3.16.2.1. A549 Hiicrelerinin Hazirlanmasi
1) Sivi azot tankinda -196°C’de muhafaza edilen hiicreler alinarak 37°C’deki su

banyosunda kisa stirede ¢oziilmesi saglandi.
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2) 15 mI’lik falkon tiiplere 5 mL besiyeri konup iizerine 1 mL hiicre siispansiyonu
eklendi. 1.600 rpm’de 8 dakika boyunca santrifiij edilerek ortamdaki DMSO‘dan

hiicrenin arindirilmasi saglandi.

3) Santrifiijden sonra besiyeri pipetle ¢ekilip atildi. Hiicrenin iizerine 1 mL taze

besiyeri konarak pipetasyonla homojen bir sekilde hiicrenin dagilmasi saglandi.

4) 25 cm?lik hiicre kiiltiir kabina 9 mL besiyeri ve 1 mL hiicre konup invert

mikroskopta kontrol edildikten sonra CO> inkiibatériine yerlestirildi.

5) iki giinde bir ortam degistirildi. Hiicre kiiltiir kab1 her giin invert mikroskop ile
kontrol edilerek hiicre doluluk oran1 %80-90 oldugunda pasajlama yapildi.

3.16.2.2. A549 Hiicrelerinin Pasajlanmasi
1) A549 hiicrelerinin pasajlanabilmeleri i¢in kullanilan hiicre kiiltiir kabinin

yiizeyinin en az %90 ninin hiicrelerle dolu olmasi gerekmektedir.

2) Hiicre kiiltiir kabindaki besiyeri steril pipet ile ¢ekilerek uzaklastirildi.
Sonrasinda serumun tamamen uzaklasmasi igin fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile 2 kez

yikama yapildi.

3) Yikama isleminden sonra tripsin eklenerek 5 dakika 37°C’deki CO:

inkiibatoriinde bekletildi.

4) CO2 inkiibatoriinden ¢ikarilan hiicre kiiltiir kabindaki hiicreler pipetle nazikge

¢ekildi ve iginde besiyeri bulunan falkon tiibe konarak tripsinin etkisi notralize edildi.

5) Hiicre saymmu ic¢in 25 pl hiicre siispansiyonu ayrildi. Geri kalan hiicre

stispansiyonu ise 3.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek iistte kalan sivi uzaklastirildi.

6) Konsantrasyonu ayarlanan hiicreler (20.000 hiicre/cm?), igine besiyeri konmus

hiicre kiiltiir kaplarina ekildi.

3.17. In vitro Sitotoksisite Testi

Hazirlanan nanopartikiillerin giivenilirligini degerlendirebilmek amaciyla Calu-3
ve A549 hiicre hatlar ile sitotoksisite testi gerceklestirilmistir. Sitotoksisite testinde
kullanilan bir tetrazolyum tuzu olan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT), hiicre i¢ine alinir ve canli hiicreler tarafindan mitokondriyal dehidrojenaz
enzimi ile indirgenerek mor formazon kristalleri meydana getirir. MTT testi ad1 verilen

bu yontem ile hiicre canlilig1 test edilir.
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Tez kapsaminda gelistirilen BSA yiikli TMC-CMC, CC-CMC ve CG-CMC
nanopartikiilleri ile TMC, CC, CG ve CMC polimer dispersiyonlarinin in vitro
sitotoksisitesi MTT testi ile degerlendirilmistir. Bu amagla, A549 ya da Calu-3 hiicreleri
diiz tabana sahip 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 20.000 hiicre olacak sekilde
ekildi. Bu hiicreler 48 saat boyunca 37°C’de %5 CO2 igeren etiivde inkiibe edildi.
Nanopartikiiller ve polimerler 5 ile 0.005 mg/mL konsantrasyon araliginda olacak sekilde
EMEM ya da DMEM ile seyreltilerek hiicrelerin iistiine ilave edildi. Her bir 6rnek 3 kez
calisildi .2 saat 37°C’de %5 CO: igeren etiivde inkiibasyondan sonra, hiicrelerin
tizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 200 pL taze besiyeri ve 50 uL MTT
koyuldu. 4 saat boyunca 37°C’de %5 CO: igeren inkiibatorde bekletildikten sonra
besiyeri ile MTT uzaklastirildi ve ve her bir kuyucuga 200 ul DMSO konmustur. 15
dakika 37°C’de %5 CO2 igeren etiivde bekletildikten sonra 96 kuyucuklu plaka

okuyucusunda 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu .

3.18. Immiinolojik Calismalar

In vitro ve ex vivo deneylerden elde edilen bulgular degerlendirildikten sonra, in
Vivo ¢aligsmalara polimer orani 2:1 oramindaki TMC-CMC (T3) ve CC-CMC (C3)
nanopartikiil formiilasyonlar1 ile devam edilmesi kararlastirildi. Secilen formiilasyonlar
6-8 haftalik disi BALB/c farelere intranazal veya subkiitan yoldan uygulanarak
immiinizasyon calismalar1 yapildi. Bu ¢alisma i¢in, yiyecek ve igecege erisimi serbest
olan 15 fare grubu (n=>5) kullanildi. Hayvan deneyleri igin istanbul Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan gerekli izinler alindi. Ilk ve destekleyici immiinizasyon

uygulamalari ve kan alma islemleri dietil eter ile hafif anestezi altinda gergeklestirildi.

Ik 7 grup, 20 pg BSA antijeni yiiklii CC-CMC nanopartikiil dispersiyonu, TMC-
CMC nanopartikiil dispersiyonu, CC-BSA dispersiyonu, TMC-BSA dispersiyonu, CMC-
BSA dispersiyonu, CpG ODN-BSA dispersiyonu ve BSA dispersiyonu intranazal olarak
uygulandi. Son 7 grupta CpG-BSA dispersiyonu yerine Alum-BSA verilmesi diginda
ayni formiilasyonlar subkiitan olarak verildi. Hayvanlara destekleme dozu (20 png BSA
antijenine esdeger formiilasyonlar), 14. giinde verildi. 15. grup ise negatif kontrol amagl
kullanildig i¢in hig bir sekilde immiinizasyon uygulanmamistir. immiinizasyon ¢aligma

programi Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3-1: Immiinizasyon Calisma Program
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Deney Grubu | Formiilasyon Verilis yolu |Verilis Zamani
IN-1 BSA yiiklii CC-CMC nanopartikiil dispersiyonu | intranazal 1. ve 14. giin
IN-2 BSA yiiklii TMC-CMC nanopartikiil dispersiyonu | intranazal 1. ve 14. giin
IN-3 CC-BSA dispersiyonu intranazal 1. ve 14. giin
IN-4 TMC-BSA dispersiyonu intranazal 1. ve 14. giin
IN-5 CMC-BSA dispersiyonu intranazal 1. ve 14. giin
IN-6 CpG ODN-BSA dispersiyonu intranazal 1. ve 14. giin
IN-7 BSA dispersiyonu intranazal 1. ve 14. giin
SC-1 BSA yiiklii CC-CMC nanopartikiil dispersiyonu | subkiitan 1. ve 14. glin
SC-2 BSA yiiklii TMC-CMC nanopartikiil dispersiyonu | subkiitan 1. ve 14. glin
SC-3 CC-BSA dispersiyonu subkiitan 1. ve 14. giin
SC-4 TMC-BSA dispersiyonu subkiitan 1. ve 14. giin
SC-5 CMC-BSA dispersiyonu subkiitan 1. ve 14. giin
SC-6 Alum-BSA dispersiyonu subkiitan 1. ve 14. giin
SC-7 BSA dispersiyonu subkiitan 1. ve 14. giin
Kontrol - - -

BSA: Sigir serum albumini; CMC: Karboksimetil kurdlan; CC: Kitosan kloriir; CG: Kitosan glutamat; TMC: Trimetil
kitosan; CpG ODN: sitozin-fosfat-guanin oligodeoksiniikleotidi.

ELISA (Enzim Iliskili Iimmiinoadsorban Deneyi), 1960’11 yillarda gelistirilmistir.
Bu deney, 6zgiin bir antikor ile analiz edilecek madde (antijen veya protein) arasindaki
reaksiyona dayanmaktadir. Bu ¢aligmada iki farkli ELISA yontemi kullanilmistir: sandvig
ELISA ve indirek ELISA’dir. Indirek ELISA antikorlarin Olgtimi i¢in kullanilirken,
sandvi¢ ELISA sitokinlerin tespit edilmesinde kullanilmaktadir. Bu iki ydntem
arasindaki temel fark, indirek ELISA plakasi antijenle kaplandiktan sonra primer ve
ardindan sekonder antikor eklenmektedir. Sandvi¢c ELISA’da ise plaka 6zglin bir
antikorla kaplanir ve sonrasinda analiz edilecek madde eklenmektedir. ilaveten, tespit
etmek icin 6nemli olan ikinci isaretli antikor eklenmektedir. Her iki deneyin sonunda da
substrat ilavesi gerekmektedir. indirek ELISA’daki antikor miktar1 negatif kontrolle
karsilastirilarak 6l¢iiliirken sandvig ELISA’da kalibrasyon egrisi gerekmektedir.
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Farenin kuyruk veninden belirli zaman araliklarinda alinan (13, 21, 60, ve 253.
giin)100 pl hacmindeki kan 6rneklerindeki antikor yanitlart (IgG, IgGy ve 19G2a) ELISA
analizi ile test edildi. /n vivo calismalar toplam 253 giin siirdii ve ¢alismanin sonunda
fareler servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilerek vajinal yikama islemleri
mikropipet ile 100 ul soguk PBS (pH 7,4) uygulanarak gergeklestirildi ve vajinal yikama
cozeltilerinde ELISA testi ile sIgA diizeyleri 6lgiildi.

BSA antijenine spesifik sitokinlerin analizi i¢in, hayvanlarin dalaklar1 ¢ikartildi
ve primer hiicreler, %10 FBS, 20 mM L-glutamin, 105 U/mL penisilin ve 100 pg/mL
streptomisin ilave edilimis RPMI 1640 besiyerinde izole edildi. Primer hiicreler, BSA
antijeni ile uyarildiktan sonra salgilanan spesifik sitokin (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 ve IFN-
v) miktar1 ELISA MAX Deluxe Set (Biolegend, ABD) Kitleri ile tespit edildi .

3.18.1. Orneklerin Toplanmasi

Kan 6rnekleri kuyruk veninden (13., 21., ve 60. giin) ve periorbital venden (253.
giin) topland1 .100 pl olarak toplanan kan érnekleri bos bir ependorf tiibe konarak bir gece
boyunca +4°C’de buzdolabinda saklandi. Sonrasinda kan 6rnekleri 15.000 rpm’de 5
dakika boyunca santriflij edilerek kanin serum kismi alinip yeni ependorf tiiplere
yerlestirildi. Serum 6rnekleri analize kadar -20°C’de saklandi. Vajinal sivilar ve dalaklar
253. giinde alindi. Vajinal yikamalar igin enzim inhibitérii igeren (100 mM
fenilmetilsiilfonil floriir) soguk PBS kullanildi. Vajina ti¢ sefer 33 ul PBS ile mikropipet
kullanarak yikandi ve yikama c¢ozeltisi ependorf tiipte toplanip buzda bekletildi.
Sonrasinda 6rnekler 15.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij edilen
ornegin st kismimdan 50 pl alindi ve analiz edilecegi zamana kadar -20°C’de bekletildi.
Sakrife edilen farelerden ¢ikarilan dalaklar PBS i¢inde buzda bekletildi ve her bir gruptan

elde edilen dalaklar primer dalak hiicrelerinin elde edilmesi i¢in bir araya getirildi.

3.18.2. Antikor Deneyleri
Serum o6rneklerinde antikor (IgG, 1gG1 ve 19gG2a) tayini ve vajinal sivilarda SIQA

tayini i¢in indirekt ELISA yontemi kullanilmis ve deney asagidaki sekilde yapilmistir.

1) 96 kuyucuklu plaka gece boyunca +4+1°C’de BSA antijeniyle kaplandi. PBS
(pH 7.4) igindeki 100 ul 20 ng/mL BSA antijeni ¢ozeltisi her bir kuyucuga
yerlestirildi.
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2) Plakalar kaplandiktan sonra 3 defa PBST (%0.05 h/h Tween 20 igeren PBS)

ile yikand1 ve oda sicakliginda kurutuldu.

3) Biitiin kuyucuklar 100 pl %2 yagsiz siit tozu igeren PBS ile 37°C’de 1 saat
boyunca bloke edildi.

4) Yikama ve kurutma basamagi tekrar edildi.

5) Uygun olarak seyreltilmis antikor i¢eren (IgA igin 1/2 diger antikorlar 1/32

oraninda) 100 ul serum eklenmistir ve seri olarak seyreltilmistir.
6) 96 kuyucuklu plaka 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
7) Yikama ve kurutma basamagi tekrar edildi.

8) Kuyucuk basina 50 ul PBS (pH 7.4) ile 1/4000 oraninda seyreltme yapilan
IgG peroksidaz antifare, 1gG1 peroksidaz antifare, 1G24 peroksidaz antifare

veya IgA peroksidaz antifare eklendi.
9) 96 kuyucuklu plaka 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
10) Yikama ve kurutma basamagi tekrar edildi.
11) Kuyucuk bagina 50 pl olacak sekilde ABTS ilave edildi.
12) 96 kuyucuklu plaka 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

13) Plakalar mikroplaka okuyucuya (Multiskan® Ex, Thermo Scientific)
yerlestirildi ve her bir kuyucugun absorbansi 405 nm’de okundu.

14) Antikor titreleri, negatif kontrol grubuna ait absorbanslar ile karsilastirilarak

hesaplanda.

3.18.3. Immiinolojik Cahsmalara alinan Farelerin Primer Dalak Hiicrelerinin
Izolasyonu

Farelerin sakrifiye edilmesinden sonra dalaklari ¢ikarildi ve buz banyosu i¢inde
Ki soguk steril PBS’in i¢ine yerlestirildi. Her bir immiinizasyon grubuna ait hayvanlarin
dalaklart ayni yerde toplandi. Dalaklar, tek kullanimlik 70 pm hiicre eleginden 5 ml
calisma besiyeri (%89 RPMI 1640; %10 FBS; %1 penisilin-streptomisin) yardimi ile
nazikge ezilerek gecirildikten sonra, elde edilen hiicre siispansiyonunun ¢ékmesi i¢in bes
dakika beklendi ve iizerine 40 mL c¢alisma besiyeri ilave edildikten sonra 200 g

kuvvetinde 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra, iist sivi kisim
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uzaklastirildi. Hiicre toplulugu 10 mL ¢alisma ortami eklenerek tekrarsiispande edildi ve
santrifiij islemi ayni sartlarda tekrarlandi. Son santrifiij isleminin ardindan hiicreler 5
mL’lik ¢alisma besiyeri i¢inde dagitildi ve canli hiicre sayist Tripan mavisi kullanilarak
hemositometre ile tespit edildi. Primer dalak hiicrelerinin konsantrasyonu c¢alisma

besiyeri kullanilarak 5x10° hiicre/mL’ye ayarland.

3.18.4. Sitokin Analizi icin Primer Dalak Hiicrelerinin BSA Antijeni ile yeniden
Uyarilmasi

Steril 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna, ilgili gruba ait primer dalak
hiicresi siispansiyonlarindan 100’er pL ekildi. Uzerine ise 100’er puL 10 pg/mL
konsantrasyonda BSA antijeni igeren calisma besiyeri ilave edildi. Ustii kapatilan
plakalar, 37°C de %5 CO: igeren inkiibatore yerlestirilerek 72 saat bekletildi.
Inkiibasyondan sonra, hiicre kiiltiiriindeki iistte kalan sivilar toplanip 200 g kuvvetinde

10 dakika boyunca santrifiij edildi.

3.18.5. Sitokin Analizleri
Santrifiijden sonra iistte kalan sivida sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak yapilan
sitokin (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 ve IFN-y) analizine ait deney protokolii asagida

verilmistir.

1) Calisilacak sitokini kendisine baglayacak olan antikor PBS ile istenilen ¢alisma
konsantrasyonuna seyreltildi. Hazirlanan antikor ¢ozeltisinden 96 kuyucuklu
plakalarin her bir kuyucugunalO0 pL ilave edildi ve plakalar oda sicakliginda

gece boyunca antikor ile kaplandi.

2) Plakalar kaplandiktan sonra ii¢ defa PBST ¢ozeltisi ile yikandi ve oda sicakliginda

kurutuldu.

3) Plakalarmn her bir kuyucuguna 300 pL reaktif seyreltici ilave edildi ve antikorlar1

bloke etmek amaciyla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
4) Yikama ve kurutma basamag tekrar edildi.

5) Plakalarin her bir kuyucuguna reaktif seyreltici i¢indeki standart ve 6rneklerden

100’er pL eklendi ve plakalarin tistii kapatilarak 2 saat boyunca inkiibe edildi.

6) Yikama ve kurutma basamag: tekrar edildi.
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7) Her bir kuyucuga reaktif seyreltici ile seyreltilen tespit antikorundan 100’er uL
ilave edildi ve plakalarin istii kapatilarak tekrar2 saat boyunca inkiibe edildi.

8) Yikama ve kurutma basamagi tekrar edildi.

9) Her bir kuyucuga Streptavidin-HRP’nin ¢alisma ¢6zeltisinden 100’er puL eklendi.
Plakalarin istii kapatilarak oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.

10) Yikama ve kurutma basamagi tekrar edildi.

11) Her bisr kuyucuga 100’er puL substrat ¢ozeltisi ilave edildi ve 20 dakika daha
inkiibe edildi.

12) Her bir kuyucuga 50 uL durdurma ¢ozeltisi (2 N H2SO4) ilave edildi ve plakalar

nazikge calkalanarak kuyucuklardaki ortmain karismasi saglandi.

13) Hemen ardindan, her bir kuyucugun optik dansitesi mikro plaka okuyucu ile 450
ve 570 nm’de tespit edildi. Hesaplama esnasinda 570 nm’deki okumalara ait
degerler, 450 nm’dekinden her bir plakanin optik eksikliklerini kaldirmak i¢in
cikarildi.

14) Sitokin seviyeleri kalibrasyon egrisine gore hesaplandi.

3.19. istatiksel Calismalar
Hayvan ¢alismalarindan elde edilen in vivo data Mann-Whitney U test kullanilarak
istatistiksel analize tabi tutulmustur. p<0,05 anlamlilik agisindan gosterge olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. BSA Antijeninin Ozelliklerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

4.1.1. BSA Antijeninin UV Spektrumuna Ait Bulgular
BSA antijeninin sulu ¢6zeltisinin, 200-600 nm araliginda UV-spektrofotometrede

spektrumu alindiginda, maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) 588 nm olarak

bulunmustur.

4.1.2. BSA Antijeninin Bradford Yontemiyle Kalibrasyonunun Validasyonuna Ait
Bulgular

4.1.2.1. Dogrusallik

BSA antijeninin Bo6lim 3.1.3.1.°de agiklandig1 sekilde yapilan caligsmasi
sonrasinda elde edilen standart egri grafigi Sekil 4.1’de gosterilmistir. Standart egriye ait
parametreler Tablo 4.1°de ve standart egrinin hazirlanmasinda kullanilan ortalama
absorbans (ABSorT), standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (%RSD) degerleri
Tablo 4.2’de verilmistir.

0,7
0,6 e
0,5 y=0,0292x-0,0005
2 = .
2 r“=0,9998 .
< 0,4
Q
= .
o
B 0;3 -..'
< L
0,2 @
-"-...
0,1 .
pet
0
0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4-1: BSA antijeninin standart egri grafigi

y= absorbans; x= konsantrasyon (ug/mL); r?= determinasyon katsayis1



Tablo 4-1: BSA antijeninin standart egrisine ait parametreler

Egim

Kesisim

r-2

0,0292

0,0005

0,9998

50

Tablo 4-2: BSA antijeninin miktar tayini yonteminin dogrusalhgina ait veriler

Konsantrasyon
ABSorT SD (1) RSD (%0)
(ng/mL)

1 0,028 0,0005 %1,75
2,5 0,076 0,001 %1,28

5 0,144 0,002 %1,39
7,5 0,214 0,003 %1,4
10 0,294 0,004 %1,36
15 0,435 0,004 %0,93
20 0,584 0,003 %0,52

4.1.2.2. Dogruluk

Ug farkli konsantrasyonda hazirlanan BSA antijen ¢ozeltisinin altiser kez okumasi

yapilarak dogruluk calismasi gergeklestirilmistir. Her konsantrasyon i¢in geri kazanim

degeri (%), standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (%RSD) degeri Tablo 4.3’de

verilmistir.



Tablo 4-3: BSA antijeninin miktar tayini yonteminin dogruluguna ait veriler (n=6)

Teorik Ortalama Pratik
Geri Kazanim
Konsantrasyon | Konsantrasyon %) SD (¥) RSD (%)
(0]
(mg/ml) (ng/ml)
5 4,87 97,4 1,283 1,32

7.5 7,41 98,8 1,179 1,19
10 9,83 98,3 1,267 1,29
4.1.2.3. Kesinlik

BSA antijeninin miktar tayininin kesinliginin belirlenmesinde tekrarlanabilirlik
ve ara kesinlik parametreleri incelenmistir. Bu baglamda tekrarlanabilirlik testi icin BSA
antijen ¢ozeltisinden ii¢ farkli konsantrasyonda altisar kez okuma alinmustir. Olgiimlere
ait ortalama absorbans, konsantrasyon, standart sapma (SD) ve relatif standart sapma
(%RSD) degerleri Tablo 4.4’de verilmigstir. Ara kesinlik testi i¢in ise birbirini takip eden
iki giinde {ii¢ farkli konsantrasyonda altiser kez okuma yapilmistir. Ortalama
konsantrasyon, standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (%RSD) degerleri Tablo

4.5’de verilmistir.

Tablo 4-4: BSA antijeninin miktar tayini yonteminin tekrarlanabilirligine ait veriler
(n=6)

Teorik Ortalama Pratik
Konsantrasyon Konsantrasyon SD (%) RSD (%)
(ng/mL) (ng/mL)
5 4,955 0,067 1,34
7,5 7,312 0,126 1,73
10 10,08 0,178 1,76
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Tablo 4-5: BSA antijeninin miktar tayini yonteminin ara kesinligine ait veriler (n=6)

Teorik Ortalama Pratik
Konsantrasyon Konsantrasyon SD (1) RSD (%)
(ng/mL) (ng/mL)
1. giin 4,955 0,067 1,34
5
2. giin 4,967 0,080 1,62
1. giin 7,312 0,126 1,73
7,5
2. giin 7,506 0,116 1,54
1.giin 10,080 0,178 1,76
10
2.giin 10,131 0,188 1,86

4.1.2.4. Ozgiinliik

Formiilasyonda yer alan yardimci maddelerin ayr1 ayri ¢ozeltileri ve her bir bos
nanopartikiil formiilasyonunun UV spektrofotometrede 200-650 nm araliginda
spektrumlart alinmis ve BSA antijen ¢ozeltisinin maksimum absorbans gosterdigi 588
nm’de pik verip vermedigine bakilmistir. Sonug olarak kullanilan hi¢bir maddenin ve

nanopartikiil formiilasyonunun o dalga boyunda pik vermedigi saptanmuistir.

4.1.2.5. Teshis Limit (LOD) ve Miktar Tayini Limiti (LOQ)
Yontem 3.1.3.5. ve 3.1.3.6’da bahsedildigi sekilde hesaplanarak LOD ve LOQ

degerleri bulunmustur.
LOD= 0,205 pg/mL
LOQ= 0,685 pg/mL
4.2. Kitosan Kloriir (CC) ve Kitosan Glutamat (CG) Hazirlanmasi

Yontem 3.2°ye gore hazirlanan polimerler %80’nin {izerinde verimle elde

edilmistir. Elde edilen CC ve CG sekil 4-2’de gosterilmistir.



53

OH (@] :<
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OH OH

Sekil 4-2: Kitosan Kloriir ve kitosan glutamat’in sekilsel gosterimi
R eger -Cl ise Kitosan Kloriir; R eger -OOCCH2CH2CHNHCOOH ise Kitosan Glutamat’tir.

4.3. N-Trimetil Kitosan Kloriir (TMC) Sentezi
Yontem 3.3.’te bahsedildigi sekilde TMC’nin sentezi iki agamali1 olarak

yapilmistir. TMC’nin sentez reaksiyonu Sekil 4.3°de gosterilmistir.

OH
- o] NaOH, Nal
o] 0 + CH,l
HO 600C, NMP
NH5*
OH OH
na o) v i o "‘-u_o o)
-0 0. iyon degisimi g‘~~
HO HO or
I_ N+ :
N+ / ~
N\ \ > CH,
HSC \CHCBHB HGC CHB

Sekil 4-3: TMC’nin sentez reaksiyonu
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4.4. Karbosimetil Kurdlan (CMC) Sentezi
Yontem 3.4.te anlatildigit sekilde CMC sentezi yapilmistir. Kurdlanin

karboksimetilasyonu sonucu olusan CMC’nin sentez reaksiyonu Sekil 4.4’te

gosterilmistir.
OH OH
o o 1o o CH,CICOOH
--0 0 5. o
OH OH
OCH,COOH OH
HO O Ho 0
-0 0 0-.
OH OH

Sekil 4-4: CMC’nin sentez reaksiyonu

4.5. Sentezlenen Polimerlerin Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektrometresi
ile Analizi

Yontem 3.5.te bahsedildigi sekilde sentezlenen polimerlerin FT-IR spektrumlari

elde edilmistir.

4.5.1. Kitosan Kloriir ve Kitosan Glutamatin FT-IR Spektrometresi ile Analizi
Sekil 4.5de kitosan, CC ve CG’ye ait FT-IR spektrumlar1 verilmistir. Sekilde de
goriildiigii gibi, kitosanin yapisindaki amino gruplarina (NH>) ait maksimumu 1649 cm’
1*de bulunan karakteristik yaygin pikin, CC’ye ait spektrumda kaybolarak 1629 cm™ ve
1525 cm™¥’de iki yeni keskin pik olarak goriilmesi bu reaksiyonun gerceklestigini
gostermektedir. Yine, CG’ye ait FT-IR spektrumunda, kitosanin NH2 gruplarina ait 1649
cm’de bulunan karakteristik pikin kaybolarak 1621 cm™’de omuz seklinde goriilmesi,

kitosandan CG elde reaksiyonunun gergeklestigini gostermektedir (Orienti ve ark. 2002).
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Sekil 4-5: Kitosan, Kitosan Kloriir (CC) ve Kitosan Glutamat (CG)’a ait FTIR
Spektrasi

4.5.2. N-Trimetil Kitosanin FT-IR Spektrometresi ile Analizi

Sekil 4.6’da kitosan ve TMC’ye ait FT-IR spektrumu verilmistir. Kitosan ait
spektrumda, 1589 cm™’de kitosanin yapisinda bulunan N-H baglarina ait yaygin pik ve
1421-1377 cm™ araliginda bulunan C-N bagmin gerilme titresiminden ileri gelen pikler
goriilmektedir (Mourya ve Inamdar 2009). TMC’ye ait FT-IR spektrumunda ise,
kitosandan farkli olarak 1481 cm™’de metil gruplarina ait asimetrik gerilme titresimine
ait keskin pikin goriilmesi, kitosanin yapisindaki N-H baglarina ait pikin (1589 cm™’de
goriilen) TMC’de 1561 cm™’e kaymasi, kitosandan TMC elde reaksiyonunun

gerceklestigini gostermektedir (Mourya ve Inamdar 2009; Jia ve ark. 2001; Xu ve ark.
2010).
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Sekil 4-6: Kitosan ve N-Trimetil Kitosan (TMC)’a ait FTIR spektrasi

4.5.3. Karboksimetil Kurdlanin FT-IR Spektrometresi ile Analizi

Sekil 4.7°de kurdlan ve CMC’ye ait FT-IR spektrumu verilmistir. Kurdlana ait
spektrumda, 3200-3450 cm™ araliginda (maks. 3320 cm™) Kkarakteristik absorpsiyon
tepeleri, , 1170-1080 cm™ araliginda kurdlanin yapisinda bulunan glukosidik halkaya ait
derin ve yaygin pik ve 1162 cm™’de metilol grubuna ait serbest OH gruplarmin C-O
baginin gerilme titresimine ait pik goriilmektedir (Gok 2008). CMC’ye ait FT-IR
spektrumunda ise, kurdlandan farkli olarak, 1593 cm™ ve 1425 cm™ de graft zincirdeki
COO" (karboksilat) gruplarina ait sirastyla asimetrik ve simetrik gerilme titresimine ait
absorpsiyon tepelerinin bulunmasi ve kurdlanin metilol grubuna ait serbest OH
gruplarmin C-O bagmin gerilme titresimine ait 1162 cm™’deki pikin kaybolmasi,

kurdlandan CMC elde reaksiyonunun gergeklestigini gostermektedir (Gao ve ark. 2008).
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Sekil 4-7: Kurdlan ve Karboksimetil Kurdlan (CMC)’a ait FTIR spektrasi

4.6. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektrometrisi ile TMC ve CMC’nin
Analizi

4.6.1. N-Trimetil Kitosanin *H-NMR Spektrometrisi ile Analizi
TMC’ye ait *H-NMR spektrumu Sekil 4.8°de gosterilmistir.
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Sekil 4-8: TMC’nin *H-NMR spektrumu

4.6.2. Karboksimetil Kurdlanin 13C-NMR Spektrometresi ile Analizi

CMC’ye ait 3C-NMR spektras1 Sekil 4.9°da gosterilmistir.

.‘ .l I
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Sekil 4-9: CMC’nin NMR spektrumu
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Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS pH 7.4), izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi (%0.9) ya

da suda farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC
nanopartikiillerinin partikiil biiytikligi, biiyiklik dagilimi (PDI) ve zeta potansiyeli

Ol¢timlerine ait sonuglari sirastyla Tablo 4.6, Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4-6: Farkh ortamlardaki CC-CMC nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil
bilyiikliigii, biiyiikliik dagilim ve zeta potansiyeli sonuclari

PBS (pH 7,4) Salin ¢ozeltisi Su
C4 |1 1 Agregasyon Go6zlendi Agregasyon Gozlendi Agregasyon Gozlendi.
c3 |1 |05  |Agregasyon Gozlendi. |245:2.3 gzgggi 20,8+0,6 [239+1,6 8%38* 48,7+0.4
c5 |15 |05  |Agregasyon Gozlendi.  |262,8+4,9 8:852* 23,3+0,5 |307,3+7,0 8:3%* 53.340.6
c8 |2 |05 |Agregasyon Gozlendi. |271,3+3.8 gzéggi 26,1:0,8 | 405+3,4 8%3* 51.940.6
c12 |25 |05  |Agregasyon Gozlendi.  |277,7+5.7 8:81? 28,5:0,9 |482,3+11,5 8:32;* 542409

F: Formiilasyon; CC: Kitosan Kloriir (mg/mL); CMC: Karboksimetil kurdlan (mg/mL) Boyut: Partikiil
biiyiikliigii (nm+SD) PDI: Polidispersite indeksi ZP: Zeta potansiyeli (mV+SD)
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Tablo 4-7: Farkh ortamlardaki CG-CMC nanopartikiil formiilasyonlarinin
partikiil biiyiikliigii, bityiikliik dagilim ve zeta potansiyeli sonuglar:

PBS (pH 7,4) Salin ¢ozeltisi Su
[a) [a)
- 2 2 -
a > >
ol 5% E E 4
O|=| 3E o o E
L |O|O [ mE N N =
G4 |1 |1 [Agregasyon Gozlendi. Agregasyon Gozlendi. Agregasyon Go6zlendi.
.. . 0,197+ .. .
G3 (1 |0,5 |Agregasyon Gozlendi. 229,4+6,7 0023 17,4+0,6 | Agregasyon Gozlendi.
. . 0,209+ 0,209+
G5 |1,5 (0,5 [Agregasyon Gozlendi. 244,3+2.8 0.016 20,2+0,5 299,324 0,007 36,1+0,2
G8 |2 |05 |Agregasyon Gozlendi. 2511254 |222%F 1216108 [288.5:06 | 9222 42,9204
0,032 0,01
4 . 0,234+ 0,206+
G12 |2,5 0,5 [Agregasyon Gozlendi. 258,2+8,1 0.006 23,5+0,4 |443,4+16,9 0,002 44,7+0,7
F: Formiilasyon CG: Kitosan Glutamat 9 Cp (mg/mL) CMC: Karboksimetil kurdlan (mg/mL) Boyut: Partikiil
biiyiikliigii (nm=SD) PDI: Polidispersite indeksi ZP: Zeta potansiyeli (mV+SD)
Tablo 4-8: Farklhi ortamlardaki TMC-CMC nanopartikiil formiilasyonlarinin
partikiil biiyiikliigii, biiyiikliikk dagilimi ve zeta potansiyeli sonuclar:
PBS (pH 7,4) Salin ¢ozeltisi Su
-2 21 21| @ 2
S| 2| 3t S 22| 3.3
u| E| S| &£ NE| 8| B | RE
T4 |1 1 Agregasyon Gozlendi. Agregasyon Gozlendi. Agregasyon Gozlendi.
. . " . 0,194+
T3 |1 0,5 Agregasyon Gozlendi. Agregasyon Gozlendi. 21143,6 0015 40,9+0,3
0,220+ 0,460+ 0,252+
T5 |15 (0,5 |231,6+2,8 0,013 14,8+0,3 | 428,8+3,6 0,056 18,1+0,6 | 319,1+3,9 0,007 49,1+0,9
0,213+ 0,230+ 0,264+
T8 |2 05 |210,3+1,3 0,011 18,2£1,2 260+2,4 0,025 19,6+0,8 | 404,8+6,4 0,012 53,3+0,4

F: Formiilasyon TMC: N-Trimetil kitosan 9 Cp (mg/mL); CMC: Karboksimetil kurdlan (mg/mL) Boyut:

Partikiil bityiikliigii (nm+SD); PDI: Polidispersite indeksi; ZP: Zeta potansiyeli (mV+SD)
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4.8. CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.8.1. CC-CMC Nanopartikiillerinin Partikiil Biiyiikliigii, Biiyiikliik Dagilhim, Zeta
Potansiyeli ve Enkapsiilasyon Etkinligi Sonuclari

CC-CMC nanopartikiiller bos veya 7,5 ng/mL BSA yiiklii olarak hazirlamistir.
Hazirlandiktan sonra nanopartikiillerin partikiil biiytikligii ve zeta potansiyelleri
Olctimiistir. Bos ve BSA yiikli nanopartikiillerin karsilastirmali olarak partikiil
buyiikligi, biytklik dagilimi (PDI) ve zeta potansiyeli verileri Tablo 4.9°da
belirtilmistir.

Tablo 4-9: Bos ve BSA yiiklii CC-CMC nanopartikiillerinin karsilatirmalh Partikiil
Biiyiikliigii, Biiyiikliik Dagilimi, ve Zeta potansiyeli verileri

Bos CC-CMC nanopartikiilleri BSAgggha CC-CMC
nanopartikiilleri
E ccC CMC r ~ n —
(mg/mL)| (mg/mL) g % % o §| g % % o (z)l
D £ £ E | @& £ E

C1 0,5 0,25 208,6+2,3 |0,173+0,008( 33,1+2,2 | 188,4+1,3 |0,206+0,018| 36,2+0,7
C2 0,5 0,5 Agregasyon Gozlendi.

C3 1 0,5 289,8+3,2 [0,323+£0,053| 44,4+0,5 | 239+1,6 [0,236+0,009| 48,7+0,4
C4 1 1 Agregasyon Gozlendi.

C5 1,5 0,5 330+10,8 |0,268+0,030| 49,4+0,5 | 307,3£6,9 |0,364+0,018| 53,3+0,6
C6 1,5 1 407+0,5 |0,456+0,010{ 38,7+0,5 | 376,1£3,4 |0,345+0,039| 38,7+0,7
C7 15 15 Agregasyon Gozlendi.

C8 2 0,5 432+3,7 10,369+0,040| 52+0,4 405+3,4 |0,275+0,009( 51,9+0,6
Cc9 2 1 458+6,0 |0,368+0,039| 45,9+0,3 | 453,1+6,1 |0,383+0,024| 48,3£0,3
C10 2 15 4272445 [0,418+0,015 35,5+1,0 | 398,4+3,1 [0,474+0,016( 34,7+0,5
C11 2 2 Agregasyon Gozlendi.

C12| 25 0,5 497,249.9 (0,310+0,049| 54,8+0,5 | 482,3£11,5 [0,385+0.048| 54,2+0,9
C13| 25 1 568,4+16,5(0,433+£0,007 50,9+0,9 | 562,2+23,2 {0,407+0,032| 50,5+0,8
Cl4| 25 15 627,1£30,3|0,564+0,106| 46,1+0,8 | 615,7+8,8 |0,475+£0,034| 44,4+0,4
Ci5| 25 2 568,5+12,9(0,609+0,134( 34,4+0,5 | 553,4+17,3 [0,627+0,121| 32,5+0,7
C16| 25 2,5 Agregasyon Gozlendi.

F: Formiilasyon; CC: Kitosan kloriir 9 Cp (mg/mL); CMC: Karboksimetil kurdlan (mg/mL); Boyut: Partikiil
bityiikliigii (nm+SD); PDI: Polydispersite indeksi; ZP: Zeta potansiyeli (mV+SD).
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7,5 ng/mL BSA yiikli CC-CMC nanopartikiillerine ait partikiil biiyiikliigii,

biiyiikliik dagilimi1 (PDI), zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve tiretim verimine ait

veriler Tablo 4.10°da belirlenmistir.

Tablo 4-10: BSA yiikli CC-CMC nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigii,
biiyiikliik dagilimi, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve iiretim verimine ait

veriler
CC CMC Boyut ZP Verim
F PDI£SD E.E.
(mg/mL) | (mg/mL) | (nm+SD) (mV+SD) (%)
C1 0,5 0,25 188,4+1,3 [0,206+0,018 36,2+0,7 | 55,48+6,5 | 78,33+9,8
Cc2 0,5 05 Agregasyon Gozlendi.
C3 1 0,5 239+1,6 |0,236+0,009| 48,7+0,4 | 68,73+9,6 89+5,9
C4 1 1 Agregasyon Gozlendi.
C5 1,5 0,5 307,3+6,9 |0,364+0,018| 53,3+0,6 | 52,10+7,2 82+6,8
C6 15 1 376,1+3,3 [0,345+0,039| 38,7+0,7 | 50,72+8,5 | 48,33+8,7
c7 15 15 Agregasyon Gozlendi.
C8 2 0,5 405+£3,4 10,275+0,009( 51,9£0,6 | 45,94+8,1 80+9
C9 2 1 453,1£6,0 |0,383+0,024| 48,3+0,4 | 43,97+9,3 | 54,16+5,2
C10 2 1,5 398,4+3,2 0,474+0,016| 34,7+0,5 | 54,91+5,6 | 31,66+9,6
C11 2 2 Agregasyon Gozlendi.
C12 2,5 0,5 482,3+11,50,385+£0.048| 54,2+0,9 | 43,31+12,3| 75,62+7,5
C13 2,5 1 562,2+23,310,407+0,032| 50,5+0,8 | 48,04+5,8 | 50,21+8,4
C14 2,5 1,5 615,7+8,8 [0,475+0,034| 44,4+0,4 | 61,0854 | 61,66+5,3
C15 2,5 2 553,4+17,310,627+0,121| 32,5+0,7 | 59,39+13,5| 40+7,4
C16 2,5 2,5 Agregasyon Gozlendi.

F: Formiilasyon; CC: Kitosan kloriir 9 Cp (mg/mL); CMC: Karboksimetil kurdlan (mg/mL); Boyut: Partikiil

biiyiikliigii (nm+SD); PDI: Polydispersite indeksi; ZP: Zeta potansiyeli (mV+SD); E.E. :

etkinligi (%SD)

Enkapsiilasyon
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4.8.2. CG-CMC Nanopartikiillerinin Partikiil Biiyiikliigii, Biiyiikliik Dagilimi, Zeta
Potansiyeli, Enkapsiilasyon Etkinligi ve Uretim Verimine Sonuclari

CG-CMC nanopartikiilleri bos veya 7,5 ng/mL BSA yiiklii olarak hazirlanmustir.

Hazirlandiktan sonra nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii, biiyiikliik dagilimi ve zeta

potansiyelleri 6lgiilmiistiir. Bos ve BSA yiiklii nanopartikiillerin karsilastirmali olarak

partikiil biylkligi, biyiklik dagilimi (PDI) ve zeta potansiyeli verileri Tablo 4.11°de

belirtilmistir.

Tablo 4-11: Bos ve BSA yiiklii CG-CMC nanopartikiillerinin karsilatirmah boyut,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli verileri

Bos CG-CMC nanopartikiilleri

BSA yiiklii CG-CMC nanopartikiilleri

— J
F :Em \g’ a o) a) a) ) [a)
o O £ o £ £ o £
Gl| 05 0,25 Agregasyon Gozlendi.
G2 0,5 0,5 Agregasyon Gozlendi.
G3 1 0,5 Agregasyon Gozlendi.
G4 1 1 Agregasyon Gozlendi.
G5| 15 05 | 271,3£1,7 | 0,182£0,015| 31,6£0,5 | 299,3£2.4 | 0,209+£0,007 | 36,1+0,3
G6| 15 1 Agregasyon Gozlendi.
G7 15 15 Agregasyon Gozlendi.
G8| 2 05 | 3153%5,1 |0,222+0,020| 36,302 | 2885+0,6 | 0,222+0,01 | 42,9+0,5
G| 2 1 225,142,8 | 0,199£0,037 | 17404 | 282,0+59 | 0,281+0,033 | 24,4+0,4
G10 2 15 Agregasyon Gézlendi.
Gl1 2 2 Agregasyon Gozlendi.
G12| 25 05 | 353,7£0,9 | 0,215+0,008 | 38,940,5 | 443,4+16,9 | 0,206+0,002 | 44,7+0,7
G13| 25 1| 416,8+11,1 | 0,396+0,016 | 29,5+0,8 | 421,66,2 | 0,287+0,006 | 35,6+0,8
Gl4| 25 15 Agregasyon Gozlendi.
G15| 25 2 Agregasyon Go6zlendi.
G16| 2,5 2,5 Agregasyon Go6zlendi.

F: Formiilasyon; CG: Kitosan glutamat 9 Cp (mg/mL); CMC: Karboksimetil kurdlan (mg/mL); Boyut: Partikiil

biiyiikliigii (nm+SD); PDI: Polydispersite indeksi; ZP: Zeta potansiyeli (mV£SD).
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7,5 pg/mL BSA yiiklii CG-CMC nanopartikiillerine ait partikiil biyiikligi,

biiytiklik dagilimi (PDI), zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve iiretim verimine

ait veriler Tablo 4.12°de belirlenmistir.

Tablo 4-12: BSA yiikli CG-CMC nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigii,
biiyiikliik dagilhmm (PDI), zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve iiretim
verimine ait veriler

- cG cMC | Boyut | zP Verim EnkEaps,ﬁlf'f,yon

(mg/mL) | (mg/mL) | (nm+SD) * (MVLSD) | (%) “:S']‘)“g‘

Gl 0,5 0,25 Agregasyon Gozlendi.

G2 0,5 0,5 Agregasyon Gozlendi.

G3 1 0,5 Agregasyon Gozlendi.

G4 1 1 Agregasyon Gozlendi.

G5 1,5 0,5 299,3+£2,4 | 0,209+0,007 | 36,1+£0,3 | 50,72+6,4 81,27+5,3

G6 1,5 1 Agregasyon Gozlendi.

G7 15 15 Agregasyon Goézlendi.

G8 2 0,5 288,5+0,6 | 0,222+0,01 | 42,9+0,5 32457 76,32+7,2

G9 2 1 282,0+5,9 | 0,281+0,033 | 24,4+0,4 | 52,28+4.3 | 47,83£123

G10 2 1,5 Agregasyon Gozlendi.

Gl1 2 2 Agregasyon Gozlendi.

G12 2,5 0,5 443,4+16,9 | 0,206+0,002 | 44,7+0,7 | 49,01+7,4 47,83+9,5

G13 2,5 1 421,6+6,2 | 0,287+0,006 [ 35,6+0,8 | 43,97+6,5 62,88+6,9

G14 2,5 15 Agregasyon Gozlendi.

G15 2,5 2 Agregasyon Gozlendi.

G16 2,5 2,5 Agregasyon Gozlendi.

F: Formiilasyon; CG: Kitosan glutamat 9 Cp (mg/mL); CMC: Karboksimetil kurdlan (mg/mL); Boyut: Partikiil

biiyiikliigii (nm+SD); PDI: Polydispersite indeksi; ZP: Zeta potansiyeli (mV+SD); E.E. : Enkapsiilasyon
etkinligi (%=SD)
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4.8.3. TMC-CMC Nanopartikiillerinin Partikiil Biiyiikliigii, Biyiiklik Dagilim,
Zeta Potansiyeli, Enkapsiilasyon Etkinligi ve Uretim Verimine ait Sonuglar

TMC-CMC nanopartikiilleri bos veya 7,5 upg/mL BSA yikli olarak
hazirlanmistir. Hazirlandiktan sonra nanopartikiillerin partikiil biiytikligt, biiyiiklik
dagilimi ve zeta potansiyelleri Olgiilmiistiir. Bos ve BSA yiiklii nanopartikiillerin
karsilastirmali olarak partikiil biytikligii, biiyiikliik dagilimi (PDI) ve zeta potansiyeli

verileri Tablo 4.13’de belirtilmistir.

Tablo 4-13: Bos ve BSA yiikli TMC-CMC nanopartikiillerinin karsilatirmah
partikiil biiyiikliigii, biiyiikliik dagilimi, ve Zeta potansiyeli verileri

|3 Bos TMC-CMC nanopartikiilleri| BSA yiiklii TMC-CMC nanopartikiilleri
% % o o) o o o) o
E g @ = g E|l @ E & £
T1|0,5(0,25( 159,9+£2,6 | 0,174+0,023|35,5+1,4| 153,2+0,5 | 0,196+0,014 | 37,2+1,1
T2(05]05 Agregasyon Gozlendi.
T3| 1 |0,5(226,3£2,5|0,188+0,021|42,4+1,2| 211+£3,6 0,194+0,015 | 40,9+0,3
T4 1| 1 Agregasyon Gozlendi.
T5|1,5(0,5]| 315,4+6,2 | 0,221+£0,010({49,2+0,8| 319,1£3,9 | 0,252+0,007 | 49,1+£0,9
T6| 15| 1 [ 279+6,2 |0,383+0,013|31,4+0,5( 226,9+1,9 | 0,228+0,006 | 33,9+0,6
T7(15]15 Agregasyon Gozlendi.
T8| 2 | 0,5( 411,7+9,8 |0,258+0,007| 54,2+1,0[ 404,8+6,4 | 0,264+0,012 | 53,3+04
T9| 2 | 1 | 287,7£2,6 [0,253+0,011| 40+0,5 333+2,9 0,367+0,017 | 43,3+0,9
T10| 2 | 1,5(245,7+14,3|0,357+0,013|22,7+0,6| 215,9+52 | 0,323+0,049 | 23,5+0,6
T11| 2 | 2 Agregasyon Gozlendi.
T12| 25| 0,5]| 497+6,2 [0,269+0,023]|56,2+0,4| 473,8+6,4 | 0,251+0,015 | 54,8+0,6
T13| 25| 1 | 465,8+5,1 [0,451+0,005(47,3+0,3| 444,7+3,3 | 0,433+£0,030 | 47,2+3,7
T14| 25| 1,5] 289,8+2,2 [0,356+0,012|34,6+0,9] 271+4,1 0,318+0,037 | 32,9+0,4
T15( 25| 2 Agregasyon Go6zlendi.
T16| 2,5| 2,5 Agregasyon Gozlendi.

F: Formiilasyon; TMC: N-Trimetil kitosan 9 Cp (mg/mL); CMC: Karboksimetil kurdlan (mg/mL);
Boyut: Partikiil biiyiikliigii (nm=SD); PDI: Polydispersite indeksi; ZP: Zeta potansiyeli (mV£SD).
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7,5 pg/mL BSA yiikli TMC-CMC nanopartikiillerine ait partikiil biyiikliigii,
biiytiklikk dagilimi, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve tiretim verimine ait veriler
Tablo 4.14°de belirlenmistir.

Tablo 4-14: BSA yiikli TMC-CMC nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigii,
biiyiikliik dagilimi, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve iiretim verimine ait
veriler

F T™e cMe Boyut PDI£SD i Verim (%)| E.E. (%)
(mg/mL) | (mg/mL) | (nmzSD) (mVv4SD)

T1 0,5 0,25 1532405 | 0,196+0,014 | 37.2%1,1 | 62,02+42,5 | 88,17+3,8
T2 0,5 0,5 Agregasyon Gozlendi.
T3 1 0,5 21143,6 | 0,194+£0,015 | 40,9+0,3 | 53.94+3.7 | 89,78+4.3
T4 1 1 Agregasyon Gozlendi.
T5 15 05 319,143,9 | 0.252£0,007 [ 49,1+40,9 | 35,68+3.2 | 78,79+2,8
T6 15 1 226,9+1,9 | 0,228+0,006 | 33,940,5 | 56,46+1,5 | 82,64+4,7
T7 15 1,5 Agregasyon Gozlendi.
T8 2 0,5 404,8+6,4 | 0,264+0,012 | 53,340,4 | 25,71+2,1 | 75,57+2,6
T9 2 1 333+2,9 | 0,367£0,017 | 43,3+0,9 | 50,613 | 85,1143,2
T10 2 15 215,9+5,2 | 0,32340,049 | 23,5+0,5 | 66,15+3,6 | 76,95+5,6
T11 2 2 Agregasyon Gozlendi.
T12 2,5 0,5 473,8+6,4 | 0,251+0,015| 54,8+0,5 | 22,64+2,3 | 85,74+4,5
T13 2,5 1 444732 | 0,433+0,030 | 47,2+3,7 | 39,03+3,8 | 83,47+3,4
T14 2,5 15 271+4,1 | 0,318+0,037 | 32,9404 | 55,85+4.4 | 81,86+4,3
T15 2,5 2 Agregasyon Gozlendi.
T16 2,5 2,5 Agregasyon Gozlendi.

F: Formiilasyon; TMC: N-Trimetil kitosan 9 Cp (mg/mL); CMC: Karboksimetil kurdlan (mg/mL); Boyut:
Partikiil biiyiikliigii (nm+SD); PDI: Polydispersite indeksi; ZP: Zeta potansiyeli (mV+SD); E.E.
Enkapsiilasyon etkinligi (%=SD).



4.8.3.1. CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC Nanopartikiillerinin Fiziksel Stabilitesinin incelenmesine Ait Bulgular
CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC nanopartikiillerinin fiziksel stabilitesini arastirmak amaciyla formiilasyonlar +4+1°C'de

saklanmistir. Formiilasyonlarin partikiil buiytikliikleri, hazirlandiktan hemen sonra, 1, 2, 4 ve 12 hafta sonrasinda 6l¢iilmiistiir. Sonuglar

Tablo 4.15, Tablo 4.16 ve Tablo 4.17°de belirtilmistir.

Tablo 4-15: CC-CMC nanopartikiillerinin +4=+1 °C'de 12 haftalik fiziksel stabilite sonuglar:

Hazirlandiktan sonra 1 hafta sonra 2 hafta sonra 4 hafta sonra 12 hafta sonra
Partikiil Partikiil Partikiil Partikiil Partikiil
F |[Bityiikligi [PDI+SD |Biiyiikliigii |PDI + SD Biiyiikliigii+ | PDI + SD Biiyiikliigii+ | PDI + SD Biiyiikliigii =| PDI + SD
+SD +SD SD SD SD
Cl | 188,4+1,3 |0,206+0,018| 216,7+3,5 | 0,191+0,014 [ 206+4,0 | 0,230+0,018 | 228,4+3,3 | 0,244+0,019| 206,9+3,9 | 0,231+0,013
C2 Agregasyon Go6zlendi.
C3 239+1,6 |0,236+0,009| 246,5+4,4 | 0,315+0,051 | 247,9+3,4 | 0,248+0,013 | 246,7+3,5 | 0,234+0,007 [ 278,9+£5,7 | 0,248+0,012
C4 Agregasyon Gozlendi.
C5 | 307,3£7,0 |0,364+0,018| 319,7+1,4 | 0,270+0,006 [ 309,5+£3,6 | 0,253+0,067 | 311,7+#4,2 | 0,260+0,035 | 352,4+3,4 | 0,296+0,074
C6 | 376,1£3,4 |0,345+0,039| 377,6+6,8 | 0,339+0,025 365+2,9 | 0,350+0,032 | 381,0+3,9 | 0,354+0,032  340,8+3,1 | 0,394+0,034
C7 Agregasyon Gozlendi.




C8 | 405,0£3,.4 |0,275+0,009| 417,743,7 | 0,299+0,024 | 420,6+5,8 | 0,284+0,012 | 424,4+2,7 | 0,292+0,010 | 400,7+7,2 | 0,267+0,008
C9 | 453,1+6,04 | 0,383+0,024| 456,5+7,5 | 0,374+0,008 [ 501,9+5,8 | 0,426+0,027 | 490+4,0 | 0,385+0,022 | 501,1+7,0 | 0,383+0,016
C10| 398,4+3,2 |0,474+0,016| 402,8+15,7 | 0,448+0,023 | 411,6+3,1 | 0,427+0,026 | 415,9+24,7 | 0,547+£0,079 | 430+14,4 | 0,464+0,031
C11 Agregasyon Gozlendi.

C12| 482,3+11,5 | 0,385+0.048| 490,6+8,3 | 0,323+0,031 | 492,9+7,2 | 0,287+0,012| 503,8+9,9 | 0,301+0,012 | 566,8+1,3 | 0,397+0,008
C13| 562,2+23,3 | 0,407+0,032| 587,4+14,3 | 0,450+0,016 | 597,4+6,9 | 0,470+0,009 | 591,1+10,8 | 0,442+0,007 | 538,3+0,7 | 0,414+0,017
Cl4| 615,7+8,8 |0,475+0,034| 603,0+15,6 | 0,514+0,092 | 623,3£9,8 | 0,516+0,029 | 613,7+10,8 | 0,479+0,012 | 605,3+9,3 | 0,499+0,028
C15| 553,4+17,3 | 0,627+0,121| 546,6+22,8 | 0,606+0,119 | 537,5+25,7 | 0,570+0,140 Agregasyon Gozlendi

C16 Agregasyon Gozlendi.

F: Formiilasyon, PDI: Polidispersite indeksi (£SD).
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Tablo 4-16: CG-CMC nanopartikiillerinin +4+1 °C'de 12 haftahk fiziksel stabilite sonuclari

Hazirlandiktan sonra

1 hafta sonra

2 hafta sonra

4 hafta sonra

12 hafta sonra

Partikiil Partikiil Partikiil Partikiil Partikiil

F |Biiyiikliigii| PDI £ SD | Biiyiikligii| PDI + SD Biiyiikliigii [PDI = SD Biiyiikliigii |PDI+SD Biiyiikliigii |PDI +SD
+SD +SD +SD +SD +SD

G1 Agregasyon Gozlendi.

G2 Agregasyon Gozlendi.

G3 Agregasyon Gozlendi.

G4 Agregasyon Gozlendi.

G5 | 299.3+2.4 [0,209+0,007| 292,1+6,6 | 0,224+0,006 | 269,6+0,4 0,225+0,027 | 257,845,5 | 0,280+0,062 Agregasyon Gozlendi.

G6 Agregasyon Gozlendi.

G7 Agregasyon Gozlendi.

G8 | 288,5+0,6 [0,222+0,010[ 333,2+3,4 |0,219+0,0100| 329,6+4,2 | 0,243+0,0106 | 311,9+4,1 | 0,211+0,0304| 749 4413 | 0,306+0,024

G9 282,0+5,9 |0,281+0,033 270,243.4 | 0,251+0,015 | 289,1+5,7 0,370+0,011 Agregasyon Gozlendi.

G10 Agregasyon Go6zlendi.

Gl1 Agregasyon Gozlendi.
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G12|443,4+16,9|0,206+0,002| 498,5£6,4 | 0,371£0,028 | 380,6+4,1 0,225+0,022 | 355,146,109| 0,231+0,021 | 319.8+4.9 | 0,267+0,019
Gl13| 421,646 [0,287+0,006| 369,649 | 0,233+0,014 | 419,4+7,7 0,362+0,027 364+16,4 | 0,329+0,081 Agregasyon Gozlendi.
G14 Agregasyon Gozlendi.
G15 Agregasyon Gozlendi.
G16 Agregasyon Gozlendi.
F: Formiilasyon, Boyut: Boyut (nm+SD), PDI: Polidispersite indeksi (+SD).
Tablo 4-17: TMC-CMC nanopartikiillerinin +4+1 °C'de 12 haftalik fiziksel stabilite sonuglari
Hazirlandiktan sonra 1 hafta sonra 2 hafta sonra 4 hafta sonra 12 hafta sonra
Partikiil Partikiil Partikiil Partikiil Partikiil
F |Biiyiikligi =|PDI+SD |Biiyiikliigii [PDI +SD |Biiyiikliigii |PDI+SD |Biiyiikliigii [PDI+SD |Biiyikligii |pp|+ sp
SD +SD +SD +SD +SD
T1 153,2+0,5 |0,196+0,014| 155,6+0,9 | 0,166+0,006| 161,5+1,3 |0,169+0,021| 160,4+1,7 |0,190+0,012| 160,2+1,4 0,182+0,036
T2 Agregasyon Go6zlendi.
T3 211,0+£3,6 |0,194+0,015| 219,4+1,0 | 0,1974£0,030| 217,7+£3,9 |0,203+£0,010( 219,4+3,1 [0,214+0,010( 214,5+2,4 0,201+0,014
T4 Agregasyon Gozlendi.
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T5 315,446,2 [0,221+0,010( 318,3+5,8 | 0,241+0,024| 317+1,4 |0,252+0,015| 312+3,4 |0,250+0,009| 299,6+4,1 0,241+0,009
T6 279,0+6,2 0,383+0,013| 257,4+2,0 | 0,344+0,002| 234,9+1,7 |0,318+0,022| 222,8+1,3 |0,246+0,007| 241,2+6,1 0,357+0,016
T7 Agregasyon Gozlendi.

T8 404,8+6,4 [0,264+0,012| 400,6+5,2 | 0,275+0,031| 381,2+6,6 |0,254+0,015| 378,3+11,2 | 0,237+0,019| 322,6+3,6 0,289+0,016
T9 333+3,0 0,36740,017| 315,4+0,7 | 0,325+0,017 290,8+3,1 |0,271+0,028| 296,9+8,9 |0,305+0,042| 288,9+2,9 0,369+0,004
T10| 215,9452 |0,323+£0,049| 322+5,6 |0,385+0,009( 212,1+3,6 |0,242+0,008| 204,4+4,5 |0,272+0,025| 210,7+21,0 0,267+0,063
T11 Agregasyon Gozlendi.

T12| 473,846,4 |0,25140,015| 477,6+10,6 | 0,278+0,009 461,9+3,9 |0,276+0,018| 446,9+14,6 | 0,260+0,028| 415,9+7,3 0,256+0,039
T13| 444,7£3,3 |0,433+0,030| 383,8+10,7 [ 0,387+0,022| 341,6+1,4 |0,301+0,018| 331,2+7,7 |0,289+0,028| 341,2+3,6 0,396+0,007
T14 271+4,1 0,318+0,037| 272,4+1,9 | 0,376+0,024| 352,8+11,2 | 0,554+0,074| 248,7+3,2 |0,308+0,048( 247,5+4,1 0,349+0,011
T15 Agregasyon Go6zlendi.

T16 Agregasyon Gozlendi.

F: Formiilasyon, Boyut: Boyut (nm+SD), PDI: Polidispersite indeksi (+SD)
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4.8.4. Santrifiij ve Liyofilizasyon islemlgrinin CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC
Nanopartikiillerinin Fiziksel Stabilitesi Uzerine Etkisine Ait Bulgular

CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC nanopartikiillerinin santrifiij ve/veya

liyofilizasyon islemi sonrasinda yeniden disperse edilebilme 6zelligini incelemek

amaciyla yapilan ¢aligmanin sonuglar sirasiyla Tablo 4.18, Tablo 4.19 ve Tablo 4.20°de

belirtilmistir.

Tablo 4-18: 2:1 polimer oranina gore hazirlanmug CC-CMC nanopartikiillerinin
(C3 formiilasyonu) partikiil biiyiikliigii ve biiyiikliik dagilimina santrifiij isleminin
ve gliserol ilavesinin etkisinin incelenmesi (n=3)

Partikiil o .
_ Santrifiij  Siiresi| = Polidispersite
Formiilasyon Gliserol (mL) ) Biiyiikliigii
(dakika) (+SD)

(nm£SD)
C3 - = 236+2,4 0,216+0,021
C3-30 = 30 305,8+9.,4 0,301+0,040
C3-60 - 60 Agregasyon Gozlendi.
C3-120 - 120 Agregasyon Gozlendi.
C3-Gliserol 0,2 120 368,2+6,7 0,209+0,020




7

w

Tablo 4-19: 3:1 polimer oramna gore hazirlanmis CG-CMC nanopartikiillerinin
(GS formiilasyonu) partikiil biiyiikliigii ve biiyiikliik dagilimina santrifiij isleminin
ve gliserol ilavesinin etkisinin incelenmesi (n=3)

Partikiil . .
) Santrifiij  Siiresi Polidispersite
Formiilasyon Gliserol (mL) . Biiyiikliigii
(dakika) (£SD)

(nmzSD)
G5 - - 291,5+3,2 0,210+0,013
G5-30 - 30 332,2+7,6 0,249+0,010
G5-60 - 60 Agregasyon Gozlendi.
G5-120 - 120 Agregasyon Gozlendi.
G5-Gliserol 0,2 120 367,0+£5,9 0,210+0,030

Tablo 4-20: 2:1 polimer oranina gore hazirlanmis TMC-CMC nanopartikiillerinin
(T3 formiilasyonu) partikiil biiyiikliigii ve biiyiikliik dagilhmina santrifiij isleminin
ve gliserol ilavesinin etkisinin incelenmesi (n=3)

Partikiil o )
) Santrifiij  Siiresi Polidispersite
Formiilasyon Gliserol (mL) ) Biiyiikliigii
(dakika) (+SD)

(nmzSD)
T3 - - 206,9+3,7 0,215+0,030
T3-30 - 30 211,0+0,3 0,235+0,010
T3-60 - 60 2482451 0,343+0,010
T3-120 - 120 Agregasyon Gozlendi.
T3-Gliserol 0,2 120 251,0+£5,2 0,230+0,010
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485. CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC Nanopartikiill Formiilasyonunun

Morfolojisinin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile iIncelenmesine Ait
Bulgular

CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC nanopartikiillerine ait SEM fotograflari
sirastyla Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir.

v [mode| mag O] WD | HFW
10.00 kV| SE |50000x|10.3 mm|5.12 um |.U. Chem. Eng.

Sekil 4-10: 7,5 ug/mL BSA iceren CC-CMC (C3 Formiilasyonu) nanopartikiillerinin
taramal elektron mikroskobundaki goriintiisii; Biiyiitme X50.000.
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. 4 - e by : ]
‘; “‘i o o

HV |mode rﬁag El WD 1. e’ V1| —
10.00 kV| SE [50000x[10.3 mm|5.12 um |.U. Chem. Eng.

Sekil 4-11: 7,5 pg/mLk BSA iceren CG-CMC (G5 Formiilasyonu)
nanopartikiillerinin taramah elektron mikroskobundaki goriintiisii; Biiyiitme X50.000.
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9/17/2013 HV mode | mag O | WD HFW —5um—
3:57:54 PM |20.00 kV| SE [10000x[10.2 mm|25.6 ym |.U. Chem. Eng.

Sekil 4-12: 7,5 pg/mL BSA iceren TMC-CMC nanopartikiillerinin (T3
Formiilasyonu) taramah elektron mikroskobundaki goriintiisii; Biiyiitme X10.000.

4.9. Protein Biitiinliigii Testine Ait Bulgular

CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC nanopartikiil formiilasyonlarina enkapsiile
edilen BSA antijeninin, nanopartikiill hazirlama siirecinde biitiinligiinii koruyup
korumadigini, bu siirecte herhangi bir agregasyona veya degradasyona ugrayip
ugramadigini incelemek amaciyla SDS-PAGE testi yapilmis ve analizin sonucunda test
edilen formiilasyonlarda BSA antijeninin biitiinliigiinii korudugu tespit edilmistir. Buna

ait SDS-PAGE jeli goriintiisti Sekil 4.13’te gosterilmistir.
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250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa
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20 kDa
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10 kDa

Sekil 4-13: BSA yiiklii nanopartikiillerin SDS-PAGE goriintii

1 numarali bant: Protein isaretleyici, 2 numarali bant: BSA antijeni standart ¢ozeltisi (7,5 pg/ml), 3 numarali
bant: BSA yiiklii CC-CMC formiilasyonu (C3), 4 numarali bant: BSA yiiklii CG-CMC formiilasyonu (G5), 5
numarali bant: BSA yiiklii TMC-CMC formiilasyonu (T3)



4.10. in Vitro Sitotoksisite Testine Ait Bulgular
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|A549 HUCRE HATTI

100 =
80 =
70+

60

50

Hicre Canhilig: (%)

40

301

204

104

Konsantrasyon (mg/mL)

T T1F T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

o ¢t

TMC-CMC-BSA
CC-CMC-BSA

CG-CMC-BSA
TMC + BSA
CC + BSA
CG + BSA
CMC + BSA

SDS ¢bz.

Sekil 4-14: 0,05-5 mg/mL konsantrasyon arahgimdaki TMC + BSA dispersiyonu, CC + BSA
dispersiyonu, CG+BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu, 2:1 polimer oraminda
hazirlanmis BSA yiikli TMC-CMC (TMC-CMC-BSA) ve CC-CMC (CC-CMC-BSA) ile
3:1 oraninda hazirlanmis BSA yiikli CG-CMC (CG-CMC-BSA) nanopartikiillerinin A549

hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi

Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi pozitif kontrol olarak kullanilirken, hiicre kiiltiir besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmigtir.
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|CALU-3 HUCRE HATTII
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40
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204
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0 T ml T T T T T T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4-15: 0,05-5 mg/mL konsantrasyon arahigindaki TMC + BSA dispersiyonu, CC + BSA
dispersiyonu , CG+BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu, 2:1 polimer oraninda
hazirlanmis BSA yiikli TMC-CMC (TMC-CMC-BSA) ve CC-CMC (CC-CMC-BSA) ile
3:1 oranminda hazirlanmis BSA yiikli CG-CMC (CG-CMC-BSA) nanopartikiillerinin
CALU-3 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi

Sodyum dodesil stilfat (SDS) ¢ozeltisi pozitif kontrol olarak kullanilirken, hiicre kiiltiir besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmisgtir.

4.11. immiinolojik Calismalarin Sonuclar
4.11.1. Antikor Deneylerinin Sonuclari

4.11.1.1. Formiilasyonlarin intranazal Yolla Uygulanmasindan Sonra Elde
Edilen Antikor Sonuglari

Formiilasyonlarin (20 pg BSA antijeni iceren TMC-CMC nanopartikiilleri, CC-
CMC nanopatikiilleri, TMC dispersiyonu, CC dispersiyonu, CMC dispersiyonu ve CpG-
ODN formiilasyonu ile sadece BSA antijeni (20 pg)) balb/c farelerine (n=5) intranazal
yolla uygulanmasindan sonra, 13.,21. 60. ve 253. giinlerde alinan kan 6rneklerinden elde

edilen serumlar indirek ELISA yontemi ile analiz edilmistir. Serum 6rneklerinde dlgiilen
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19G, 1gG1 ve 1gGaa antikor titreleri sirastyla Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18’de verilmistir. Ayrica
1gG1/19G2a oranlart Sekil 4.19°da gosterilmistir.

100000 =

‘»

2

z

0]

=

<

0

oM

c = 13, GUN

<

£ o 21.GUN

3

o 1  60.GUN

0 -
oo 253. GUN

Sekil 4-16: BSA antijenine 6zgii IgG antikor titreleri (i.n.)

20 ug BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopartikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA),
TMC + BSA dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve CpG-ODN + BSA karigimi ile sadece BSA antijeni
(20 pg) Balb/c farelere intranazal yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 13., 21., 60. ve 253. giinlerde kan alinarak 1gG antikor titreleri
belirlenmistir. Ayn1 doz BSA antijeni (20 pg) igeren formiilasyonlar 14. giinde destekleme dozu olarak uygulanmistir.
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Sekil 4-17: BSA antijenine ozgii IgG: antikor titreleri (i.n)

20 ug BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopartikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA),
TMC + BSA dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve CpG-ODN + BSA karigimi ile sadece BSA antijeni
(20 pg) Balb/c farelere intranazal yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 13., 21., 60. ve 253. giinlerde kan alinarak 1gG; antikor titreleri

belirlenmistir. Ayn1 doz BSA antijeni (20 pg) iceren formiilasyonlar 14. giinde destekleme dozu olarak uygulanmustir.
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Sekil 4-18: BSA antijenine ozgii IgG2. antikor titreleri (i.n.)

20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopartikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA),
TMC + BSA dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve CpG-ODN + BSA karigimu ile sadece BSA antijeni
(20 pg) Balb/c farelere intranazal yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 13., 21., 60. ve 253. giinlerde kan alinarak 1gG,, antikor titreleri

belirlenmistir. Ayn1 doz BSA antijeni (20 pg) iceren formiilasyonlar 14. giinde destekleme dozu olarak uygulanmaistir.
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Sekil 4.19: BSA antijenine 6zgii 1gG alt gruplarimin (IgG; ve 19G2,) oranlan (i.n.)

4.11.1.2. Subkiitan Yolla Uygulanan Formiilasyonlar Sonrasinda Elde Edilen
Antikor Sonuglari

Formiilasyonlarin (20 pg BSA antijeni iceren TMC-CMC nanopartikiilleri, CC-
CMC nanopatikiilleri, TMC dispersiyonu, CC dispersiyonu, CMC dispersiyonu ve CpG-
ODN formiilasyonu ile sadece BSA antijeni (20 pg)) balb/c farelerine (n=5) subkiitan
yolla uygulanmasindan sonra, 13., 21. 60. ve 253. giinlerde alinan kan 6rneklerinden elde
edilen serumlar indirek ELISA yOntemi ile analiz edilmistir. Serum 6rneklerinde 6l¢iilen
19G, 1gG1 ve 1gG2a antikor titreleri sirasiyla Sekil 4.20, 4.21 ve 4.22°de verilmistir. Ayrica
1gG1/19G2a oranlart Sekil 4.23°da gosterilmistir.
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Sekil 4-20: BSA antijenine 6zgii IgG antikor titreleri (s.C.)

20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopartikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA),
TMC + BSA dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve Alum + BSA karigimu ile sadece BSA antijeni (20

pg) Balb/c farelere subkiitan yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 13., 21., 60. ve 253. giinlerde kan alinarak 1gG antikor titreleri

belirlenmistir. Ayn1 doz BSA antijeni (20 pg) iceren formiilasyonlar 14. giinde destekleme dozu olarak uygulanmistir.
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Sekil 4-21: BSA antijenine 6zgii IgG: antikor titreleri (s.c.)

20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopartikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA),
TMC + BSA dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve Alum + BSA karigimu ile sadece BSA antijeni (20

ng) Balb/c farelere subkiitan yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 13., 21., 60. ve 253. giinlerde kan alinarak 1gG; antikor titreleri

belirlenmistir. Ayn1 doz BSA antijeni (20 pg) iceren formiilasyonlar 14. giinde destekleme dozu olarak uygulanmustir.
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Sekil 4-22: BSA antijenine 6zgii IgG.. antikor titreleri (s.c.).

20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopartikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA),
TMC + BSA dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve Alum + BSA karigimu ile sadece BSA antijeni (20

ng) Balb/c farelere subkiitan yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 13., 21., 60. ve 253. giinlerde kan alinarak 19Gy, antikor titreleri

belirlenmistir. Ayn1 doz BSA antijeni (20 pg) iceren formiilasyonlar 14. giinde destekleme dozu olarak uygulanmustir.
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Sekil 4-23: BSA antijenine 6zgii 1gG alt gruplarimin (IgG: ve 1gG2,) oranlan (s.c.)

4.11.1.3. intranazal Yolla Uygulanan Formiilasyonlar Sonrasinda Elde
Edilen Lokal IgA Antikor Yanitlar:

Formiilasyonlar (20 pg BSA antijeni iceren TMC-CMC nanopartikiilleri, CC-
CMC nanopatikiilleri, TMC dispersiyonu, CC dispersiyonu, CMC dispersiyonu ve CpG-
ODN formiilasyonu ile sadece BSA antijeni (20 ug)), balb/c farelerine (n=5) intranazal
yolla uygulanmasindan sonra, 253. gilinde vajinal yikama ile elde edilen mukozal
sekresyon Ornekleri ELISA yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen salgisal IgA (sIgA)
antikor titreleri Sekil 4.24’te verilmistir.
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Sekil 4-24: BSA antijenine 6zgii IgA antikor titreleri (i.n.)

20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopartikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA),
TMC + BSA dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve CpG-ODN + BSA karigimu ile sadece BSA antijeni
(20 pg) Balb/c farelere intranazal yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde vajinal yikama ile elde edilen mukozal sekresyon
orneklerinde sIgA antikor titreleri belirlenmistir. Ayn1 doz BSA antijeni (20 pg) iceren formiilasyonlar 14. giinde destekleme dozu

olarak uygulanmustir.

4.11.2. BSA Antijeni Ile Yeniden Uyarilan Primer Dalak Hiicrelerinden (Splenosit)
Salgilanan Sitokinlerin Analizine Ait Sonuclar

Balb/c fareler sakrife edildikten dalaklar1 ¢ikartilmistir. Her bir grubun dalaklari
ayni1 yerde toplanarak primer dalak hiicreleri izole edilmistir. Primer hafiza hiicreleri 10
ng/mL konsantrasyonda BSA ile yeniden uyarildiktan sonra, hiicreler tarafindan
salgilanan sitokinlerin (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 ve IFN-y) miktarlar1 sandvi¢ ELISA

yontemi ile tespit edilmistir.
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4.11.2.1. intranazal Yol ile immiinizasyonu Yapilan Hayvalara Ait Sitokin
Sonuclan

Intranazal yol ile immiinizasyonu yapilan hayvanlarmn primer dalak hiicrelerinin,
BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan [L-2,

IL-4, IL-6, IL-10 ve IFN-y sitokin miktarlar1 Sekil 4.25, 4.26, 4.27, 4.28 ve 4.29’da

sirastyla gosterilmistir.

160 =
140 =
120 =
2 1004
£
(@]
a 80 =
' 60- -
:| 7 —
20 = / \ _
. /RN
1 I 1
\ R 2 s v s v
vé ve &2 o2 e o2 Q2
© @’ @C)x Oox Qox N
O@O O@Q & o OO
o o OQO
N o

Sekil 4-25: Primer dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IL-2 seviyeleri (i.n.)

Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra iistte kalan sivida dlgtilmiistiir.
20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopartikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve CpG-ODN + BSA karigimi ile sadece BSA antijeni (20 pg)
Balb/c farelere intranazal yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen 1L-2

seviyeleridir (n=5).
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Sekil 4-26: Primer dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IFN-y seviyeleri (i.n.)

Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra tistte kalan sivida 6l¢tilmustiir.
20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopatrtikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve CpG-ODN + BSA karigimi ile sadece BSA antijeni (20 pg)
Balb/c farelere intranazal yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen IFN-y

seviyeleridir (n=5).
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Sekil 4-27: Primer dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4 seviyeleri (i.n.)

Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra tistte kalan sivida 6lgiilmistiir.
20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopatrtikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve CpG-ODN + BSA karigimi ile sadece BSA antijeni (20 pg)
Balb/c farelere intranazal yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen IL-4

seviyeleridir (n=5).
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Sekil 4-28: Primer dalak hiicrelerinin 10 ng/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IL-6 seviyeleri (i.n.)

Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra tistte kalan sivida 6l¢tilmustiir.
20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopatrtikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve CpG-ODN + BSA karigimi ile sadece BSA antijeni (20 pg)

Balb/c farelere intranazal yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen I1L-6

seviyeleridir (n=5).
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Sekil 4-29: Primer dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IL-10 seviyeleri (i.n.)

Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra iistte kalan sivida 6l¢iilmistiir.
20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopatrtikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve CpG-ODN + BSA karigimi ile sadece BSA antijeni (20 pg)
Balb/c farelere intranazal yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen 1L-10

seviyeleridir (n=5).

4.11.2.2. Subkiitan Yol ile Immiinizasyonu Yapilan Hayvalara Ait Sitokin
Sonuclari

Subkiitan yol ile immiinizasyonu yapilan hayvanlarin primer dalak hiicrelerinin
BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan [IL-2,

IL-4, IL-6, IL-10 ve IFN-y sitokin miktarlar1 Sekil 4.30, 4.31, 4.32, 4.33 ve 4.34’de

strastyla gosterilmistir.
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Sekil 4-30: Primer dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IL-10 seviyeleri (s.c.)
Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra tistte kalan sivida 6l¢tilmustiir.
20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopatrtikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve Alum + BSA karisimu ile sadece BSA antijeni (20 pg) Balb/c

farelere subkiitan yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen IL-2 seviyeleridir

(n=5).
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Sekil 4-31: Primer dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IFN-y seviyeleri (s.c.)

Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra tistte kalan sivida 6l¢tilmustiir.
20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopatrtikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve Alum + BSA karisimu ile sadece BSA antijeni (20 pg) Balb/c

farelere subkiitan yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen IFN-y

seviyeleridir (n=5).
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Sekil 4-32: Primer dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4 seviyeleri (s.c.)

Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra iistte kalan sivida 6lgiilmustiir.
20 ug BSA antijeni iceren TMC-CMC nanopartikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve Alum + BSA karisimu ile sadece BSA antijeni (20 pg) Balb/c
farelere subkiitan yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen 1L-4 seviyeleridir
(n=5).
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Sekil 4-33: Primer dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IL-6 seviyeleri (s.c.)

Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra tistte kalan sivida 6l¢tilmustiir.
20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopatrtikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve Alum + BSA karisimu ile sadece BSA antijeni (20 pg) Balb/c
farelere subkiitan yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen IL-6 seviyeleridir
(n=5).



98

= o T T T
E 1500+ /
g | B -
3 1000 - % EE % \i
500 = E: % \
LB S 77 N\ e
& XQ?\? K XQ?V 2 XQPV 2 .XQ’%V 2 XQ?? \@x{b@v &
oCﬁ\O 0’0@0 /\V“OO\ 000\ @OO\ &
N o ©

Sekil 4-34: Primer dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA antijeni ile yeniden uyarilmasi
sonucu hafiza hiicreleri tarafindan salgilanan IL-10 seviyeleri (s.c.)

Sitokin seviyeleri, splenositlerin 10 pg/mL BSA antijeni ile 56 saat inkiibasyondan sonra tistte kalan sivida 6l¢tilmustiir.
20 pg BSA antijeni igeren TMC-CMC nanopatrtikiilleri (TMC-CMC-BSA) , CC-CMC nanopatikiilleri (CC-CMC-BSA), TMC + BSA
dispersiyonu, CC + BSA dispersiyonu, CMC + BSA dispersiyonu ve Alum + BSA karisimu ile sadece BSA antijeni (20 pg) Balb/c
farelere subkiitan yoldan (n=5) uygulandiktan sonra 253. giinde sakrife edilen farelere ait splenositlerde tespit edilen I1L-10

seviyeleridir (n=5).
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5. TARTISMA

Mukozal as1 hedeflendirme, ¢ogu patojenin viicuda giris noktasinin mukozal
yiizeyler olmasi nedeniyle ¢ok ilgi ¢ekici bir ¢alisma alan1 olmustur. Mukozal yiizeyler
arasinda ise nazal bolge immiinizasyon agisindan ayrica biiyiik bir 6neme sahiptir. Bunun
nedenleri arasinda nazal epitelyumun goreceli olarak yiiksek gecirgenlige, diisiik

enzimatik aktiviteye ve immiin sistemle ilgili hiicrelere sahip olmasi1 yer almaktadir

(Csaba ve ark. 2009)

Bu tez calismasi kapsaminda, farkli kitosan tiirevleri ile hazirlanan nano asi
tastyict  sistemlerin  nazal yolla immiinizasyonda  etkinligi  incelenmistir.
Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan N-trimetil kitosan (TMC), kitosan kloriir
(CC) ve kitosan glutamat (CG) polimerleri, diisitk molekiil agirlikli kitosandan (9 cp)
hareketle sentezlenmistir. Nanopartikiil formiilasyonlari, tez kapsaminda sentezlenen
pozitif yiiklii kitosan polimerlerinin negatif yiiklii karboksimetil kurdlan polimeri ile
polielektrolit kompleksi olusturmasina dayanarak hazirlanmistir. CMC nin sentezi de tez
kapsaminda kurdlan’dan hareketle yapilmistir. Polelektrolit kompleksi olusturma
yontemi ile hazirlanan nanopartikiillerin ¢ekirdek tabakasini CMC olustururken kabuk

kismini ise pozitif yiiklii kitosan tiirevleri olusturmustur.

Model antijen sigir serum albumini (BSA) miktar tayininde su ortami
kullanilmistir. Su ortaminin se¢ilme nedeni BSA antijeni ve kullanilan polimerlerin suda
¢ozlinlirliigliniin yiiksek olmasidir. Deneyler Bradford yonteminin esaslar1 ve BSA
antijeninin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu dikkate alinarak yapilmigtir. BSA
antijeninin su ortaminda ve 588 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosterdigi

belirlenmistir.

BSA antijeninin miktar tayini i¢in yapilan deneylerde, bu belirlenen dalga boyu
kullanilmistir. BSA antijeninin bilinen konsantrasyon degerlerine karsilik gelen
absorbans degerleri tespit edildikten sonra, bu veriler kullanilarak miktar tayini
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon egrisinin r? degerinin 1’e ¢ok
yakin olmasi, miktar tayini caligma araliginda bulunan konsantrasyon degerlerinin

giivenilir olacagini gostermektedir.

BSA miktar tayini icin yapilan analitik yontem validasyonunda; dogrusallik,

dogruluk, kesinlik, 6zgiinliik, teshis sinir1 ve tayin alt sinir1 ¢calismalar1 yapilmistir.
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Yapilan dogrusallik deneyinin sonucunda degerler grafik haline getirildikten
sonra elde edilen dogruya ait r* degeri 1’e yakin ve regresyondan sapmanin standart

hatasinin diisiik olusu elde edilen verilerin giivenilirligine isaret etmektedir.

Miktar tayininin dogrulugunu belirlemek amaciyla yapilan deney neticesinde elde
edilen verilerde % bagil standart sapma degerleri %2’den kiiciik bulunmustur. Bu

baglamda miktar tayini i¢in belirlenen yontemin dogru sonuglar verdigi gosterilmistir.

Kesinlik c¢alismasi tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik olmak iizere iki sekilde
yapilmustir. Ortaya ¢ikan verilerin, % bagil standart sapmalarinin %2’ den kii¢iik oldugu

belirlenmis olup ¢alismanin tekrarlanabilirligi ve ara kesinligi kanitlanmistir.

Miktar tayini i¢in se¢ilen Bradford yonteminin BSA antijenine 6zgii olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in, formiilasyonun i¢inde bulunan her bir yardimc1 maddenin
formiilasyondaki konsantrasyonlarinda ve BSA antijeni icermeyecek sekilde ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Ayrica ¢alismada yer alan nanopartikiiller de BSA antijeni igermeden
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti ve bos nanopartikiil formiilasyonlarinin Bradford
yontemi kullanarak 200-600 nm dalga araliginda absorbans degerleri incelenmistir.
Cozelti ve bos nanopartikiil formiilasyonlarinin hi¢biri BSA antijeninin maksimum
absorbans gosterdigi 588 nm dalga boyunda girisimde bulunmamistir. Bu da yapilan

miktar tayini yonteminin BSA antijenine 6zgii oldugunu gostermektedir.

Bu miktar tayini yontemine gore, BSA antijenine ait LOD ve LOQ degerleri
strasiyla 0,205 pg/mL ve 0,685 pg/mL olarak bulunmustur.

Sekil 4.5”de kitosan, CC ve CG’ye ait FT-IR spektrumlar1 verilmistir. Kitosana
ait amin gruplarina ait 1649 cm™*deki karakteristik pikin, kitosan kloriirde 1629 cm™ ve
1525 cm™’de iki ayr pik olarak, kitosan glutamatta ise 1621 cm™’de omuz seklinde

goriilmesi kitosandan CC ve CG eldesinin gerceklestirildigini gostermektedir.

Sekil 4.6’da gosterildigi iizere TMC’nin FTIR spektrumunda kitosandan farkl
olarak 1481 cm™’de bulunan metil gruplarma ait pik gdzlenmistir. Bununla beraber
kitosanda 1589 cm™’de goriilen N-H baglarindan ileri gelen pikin, TMC’de 1561 cm™’e
kaymasi kitosandan TMC sentez reaksiyonunun gergeklestigini gostemektedir.

Sekil 4.7°de gosterildigi tizere CMC’nin FTIR spektrumunda COO- (karboksilat)

1

gruplarma ait 1593 cm™ ve 1425 cm™’deki pikler gozlenmistir. Ayrica, kurdlanda
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bulunan OH gruplarmin C-O bagindan ileri gelen 1162 cm™’deki pikin kaybolmasi

kurdlanin karboksimetilasyonu sonucu CMC’nin olustugunu gostermektedir.

TMC’ye ait *H NMR spektrasi Sekil 4.8°de gosterilmistir. 3.32 ppm de goriilen
pik N-trimetilasyonu (N(CH3)3) gosterirken, 3.12 ppm de goriilen pik ise N-
dimetilasyonu (N(CH3)2) gostermerktedir .Piklere ait bu degerler Le Dung ve ark. (1994)
nin ¢alismalarinda elde edilen bulgular ile uyumludur. Piklerin denklem 3-3 ve 3-4’te
belirtildigi sekilde hesaplanmasi sonucunda, sentezlenen TMC’nin dimetilasyon derecesi
%22, trimetilasyon derecesi ise %77 bulunmustur. Bu kadar yiiksek katernizasyon
derecesi elde edebilmek icin TMC iki basamakli sentez yontemiyle elde edilmistir. Sievel
ve ark. (1998) nin modifiye ettigi bu yontem de, baz reaksiyonunun tekrarlanmasi
nedeniyle dimetilasyon anlamli derecede diiserken trimetilesyon orami artmaktadir. Ilk
sentez asamasindan sonra trimetilasyon derecesi yaklagik %15 iken, trimetilasyon
reaksiyonunun tekrarlanmasi ile bu deger %50 ye kadar artis gosterimstir. Tez
kapsaminda sentezledigimiz TMC nin trimetilasyon derecesi listersatiirde kayitli olandan
fazladir. Bunun nedeni ise, ¢alismamizda TMC’nin saflastirilmasinda, literatiirdekinin
aksine kristalizasyon amaciyla antisolvent ile ¢oktiirme yontemi yerine, dializ yontemi

kullanilmasidir.

CMC’ye ait ®*C NMR spektrumu Sekil 4.9°da gdsterilmistir. Elde edilen bu
spektrum, Jin ve ark. (2006)’nin yaptiklari ¢alismada elde edilen spektruma benzerlik
gostermektedir. Bu ¢alismaya gore, B-(1-3)-D—glukan yapisini ana zincirine ait pikler:
103,7 (C-1), 73,9 (C-2), 86,7 (C-3), 68,6 (C4), 76,6 (CS5) ve 61,3 (C6)dir.
Sentezledigimiz CMC’nin 3C NMR Spektrumunda da referansa benzer sekilde ana
zincire ait pikler tespit edilmis ve orjinal polisakkarit yapisinin korundugu goriilmiistiir.
CMC’nin NMR spektrumunda karboksimetil grubundan dolay yaklasik 178 ppm’de bir
pik elde edilmistir. Yine, 70 ppm civarinda pik siddetinin artmasi ise, daha 6nce 60 ppm
civarinda pik veren primer karbonun (C6), karboksimetil grubunun ilavesi sonucunda

pikte yer degistirmeye neden oldugunu gostermektedir.

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 ile beraber formiile edilen biyoaktif
bilesiklerin fizikokimyasal 6zelliklerinin ve aktivitelerinin korunmasi ve toksik olmamasi
amaglanmaktadir (Umerska ve ark. 2012). Bu nedenle, nanopartikiillerin hazirlanmasinda
polielektrolit komplek olusturma yontemi Kkullanilmistir. Bu yontemde, Kitosan
tirevlerinin (TMC, CC, ve CG) iyonize amin gruplart (NH3+) ve CMC’nin karboksilik
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asit gruplar1 (COO-) arasindaki etkilesimler sonucunda polielektrolit kompleksler
olusmaktadir (Polaxe ve Delair 2013). Polielektrolit komplekslerinin hazirlanmasinda
kullanilan polimerlerin konsantrasyonu, pozitif/negatif yiiklii polimer orani, hazirlama
ortamlari, sicaklik gibi parametreler, nanopartikiillerin partikiil biiytikliigiinii, biiytiklik
dagilimini ve fiziksel stabilitelerini 6nemli derecede etkilemektedir (Ramasamy ve ark.
2014).

Nanopartikiilleri hazirlamak i¢in en uygun uygun ortami belirlemek amaciyla
farkli ortamlarda (pH 7,4 PBS ¢ozeltisi, izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi (%0.9 NaCl,
salin) ve distile su) hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliikleri ve
zeta potansiyelleri incelenmis ve bulgular 4.7°de belirtilmistir. Salin ve pH 7,4 PBS
¢ozeltisinde hazirlanan bazi1 nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliikleri, su
ortaminda hazirlananlardan daha kii¢iik boyutta (Tablo 4.6, Tablo 4.7 ve Tablo 4.8)
olmasina ragmen, zaman i¢inde bu partikiillerin agregasyona ugradigi1 gézlenmistir. Yine,
salin ve pH 7,4 PBS ¢ozeltisi ortaminda hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta
potansiyellerinin, su ortaminda hazirlananlarinki ile karsilastirldiginda, daha diisiik
oldugu goriilmiis ve bu durumun da kolloidal instabiliteye neden oldugu belirlenmistir.
Bunun sebebinin, partikiil yiizeyine adsorbe olabilecek miktarin {izerinde elektrolit
varhiginda zit yiiklii iyonlarn asir1 birikimi oldugu disiinilmektedir. Sulu ortam da
hazirlanan partikiillerin fiziksel stabilitesi ise, salin ve PBS ¢ozeltisinde hazirlananlarla
karsilagtirildiginda, ortamda elektrolit bulunmamasi ve buna bagl olarak daha yiiksek
zeta potansiyel elde edilmesi nedeniyle, artis gostermistir. Lin ve ark. (2007) yaptigi
calismada da pH 7.4’te kitozanin deprotanosyonu sonucu nanopartikiillerin ¢oktiigii
gozlenmistir. Polaxe ve Delair (2013)‘in ¢alismalarinda ise, partikiil ara yiizeyindeki
kitosan zincirlerinin protonlanarak sulu dis faza uzanmasi, partikiillerin zeta potansiyelini

arttirmakta ve partikiilleri agregasyondan korumaktadir.

Nanopartikiilleri hazirlamak i¢in en uygun ortamin su oldugu belirlendikten sonra,
pozitif yliklii polimerin negatif yiiklii polimere kiitlesel oranlari 1:1'den 5:1'e kadar olacak
sekilde 16 farkli formiilasyon hazirlanmis ve partikiillere teorik olarak 7,5 pg/mL model
antijen BSA yiiklenmistir. BSA miktar ise bos nanopartikiillerden ¢ikan sonuglardan
yola ¢ikarak devam edilmesi diisiinen formiilasyonlarin (C3 ve T3) agirhiginin %1°1
oraninda kabul edilmistir Bu oranin se¢ilmesinde Pandit ve ark. (2007) ¢alismast 6rnek

alinmigtir. Hazirlanan nanopartikiillerin  partikiil ~ biiytikligii, biiytklik dagilim
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(Poldispersite indeksi, PDI), zeta potansiyeli, {iretim verimi ve enkapsiilasyon etkinligi

incelenmistir.

BSA yiiklii nanopartikiillerin biiyiikliikleri 153 nm ile 562 nm arasinda degisirken,
bos nanopartikiillerin biiyiikliikleri 160 ile 568 nm arasinda bulunmustur. Genellikle,
nanopartikiillerin BSA ile yiiklenmis halinin bos haline gére boyutu ¢ok kii¢iik miktarda

diisme gostermis olup goz 6niinde bulundurulmamastir.

Pozitif yiiklii polimerin (polikatyon) negatif yiiklii polimere (polianyon) oran1 2:1
olan T1 kodlu BSA yiiklii TMC-CMC nanopartikiil (TMC-CMC-BSA) formiilasyonu
(153,240,5 nm) ve C1 kodlu BSA yiikli CC-CMC nanopartikiil (CC-CMC-BSA)
formiilasyonu (188,4+1.3) kendi gruplari igerisinde en kiigiik partikiil biiyiikliigiine sahip
formiilasyonlardir. BSA yiikli CG-CMC nanopartikiil (CG-CMC-BSA) formiilasyonu
(282,0+5,9) ise en kiiciik partikiil boyutunu 4:1 polimer oraninda (G9) hazirlandiginda
vermistir. Kitozan glutamat igeren nanopartikiil formiilasyonda kiitlesel oranin daha
biiyiik olmast CEVHER ve ark. (2015) yaptig1 calismada da gézlenmekte olup nedeni ise
glutamik asit tuzunun pozitif zeta potansiyelini diisiirmesi ve sonucunda nétralizasyona
neden olarak nanopartikiil formiilasyonunun kolloidal stabilitesini yitirmesi olarak

aciklanmustir.

Baz1 formiilayonlarda ise agregasyon meydana gelmistir. Bunun nedenlerinden
biri ortamda yiiksek miktarda madde (polimerler) bulunmasi oldugu diistintilmektedir ki
bu durumun agregasyona neden olabilecegi bilinmektedir (Schatz ve ark. 2004). Negatif
yiikli CMC’nin yiiksek miktarda kullanilmasi ve polikatyon/polianyon oraninin 1 e
yaklagmasi ile pozitif yiikli kitosan tiirevi tamamen noétralize olmaktadir. Bu durumda,
nanopartikiillerin zeta potansiyeli diismekte ve kollodial stabiliteleri azalarak
agregasyona neden olmaktadirlar ve fazla miktardaki CMC’nin sahip oldugu negatif iyon
yiikiiniin faz inversiyonuna yol actig1 diistiniilmektedir. Polikatyon/polianyon kiitle oran1
I’1n iizerine ¢iktiginda ise, partikiil boyutu azalmis ve partikiil yiizeyindeki net yiik artis
sonucu kollodial stabilite artis gostermistir. Bu sonuglar Cevher ve ark. (2015) ¢alismasi

ile uyum i¢indedir.

Nanopartikiil boyutu CMC’nin kiitlesel miktarmin arttirilmasiyla paralel olarak
artmaktadir. Karboksimetil kurdlan biiyiik bir polimer oldugu i¢in yiiksek miktarlarda

eklenmesi daha biiyiik partikiillerin olusmasina neden olmaktadir.
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Zeta potansiyel, kolloidal sistemlerde elektrokinetik potansiyel i¢in kullanilan
bilimsel bir terimdir. Dispersiyon ortami ve disperse olan nanopartikiile bagli sivinin
stasyoner tabakasi arasindaki farki agiklayan bir terimdir. Zeta potansiyeli, cifte
tabakadaki elektrik yiizey potansiyeline ya da stern potansiyeline esdeger olmamasina
karsilik cifte tabaka ozelliklerinin karakterizasyonunda cogunlukla uygun olan tek
secenektir. Zeta potansiyelinin 6l¢iimii yliklii koloidlerin yiizeyinin karekterize

edilmesinde halihazirda en basit ve dogru yoldur (Honary ve Zahir 2013).

In vitro toksisite ve antijen biitiinliigii testleri igin TMC-CMC-BSA partikiilleri
ve CC-CMC-BSA partikiilleri 2:1 (pozitif yiiklii polimer : negatif yiiklii polimer)
oraninda kullanilirken CG-CMC-BSA 3:1 oraninda kullanilmistir. Bununda nedeni,
kitozan tlirevlerinin birbiri arasindaki yiik dansite farklarindan kaynaklanmaktadir. TMC
ve CC’nin yiik dansitesi CG’ye gore daha ytiksektir. Bu nedenle CG miktarinin orani
formiilasyonda arttirilarak partikiil yiizey yiikii degistirilmis olup yapinin kolloidal
stabilitesi arttirilmistir. Teorik olarak, (+/-) 30 mV iizerindeki zeta potansiyeline sahip
nanopartikiiller siispansiyon i¢inde stabil kalmaktadir bu da gostermektedir ki yiizey ytikii
partikiillerin agregasyonunu engellemektedir (Lebre ve ark. 2012).

Polikatyon/polianyon oraninin artisi ile, nanopartikiillerin zeta potansiyelleri de
pozitif yone dogru artis gdstermistir. Ornek olarak 2:1 oranindaki C1 formiilasyonunun
zeta potansiyeli +36,2 iken 3:1 oranindaki C5 formiiliiniin zeta potansiyeli +53,3tiir. CC-
CMC-BSA nanopartikiillerinin +32,5-+54,2; CG-CMC-BSA nanopartikiillerinin +24,4-
+44,7 ve TMC-CMC nanopartikiillerinin +23,5-+54,8 mV arasinda zeta potansiyele sahip
olduklar1 goriilmistiir. Bos nanopartikiiller, BSA yiiklii nanopartikiillere gore genelde
daha yiiksek zeta potansiyele sahiptir. Bu durum BSA’in amfoterik 6zellikte bir madde

olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (Moghassemi ve ark. 2016).

Kitosan kloriir ile hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyelleri, kitosan
glutamat ile hazirlananlara gore daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni, glutamat iki
karboksilik ve bir amin kalintis1 icermekte olup pKa degerleri sirasiyla 2,19, 4,25, ve
9,67°dir. pH 5’in lizerinde, proton vermis karboksilik grubu negatif yiiklii haldedir.
Sadece kitosan zincirlerinin degil ayni zaman da karsit iyon nanopartikiillerin
olusumunda yer almasi gerekmektedir. Bu nedenle polimer tuzu se¢iminin dikkatli bir

seklide yapilmasi gerekmektedir (Umerska ve ark. 2012).
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Farmasotik dozaj seklinin tiretim veriminin yiiksek olmasi, iiriiniin endiistriyel
acidan uygulanabilir olmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Poliiyon kompleks
olusturma yontemi ile hazirlanan formiilasyonlardan elde edilen tiretim verimleri %22,64
ile %68,73 arasinda degismektedir. Bu verim degerleri partikiil hazirlamada kullanilan
diger tekniklerle elde edilen (6rnegin, piskiirterek kurutma ve siiperkritik sivi teknigi)

verim degerlerinin tizerindedir (Huang ve ark. 2003).

BSA yiiklii CC-CMC nanopartikiil formiilasyonlarindan elde edilen tiretim verimi
%43,31 ile %68,73 arasinda degisiklik gostermekle beraber en yiiksek verim C3
formiilasyonunda (%68,73) gozlenmistir. BSA yikli CG-CMC nanopartikiil
formiilasyonlarindan elde edilen tiretim verimi ise %32 ile %52,28 arasinda bulunmustur.
En yiiksek verim G9 formiilasyonunda (%52,28) gbézlenmistir. Son olarak, BSA yiikli
TMC-CMC nanopartikiil formiilasyonlarindan elde edilen iiretim verimi degerleri
%22,64 ile %66,15 arasindadir ve en yiikksek verim T10 formiilasyonunda (%66,15)
gozlenmistir. Elde edilen verim sonuglariin geneline bakildignda katyonik polimerin
anyonik polimere kiitlesel oran1 arttifinda verimin azaldig1 goézlenmistir. Benzer sonuglar
Cevher ve ark. (2015) ¢alismasinda da belirtilmis olup 2:1 kiitlesel oraninda hazirlanan
nanopartikiillerin 5:1 oraninda hazirlanan nanopartikiillere gore ¢cok daha yiiksek verim

verdigini saptamislardir.

Tablo 4.10, 4.12 ve 4.14’de gosterilen tiretim verimi degerleri incelendiginde,
nanopartikiillerin verimi Kitosan tiirevi/karboksimetil kurdlan oranindan etkilenmektedir.
Daha detayli olarak bakildiginda kitosan tiirevine gére CMC’nin miktarinin arttirillmasi
verimde hafif bir artisa neden olmustur. Bunun da nedeni, daha yiiksek miktarda
CMC‘nin nanopartikiil formiilasyona katilmasi1 daha fazla sayida partikiil olusumuna
sebebiyet vermesidir. Liu ve ark. (2007) casismasinda da heparin/kitosan iceren
polielektrolit kompleks olusumlarinda heparirinin miktari arttirildiginda verimin arttig1

gbzlenmistir.

Protein igeren ilaclarin gelistirilmesi agisindan partikiiler tasiyicilarin yeterince
yiiksek oranda protein yiiklemesine sahip olmasi onemlidir. Yiiklenme, uygulanan
teknige ve kullanilan etkin veya yardimci maddelerin fizikokimyasal 6zelliklerine gore
degisim gostermektedir. Bu calismada  enkapsiilasyon etkinligi , nanopartikiillerin
santrifiijii sonrasinda Ustte kalan sividan Ornek alinarak bradford ydntemiyle

degerlendirilmistir.
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BSA yikli CC-CMC nanopartikiill formiilasyonlarindan elde edilen
enkapsiilasyon etkinligi degerleri %31,66 ile %89 arasinda degisiklik gostermekle
beraber en yiiksek deger C3 formiilasyonunda (%89) gézlenmistir. BSA yiiklii CG-CMC
nanopartikiil formiilasyonlarindan elde edilen enkapsiilasyon etkinligi degeri ise %47,83
ile %81,27 arasinda bulunmustur. En yiiksek deger G5 formiilasyonunda (%81,27)
gozlenmistir. Son olarak, BSA yiikli TMC-CMC nanopartikiil formiilasyonlarindan elde
edilen verim degerleri %75,77 ile %89,78 arasindadir ve en yiiksek deger T3
formiilasyonunda (%89,78) gdzlenmistir. Bu sonugclar teorik yiikleme %1 (a/a) olarak
alindiginda elde edilen sonuglardir. %1 oraninin se¢ilme nedeni ise partikiiler asi

sistemlerinde yaygin olarak kullanilan bir oran olmasindandir (Pandit ve ark. 2007).

Saklama stabilitesi, farmasotik tiriiniin gelistirilmesindeki 6nemli bir faktordiir.
Partikiiler asilar sistemlerinde ise saklama boyunca iki problemle karsilagilabilmektedir.
Bunlar, kolloidal stabilite veya aktif stabilite (antijen biitiinliigii) ile ilgilidir (Jiang ve ark.
2005).

Bundan dolay1, hazirlanan nanopartikiillerin kolloidal stabilitesinin incelenmesi
icin farkli formiilasyonlarin ~ su igindeki partikiiler dispersiyonlar1 12 hafta
boyuncaboyunca +4+1 °C’de saklanmistir. Ortalama partikiil boyutlar1 6nceden
belirlenen zaman noktalarinda olgiilmiistiir (hazirlandiktan sonra, 1.hafta, 2. Hafta, 4.
hafta ve 12. hafta). Orneklerin ¢ogu su ortaminda en az bir ay boyunca stabil kalmistir.
Bazi formiilasyonlarin ise partikiil boyutlar1 ve PDI’larinda hafif bir artig veya azalma

meydana gelmistir.

Katyonik polimerin anyonik polimere kiitlesel orani arttik¢a partikiil boyutu
kiiciilmekte olup partikiil olusum basamagi ve saklama siiresince stabilite giiclenmistir
(2:1 orandaki C3 ve T3, 3:1 oramindaki G5 formiilasyonu gibi). Ikincisi bazi
formiilasyonlarda zamanla partikiill boyutunda bulundugu ortamdan ve olusum
oranlarindan bagimsiz olarak bazi distisler goézlenmistir. Bu diislisiin nedeni olarak
partikiillerin yavas bir sekilde tekrardan organize oldugu diisiiniilmektedir. Polaxe ve
Delair (2013) in kitosan ve hyaluronik asitten olusan nanopartikiillerin 30 giinliik fiziksel
stabilite ¢alismasindan elde edilen partikiil biiyiikligli sonuglarinin zamana baglh

gosterdigi diisiis ile benzerlik gdstermektedir.

Hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin boyut, PDI, zeta potansiyeli,

verim, enkapsiilasyon etkinligi ve fiziksel stabilite sonuglari bir biitiin olarak
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degerlendirildiginde her bir gruptan birer formiilasyon olmak {izere toplamda fi¢
formiilasyonla sonraki ¢alismalara devam edilmesine karar verilmistir. Bu

formiilasyonlar C3, G5 ve T3 tiir.

Sulu bir ¢ozeltide olusan nanopartikiilleri bulundugu ortamdan ayirmak igin en
yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri de santrifiij islemidir (Vila ve ark. 2004).
Nanopartikiiller santrifiijle ortamdan ayrildiktan sonra, istya hassas protein yapisinda
madde igeren nanopartikiillerin liyofilizasyon islemi ile kurutulurlar. Liyofilizasyon
islemi, dondurma ve sonrasinda suyun uzaklastirilmasi sirasinda nanopartikiillerin
kolloidal stabilitelerini bozacak stres etkisi yaratmaktadir. Bundan dolay, liyofilizasyon
isleminden 6nce donmaya kars1 koruyucu maddelerin nanopartikiil siispansiyonlarina
eklenmesi gerekmektedir. Bu maddeler, nanopartikiillerin cams1 bir matriks igerisinde
hareketsiz sekilde kalmasini saglayarak agregasyona ugramalarinin engellemekte ve buz

kristallerinin mekanik stresine kars1 korunma saglamaktadir (Sonaje ve ark. 2010)

Santrifiij isleminin nanopartikiillerin fiziksel stabilitesi iizerine etkisini incelemek
amactyla BSA yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 (CC-CMC, CG-CMC ve TMC-CMC
nanpartikiilleri) 5000 rpm'de 30, 60 veya 120 dakika ya da gliserol yatagi olusturularak
120 dakika santrifiij edilmistir. Liyofilizasyon isleminin nanopartikiillerin fiziksel
stabilitesi lizerine etkisini incelemek i¢in ise, 120 dakika siire ile S000 rpm'de santrifiij
edilen nanopartikiillere %5 veya %20 (a/a) oraninda trehaloz ilave edilerek liyofilizasyon
islemi uygulanmistir. Biitiin bu iglemlerin sonrasinda nanopartikiiller, tekrar su icinde
stispande edilerek partikiil biyiikliikleri ve bityiikliik dagilimlar incelenmistir. Sonuglar
Tablo 4.18, 4.19 ve 4.20'de gosterilmistir.

5000 rpm de 120 dak santrifiij edildikten sonra higbir nanopartikiil formiilasyonun
tekrar siispande edilemedigi ve tiimiiniin yiiksek oranda agrege olduklar1 gozlenmistir.
Ayni devirde 60 dakika santrifiij islemi sonrasinda TMC-CMC nanopartikiilleri disindaki
tim nanopartikiil formiilasyonlar1 agrege olurken, 30 dakika santrifiij sonrasinda ise
nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu ve PDI degerlerinde kiigiik artislar
goriilmiistiir. Santriflij isleminde gliserol yataginin kullanilmasi tiim nanopartikiil

formiilasyonlarinin agregasyonunu onlemistir.

Liyofilizasyon calismalarinda ise %35 ya da %20 trehaloz ilavesi partikiillerin

agregasyonunu engelleyememistir.
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Nanopartikiillere enkapsiile edilen protein yapisindaki antijenin aktivitesini
koruyabilmesi i¢in, hazirlama esnasinda ve sonrasindaki agamalarda karsilagilabilecek
fiziksel stres sartlarina kars1 yapisal biitiinliigiinii korumasi gerekmektedir. Bundan dolay1
protein  biitiinliigiinii  incelemek i¢in  sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit  jel
elektroforezinden yararlanilmistir. Bu yontem protein yapisindaki maddenin herhangi bir
degradasyon veya agregasyona ugrayip ugramadigi ile ilgili fikir vermektedir (Blanco ve
ark. 1997).

Nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan polielektrolit kompleksi olusturma
yontemi, genelde enkapsiile edilen protein yapisindaki maddede agregasyon veya
degradasyona neden olmayan bir yontemdir. Ciinkii bu yontemde organik ¢oziicli ve
yilksek enerji uygulama gibi antijenin yapisina zarar verecek islemler
uygulanmamaktadir. Bu bilgiyle uyumlu olarak deneyin sonucunda da, nanopartikiillere
yiiklenmis protenik antijenin banti ile standart protein ¢ozeltisinin gosterdigi antijen
bandinin pozisyonu ayni seviyede bulunmus, agregasyon veya degradasyon sonucu
molekiil agirligindaki degisikliklere bagl olarak hattin farkli bir bolgesinde olusan
herhangi bir bant gézlenmemistir (Sekil 4.13). Bu da partikiillerin hazirlanmasi esnasinda
antijenin biitiinligiinii korudugunu géstermektedir. Bu sonuglar, polielektrolit kompleksi
olusturma yonteminin kullanildigi diger ¢alismalarla (Briones ve Sato 2010; Cevher ve

ark. 2015, Prego ve ark. 2010, Sayin ve ark. 2009) uyum igerisindedir.

Farkli konsantrasyonlardaki (0,05; 0,1; 0,5; 1 ;2 ve 5 mg/mL) CC-CMC, CG-
CMC ve TMC-CMC nanopartikiil dispersiyonlarinin ve bu nanopartikiilleri hazirlamak
icin kullanilan polimer ¢o6zeltilerinin A549 ve Calu-3 hiicre hatlarina toksisitesi
incelenmistir. Polimerlerin ve nanopartikiil formiilasyonlarinin A549 ve Calu-3 hiicre
hatlarinda hiicre yasayabilirligine (%) etkisi toksik bir materyal olan ve ¢aligmamizda

pozitif kontrol olarak kullanilan SDS ¢ozeltisi ile karsilastirilmigtir.

Yapilan MTT deneyinde elde edilen sonuglar bulgular kisminda Sekil 4.14 ve
4.15’te gosterilmistir. Sonuglar incelendiginde, TMC polimer dispersiyonunun Calu-3 ve
A549 hiicre hatlarinda SDS c¢ozeltisine gore daha az toksisite gosterdigi (p<0.05),
konsantrasyonun artigt ile 5 mg/mL’de ise benzer toksisiteye sahip oldugu goriilmiistiir
(p>0.05). . Kitosan tuzlar1 (CC ve CG) ise 5 mg/mL’ye kadar tiim denenen
konsantrasyonlarda hem SDS hem de TMC‘den ¢ok daha diisiik toksisite gostermistir.

Her iki polmer tuzunun toksisiteleri karsilastirildiginda, A549 hiicre hattinda 1mg/mL
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konsantrasyon degerine kadar benzer toksisite gosterirken (p>0.05) 2 mg/mL ve 5 mg/mL
konsantrasyon degerlerinde CG dispersiyonu, CC dispersiyonundan daha diisiik toksisite
gostermistir  (p<0.05). Calu-3 hiicre hattinda ise, CG dispersiyonu tim

konsantrasyonlarda CC dispersiyonuna gore daha diisiik toksisite gostermistir (p<0.05).

CMC dipersiyonunun her iki hiicre hattinda da tim konsantrasyonlarda diger
polimer dispersiyonlarina gore ¢ok daha diisiik toksisite gosterdigi goriilmiistiir (p<0.05).
Polielektrolit kompleksi hazirlama yontemiyle olusturulan tiim nanopartikiil
formiilasyonlar1 da CMC dispersiyonu gibi, diger katyonik polimer dispersiyonlarindan

daha diisiik toksisite gostermistir.

Nanopartikiil formiilasyonlar1 igerisinde, kitosan tuzlarmma gore daha fazla
protonlanmis olan TMC ile hazirlanmis TMC-CMC-BSA nanopartikiilleri, diger
nanopartikiillerden biraz daha fazla toksisite gostermistir (p<0.05).Elde edilen bulgular
Amidi ve ark. (2006)’nin sonuglari ile benzer dogrultudadir. Hiicrelere 5 mg/ml
konsantrasyonda verilen nanopartikiil formiilasyonlarinin ayni konsantrasyondaki
dispersiyon formiillerine gore daha diisiik toksisite gosterdigi gozlenmistir. Boylece
polimerlerin olasi toksik etkilerinin PEC ydntemiyle nanopartikiil hazirlanmasi sonucu
engellenebilecegi gosterilmistir. Cilinkii bu hazirlama yonteminde organik ¢oziicliler gibi
toksisiteye neden olabilecek yardimeir maddeler kullanilmamis hazirlama ortami olarak
sudan yararlanilmistir. Bu elde edilen sonug Cevher ve ark. (2015) elde etikleri sonuglarla

uyum gostermektedir.

In vitro optimizasyon ve hiicre kiiltiirii galismalari sonucunda segilen
formiilasyonlarin sistemik ve mukozal immiiniteye etkisini arastirmak amaciyla,

nanopartikiiller Balb/c farelere subkiitan ve intranazal yolla verilmistir.

In vivo caligmalar igin TMC-CMC-BSA partikiilleri ve CC-CMC-BSA
partikiilleri 2:1 (pozitif yiiklii polimer : negatif yilikli polimer) oraninda segilmistir.
Partikiillerin boyutu ve boyut dagilimi adjuvan aktiviteleri agisindan 6nemli oldugu genel
olarak kabul gormektedir (Oyewumi ve ark. 2010). Negamoto ve ark. 0,4 ve 1 um
ortalama c¢apa sahip ovalbumin yiiklii kitozan partikiilleri hazirlamis ve sicanlara
intranazal olarak uygulandiginda 3 pm boyutundaki partikiilllere gére anlamli derecede
daha yiiksek IgA tiretimi gostermektedir. Bu tezde hazirlanan formiilasyonlar ise nazal
ya da subkiitan olarak farelere uygulanmistir. Nazal yoldan asilama ile mukozal

immiinizasyon elde edebilmek amaglanmistir. Mukozal asilama intranazal, oral,
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pulmoner, rektal veya vajinal gibi birgok yolla saglanabilmektedir. Bunlarin arasinda,
nazal ve oral yollar as1 uygulamasi i¢in en ¢ok kullanilabilir ve uygulanabilir olanlardir.
Nazal yoldan asilamanin tercih edilmesinin sebebi, as1 uygulama i¢in enzim ve pH
acisindan daha uygun bir ortam saglamasidir. Potansiyel olarak daha diisiik dozda antijne
gereksinim duyulmakta, doz wuygulamasi dogrudan olmakta ve hasta uyum
saglayabilmektedir. Ilaveten, nazal kavite biiyiik bir yiizey alanina sahip olup solunum
epitelinin altinda bulunan lokal lenf nodlar1 bulundurmaktadir. Ayrica, yogun
damarlanma bolgesine sahip oldugu i¢in vendz kan dogrudan sistemik dolasima
katilmaktadir. Intranazal asilama araciliiyla solunum yolunda ve genital yolda kuvvetli
yanitlar elde edilmesiyle genel mukozal immiin sistemi (CMIS) uyarilmaktadir. Bununla
beraber gecmis deneyimlere bakildiginda nazal formiilasyonlar mukosilier klirens ve
¢Oziiniir antijenlerin yetersiz alim1 nedeniyle beklenilenin altinda etki gostermistir. Etkili
bir mukozal as1 i¢in, formiilasyon antijenin stabil kalmasini, lenfatik sistemle etkilesim
icin gerekli olan zaman kadar antijenin tasiilan bolgede kalmasini, dogal ve hiicresel
sistemlerin her ikisini de uyarabilmeli ve patojene karst uzun siireli bagisiklik

saglamalidir (Jabbal-Gill ve ark. 2012).

Antijenler tarafindan uyarilan sistemik immiin yanitlar hiicresel ve hiimoral
olabilmektedir. Genelde, hiimoral immiin yanit Th2 ile yonlendirilen immiin yanit ile
kendini gosterirken, hiicresel immiin yanit ise Thl olarak gostermektedir. (Abbas ve
Lichtman, 2006). Yanitin Thl veya Th2 oldugunu degerlendirmek i¢in, B hiicreleri
tarafinda salgilanan serum IgG alt sinmiflarinin (IgG1 ve 1gG2a) ve hafiza T hiicreleri
tarafindan salgilanan sitokinlerin belirlenmesi gerekmektedir. Calismamizda, in vivo
deneylerde, serum antikor seviyeleri indirekt ELISA ile dalak hiicrelerinin yeniden
uyarilmasi sonucu salgilanan sitokin miktarlar ise sandvi¢ ELISA yontemi ile tayin

edilmistir.

Bu ¢alismada serum IgG, 1gG1 ve 1gG2a antikor seviyeleri 13., 21., 60. ve 253.
giinlerde farelerden elde edilen kan 6rneklerinin analizi sonucu elde edilmistir. IgG alt

gruplarindan 1gG1 Th2 yanitinin uyarilmasi, 1gGza ise Thl yanitinin uyarilmasi 6nem

tasimaktadir (Abbas ve Lichtman, 2006).

Intranazal yolla uygulanan formiilasyonlarin 13. giinde olusturdugu serum antikor
seviyeleri incelendiginde, CC-BSA dispersiyonunun en yiiksek serum IgG titresine sahip

oldugu goriilmektedir. Yine, 13. giinde BSA igeren polimer dispersiyonlarinin (TMC-
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BSA, CC-BSA ve CMC-BSA), nanopartikiil formiilasyonlarma (TMC-CMC-BSA ve
CC-CMC-BSA) gore daha yiiksek 1gG antikor titrelerine sahip oldugu goriilmistiir. 21.
giin ve 60. giin yanitlarina bakildiginda ise nanopartikiil formiilasyonlarinin verdigi
serum IgG titrelerinde siirekli artis gozlenirken, BSA + polimer dispersiyonlarinda
sadece 21. giin 6l¢timlerinde artis goriilmiis ve 60. giindeki serum IgG titreleri azalmistir.
253. giinde ise tiim formiilasyonlardaki serum IgG seviyelerinde 6nemli oranda diisiis
gozlenirken, sadece nanopartikiil formiilasyonlar1 yiiksek seviyelerde IgG titresi
gostermistir. Bunun da sebebinin partikiiler sistemlerde antijenin uzun stireli salimi
oldugu diistiniilmektedir. Bu da uzun siireli immiinizasyon saglamada TMC-CMC-BSA
ve CC-CMC-BSA nanopartikiiler as1 sistemlerinin umut verici oldugunu gostermektedir.
Onemli bir mukozal adjuvan olan CpG ODN nin BSA antijeni ile birlikte uygulanmasi
(CpG ODN-BSA) sonucu, 13. ve 21. giinde yiiksek serum IgG titresi elde edilirken, bu
seviye 60.giinde azalmaya baslamis ve 253. giinde de ¢ok diisiik seviyelere gelmistir
(p<0,05). En diistik serum 1gG antikor seviyesi sadece BSA uygulanan hayvanlarda elde
edilmigtir. Subkiitan yolla formiilasyonlarin uygulandigi hayvanlarm serum antikor
yanitlar1 incelendiginde, intranazal yoldan uygulanan hayvanlardaki ile benzer bir profil

izlemekle beraber serum IgG titreleri bir miktar daha yiiksektir (p<0,05).

Serum 1gG: antikor yanitlar1 incelendiginde, intranazal yoldan uygulanan
formiilasyonlar arasinda 13. ve 21. giindeki en yiiksek yanitlart TMC-BSA dispersiyonu
gosterirken, bu yanit 60. ve 253. giinde diismiistiir. CpG ODN-BSA formiilasyonu da
buna benzer bir antikor yanit1 profili gostermistir. Nanopartikiil formiilasyonlarinin serum
IgG1 antikor yanitlart ise 60. glinde de artmaya devam etmis, 253. giinde bir miktar diisiis
gostermesine ragmen hala yiiksek seviyelerdedir (p<0,05). TMC-CMC-BSA ve CC-
CMC-BSA nanopartikiillerinin intranazal yoldan elde edilen serum 1gG: titreleri birbirine
yakinken (p>0.05), subkiitan uygulamada TMC-CMC-BSA nanopartikiillerinin 19Gy
antikor yaniti daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Genel olarak serum IgG: antikor
yanitlar1 intanazal yolla uygulanan formiilasyonlarda, subkiitan uygulananlara gore bir
miktar daha diigiiktiir. En diisiik 1gG: antikor yaniti ise tek basina BSA uygulanan
hayvanlarda gozlenmistir.

Intranazal yolla immiinizasyondan sonra en yiiksek 1gG2a antikor yanit1 CpG
ODN-BSA uygulanan hayvanlarda elde edilmistir. Bunun, nedeni olarak CoGODN’nin

Thl immiin yanit1 uyaran giiclii bir mukozal adjuvan olmasindan kaynaklanmaktadir
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(Stevceva ve Ferrari 2005). Intranazal yolla uygulanan nanopartikiil formiilasyonlarmin
olusturdugu IgGoa antikor titrelerinin, 6zellikle 21., 60. ve 253. giinlerde subkiitan yolla
uygulanan nanopartikiil formiilasyonlarin olusturdugu antikor yanita gére daha yiiksek

oldugu goriilmistiir (p<0,05).

Uygulanan tiim nanopartikiil formiilasyonlar1 (TMC-CMC-BSA ve CC-CMC-
BSA) ile BSA + polimer dispersiyonlari (TMC-BSA ve CC-BSA) ile, sadece BSA
uygulananlara gore anlamli derecede yiiksek antikor yanitlari elde edilmistir (p<0.05).
Ayrica destekleme dozundan sonra, tiim formiilasyonlarin antikor yanitlarinda artig
gozlenmistir. Ancak bu durumun siire¢ igerisindeki devamliligi formiilasyonlara gore
degiskenlik gostermektedir. Nanopartikiil formiilasyonlar1 diger formiilasyonlara gore
immiin bagisikliginin siirdiirebilirligi acisindan daha basarili bir grafik ¢izmistir. Bunun
nedeninin nanopartikiillerden yavas antijen salimina bagli olarak uzun siireli antikor

yanitinin elde edilmesidir (Amidi ve ark. 2007).

Nanopartikiil formiilasyonlarmin antikor yanitlar1 karsilastirildiginda, TMC-
CMC-BSA nanopartikiillerinin hem intranazal hem de subkiitan uygulamada 6zellikle
destekleme dozundan sonra CC-CMC-BSA nanopartikiil formiilasyonundan daha yiiksek
serum 1gG, 1gG1 ve 1gGa2a antikor yanitlari olusturdugu goriilmiistiir (p<0,05).

IgG antikorunun alt tipini etkileyecek faktorler arasinda, antijenin yapisi ve
miktari, antijenik uyarilmanin siiresi ve yolu, yas, immiinojenik 6zellikler ve immiin
sistemin durumu yer almaktadir. Fare modelinde ve insanlarda yapilan bir¢ok ¢alismada,
sitokinlerin, 1gG altsimiflarin1 diizenlemede 6nemli rol aldigi gosterilmistir. Bundan
dolay1, asilama sonrasinda veya hastalikta 1gG altsmiflarinin = sentezlenmesinin
incelenmesi, antikor ftretiminde gorev alan mekanizmalarla ilgili bir goriis
saglayabilmektedir (Gregorek ve ark. 2000). BSA antijeni ile hazirlanan
formiilasyonlarin uygulanmasindan sonra immiin yanitin yoniinii (hiimoral veya
hiicresel) belirlemek i¢in BSA antijenine 06zgii antikorlarin IgG alt smf profili
(1gG1/1gG2a) incelenmistir.

1gG1/1gG2a oranlari, uygulanan formiilasyonlarda hiimoral immiin sistemi uyaran
IgG1 antikor yanitinin hiicresel immiin sistemi uyaran 1gGza antikor yanitindan daha giiglii
oldugunu gostermistir. Intranazal yolla uygulanan nanopartikiil formiilasyonlari,

subkiitan yola gore daha disiik IgGa titreleri verirken (p<0,05), destekleme dozundan
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sonra intranazal yolla uygulanan formiilasyonlardan elde edilen IgGza antikor yanitlari

subkiitana gore ¢ok daha yliksek bulunmustur.

Salgisal IgA (slgA) antikor titreleri sadece intranazal yoldan asilanan farelerin
vajinal sekresyonlarinda 253. giinde 6l¢iilmiistiir. Subkiitan uygulamadan sonra mukozal
immiin yanit alinamadigi i¢in, bu yoldan immiinizasyon yapilan hayvanlarin vajinal
sekresyonlarinda sIgG antikor yaniti incelenmemistir. (Holmgren ve Czerkinsky 2005).
Nazal yoldan immunizasyonu yapilan hayvanlarin vajinal salgilar1 enzim inhibit6rii
iceren soguk PBS ile yikama yoluyla toplanmistir. Mukozal immiin yanitin gdstergesi
olan sIgA yanitlarina bakildiginda en yiiksek yanitlar nanopartikiil igeren
formiilasyonlarda goriilmistiir (p<0.05). CC-CMC-BSA nanopartikiilleri isesTMC-CMC-
BSA formiilasyonunagore daha yiiksek sIgA antikor titresi vermistir (p<0,05). En diisiik
sIgA yamti ise sadece BSA uygulanan hayvanlarda elde edilmistir. Yine, TMC-BSA
dispersiyonu, CC-BSA dispersiyonundan daha yiiksek slgG titresi verirken (p<0,05),
CMC-BSA dispersiyonu her iki formiilasyondan daha diisiik yanit géstermistir (p<0,05).

Sitokin yanitlarin1 elde etmek i¢in fare gruplarindan alinan dalaklardan primer
dalak hiicreleri izole edilmistir. Dalak hiicrelerinin 10 pg/mL BSA uygulanarak yeniden
uyarilmast sonucunda salgilanan I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10 ve IFN-y’nin miktarlar1 sandvig
Elisa testi ile dl¢lilmiistiir. Bu sitokinlerin se¢ilmesinin nedeni ise IL-2 ve IFN-y’nin Th1
yanitinin yani hiicresel imminitenin; IL-4, IL-6 ve IL-10’un ise Th2 yanitin yani humoral

immiinitenin bir gostergesi olarak kabul edilmesidir (Abbas ve Lichtman, 2006).

IL-2 sonuglart incelendiginde, CC-CMC-BSA nanopartikiillerinin intranazal
yoldan uygulanmasi sonucu subkiitan yola gore daha yiiksek miktarda IL-2 salgilandigi
goriilmektedir (p<0.05). TMC-CMC-BSA nanopartikiilleri ise her iki yoldan da benzer
IL-2 seviyeleri gdstermistir (p>0.05). Intranazal yoldan uygulanan formiilasyonlara
bakildiginda, nanopartikiil uygulanmasindan sonra elde edilen IL-2 seviyelerinin,
polimer dispersiyonu uygulananlara gore daha yiiksek oldugu goriilmistiir (p<0,05).
Subkiitan yoldan uygulanan formiilasyonlara bakildiginda ise, TMC igeren nanopartikiil
(TMC-CMC-BSA) ve dispersiyonlarm(TMC-BSA) uygulandigi hayvanlarda en yiiksek

IL-2 seviyelerine ulagilmistir.

IFN-y sonuglart incelendiginde, intranazal yolla uygulanan nanopartikiil
formiilasyonlarinin uygulandigi hayvanlarin primer dalak hiicrelerinde  polimer

dispersiyonu uygulananlara gore daha yiiksek sitokin salgilanmasi gergeklesmistir
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(p<0.05). Subkiitan yolla uygulanan formiilasyonlar Karsilastirildiginda ise, nanopartikiil
ve dipresiyon formiilasyonlarinin birbirine benzer IFN-y sitokin yanit1 verdigi (p>0,05),
en yiiksek IFN-y seviyelerine CC-CMC-BSA nanopartikiil formiilasyonu uygulanan
grupta ulasildigr goriilmistiir. Sadece BSA uygulanan grupta ise, en diisiik IL-2 ve IFN-
y sitokin yanitlari elde edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar, intranazal uygulamadan sonra
nanapartikiil formiilasyonlarinin hiicresel immiiniteyi belli oranda gelistirdigini

gostermistir.

Hiimoral immiin yanitin gdstergesi olarak segilen IL-4, IL-6 ve IL-10 yanitlarina
bakildiginda ise, intranazal yolla uygulanan nanopartikiil formiilasyonlarinin olusturdugu
sitokin yanitlar1 birbirine olduk¢a yakin iken (p>0,05), uygulanan gruplarda ulagilmistir.
TMC-BSA ve CC-BSA dipersiyonlar1 benzer sitokin seviyelerine sahipken (p>0,05),
CMC-BSA dispersiyonu ¢ok daha diisiik sitokin yaniti vermistir (p<0,05). Subkiitan yolla
uygulanan formiilasyonlarin ortaya ¢ikardigi humoral kokenli IL-4, IL-6 ve IL-10 sitokin
yanitlarina bakildiginda, en yiiksek sitokin seviyelerine nanopartikiil formiilasyonlarinin
uygulandigr gruplarda ulasilmistir. TMC-CMC-BSA grubunda, CC-CMC-BSA grubuna
gore daha yiiksek sitokin yanit1 elde edilmistir (p<0,05). Her iki uygulama yolunda da
sadece BSA iceren formiilasyonlar en diisiik IL-4, IL-6 ve IL-10 yanitlar1 vermistir
(p<0.05).

Yapilan bir¢ok ¢alismada nazal yoldan uygulanan kitosan partikiiler sistemler
hiimoral ve hiicresel immiin yanitin her ikisinin de uyarilmasini saglayabilmektedir.
Nazal yoldan uygulama i¢in c¢alisilan farkli biyoadezif polimerler arasinda, kitosan
immiin sistemi uyarici, hiicresel alim1 ve permeasyonu arttiran biyoadezif 6zellikleri ve
insanlar tarafindan iyi tolere edilebilen bir madde olabilmesi sayesinde as1 tasiyici olarak
avantajlara sahiptir. Antijen iceren kitosan nazal asilariin uygulanmasi sonucu anlamli
derecede serum IgG yanitlarinin uyarildigi bulunmustur. Bulunan bu sonug, asinin
parenteral uygulanmasi sonrasinda gelisen yanita benzer oldugu goriilmistiir (Arca ve
ark. 2009). Alpar ve ark. (2005) yaptig1 bir ¢alismada bogmaca veya influenza antijeninin
kitosan ile nazal uygulanmasi sonrasi anlamli derecede serum IgG ve salgisal IgA
yanitlar1 elde edilmistir. Bununla birlikte bu molekiil parenteral yoldan yabanci
antijenlerle verildiginde T hiicre ve antikor yanitlarin1 uyarmaktadir. Bu durum kitosanin
adjuvan etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda da kitozan

tiirevi iceren nanopartikiil formiilasyonlar1 iki farkli yoldan da (nazal ve subkiitan) hem
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hiicresel hem de hiimoral olarak sadece BSA antijeni iceren formiilasyona gore anlamli
derecede daha yiiksek yanit gostermislerdir (p<0,05). Elde edilen sitokin ve antikor
yanitlar1 arasinda birebir korelasyon yapmak miimkiin olmamaktadir. Bununla beraber
kullanilan antikorlardan IgG1 hiimoral immiiniteyi IgG2a ise hiicresel immiiniteyi
gostermekte iken sitokinlerden IL-4, IL-6 ve IL-10 humoral immiiniteyi IL-2 ve IFN-y
ise hiicresel immiiniteyi genellikle gostermektedir (Abbas ve Lichtman, 2006). Mukozal
immiin yanitt ifade eden sIgA ise en yiiksek nanopartikiil formiilasyonlarinda
gozlenmistir. Bu durumun da NALT’da bulunan M hiicreleri tarafindan partikiiler
formiilasyonlarin etkin bir sekilde alinin ASH’lere sunulmasiyla ilgisi bulundundugu

diistiniilmektedir (Slitter 2011).

Pozitif yiiklii polimer (CC, CG ve TMC) ve negatif yiikli CMC, polimerin immiin
yanitlar1 arasindaki farklilik bir mekanizmayla aciklanabilmektedir. Yiizey yiikiindeki
farkliliklar miisin ve biyoadezif polimerler arasindaki molekiiler etkilesimlere (6rnegin,
elektrostatik, van der waals ve hidrojen bagi kuvvetleri) etki etmektedir. Negatif ve pozitif
yiiklii polimerlerin her ikiside elektronegatif gruplarla hidrojen bagi olusturmaktadir.
Anyonik CMC dispersiyonu negatif yiiklii miisin tabakasi ile itici elektrostatik giigler
uyarilacaktir. Bu itici elektrostatik giiclerin tiim mukoadezif dayaniklilik iizerinde
olumsuz etkisi bulunmaktadir. Yiik degisiklikleri molekiiler temas ve esnekligi ile iligki
icerisindedir. Bu durum iki farkli yiiklii nanopartikiil sistemlerinin immiin yanitlar

arasindaki farkliligi agiklayabilmektedir.

Tezden elde edilen bu sonuglar 15181nda, polielektrolit kompleks olustiurma yontemiyle
elde edilen katyonik kitosan tiirevi ve anyonik karboksimetil kurdlandan olusan
nanopartikiiller toksisite riski tastmamakla beraber hem humoral hem de hiicresel yaniti
uyarabilen umut verici yeni bir nazal as1 tastyict sistem aday1 olarak degerlendirilebilir.
Sonu¢ olarak bu nanopartikiil formiilasyonlarinin  mukozal ve parenteral

immiinizasyonun her ikisi i¢in de giiclii bir as1 adjuvan1 oldugu s6ylenebilir.
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dilekgenizde ileri surdtigiiniz gerekgeler Kurulumuz- tarafindan degerlendiriimis ve
projenizde ¢alisma igerigine dokunulmaksizin sadece Hepatit B ylizey antijeni HbsAg
yerine ayni konsatrasyonda BSA kullanildigi belirlenmistir. Bu neden ile proje
basghiginizin “Mukozal immiinizasyon amaciyla asi tasiyici nanopartikiiler
sistemlerin gelistiriimesi” olarak degistirimesi, caligmada kullanilacak fare
sayisinin 91'den 75’e duslruldugi yéniindeki teklifleriniz. -daha énce aldiginiz etik
kurul karar ve sayisi gegerli olmak tizere- Kurulumuzca uygun bulunmustur.

Geregi icin bilgilerinizi rica ederim.
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