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ONSOZ

Bu tez c¢alismasinda, model etkin madde olarak difteri toksoidi iceren
mikropartikiiler formiilasyonlarin intranazal yoldan uygulanmasi ile lokal ve sistemik
bagisik yanmitin artirilmast  hedeflenmistir.  Calisma plani; formiilasyonlarin

hazirlanmasi, in vitro testler ve in vivo hayvan deneylerini igermektedir.

Tez ¢aligmami yoneten, zorluklarin asilmasinda bilgi ve tecriibesiyle bana destek

olan danismanim Prof. Dr. Sayin Asuman Bozkir’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarimda bilgi ve destegini benden esirgemeyen Dr. Ecz. Ongun Saka’ya ¢ok

tesekkiir ederim.

A.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali gretim iiye ve

yardimcilarina,

Desteklerini her an hissettigim, bu yola beraber ¢iktigimiz degerli arkadaslarim Ecz.
Duygu Hing’a, Ecz. Mert Serim’e, Uzm. Ecz. Murat Oral’a, Ecz. Sevgi Gokgek’e,

Uzm. Ecz. Umut Can Oz ‘e,

Calismam siiresince destekleriyle yanimda olan arkadaslarim Uzm. Ecz. Berrin
Basaran Kiigiiktiirkmen’e, Uzm. Ecz. Giilin Amasya’ya, Uzm. Ecz. Giinseli Yiiksel

Tilkan’a, Uzm. Ecz. Nalan Deniz Oztiirk Ozbilgin’e tesekkiir ederim.

In vivo deneyler esnasindaki calismalar1 ve tecriibeleriyle bana yardimci olan Refik
Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi, Ast Serum Uretim ve Arastirma Miidiirii
Sayin Vet. Hek. Ilhan Bozyigit’e ve Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi,
Golbas1 Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlar1 Laboratuvar
Sefi Sayimn Vet. Hek. Ozcan OZKAN’a ¢ok tesekkiir ederim.
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Caligmalarimizda kullandigimiz difteri toksoidini iireten Refik Saydam Hifzissthha
Merkezi Baskanligi, As1 Serum Uretim ve Arastirma Miidiirliigiinde gorevli Sayin

Kimyager Mustafa Haciomeroglu’na tesekkiirii bir borg bilirim.

Sagladiklart burs imkani ile yiliksek lisans c¢alismama biiyiik katkisi bulunan

TUBITAK Bilim insan1 Destekleme Daire Baskanligi’na tesekkiir ederim.

Hayatimin her asamasinda yanimda olan ve sonsuz sabir gostererek beni her konuda
destekleyen sevgili annem Nimet Coban’a ve sevgili babam Mehmet Sefik Coban’a

tiim kalbimle sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Asilarin gelistirilmesi, bagisiklamanin tip ve halk sagligina kazandirdigi en 6nemli
katkilardan birisi olmustur. Asilamanin amaci enfeksiyona karst uzun stireli koruma
saglayan gii¢lii bir immiin yanit olusturmaktir (Amon ve Ben-Yedidia, 2002; Aguilar
ve Rodriguez, 2007). Asilar halk sagligini korumak ic¢in biiyilk Onem tasir.
Enfeksiyonel hastaliklardan ve neden olduklar1 6liimlerden korunmak igin asilama
uygun maliyetli, giivenli ve etkin bir yoldur. Asilarin bagisiklamada kullanilmasiyla
her y1l yaklasik {i¢ milyon yasam kurtarilmaktadir (NIH-NIAID, 2008; Matthias ve
ark., 2007).

Eski donem agilarin  gelistirilmesinde oldugu gibi yeni donem asilarin
gelistirilmesinde de ¢esitli faktorlerin etkilesimi 6nemli rol oynar. Modern
biyoteknoloji sayesinde biiyiik 6nem tasiyan bir¢ok insan patojeninin sonucta etkili
birer as1 olacagina dair iyimser gorlsler mevcuttur (Katz,1997). Geleneksel
yaklagimlarin as1 gelisimine onemli katkilari olmasina ragmen giivenlik, yan etkiler
gibi birgok nedenden 6tiirii alternatif yaklagimlara ihtiyag duyulmustur (O’Hagan ve
ark., 1997). Bu nedenle asilamanin temel amaci olan yiiksek oranda koruyuculuk
saglayan ve en diisiikk oranda yan etki gosteren ideal asiya ulasmak hedeflenmistir

(Jiskoot ve ark., 1997).

Giiniimiizde kullanilan asilarin biiylk bir ¢ogunlugu parenteral yol veya diger
invaziv yollarla uygulanmaktadir. As1 uygulamasindaki bu invaziv yollarla sistemik
immiin yanit tetiklenebilirken esas olan yeterli mukozal immiin koruma
saglanamamaktadir (Shahiwala ve ark., 2007). Ayrica diisiik hasta uyuncu, yiiksek
maliyet gibi dezavantajlara sahip olan parenteral asilama uygulama agisindan da

bircok risk igermektedir. Bu nedenle son yillarda hasta uyuncunu ve giivenliligini



artirmak i¢in farkli a1 verilis yollar1 iizerinde galisilmaktadir (Giudice ve Campbell,
2006; Neutra ve Kozlowski, 2006).

Cogu insan patojeni, enfeksiyonu mukozal membranlarda baslatir ve mukozal
bolgede c¢ogalirlar. Cogalmadan sonra bazi mikroorganizmalar toksik faktorler
salarak, bazilar1 ev sahibi dokulara penetre olarak bazilari ise sistemik veya organa
0zgii rahatsizliklart meydana getirerek hastaliklari olustururlar. Bu nedenle asilamada
mukozal bagisiklik, baslangic enfeksiyonunu onlemek i¢in en etkili yaklasim olarak
kabul edilir (Cripps ve ark., 2001; Magistris, 2006). Parenteral yolla asilama ile
mukozal bagisiklik sistemi ¢ok az uyarilir. Buna karsilik mukozal yolla asilama ile
hem sistemik hem de mukozal bagisiklik sistemi uyarilarak hiimoral ve hiicresel tipte
yanitlarin olugmasi saglanir (Mestecky, 1997; Illum ve Davis, 2001). Asilarin
mukozal yolla verilisi, enjeksiyonla uygulamaya kiyasla bircok avantaji beraberinde
getirmektedir. Mukozal bagisiklamanin en Onemli avantaji, lokal ve sistemik
bagisiklig1 birlikte uyarabilmesidir. Mukozal yolla asilama ile enjeksiyon bolgesinde
goriilen agri ve sizi, ignelerin yetersiz sterilize edilmesinden veya tekrar
kullannmindan kaynaklanabilecek olast enfeksiyonlar, maliyet ve uygulama
esnasinda egitilmis personele ihtiya¢ duyulmasi gibi olumsuzluklar giderilebilir
(Almeida ve Alpar, 1996; O’Hagan, 1998). Nazal mukoza, inhale antijenlerin siklikla
karsilastigr ilk boliim olmasi nedeniyle mukozal bagisiklik yanitin 6nemli bir
boliimiidiir. Nazal yolla asilama hem periferal hem mukozal bagisiklama icin en
etkili yol olarak ortaya ¢ikmistir. Nazal asilarin kolay uygulanabilir ve ucuz olmalari
genis popiilasyonlara ulagilmasini saglayacagindan gelismekte olan iilkelerde nazal
as1 uygulamalar1 yararli sonuglar verecektir (Davis, 2001; Biesterveld, 2002).
Partikiiler sistemler nazal yolla agilamada istenilen bagisik yaniti1 elde etmek igin
kullanilan uygun farmasotik dozaj sekillerinden birisidir. Nazal yolla uygulama igin
cesitli partikiiler tasiyict sistemler igindeki antijen formiillerinin; mukozal
enzimlerden antijeni korumak, 6zellesmis burna bagli lenfoid dokunun (NALT) M
hiicreleri tarafindan tercihen enkapsiile antijenin alimmi saglamak, antijen sunucu
hiicreler (ASH) i¢in antijen sunum zamanini artirmak amaciyla antijenin siirekli
salimin1 gercgeklestirmek, biyoadhezyon ile uygulama bolgesinde (nazal mukozada)

retansiyon zamaninda olasi artis1 saglamak, ASH’lere antijen ve adjuvanin birlikte



sunumunu saglamak, ASH’lere antijen sunumunu modifiye ederek hiicre-aracili

bagisik yanitt uyarmak gibi avantajlari vardir (Sharma, 2009).

Calismamizda model etkin madde olarak difteri toksoidi kullanilmistir. Diinya Saglik
Orgiitii, difteri igin iyilestirilmis bagisiklama stratejilerinin gelistirilmesinin dncelikli
oldugunu bildirmistir (World Health Organization (WHO) World Health Report,
1999). Hem difteri toksoidinin stabilitesinin artirilmast hem de asinin mukozal
bolgede kalis siiresinin uzatilmasi amaciyla mikropartikiiler formiilasyonlar tercih
edilmistir. Bu sekilde nazal yolla verilen difteri toksoidinin olusturacagi bagisik
yanitt artirmak miimkiin olacaktir. Bu c¢alismada, difteri toksoidi igeren, PLGA
50:50, Poli-(e-kaprolakton) (14kDa) ve Poli-(e-kaprolakton) (70-90kDa) polimerleri
kullanilarak hazirlanan mikropartikiiler sistemlerden in vitro sonuglart uygun olan

formiilasyonlar segilerek in vivo arastirmalar yiirtitiilmistiir.

1.2. Asilar

Asilar; insanlarda enfekte edici ajana ya da toksine veya bunlarla iliskili antijene
kars1 spesifik ve aktif bagisiklig1 uyarma 6zelligine sahip antijenik maddeler i¢ceren
tiriinlerdir (EP, 2005). 11. yilizyillda Cin’de ¢igek hastaligi yaralarmi burun igine
iifleyerek cicek hastaligina karst bagisiklik kazandirilmaya caligilmistir. 1796 yilinda
Dr. Edward Jenner inek ¢icegi olan hastalarinin (ineklerde goriilen ve insana da
gecen dokiintiilli, enfeksiydz hastalik) ¢igege karsi korunduklarini fark etmis ve inek
¢icegi olan bir hastanin cerahatini saglikli bir kisiye inokiile etmistir. Daha sonra bu
kisiye goniillii olarak ¢icek inokiilasyonu yapildiginda, hastanin cicege karsi
korundugunu gostermistir. Dr. Edward Jenner inek ciceginin ge¢isinden sorumlu
maddeye “as1” (latince inek anlamma gelen vacca’dan geliyor) ve cigege karsi

uyguladigi bu islemede “asilama” adin1 vermistir (Plotkin, 2005; Riedel, 2005).

Bulasict hastaliklar1 onlemede asilarin  kullanimi  tip diinyasinda en Dbiiyiik

basarilardan biri olarak kabul edilebilir. Jenner ve Pasteur gibi Onciiler her yil



milyonlarca kisinin 6lmesine veya hastalanmasina engel olarak asilarin kiiclik
miktarlardaki tiretimini kolaylagtirmislardir. Biyoteknoloji alanindaki gelismeler ve
bagisik yanitt uyarict ve etkileyici bilesenlerin anlasilmasiyla as1 gelisimi ve
uygulanmasinda bir altin ¢aga girilmistir (Gliick ve Metcalfe, 2002; Levine ve
Sztein, 2004). Giiniimiizde genom dizilisini igeren genomik bilginin agiga ¢ikmasiyla
yeni proteinlerin kesfine, bu proteinlerin fonksiyonlarinin anlagilmasina ve ilgi ¢ekici
bu molekiillerin tasinmasi i¢in ilag tagiyici sistemlerin gelistirilmesine gittik¢e artan
bir ilgi vardir. Yeni ila¢ tasiyici sistemlerin tasariminda basarili iiretim, advers
reaksiyonlarin ve yan etkilerin azaltilmasi, hasta uyuncunun gelistirilmesi ve yari
Omriin uzatilmasi gibi ozellikler amaglanarak ideal asiya ulasilmak istenmektedir
(Sinha ve Trehan, 2003). Ideal asinin sahip olmasi gereken ozellikler asagida

siralanmustir:

e Bebekler, yashlar ve bagisikligt baskilanmis hastalar dahil biitiin
poplilasyonlarda kusursuz giivenlik profili géstermeli,

e Bebekler ve yashlar da dahil olmak {izere yiiksek diizeyde uzun siireli etki
saglamal,

e Sadece tek doz (veya birbirine yakin araliklarda en fazla iki doz) ile koruma
saglamali,

e Uygulamadan sonraki iki hafta icinde korumay1 baslatmali,

e Alternatif bir yolla (oral, nazal, transkiitan veya enjeksiyon igermeyen bir
cihaz ile) ignesiz ve siringa olmadan uygulamaya olanak vermeli,

e Diger asilarla birlikte (ayn1 formiilasyon i¢inde) veya es zamanl (ayn1 anda)
uygulanabilir olmali,

e Nispeten basit ve ekonomik islemlerle biiyiik 6l¢ekli ve kalite kontrolli
uretilebilir olmali,

e Formiilasyondaki {iretim kosullarina yatkin olmali (diisiik ve yiiksek
sicakliklara dayaniklilik gibi) ve ayrica zor depolama kosullarindan
etkilenmemeli,

e Bir organizmanin biitiin varyantlarina kars1 genis koruyuculuk 6zelligi olmali,

(Beverley, 2002; Levine ve Sztein, 2004).



1.2.1. Asilarin Simiflandirilmasi

Birgok farkli tipteki as1 aktif bagisikligi uyarmak i¢in kullanilir. Cizelge 1.1°de farkli

as1 tipleri gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Asilarin siniflandirilmasi (Camcioglu, 2008)

As1 Tipleri

Hastalik

Canl1 atteniie

(zayiflatilmis) asilar

Viral; Kizamik, Kabakulak, Kizamik¢ik, Sugigegi, Sabin,

Polio, Rotaviriis, Sart humma

Inaktif ve olii tim

hiicre asilar1

Pertussis, Tifo, Kolera, influenza, Salk polio, Hepatit A,
Veba, Kuduz

Toksoid asilar

Tetanoz, Difteri

Subunit asilar

Hepatitis B, Pertussis, HPV

Saf polisakkarit asilar

Streptococcus pneumoniae Meningokok

Konjuge asilar

Haemophilus influenzae Tip b,

Streptococcus pneumoniae Meningokok C

Rekombinant

Asilar

Klinik denemede

DNA

Klinik denemede

1.2.1.1. Canh Atteniie (Zayiflatilmis) Asilar

Canl atteniie (zayiflatilmig) asilar, konakei1 icinde bulasma ve ¢ogalma yetenegi olan
ancak hastalik olusturmayacak sekilde siddeti azaltilmis bakteri veya virlislerden
olusur. Bu agilar tek bir dozdan sonra uzun siireli bagisiklik saglamaktadir. Ayrica
hem hiimoral hem hiicresel bagisikligi uyarabilmeleri avantajina da sahiptirler.
Ancak zayiflatilmis olan canli organizma herhangi bir zamanda eski virulan forma
dontistiiren bir mutasyon gegirebilir (patojenik reversiyon) ve bu durum hastalikla

sonuglanabilir. Bu sebeple bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde kullanimlar




Onerilmez. Ayrica bu asilarda stabilite sorunlar1 da goriilebilir (Bellamy ve Freedman
2005; Keser ve Hatipoglu, 2008).

1.2.1.2. Inaktif ve Olii Tiim Hiicre Asilar

Inaktif ve 6lii tiim hiicre asilar1 hastalik yapan mikroorganizmalarin kimyasallar, 1s1
veya radyasyonla oldiiriilmesiyle elde edilirler. Canli atteniie (zayiflatilmis) agilardan
daha giivenli ve daha stabildirler. Olii mikroorganizma tekrar viriillan forma
donemez. Inaktive asilarin buzdolabinda saklanmasi gerekmediginden liyofilize toz
halindeki asinin depolanmasi ve taginmasi kolaydir. Bu durum gelismekte olan
ilkeler i¢in onemlidir. Bu tiir asilar avantajlarina karsilik, canli agilardan daha zayif
bir bagisik yanit olustururlar ve genellikle bagisik yaniti devam ettirmek icin ek doz

veya rapel dozlara ihtiyag vardir (NIH-NIAID, 2008).

1.2.1.3. Toksoid Asilar

Tetanoz, difteri, botulizm, kolera gibi hastaliklara neden olan belirli patojenler
salgiladiklar1 ekzotoksinlerle bu hastaliklara neden olurlar. Toksinler formalin ile
muamele edildiginde etkisiz hale gelir. Toksoid asilarin viriilan forma donme ve
Onledikleri hastaliklar1 olusturma olasiliklarinin  bulunmamasi giivenli asilar
olduklarimi1 gosterir. As1 antijenleri aktif olarak ¢ogalamadiklarindan asilanmamis
bireylerde yayilamazlar. Sicaklik, nem ve 1s18a daha az duyarli olduklarindan
genellikle dayanikli sekilde uzun siire kullanilabilirler. Ancak toksoid asilar1 yiiksek
oranlarda veya ¢oklu dozlarda kullanilmadik¢a giliglii immiinolojik 6zellik
tagimamaktadir. Bu nedenle etkili bir yanit olusturabilmeleri i¢in bir adjuvana veya
birka¢ doza gereksinimleri vardir. Uygulama bdélgesinde once kizariklikla baslayan
sonra sertlesmeyle devam eden ve genelde 48-72 saat icinde diizelen lokal

reaksiyonlar da goriilebilir (Baxter, 2007).



1.2.1.4. Subunit Asilar

Subunit asilar patojenin antijenik biriminden olugmaktadir. Mikroorganizmanin
biitliniinii degil sadece immiin sistemi en 1yi uyaran antijenlerini igerir. Subunit agilar
patojenik forma donememeleri, azalmis toksisiteye, tekrar iretilebilirlige ve
gelistirilmis antijen Ozgiinliigline sahip olmalar1 gibi bircok avantaja sahiptirler.
Ancak adjuvana gereksinim duyulmasi ve iretilmelerinin zor olmasi gibi

dezavantajlar1 da mevcuttur (NIH-NIAID, 2008; Henriksen, 2010).

1.2.1.5. Saf Polisakkarit Asilar

Bazi patojenik bakterilerin viriilans1 6zellikle antifagositik 6zellikteki hidrofilik
polisakkarit kapsiillerine baglidir. Polisakkaritlerle en iyi IgM bagisik yanit1 elde
edilir. Ciinkii giiclii IgG yanitt T hiicrelerinin aktivasyonuna baglidir. Polisakkarit
asilarin sadece 2,5-3 yas sonrasi i¢in uygulanabilir olmasimna ragmen insanlarda
yararli sonuglar1 elde edilmistir. Ancak ciddi pnomokokal hastaliklarin siklikla
goriildiigii stit gocuklarinda mevcut saf polisakkarit asilar koruyuculuk saglayamaz.
Ayrica c¢ocukluk donemi tasiyiciligina karst korumasi olmadigindan bu as1
antibiyotik direngli suslarin yayginligin1 azaltmak i¢in kullanilamaz (Kalin, 1998;
Goldsby ve ark., 2000; Cozzi ve ark., 2011).

1.2.1.6. Konjuge Asilar

Yiiksek enfeksiyon riski tasiyan immiinojenik bakteriyel kapsiiler polisakkaritlerin
ast formiilasyonlarinin bulunmasi ihtiyact konjuge asilarin gelistirilmesini zorunlu
kilmigtir. Neisseria meningitidis serogrup C, Streptococcus pneumoniae ve
Haemophilus influenzae tip b gibi patojenler ¢ocukluk donemi menenjitine yol
acarlar ve ortak olarak hem viriilan 6zellige sahip olan hem de koruyucu antikor i¢in

hedef olan polisakkarit kapsiiller igermektedirler. Ancak polisakkaritler T



hiicresinden bagimsiz immiinojen olduklarindan iki yasindan kiigiik ¢ocuklarda
immiin cevabt ya hi¢ uyarmaz veya zayif uyarir, sonugta immiin hafiza
olusturamazlar. iki yasindan kiiciik cocuklar T hiicresinden bagimsiz immiinojeni
yeterince taniyamamakla birlikte, proteinler gibi T hiicre bagimli immiinojenlere
etkin cevap verebilir. Polisakkaritlerin tasiyict proteinlerle konjiige edilmesi
polisakkaritleri T hiicre bagimsiz halden T hiicre bagimli immiinojen haline
dontstiirir. Boylece kiigiik cocuklarda koruyucu IgG ve immiinolojik hafiza

olusumu saglanir (Goldblatt, 2000; Keser ve Hatipoglu, 2008).

1.2.1.7. Rekombinant Asilar

Bir viriis, bakteri ya da protozoanin immiinojenik 6zelligini belirleyen bir geninin
ayrilip, sonra bir bakteri, maya ya da memeli hiicresine rekombinant DNA teknigi ile
klonlanmasi temeline dayanir. Bu yontemle kullanima giren ilk as1 hepatit B asisidir.
Bu yolla elde edilen antijenler yeterli antikor yapimini saglayabilmektedirler. Ancak
ekzojen antijenler olarak hazirlandiklarindan antijeni taniyabilen sitotoksik T
hiicrelerini uyaramamaktadirlar. Dolayisiyla hiicresel bagisiklik yanitlar1 zayiftir

(Beyazova ve Aktas, 2007).

1.2.1.8. DNA Asilan

Immiin cevabr uyarmak iizere biitiin organizma veya parcalari yerine, 6nemli
antijenleri  kodlayan genetik materyal kullanilir. Antijene ait genler viicuda
uygulandiginda bazi hiicreler DNA’y1 yakalar. Genetik materyali alan hiicreler 0
antijen molekiillerini iiretir. Uretilen antijenler hiicreler tarafindan salgilanir. Bdylece
viicudun kendi hiicreleri as1 iireten fabrikalara doniisiir ve bagisiklik sistemini aktive
etmek i¢in gereken antijenler olusur. Gen tastyici sistem olarak plasmid DNA diger
sistemlere gore bir¢cok avantaja sahiptir. Bu avantajlar1 gii¢lii hiimoral ve hiicresel

bagisik yanit olusturmalari, hastaliga sebep olmamalari, liretimlerinin daha kolay ve



ucuz olmasi ve asilamay1 yeni bir teknolojik seviyeye ¢ikarmalaridir (Liu, 2003;

NIH-NIAID, 2008).

1.2.2. Adjuvanlar

“Adjuvan” terimi ilk kez 1926 yilinda Ramon tarafindan kullanmilmistir. Adjuvan
kelimesi Latince “adjuvare”, yardim eden, giiglendiren anlaminda olup adjuvanlar asi
formiilasyonlariyla birlikte kullanildigi zaman as1 antijenine karsit olusan bagisik
yanitin uzatilmasinda veya giiclendirilmesinde rol oynarlar (Kurella ve ark., 2000).
Asilamanin amaci, enfeksiyona karsi uzun siireli koruma saglayarak gii¢lii bir bagisik
yanit olusturabilmektir. Zayiflatilmis canli asilardan farkli olarak, o©li tiim
mikroorganizma ya da alt birim asilarin (6rn., toksoidler) etkinligini artirmak icin
formiilasyonlara adjuvanlar ilave edilmektedir (Aguilar ve Rodriguez, 2007).
Adjuvanlarin genel olarak kullanim amaglart; (i) iyice saflastirilarak elde edilmis
veya rekombinant antijenlerin immiinojenisitesini artirmak (ii) bagisik yanitin hizini
ve siiresini artirmak (iii) antikorun antijenle birlesme yetenegini, 6zgiinligiini
ayarlamak (iv) hiicresel bagisik yanmiti uyarmak (v) mukozal bagisik yanitin
uyarilmasin1 artirmak (vi) asinin yenidoganlar, yaslilar, immiin yetmezligi olan
kisilerde etkinligini artirmak (vii) primer immiin yanit elde edebilmek i¢in gereken
antijen miktarini ya da asilama sayisin1 azaltmak ve bu yolla as1 maliyetini diislirmek
(viii) kombine asilarda antijenlerin yarismasii engellemektir (Singh ve O’Hagan,

2002; Petrovsky ve ark., 2004). Ideal bir adjuvan su dzelliklere sahip olmalidir:

¢ Birincil ve uzun siireli yan etkiler de dahil olmak {izere giivenilir olmali,

e Biyolojik olarak parcalanabilir olmali veya adjuvan etkisi bittikten sonra
gecikmis yan etki riskini azaltmak i¢in viicuttan kolaylikla uzaklastirilabilir
olmal,

e Antijenle birlikte uygulandiginda antijenin tek basina olusturdugu bagisik
yanittan daha giiclii veya tedavi edici 6zelligi daha fazla olan bagisik yanit
olusturmall,

e Uretimi kolay ve ucuz olmali,
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e Etkinlik daha az doz ve/veya diisiik konsantrasyonlarda antijen kullanilarak

elde edilebilir olmali,

e Ticari ve klinik olarak kullanildig: raf 6mrii boyunca stabil kalmali,

e Kimyasal ve biyolojik agidan iyi tanimlanmis olmali,

e lyi bir immiinolojik hafiza veya uzun siireli bagisiklik saglamali,

e Mutajenik, karsinojenik veya teratojenik olmamalidir (Edelman, 2000;

Aguilar ve Rodriguez, 2007).

Gliniimiizde en ¢ok kullanilan as1 adjuvanlan Cizelge 1.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 1.2. As1 adjuvan 6rnekleri (Bozkir ve Hayta, 2004; Aguilar ve Rodriguez,
2007; Vogel ve Hem, 2008; Yurdakok ve Ince, 2008; O’Hagan ve De Gregorio,

2009)

Adjuvan tipleri

Genel ornekler

Ozgiin 6rnekler

Inorganik tuzlar Aliiminyum hidroksit Alhydrogel

Aliminyum fosfat Rehydragel®

Kalsiyum fosfat Adju-Phos™

Rehydraphos ™

Tensoaktif bilesikler Saponinler Qs-21
Mikrobiyal kaynaklilar | Bakteriyel ekzotoksinler Kolera toksini (CT) "
(dogal veya sentetik) Endotoksin Monofosforil lipid-A (MPL®)
Emiilsiyonlar Freund antijeni Montanide® ISA 51

Metabolize edilebilir
emiilsiyonlar

MF59 (Fluad®
Montanide® ISA 720

Partikiiler sistemler

Biyopargalanabilir polimer

Polilaktid ko-glikolik

mikropartikiiller partikiiller (PLG)

immiinostimiilator ISCOMATRIX®

kompleksler

Virozom Epaxal®, Inflexal®V
Immiino-adjuvanlar Sitokinler IL-2, IL-12, GM-CSF, IFN-y
Polisakkaritler Iniilin Mikro-partikiiler iniilin

(MP1)

Niikleik asit temelli
Adjuvanlar

Sitokin genleri,
kostimulator
molekiil genleri

IL-12, IL-2, IFN-y, CD40L

Kombinasyon
adjuvanlari

Endotoksin + inorganik tuz
Y/S emiilsiyon + a-tokoferol

Fendrix® (AS04)
Pandemrix® (AS03)

Toll-benzeri reseptorler

Toll-benzeri reseptor
ligantlar1

TLR1, TLR2, TLR3,TLR4
TLRS, TLR6, TLR7,TLR8
TLR9,TLR10
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Az sayida as1 adjuvaninin profilaksi amaciyla insanlarda kullanimina izin verilmistir.
Bunlar arasinda “Alum” olarak bilinen ve aliiminyum tuzlari ile hazirlanan
stispansiyon 70 yildan fazla bir siiredir yaygin olarak kullanilmaktadir. Alum yakin
zamana kadar Amerika Birlesik Devletleri’nde FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan insanlarda kullanimina izin verilmis tek adjuvandir. Su/yag emiilsiyonlari
ise (MF59 ve AS03) Avrupa’da influenza asilarinda kullanilan lisansl adjuvanlardir.
Monofosforil lipid A ve Alum’un bir kombinasyonundan olusan AS04 Avrupa’da
hepatit B viriisii ile insan papilloma viriisii asilari i¢in onaylanmis ve yakin zaman

once de Amerika Birlesik Devletleri’nde lisans almistir (Mbow ve ark., 2010).

1.3. Mukozal Asilama

Gelismekte olan teknoloji ile elde edilen sonuglar asilamadaki basarinin sadece
asinin immiinojenik bilesenlerine bagli olmadigini ayrica tasiyici sisteme de bagh
oldugunu gdstermistir. Bu nedenle etkili bir as1 formiilasyonu veya tastyici sistem ile
ilgili calismalar modern as1 gelisimi icin biliylik 6nem tasimaktadir. Cogu onemli
viral ve bakteriyel enfeksiyonlar solunum, bagirsak, gézyasi ya da iirogenital yol gibi
mukozal membranlardan gecerek olusur (Sharma ve ark., 2009). Bu nedenle
enfeksiyon yapici maddelere karsi aktif bir bagisiklama saglamak bagarili bir
mukozal bagisik yanitin olusturulmasina baghidir (Saatgi ve Bozkir, 2003). Bir
asinin mukozal yolla uygulanmasi ile etkili bir sistemik bagisik yanit da elde
edilebilir. Buna karsilik parenteral yolla uygulanan asilar genellikle sadece invaziv
patojenlerin neden olduklar1 sistemik hastaliklar1 6nlemek i¢in uygundur. Bu durum
mukozal bolgede sinirli bagisik yanit olusturmalar1 ve bdylece mukozal yilizeylerdeki
enfeksiyonu onlemedeki yetersizliklerinden kaynaklanmaktadir (Dietrich ve ark.,
2003).

Basarilt mukozal bagisiklamanin kriterleri asagida 6zet seklinde verilmistir:

1. Mukozal bagisikligin uyarilacagi bolgede antijenin etkili bir sekilde verilmesi

(6rn., Peyer plaklarinin zars1 epitel hiicresi),
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2. Canli attenlie as1 suslarinin, gelistirilmis antijen tasiyici sistemlerin veya
bakteriyel enterotoksinler ve sitokinler gibi mukozal immiinomodiilatérlerin
kullanilmasiyla mukozal bagisik yanitlarin artirilmast,

3. Koruyucu bagisik yanitlar1 uyarabilecek bagisiklama programi ve yolunun hem
hedeflenen mukozal bolgede hem de sistemik olarak secilmesidir (Cripps ve ark.,

2001; Dietrich ve ark., 2003).

Mukozal asilamanin parenteral yolla asilamaya kiyasla sahip oldugu avantajlar
asagida siralanmistir:

e Mukoza patojenlerin ve mikroplarin ana giris baglant1 noktalaridir.

e Hiimoral koruma biiyiik 6l¢iide mukoza dokularinda iiretilen antikorlar ile
saglanmaktadir. Parenteral uygulama ile sistemik dolasima verilen antikorlar
farkli mukozal bolgelerdeki enfeksiyonu gerekli sekilde dnleyemez.

e Mukozal dokular sistemik dolagimi olduk¢a asan T hiicreleri, B hiicreleri ve
plazma hiicrelerine sahiptirler.

e Mukozal dokular immiinolojik hafiza dahil spesifik B hiicre ve T hiicre aracili
bagisik yanitlar1 baglatma yetenegine sahip olan hem antijen yapan hem de
antijen sunucu hiicrelere sahiptirler.

e Mukozanin bir bolgesindeki asilama ¢ok uzaktaki diger mukozal bdlgelerde
bagisikligt uyarir. Bu durum 6zellikle oral veya nazal bagisiklama gibi pratik
yollarla, cinsel yoldan bulagan hastaliklara karsi koruyucu bagisiklik
kazanilmasinda 6nemlidir.

e Mukozal bagisiklama hem lokal hem sistemik bagisiklig1 saglayabilir.

e Mukozal ag1 tasiyict sistemlerde igne kullanilmamaktadir bdylece olasi
siringa kaynakli enfeksiyon ve yan etkiler ortadan kaldirilmaktadir.

e Mukozal as1 tasiyici sistemlerde yan etkiler en az indirilir ve parenteral yola
kiyasla uygulama kolayligi bulunur.

e Mukozal yolla asilama parenteral yola kiyasla daha kolaydir ve uygulama
esnasinda egitimli personele ihtiya¢c duyulmamaktadir.

e Serum IgG ve mukozal IgA antikorlarinin yani sira yardimct CD4+ T
hiicrelerini ve CD8+ sitotoksik T lenfositlerini igeren hiicresel tipte yanitlar

da uyarabilmektedir.
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e Steriliteye ek olarak yiiksek standartta saflik da gerektiren parenteral asilara
kiyasla mukozal asilarin tretimi daha ucuzdur (McNeela ve ark., 2001;
Magistris, 2006; Sharma ve ark., 2009).

1.3.1. Mukozal Bagisikhik Sistemi

Mukozal yilizeyler memeli bagisiklik sisteminin Oonemli bir pargasidir. Viicudun
mukozal ylizeyleri, yabanci antijenleri siirekli kontrol altinda tutabilecek zengin
immiinolojik yapilara sahiptirler. Mukozaya bagli lenfoid dokunun (MALT) 6nemli
ozelligi  sistemik  bagisiklik  olusturan  diizeneklerden  bagimsiz  olarak
calisabilmesidir. MALT; Peyer plaklari, mezenterik lenf bezleri, apendiks, ince
barsagin soliter folikiilleri, tonsiller, adenoidler gibi anatomik olarak siniflandirilmis
lenfoid mikro diizeneklerden olusur. Uyarici mukozal alanlarin basinda gelen bu
alanlar bagisiklik yanitinin uyarilmasinda temel bdlgeleri olusturur (Sekil 1.1)

(Giudice ve Campbell, 2006; Giiney ve Yegin, 2008).
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Sekil 1.1. Mukozaya bagli lenfoid dokudaki (MALT) birincil lenfoid hiicreler
(Brandtzaeg ve ark., 1999)
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Mukozal bagisik yanitlar, mukozaya bagl lenfoid dokuda (MALT) olusmaktadir.
Bagirsaga bagl lenfoid doku (GALT), bronglara bagh lenfoid doku (BALT), burna
bagl lenfoid doku (NALT) ve larinkse bagli lenfoid doku (LALT); mukozaya baglh
lenfoid doku (MALT)’yu olusturmaktadir. Mukozal bagisik yanitin baslica uyarildig
yerler GALT ve BALT’taki organize haldeki lenfoid folikiillerdir (Ogra ve ark.,
2001).

Epitel hiicreler mukozal savunmanin aktif elemanlaridir. Bu hiicreler mikrobiyal
bilesenleri taniyan dedektorler gibi islev goriirler. Mukozal bagisik yanit mukozaya
bagli lenfoid dokunun yiizeyinde bulunan mikrofold hiicreler (M hiicresi) de dahil
olmak iizere subepitelyal dendritik hiicreler, makrofajlar, immiinglobulin A (IgA)
salgilayan B hiicreleri, CD4+ and CD8+ T hiicreleri gibi antijen sunucu hiicreler
(ASH) tarafindan mukozal uyarici bolgelerde baslar. Asi uygulamasindan sonra
antijen ya M hiicreleri araciligiyla MALT’a tasimnir ya da dendritik hiicreler
aracilifiyla T hiicrelerine sunulur. Bu T hiicreleri antikor salgilayan hiicreleri
olusturan ve periferal kana hareket eden B lenfositlerinin gelisimini uyarir. Antikor
salgilayan hiicreler oncelikle koken aldiklar1 bolgeye geri donerler. Bdylece
astlamanin yapildig1 yerden ¢ok uzaktaki diger mukozal bolgelerde de bagisik yanit
olusturulmus olur (Sekil 1.2) (Chen, 2000; Giudice ve Campbell, 2006; Neutra ve
Kozlowski, 2006).
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2008)
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1.3.1.1. Mikrofold (M) Hiicreleri

Mikrofold (M) hiicreleri transepitelyal vezikiiler tasima sistemiyle, epitel hiicrelerin
arasinda bulunan lenfositlere ve epitel hiicrelerin altinda bulunan lenfoid dokulara
antijenleri tasiyan Ozellesmis epitel hiicrelerdir. Mikrovillustan yoksun olan M
hiicreleri pinositik etkinlikleri ile antijen ve mikroorganizmalar: alttaki profesyonel
antijen sunucu hiicrelere (ASH) ve orgiitlenmis lenfoid dokuya, 6rnegin Peyer
plaklarina ulastirirlar. M hiicreleri kendileri antijeni sunmazlar, yalnizca asagidaki
lenfoid dokuya veya dendritik hiicreler, makrofajlar, B hiicreleri gibi ASH’lere
antijeni transepitelyal tasima sistemi islevi gorerek iletirler (Neutra ve Kozlowski,
2006; Giiney ve Yegin, 2008).

1.3.1.2. Makrofajlar ve Dendritik Hiicreler

Antijen sunucu hiicreler (ASH) antijen ile ilk karsilasan ve onlar1 lenfositlere sunan
hiicreler olarak bagisik yanitta ilk adimi baglatan hiicrelerdir (Abbas ve ark., 2000).
Makrofaj ve dendritik hiicreler gibi mukozal ASH’ler kan monosit prekiirsorlerinden
koken almaktadirlar. Bir¢ok makrofaj ve dendritik hiicrenin alt birimleri tanimlanmis
ve bagisik yanitin diizenlenmesinde nemli gorevleri oldugu gosterilmistir. Lamina
propria, Peyer plaklari ve mezenterik lenf nodiillerinde endojen bakteriyel floray1
tanimak ve hemen cevap verebilmek i¢in konumlanmiglardir. Bu hiicreler primer T
hiicresine bagimli bagisik yanitin olusumunda en etkili hiicrelerdir (Soker, 2005;

Denning ve ark., 2007).

1.3.1.3. B ve T Lenfositler

B  hiicreleri antikor salgilayan, kemik iliginde olgunlasan antijene duyarh
lenfositlerdir. B lenfositler hiimoral (antikora dayali) bagisikliktan sorumlu

hiicrelerdir. B lenfositler, antijene karsi 0zgiil reseptdr olan immiinoglobulin
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molekiillerini sentezler ve hiicre yiizeylerindeki zarda tasirlar. Antijenle temas eden
B lenfositleri, ya antijene 6zgii ¢ok miktarda antikor sentezleyen plazma hiicrelerine
ya da uzun Omiirlii bellek B hiicrelerine doniistirler (Minichiello, 2002; Junqueira ve

Carneiro, 2006).

T hiicreleri timusta olgunlasan antijene duyarli lenfositlerdir. T lenfositleri hiicresel
tipte bagisik yanittan sorumludur. T hiicreleri timusta olgunlastiktan sonra yiizeyinde
birgok reseptor olusur (Altas, 1998; Minichiello, 2002). T hiicrelerinin; yardimei,
sitotoksik ve bellek T hiicreleri olmak iizere ii¢ ana alt grubu vardir. Yardimc1 T

hiicreleri (Th), B hiicrelerinin antikor {iretmesini ve sitotoksik T hiicrelerinin

aktiflestirilmesini saglar. Sitotoksik T hiicreleri (STL), yabanci ve viriis ile enfekte
hiicrelere kars1 iki yolla savagsirlar. Birincisinde perforin adi verilen proteinler
tireterek hedef hiicre zarinda delikler olustururlar ve hedef hiicrenin parcalanmasina
yol acarlar. Ikincisinde ise, programlanmis hiicre dliimiinii ya da apoptozisi baslatan
bazi genleri uyararak hedef hiicreyi Oldiiriirler. Bellek T hiicreleri, yeniden
karsilasilan antijenlere hizli yanit vererek sitotoksik T hiicrelerinin olusumunu

uyarirlar (Junqueira ve Carneiro, 2006).

1.3.1.4. Antikorlar

Antikorlar mikroplarin ya yilizeyine yapisarak ya mikrobu fagosite ederek ya da
mikroplar1 agliitine ederek etkilerini gosterirler (Altas, 1998). Mukozal antikorlar;
ozellikle salgisal immiinoglobulin A (IgA) (yayilimecr patojenlere karsi erken
savunmay1 saglar) ve serum immiinoglobulin G (IgG) (sistemik enfeksiyonun
onlenmesi i¢in gereklidir) serumdan mukozal yiizeylere sizarak buralarda da islev
gortirler (McNeela ve Mills, 2001). Mukozal yiizeylerdeki hiimoral bagisik yanit
biiyiik ol¢lide salgisal IgA antikorlart araciligiyla gerceklesmektedir (Holmgren ve
Czerkinsky, 2005). Antijenler mukozal yiizeylerle temasa gectiklerinde ve mukozal
lenfoid dokuya tasindiklarinda salgisal IgA’lar uyarilir. Antijenlerin islem gérmesi

cesitli mukozal etkili alanlarda spesifik IgA iireten hiicrelerin hedeflenmesine yol
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acar. Salgisal IgA’lar mukozal ylizeylerde cogalan veya bu yolla giris yapan
patojenlerin baglanmalarini veya kolonize olmalarini engelleyerek ve yiizeye hareket
eden toksinleri noétralize ederek patojenlere karsi etkili olurlar. Ayrica epitel
hiicrelerdeki IgA’lar hiicre i¢i viriis gogalmasini engelleyebilirler (McNeela ve Mills,
2001).

1.3.2. Mukozal Adjuvanlar

Mukozal bagisikliklama sonrasi elde edilen bagisik yanit1 kolaylastirmak ve artirmak
icin farkl stratejiler gelistirilmistir. Bunlar arasinda kaynaklar1 farkli olan antijenleri
tasimak i¢in mutasyona ugramis atteniie bakterilerin kullanilmasi (6rn., Salmonella
tirleri, Shigella tiirleri), antijenlerin mikrokiireler, jelatin kapsiiller, lipozomlarin
farkli formiilasyonlar1 iginde enkapsiile edilerek tasinmasi veya nanopartikiillerin
yiizeyine adsorpsiyonlari, bagisikligi uyaran lipofilik komplekslerin kullanilmas1 ve
adjuvan 6zellikleri bilinen bakteriyel iirlinlerin eklenmesi bulunmaktadir (Freytag ve
Clements, 2005). Uygun adjuvanin segilip uygulanmasindan sonra bagisik yanitin
artirilmast: (i) adsorpsiyon ve depo etkisi (ii) sitokinlerin uyarilmasi (iii) komplement
aktivasyonu (iv) farkli hiicre popiilasyonlarinin calistirilmas: (v) farkli ASH’lere
tasinim (vi) antikorlarin farkli alt tiplerinin {retiminin uyarilmasi gibi farkh

mekanizmalar ile meydana gelebilir (Petrovsky ve Aguilar, 2004).

1.3.2.1. Bakteriyel Toksinler ve Tiirevleri

Bugiine kadar bilinen en gii¢lii mukozal immiinojen Vibrio cholerae’dan elde edilen
kolera toksini (KT) ve Escherichia coli’den elde edilen 1s1ya dayaniksiz enterotoksin
(LT) olarak tanimlanmis iki bakteriyel toksindir. Bu toksinler yabanci molekiillerle
mukozal ylizeylerde ayni anda bulunduklarinda da bagisik yaniti1 aktive edebilme
Ozelligine sahiptirler. Bu 6zelliklerinin bir sonucu olarak hayvan modellerinde her iki

toksinden yaygin sekilde mukozal immiinojen ve adjuvan olarak faydalanilmustir.
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Ancak KT ve LT yiiksek toksisite gosterdiklerinden insanlarda kullanim i¢in uygun
degildirler. Mukozal immiinojen ve adjuvan olarak kullanilabilmeleri i¢in molekiiler
modelleme yolu ile bu toksinlerin aktif bolgelerinde spesifik mutasyonlarin
tasarlanmasi ve boylece toksik olmayan tiirevlerinin elde edilmesi iizerine ¢alismalar

yiritillmektedir (Pizza ve ark., 2001; Ryan ve ark., 2001).

1.3.2.2. CpG Motifleri

Bakteri DNA’s1 sitozin-fosfat-guanozin (CpG) motifleri igerir ve sitozin
metillenmemistir. Ayrica CpG, iyi karakterize edilmis adjuvan oOzelligi gosteren,
bagisiklik  sistemini  uyarabilen @ CpG  motiflerini  igeren,  sentetik
oligodeoksiniikleotidlerden (CpG ODN’ler) olusur (Chen, 2000; Eriksson ve
Holmgren, 2002). CpG motifi bakteriyel DNA’da memeli DNA’sina gore 20 kat
daha fazla bulunur. Bakteri hiicrelerindeki CpG motifi memeli hiicrelerindeki
reseptorler tarafindan hemen tanmir ve bagisiklik sistem hiicreleri tarafindan
interferonlar salgilanir. Boylece hiicresel bagisik yanit uyarilirken allerjik cevap da
baskilanir. Bu durum CpG motifi igeren DNA molekiillerinin terapotik
uygulamalarda ve asilarda adjuvan olarak kullanilabileceginin bir gostergesidir

(Yurdakok ve ince, 2008).

1.3.2.3. Monofosforil Lipit A

Monofosforil lipit A (MPL), gram negatif bir bakteri olan Salmonella minnesota’nin
lipopolisakkaritinin toksik olmayan tiirevidir ve yardimci T lenfositlerinden Th1’i
giclii.  sekilde uyarabilme Ozelligine sahiptir (Reed ve ark., 2009).
Lipopolisakkaritler; makrofajlar, B hiicreleri ve ASH’leri uyarabilen giiglii adjuvan
etkiye sahiptir. Ancak yliksek toksisite gosterdiklerinden insanlarda kullanim igin
uygun degildir. MPL ise lipopolisakkaritlerden ¢ok daha az toksik olmasina ragmen

adjuvan aktivesi hemen hemen aynidir (Chen, 2000). MPL lipozomlar gibi tasiyici
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sistemlerle formiile edildigi zaman bilinen en iyi basariy1 gosteren mukozal adjuvan

olarak kullanilmaktadir (Vajdy ve ark, 2004).

1.3.2.4. Saponinler

Saponinler yabani veya kiiltiir bitkilerinde, bazi ilkel deniz canlilarinda ve
bakterilerde bulunan steroid ya da triterpenoid glikozitlerdir (Rajput ve ark., 2007)
Saponin iceren adjuvanlar hem hiicresel hem de hiimoral bagisiklig1 uyarirlar.
Adjuvan olarak saponin kullanilmasinin avantaji adjuvan aktivitenin elde
edilebilmesi i¢in diisiik dozlarin yeterli olmasidir (Oda ve ark., 2000). Saponinler
ayni zamanda sitotoksik CD8+ lenfosit cevabini giiclii bir sekilde artirirlar ve
mukozal antijenlere karsi olusan bagisik yanit1 giiglendirirler (Kensil, 1996). Quillaja
saponaria agacinin kabugundan elde edilen ekstrenin adjuvan aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. Quil A bu ekstreden elde edilen saponin fraksiyonudur ve 23
cesitten fazla saponin igerir. QS21, Quil A’dan ters faz kromatografi yontemi ile
damitilarak ayrilan yiiksek derecede saflastirilmis saponin fraksiyonu olup daha az
toksik yapidadir (Kensil ve ark., 2004; Rajput ve ark., 2007). Toksisitelerinin yiiksek
olmasi, hemolitik etkileri ve kararli bir kimyasal yap1 gostermemeleri nedeniyle tiim
Quillaja saponinleri halen insanlarda kullanim i¢in uygun degildir. Ancak kanser
asilar1 gibi yiiksek toksisitenin kabul edilebilecegi durumlarda, diisiik dozlarda ya da
diger adjuvanlarla birlikte kullanilmalar1 yoniinde c¢aligmalar devam etmektedir

(Yurdakok ve ince, 2008).

1.3.2.5. Endojen Molekiiller: Sitokinler ve Kemokinler

Cogu sitokin bagisik yanit1 degistirme ve yeniden yonlendirme yetenegine sahiptir.
Adjuvan olarak en ¢ok degerlendirilen sitokinler IL-1, IL-2, IFN-y, IL-12 ve
graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktéor (GM-CSF)’lerdir. Bununla birlikte bu
molekiillerin iiretimleri pahalidir ve hepsi doza bagli toksisite gdstermektedirler.

Ayrica protein yapisinda olmalari nedeniyle stabilite problemleri vardir ve yari
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Oomiirleri kisadir. Bu nedenle sitokinlerin bulasict hastaliklarda adjuvan olarak
kullanilmalar1 yerine daha c¢ok kanser tedavisinde kullanimlar1 6n goriillmektedir

(Singh ve O’Hagan, 2002).

Kemokinler mukozal yiizeylerdeki bagisik yanit olusturan hiicreler ile epitel hiicreler
gibi bir¢ok hiicrede iiretilen kemotaktik proteinlerdir. Sitokinlere gére adjuvan olarak
daha az calisilmis olup aralarindan, lenfotaktin, RANTES, MIPla ve MIPIB nin
mukozal adjuvan olarak egilim gosterdikleri saptanmistir (Yuki ve Kiyono, 2003;
Magistris, 2006).

1.3.2.6. Canli Vektorler

Dogal enfeksiyonlar, giiclii mukozal ve sistemik bagisik yanit olustururlar. Canli
zayiflatilmis mikroorganizmalar, dogasinda adjuvan ozellikte olan organizmalari
¢ogaltabilme Ozelliklerinden dolay1 etkili as1 tasiyict sistemlerdendir (Ryan ve ark.,
2001). Bu nedenle zayiflatilmis mikroorganizmalarin rekombinant suslari heterolog
antijenlerin mukozal yol ile tasinmasi i¢in etkili vektorler olarak gelistirilmislerdir.
Genellikle heterolog asilama icin kullanilan bakteriyel ve viral zayiflatilmis vektorler
Salmonella, BCG ve adenovirtislerdir (Yuki ve Kiyono, 2003; Magistris, 2006). Bu
vektorler ile ortalama bir dozda tek bir mukozal agilama ile ¢ok biiyiik immiinojenik
dozlar elde edilebilir. Bu durum uzun 6miirlii gliclii bir bagisik yanita neden olur.
Ayrica farkli antijenler olasi tek bir vektor aracilifiyla tasinabilirler ve bdylece tek

bir agilama ile ¢esitli hastaliklara karsi koruma saglanabilir (Chen, 2000).

1.3.3. Partikiiler Antijen Tasiyic1 Sistemler

Partikiiler adjuvanlar veya antijen tasiyict sistemler bagisikligi uyaran diger
adjuvanlarin yerine alternatif olarak diigiiniilmektedir (O’Hagan ve ark., 2001).

Partikiiler yapilar ile ASH’lere antijenin sunumu ve ikincil lenf organlarina taginim
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kolaylastirilarak bagisik yanitin uyarilmasi saglanir (Scholl ve ark., 2005). Partikiiler
tastyict sistemler ile ayrica bagisik yanitin seviyesini artirmak veya hedefleme
yapmak amaciyla bagisikligi uyaran diger adjuvanlar da tasmnabilir. Boylece
kullanilan adjuvanlarin olas1 yan etkileri azaltilabilecegi gibi, adjuvanin sistemik

dolagimi sinirlandirilabilmektedir (O’Hagan ve ark., 2001).

1.3.3.1. Lipit Kokenli Tasiyici Sistemler

Biyolojik olarak dnemli molekiilleri genis bir yelpazede enkapsiile etme yetenegine
sahip olan lipit kokenli tastyici sistemler bulasict hastaliklara karsi asilarin
gelistirilmesinde umut vaad eden mukozal antijen tasiyici sistemler olarak

goriilmektedirler (Goyal ve ark., 2008).

1.3.3.1.1. Lipozomlar

Lipozomlar kiiresel ¢ift katli lipidlerden olusan bir dis kabuk ile hidrofilik i¢
kompartmani olan gesitli biiytikliikklerdeki vezikiillerdir. Lipozomlar biyolojik olarak
parcalanabilir olmalari, toksik olmamalari, immiinolojik olarak etkisiz olmalari, T
hiicrelerini etkili sekilde uyarabilmeleri, uzun Omirlii olmalari, hiicre aracili
bagisikligi uyarabilmeleri gibi birgok avantaja sahiptirler. En 6nemli avantaji ise
yapisal Ozellikleri sayesinde ¢esitli maddeleri kombine halde enkapsiile edebilme
yetenekleridir (Kurella ve ark., 2000; Felnerova ve ark., 2004). Ancak ev sahibi
enzimlere duyarli olmalari, saklanma siiresince stabil olmamalar1 ve yiiksek iiretim

maliyetleri nedeniyle kullanimlar1 sinirhidir (Gupta ve Siber, 1995).

1.3.3.1.2. Arkeozomlar

Arkeozomlar, Archaeobacteria’dan elde edilen polar eter lipitlerinin bir veya daha

fazlasindan dretilen lipozomlardir. Bir¢ok  Archaeobacteria yiiksek tuz
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konsantrasyonu, diisitk pH degerleri veya yiiksek sicakliklart kapsayan ortamlarda
yasayabilirler. Membran yapilarinin 6zgiin olmasi sonucu bahsedilen zor kosullarda
hayatta kalmalar1 saglanir (Khosravi-Darani ve ark., 2007). Archaeobacteria’lar
fiziksel ve kimyasal stabiliteleri ve ASH’lere alinmalar1 gibi 6zellikleriyle lipozom
benzeri etki gosterirler. Oksidatif strese, yiiksek sicakliga, alkalin pH’ya,
fosfolipazlara ve safra tuzlarina diisiik duyarlilik gosterirler. Bagisik yanitin Freund’s
adjuvani ile benzer; konvansiyonel lipozomlarla karsilastirildiginda ise daha iistiin

oldugu gézlenmistir (Krishnan ve ark., 2000; Kersten ve Crommelin, 2003).

1.3.3.1.3. Kohleatlar

Kohleatlar i¢ sulu faz icermeyen, sarmal yap1 icinde yuvarlanmis lipit ¢ift tabaka
katmanlarinin bulundugu kat1 partikiillerdir (Syed ve ark., 2008). Kohleatlar uzun,
¢ok molekiillii katmanlar olmalar1 ve kiiresel yapida olmamalar1 nedeniyle diger
lipozom gruplarindan ayrilirlar. Fosfatidiletanolamin, negatif yiiklii fosfatidilserin ve
kolesterol iceren c¢ift tabakali bu yapi arasmna yapinin stabil kalmasi amaciyla

kalsiyum iyonlar1 eklenir.

Yuvarlanmig iki tabakali katman sonucunda i¢ hacim sifira iner. Buna ragmen
kohleatlar bir¢ok farkli molekiilii tasiyabilirler. Hidrofobik ve amfifilik molekiiller,
cift tabaka ile tutunurken; negatif yiiklii bilegenler kalsiyum iyonlariyla, pozitif yiiklii
bilesenler fosfatidilserin ile tutunurlar. Proteinler, peptidler ve DNA ile formiile
edilmis kohleatlar mukozal yol veya parenteral yol ile verildiginde etkili birer as1
olabilmektedir (Gould-Fogerite ve Mannino, 2000; Kersten ve Hirschberg, 2004;
Sharma ve ark., 2009).
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1.3.3.1.4. Viriis-Benzeri Partikiiller ve Virozomlar

Virlis benzeri partikiiller, viriislerin inert, bos kapsidleri (viriislerin ¢evresindeki
koruyucu kilif) olup, virlistin kendi DNA’sin1 veya RNA’smi1 igermezler. Buna
karsilik virlistin yapisin1 korurlar ve antijenlerin eklenmesi ig¢in {iizerlerinde
caligilabilir. Parenteral, mukozal ve transkiitan bagisiklamada viriis benzeri
partikiillerle sunulan antijenler dendritik hiicreler tarafindan alinir ve aktif bagisik

yanitlar olustururlar (Aguilar ve Rodriguez, 2007).

Virozomlar viral membran proteinlerinden elde edilen, viriis benzeri partikiillerin alt
grubu olan, kiigiik tek tabakali vezikiillerdir. Virozomlar, membranlari i¢ine gomiili
hemaglutininin icerdiklerinden ASH’ler iizerinde bulunan sialik asit kalintilarina
hedeflenebilmektedirler (Scholl ve ark., 2005). ASH’ler tarafindan endositozla
hiicre igine alinirlar. Virozom yiizeyine bagli antijenler endozomal fiizyon ile
virozomdan ayrilirlar ve MHC Sinif II reseptorlerini uyarirlar. Virozom iginde
enkapsiile haldeki antijenler ise fiizyon olay:1 sirasinda sitozole tasinirlar bdylece
MHC Smuf I yolagma girmis olurlar. Bu nedenle virozomlar hem hiimoral hem de
hiicresel bagisik yanit1 uyarabilme yetenegine sahiptirler. Olusan bagisik yanit hizl
ve gilclidiir. Virozomlar sadece elde edildikleri virlislere karsi bagisik yanit
olusturmak icin kullanilmaz. Ayn1 zamanda pek ¢ok diger as1 antijeni, ilag, niikleik

asit i¢in de tasiyici sistemlerdir (Gliick ve ark., 2005).

1.3.3.1.5. Bagisikhigi Uyaran Kompleksler (ISCOM ve ISCOMATRIX)

ISCOM’lar; saponin (Quil A), kolesterol, fosfolipit ve antijenin hidrofobik
etkilesimle bir arada bulundugu, 30-80 nm biiyiikliigiinde, kafes benzeri molekiiler
yapisindaki bilesiklerdir. ISCOM yapisinda bulunmasi zorunlu olan maddeler
kolesterol ve saponinlerdir. Diger as1 adjuvanlarinin aksine, ISCOM’lar ayni anda

hem yiiksek antikor seviyesini hem de gii¢lii T hiicre yanitint olusturarak etkili bir
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bagisik yanitin meydana gelmesini saglarlar (Cox ve ark., 2006; Shahiwala ve ark.,
2007).

ISCOMATRIX, antijen icermeyen ISCOM yapisindaki adjuvandir. Bu adjuvanin
ISCOM’a gore bazi avantajlart mevcuttur. ISCOMATRIX ile tercih edilen ASH’ye
hedefleme yapilabilir. ISCOMATRIX ile hiimoral bagisik yanitin giicii, hiz1 ve etki
stiresi arttmistir. Ayrica bu etkiler i¢in gerekli antijen dozunu da diisilirdiigli tespit
edilmistir. Bu 6zellikleri nedeniyle hizli bagisik yanit gerektiren durumlarda ya da
her bir antijen dozunun diisiik olmas1 gereken kombine asilar i¢in tercih edilebilecek

bir adjuvandir (Pearse ve Drane, 2005).

1.3.3.1.6. Proteozomlar

Proteozomlar, Neisseria meningitidis dis membran proteinlerinden olusan hidrofobik,
protein yapisindaki nanopartikiilleri igeren tasiyict sistemlerdir. Proteozomlar hem
tastyici sistem olmalar1 hem de bagisiklig1 uyaric 6zelliklerinden otiirii bagisik yaniti
etkili sekilde uyarabilirler. Ayrica bazi antijenlerin toksisitesini de dnemli derecede
azaltirlar. Proteozomlar biiyilk molekiillerin hidrofobik bolgeleriyle nonkovalent
sekilde etkilesime girerler ve bu biiylik molekiilleri basarili sekilde mukozal

bagisiklik sistemine sunarlar (Fries ve ark., 2001; Treanor ve ark., 2006).

1.3.3.2. Polimerik Tasiyic1 Sistemler

Polimerik tasiyict sistem kavrami, proteinlerin veya antijenlerin belirli bolgelere
hedeflenmesinin amaclanmasiyla ortaya ¢ikmistir. Mukozal as1 tasiyict sistemlerin
gelistirilmesine yonelik bu yaklagim o6zellikle mukozal g¢evrede proteinlerin ve
antijenlerin parcalanmaya karst korunmasi ve bagisiklik sistemi tarafindan
alimlarmin artirilmak istenmesiyle zorunlu hale gelmistir. Polimerik partikiiller,

mukozal epitel dokuda ¢oziinebilir molekiillere gore ¢ok daha yiiksek etkinlikte
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adsorbe edilirler ve bdylece bagisik yanitin olusturulmak istendigi bolgede yiliksek

antijen konsantrasyonlari saglanir (Andrianov ve Payne, 1998).

1.3.3.2.1. Kitosan

Kitosan, kitinin deasetilasyonuyla elde edilen, D-glukozamin ve N-asetil-D-
glukozamin kopolimerlerinden olusan katyonik bir polisakkarittir. Kitosan; toksik
olmayan, biyogecimli, biyoparcalanabilir, bagisiklik sistemi iizerinde adjuvan
ozellikler gosterebilen dogal bir polimerdir. Kitosan mukozal hiicreler arasindaki
sitk1 baglantilarla (tight junctionlar) etkilesmekte, boylece siki baglantilarin
biitiinltiglinli bozarak bilesiklerin paraseliiler yoldan taginmasini saglamaktadir (van
der Lubben ve ark., 2001a; van der Lubben ve ark., 2001b; Issa ve ark., 2005).

Fare ve kobaylarda (guinea pig) yapilan ¢alismalar kitosanin, nazal yoldan verilen
influenza, bogmaca ve difteri asilarinin hem hiimoral hem de hiicresel tipte bagisik
yanitlarin1 anlamli 6l¢iide artirdigini ortaya koymustur (Read ve ark., 2005). Sayimn ve
ark., kitosan ve tiirevlerinden (polikatyonik kitosan tiirevi TMC, amfifilik kitosan
tirevi MCC) hareketle partikiil boyutlar1 40-400 nm arasinda degisen partikiiler
sistemler hazirlamiglar ve bu sistemlerin mukozal bagisiklamada etkili olduklarini

gostermislerdir (Saymn ve ark., 2007).

1.3.3.2.2. Aljinatlar

Aljinatlar; kahverengi deniz yosunundan izole edilen giivenli, immiinojenik olmayan,
yiiksek mukoadhezif 6zellikteki, ucuz, dogal polisakkarit polimerlerdir (Tonnesen
ve Karlsen, 2002; Goyal ve ark., 2008). Aljinat mikropartikiiller asilar, peptitler,
hiicreler ve genler gibi bir¢ok ilag i¢in basarili tasiyici sistemlerdendir (Dobakht ve
ark., 2006). Aljinat mikropartikiilleri; midedeki diisiik pH’ya ve gastrointestinal
sistemdeki proteolitik enzimlere direng gostermeleri, yiiksek enkapsiilasyon

etkinligine sahip olmalari, kiiciik boyutlu olanlarinin antijeni Peyer plaklarina ve aym
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zamanda lenfatik sisteme etkin bir sekilde iletebilmeleri gibi birgok avantaja

sahiptirler (Cho ve ark., 1998).

Kim ve ark., aljinat mikrokiirelerine enkapsiile ettikleri rotaviriis antijenlerini oral
yoldan farelere uygulamislardir. Bunun sonucunda etkili IgA ve IgG yanitlart elde
etmislerdir (Kim ve ark., 2002).

1.3.3.2.3. Karbopol

Karbopol (karbomer), deneysel olarak mukozal yiizeylerde adezyonu artirmak igin
diger tasiyict sistemlerle kullanilan ve gastrointestinal yolda peptitlerin ve
proteinlerin enzimatik parcalanmaya karsi korunmalarini artiran, yliksek molekiil
agirhigindaki ¢apraz bagl poli(akrilik asit) polimeridir (Goyal ve ark., 2008).
Karbomerler diisiik viskoziteli asidik kolloidal dispersiyonlari olusturmak i¢in suda
disperse edilirler. Notralize olduklarinda ise yiliksek viskozluktaki jelleri olustururlar.
Notralize sulu jelleri pH 6-11 arasinda daha viskozken, 3’ten daha diisiik veya
12°den biiyiikk pH’da viskozitesi azalir. Karbomerlerin genellikle toksik ve irritan

olmadiklar1 kabul edilir (The Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2009).

Gerber, karbopol temelli mukoadhezif as1 tasiyici sistemler gelistirerek mukozal
yiizeylerde as1 antijeninin gii¢lii mukoadhezif 6zellik ve ylizeye tutulma egilimi

gosterdigini belirtmistir (Gerber, 2004).

1.3.3.2.4. Mikro- ve Nano- Partikiiller

Antijenlerin ASH’lere alimi, polimerik partikiillerle antijenlerin veya partikiiler
sistemde kullanilan polimer ile antijenlerin etkilesmesinin bir sonucu olarak
artirtlmaktadir. Biyolojik olarak pargalanabilir ve biyolojik olarak gecimli olan
poliesterler, poli-laktik-ko-glikolikler (PLG) hem cerrahi dikis materyallerinde hem

de kontollii salim ilag sistemlerinde uzun yillardir insanlarda kullanildiklarindan en



27

sik tercih edilen polimerik partikiiler sistemlerin baginda gelmektedirler (O’Hagan ve

ark.,1997).

PLG partikiillerinin peptid, protein ve DNA asilar igin etkili birer tasiyici sistem
oldugu gosterilmistir (Tyagi ve ark.,, 2008). Bu formiilasyonlarda antijen ya
partikiiler sistemin i¢ine hapsedilir ya da yiizeye adsorbe edilir (Peek ve ark., 2008).
Partikiillerden enkapsiile antijenlerin salim hizi, polimerin bilesimine ve molekiil
agirligina bagli olan partikiiliin pargalanma hiziyla kontrol edilir (Chen, 2000).
Partikiiler verilis sistemlerinin mukoadezif polimerlerle kaplanmasi ile bu tiir agilarin
mukoza tarafindan  alikonma siiresi artirilabilir.  Mukosiliyer  klerensi
yavaglatabilecek polimerlere 6rnek olarak hidroksipropil seliiloz, kitosan, karbopol,
hiyaliironik asit ve poliakrilik asit verilebilir (Alpar ve ark., 2005; Devrim ve ark.,
2007).

Poli-laktik-ko-glikoliklerin suda ¢oziinlir olmamalari, sadece sinirli sayida organik
cozeltilerle ¢oziinebilir olmalar1 formiilasyon gelistirilmesini sinirlayan 6zelliklerden
birisidir. Bu 0Ozellikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilan hazirlama ydntemi
emiilsiyon ¢oziicli buharlagtirma yontemidir (O’Hagan, 1998). Bozkir ve ark., etkin
madde olarak influenza viriis yiizey antijeni olan hemaglutinini kullandiklar1 bir
calismada c¢oklu emiilsiyon yapisindaki formiilasyonlarin, emiilsiyon ¢oziicii
buharlastirma yontemi ile hazirlanmis nanopartikiillere kiyasla daha etkili bagisik

yanit olusturduklarini géstermislerdir (Bozkir ve ark., 2004).

1.3.4. Mukozal As1 Uygulama Yollar:

Oral, nazal, pulmoner, rektal, konjunktival ve vajinal mukozay1 i¢eren tiim mukozal
yollar ve yiizeyler potansiyel mukozal bolgeler olarak kabul edilmistir (Giudice ve
Campbell, 2006). Pratik a¢idan degerlendirildiginde ise her yas ve her iki cinsiyet
icin de nazal ve oral yolla verilis en uygun segenekler olarak goriilmektedirler

(Simon ve ark., 2010).
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1.3.4.1. Oral Yol

Diger yollara kiyasla oral yol, hasta uyumu ve verilis kolaylig1 gibi nedenlerle en ¢cok
tercih edilen ve en ¢ok kullanilan mukozal as1 uygulama yollarindan birisidir. 1961
yilinda uygulanan atteniie Sabin polio viriis asis1, diger canli atteniie asilarin oral
yolla uygulamalarinin gelistirilmesine ve kullanimina 6n ayak olmustur. (Giudice ve

Campbell, 2006; Simon ve ark., 2010).

Peptid ve proteinlerin par¢alanmalar1 ve metabolize olmalar1 sonucu stabilite sorunu
yasamalar1 ve yiiksek molekiil agirhigindaki maddelerin bagirsak mukozasindan
gecislerinin ¢ok diisiikk olmasi gibi nedenlerle oral yol bu maddeler i¢in uygun
degildir (Reddy, 1998). Aym zamanda gastrointestinal sistemin genis ylizey
alanindan dolayr antijenlerin seyrelmesi ve dolayisiyla yiiksek miktarda
antijen/adjuvan formiilasyonuna ihtiya¢ duyulmasi, yiiksek maliyeti beraberinde
getirmektedir (Magistris, 2006). Polimerik mikropartikiillerin kullanim1 oral yolla
uygulanacak asilarin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Cesitli
polimerlerle  hazirlanan  mikropartikiiller,  enkapsiile  edilmis  antijenleri
gastrointestinal sistemdeki par¢alanmaya karsi koruyabilecegi gibi agmin mideden
gecisini geciktirebilir veya hedefleme ile Peyer plaklarmin lenfoid dokularindaki

mukoza tarafindan asinin alimini saglayabilirler (O’Hagan, 1998).

1.3.4.2. Pulmoner Yol

Pulmoner yol ile as1 uygulanmasi, igneye ihtiya¢ duyulmadigi icin Ozellikle
pediyatrik ve geriyatrik popiilasyonlarda toplu asilamalarda uygun olabilecek,
gelecek vaad eden mukozal as1 uygulama yollarindan birisidir. Egitilmis personele
ihtiya¢ duyulmamasi, ucuz olmalari, genis yiizey alanmma uygulama imkaninin
olmasi, biiyiik antijen hacimlerinin kullanilabilmesi ve sonuglarin kolay izlenebilir
olmas1 gibi bir¢cok avantaja sahiptir (Roth ve ark., 2003). Asilarin akcigerlerin alt

loblarina ulastirilmalar1 zorlugundan 6tiirli gelismis teknolojiye ihtiya¢ duyulmast,
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antijen dagilimmin kisiden kisiye oldukca fazla cesitlilik gostermesi pulmoner
uygulama yolunu sinirlayan etmenlerdir (Vajdy ve O’Hagan, 2001; Sliitter ve ark.,

2008).

1.3.4.3. Rektal ve Vajinal Yol

Rektal yolla bagisiklama diger mukozal alanlar gibi yogun c¢alisiimamistir. Ancak
polio virlisii, maymun bagisiklik yetmezligi viriisii ve influenza viriisii ile yiiriitiilen
caligmalarda rektal yolla verilen antijenlerin bagirsakta ve ortak mukozal sistemdeki
diger bolgelerde spesifik antikor yanitlarmi etkili bigimde uyardigr goriilmiistiir
(Ogra ve ark., 2001). Biiyiik peptid ve protein molekiillerinin rektal absorbsiyonu
icin penetrasyon artiricilara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu penetrasyon artiricilarin
rektum epitel hiicre membranindaki lipid ¢ift katmanli yapinin gegirgenligini
degistirerek peptid ve protein molekiillerinin biyoyararlanimlarin1  artirdig

diisiiniilmektedir (Reddy, 1998).

Vajinal yol ise sistemik etki beklenen ilaglarin absorbsiyonu i¢in genellikle uygun bir
yol degildir (Reddy, 1998). Kemirgenlerde, insanlarda ve primatlarda vajinal yolla
bagisiklama ile servikovajinal yikamada salgisal IgA ve IgG yanitlarinin ortaya
ciktigr gosterilmistir. Bununla birlikte, vajinal yolla bagisiklamanin, diger mukozal
bolgelerde bagisik yanitin uyarilmasinda etkisiz oldugu kanitlanmistir (Hobson ve

ark., 2003).

1.3.4.4 Konjunktival Yol

Lakrimal bosaltim, gdzyas1 ile diliisyon ve protein baglanmasi gibi fiziksel koruma
mekanizmalart ile korneanin anatomik oOzelliginden dolayr uygulanacak ilaglarin
bifazik ¢oziiniirlikk o6zelliklerinin olmasi gibi dezavantajlar konjunktival yol ile

uygulamay1 simirlamaktadir. ilaglarin konjunktival yol ile sistemik tasinmasi ¢cok zor
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olmakla beraber olasidir. 1931 yilinin baginda insiilinin konjunktival yoldan topikal
olarak uygulanmasi ile uzun siireli diisiik kan glukoz seviyeleri elde edilmistir ve
subkiitan yol ile uygulanan insiilin dozuyla karsilastirilabilir bulunmustur. Bununla
birlikte peptid ve proteinlerin konjunktival yol ile sistemik etkileri lizerine ¢alismalar
siirlidir. Yine de konjunktival yol, goziin 6n kismin etkileyen patolojik durumlarin
lokal tedavisinde peptid ve proteinlerin kullanildigi tasiyict sistemler igin etkili bir
yol olabilir (Reddy, 1998; Mircheff, 2010).

1.3.4.5. Nazal Yol

Nazal mukoza, mukozal bagisiklik sisteminin 6nemli bir pargasidir. Inhalasyonla
organizmaya alinan antijenler i¢in ilk temas noktasidir ve bdylelikle nazal agilama ile
patojenler organizmaya ilk girdikleri noktada nétralizasyona ugramaktadir. Bunun
sonucu olarak hem sistemik hem de mukozal bagisik yanit elde edilebilmektedir
(Isaka ve ark., 2000; Saat¢i ve Bozkir, 2003).

1.4. Nazal Yolla As1 Verilisi

Nazal yol, hem lokal hem de uzak mukozal salgilarda antikor yanitin1 son derece
etkili sekilde uyarabilen mukozal ilag verilis yollarindan birisidir (Alpar ve ark.,
2005). Nazal yolla uygulanan geleneksel ilaglar nazal alerji, nazal tikaniklik ve nazal
enfeksiyon gibi lokal hastaliklarin tedavisinde kullanilirken son zamanlarda yapilan
caligmalar kiigiik molekiil agirhigindaki polar ilaglarin, peptid ve proteinlerin sistemik
tasinmasinda nazal yolun diger mukozal uygulama yollarma gore kullanilabilir

oldugunu gostermistir (Illum, 2003).

Nazal yolla asilamanin avantajlar1 asagida siralanmaktadir.
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e Gastrointestinal  sistemde  karsilasilabilecek  asidik ve  enzimatik
parcalanmadan ilaglar korunmus olur.

e Ilaglarin karacigerde ilk gecis etkisine ugramasi1 dnlenmektedir.

e Burun mukozasi damar ag1 agisindan zengindir. Ayrica cok sayida
mikrovilusa bagli olarak genis bir absorpsiyon alanina sahiptir.

e Hizli emilim etkinin hemen baslamasini saglar.

e Yiiksek biyoyararlanim nedeniyle diisiik etkin madde dozlari yeterli
olabilmektedir.

e Kolaylikla uygulanabilir. Hastanin kendi kendine uygulamasina olanak verir.

e Igne ve siringa kullanimi olmadig1 icin enfeksiyon yayilma riski yoktur.

¢ Genis popiilasyonlarin bagisiklamasinda kullanilabilen kolay bir yontemdir.

e Asiri doz riski ¢ok diistiktiir.

e Nazal asilar 6zellikle adjuvanlarla birlikte uygulandiginda hem mukozal
(IgA) hem de sistemik (IgG) bagisik yanit1 uyarabilmektedir.

e Ortak mukozal bagisiklik sistemi sayesinde uzak mukozal bolgelerde dahi
bagisik yanitlar olusturabilmektedir.

e llaglar koku sinirleri ile beyine dogrudan iletilebilir.

e Nazal agilarin {retimi sistemik asilarda oldugu kadar zor sartlan
gerektirmediginden iiretimleri daha kolay ve ucuzdur (Davis, 2001; Arora ve
ark., 2002; Biesterveld, 2002; Saat¢i ve Bozkir, 2003; Tiirker ve ark., 2004;
Sharma, 2009).

Nazal yolla asilamanin dezavantajlari ise s0yledir:

e Burun bosluguna uygulanabilir hacim miktart sinirhidir (25-250pul).

e Patolojik durumlardan olumsuz etkilenebilir.

e Tiirler arasinda biiyiik degiskenlik gézlenmektedir.

e Mukosiliyer klerens ve siliyer atim gibi koruma mekanizmalar1 nedeniyle ilag
gecirgenligi etkilenebilir.

e Burun mukozas: ilaglar yiiziinden tahris olabilir.

e Uygulama aletine gerek duyulabilir (Arora ve ark., 2002; Sliitter ve ark.,
2008).
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1.4.1. Burun Anatomisi ve Fizyolojisi

Nazal yolla as1 verilisini anlamak igin Oncelikle burun anatomisi ve fizyolojisi

hakkinda bilgi sahibi olmak gerekmektedir.

1.4.1.1. Burun Boslugu

Burun delikleri ve burun boslugunun {igte biri burnun goriinen dis yiizeyi ile
cevrelenmektedir. Burun boslugunun toplam ylizey alanmi yaklasik 150 cm? ve toplam
hacmi yaklasik 15 ml’dir (Mygind ve Dahl, 1998). Orta kisimda bulunan septum
burun boslugunu; birbirine bagli olmayan, her bir parcasi kendi i¢inde bes bolgeye
ayrilan iki parcaya boler. Bu bolgeler vestibiil, atriyum, solunum bolgesi, koku
bolgesi ve nazofarinkstir. Vestibiil sadece burun delikleriyle yaklasik 0,6 cm®lik bir
alan1 iceren boliimdiir. Atriyum, vestibiil ile solunum bolgesi arasindaki ara bolgedir.
Burun boslugunun ana béliimiinii kaplayan solunum bdolgesi, yan duvarini alt konka,
orta konka ve tiist konka olmak iizere ii¢ bolgeye ayiran ii¢ tane kemiksi ¢ikinti igerir.
Koku bolgesi uzmanlagmig tiiylii koku sinirlerini igerir. Ayrica beyin-omurilik
stvistyla dogrudan iliskilidir. Nazofarinks ise yutagin ilk boliimiidiir ve asagiya dogru
yutagin agza ait boliimiine kadar devam eder (Sekil 1.3) (Illum, 2003; Ugwoke ve
ark., 2005)

(A) Nazal vestibiil
(B) Atriyum

(C) Solunum bélgesi:
(C1) Alt konka

(C2) Orta konka
(C3) Ust konka

(D) Koku bélgesi
(E) Nazofarinks

Sekil 1.3. insan burnunun anatomik yapis1 (Ugwoke ve ark., 2005)
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Burnun fizyolojik ozellikleri hava akimi ile baglar. Alt solunum yoluna ortam
havasinin iletilmesini saglayan burun ayrica i¢cinden gegen havayi filtre etme, 1sitma
ve nemlendirme islevi goriir. Burun alt solunum sisteminin hassas yapisini koruyan
solunumun ilk savunma hattidir (Zhao ve ark., 2004). Burun ayrica koku alma,
duyumsama, bagisiklik saglama, mukosiliyer klerens ile koruma gibi fonksiyonlara

da sahiptir (Jones, 2001).

1.4.1.2. Mukus ve Mukosiliyer Klerens

Vestibiil bolgesinde bulunan epitel hiicreleri tabakali, pullu yapidadir ve yag bezleri
ile keratinize olmus haldedir. Epitel hiicreleri, mikroviluslar ve biiyiik bir kismi
ayrica titrek tiiyler ile kaplidir (Sekil 1.4). Vestibiil, yapisit nedeniyle su kaybina ¢ok
direnglidir. Zararli gevresel maddelere gegirgenligi sinirli oldugundan bu maddelere
kars1 dayaniklidir (I1lum, 2003; Ugwoke ve ark., 2005).

Sekil 1.4. Nazal epiteldeki hiicre tipleri; A- titrek tiiylii hiicre, B- titrek tiiy
icermeyen hiicre, C- goblet hiicreleri, D- jel mukus tabakasi, E- siv1 tabaka, F- bazal
hiicre, G- basement zar1 (Ugwoke ve ark., 2005)

Mukus tiiylerle mekanik baglant1 olusturabilen ve tiiyler tarafindan taginabilen ¢apraz
bagli, viskoelastik jel yapisinda bir maddedir. Uzerinde en ¢ok ¢alisilan mukus salg:

hiicresi ise goblet hiicresidir. Mukus salgist %95 su; %2 miisin; %1 tuz; %1 albumin,
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immiinoglobulinler, lizozim ve laktoferin gibi diger proteinler ve %1’den az lipit
icerir (Mygind ve Dahl, 1998). Normal dinlenme halindeki burun mukozasinin 160
cm®sinden her glin yaklasik 20-40 ml mukus salgilanir. Havadaki hareketli
partikiillerden etkilenebilen ve bu partikiillerin yiizeyine yapisabilecegi burun

boslugu tizerinde mukus siirekli bir tabaka olusturur (Jones, 2001).

Mukus tabakasinin tiiylerin diizenli hareketi ile nazofarinkse tasinmasiyla
mukosiliyer klerens olusmaktadir. Mukosiliyer klerens viicudun solunum ile alinan
yabanci maddelere karsi korunmasi igin gelistirilmis spesifik olmayan fizyolojik bir
solunum yolu savunma mekanizmasidir. Mukus tasinma hizi ortalama 5 mm/dak
oldugundan burundan temizlenme yar1 6mrii yaklasik 15-30 dakika kadar olmaktadir

(Osth ve ark., 2002; Saatci ve Bozkir, 2003).

1.4.1.3. ila¢ Absorpsiyonunu Etkileyen Faktorler

Nazal epitelden ilag tasinimi bir veya daha fazla mekanizma ile meydana gelir. Bu
mekanizmalar arasinda; hiicre i¢i pasif diflizyon, hiicreler arasi pasif difiizyon,
tasiyic1 aracili absorpsiyon ve sekresyon, transsitoz ile tasinim sayilabilir. Hiicre
disina atilimi saglayan proteinlerin timdr hiicrelerinde c¢oklu ilag direncine aracilik
ettikleri bilinmekle beraber bu proteinler normal hiicrelerde ve epitellerde de
bilesiklerin absorpsiyonunu azaltabilir (Sekil 1.5). Fizyolojik faktorler/bariyerler,
etkin maddenin fizikokimyasal ozellikleri ve formiilasyon 6zellikleri nazal
mukozadan ilag absorbsiyonunu etkileyen en 6nemli faktorlerdir (Wadell, 2002,

s.:13).

Sekil 1.5. Nazal epitelde ilag tasinim mekanizmalari; A- hiicre i¢i pasif difiizyon, B-
hiicreler arasi pasif diflizyon, C- tastyici aracili absorpsiyon, D- transsitoz ile taginim,
E- hiicre disina atilimi saglayan proteinler ile tasinim (Wadell, 2002, s.:14)
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1.4.1.3.1. Fizyolojik Faktorler/Bariyerler

1.4.1.3.1.1. Mukosiliyer Klerens

Mukosiliyer klerensin azaltilmasi, ilag ile mukus membran arasindaki temas siiresini
uzatmakta, etkin madde gecirgenligini artirmaktadir. Bazi ilaglarin, hormonal
degisikliklerin, formiilasyon faktorlerinin, patolojik ve c¢evresel kosullarin
mukosiliyer klerensi etkiledigi ve ilag absorpsiyonunu artirdigi bildirilmistir

(Schipper ve ark., 1991; Marttin ve ark., 1998).

1.4.1.3.1.2. Enzimler

flaglarin karacigerde ilk gecis etkisine ugramasi nazal yolla uygulama ile
onlenmektedir. Ancak nazal mukozada genis yelpazede oOzellikle peptidler ile
proteinler gibi ¢cogun ilacin biyoyararlanimini etkileyebilen metabolik enzimler (6rn.,
oksidatif bir enzim olan sitokrom P-450, proteolitik enzimlerden endo-ekso
peptidazlar) vardir. Ancak yine de nazal enzimlerin aktivite diizeyinin
gastrointestinal yol veya karacigerdeki enzimlere goére daha diisilk oldugu

gorilmiistiir (Wadell, 2002, s.:14-15).

1.4.1.3.1.3. Patofizyoloji

Nazal mukozanin durumu ilag absorpsiyonunu oOnemli oOl¢iide etkiler. Soguk
algimhigi, mevsimsel rinit, nazal polipler ve kanser gibi cesitli patofizyolojik
degisiklikler farkli sekillerde nazal bosluktaki emilimi ve formiilasyonun klerensini
etkileyebilir. Rhinoviriis enfeksiyonunun, epitel hiicrelerin kabuklanmasina ve epitel
tabakasinin harabiyetine yol agtig1 in vitro olarak gosterilmisken, soguk alginligi

geciren hastalarin mukozal biyopsilerinin mikroskobik c¢aligmalarinda tiiysi
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hiicrelerde herhangi bir anormallik gozlenmemistir (Behl ve ark., 1998; Wadell,
2002, s.:15).

1.4.1.3.1.4. Nazal Kan Akimi

Burun mukozasi damar agi agisindan zengin oldugundan genis bir absorpsiyon
alanina sahiptir. Kan akimi ve dolayisiyla ilag absorpsiyonu kan damarlarinin
vazodilatasyon ve vazokonstrilksiyonuna baglhidir. Burun mukozasindaki kan
damarlar1 alfa adrenoseptor olarak hareket eden adrenerjik sinirler ile gevrilidir. Bu
reseptorlerin uyarilmasi ile burundaki kan akimi ve igeriginin azaldig1 gozlenmistir.
Nazal kan akimi; ortam sicakligi, nem, travma ve enflamasyon gibi birgok dis ve

fizyolojik faktorden etkilenmektedir (Behl ve ark., 1998).

1.4.1.3.1.5. Burun Mukus Membranin Alani

[lacn bir burun deligine uygulanmasiyla, her iki burun deligine uygulanmasi
arasinda absorpsiyon farkinin oldugu bilinmektedir. Bu durumun nedeni, ilaca maruz
kalan mukus membran alanindaki artis sonucu burnun gegirgenliginin artmasidir
(Arora ve ark., 2002). 40 mg progesteron merhem kullanilarak yapilan bir ¢alismada
her iki burun deligine yapilan uygulama ile tek bir burun deligine yapilan uygulama
sonucu, absorpsiyonlar karsilastirilmigtir.  Merhemin her iki burun deligine

uygulanmasi ile artan biyoyararlanim gézlenmistir (Dalton ve ark., 1987).

1.4.1.3.2. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozellikleri

Etkin maddenin molekiil agirhigi ve biiytikligi, ¢oziiniirliigi ve ¢éziinme hizi, pKa
ve partisyon Katsayisi, kimyasal durumu (6rn., 6n ilag), fiziksel durumu (6.,

partikiil boyutu ve morfolojisi), polimorfizm gosterip gostermedigi gibi
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fizikokimyasal 6zellikleri burundan gecis hizin1 ve yolunu etkilemektedir (Behl ve

ark., 1998; Tiirker ve ark., 2004).

1.4.1.3.3. Formiilasyon Ozellikleri

Ilaglarin basarili nazal absorpsiyonlarini elde edebilmek igin formiilasyon faktérleri

dikkate alinmalidir (Wadell, 2002, s.:15).

1.4.1.3.3.1. Dozaj Formu

llaglarin nazal absorpsiyon profillerinin belirlenmesinde spesifik tipteki dozaj
formlarindan hangisinin buruna uygulanacagi 6nemlidir. Buruna uygulanan dozaj
formlar1 arasinda; nazal damlalar, ¢ozelti spreyleri, siispansiyon spreyleri, tozlar,
jeller, emiilsiyonlar ve merhemler, mikrokiireler, lipozomlar gibi 6zellesmis sistemler
sayilabilir (Behl ve ark., 1998). Nazal damlalar en basit ve en uygun dozaj
formlaridir. Ancak verilmek istenen ilacin tam miktarinin kolay bir sekilde
uygulanmasi zor oldugundan genelde asir1 doz ilag verilmesi ile sonug¢lanmaktadir.
Ayrica damla uygulamasindaki bir diger olumsuzluk da ilacin burun boslugundan
hizla temizlenmesidir. Toz spreylerin mukoza harabiyeti yapmalar1 nedeniyle, ¢ozelti
ve siispansiyon spreyleri tercih edilir. Jeller, postnazal ve anterior sizmayi
azaltmakta, formiilasyonu mukozaya lokalize etmektedir (Arora ve ark., 2002).
Emiilsiyonlar (Mitra ve ark., 2000), mikropartikiiller (Pereswetoff-Morath, 1998),
nanopartikiiller (Illum, 2007), lipozomlar (Mainardes ve ark., 2006) gibi farkli dozaj

formlar1 {izerinde de galismalar siirdiiriilmektedir.

1.4.1.3.3.2. ila¢ Konsantrasyonu, Doz ve Uygulama Hacmi

Yapilan birgok caligsma ile ila¢ konsantrasyonu ve dozunun ilacin absorpsiyonunu

farkl1 sekillerde etkiledigi gosterilmistir (Behl ve ark., 1998). Uygulama hacmi de
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ilag absorpsiyonunu etkileyen bir diger faktordiir. Her bir burun deligine
uygulanabilecek en iyi formiilasyon hacmi 25-200 pl arasindadir. Daha biiyiik
miktarlardaki hacimleri burun bosaltir. Coziiciiler, jellesen maddeler veya viskozluk
artiricilar bu hacmi etkili bir sekilde kullanmak i¢in Onerilebilmektedir. Coziiciilerin
kullanilmasiyla ¢oziinmeyen bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliikleri artarken ilacin
burundan absorpsiyonu kolaylasmaktadir. Jellesen maddeler ise atilimi azaltmakta ve

bunun sonucu olarak ilacin mukus membranlariyla temas siiresini artirmaktadir

(Behl ve ark., 1998; Arora ve ark., 2002).

1.4.1.3.3.3. Formiilasyonun Fiziksel Formu

Nazal ilag absorpsiyonu formiilasyonun fiziksel formuna baglidir (Behl ve ark.,
1998). Resta ve arkadaslarmin yaptigi bir caligmada alerjik rinit hastaligi olan
insanlara sodyum kromoglikatin toz ve ¢ozelti dozaj formlar1 uygulanmis ve bu dozaj
formlar1 karsilastirilmistir. Toz dozaj formunun burun salgilariyla kolayca yikanip
uzaklastirilamamasindan dolay1 ¢ozelti dozaj formuna gore daha etkili oldugu

bulunmustur (Resta ve ark., 1992).

1.4.1.3.3.4. pH

Nazal yolla uygulanan ilaglarin tasinim hizi ve iyonize olabilen bilesiklerin
absorpsiyonlart lokal pH ile 6nemli 6lgiide etkilenir (Washington ve ark., 2000).
Burun yiizeyinin pH’st 7,39 iken burun sivilarinin pH’lar1 erigkinlerde 5,5-6,5
arasinda, bebek ve c¢ocuklarda ise 5,0-6,7 arasindadir (Behl ve ark., 1998). Burnun
tahris olmasini1 ve bakteri iiremesini Onlemek, ilacin etkili bir sekilde mukozaya
temasini saglamak icin nazal uygulanacak formiilasyonlarin pH’lar1 4,5-6,5 arasinda

tutulmalidir (Arora ve ark., 2002).
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1.4.1.3.3.5. Osmolarite

Osmolarite, sulu ¢ozeltilerin i¢indeki tuzlar tarafindan olusturulan ozmotik basinci
tanimlar. Genellikle izotonik ¢ozeltiler nazal yolla verilis i¢in tercih edilmektedir
(Arora ve ark., 2002). Vora ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alisma ile nazal mukozadan
ilag absorpsiyonunun osmolariteden 6nemli 6l¢giide etkilendigini ortaya koymuslardir

(Vora ve ark., 1993).

1.4.1.3.3.6. Viskozite

Viskozluk; bir sivinin akmaya kars1 gosterdigi direnctir. Diren¢ ne kadar biiytik ise
viskozluk o denli yiiksektir (Bozkir ve ark., 2007, s.: 77-78). Formiilasyonun yiiksek
viskozlukta olmasi etkin madde ile nazal mukoza arasindaki temas siiresini
uzatmakta, bdylelikle absorpsiyon ig¢in siireyi artirmaktadir. Ayn1 zamanda yiiksek
viskozluktaki formiilasyonlar siliyer atim veya mukosiliyer klerens gibi normal
fonksiyonlar1 engelleyerek de ilaglarin gecirgenligini degistirebilirler (Arora ve ark.,
2002).

1.4.1.3.3.7. Absorpsiyon Artiricilar

Diisiik yayilma 0Ozelligindeki etkin maddelerin nazal mukozadan absorpsiyon
etkinlikleri absorpsiyon artiricilar ile gelistirilebilir (Marttin ve ark., 1998). Bazi
absorpsiyon artiricilar  formiilasyondaki etkin maddenin ¢oziiniirliik, partisyon
katsayis1 gibi fizikokimyasal Ozelliklerini degistirerek etki gosterirler. Cogu
absorpsiyon artiric1 ise nazal mukoza ylizeyine tesir ederek etkilerini gosterirler
(Turker ve ark., 2004). Absorpsiyon artiricilarin formiilasyona eklenmesini sinirlayan
en Onemli etken nazal mukoza ilizerinde olusabilecek olasi toksisitedir. Nazal
absorpsiyon artiricilar toksik ve alerjik Ozellikte olmamali, irrtiyasyona neden

olmamali veya hemen geri doniisebilecek etkiler olusturmalidir. Siirfaktanlar ve safra
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tuzlart test edilen ilk absorpsiyon artiricilardir ve gliniimiizde birgok absorpsiyon
artirict lizerine ¢aligmalar devam etmektedir. Cizelge 1.3’de {lizerinde ¢alisilan

absorpsiyon artiricilar gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Nazal ilag tasiyici sistemlerde arastirilan ¢esitli absorpsiyon artiricilar
(Wadell, 2002, s.:16).

Absorpsiyon artiricilar Ornekler

Surfaktanlar Sodyum dodesil siilfat, fosfatidilkolin,
polioksietilen-9-lauril eter

Kompleks ve selat yapici ajanlar | Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA)

Siklodekstrinler ve tiirevleri a-, B-, y-siklodekstrin

Fusidik asit ve tiirevleri Sodyum taurodihidrofusidat (STDHF)

Safra tuzlar Sodyum glikolat, sodyum deoksikolat

Toz mikrokiireler Parcalanabilir nisasta mikrokiireleri, dekstran
mikrokiireleri

1.4.2. Nazal Bagisikhik Sistemi

Ust ve alt solunum yoluna ait bagisiklik sistemi; (i) epitel yiizeyindeki epitelyal
kompartman ve altinda immiinokompetan hiicreleri igeren birlestirici doku, (ii) burna
ve bronglara ait lenfoid dokular (NALT-burna bagl lenfoid doku, BALT-bronglara
bagli lenfoid doku, LALT-larinkse bagli lenfoid doku), (iii) solunum sistemine

bosaltim yapan lenf diigiimleri olmak iizere 3 kisimda incelenebilir (Davis, 2001).

1.4.2.1. Burna Bagh Lenfoid Doku (NALT)

Burna bagh lenfoid doku (NALT); dendritik hiicreler, T hiicreleri, B hiicreleri gibi
bagisik yanitin baslatilmasindan ve siirdiiriilmesinden sorumlu olan hiicrelerin bir

araya gelmesiyle olugmus, organize halde bulunan bir yapidir (Jeong ve ark., 2000).
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NALT c¢ogunlukla adenoidleri olusturan nazofaringeal, tubal, palatin ve lingual
tonsilleri iceren Waldeyer halkasindan olugmaktadir (Sliitter ve ark., 2008). Bu
yapilar farinkste mukozaya bagli lenfoid dokunun temel bilesenleridir (Sharma ve
ark., 2009). NALT ta bulunan M hiicreleri, hem Peyer plaklarinda hem de BALT ta
yer alan M hiicreleriyle ayni olup, antijenin yakalanmasi ve ardindan antijene
spesifik mukozal bagisik yanitlarin ortaya ¢ikmasi gibi benzer immiinolojik

fonksiyonlara sahiptirler (Ogra ve ark., 2001).

1.4.2.2. Intranazal Bagisiklama Sonras1 Bagisik Yanitin Olusmasi

Antijen, nazal bosluga uygulandiktan sonra nazal epitelle iliskili folikiillerin {izerinde
bulunan M hiicreleri tarafindan alinir ve antijen sunucu hiicrelere taginir (Vajdy ve
O’Hagan, 2001). Bunun sonucunda plazma hiicrelerinde IgA olusumunu saglayan B
hiicrelerine yardimci olan T hiicrelerinin aktivasyonu gerceklesmis olur. Intranazal
bagisiklamadan sonra hem antikora dayali hem de hiicresel tipte bagisik yanit
olusabilir (Davis, 2001). Partikiiler yapidaki antijenler ve mikropartikiillerin M
hiicreleri tarafindan etkili sekilde alindig1 kanitlanmistir (Vajdy ve O’Hagan, 2001).

Intranazal bagisiklama sonrasi bagisik yanitin olusma adimlari sirastyla Sekil 1.6°da

gosterilmektedir (Sliitter ve ark., 2008).

Son arastirmalarda ise ortak mukozal bagisiklik sisteminin varligr kanitlanmistir.
Ortak mukozal bagisiklik sistemi sayesinde uygulama yapilan mukozal bdlge
disindaki diger mukozal bolgelerde de bir bagisik yanit olugsabilmektedir. Antijenik
uyaridan sonra B ve T hiicreleri lenf diigiimlerine dogru go¢ ederler ve sonra
farklilasarak gogiis kanali icinden dolasima gecerler. Neticede degisik mukozal
yiizeylere ve ekzokrin bezlere yerlesirler (Saat¢i ve Bozkir, 2003).
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Sekil 1.6. Nazal bagisiklik sisteminin sematik gosterimi; (1) Mukoadhezyon, (2) M
hiicreleri tarafindan antijen alimi, (3) Tasinim ve daha sonra dendritik hiicrelerin

aktivasyonu/olgunlagmasi, (4) B hiicre ve T hiicre yanitlarinin uyarilmasi (Sliitter ve
ark., 2008)

1.5. Nazal Yolla Bagisiklamay: Artirmak Uzere Formiilasyon Yaklagimlar

Nazal mukoza, zengin damar agindan olusan epitel tabakasina sahip yiizey alani
icermesi nedeniyle ilag ve as1 tasiyici sistemler i¢in pek ¢ok avantaja sahiptir. Ayrica
burun boslugunda, gastrointestinal sistemde goriilmesi olas1 enzimatik aktivite veya
uc¢ noktalardaki pH’ya maruziyet gibi olumsuzluklar g6zlenmemektedir (Somavarapu
ve ark., 2005). Bununla birlikte ¢ogu peptid ve protein yapisindaki ilaglar, basit
¢ozeltilerle burna verildiklerinde bu ilaglarin burun boslugundaki biyoyararlanimlari

%1’1n altinda olmaktadir. Bu durumun en 6nemli nedeni epitel membrandan gecis ile
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mukosiliyer klerens nedeniyle burun boslugundan absorpsiyon i¢in gerekli siirenin
siirli olmasidir (Soane ve ark., 1999). Bu olumsuzluklarin iistesinden gelmek i¢in
biyoadhezif tasiyici sistemler ile partikiiler sistemler gelistirilmistir (Brayden ve
Baird, 2001; Amidi ve ark., 2006).

1.5.1. Partikiiler Tasiyic1 Sistemler

Partikiiler sistemler; peptid ve protein yapisindaki ilaglarin nazal mukozadan
gecislerini kolaylastirmak, nazal boslukta ilaglarin retansiyon zamanini artirarak
enzimatik aktiviteden korumak, nazal mukoza ve ilag arasinda siki baglantilar
kurmak, ilacin uygulandig1 bolgede yiiksek konsantrasyonda bulunmasini saglamak
ve epitel hiicreler arasindaki tight junctionlar1 agmak gibi bir¢ok avantaj sunmaktadir

(Ozsoy ve ark., 2009).

Ilaglar partikiiler sistemlerden ya partikiil yiizeyinden salinarak ya sisen polimer

matriksten difiizyon ile ya da polimerlerin erozyonu sonucu agiga ¢ikmaktadirlar
(Sekil 1.7) (Agnihotri ve ark., 2004).

7
2>
AN

5
0

Erozyon sonucu

Yiizeyden cikas cilas

Sisen matriksten difiizyon ile cikas

Sekil 1.7. Partikiiler sistemlerden ¢ikis mekanizmalar: (Agnihotri ve ark., 2004)
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Nazal ve sistemik etkileri istenen makromolekiillerin, hazirlanan nano- ve mikro-
partikiiler tasiyici sistemleri icin genellikle pargalanabilir nisasta, dekstran, kitosan,
mikrokristalin seliiloz, hidroksipropil seliiloz, hidroksipropil metil seliiloz, karbomer
ve balmumu benzeri misir nisastasi ve jelatin polimerleri kullanilmaktadir (Ozsoy ve

ark., 2009).

Nazal yolla uygulanan antijenler i¢in 6zellikle kullanilan polimerler arasinda FDA
tarafindan uygunluk almis poli (laktik asit) (PLA) ve poli (laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) polimerleri bulunmaktadir. Bu polimerler miikkemmel toksikolojik profilleri
nedeniyle antijenik yapidaki ilaglarin nazal yolla uygulamalari i¢in yaygin ¢alisilan
polimerlerdendir. Biyolojik olarak parcalanabilir polimerlerle hazirlanan partikiiler
sistemlerin; antijenlerin segici hedeflendirilmesi yoluyla bagisik yanitin optimize
edilmesi, kanitlanmis giivenlik profiline sahip olmalar1 ve uzun periyotlarla antijenin
kontrollii salimina olanak vermeleriyle rapel dozlara ihtiyacin ortadan kaldirilmasi

gibi pek ¢ok avantaji mevcuttur (Ozsoy ve ark., 2009; Rajapaksa ve Lo, 2010).

Mukozal yoldan veriliste partikiiler formiilasyonlara ait ornekler Cizelge 1.4’te

sunulmaktadir.
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Cizelge 1.4. Mukozal yoldan veriliste partikiiler formiilasyon 6rnekleri

Tasiyicr sistem | Etkin Madde Uygulama Insan/Hayvan | Sonug Kaynak
Yolu Modeli
Lipozom Tetanoz toksoidi | Nazal Tavsan Intranazal uygulama mukozal bagisiklig Tafaghodi ve
uyarmada etkili bir yol olarak bulunmustur. ark., 2006
Coklu Kolera toksini Nazal Fare Mukozal membranlarda ve sistemik dolasimda | Tomasi ve
emiilsiyon hem kalitatif ve hem kantitatif olarak yiiksek ark., 1997
titrelerde antikor saptanmustir.
Mikro- ve Toksoplazma Nazal Koyun Antikor seviyelerinde artis ile yiiksek mukozal | Stanley ve
nanopartikiiler | gondii ve sistemik bagisiklik saglanmistir. ark., 2004
sistem tachyzoiteleri
Aljinat kaph Ovalbumin Oral Sican Peyer plaklar tarafindan alimi artirilan Borges ve ark.,
Kitosan nanopartikiillerin yiiksek derecede koruma 2006
nanopartikiilleri sagladig goriilmiistiir.
Katyonik Plazmid DNA Nazal Fare Plazmid DNA kapli nanopartikiiller ile serum Cui ve
nanopartikiil IgA ve 1gG seviyelerinde 6nemli artislar tespit Mumper, 2002

edilmistir.
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1.5.2. Partikiil Hazirlama Yontemleri

Uygun enkapsiilasyon isleminin se¢ilmesi formiilasyon icin istenen gereksinimlerin
karsilanmasi agisindan c¢ok oOnemlidir. Enkapsiilasyon islemi esnasinda ilaglarin
kimyasal stabiliteleri ve biyolojik aktiviteleri korunmali, enkapsiilasyon etkinligi ile
{iretim veriminin seri {iretim igin yeterince yiiksek olmasi saglanmalidir. Uretilen
partikiillerin, tasarlanan kullanim yoluna verilebilecek uygunluktaki partikiil
biiyiikliiginde olmalar1 gerekmektedir. Ilaglarin ¢dziinme hizi profilleri ise
baslangicta onemli derecede ¢ikisin olmadigi, tekrarlanabilir bir profile sahip
olmalidir. Partikiiller ile hazirlanacak silispansiyonlarin homojen olabilmeleri igin
elde edilen partikiillerin serbest akis 6zelligi gostermesi gereklidir (Park ve ark.,
2005).

Antijen yapisindaki ilaglarin enkapsiilasyon islemi i¢in kullanilan baslica yontemler;
¢ozilici ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi, faz ayrismasi (koaservasyon) yontemi
ve puskiirterek kurutma yontemidir (Yeo ve ark., 2001; Freitas ve ark., 2005; Xie ve
ark., 2008; Bansode ve ark., 2010). Bu yontemlerin her birinin, sulu antijen
¢ozeltisinin organik polimer ¢ozeltisinde emiilsifiye edilmesiyle olusturulan su/yag

dispersiyonuna ait ilk basamaklari benzerdir (Sekil 1.8) (Tamber ve ark., 2005).

Antijen )\’%‘

cozeltisi (S1 N
o
Polimer
cizeltisi (Y)
Karistirma
islemi
S1/0
emiilsiyonu

PVA cizeltisine {S2)
transfer ve
karmstirma islemi
Cozme yetenegi
,'\i @ olmayan karisim
Sertlestirici
U Tt ajan icine
” - e e transfer
51/0/52 kA = 4 i 5
B e .

emiilsiyonu

aa 0w e

1. Céziicii buharlastirma 2. Piiskiirterek kurutma 3.Faz ayirma

Sekil 1.8. Konvansiyonel enkapsiilasyon yontemleri (Tamber ve ark., 2005)
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1.5.2.1. Coziicii Ekstraksiyon/Buharlastirma Y6ntemi

Coziicii ekstraksiyon/buharlastirma yontemi, g¢esitli etkin maddelerin 6zellikle
hidrofobik yapida olanlarin enkapsiilasyon isleminde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Peptit ve protein yapisindaki ilaglarin enkapsiilasyon iglemi i¢in yag/su (y/s), su/yag
(s/y) ve su/yag/su (s/y/s) emiilsifikasyon yoOntemleri kullanilmaktadir. Partikiiler
sistemlerin hazirlanmasi sirasinda {iretilen emiilsiyonlarin sayisina bagli olarak
¢oOziicii ekstraksiyon/buharlastirma yontemi tekli emiilsiyon veya ¢oklu emiilsiyon

olmak tizere ikiye ayrilabilir (Sekil 1.9) (Yeo ve ark., 2001).

Tekli Emiilsivon Coklu Emiilsivon
Polimer ¢ézeltisi icinde protein Su iginde protein
siispansiyonu/¢dzeltisi (yag) cozeltisi

\ vag veva su l vag
e@®_©O o ® ©
e © e% e
@ @ © " e
Emitlsiyon (y/y veya y/s) Primer emlsivon (s/y)
Coziicii
uzaklastrma & su
kurutma

@) ® ®
Sertlegmis mikrokore @ @

Sekonder emiilsivon (s/y/s)

Cozich
uzalklastirma &

kurutma

®

Sertlesmis mikrokiire

Sekil 1.9. Coziicii buharlastirma yontemiyle tekli ve ¢oklu emiilsiyon elde edilmesi
(Yeo ve ark., 2001)

Coziicli ekstraksiyon/buharlastirma yontemi ile partikiiler sistemlerin hazirlanmasi

dort ana basamag igerir:

I.  Matris materyalini iceren organik bir ¢oziiciiniin iginde etkin madde

bileseninin ¢oziilmesi veya dispersiyonu,
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ii.  Elde edilen organik faz ile karigmayan siirekli bir faz (genellikle sulu faz)
arasinda emiilsifikasyon;

iii. Istege bagli olarak ¢dziicii buharlastirmanin eslik ettigi, ¢dziiciiniin dispers
fazdan siirekli faz araciligiyla ekstraksiyonu,

Iv.  Mikrokiirelerin toplanmasi ve kurutulmasi (Freitas ve ark., 2005).

Coziicl ekstraksiyon/buharlastirma yontemi ile amin bazli etkin maddeler (Maulding
ve ark., 1986), proteinler (Conway ve Alpar, 1996), peptidler (Herrmann ve
Bodmeier, 1995) ve asilar (Sturesson ve ark., 1996) gibi suda ¢oziintirliigii ¢ok iyi

olan bilesiklerin enkapsiile edilebilmeleri saglanmistir.

1.5.2.2. Faz Ayrismasi (Koaservasyon) Yontemi

Faz ayrismasi (koaservasyon) yontemi organik c¢oziiciideki polimer c¢ozeltisine
liclincli bir bilesigin ilavesiyle polimerin ¢oziiniirligliniin azaltilmasina dayanir.
Koaservasyon yontemi ile belirli bir noktada koaservat igeren polimer fazi ile
polimer i¢ine ilave edilen siipernatant fazi olmak tizere iki farkli faz elde
edilmektedir. Polimer ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilen veya disperse edilen etkin madde

koaservat ile kaplanmaktadir. Koaservasyon islemi {i¢c adimdan olusmaktadir (Jain,

2000):

i.  Kaplayici polimer ¢ozeltisinin faz ayrigmast,
ii.  Etkin madde partikiillerine koaservatin adsorpsiyonu,

iii.  Mikropartikiillerin katilasmasi (Sekil 1.10) (Yeo ve ark., 2001).

Koaservasyon islemi; faz ayrismasini tetikleyen nonsolvent ilavesi, sicaklik degisimi,
gecimsiz polimer veya tuz eklenmesi ile polimer-polimer etkilesimi (kompleks

koaservasyon) gibi tekniklere gore siniflandirilabilir (Yeo ve ark., 2001).
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Faz aynismasi;

1. Nonsclvent

2. Sicakhk degisinm

3. Tuz/Gecimsiz polimer flavesi
4_ Polimer-polimer etkilesimi
ile uvarihr.

Etkin madde
partikii
|~

|
|
G —

Kaplavici polimerin Koaservat damlaciklarmm Mikrokapsiiliin
faz avnsmas: adsorpsivonu katilagmas

Sekil 1.10. Koaservasyon yontemiyle hazirlanan mikrokapsiiliin sematik gosterimi
(Yeo ve ark., 2001)

1.5.2.3. Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Diger yontemlere gore piiskiirterek kurutma yontemi birgok avantaja sahiptir.
Koaservasyon yonteminde iiretilen partikiiller toplanma egiliminde olduklarindan
seri iiretimleri zordur. Ayrica koaservasyon yonteminde biiyiik miktarlarda organik
¢oziicliye ihtiya¢c duyuldugundan elde edilen final partikiillerden organik c¢oziicii
kalmtisin1 uzaklastirmak giictiir. Ote yandan ¢oziicii ekstraksiyon/buharlastirma
yonteminde bir¢ok basamak olmasi, sicaklik kontroliiniin ve i¢ sulu fazin (s/y)
vizkositesinin kontroliiniin zor olmasi, yiiksek konsantrasyondaki hidrofobik etkin
maddelerin enkapsiilasyonlarinin  gli¢ olmast gibi dezavantajlar mevcuttur.
Piiskiirterek kurutma yontemi ise diger yontemlere gore nispeten daha hafif kosullar
gerektiren, partikiil biliyiikliigiiniin kontrol edilebildigi, polimer ve etkin maddenin
¢oziinlirliigiine daha az bagl olan, tekrarlanabilir, hizli, kullanigh ve biiyiik 6lgekli

iretim igin uygun bir yontemdir (Jain, 2000; Park ve ark., 2005).

Piiskiirterek kurutma yontemi icin hidrofilik veya hidrofobik polimer uygun bir

¢Oziicii icinde c¢oziiliir. Etkin madde bu c¢oziiciiniin i¢inde c¢oziilebildigi veya
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siispande edilebildigi gibi polimer ¢ozeltisi i¢inde de emiilsifiye edilebilir. Karisim
bir pliskiirtme baslig1 ile cihaz igine piiskiirtiiliir ve daha sonra alttaki toplayici i¢inde
coktiirtilmiis kat1 partikiiller alinir. Bu konvansiyonel metotla iiretilen partikiiller hem
toplanma egilimi gosterdiklerinden hem de cihazin duvarlarina yapistiklarindan cift
puskiirtme baglig1 tasiyan ve antiadherent olarak mannitol ¢ozeltisinin kullanildig:

sistemler gelistirilmistir (Sekil 1.11) (Yeo ve ark., 2001).

Etkin madde- — _— Mannitol
Polimer ¢ozeltisi __AY_/ cozeltisi
g L

N

{ Hava—

| cit |
'.\ piiskiirtme /

Ham |/ ':
materyaller '\_ Y, /.-'
Pompa =t~ Pliskiirtme
N Vantilatdr
[
\_/
Hava filtresi |
Y { Siklon
\ .u"
!
]:I Toplayict

Sekil 1.11. Partikiiler sistemin plskiirterek kurutma yontemiyle hazirlanmasina ait
sematik gosterimi (Yeo ve ark., 2001)

1.5.3. Cahsmamizda Mikropartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan

Polimerler

Alifatik poliesterler, tasidiklari biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir olma
Ozellikleri nedeniyle ilag tasiyici sistem olarak genis ¢apli kullanima sahiptirler. Bu
sinif polimerlerin parcalanmasi kendi yapilarinda bulunan ester baglariin sulu
ortamda kopmasiyla meydana gelmektedir. Enzimatik aktivitenin parg¢alanmadaki

rolii tam olarak aydinlatilamamistir (Park ve ark., 2005).
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1.5.3.1. Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Polilaktik asit (PLA) polimeri optik olarak aktif stereoregiiler form L-PLA ile optik
olarak aktif olmayan rasemik form D,L-PLA formunda bulunabilir. D,L-PLA
polimerinin amorf halde bulunmasi ve bu nedenle etkin maddenin polimer matriks
icinde daha homojen dagilimmin elde edilebilmesinden dolayr kullanimda bu

polimer daha ¢ok tercih edilmektedir.

Poliglikolik asit (PGA) polimeri ise PLA’daki metil yan gruplarini i¢germemesi
nedeniyle yiiksek derecede kristal yapidadir. Laktik asit glikolik asite gore ¢ok daha
fazla hidrofobik 6zellikte olmasindan dolay1 laktid zengini PLGA kopolimerleri daha
az hidrofilik, daha az su g¢ekebilen ve daha yavas pargalanabilen 6zelliktedir (Jain,

2000).

H ©
| | |

o—ti:—c G_T_c
CHy H

Sekil 1.12. PLGA’nin yapisal formiili (The Handbook of Pharmaceutical Excipients,
2009)

PLGA polimeri hidrolize ugradigi zaman, sonunda karbondioksite ve suya
doniisecek olan laktik asit ve glikolik asit monomerik asitlerine pargalanir. PLGA
polimerinin pargalanma hiz1 enkapsiile haldeki etkin maddenin salim hizim
belirlemek i¢in kritik 6nem tasir ve parcalanma hizi polimerin kristallik derecesi,
hidrofobisitesi ve molekill agirligina baghdir. Yapilan son calismalarla, PLGA
kopolimerlerinin  6zellikle polimerin hidrofobisitesine ve asidik parcalanma
triinlerinin varligina baglh olarak stabiliteyi ve etkin maddelerin (6rn., peptid ve
proteinler) biyolojik aktivitelerini 6nemli derecede etkiledigi gosterilmistir (Park ve
ark., 2005).

Calismamizda Boehringer Ingelheim firmasindan temin edilen 50:50 laktik

asit:glikolik asit kopolimer oranina sahip PLGA kullanilmstir.
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1.5.3.2. Poli-e-kaprolakton (PCL)

Poli-e-kaprolakton (PCL) polimeri biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir ve
cok diisiik camsi1 gecis sicakligina sahip yar1 kristal yapida olan bir polimerdir. PCL
polimeri yavas parcalanmasi nedeniyle uzun siireli salim istenen sistemler ig¢in

idealdir.

PCL’nin kristal yapisina bagli olan camsi gegis sicakligi -60°C iken erime noktasi
59-64°C’dir. PCL polimeri, etkin maddenin partikiiler sistemden ¢ikis hizini
ayarlayabilmek icin seliiloz propiyonat, seliilloz asetat butirat, polilaktik asit ve

polilaktik asit-ko-glikolik asit gibi polimerlerle kombine halde kullanilabilir.

PCL polimerleri, kii¢iik etkin madde molekiilleri i¢in yiiksek oranda gecirgenlik
gostermesi, bir yildan uzun siireler i¢in etkin madde salimina olanak vermesi, diger
polimerlerle karigima yatkin olmasi, diger polimerlere gére ucuz olmasi gibi birgok

avantaja sahiptir (Youan ve ark., 1999; Sinha ve ark., 2004).

o {CHzls ¥

Sekil 1.13. PCL’nin yapisal formiilii (The Handbook of Pharmaceutical Excipients,
2009)

PCL polimerinin par¢alanma hiz1 polilaktik asit ve poliglikolik asit gibi polimerlerle
olusturdugu kopolimerlerin olusumu ile artabilir. PCL polimerinin par¢alanmasi iki
asamada olmaktadir. Birinci asamada ester baglarmin toplu hidrolizi yoluyla 5000
molekiil agirhg kadar bir azalma meydana gelir. Ikinci asamada ise siirekli zincir
boliinmeleri ile agirlik kaybinin baslamasi s6z konusudur (Sinha ve ark., 2004; Park
ve ark., 2005).

Calismamizda Sigma firmasindan temin edilen poli-e-kaprolakton (Ma: 14kDa) ile

poli-e-kaprolakton (Ma: 70-90kDa) polimerleri kullanilmustir.
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1.6. Polimer Matrislerden Etkin Madde Salim Mekanizmalari

Hazirlanan formiilasyonlarin uygun c¢oziinme hizi yontemleriyle test edilmesi
sonucunda elde edilen wveriler c¢esitli kinetiklere uygunluklar1 ydniinden
incelenmektedir. Elde edilen kinetik parametreler formiilasyonlarin birbirleri ile

karsilastirilmalar1 ve davraniglarinin agiklanabilmesi i¢in kullanilmaktadir.

Matris tipi preparatlardan etkin madde salimi genellikle difiizyon mekanizmasiyla
olmaktadir. Fick kurallar1 ile agiklanan diflizyon olayinda esas, etkin madde
partikiillerinin ¢cok yogun ortamdan az yogun ortama gecisidir. Iki taraf arasindaki
konsantrasyon farki sifir olunca difiizyon islemi tamamlanmis olmaktadir. Fick’e
gore maddenin difiize olma hiz1 asagidaki esitlikle ifade edilmistir. Bu esitlik Fick’in

diftizyon ile ilgili 1. kurali olarak bilinmektedir.

Denklem 1.1. dQ/dt =- D A dc/dx

dQ/dt :Etkin maddenin difiize olma hiz1 (mg/s)
D ‘Etkin maddenin difiizyon katsayisi (cm?/s)
A ‘Etkin maddenin difiize oldugu yiizeyin kesit alan1 (cm?)

dc/dx  :Etkin maddenin difiize oldugu kalinliga gére konsantrasyon farki (mg/cm?)

Denklemde D ile gosterilen difiizyon Kkatsayist Stokes-Einstein esitligi ile

belirlenmektedir.

Denklem 1.2. D= RT/6mmN

Denklemde;

D :Diflizyon katsayisi (cm?/s)

N :Avogadro sayis1

r :Difiize olan partikiiliin yaricap1
T :‘Mutlak sicaklik (°K)
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n :Ortamin viskozlugu (cps)
R :Molar gaz sabiti (1,987 cal.mol™.derece™)

Denklemde goriildiigii gibi difiizyon katsayisi, maddenin partikiil biliyiikligi ve

ortamin viskozlugu ile ters, sicaklik ile dogru orantilidir.

Herhangi bir t aninda difiize olan madde miktarini bulmak i¢in Fick 1 denkleminin

integrali alinirsa asagidaki denklem elde edilir.

Denklem 1.3. Q= D/XA(C;-Co)t

Denklemde;

Q : Birim yiizeyden difiize olan y1giimali etkin madde miktar1 (mg/cm?)
Cy : Etkin maddenin difiizyona basladig1 yerdeki konsantrasyonu (mg/ml)
Co : Etkin maddenin ¢6ziinme ortamindaki konsantrasyonu (mg/ml)

X : Etkin maddenin kat ettigi uzaklik (cm)

D : Etkin maddenin difiizyon katsayisi (cm?/s)

A : Difiizyonun olustugu kesitin yiizey alan1 (cm?) (Esirgen, 2007).

1.6.1. Sifir Derece Kinetik

Sifir derece hiz ifadesi asagidaki esitlikle verilmektedir.

Denklem 1.4. C= Co-kot

C . t aninda ¢6ziinmeden kalan etkin madde miktar1
Co : Baslangigtaki etkin madde miktari

Ko . Sifir derece ¢oziinme hiz sabiti

t : Zaman
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Sifir derece kinetikte t’ye kars1 C degerleri grafige gecirildiginde egimi ko olan bir
dogru elde edilmektedir. Bu kinetige gore dozaj formundan her bir zaman araliginda
cOzeltiye gecen etkin madde miktar1 sabit olmaktadir. Salim hizinin degistirildigi pek
¢ok dozaj formunda 6zellikle kontrollii salim / uzatilmig salim yapan formlarda asil
olarak bu tip ¢oziinme kinetigine uyum saglanmasi hedeflenmektedir (Bozkir ve ark.,

2007).

1.6.2. Birinci Derece Kinetik

Bu kinetige gore hiz ifadesi asagidaki esitlikle verilmektedir.

Denklem 1.5. INC=InCp — kyt

C : t aninda ¢6ziinmeden kalan etkin madde miktari
Co : Baslangictaki etkin madde miktari

kq . Birinci derece ¢6ziinme hiz sabiti

t : Zaman

Birinci derece kinetikte t’ye kars1 InC degerleri grafige gegirildiginde egimi k; olan
bir dogru elde edilmektedir. Birinci derece kinetikte her zaman araliginda dozaj
formunun i¢inde kalan etkin madde miktar1 ile orantili etkin madde salimi olur.
Klasik dozaj formlarinin ¢ogu bu ¢dziinme mekanizmasini gostermekte ve uzatilmis
salim yapan formiilasyonlar da bu tip ¢dziinme kinetigine uyum saglamaktadir

(Costa ve Lobo, 2003; Bozkir ve ark., 2007).

1.6.3. Higuchi Esitligi

Farmaso6tik matrislerden ilag salimini tanimlamak {iizere en yaygin kullanilan
modeldir. Etkin madde salimi degistirilmis dozaj formlarinin ¢ogu bir matris sistemi

seklindedir. Esitlik asagidaki sekilde uygulanmaktadir.
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Denklem 1.6. Q= ky t'2

Q : t zamaninda salinan etkin madde miktari
kn : Higuchi salim hiz sabiti

t : Zaman

Denklemden de goriildiigii gibi herhangi bir t aninda salinan etkin madde miktar1

zamanin karekoki ile orantilidir (Costa ve Lobo, 2003; Bozkir ve ark., 2007).

1.7. Difteri

Difteri, Corynebacterium diphtheriae tarafindan {iretilen toksin nedeniyle klinik
belirtilere neden olan bakteriyel bir hastaliktir (Isaka ve ark.,, 2000).
Corynebacterium diphtheriae basili 1883 yilinda Klebs ve 1884 yilinda Loeffler
tarafindan tanimlanmis ayn1 zamanda patojenisitesinden bahsedilmistir (Nandi ve
ark., 2003). Corynebacterium diphtheriae diizensiz boyanan, sporsuz, hareketsiz,
gram pozitif bir basildir (Weisberg, 2007). Bu hastalik, enfeksiyon bdolgesinde
bakterinin tipik kolonizasyonu ve pseudomembran olusturmasi yaninda irettigi
potent bir toksin, difteri toksini ile tipik sistemik toksemi karakterindedir (Ozcengiz
ve ark., 1998). Difteriye kars1 tam bagisiklama i¢in birden fazla doz gerekmektedir.
Ancak ¢ok dozlu asilama programlari artan maliyet ve diisiik hasta uyuncu gibi

dezavantajlar tagimaktadir (Diwan ve ark., 1997).

1.7.1. Difteri Toksini

Corynebacterium diphtheriae basili tarafindan tiretilen karakteristik ekzotoksin, hem
basilin inokiilasyon yerinde hem de kan dolagiminda absorbe edilir ve hiicresel
hasara neden olarak normal protein sentezini 6nler ve 6lime yol agar (Nandi ve ark.,

2003). Bu nedenle bu hastaligi 6nlemek i¢in toksini nétralize eden, difteri toksoidi ile
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asilama ile uyarilan antikorlarin varligi ¢ok 6nemlidir (Isaka ve ark., 2000). Difteri
toksini tek zincir (58,3 kDa) halinde bulunabilecegi gibi birbirlerine disiilfit
baglariyla bagli A (21,0 kDa) ve B (37,3 kDa) fragmanlar1 seklinde de bulunabilir
(Johansen ve ark., 1998; Metz ve ark., 2007).

1.7.2. Difteri Toksoidinin Hazirlanmasi

Toksoid; antitoksin olusturabilme 6zelligi olup, toksik olmayan bir yapiya sahip,
modifiye bakteri toksinleridir (Tabak, 1998). Difteri toksoidi (DT) en basarili
asilardan biri olmustur ve ¢cogu iilkede difteri hastaligin1 yok etmistir. Difteri toksoidi
difteri toksininden formaldehit muamelesiyle elde edilir. Elde edilen toksoid, toksik
olmamakla beraber immiinojenik 6zelligini de korumaktadir. Difteri toksoidinin
kalitesi esas olarak detoksifikasyon islemine baglidir. Bu islemde formaldehit
konsantrasyonu, tepkime siiresi, sicaklik ve matriksin bilesimi en 6nemli islem
parametreleridir. Difteri toksoid asisinin aktivite ve giivenlilik testlerini i¢eren rutin

kalite testleri otorite tarafindan tayin edilmelidir (Metz ve ark., 2003).

1.7.3. Difteri Toksoidi ile Asilama ve Beraberindeki Sorunlar

Yiiksek endemik 6zellik gdsteren difteri hastalig1 asilamadan 6nce dnemli bir saglik
sorunu olarak bulunuyordu. Difteri toksoid asis1 1940 ve 1950°1i yillarda Bati
Avrupa’da rutin asilama programlarina dahil edilmistir ve 1950 ila 1960’larda
cocukluk dénemi agilama programlarinin igine sokulmustur (Cameron ve ark., 2007).
Bununla birlikte Avrupa niifusunun biiyiik bir oraninda difteri antitoksin titresinin
0,01 IU/ml koruma diizeyinin altinda oldugu gosterilmistir. Bu nedenle bazi Avrupa
iilkelerinde 1980 ve 1990°larda difteri hastaligi tekrar canlanmistir (McNeela ve ark.,
2001). Ayrica son on yilda baz iilkelerde difteriyle ilgili salgin hastalik raporlarinin
tekrar glindeme gelmesi endise yaratmistir. Difterinin siklik pikinin ¢ocuklardan orta
yas grubuna dogru egilimde oldugu goriilmiistiir. Asinin uzun siireli immiinolojik

hafiza olusturma yeteneginin zayif olmasi nedeniyle aralikli olarak rapel dozlarin
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uygulanmas1t  gerekmektedir.  Kalict  immiinolojik  hafiza  olusumunun
saglanamamasinin solunum yolundaki lokal salgisal bagisikligin uyarilamamasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica difteri toksoid asisinda kullanilan Alum
adjuvani ile IgE ile iligkili yan etkilerin baglantili oldugunun anlasilmasiyla da

alternatif adjuvanlarin arastirilmasi ihtiyact dogmustur (Aguila ve ark., 2006).

Difteri hastaligini gegiren bireylerde dolagan antitoksin diizeyleri hakkinda gozlemler
ve bir takim arastirmalar takip eden sayfalarda verilen, difteriye karsi antitoksin

diizeyleri ilizerine yaygin olarak kabul edilmis yorumlar ile sonug¢lanmistir (Cizelge

1.5).

Cizelge 1.5. Difteriye kars1 antitoksin diizeyleri ve bagisiklik (WHO The
Immiinological Basis for Immiinization Series/Module 2: Diphtheria, 2003; WHO
Weekly epidemiological record, 2006)

Antitoksin diizeyi Yorum

<0.01 1U/ml Birey DUYARLI

0.01 IU/ml En diisiik diizey dolasan antitoksin;
KISMEN koruma saglar.

0.01-0.09 1U/ml Bu diizeyde antitoksin KISMEN koruma
saglar.

0.1 1U/ml KORUYUCU antitoksin diizeyi

>1.0 TU/ml UZUN DONEM KORUYUCU
antitoksin diizeyi

1.7.4. Difteri Toksoidinin Mevcut Preparatlar ve Gelecekteki Yaklasimlar

Difteri, tetanoz ve bogmaca ic¢in kullanilan geleneksel agsilar intramiiskiiler
enjeksiyonla parenteral yolla uygulanmaktadir. Ancak mukozal yolla bagisiklama
hem sistemik hem mukozal bagisiklig1 uyardigindan parenteral yola alternatif olarak
diistiniilmektedir. Ayrica parenteral yola gore daha kolay verilis yolu olan mukozal

yolla asilarin uygulanmasiyla yan etkiler en aza indirilmektedir. Bu nedenle mukozal
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bagisiklama, difteride oldugu gibi asilamanin belirli araliklarla uygulanmasinin

gerekli oldugu durumlarda dikkate deger 6neme sahiptir (McNeela ve ark., 2001).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-merkapto etanol Sigma

Akrilamid Sigma

Amonyum siilfat Merck

Amonyum persiilfat Sigma

Asetik asit Merck

Bakir (II) siilfat pentahidrat Riedel-de Haén

Bikinoninik asit (BCA) Fluka

Bromfenol mavisi (pH 3-4,6) Merck

Coomassie Brilliant Blue G (CBBG-250) Sigma Aldrich

D(-) Mannitol Merck

Difteri standard: Japon Lot

Difteri toksoidi (1900 pg/ml, 1300 Lf/ml) Refik Saydam Hifzisthha
Merkezi Baskanligi

Diklorometan (%99,8) Sigma Aldrich

Disodyum hidrojen fosfat Merck

Etanol (Absolut) Riedel-de Haén

Formaldehid Sigma Aldrich

Gliserol Aklar Kimya

Glisin Sigma

Glutaraldehit (%25) Sigma Aldrich

Glimiis nitrat Sigma Aldrich

Hidroklorik asit (%37) Merck

[zopropanol Merck

Mannitol (Parlitol 50C) Roquette-Pharma

Metanol (%99,9) Sigma Aldrich

N,N’ metil-bis-akrilamid Sigma

N-N-N’-N” tetrametil etilendiamin (TEMED) Sigma
Ovalbumin Sigma



Pluronic F68 (Ort. M.A.: 8400)
Pluronic F127 (Ort. M.A..: 12500)
Poli-laktik-ko-glikolik asitleri (PLGA)
Polivinilalkol

(87-89% hidrolize, Ma 13.000-23.000)
Poli-(e-kaprolakton) (M.A. 14 kDa)
Poli-(e- kaprolakton) (M.A. 70-90 kDa)
Potasyum dihidrojen fosfat

Sitrik asit monohidrat

Sodyum asetat'3H20

Sodyum azid

Sodyum dodesil siilfat
Sodyum hidrojen karbonat
Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat monohidrat
Sodyum klortir

Sodyum tartarat dihidrat
Trizma baz (Tris)

Guinea Pig 1gG Elisa Kiti:

- Sulandirici konsantrat

- Yikama ¢ozeltisi konsantrati
- Enzim-antikor konjugati

- Kromojen-substrat ¢ozeltisi
- Durdurma ¢ozeltisi

- Guinea pig IgG standartlari
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Sigma
Sigma
Boehringer Ingelheim
Sigma

Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck

Merck
Merck
Merck
Kimetsan
Merck
Merck
Sigma
Sigma

Immiinology Consultants Laboratory



2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Cam malzeme
Calkalayici su banyosu
Coklu manyetik karistirict
Derin dondurucu

Dikey elektroforez sistemi
Elektrikli terazi

Etiv

Filtre 0,45 pm
Homojenizator

Isiticili su banyosu
Karbondioksitli inkiibator
Liyofilizator

Manyetik karistiric
Mekanik karistirici
Mikropipet (1-10 ul)
Mikropipet (10-100 pl)
Mikropipet (100-1000 pl)
Mikropipet ucu
Mikroplak (96 kuyucuklu)
Mikroplak okuyucusu

Molekiil agirligr belirteci (10-250kDa)

Optik mikroskop

Partikiil biiytikliigi 6l¢iim cihazi

pH metre
Santrifii
Sonikator
Spektrofotometre
Su banyosu
Vorteks karistirict
Grafik programi

Istatistik programi
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fldam

Memmert

IKA Werke RT10 power
Heto

Thermo EC 120
Sartorius BL 210S
Heraus

Sartorius

T25 Basic Ika® Labortechnic
Hake E 12

Sanyo

Holten Model 1.2

RT 10 Power Ika®-Werke
Ika® Eurostar

Rainin

Rainin

Biohit

Greiner Bio-One

Biofil

MDS Spektra Max 190
The Thermo Scientific
Leica DM 4000B

Sympatec laser diffraction particle sizer

SenTix 82
Sigma

Bandelin

Pharmacia Biotech Ultrospec 3000

Niive BM 101

Ika® Vortex Genius 3
GraphPad Instant 3,0
SPSS 11,5 for Windows
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2.2. Yontemler

2.2.1. Difteri Toksoidinin Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Protein Miktar Tayini

Schleif ve Wensink tarafindan gelistirilen bir denklem ile 280 nm ve 260 nm’de
Olciilen absorbans degerleriyle protein miktar tayini hesaplanabilmektedir. 280
nm’deki absorbans degerleri protein miktarin1 kabaca vermektedir. Ancak niikleik
asitlerin 260 nm’de maksimum absorbans vermesi nedeniyle niikleik asit artiklari ile
kontamine olmus ekstrenin ger¢ek protein miktarin1 hesaplamada dogru sonug veren

bir yontemdir (Stoscheck, 1990).

Denklem 2.1. C= 1,55 X Azgo — 0,76 X Ageo

C= Protein konsantrasyonu (mg/ml)
Aogo= 280 nm’deki absorbans
Aoeo= 260 nm’deki absorbans

Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi’ndan temin edilen difteri toksoidinin
protein miktar tayini i¢in Schleif ve Wensink tarafindan gelistirilen Denklem 2.1°de
verilen formiil kullanilmis ve 280 nm ila 260 nm’de 6l¢iilen absorbanslar Glgiilerek

protein miktar1 hesaplanmaistir.

2.2.1.2. Lf Degerinin Belirlenmesi

Toksin konsantrasyonu g¢ogunlukla flokiilasyon degeri (Lf birimler) olarak ifade
edilir (Collier, 1975). 1 inite standart antitoksini flokiile eden toksoid miktar1 1
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Lf’dir. Tim a1 dreticileri, toksoidlerin Lf degerlerini belirlemede, orijinal Ramon
flokiilasyon testini kullanir (Wharton ve Vitek, 2004; Preneta-Blanc ve ark., 2008).
Bu yontem bir¢ok farkli antikor i¢eren standart antitoksin igindeki toksine spesifik
baglanabilen antikor ile toksininin kompleks olusturmasi ve bu kompleks ile olusan
flokiilasyonun gozlenmesi esasina dayanmaktadir. Kompleksin olusup flokiilasyonun
ilk gorildigii tiip ornekteki antijen miktar1 ile standarttaki antikor miktarinin esit
oldugu tiiptiir. Genellikle bu tiipiin Lf degeri 6rnegin Lf degeri olarak kabul edilir
(Eaton, 1936; Lyng, 1990).

Difteri toksoidinin Lf degerinin kontrol edilmesi icin oncelikle difteri toksoidi serum
fizyolojik ile 1:9 oraninda seyreltilmistir. Difteri toksoidinin dnceden bilinen 1300
Lf/ml degerinin bu seyreltme ile 130 Lf/ml olmasi beklenmistir. Bu amagla 130
Lf/ml degerini kapsayan bir ¢izelge hazirlanmistir (Cizelge 2.1). Farmakope
gereklilikleri uyarinca mililitresinde 100 Lf igeren standart antitoksin kullanilmistir.
Bu calisma standard1 gittik¢e artan konsantrasyonlarda flokiilasyon tiiplerine (7 cm X
1 cm) konulmus ve sabit hacme ulasmak i¢in 1 ml’ye serum fizyolojik ile
tamamlanmistir. Her bir tiipe seyreltilmis difteri toksoidinden 0,5 pl ilave edilmis ve
tiipler 50°C’deki su banyosuna almarak belirli araliklarla flokiilasyonun olusup
olugmadigi kontrol edilmek kosuluyla bekletilmistir. Flokiilasyonun olustugu ilk tiip,
antijen miktarina en yakin antitoksin miktarini igeren tiiptir (Sekil 2.1). Birgok
durumda bu tipiin Lf igerigi, ornegin Lf degeri olarak kabul edilmektedir.
Caligmamizda difteri toksoidi serum fizyolojik ile seyreltildiginden ilk flokiilasyonun
gozlendigi tiipiin Lf degeri 11 ile ¢arpilmistir (WHO, 1997a).

Sekil 2.1. Standart difteri antitoksini ile difteri toksoidi arasinda gozlemlenen
flokiilasyon
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Cizelge 2.1. Difteri toksoidine ait Lf degerinin kontrol edilmesi

Tiip Antitoksin % Oraminda | Antitoksin Serum Difteri
Numarasi Miktari Calisilan Miktari(ml) | fizyolojik | Toksoidi
(Lf/ml) Antitoksin miktari(ml) (ml)
Miktari(Lf/ml)

1 40 20 0,20 0,80 0,5
2 50 25 0,25 0,75 0,5
3 60 30 0,30 0,70 0,5
4 70 35 0,35 0,65 0,5
5 80 40 0,40 0,60 0,5
6 90 45 0,45 0,55 0,5
7 100 50 0,50 0,50 0,5
8 110 55 0,55 0,45 0,5
9 120 60 0,60 0,40 0,5
10 130 65 0,65 0,35 0,5
11 140 70 0,70 0,30 0,5
12 150 75 0,75 0,25 0,5
13 160 80 0,80 0,20 0,5

2.2.1.3. Difteri Toksoidinin Spektrumu

pH 7.4 PBS iginde hazirlanmis difteri toksoidinin konsantrasyonu bilinen
cozeltilerinin mikrobikinoninik asit (mikroBCA) yontemi ile 350-750 nm araliginda
okunan absorbanslar1 ile mikroplak okuyucusunda spektrumlari ¢izilmis ve difteri

toksoidinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amaks) tespit edilmistir.

2.2.1.4. Mikrobikinoninik Asit (MikroBCA) Analiz Yontemi Kullamlarak

Difteri Toksoidinin Standart Dogru Denkleminin Hesaplanmasi

Bikinoninik asit yontemi, peptid ve protein yapisindaki maddelerin miktar tayininde
siklikla kullanilan bir yéntemdir. Yéntem Cu®" iyonlarinin, proteinin peptid bagr ile
etkilesime girmesi ve Cu” iyonlarma indirgenmesi ve Cu” iyonunun bikinoninik asit
ile renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir (USP 30, 2007). Bikinoninik

asidin sodyum tuzunun, alkali ortamda bakir iyonu (Cu’ ) ile koyu mor renkte
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kompleks olusturma yetenegine sahip, stabil ve suda ¢oziinebilen bir madde olmasi
nedeniyle sulu protein cozeltisi spektrofotometrik olarak olgiilebilir. Cok diisiik
miktarlarin tayininde daha duyarli olan mikrobikinoninik asit (mikroBCA) yontemi
tercih edilmektedir. BCA yontemi ile 100-1200 pg/ml’ye kadar hassaslikta 6l¢iim
yapilirken, mikroBCA yontemi ile 0,5-250 pg/ml’ye kadar duyarlilikta toplam
protein miktar tayini yapilabilmektedir (Smith ve ark., 1985; Walker, 2002a).

BCA

Denklem 2.2. Protein+Cu™ — BCA-Cu” kompleksi
H,0, OH"

Reajan A+B:

Sodyum karbonat monohidrat--------------- 19

Sodyum Tartarat----------------------- --0,29

BC Ao 059

Sodyum karbonat monohidrat ve sodyum tartarat 15-20 ml distile suda ¢oziiliir.
Uzerine BCA ilave edilir ve 40 °C’de yarim saat karistirilir. 25 ml’ye distile su ile

tamamlanir. Bu ¢6zelti renkli cam siselerde oda sicakliginda saklanir.

Reajan C:
Bakir siilfat (5xH20)---------=========mm---- 49
Distile su--------------- YM--mmmmmmmmmmmmm e 100 mL

Kalibrasyon denklemini elde edebilmek i¢in difteri toksoidinin pH 7,4 tamponu
igindeki konsantrasyonu bilinen bir seri ¢06zeltisi hazirlanmis ve mikroplak
okuyucusunda absorbanslar1 OSl¢iilmiistiir. Bu yontem icin Oncelikle difteri
toksoidinin stok antijen ¢ozeltisinden (190 pg/ml) hareketle seyreltmeler yapilarak 6-
42 pg/ml arasinda yedi diliisyonu hazirlanmigtir. Bu diliisyonlar 150°ser pl olacak
sekilde mikroplakdaki kuyucuklara {i¢ paralel olacak sekilde uygulanmistir.
Ardindan her bir kuyucuga Reajan A+B ile Reajan C (50:1) karisimindan yine 150 pl
ilave edilmistir. Daha sonra bu mikroplak 60°C’lik etiivde 1 saat 20 dakika inkiibe

edilmis ve ardindan yarim saat oda sicakliginda sogumasi icin beklenmistir.
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Mikroplak okuyucusunda (Molecular Devices, Spectra Max 190) 560 nm’de
dilisyonlarin absorbanslar1 Ol¢ililmiistiir. Elde edilen absorbanslar konsantrasyona
kars1 grafige gecirilip kalibrasyon denklemi hesaplanmistir. Bu denklemden

faydalanarak 6rneklerin i¢erdigi toplam protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

2.2.1.5. Difteri Toksoidinin Miktar Tayini i¢cin MikroBikinoninik Asit
(MikroBCA) Yonteminin Validasyonu

Analitik bir yontemin validasyonu, amaclanan analitik uygulamalarin istenen
kosullara uygunlugunun laboratuvar ¢alismalariyla belirlendigi bir islemdir. Analitik
parametreler ile performans karakteristikleri tanimlanir. Miktar tayinlerinin

validasyonunda kullanilan analitik parametreler sunlardir (ICH Q2(R1)):

1. Dogruluk

2. Kesinlik

3. Ozgiinliik

4. Gozlenebilme sinir1
5. Alt tayin sinirt

6. Dogrusallik

7. Aralik

2.2.1.5.1. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontem ile elde edilen deneysel verilerin gercek
degerlere yakinligidir. Dogruluk, analitik yontemin hatasizligmin bir olgiistidiir.
Dogruluk, belirli miktarda analitin bilinen miktar tayini yontemi ile % geri kazanim

degerleri bulunarak hesaplanir.
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Dogrulugun tespiti icin {i¢ farkli konsantrasyondaki difteri toksoidi ¢ozeltisinin
absorbans degerleri 6 kez 6lglilmiis ve bu sekilde saptanan konsantrasyon verilerinin,
bilinen teorik konsantrasyon verilerinden % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. %
geri kazanim degerlerinin ortalamasi alinarak bu dagilimin standart sapmasi ve %
bagil standart sapmasi (varyasyon katsayisi) belirlenmistir. Bu sekilde elde edilen %
bagil standart sapma degerinin %?2’den kiiciik olmasi gerekmektedir. Bdylece

yontemin dogrulugu tayin edilmis olur (ICH Q2(R1)).

2.2.1.5.2. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen 6rnekten c¢oklu 6rneklemeyle elde
edilen 6l¢iim serileri arasindaki yakinlig: ifade eder. Kesinlik, normal islem kosullart
altinda, yontemin tekrarlanabilirliinin, ara kesinliginin ve tekrar iretilebilirligin

sleiimiidiir (ICH Q2(R1)).

1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman araliklarinda ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi
ifade eder. Belirli aralig1 kapsayan en az {i¢ konsantrasyon noktasinda en az tiger kez
ya da test konsantrasyonunun %100’iinde en az alt1 6l¢limle belirlenir. Sonuglar,
hesaplanan konsantrasyonlarin ortalamasi, standart sapmasit ve % bagil standart

sapmasi olarak verilir (ICH Q2(R1)).

2. Ara Kesinlik

Ara kesinlik; farkli gilinler, farkli analistler, farkli donanim gibi laboratuvar
varyasyonlarinin incelenmesini ifade eder. Bu etkilerin her birinin incelenmesinin

gerekli olmadig belirtilmistir (ICH Q2(R1)).
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3. Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar iiretilebilirlik, laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder (isbirligi ile

yapilan c¢alismalar, genelde yoOntemin standardizasyonu ig¢in uygulanir) (ICH

Q2(R1)).

2.2.1.5.3. Ozgiinliik

Ozgiinliik, numunedeki diger bilesenler varliginda, analitin miktar tayini igin

yontemin uygunlugudur (ICH Q2(R1)).

2.2.1.5.4. Gozlenebilme Simir1 (LOD)

Bir analitik yontemin gbzlenebilme sinir1, belirli kosullar altinda 6rnek i¢inde analiz
edilen maddenin teshis edilebilen; fakat tayin edilemeyen en diisiik

konsantrasyonudur (ICH Q2(R1)).

Denklem 2.3. LOD=3,3-6/S

o: Regresyon dogrularinin y kesisim degerlerinin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi

2.2.1.5.5. Alt Tayin Simir1 (LOQ)

Bir analitik yontemin alt tayin siniri, 6rnekteki maddenin uygun dogruluk ve

kesinlikte kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik miktaridir (ICH Q2(R1)).
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Denklem 2.4, LOQ=10-6/S

o: Regresyon dogrularinin y kesisim degerlerinin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi

2.2.1.5.6. Dogrusallik ve Aralik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, verilen bir aralikta O6rnek icindeki analitin
konsantrasyonuyla dogrudan orantili olan test sonuglarinin elde edilebilmesidir. Eger
dogrusal bir iligki varsa, test sonuglari en kiiciik kareler yontemiyle regresyon
dogrusunun hesaplanmasi gibi uygun istatistiksel metotlarla degerlendirilmelidir.
Korelasyon katsayisi, kesisim, regresyon dogrusunun egimi ve artik kareler toplami
hesaplanmalidir. Ek olarak, regresyon dogrusundan ger¢ek veri noktalarinin sapma
analizi dogrusallig1 hesaplamak icin yararli olabilir. Dogrusalligin saptanmasinda en

az 5 konsantrasyon gereklidir (ICH Q2(R1)).

Bir analitik yontemin araligi, 6rnek igindeki analit i¢in analitik yontemin uygun
kesinlik, dogruluk ve dogrusalliga sahip oldugunun gosterildigi en diisiik ve en

yiiksek konsantrasyonlar: arasindaki araliktir (ICH Q2(R1)).

2.2.1.6. Difteri Toksoidinin Saflik Tayini

Sulu bir ¢ozelti icinde, siispande ya da ¢oziinmiis kiiciik elektrik ytiklii parcaciklarin,
uygulanan elektrik alaninin etkisi ile go¢ etmesi siirecine “‘elektroforez” denir (Kaya,
2002). Elektroforez, kompleks protein karigimlarint (6rn., hiicreler, alt birim
fraksiyonlar1) aymrmak, alt birim bilesiklerini incelemek ve proteinlerin
homojenliginin dogrulamak i¢in kullanilir (Gallagher, 2007). Elektroforez yontemi
elektrik alana yerlestirilen yiiklii iyon veya gruplarin elektrotlara dogru goc etmesi

esasina dayanir (Subhashini ve Ravindranath, 1981). Poliakrilamid jel
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elektroforezinde de proteinler poliakrilamid jel matriksindeki gozeneklerden
elektriksel alanin etkisiyle go¢ ederler (Chakavarti ve Chakavarti, 2008). Akrilamid
konsantrasyonu arttikca goézenek biiyiikliigli azalir. Proteinin gé¢ hizint gézenek

biiytikliigi, protein yiikii, protein boyutu ve protein sekli belirler (Gallagher, 2007).

Oncelikle jelin dokiilecegi cam sandvi¢ hazirlanip uygulama tarag: yerlestirilmistir.
Uygulama taraginin 1 cm alti cam kalemle igaretlenerek bu noktaya kadar dnceden
hazirlanmis olan %?7,5’lik aywrma jeli dokiilmiistiir. Ardindan jelin {izerine
izopropanol ilave edilmis ve bdylece hem havayla temast hem de hava
kabarciklarinin olusumu onlenmistir. Jelin bu sekilde yaklasik 15 dakika bekletilerek
donmasi saglanmig ve bu silire sonunda izopropanol ortamdan siizge¢ kagidi ile
uzaklagtirllmistir. Bir sonraki asamada %5°lik yiikleme jeli hazirlanmig ve plakalar
arasina dokiillip taraklar yerlestirilmistir. Dokiilen yiikleme jeli 10 dakika iginde

donmus ve taraklar ¢ikartilmigtir.

Kuyucuklara uygulanacak ornekler i¢in difteri toksoidinin stok ¢ozeltisinden farkli
diliisyonlarda pH 7,4 PBS i¢inde c¢ozeltiler hazirlanmistir. Protein ¢ozeltilerine (20
pl) ornek tamponu (5 pl) ilave edilmis ve 100°C’de 10 dakika bekletilmislerdir.
Denatiirasyon isleminden sonra her bir bant i¢in 20 pl 6rnek, mikropipet yardimiyla

kuyucuklara uygulanmigtir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Protein ¢ozeltisi ve drnek tamponu karigiminin kuyucuklara uygulanmasi
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Ornekler jele uygulandiktan sonra cam plaklar icindeki jel, mini dikey jel sistemine
yerlestirilmistir. I¢ ve dis rezervuarlar tampon ¢ozeltisi ile gerekli yerlere kadar
doldurulmustur. Bu islemlerin ardindan 60 voltluk sabit gerilim uygulanarak
elektroforez islemi baslatilmistir. Siirlikleme islemi yaklasik ti¢ saat siirdiiriilmiis ve
bromfenol mavisine ait bandin alt sinirin 1 cm iizerinde durdugu gozlendiginde gii¢
kaynagi kapatilmistir. Jel, cam plaklar arasindan dikkatlice ¢ikartilarak diger
islemlere devam edilmistir. Jel, bir saat fiksasyon, iki saat sensitizasyon ¢ozeltisiyle
calkalandiktan sonra boyama ¢ozeltisinde bir gece bekletilmistir. Bir sonraki giin jel,
bir saat boya giderici I ¢ozeltisinde, arka plan temiz olana kadar da boya giderici Il
cozeltisinde bekletilmistir. Boyanin uzaklastirilmasinin ardindan jelin fotografi
cekilmis ve %5 h/h’lik asetik asit ¢ozeltisinde aylarca saklanmistir. Caligmamizda
denatiire edici kosullar altinda kesintili sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE), difteri toksoidinin yapisini ve fragmanlarini tayin etmek
icin uygulanmistir (Bollag ve ark., 1996). SDS-PAGE c¢alismasinda kullanilan

cozeltiler Cizelge 2.2°de listelenmistir.

Cizelge 2.2. SDS-PAGE ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler

Ayirma Jeli Tris 18,2 g
S — Distile su 100 ml
P 18,2 g Tris 90 ml suda c¢ozilereck pH HCI ile 8,8%¢
1,5 M Tris-HCI ayarlandiktan sonra distile su ile 100ml’ye tamamlanir.
(PH:8.8) +4°C’de saklanir.
Yiikleme Jeli Tris 12,19
S — Distile su 100 ml
P 12,1 g Tris 90 ml suda ¢oziilerek pH HCl ile 6,8’e
1 M Tris-HCI ayarlandiktan sonra distile su ile 100ml’ye tamamlanir.
(pH: 6,8) +4°C’de saklanir.
Akrilamid Akrilamid 29 g
Cozeltisi (%30) N,N’-metil-bis-akrilamid 1g

100 ml’ye distile su ile tamamlanur.

%1 bromfenol Bromfenol mavisi 10,059

0,05 gram bromfenol mavisi tartilir ve 5 ml distile suda ¢oziiliir.
Bir gece boyunca karistirilir. 0,45um membran filtreden
stiziiliir.

mavisi
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Cizelge 2.2. Devam SDS-PAGE ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler

%10 a/h’lik SDS

Sodyum dodesil siilfat (SDS) | 10g

10 gram SDS tartilir ve iizerine 90 ml distile su eklenir.
68°C’ye 1sitilir ve karigtirilir. 100 ml’ye distile su ile
tamamlanir.

%50 (h/h) gliserol | Gliserol | 5ml
5 ml gliserol 10 ml’ye distile su ile tamamlanir.
%10 (a/h) Amonyum persiilfat 1059
Amonyum 03‘5 gram amonyum persiilfat tartilir ve 5 ml distile suda
¢Oziiliir.
perstilfat (APS)
Ornek Tamponu 1 M Tris-HCI (pH: 6,8) 0,6 ml
%50 (a/h) Gliserol 5ml
%1 (a/h) Bromfenol mavisi 2 mi
2-merkapto etanol 0,5 ml
Distile su 0,9 ml
Elektroforez Tris 30
Tamponu Glisin 144 g
SDS 1g
3 g Tris, 14,4 g glisin ve 1 g SDS tartilir. 1000 ml’ye distile su
ile tamamlanir.
Yikleme Jeli (%5) | %30 Akrilamid ¢6zeltisi 0,83 ml
1 M Tris-HCI (pH: 6,8) 0,63 ml
%10 (a/h) APS 0,05 ml
Distile su 3,40 ml
%10 a/h’lik SDS 0,05 ml
TEMED (Polimerizasyonu 0,003 ml
baslattig1 icin en son ilave
edilmelidir.)
Ayirma Jeli %30 Akrilamid ¢ozeltisi 2,5ml
1,5 M Tris-HCI (pH: 8,8) 2,5 ml
el %10 (a/h) SDS 0.1 ml
%10 (a/h) APS 0,1 ml
Distile su 48 ml
TEMED (Polimerizasyonu 0,01 ml
baslattig1 i¢in en son ilave
edilmelidir.)
Fiksasyon Etanol 40 ml
Cozeltisi M_etz_anol 10 ml
Distile su 40 ml
Asetik asit 10 ml
Sensitizasyon Amonyum siilfat 10 ml
. e Distile su 89 ml
R Asetik asit 1ml
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Cizelge 2.2. Devam SDS-PAGE ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler

Boyama Cozeltisi | Coomassie Brillant Blue R250 059
Metanol 45 ml
Glasiyal asetik asit 5ml
Distile su 50 ml
Boya Giderici Etanol 40 ml
. 1as Asetik asit 5ml
Szl | Distile su 55 ml
Boya Giderici Etanol 30 ml
. 1 Asetik asit 3ml
Sl 2 Distile su 67 ml

2.2.1.7. Difteri Toksoidinin Stabilitesi

Difteri toksoidi buzdolabinda (2-8°C) alt1 ay siireyle saklanmistir. 0., 1., 3. ve 6.

aylarda alinan numunelerde miktar tayini parametreleri incelenmistir.

2.2.2. Mikropartikiiler Yapidaki On Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

On formiilasyon ¢alismalarinda iyi bir mikropartikiiler formiilasyon gelistirmek igin
farkli  parametreler ~denenmis ve bu  parametrelerin  formiilasyonlarin
karakterizasyonunu nasil etkiledigi iizerine calismalar yiiriitiilmiistir. On

formiilasyon ¢aligmalarinda difteri toksoidi kullanilmamastir.

2.2.2.1. Poli (DL-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve Poli-e-kaprolakton (PCL)

Polimerlerini Iceren On Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Istenilen partikiil biiyiikliigiinde ve enkapsiilasyon etkinliginde partikiiler sistem elde
edebilmek i¢in antijen miktari, primer emiilsiyon olusturulmasinda kullanilan
karistiricr (yiiksek hizli homojenizatdr veya sonikator) ve kullanilan polimerlerin
cinsi veya farkli molekiil agirhiginda polimer kullanilmasi gibi parametreler

degistirilmistir. Hazirlanan 6n formiilasyonlar Cizelge 2.3’de verilmistir.
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Formiilasyonlar ¢oklu emiilsiyon/¢6ziici  buharlastirma (S/y/s) yontemi ile
hazirlanmistir (Benoit ve ark., 1999; Youan ve ark., 1999; Murillo ve ark., 2001,
Singh ve ark., 2006; Mukerjee ve ark., 2007). Oncelikle hesapli miktarda kullanilan
polimer karigimi organik ¢oziiclide ¢oziilmiistiir. Mikropartikiillerin hazirlanmasinda
poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA) ile farkli molekiil agirligmma sahip poli-(e-
kaprolakton) polimer olarak kullanilmistir. Organik ¢6ziicii olarak ise diklorometan
kullanilmistir. Antijeni igeren su fazindan 250 pul; 2,5 ml polimerin organik
¢oziiciideki ¢ozeltisi (PLGA veya PCL) i¢ine e¢klenmis ve yiiksek hizl
homojenizator ile 8000 rpm’de 5 dakika veya sonikator icinde 50-70 watt’da 60
sn’ye boyunca homojenize edilmistir. Boylece primer su/yag (s/y) tipi emiilsiyon
olusturulmustur. Bazi formiilasyonlarda i¢ sulu faza yardimc1 madde olarak Pluronic
F-68 veya Pluronic F-127 i¢ sulu fazin belirli yiizdelerinde eklenmistir. Elde edilen
s/y emiilsiyonu %35 polivinil alkol (PVA) ¢ozeltisine ilave edilerek yiiksek hizli
homojenizator ile 8000 rpm’de 5 dakika boyunca tekrar homojenize edilmis ve final
su/yag/su (s/y/s) tipi ¢oklu emiilsiyon olusumu saglanmistir. Organik ¢oziiciiniin
buharlagsmasi i¢in s/y/s tipi emiilsiyon mekanik karistirictda 600 rpm’de bir gece
karisima birakilmigtir. Olusan mikropartikiiller 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
ayrilmus, ultra saf su ile iki kere yitkanmistir. Mikropartikiillerin ultra saf su i¢indeki
dispersiyonu -40 °C’de dondurulduktan sonra -90 °C’de 0,05 mmHg’de bir giin
boyunca liyofilize edilmistir. Toz olarak elde edilen mikropartikiiller nem

gecirmeyen ortamda +4 °C’de muhafaza edilerek saklanmistir (Baras ve ark., 1999).

Cizelge 2.3. Poli (DL-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve Poli-e-kaprolakton (PCL)
igeren 6n formiilasyonlar

Formiil | Polimer Antijen | Primer Eklenen Eklenen
Kodu: | tipi miktar1 | emiilsiyon Pluronic Pluronic
(mg) olusturmak tipi miktari
icin
kullanilan
karistirica
F1 PLGA 4 Homojenizator - -
F2 PLGA 10 Homojenizator - -
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Cizelge 2.3. Devam Poli (DL-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve Poli-e-kaprolakton
(PCL) igeren 6n formiilasyonlar

Formiil | Polimer Antijen | Primer Eklenen Eklenen
Kodu: | tipi miktar1 | emiilsiyon Pluronic Pluronic

(mg) olusturmak tipi miktari

icin kullanilan
karistirica

F3 PLGA 20 Homojenizator - -
F4 PLGA 4 Sonikator - -
F5 PLGA 10 Sonikator - -
F6 PLGA 20 Sonikator - -
F7 PCL (14kDa) 4 Homojenizator - -
F8 PCL (14kDa) 10 Homojenizator - -
F9 PCL (14kDa) 4 Sonikator - -
F10 PCL (14kDa) 10 Sonikator - -
F11 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-68 %1
F12 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-68 %6
F13 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-68 %15
F14 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-127 %1
F15 PLGA 10 Sonikatdr Pluronic F-127 %6
F16 PLGA 10 Sonikatdr Pluronic F-127 %15
F17 PLGA 10 Homojenizatoér | Pluronic F-68 %1
F18 PLGA 10 Homojenizator | Pluronic F-68 %6
F19 PLGA 10 Homojenizatér | Pluronic F-68 %15
F20 PLGA 10 Homojenizator | Pluronic F-127 %1
F21 PLGA 10 Homojenizator | Pluronic F-127 %6
F22 PLGA 10 Homojenizator | Pluronic F-127 %15
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Cizelge 2.3. Devam Poli (DL-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve Poli-e-kaprolakton
(PCL) igeren 6n formiilasyonlar

Formiil | Polimer Antijen | Primer Eklenen Eklenen
Kodu: | tipi miktar1 | emiilsiyon Pluronic Pluronic

(mg) olusturmak tipi miktar1

icin kullanilan
karistirici
F23 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-68 %1
F24 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-68 %6
F25 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-68 %15
F26 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-127 %1
F27 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-127 %6
F28 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-127 %15
F29 PCL (14kDa) 10 Homojenizatér | Pluronic F-68 %1
F30 PCL (14kDa) 10 Homojenizator | Pluronic F-68 %6
F31 PCL (14kDa) 10 Homojenizator | Pluronic F-68 %15
F32 PCL (14kDa) 10 Homojenizatér | Pluronic F-127 %1
F33 PCL (14kDa) 10 Homojenizatoér | Pluronic F-127 %6
F34 PCL (14kDa) 10 Homojenizatér | Pluronic F-127 %15
F35 PCL (70-90 10 Homojenizator - -
kDa)
F36 PCL (70-90 10 Sonikator - -
kDa)

2.2.3. Poli (DL-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve Poli-e-kaprolakton (PCL)

Polimerlerini Iceren On Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

On formiilasyonlarin karakterizasyonu i¢in mikropartikiiler formiilasyonlarin

morfolojisi, enkapsiilasyon etkinligi ve tiretim verimi incelenmistir.
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2.2.3.1. Mikropartikiiler ~Yapidaki On Formiilasyonlarin  Morfolojik

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
icin optik mikroskop kullanilarak fotograflar1 ¢ekilmistir. Mikropartikiiller lam

tizerinde distile su ile disperse edilmis ve dijital ortamda fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.2.3.2. Mikropartikiiler Yapidaki On Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon
Etkinlikleri ve Uretim Verimleri Tayini

Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinliklerini tayin
etmek i¢in dijestiyon metodu kullanilmistir (Slobbe ve ark., 2003; Ciombor ve ark.,
2006; McConnell ve ark.,2008). Belirli miktarda tartilan mikropartikiiller, %5 SDS
iceren 1 M NaOH ¢ozeltisi ile magnetik karistiricida karigtirilarak tamamen
¢oziinmesi saglanmistir. 1 M HCI ¢ozeltisi eklenerek ile notralizasyon islemi
gerceklestirilmistir (Capan ve ark., 2003). Notralize edilen ¢ozelti 6000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis ve iist faz alinarak mikroBCA analiz yontemi ile miktar
tayini yapilmigtir. Kontrol amaciyla ayni iglem antijen icermeyen bos
mikropartikiillere de uygulanmistir. Denklem 2.5 ve Denklem 2.6’da sirasiyla
enkapsiilasyon etkinligi ve tretim veriminin hesaplanmasimna ait formiiller

sunulmaktadir.

Denklem 2.5.

x 100

% Enkapsiilasyon etkinlig i =

a: Mikropartikiillere yiiklenebilen toplam etkin madde miktari

b: Formiilasyonda kullanilan toplam etkin madde miktar1
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Denklem 2.6.

% Uretim verimi = x 100

a: Elde edilen mikropartikiil miktari
b: Formiilasyonda kullanilan polimerik materyal, etkin madde ve yardimci

maddelerin toplam miktari

2.2.4. F11, F17, F23, F29, F35, F36 Kodlu Formiilasyonlarin Difteri Toksoidi ile

Hazirlanmalar

On formiilasyon calismalarinda model antijen olarak ovalbumin kullanilmustir.
Ovalbumin ile ileriki c¢alismalarda mikropartikiil hazirlanmasinda kullanilmak
istenen polimerler calisilmis ve mikropartikiil hazirlanmasinda en uygun iiretim
parametreleri belirlenmistir. Bu parametreler kullanilarak daha sonra difteri toksoidi
igeren mikropartikiiller Boliim 2.2.2.1.’de anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. Difteri
toksoidi ile hazirlanan formiilasyonlarin morfolojisi, partikiil biyiikliigi ve dagilima,
enkapsiilasyon etkinligi ve iiretim verimi, invitro salimlar1 incelenmistir. Hazirlanan

formiilasyonlar Cizelge 2.4 te verilmistir.

Cizelge 2.4. Difteri toksoidi igeren mikropartikiiler formiilasyonlar

Formiil | Polimer | Antijen | Primer Eklenen | Eklenen | Kriyo
Kodu: tipi miktar: | emiilsiyon Pluronic | Pluronic | protektan
(mg) olusturmak icin | tipi miktari Ilavesi
kullanilan (1000°de 1
karistirici oraninda
mannitol)
D1 PLGA 75,8 Homojenizator F-68 %1 +
(144ug
protein)
D2 PLGA 75,8 Sonikator F-68 %1 +
(144ug
protein)
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Cizelge 2.4. Devam Difteri toksoidi igeren mikropartikiiler formiilasyonlar

Formiil | Polimer | Antijen | Primer Eklenen | Eklenen | Kriyo
Kodu: tipi miktar: | emiilsiyon Pluronic | Pluronic | protektan
(mg) olusturmak icin | tipi miktari Ilavesi
kullanmilan (1000°de 1
karistirica oraninda
mannitol)
D3 PCL 75,8 Homojenizator F-68 %1 +
(70- (144pg
90kDa) | protein)
D4 PCL 75,8 Sonikator F-68 %1 +
(70- (144pg
90kDa) | protein)
D5 PCL 75,8 Homojenizator F-68 %1 +
(14kDa) | (144pg
protein)
D6 PCL 75,8 Sonikator F-68 %1 +
(14kDa) | (144pg
protein)

2.2.4.1. Difteri Toksoidi iceren F11, F17, F23, F29,

Formiilasyonlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

F35, F36 Kodlu

Bolim 2.2.3.1’de anlatildig1 sekilde difteri toksoidi igeren formiilasyonlarin

morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in optik mikroskop kullanilarak fotograflar

cekilmistir.

2.2.4.2. Difteri Toksoidi Iceren F11, F17, F23, F29, F35, F36 Kodlu

Formiilasyonlarin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagiliminin Saptanmasi

Difteri

toksoidi

iceren formiilasyonlarin partikiil biiylikligli ve dagiliminin

saptanmasi i¢in lazer kirinimi yontemi kullanilmistir (Alpar ve ark., 2001; Atuah ve

ark., 2003; Howard ve ark., 2004; Amidi ve ark., 2007).




81

Partikiil biyiikligi ve dagilimi, lazer kirmimi graniilometresi (Sympatec Laser
Diffraction particle sizer) kullanilarak belirlenmistir. Mikropartikiil hazirlanmasinda
kullandigimiz polimer suda ¢6ziiniir yapida olmadigi i¢in mikropartikiiller su i¢inde

disperse edilmis ve dlgiimler gergeklestirilmistir.

2.2.4.3. Difteri Toksoidi Iceren F11, F17, F23, F29, F35, F36 Kodlu

Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon Etkinlikleri ve Uretim Verimleri Tayini

Bolim 2.2.3.2°de anlatildigi sekilde difteri toksoidi igeren formiilasyonlarin

enkapsiilasyon etkinlikleri ve liretim verimleri hesaplanmuistir.

2.2.4.4. Difteri Toksoidi Iceren Formiilasyonlarda In-vitro Sahm Hiz

Calhismalan

In-vitro salim hizi1 calismalari i¢in membran igermeyen bir ¢oziinme ydOntemi

kullanilmistir (Florindo ve ark., 2009).

Coziinme ortami olarak % 0,02 (a/h) oraninda sodyum azid igeren pH 7,4 PBS
tamponu kullanilmistir. Difteri toksoidi igeren mikropartikiiller hesapli miktarda
tartilmis ve eppendorf tliplere konulmustur. Daha sonra iizerlerine 1000’er pl
¢oziinme ortam1 (PBS, pH 7,4) eklenmistir. Eppendorf tiipler, sicakligi 37 °C’ye ve
hizi 100 rpm’e ayarli galkalayici su banyosuna yerlestirilmistir. Belirli zaman
araliklarinda eppendorf tiipler 7500 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edilmis ve iist
faz almmigstir. Sink kosulunu saglamak amaciyla alinan {iist faz kadar yerine taze
tampon ilave edilmistir. Alinan Orneklerin mikroBCA miktar tayini yontemiyle
absorbanslart 560 nm’de okunmustur. Belirlenen absorbans degerleri, difteri
toksoidinin pH 7,4 PBS icindeki kalibrasyon denklemine konularak her bir zaman

araliginda aciga cikan difteri toksoidi konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Her bir
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deney icin 3 paralel olarak yapilan okumalar sonucunda difteri toksoidinin % agiga

cikan miktarlarina gore salim profilleri ¢izilmistir.

2.2.4.5. Kinetik Hesaplamalar ve Sonug¢larin Degerlendirilmesi

Boliim 2.2.4.4.’de anlatildig1 sekilde elde edilen in vitro salim hiz1 verileri Bolim
1.6’da yer alan kinetik modeller ve dogru denklemlerinden hareketle SPSS bilgisayar
programi kullanilarak sifir derece, birinci derece, Higuchi Kkinetiklerine ait

parametreler ile incelenmistir.

2.2.5. Difteri Toksoidi Iceren D1 ve D5 Kodlu Formiilasyonlara Ait On Stabilite

Calhismalar

Difteri toksoidi iceren formiilasyonlar tizerinde yapilan morfoloji, partikiil biiyiikliigii
ve dagilimi, enkapsiilasyon etkinligi ve iiretim verimi ile in vitro salim ¢aligmalari
sonucunda D1 ve D5 kodlu formiilasyonlar ile in vivo calismalarin yliriitilmesi

gerektigine karar verilmistir.

On stabilite ¢alismalar1 igin difteri toksoidi iceren D1 ve D5 kodlu formiilasyonlar 3
ay siireyle 2-8°C’de buzdolabinda ve 25+2°C, %60 bagil nemdeki iklim dolabinda
bekletilmistir. Difteri toksoidinin formiilasyon igindeki miktar tayinleri Boliim
2.2.1.4’te anlatildigi sekilde hesaplanmistir. Protein biitiinliigliniin  korunup
korunmadiginin anlagilmasi amaciyla ise Bolim 2.2.1.6’da anlatildigi sekilde fakat

denatiire edici olmayan kosullar altinda PAGE analizi yapilmstir.
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2.2.6. Giimiis Boyama Metodu ile D1 ve D5 Kodlu Formiilasyonlardan Salinan

Difteri Toksoidinin Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Difteri toksoidinin biitiinliik tayini i¢in in vitro salim ile elde edilen numunelerde
Merril ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ve PAGE analizinden 100 kat daha
hassas olan giimiis boyama metodu kullanilmigtir. Bu metodla 10-100ng gibi ¢ok
kiiglik miktarlarda protein igeren bantlar gortilebilmektedir (Garfin, 1990).

Bu metod igin 6ncelikle Boliim 2.2.1.6°da anlatildigr sekilde ayirma jeli ve yiikkleme
jeli mini dikey jel sistemine uygulanir ve yiikleme jeline numuneler uygulandiktan
sonra tampon ¢ozeltisi ile i¢ ve dis rezervuar doldurularak sabit volt altinda
proteinlerin yiiriitiilmesi islemi gerceklestirilir. Yiirlitme islemi sona erdikten sonra

cam plaklar arasindan dikkatlice ¢ikartilan jele takip eden islem adimlari uygulanir:

e 7dk 200 ml %7’lik asetik asit ile,

e 200 ml %50 metanol + 240 pul %50’lik glutaraldehit karisimi ile (2 kez 20’ser
dk),

e 200 ml suile (2 kez 10’ar dk),

e 15dk (0,8 g AgNO3 +4 ml su) + (21 ml su + 250 pul %30°luk NaOH + 1,4 ml
14,8 M Amonyum hidroksit) karigimu ile,

e 200 mlsuile (2 kez 5’er dk),

e 2-15 dk 200 ml su + 1 ml %]1°lik sitrik asit + 100 pl %37’lik formaldehit
karigimi ile,

e 200 ml suile (3 kez 1’er dk) muamele edilir (Coachman ve ark., 2002).
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2.2.7. In vivo Cahismalar

2.2.7.1. Deney Hayvanlarinin Se¢imi

Fare, kobay (guinea pig) ve si¢anlar in vivo agilama yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bagisiklama programimizda burundan asilama bulundugu ve hayvanlardan toplam
tic kez kan alinacagi i¢in ¢alismamiz i¢in en uygun deney hayvani kobay (guinea pig)
secilmigtir. Bu amagla Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi Bilim Kurulu
ve Etik Kurulu’ndan onay alinmis ve ¢alismalar yerel etik kurul ilkeleri ¢ercevesinde
Golbast Deneysel Aragtirma ve Uygulama Merkezi laboratuvart deney hayvanlari

tinitesinde yiirtitiilmiistiir (01.06.2011/14886).

2.2.7.2. Deney Hayvanlariin Ozellikleri

In vivo caligmalar i¢in agirliklar1 300 gram ile 350 gram arasinda degisen 7-8
haftalik 54 adet erkek Albino kobay (guinea pig) kullanilmistir. Kobaylarin
barindirildiklar1 ortamda sicaklik 22 + 2°C (%50-60 nem) olup havalandirma sistemi
mevcuttur. Kobaylar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik peryodunda saklanmustir.
Hayvanlarin kafes bakimlar1 yapilmis, giinliik olarak su ihtiyaglar karsilanmis ve

kobaylara ad libitum diyeti uygulanmigtr.

2.2.7.3. Formiilasyonlarin Secimi

D1, D2, D3, D4, D5 ve D6 kodlu formiilasyonlarin morfolojisi, partikiil biiyiikligi
ve dagilimi, enkapsiilasyon etkinligi ve liretim verimi, invitro salim sonuglar1 dikkate
alinarak in vivo ¢alismalarda D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin uygulanmasina karar
verilmistir. Kontrol grubu olarak PBS (pH 7,4) i¢inde difteri toksoidi tercih

edilmistir.
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2.2.7.4. Uygulama Dozunun Belirlenmesi

Difteri toksoidi igeren formiilasyonlarin bir¢ogu ilk asilama ve ilk rapel doz
uygulamasinda pediyatrik popiilasyon i¢in 25-30 Lf iken eriskinler i¢in 2 Lf ve tizeri
difteri toksoidi igermektedir (Ciofi degli Atti ve ark., 2002).

Ornekler dogrultusunda intranazal agilama igin 25 Lf/50 pl (25 ul/burun deligi)
formiilasyon anestezi yapilmadan erkek kobaylarin burun deliklerine mikropipet
yardimiyla uygulanmistir (Sekil 2.3) (Alpar ve ark., 2005). Her iki burun deligine
uygulama  yapilarak membran alaninin  ve bdylece formiilasyonlarin
absorpsiyonlarinin artirilmasit amaglanmistir. Asinin  kobaylarin  burun igine
verilisinden sonra kayiplarin olugsmamasi i¢in hayvanlar yaklasik iki dakika sabit
tutulmustur. Subkiitan asilama i¢in ise 25 Lf/500 pl formiilasyon anestezi

yapilmadan erkek kobaylara enjekte edilmistir.

Sekil 2.3. Kobaylarin intranazal yoldan asilanmasi
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2.2.7.5. In vivo Asillama Plam1 ve Deney Hayvanlarindan Kan Alma

In vivo ¢alismalarda difteri toksoidi igeren formiilasyonlar, dokuz farkli grup (n=6)

erkek kobaya belirli giinlerde ve belirli yollarla uygulanmistir (Cizelge 2.5).

Deney hayvanlarimin 6nceden difteri toksoidi ile karsilasip karsilasmadiklar
hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in her bir hayvandan bir hafta 6nce kan 6rnekleri
alinmistir. Birinci agilamadan bir hafta 6nce yapilan bu igslem ile deney hayvanlarinin
stres kosullarina maruziyetleri 6nlenmis ve bagisiklama sonrasinda en iyi yanitin

elde edilmesi amag¢lanmustir.

Kobaylarin bagisik yanitlarindaki degisiklikleri belirleyebilmek icin sirasiyla IgA ve
IgG antikor olusumunun gerceklestigi 20. ve 42. gilinlerde kobaylarin kalplerinden
I’er ml kan 6rnekleri alinmistir (Sayin ve ark., 2008). Kan alim islemi esnasinda
kobaylara ketamin (35mg/kg) ve ksilazin (5mg/kg) ile kimyasal anestezi
uygulanmistir. Alinan kan ornekleri steril kan tiiplerinde 1 saat oda sicakliginda, 1
saat buzdolabinda (2-8°C) bekletildikten sonra 10,000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi1 {ist kisimda toplanan serum ornekleri eppendorflara
alinarak analiz edilene kadar -20°C’de saklanmistir. Toplanan serumlardaki bagisik

yanitlar Elisa kit (total 1gG guinea pig) ile degerlendirilmistir.

Asilanmig kobaylar ileriki donemlerde farkli ¢alismalar i¢in kullanilmayacaklarindan
deney protokolii tamamlandiktan sonra kobaylara 6tenazi (eter) yapilmis ve tibbi atik

prosediiriine uygun olarak uzaklastirilmiglardir.
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Cizelge 2.5. In vivo ¢alisma gruplari, agilama zamanlar1 ve asilama yollar

Grup Doz

basina
Deney ve kontrol gruplar hayvan | Bagisiklama | Bagisiklama I. Bagisiklama Il. Bagisiklama | 111 Bagisiklama

adeti yolu sayisl 0.giin 7.giin 21.giin
1. grup 6 i.n. 3 25 Lf/50 pL 25 Lf/50 pL 25 Lf/50 uL
PBS i¢inde DT (i.n.) (i.n) (i.n)
(Kontrol Grubu)
2. grup 6 I.n. 3 50 uL 50 uL 50 uL
DT igermeyen bos D1 formiilii @i.n.) @i.n.) (i.n.)
3.grup 6 i.n. 3 50 uL 50 uL 50 uL
DT i¢ermeyen bos D5 formiilii (@i.n.) @i.n) (i.n.)
4. grup 6 I.n. 3 25 Lf/50 puL 25 Lf/50 puL 25 Lf/50 pL
DT igeren Formiil D1 (i.n.) (i.n.) (i.n)
5.grup 6 I.n. 3 25 Lf/50 pL 25 Lf/50 pL 25 Lf/50 uL
DT igeren Formiil D5 @i.n.) @i.n) (i.n.)
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Cizelge 2.5. In vivo ¢alisma gruplari, agilama zamanlar1 ve asilama yollar

Grup Doz
basina
Deney ve kontrol gruplar hayvan Bagisiklama | Bagisiklama I. Bagisiklama IL. Bagisiklama II1. Bagisiklama
adeti | Yolu sayisl 0.giin 7.giin 21.giin

6. grup 6 s.C. 2 25 Lf/500 uL - 25 Lf/50 pL
DT igeren Formiil D1 _+ (s.c)) @i.n)

1.n.
7.grup 6 S.C. 2 25 Lf/500 uL - 25 Lf/50 puL
DT igeren Formiil D5 _+ (s.c)) @i.n)

1.n.
8. grup 6 s.C. 2 25 Lf/500 pL - 25 Lf/50 puL
PBS i¢inde DT * (s.c.) @in.)

1.n.

(Kontrol Grubu)
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2.2.7.6. Subkiitan ve Intranazal Toksisite Testi

Bu test intranazal veya subkiitan uygulanan asilar i¢in yapilmistir. Biitiin kobaylarda,
42 giin boyunca enjeksiyon ve burun bolgesinde enflamasyon, 6dem ya da farkli yan

etkiler olusup olugsmadig1 gézlemlenmistir.

2.2.8. ELISA (Enzim Ilintili Immiinosorban Analizi)

ELISA testi antikor molekiillerinin miktarlarinin belirlenmesi i¢in kullanilan antikora

spesifik, basit ve duyarli bir yontemdir (Jordan, 2002).

Antitoksin titrasyonunun belirlenmesinde kullanilacak ELISA ydntemi, sonunda
uygun enzimle konjugat olusturacak analitlerin ve spesifik immiinolojik reajanlarin
kat1 yiizeylere basarili baglanmalarina baghdir. Kromojenik substrat; kaplanmis
ylizeyle temas ettigi zaman, bagli enzim miktariyla orantili olacak sekilde renkli

madde serbest birakilir (WHO, 1997b).

Guinea pig’lerden elde edilen serumlar Elisa kit (total 1gG guinea pig) ile
degerlendirilmistir. Bu testte IgG tasiyan numuneler polistiren mikroplak
duvarlarin yiizeyine adsorbe edilmis anti-IgG ile reaksiyona girer. Baglanmamis
proteinler uzaklastirildiktan sonra, anti-IgG antikorlar1 ile konjugat olusturmus olan
horseradish peroksidaz (HRP) eklenir. Bu enzim etiketli antikorlar dnceden bagl
IgG’ler ile kompleks olusturur. Tekrar yikama isleminden sonra, kromojenik
substrat, 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin ortama eklenir. Bagli enzimin miktar1 dogrudan
numunedeki 1gG konsantrasyonuyla degistiginden 450 nm’deki absorbans
numunedeki 1gG konsantrasyonunun bir Ol¢iisiidiir. Numunelerdeki IgG miktar

standartlardan elde edilen standart egriden hesaplanabilmektedir. Cift antikor sandvig

ELISA yonteminin prensibi Sekil 2.4’te gosterilmistir.



90

Kat faza bagh anti-1gG antikorlan

W

Standartlar ve Numunelerin eldemmesi

U

IgG ve anti-IgG kompleksinin olusmasi

W

Bagh olmayan numunelerin uzaklastirilmas:

L

Anti-IgG ile Horseradish peroksidaz (HRP) konjugatium eklenmesi

Anti-IgG-HREP*IgG* anti-IgG kompleksinin ohugmas:

N

Bagh olmavan Anti-IeG-HRP kompleksinin uzaklastirilmas:

Kromojenik substratn eklenmesi

@

Bagh enzim aktivitesinin belirlenmesi

Sekil 2.4. Sandvi¢c ELISA yonteminin sematik gésterimi

Analize baslamadan Once reajanlar ve analiz edilecek kobay serumlar1 oda
sicakligina getirilmistir. Standardin sulandirici konsantrat ile 6,25-400 ng/ml
arasinda yedi diliisyonu hazirlanmistir. Ayni sekilde biitiin serumlar sulandirici
konsantrat ile 1/100000 oraninda seyreltilmistir. Standartlardan ve numunelerden
100’er pl her bir kuyucuga ilave edilmistir. Kor olarak kullanilacak kuyucuklara ise
100’er pul standart sulandirict konsantrattan ilave edilmistir. Daha sonra plagin lizeri
kapatilarak oda sicakliginda 20+2 dakika bekletilmistir. Bu silire sonunda
kuyucuklardaki sivilarin bosaltilmasi saglanmistir. Her bir kuyucuk yikama ¢ozeltisi
ile 4 kez yikanmistir. Kalan s1viy1 uzaklagtirmak amaciyla plak siizgec kagidi tizerine
ters ¢evrilmis, hafif¢e vurularak kurumasi saglanmistir. Daha sonra her bir kuyucuga
100’er pl enzim-antikor konjugati ilave edilmis ve yine plagin iizeri kapatilarak oda

sicakliginda 20+2 dakika bekletilmistir (Sekil 2.5). Tekrar kuyucuklardaki sivilar
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uzaklastirilmig ve 4 kez yikama islemi gergeklestirilmistir. Kuyucuklardaki yikama
¢Ozeltisi tamamen uzaklastirildiktan sonra kromojen (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin)-
substrat ¢ozeltisinden her bir kuyucuga 100°er pl ilave edilmistir. Kuyucuklardaki
stvinin - rengi maviye dondiikten sonra plak karanlik bir odada 10 dakika
bekletilmistir. 10 dakika sonunda her bir kuyucuga 100’er pl durdurma ¢ozeltisi ilave
edilmis ve kuyucuklardaki sivinin renginin maviden sartya donmesi tamamlandiktan

sonra numunelerin kore kars1 450 nm’de absorbanslari okunmustur.

In vivo calisma sonuglar1 T testi ve Fisher testi ile degerlendirilmis, gruplar arasinda

farklilik olup olmadig tespit edilmistir. p < 0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.

Sekil 2.5. ELISA kitine numunelerin ve reajanlarin uygulanmast
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3. BULGULAR

3.1. Difteri Toksoidi Ozelliklerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

3.1.1. Difteri Toksoidinin Protein Miktar Tayinine Ait Bulgular

Bolim 2.2.1.1’de anlatildig1 sekilde difteri toksoidinin protein miktar tayini
belirlenmistir. Spektrofotometrik dl¢ciimde dncelikle 100 pl difteri toksini 1000 pl saf su
ile seyreltilmistir. Absorbans 280 nm’de 0,423 bulunmusken 260 nm’de 0,634
bulunmustur. Elde edilen degerler Schleif ve Wensink tarafindan gelistirilen
denklemde yerine konulmus ve bulunan deger seyreltme faktorii ile ¢arpilmistir. Protein

miktart 1900 pg/ml olarak bulunmustur.

3.1.2. Difteri Toksoidinin Lf Degerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Bolim 2.2.1.2°de anlatildig1 sekilde difteri toksoidinin Lf degeri hesaplanmistir.
Flokiilasyonun ilk ve en ¢ok gdzlendigi tiip 3 numaral tiip olmustur. Calismamizda
antitoksin iceren standart ile 1/2 oraninda galisildigindan 3 nolu tiipiin Lf degeri ilk
olarak 2 ile carpilmistir. Daha sonra elde edilen deger difteri toksoidinin serum
fizyolojik ile seyreltilmesi nedeniyle 11 ile garpilmis ve son olarak da tiiplere 0,5 ml
difteri toksoidinin ilave edildiginden dolay1 bulunan deger 2 ile ¢arpilmistir. Sonug
olarak, Ramon flokiilasyon testine gore ileriki ¢alismalarda kullanilacak olan difteri

toksoidinin Lf degeri 1320 Lf/ml olarak belirlenmistir.

3.1.3. Difteri Toksoidinin UV Spektrumuna Ait Bulgular

Bolim 2.2.1.3’de anlatildign sekilde mikroplak okuyucusundan alinan difteri

toksoidine ait spektrumlar Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Difteri toksoidinin formiilasyonlardaki miktarinin ve formiilasyuonlardan in vitro
saliminin incelenebilmesi i¢in ¢alismamizda pH 7,4 PBS tamponu kullanilmstir.
Difteri toksoidinin bu ortamlar igindeki Amax degeri, mikroplak okuyucusundan alinan

spektrumlardan yararlanilarak 560 nm bulunmustur.
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Sekil 3.1. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS icindeki spektrumu

3.1.4. Difteri Toksoidinin MikroBikinoninik Asit (MikroBCA) Yontemiyle

Kalibrasyonuna Ait Bulgular

Boliim 2.2.1.4’te anlatildig: sekilde difteri toksoidinin PBS (pH 7,4) tamponu iginde
yapilan Ol¢iimler sonucu elde edilen kalibrasyon parametreleri ve kalibrasyon

dogrusu sirastyla Cizelge 3.1 ve Sekil 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Difteri toksoidinin kalibrasyon dogrularina ait parametreler

Ortam Egim + SH* Kesisim £ SH* r2

PBS (pH 7,4) 0,0337 +0,0001 0,0872 +0,0014 0,9997

*SH: Standart Hata
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Kalibrasyon dogrusuna ait r* degerinin 1’ yakin ve standart hata degerlerinin diisiik
olmasi, okunan absorbanslardan belirlenen konsantrasyon degerlerinin giivenilir

sonuglarda olacaginmi gostermektedir (Cizelge 3.1).

1,6 -
14 | |y=0,0337x+ 0,0872
R? = 0,9997

1,2 A

o w o B

0,8 -

0,4

0 o T o=
]
=y}
1

0,2

L4}

D | | |
0 20 40 B0

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.2. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS icinde kalibrasyon grafigi

3.1.5. Difteri Toksoidinin Miktar Tayini icin MikroBikinoninik Asit
(MikroBCA) Yonteminin Validasyonuna ait Bulgular

3.1.5.1. Dogruluk

Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS c¢ozeltisindeki miktar tayini yOnteminin
dogrulugunun belirlenmesi i¢in {i¢ farkli konsantrasyon noktasinin altisar kez
okunmasi ile elde edilen absorbans degerlerinden yola ¢ikilarak hesaplanan pratik
konsantrasyon, % geri kazanim ve % geri kazanim degerlerinin ortalama, standart
sapma ve % bagil standart sapma degerleri hesaplanmis ve Cizelge 3.2°de bu

degerler verilmistir.
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Cizelge 3.2. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS i¢indeki dogruluk bulgular

Coziinme Ortami: pH 7,4 Fosfat Tamponu

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

6 pg/ml 10 pg/ml 22 pg/ml

Pratik %Geri Pratik %Geri Pratik %Geri
Konsantrasyon | Kazanim | Konsantrasyon | Kazanim | Konsantrasyon | Kazanim
5,840 97,33 10,083 100,830 | 21,893 99,514
5,869 97,82 10,053 100,530 | 21,804 99,109
5,810 96,83 10,024 100,240 | 21,834 99,245
5,751 95,85 9,964 99,640 21,982 99,918
5,780 96,33 10,113 101,130 | 22,101 100,459
5,751 95,85 10,231 102,310 | 22,368 101,673
Oort. % Geri | 96,67 Ort. % Geri| 100,780 |Ort. % Geri | 99,986
Kazanim Kazanim Kazanim

+ SS* 0,805 + SS* 0,908 + SS* 0,961
%Bagil 0,833 %Bagil 0,9 %Bagil 0,961
Standart Standart Standart

Sapma Sapma Sapma

Elde edilen veriler % bagil standart sapma degerlerinin %2’den kii¢iik olma sartina

gore yorumlanmis ve dogruluk tespit edilmistir.

3.1.5.2. Kesinlik

Difteri toksoidinin PBS (pH 7,4) icindeki kalibrasyonunun kesinliginin tayin

edilmesinde tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametreleri incelenmistir.




3.1.5.2.1. Tekrarlanabilirlik

Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS c¢ozeltisindeki

96

miktar tayini

yonteminin

tekrarlanabilirligibi belirlemek i¢in li¢ farkli konsantrasyonda altisar kez yapilan

Olclimlere ait ortalama, standart sapma ve % bagil standart sapma degerleri

hesaplanmis ve Cizelge 3.3’te bu degerler gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ortamindaki tekrarlanabilirlik bulgular

Co6ziinme Ortami: pH 7,4 Fosfat Tamponu

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

6 pg/ml 10 pg/ml 22 ng/ml

Absorbans | Kons.* Absorbans Kons.* Absorbans Kons.*
0,284 5,840 0,427 10,083 0,825 21,893
0,285 5,869 0,426 10,053 0,822 21,804
0,283 5,810 0,425 10,024 0,823 21,834
0,281 5,751 0,423 9,964 0,828 21,982
0,282 5,780 0,428 10,113 0,832 22,101
0,281 5,751 0,432 10,231 0,841 22,368
Ortalama | 5,800 Ortalama 10,078 Ortalama 21,997
+ SS* 0,048 + SS* 0,091 + SS* 0,211
%Bagil 0,83 %Bagil 0,9 %Bagil 0,959
Standart Standart Standart

Sapma Sapma Sapma

Tekrarlanabilirlik i¢cin Cizelge 3.3’te gosterilen veriler % bagil standart sapma

degerlerinin %2 den kiiciik olma sartina gore yorumlanmis ve uygun olduklar tespit

edilmistir.




3.1.5.2.2. Ara Kesinlik
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Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS c¢ozeltisindeki miktar tayini yonteminin ara

kesinligini belirlemek igin ti¢ farkli konsantrasyonda iki farkli analist ile altisar kez

yapilan Slgiimlere ait ortalama, standart sapma ve % bagil standart sapma degerleri

hesaplanmis ve Cizelge 3.4’te bu degerler verilmistir.

Cizelge 3.4. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ortamindaki ara kesinlik bulgulari

Coziinme Ortami: pH 7,4 Fosfat Tamponu

Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon: Teorik
6 pg/ml 10 pg/ml Konsantrasyon:

22 pg/ml
I. Analist Il. Analist | I. Analist Il. Analist I. Analist | Il. Analist
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) | (ng/ml)
5,751 5,788 9,982 10,143 22,105 22,041
5,905 5,870 9,920 10,079 22,097 21,947
5,790 5,943 10,12 10,024 21,852 21,843
6,015 5,987 10,095 9,964 21,948 22,106
5,920 5,810 9,996 9,850 22,256 22,523
5,780 5,890 10,140 9,964 21,893 21,668
Ortalama | 5,860 | 5,881 10,042 10,004 22,025 22,021
+ SS* 0,103 | 0,076 0,088 0,102 0,154 0,290
%Bagil 1,76 | 1,29 0,88 1,02 0,7 1,318
Standart
Sapma

Ara kesinlik i¢in Cizelge 3.4 te gosterilen veriler % bagil standart sapma degerlerinin

%?2’den kiiciik olma sartina goére yorumlanmis ve uygun olduklari tespit edilmistir.

Ara kesinlikte elde edilen bulgulara SPSS istatistik programi kullanilarak ortalamalar

arast farkin 6nem testi uygulandiginda, ortalamalar arasi1 farkin 6nemli olmadigi

tespit edilmistir (p>0,05).
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3.1.5.3. Ozgiinliik

Formiilasyonlarda yer alan tiim maddelerin formiilasyonda kullanilan miktarlari
lizerinden ayr1 ayri ¢ozeltileri ile difteri toksoidi igermeyen bos mikropartikiiler
formiilasyonlar hazirlanmistir. Yardime1 maddelere ait ¢ozeltiler ile %5 SDS igeren
IM NaOH / 1M HCI ile muamele edilen bos mikropartikiillerin 350-750 nm
araliginda spektrumlart alinmistir (Sekil 3.3). Difteri toksoidinin  maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyu olan 560 nm’de pik verip vermediklerine
bakilmistir. Kullanilan maddelerden higbiri bu aralikta belirgin pik vermemis olup
bdylece bu yontemin difteri toksoidi miktarin1 tam olarak belirleyebildigi

saptanmistir.

oD

0a

Ja0 400 430 a00 230 &00 G30 a0 74l

Wavelencth (hr)
Sekil 3.3. Bos mikropartikiillerin %5 SDS i¢eren 1M NaOH/1M HCI’deki spektrumu

3.1.5.4. Gozlenebilme Siniri

Difteri toksoidinin stok ¢ozeltisinden (190 pg/ml) hareketle seyreltmeler yapilarak
yedi farkli diliisyonu hazirlanmig ve {i¢ paralel olacak sekilde mikroplaga
uygulanmistur.  Hesaplanan absorbanslar  konsantrasyonlara karsi  grafige
gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularinin egim ve kesisim degerlerinden
Bolim 2.2.1.5.4’te gosterildigi sekilde hesaplanan LOD degerleri Cizelge 3.5°te

verilmisgtir.
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Cizelge 3.5. Difteri toksoidinin LOD degerleri

Cozlinme Ortami LOD

pH 7,4 PBS 0,362 pg/ml

3.1.5.5. Alt Tayin Simir1

Difteri toksoidinin stok ¢ozeltisinden (190 pg/ml) hareketle seyreltmeler yapilarak
yedi farkli diliisyonu hazirlanmig ve {i¢ paralel olacak sekilde mikroplaga
uygulanmistur. Hesaplanan absorbanslar  konsantrasyonlara karsi  grafige
gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularinin egim ve kesisim degerlerinden
Bolim 2.2.1.5.5’te gosterildigi sekilde hesaplanan LOQ degerleri Cizelge 3.6’da

verilmigtir.

Cizelge 3.6. Difteri toksoidinin LOQ degerleri

Coziinme Ortami LOQ

pH 7,4 PBS 1,1 pg/ml

3.1.5.6. Dogrusallik ve Arahk

Difteri toksoidinin devamli okunabilecegi minimum ve maksimum konsantrasyonlari
arasindan yedi nokta secilmis, PBS (pH 7.4) icinde 190 pg/ml konsantrasyonda
hazirlanan difteri toksoidinin stok ¢ozeltilerinden hareketle 6 pg/ml ve 42 pg/ml
arasindaki konsantrasyonlara seyreltmeler yapilmistir. Hazirlanan bu c¢ozeltilerin
absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda okunmustur. Bu verilerden hesaplanmis
dogrusallik ve dogrusallik araligina ait dogrular Sekil 3.4’te, bu dogrulara ait
parametreler ise Cizelge 3.7°de verilmistir. Hazirlanan konsantrasyonlara karsilik
gelen alan degerleri kullanilarak “GraphPad InStat istatistik programi” yardimiyla

elde edilen dogrunun %95 olasilikli gliven sinirlart gosterilmistir.
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—— Linear Regression

=== 95% Corfidence Interval

56 1 % # % ® @ B A % B

¥ % 4 0

Sekil 3.4. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS i¢cinde dogrusallik grafigi

Cizelge 3.7. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS tamponu icerisindeki dogrusallik

parametreleri

Egim (m) 0,03372
Egimin Standart Hatas1 0,000242
Egimin %95 Olasilikl1 Giiven Aralig1 0,03310-0,03434
Korelasyon Katsayisi (1) 0,9999
Regresyon Katsayisi (1°) 0,9997
Kesisim (n) 0,08715
Kesisimin Standart Hatas1 0,006542
Kesisimin %95 Olasilikli Giiven Aralig 0,07033-0,1040
Regresyon Dogrusundan Sapmalarin Standart Hatasi (Sy.x) 0,007604
Lineer regresyon kareler toplami 1,123
Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplami 2,801 x 107
Ortalamanin Artik Kareler Toplam1 (RMS) 5783 x 107

2
Dogrusallik deneyi sonucunda elde edilen dogruya ait r degerlerinin yliksek,

regresyon dogrusundan sapmanin standart hatasinin diisik olusu, elde edilen

verilerin giivenirliligini gdstermektedir.
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3.1.6. Difteri Toksoidinin Saflik Tayinine Ait Bulgular

Bolim 2.2.1.6’da anlatildig1 sekilde denatiire edici kosullar altinda SDS-PAGE
caligmalar yiritilmis ve difteri toksoidine ait tek zincir 66 kDa, A fragmani 29
kDa, B fragmani1 45 kDa dolaylarinda goriilmiistiir (Sekil 3.5). Bu bantlarin disinda

farkli bantlarin gézlenmemesi safsizliklarin bulunmadigina isaret etmektedir.

<] 66kDa
<1 45kDa
<"1 29kDa

Sekil 3.5. Difteri toksoidinin safligin1 gosteren SDS-PAGE jeli; a: 1 pg/ml, b: 0,05
pug/ml, c: 0,1 pg/ml, d: 0,2 pg/ml, e: 0,4 pg/ml, f: 0,3 pg/ml, g: 0,5 pg/ml

3.1.7. Difteri Toksoidinin Stabilitesine Ait Bulgular

Stabilite ¢aligmas1 kapsaminda difteri toksoidinin miktar tayini Boliim 2.2.1.4’te
anlatildigr sekilde mikroBCA yontemiyle yiiriitiilmiistiir. Elde edilen bulgular
Cizelge 3.8’de gosterilmistir.

Cizelge 3.8. 2-8°C’de bekletilen difteri toksoidinin % kalan miktar1 (n=3, Ortalama
+ SH)

Aylar Baslangig l.ay Il ay VI. ay
Kalan difteri toksoidi miktari 99,85 99,78 99,44 98,63
(%) + + + +
2-8°C (Buzdolab1) = SH* 0,27 0,18 0,33 0,24

*SH: Standart Hata
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3.2. Mikropartikiiler Yapidaki On Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

On formiilasyonlarm karakterizasyonlarinda morfoloji, enkapsiilasyon etkinligi ve
dretim verimi incelenmistir. Bu parametrelere ait sonuclar ilerleyen boliimlerde

sunulmaktadir.

3.2.1. Mikropartikiiler = Yapidaki On Formiilasyonlarin  Morfolojik

Ozelliklerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.2.3.1°de anlatildig1 sekilde mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlarin
optik mikroskopta dijital fotograflari ¢ekilmistir. Mikropartikiil formiilasyonlarina ait
mikroskop ile ¢ekilen fotograflar Sekil 3.6’da yer almaktadir.

TeeRe e O %% W

Sekil 3.6. Mikropartikiiler yapidaki ©n formiilasyonlara ait optik mikroskop
goriintiileri. A) F1 B) F2
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Sekil 3.6. Devam Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlara ait optik mikroskop
gorintiileri. C)F3 C)F4 D)F5 E)F6 F) F7 G) F8
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Sekil 3.6. Devam Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlara ait optik mikroskop
goriintiileri. G) F9 H) F10 1) F11 ) F12J)F13 K)F14
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g

Sekil 3.6. Devam Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlara ait optik mikroskop
goriintiileri. L) F15 M) F16 N)F17 O) F18 O) F19 P) F20
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M | riane GISRR Q00 1
Sekil 3.6. Devam Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlara ait optik mikroskop
goriintiileri. R) F21 S) F22 S) F23 T) F24 U) F25 U) F26
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Zb) Zc)

Sekil 3.6. Devam Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlara ait optik mikroskop
gorintiileri. V) F27 Y) F28 Z) F29 Za) F30 Zb) F31 Zc) F32
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‘ B { ® | e : 3
Sekil 3.6. Devam Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlara ait optik mikroskop
gorlntiileri. Z¢) F33 Zd) F34 Ze) F35 Zf) F36

3.2.2. Mikropartikiiler Yapidaki On Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon

Etkinlikleri ve Uretim Verimleri Tayinine liskin Bulgular

Boliim 2.2.3.2°de anlatildig1 sekilde mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlarin
enkapsiilasyon etkinlikleri ve {iretim verimleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar

Cizelge 3.9’da sunulmaktadir.
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Cizelge 3.9. Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri ve {iretim verimleri (n=3)

Formiil Polimer Antijen Primer Eklenen Eklenen | Enkapsiilasyon | Uretim
Kodu: tipi miktar1 (mg) | emiilsiyon Pluronic Pluronic | etkinligi Verimi

olusturmak icin | tipi miktar1 | (%) (%)

kullanilan +

karistirici SS*
F1 PLGA 4 Homojenizator - - 22,8+1,45 77
F2 PLGA 10 Homojenizator - - 36+1,00 73,3
F3 PLGA 20 Homojenizator - - 23,6 £0,96 12
F4 PLGA 4 Sonikator - - 61,3+ 1,21 86
F5 PLGA 10 Sonikator - - 54 + 0,68 61
F6 PLGA 20 Sonikator - - 447 + 1,68 84
F7 PCL (14kDa) 4 Homojenizator - - 22,7 +2,28 96,3
F8 PCL (14kDa) 10 Homojenizator - - 27,8+0,73 83,3
F9 PCL (14kDa) 4 Sonikator - - 355+1,92 99

SS: Standart Sapma
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Cizelge 3.9. Devam Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri ve {iretim verimleri (n=3)

Formiil Polimer Antijen Primer Eklenen Pluronic | Eklenen | Enkapsiilasyon | Uretim
Kodu tipi miktar1 (mg) | emiilsiyon tipi Pluronic | etkinligi Verimi

olusturmak i¢in miktar1 | (%) (%)

kullanilan +

karistirici SS*
F10 PCL (14kDa) 10 Sonikator - - 29,6 + 1,53 85
F11 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-68 %1 58,1 + 0,44 78,8
F12 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-68 %6 58,6 + 0,30 76
F13 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-68 %15 57,3+1,20 70
F14 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-127 %1 65,8 +1,00 80
F15 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-127 %6 55,6 + 1,67 79,3
F16 PLGA 10 Sonikator Pluronic F-127 %15 53,2+ 1,03 72,1
F17 PLGA 10 Homojenizator Pluronic F-68 %1 42 + 1,57 70,6
F18 PLGA 10 Homojenizator Pluronic F-68 %6 46,4+ 1,19 61,3
F19 PLGA 10 Homojenizator Pluronic F-68 %15 40,5+ 0,98 56,8
F20 PLGA 10 Homojenizator Pluronic F-127 %1 40+ 1,62 75

SS: Standart Sapma
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Cizelge 3.9. Devam Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri ve tiretim verimleri (n=3)

Formiil Polimer Antijen Primer Eklenen Eklenen Enkapsiilasyon | Uretim
Kodu tipi miktar1 (Mmg) | emiilsiyon Pluronic Pluronic etkinligi Verimi

olusturmak tipi miktari (%) (%)

icin Kullanilan *

karistirici SS*
F21 PLGA 10 Homojenizator Pluronic F-127 %6 47,8 + 0,68 72
F22 PLGA 10 Homojenizatér | Pluronic F-127 %15 37,6 +0,97 63,1
F23 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-68 %1 30,3+1,13 72,8
F24 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-68 %6 11,4+ 1,54 78,3
F25 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-68 %15 13,1 +2.48 64,3
F26 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-127 %1 16,3+ 1,87 75
F27 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-127 %6 12,1+0,76 74,2
F28 PCL (14kDa) 10 Sonikator Pluronic F-127 %15 11,4+ 1,37 67,4
F29 PCL (14kDa) 10 Homojenizator Pluronic F-68 %1 35,8+ 1,54 75,4
F30 PCL (14kDa) 10 Homojenizator Pluronic F-68 %6 25,5+ 2,09 66,2

SS: Standart Sapma
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Cizelge 3.9. Devam Mikropartikiiler yapidaki 6n formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri ve iiretim verimleri

Formiil Polimer Antijen Primer Eklenen Eklenen Enkapsiilasyon | Uretim
Kodu tipi miktar1 (Mmg) | emiilsiyon Pluronic Pluronic etkinligi Verimi
olusturmak tipi miktari (%) (%)
icin Kullanilan *
karistirici SS*
F31 PCL (14kDa) 10 Homojenizator Pluronic F-68 %15 21,6 +0,77 60,5
F32 PCL (14kDa) 10 Homojenizatér | Pluronic F-127 %1 13+ 2,53 77
F33 PCL (14kDa) 10 Homojenizatér | Pluronic F-127 %6 7,8+1,47 73
F34 PCL (14kDa) 10 Homojenizatér | Pluronic F-127 %15 16,3+ 1,32 64
F35 PCL (70-90 kDa) 10 Homojenizator Pluronic F-68 %1 40,5+1,55 74,6
F36 PCL (70-90 kDa) 10 Sonikator Pluronic F-68 %1 48,7 +0,97 70,8

SS: Standart Sapma
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3.3. Difteri Toksoidi Iceren  Mikropartikiiler =~ Formiilasyonlarin

Karakterizasyonu

Cizelge 3.9’da koyu renk ile gosterilen formiilasyonlarin optimal formiilasyonlar
olduguna karar verilmis ve c¢alismalara bu formiilasyonlarla devam edilmistir.
Cizelge 2.4’te sunulan difteri toksoidi iceren mikropartikiiler formiilasyonlarin
karakterizasyonlar1 i¢in morfoloji, partikiil biiyiikliigli ve dagilimi, enkapsiilasyon
etkinligi ve fdretim verimi, invitro salim parametreleri incelenmistir. Bu

parametrelere ait sonuglar ilerleyen boliimlerde sunulmaktadir.

3.3.1. Difteri Toksoidi Iceren Mikropartikiiler Formiilasyonlarin Morfolojik

Ozelliklerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Difteri toksoidi ig¢eren mikropartikiil formiilasyonlarina ait optik mikroskop ile

cekilen fotograflar Sekil 3.7°de yer almaktadir.

Sekil 3.7. Difteri toksoidi igeren mikropartikiil formiilasyonlarina ait optik
mikroskop goriintiileri. A) D1 B) D2 C) D3 C) D4 D) D5 E) D6
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Sekil 3.7. Devam

3.3.2. Difteri Toksoidi Iceren Mikropartikiiler Formiilasyonlarin Partikiil

Biiyiikliigii ve Dagihimlarimin Belirlenmesine Ait Bulgular

Bolim 2.2.3.2°de anlatildig1 sekilde mikropartikiilerin geometik ortalama gaplari
lazer kirnimi graniilometresi kullanilarak hesaplanmistir. Mikropartikiillerin partikiil
biiyiikliigi - % hacim dagilimi grafikleri Sekil 3.8’de, geometrik ortalama g¢ap

degerleri ise Cizelge 3.10’da sunulmaktadir.
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Cizelge 3.10. Difteri toksoidi igeren mikropartikiil formiilasyonlarina ait lazer
kirinimi yontemi ile bulunan geometrik ortalama caplar (n=3)

Formiil Kodu Geometrik ortalama cap (um) £ SS*
D1 6,93 + 0,45
D2 7,98 + 0,83
D3 22,47 +0,31
D4 344+1,22
D5 8,88 £ 0,02
D6 12,6 + 0,19

SS: Standart Sapma

3.3.3. Difteri Toksoidi Iceren Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon Etkinlikleri ve

Uretim Verimleri Tayinine iliskin Bulgular

Cizelge 3.11°de difteri toksoidi iceren formiilasyonlara ait enkapsiilasyon etkinlikleri

ve uretim verimleri sunulmaktadir.
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Cizelge 3.11. Difteri toksoidi i¢eren formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri ve iiretim verimleri

Formiil Polimer Antijen Primer emiilsiyon | Eklenen | Eklenen Kriyo Enkapsiilasyon Uretim
Kodu tipi miktari olusturmak i¢in Pluronic | Pluronic protektan etkinligi Verimi
(mg) kullanilan tipi miktari Ilavesi (%) (%)
karistirici (1000°de 1 +
oraninda SS*
mannitol)
D1 PLGA 75,8 Homojenizator F-68 %1 + 60,6 + 0,39 88,38
(144 g
protein)
D2 PLGA 75,8 Sonikator F-68 %1 + 53,7+ 1,53 87,23
(144 g
protein)
D3 PCL 75,8 Homojenizator F-68 %1 + 46,8 +£1,97 73,57
(70-90 kDa) (144 pg
protein)
D4 PCL 75,8 Sonikator F-68 %1 + 52,6 +1,08 74
(70-90 kDa) (144 pg
protein)
D5 PCL 75,8 Homojenizator F-68 %1 + 55,7+ 0,86 88,3
(14 kDa) (144 pg
protein)
D6 PCL 75,8 Sonikator F-68 %1 + 45,9+ 1,68 88,96
(14 kDa) (144 pg
protein)

SS: Standart Sapma
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3.3.4. Difteri Toksoidi Iceren Formiilasyonlarm In vitro Sahm Calismalarina

Ait Bulgular

Bolim 2.2.4.4’te anlatildig1 sekilde membran igermeyen yontemin kullanildigi in
vitro salim ¢aligmalar1 sonucunda difteri toksoidinin formiilasyonlardan zamana kars1

salim profili Sekil 3.9°da goriilmektedir.

120 +
8100 -
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- | - e [) |
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=
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Sekil 3.9. D1, D2, D3, D4, D5 ve D6 kodlu formiilasyonlardan difteri toksoidinin in
vitro salim profilleri

3.3.5. In vitro Salim Hizi Deneylerinin Kinetik Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Elde edilen mikropartikiillerden pH 7,4 PBS tamponu i¢inde mikroBCA analiz
yontemi ile hesaplanan difteri toksoidi ¢ikisinin uyum sagladigi kinetik
mekanizmalarin belirlenmesi amaciyla, hesaplanan verilerin sifir derece, birinci
derece, Higuchi kinetiklerine uyumlart degerlendirilmistir. Cizelge 3.12’de in vitro

salim hiz1 kinetiklerine ait parametreler yer almaktadir.
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Cizelge 3.12. Difteri toksoidi i¢eren formiilasyonlarin salim hiz1 Kinetik verileri

Kinetik Mekanizma Formiilasyonlar
D1 D2 D3 D4 D5 D6
“Ko (ng/giin) 3,422 3,514 2,671 2,669 3,094 3,285
& § “r? 0,85 0,828 0,914 0,87 0,887 0,871
7 % “"SH 0,72 0,802 0,411 0,515 0,553 0,632
“AOKT 1169,473 1451,332 380,627 598,886 689,371 902,056
"kq (giin™) 0,039 0,023 0,048 0,041 0,037 0,033
S § “r? 0,516 0,618 0,651 0,562 0,658 0,623
% g ""SH 0,022 0,011 0,020 0,021 0,015 0,015
“TAOKT 0,381 0,09 0,325 0,354 0,193 0,182
_ "k (giin?) | 18,774 19,467 14,302 14,54 16,767 17,916
E 7 0,964 0,957 0,987 0,974 0,982 0,977
._%” ::SH 1,823 2,061 0,814 1,197 1,142 1,387
AOKT 282,534 360,892 56,319 121,713 110,909 163,61
Ko : Sifir derece salim hiz sabiti (pug/giin)
:*2 : Determinasyon katsayisi
__SH : Standart hata
AOKT : Artik ortalama kareler toplami
ke : Birinci derece salim hiz sabiti (giin™)

******

K : Higuchi salim hiz sabiti (giin ™)
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3.3.6. Difteri Toksoidi Iceren D1 ve D5 Kodlu Formiilasyonlara Ait On Stabilite

Calismalarina Ait Bulgular

Difteri toksoidi i¢ceren D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin 6n stabilite caligmalari, 3 ay
siireyle 2-8°C’de buzdolabinda ve 25+2°C, %60 bagil nemdeki iklim dolabinda
bekletilmesiyle yapilmistir.

Boliim 2.2.1.4°te belirtilen sekilde yapilan miktar tayinine ait veriler Cizelge 3.13 ve
3.14°te, Boliim 2.2.1.6’da belirtilen sekilde ancak denatiire edici olmayan kosullar
altinda yapilan protein biitiinliigiiniin korunup korunmadiginin anlasilmasina ait
PAGE verileri ise Sekil 3.10 ve 3.11°de sunulmaktadir. Miktar tayinlerinde zamanla
meydana gelen degisiklikler degerlendirildiginde hem 2-8°C’de saklanan
formiilasyonlar hem de 25+2°C’de saklanan formiilasyonlar i¢in anlamli farkliliklar

bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 3.13. Difteri toksoidi iceren ve 2-8°C’de saklanan formiilasyonlarin belirli
zaman araliklarinda Slgiilen difteri toksoidi miktarlar1 (n=3, Ortalama + SS)

Formiil Kodu: Kalan difteri toksoidi miktar: (%) + SS”
Baslangic 1. ay 3.ay
D1 60,6 + 0,39 58,7 + 1,30 57,5+ 1,54
D5 55,7+ 0,86 54,63 £ 1,53 52,48 1,69

"SS: Standart sapma

Cizelge 3.14. Difteri toksoidi igeren ve 25+2°C’de saklanan formiilasyonlarin belirli
zaman araliklarinda olgiilen difteri toksoidi miktarlar1 (n=3, Ortalama + SS)

Formiil Kodu: Kalan difteri toksoidi miktar:1 (%) = SS*
Basglangic 1. ay 3.ay
D1 60,6 + 0,39 57,3+ 0,99 52,39 +£1,72
D5 55,7+ 0,86 52,8 +1,15 46,63 £ 0,57

"SS: Standart sapma
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250 kDa
130 kDa

100 kDa
70kDa [— >

55 kDa

35 kDa

MAB: Molekiil agirlig1 belirteci

Sekil 3.10. A) 2-8°C’de ve B) 25+2°C saklanan D1 kodlu formiilden ektrakte edilen
difteri toksoidine ait PAGE goriintiisii 1) baslangic 2) 1. ay 3) 2. ay 4) 3. ay

250 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55kDa

35kDa

MAB: Molekiil agirlig: belirteci

Sekil 3.11. A) 2-8°C’de ve B) 25+2°C saklanan D5 kodlu formiilden ektrakte edilen
difteri toksoidine ait PAGE goriintiisii 1) baslangi¢ 2) 1. ay 3) 2. ay 4) 3. ay
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3.3.7. Giimiis Boyama Metodu ile D1 ve D5 Kodlu Formiilasyonlardan Salinan
Difteri Toksoidinin Yapisal Biitiinliigiiniin Belirlenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.2.1.6’da anlatildig sekilde denatiire edici olmayan kosullar altinda yapilan
in vitro salim numunelerinin uygulandigi PAGE analizi ile elde edilen jellerde bant

olusumu gozlenmemistir (Sekil 3.10). Bu nedenle in vitro salim numunelerine daha

hassas olan giimiis boyama metodu Boliim 2.2.6’da anlatildig1 sekilde uygulanmistir.
Elde edilen bantlar Sekil 3.12’de gosterilmektedir.
A)

Sekil 3.12. A) D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin in vitro salim numunelerinden
PAGE analizi ile elde edilen jel goriintiisii B) D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin in
vitro salim numunelerinden giimiis boyama analizi ile elde edilen jel goriintiisii

1: Marker, 2: 15 pg/ml PBS i¢inde difteri toksoidi, 3: 9 pg/ml PBS i¢inde difteri
toksoidi, 4: 3 pug/ml PBS i¢inde difteri toksoidi, 5: D1 kodlu formiilden 1. giin alinan
salim numunesi, 6: D1 kodlu formiilden 7. giin alinan salim numunesi, 7: D1 kodlu
formiilden 14. giin alinan salim numunesi, 8: D5 kodlu formiilden 1. giin alinan salim
numunesi, 9: D5 kodlu formiilden 7. giin aliman salim numunesi, 10: D5 kodlu
formiilden 14. giin alinan salim numunesi
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3.3.8. Sandvi¢ ELISA Testine Ait Bulgular

Standardin sulandirict konsantrat ile 6,25-400 ng/ml arasinda hazirlanan yedi
diliisyonunun Bolim 2.2.8’de anlatildigi sekilde elde edilen absorbanslarina karsi
bilinen konsantrasyonlar1 grafige gecirilerek 4 parametreli lojistik esitlik elde
edilmistir (Sekil 3.13).

4 Parameter Logistic
an-09108 b= 06358, c= 442843, 4 = 4.7033, RMSE = 0.2789, R-square = 09739

35 3
/ X8 (Y-D) + CP(Y-4)=0
’ / A= 09108
i B= 06358
/ i g e
2

Response values

/ D=4,033
s

10 174 ns S 100 1778 ne2
Independent values (i log scale)

Sekil 3.13. ELISA kitine uygulanan standartlarin bilinen konsantrasyonlarina kars1
Olciilen absorbanslarinin grafige gecirilmesi ve 4 parametreli lojistik esitligin elde
edilmesi

Guinea pig serumlarinin Boliim 2.2.8’de anlatildig1 sekilde elde edilen absorbanslar
Sekil 3.12°de elde ettigimiz 4 parametreli lojistik esitlikte yerine konularak
serumlarin konsantrasyonlari bulunmustur. Boliim 2.2.7.5°de belirtilen gruplardaki
hayvanlarin ortalama 1gG konsantrasyonlart hesaplanmis ve Cizelge 3.15te
gosterilmistir. T testi ve Fisher testi kullanilarak yapilan istatistiksel degerlendirme

sonucu  gruplar arasinda  anlamli  farkhiliklar  goriilmistir  (p<0,05).



125

Konsantrasyonlardan elde edilen % a¢iga ¢ikan IgG miktarlar1 Sekil 3.14 ve Sekil
3.15’te verilmektedir. Sekil 3.14’te her bir grubun 20. giin ile 42. glin sonunda alinan
kanlarindan agiga ¢ikan % IgG miktarlar grafige gecirilmistir. Sekil 3.15°te ise 21.
giin uygulanan bagisiklama sonrasi her bir grupta meydana gelen % IgG miktar

degisimleri gosterilmistir.

Cizelge 3.15. Her bir gruptaki hayvanlarin 0., 20. ve 42. giinlerdeki ortalama IgG
konsantrasyonlari

Gruplar 0., 20. ve 42. giinlerde alinan serumlardaki IgG miktar:
(ng/ml)
0. giinde alinan 20. glinde alinan 42. giinde alinan
serumlardaki serumlardaki IgG | serumlardaki IgG
IgG miktar1 miktari miktar1
1. grup 388,8 440,7 4439

PBS i¢inde DT (i.n.*)
(Kontrol Grubu)

2. grup 315,2 323,5 348
DT igermeyen bos D1
formiili (i.n.)

3. grup 2774 393,6 423,4
DT igermeyen bos D5
formiilii (i.n.)

4. grup 281,3 296,7 397,8
DT igeren Formiil D1

(i.n.)

5. grup 309,8 417,8 504,5
DT igeren Formiil D5

(i.n.)

6. grup 264,7 365,4 428,5
DT igeren Formiil D1
(i.n. +s.c.*%)

7.grup 160,3 307 345,5
DT igeren Formiil D5
(i.n. +s.c.)

8. grup 380,8 445,6 481,1
PBS i¢cinde DT
(i.n. +s.c))
(Kontrol Grubu)

*i.n. : intranasal
**g.C. : subkutan
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100
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60

40

Aciga cikan % IgG miktan

20

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8.
Grup Grup Grup Grup Grup Grup Grup Grup

Sekil 3.14. 20. giin ve 42. giinlerde her bir gruptan alinan serumlardaki % IgG
miktari

O2. bagisiklama sonrasi

Aciga cikan % IgG miktan

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8.
Grup Grup Grup Grup Grup Grup Grup Grup

Sekil 3.15. 21. giin uygulanan bagisiklama sonrasi her bir grupta meydana gelen %
IgG miktar1 degisimleri
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4. TARTISMA

4.1. Difteri Toksoidinin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismamizda model antijen olarak difteri toksoidi kullanilmistir. Difteri toksoidi
difteri toksininin formaldehit ile muamelesi sonucu elde edilen, toksik olmayan;
fakat immiinojenik  Gzelligini  koruyan bir maddedir. Difteri toksoidi,
Corynebacterium diphtheriae basilinden kaynaklanan ve bulasic1 bakteriyel bir {ist
solunum yolu enfeksiyonu olan difteriye karsi aktif bagisiklama saglamaktadir (Isaka
ve ark., 2000; Metz ve ark., 2003).

Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi’'ndan temin edilen difteri toksoidinin
protein miktar tayini i¢in Schleif ve Wensink tarafindan gelistirilen denklem
kullanilmis ve protein miktar1 1900 pg/ml olarak bulunmustur. Ayrica difteri
toksoidinin antijenisitesi Ramon flokiilasyon testine gore 1320 Lf/ml olarak
Olciilmiistiir. Bu oOl¢iim ve hesaplamalar literatlir yontemleriyle uyumlu olarak

gergeklestirilmistir (WHO, 1997).

Difteri toksoidinin belirli 6zelliklerinin belirlenebilmesi, formiilasyonlardan difteri
toksoidi saliminin incelenebilmesi ve miktar tayininin yapilabilmesi ic¢in fosfat
tamponunun tuzu (PBS; pH 7,4) kullamilmistir. Calismalar difteri toksoidinin
maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu ve mikroBCA miktar tayin yonteminin
esas Ozellikleri dikkate alinarak yiiriitiilmiistiir. Difteri toksoidinin PBS ortamindaki

maksimum absorbans verdigi dalga boyu 560 nm olarak belirlenmistir (Sekil 3.1).

Difteri toksoidi i¢in uygun okumanin yapilacagi dalga boyunun belirlenmesinden
sonra difteri toksoidinin pH 7,4 PBS tamponu iginde bilinen konsantrasyonlarda
dilisyonlar1  hazirlanmigtir ve 560 nm’de okunan absorbans degerleri
konsantrasyonlara kars1 grafige gecirilmistir. Kalibrasyon dogrusundan elde edilen r®

degerinin yiiksek, kesisim ve egimin standart hatalarinin diisiik olmasi, okunan
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absorbanslardan bulunacak konsantrasyon degerlerinin giivenilir sonuglar olacagini

gostermistir (Cizelge 3.1).

Bir analitik yontemin validasyonu, yontemin tasarlanan ydnteme uygunlugunun
laboratuvar caligmalariyla belirlendigi bir islemdir. Analitik yontemin validasyon
caligmasinda; dogruluk, kesinlik, 6zgilinliik, gdzlenebilme simiri, alt tayin siniri,

dogrusallik ve aralik parametreleri incelenmistir.

pH 7,4 PBS tamponu i¢inde elde edilen, analitik yontemin dogruluguna iliskin
sonuglar Cizelge 3.2°de verilmistir. % bagil standart sapma degerlerinin %?2’den
kiigiik olma sartina gore yorumlanmis ve yontemin dogru sonuglar verdigi tespit

edilmistir.

pH 7,4 PBS tamponu i¢inde elde edilen, analitik yontemin kesinligi, tekrarlanabilirlik
ve ara kesinlik parametreleri lizerinden degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, %
bagil standart sapma degerlerinin %2’den kii¢iik olma sartina goére yorumlanmis ve
tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik kanitlanmistir (Cizelge 3.3, Cizelge 3.4). Ara
kesinlikte elde edilen bulgular ile SPSS istatistik programi kullanilarak ortalamalar
arasi farkin 6nem testi yapilmis ve p > 0,05 bulundugundan, thesap < ttanio 0ldugundan
ve giiven sinirlarindan biri (+) iken digeri (-) bulundugundan ortalamalar arasi farkin

onemsiz oldugu kanitlanmistir.

Difteri toksoidi igeren mikropartikiillerin pH 7,4 PBS tamponu i¢indeki miktar tayini
yonteminin difteri toksoidi i¢in 6zgiinliigiinii belirlemek amaciyla, formiilasyonda
kullanilan her bir yardimct maddenin formiilasyonlarda kullanildiklar1 oranlardaki
cozeltileri ile difteri toksoidini icermeyen bos mikropartikiiller hazirlanmistir. Bu
cozeltiler ile %5 SDS ig¢eren 1M NaOH / 1M HCI ile muamele edilen bos
mikropartikiillerin mikroBCA analiz yontemi ile 350-750 nm’de spektrumlari
alimmustir (Sekil 3.3). Difteri toksoidinin maksimum absorbans verdigi 560 nm’deki

spektrumla karsilastirilmis, herhangi bir girisimin olmadigi, ihmal edilebilir derecede
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diisiik absorbans verdikleri gozlenmistir ve dolayisiyla yontemin difteri toksoidine

6zgl oldugu belirlenmistir.

Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS tamponundaki miktar tayini yontemi i¢in belirlenen
gbzlenebilme (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) sirastyla 0,362 pg/ml ve LOQ 1,1
pug/ml’dir (Cizelge 3.5, Cizelge 3.6).

pH 7,4 PBS tamponu i¢inde elde edilen, analitik yontemin dogrusallik ve dogrusallik
araligina ait veriler Cizelge 3.7°de, lineer regresyon grafikleri ise Sekil 3.4’°te
verilmektedir. pH 7,4 PBS tamponu i¢in elde edilen dogrunun regresyon
dogrusundan sapmalarina ait standart hata, artik kareler toplam1 ve dogrusalliktan
sapmalarin kareler toplaminin kiigiik, regresyon katsayilarinin (%) ise 1’e yakin

olmasi verilerin giivenilirligini gostermektedir.

SDS-PAGE protein karigimlarinin kalitatif analizi i¢in kullanilan en yaygin
yontemdir. Yontem, proteinlerin biiyiikliiklerine gére ayrilmasi prensibine dayandigi
icin proteinlerin saflik analizi ve proteinlerin molekiil agirli§inin saptanmasi igin
kullanilabilir (Walker, 2002b). Difteri toksoidinin saflik tayini i¢cin B6lim 2.2.1.6’da
anlatildig1 denatiire edici kosullar altinda SDS-PAGE yontemi kullanilmistir. Difteri
toksoidi antijeninin tek zinciri yaklasik 66 kDa, A fragmani 29 kDa, B fragmani 45
kDa dolaylarinda gorilmiistiir (Sekil 3.5). Elde ettigimiz bantlar ile literatiirdeki
difteri toksininin formaldehitle muamelesi sonucu, akrilamid jel {izerinde gozlenen

difize haldeki protein bantlarinin uyumlu oldugu goriilmiistiir (Metz ve ark., 2003).

Difteri toksoidinin stabilitesinin incelenmesi amaciyla, difteri toksoidi alt1 ay siireyle
2-8°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Difteri toksoidinin stabilite ¢alismalari i¢in pH
7,4 PBS tamponu i¢inden belirli zaman araliklarinda alinan numunelerin mikroBCA
yontemiyle protein miktar tayinleri yapilmis ve tayin edilen protein miktarlarinda
anlamli bir degisim gozlenmemistir (Cizelge 3.8). Difteri toksoidinin 2-8°C’de
saklandiginda yillarca stabil kaldigini gosteren literatiir verileri mevcuttur (World

Health Organization (WHQO) Temperature sensitivity of vaccines, 2006).
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4.2. On Formiilasyon Hazirlama Cahsmalarinin Degerlendirilmesi

Calismamizda kullanilmas: tasarlanan difteri toksoidinin; partikiiler sistemdeki
enkapsiilasyon etkinliginin yeterli diizeyde oldugu, burun i¢ine uygulanabilecek
partikiil biyiikligiinde elde edilebildigi, stabilitesinin korunabildigi optimum

ozelliklere sahip mikropartikiiler bir dozaj formunun gelistirilmesi hedeflenmistir.

Mikropartikiil hazirlamak i¢in 6n formiilasyon calismalarinda Oncelikle Bolim
1.5.2’de anlatilan partikiil hazirlama yontemleri incelenerek antijenin 6zelliklerine ve
mevcut laboratuvar kosullarimiza en uygun olan yontem belirlenmeye ¢alisiimistir.
Birgok literatiir s/y/s emiilsiyon ¢dziicii buharlagtirma yonteminin protein yapisindaki
etkin maddeler i¢in uygulanabilir oldugunu ve yiiksek enkapsiilasyon etkinliginin
elde edilebildigini gostermektedir (O’Donnell ve McGinity, 1997; Jain, 2000;
Bansode ve ark., 2010). Bu nedenle 6n formiilasyon calismalarinda s/y/s ¢oklu

emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma yonteminin kullanilmasina karar verilmistir.

Mikropartikiiler ~ yapidaki formiilasyonlarin ~ hazirlanmasinda  tasidiklan
biyouyumluluk ve biyolojik olarak pargalanabilir olma o6zellikleri nedeniyle
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) polimeri ile poli-e-kaprolakton (PCL)
polimerlerinin kullanilmasi1 kararlastirilmistir. PCL polimeri yavas pargalanma ve
parcalandiginda bulundugu ortami1 PLGA gibi asidik pH’ya ¢cekmeme 6zelliklerinden
dolay1r bir¢cok calismada tasiyict sistem olarak tercih edilmistir. Ayrica yiiksek
hidrofobisitesi nedeniyle NALT tarafindan partikiiler sistemlerin  alimini
artirmaktadir (Benoit ve ark., 1999; Somavarapu ve ark., 2005; Singh ve ark., 2006).
Calismamizda kullanilan polimerler 50:50 laktik asit:glikolik asit kopolimer oranina
sahip PLGA ile iki farkli molekiil agirligina sahip poli-e-kaprolakton (Ma: 14kDa ile
Ma: 70-90kDa) polimerleridir.

On formiilasyon galismalarimizda model protein olarak kullanilan ovalbumin ve
calismamizda kullanilmasi tasarlanan polimerler ile mikropartikiil formiilasyonlar

hazirlanmis ve optimum formiilasyonun segilebilmesi i¢in uygun protein miktari,
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primer emiilsiyon olusturulmasinda kullanilan karistiric1 (yiiksek hizli homojenizator
veya sonikatdr) ve kullanilan polimerlerin cinsi veya farkli molekiil agirliginda
polimer kullanilmasi gibi parametreler degistirilmistir. Elde edilen partikiillerin
morfolojisi, partikiil biiyiikliikleri, enkapsiilasyon etkinlikleri ve iiretim verimleri

degerlendirilmistir.

Coklu emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan partikiiler sistemlerin
icine proteinlerin hapsedilmesi isleminde proteinlerin stabilitesini etkileyen en
Onemli basamaklardan biri karistirma islemidir. Calismamizda hem sonikator ile hem
de homojenizator ile primer s/y emiilsiyonlart hazirlanmistir. Sonikasyon sirasinda
sicaklik ytikseldigi icin sonikasyonla karistirma islemi buz banyosu iginde
gerceklestirilmistir. Daha Once yapilan caligmalarda, homojenizasyona gore
sonikasyon veya vorteksleme isleminin daha ¢ok protein agregasyonuna neden
oldugu belirtilmistir (Morlock ve ark., 1997; Zambaux ve ark., 1999).

4.3. Mikropartikiiler Yapidaki On Formiilasyonlarin Degerlendirilmesi

4.3.1. On Formiilasyonlarin Morfolojik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Mikropartikiillerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi igin optik mikroskop ile

incelemeler yapilmistir.

Mikropartikiillerin liyofilizasyondan sonra elde edilen optik mikroskop goriintiileri
Sekil 3.6’da yer almaktadir. Bu fotograflarda sekonder emiilsiyon damlacik
biiyiikliigiinden kiiclik bircok primer emiilsiyon damlacik biiyilikliigline sahip
damlaciklar1 igeren petek goriiniimlii ¢coklu emiilsiyon yapilar goriilmekte olup bu
petek yapisinin etkin maddenin bagarili enkapsiilasyonu nedeniyle yiikleme etkinligi

icin en uygun yap1 oldugu belirtilmistir (Rosca ve ark., 2004).
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Mikropartikiillerin optik mikroskopla yapilan morfolojik incelemelerinde kiiresel
sekle sahip olduklari goriilmiis olup formiilasyon parametrelerine bagli olarak
bityiiklik ve dagilimlarinin farkliik gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle primer s/y
emiilsiyonu hazirlarken karisim i¢in sonikator cihazi kullanilan formiilasyonlarda

agregasyon olustugu gozlenmistir.

Optik mikroskop ile incelenen partikiillerin biyiikliikleri bir¢ok formiilasyonda
amagladigimiz boyutta yani yaklasik 10 um civarinda ¢ikmistir. Ancak i¢ sulu faza
eklenen poloksamer miktarinin ve kullanilan PCL polimerinin molekiil agirliginin
artmasiyla partikiil boyutlarinda da artma oldugu gozlenmistir (Jalil ve Nixon, 1990).
Kullanilan polimer cinsinin de partikiillerin agregasyonunu etkiledigi belirlenmis,
PCL polimeri ile hazirlanan partikiiler sistemlerde daha ¢ok agregasyon gozlenmistir

(Singh ve ark., 2006).

4.3.2. On Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon Etkinlikleri ve Uretim Verimlerinin

Degerlendirilmesi

Caligmamizda protein yapisindaki etkin maddeler ic¢in yiiksek enkapsiilasyon
etkinligi saglayan ve partikiiler sistem hazirlama yontemi olan s/y/s ¢oklu emiilsiyon
¢Oziicii buharlastirma yontemi kullanilmistir. Mikropartikiil hazirlanmasinda

kullanilan islem parametrelerine bagli olarak enkapsiilasyon etkinliginin degistigi

goriilmiistiir.

On formiilasyon ¢alismamizda farkli protein miktarlarinin enkapsiilasyon etkinligini
degistirip degistirmedigi incelenmis ve elde edilen sonuglar protein miktariyla
enkapsiilasyon etkinliginin degistigini gdstermistir (Cizelge 3.9). Yapilan ¢aligmalar
ile etkin madde:polimer oraninin degismesiyle enkapsiilasyon etkinliginin belirli bir
degere kadar arttig1 gosterilmis ve bu durumun etkin maddenin i¢ sulu fazda belirli
bir orana kadar ¢oziinmesinden kaynaklandigi sonucuna varilmistir (Patel ve ark.,

2006; Lakshmana ve ark., 2009).
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Calismamizda Poloksamer 407 (Pluronik F127) ve Poloksamer 188 (Pluronik F68),
formiilasyonlarin i¢ sulu fazina belirli oranlarda ilave edilmis ve formiilasyon
tizerindeki etkileri incelenmistir. Poloksamerler; toksik ve irritan 6zellikte olmayan,
%1-5 oranlarinda formiilasyonlara eklendiklerinde stabilizan olarak kullanilabilen
maddelerdir (The Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2009). Birgok ¢alismada
poloksamerlerin formiilasyon iizerindeki etkileri incelenmis ve poloksamerlerin;
mikropartikiillerin  agregasyonunu  Onledikleri, enkapsiilasyon etkinliklerini
artirdiklar1, partikiil bilyiikliigii dagilimmi daha homojen hale getirdikleri, olasi
protein-polimer etkilesimini Onledikleri sonuglarina ulasilmistir (Lin ve Huang,
2001; Murillo ve ark., 2001). Cizelge 3.9’da goriilecegi gibi formiilasyonlarin
enkapsiilasyon etkinligi poloksamer eklenmesiyle artmigtir. Bu bulgu literatiir

verilerini desteklemistir (Sinha ve ark., 2004; Estevan ve ark., 2006).

Kullanilan polimer cinsinin de enkapsiilasyon etkinligini etkiledigi gozlenmistir.
PLGA polimeri ile hazirlanan formiilasyonlarm PCL polimeri ile hazirlanan
formiilasyonlara gore daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligi gosterdigi belirlenmistir

(Peracchia ve ark., 1997).

Mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullandigimiz s/y/s ¢oklu emiilsiyon ¢oziicii
buharlastirma yontemi ile ayni zamanda yiiksek verimle mikropartikiil elde
edilebilmektedir ~ (Bittner ve ark.,, 1998). Hazirladigimiz  mikropartikiil
formiilasyonlarinda elde ettigimiz iiretim verimleri %56,8-99 araligindadir (Cizelge
3.9).

4.4. F11, F17, F23, F29, F35 ve F36 Kodlu Formiilasyonlarin Difteri Toksoidi

ile Hazirlanmalarina Ait Bulgular

Elde edilen 6n formiilasyon calismalar1 sonucu partikiillerin morfolojisi, partikiil

bliytikliikleri, enkapsiilasyon etkinlikleri ve iiretim verimleri degerlendirilmis olup
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difteri toksoidi ile hazirlanacak formiilasyonlar i¢in F11, F17, F23, F29, F35 ve F36
kodlu formiilasyonlar se¢ilmistir (Cizelge 2.4).

4.4.1. Difteri Toksoidi Iceren Mikropartikiiler Formiilasyonlarin Morfolojik

Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Optik mikroskopla fotograflar1 ¢ekilen D1, D2, D3, D4, D5 ve D6 kodlu
formiilasyonlarin  optik mikroskop goriintiileri  Sekil 3.7°de  verilmektedir.
Mikropartikiillerin optik mikroskopla yapilan morfolojik incelemelerinde 6zellikle
D1, D2, D5 ve D6 kodlu formiilasyonlardaki partikiillerin kiiresel sekilde olduklari
ancak biiyiik molekiil agirligindaki PCL polimerinin kullanildigt D3 ve D4 kodlu

formiilasyonlardaki partikiil seklinin kiireselliginin bozuldugu belirlenmistir.

4.4.2. Difteri Toksoidi Iceren Mikropartikiiler Formiilasyonlarin Partikiil

Biiyiikliigii ve Dagilimlarinin Degerlendirilmesi

D1, D2, D3, D4, D5 ve D6 kodlu formiilasyonlarin lazer kirinimi graniilometresi
kullanilarak elde edilen partikiil biiytikliigii - %hacim dagilimi grafikleri elde edilmis
(Sekil 3.8) ve geometrik ortalama cap degerleri (Cizelge 3.10) hesaplanmistir. D1,
D2, D5 ve D6 kodlu formiilasyonlarda partikiil biiyiikliigli arasinda Onemli
farkliliklarin olmadigr goriilmiistiir. Ancak primer s/y emiilsiyonunu hazirlamak igin
homojenizator yerine sonikator kullanildiginda daha biiyiik partikiil biiyiikligi elde
edildigi g6zlenmistir. Bu durumun sonikatérle hazirlanan mikropartikiillerin
homojenizatorle hazirlanan mikropartikiillere gore daha fazla agregasyon
gostermelerinden kaynaklandigi distiniilmektedir. Ayrica D4 ve D5 kodlu
formiilasyonlarda kullanilan biiylik molekiil agirligindaki PCL polimerinin partikiil

boyutunu artirdig tespit edilmistir.
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4.43. Difteri Toksoidi Iceren  Mikropartikiiler =~ Formiilasyonlarin

Enkapsiilasyon Etkinlikleri ve Uretim Verimlerinin Degerlendirilmesi

Difteri toksoidi i¢eren mikropartikiiler formiilasyonlarin elde edilen enkapsiilasyon
etkinlikleri ve tretim verimleri Cizelge 3.11°de sunulmus olup 6n formiilasyon
caligmalarinda elde edilen bulgularla paralellik gostermistir. PLGA polimeri ile
hazirlanan formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi PCL polimeri ile hazirlanan

formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinliklerinden yliksek bulunmustur.

S/y/s ¢oklu emiilsiyon c¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirladigimiz difteri
toksoidi igeren mikropartikiil formiilasyonlarinda yiiksek tiretim verimleri elde

edilmistir. Elde edilen iiretim verimleri %73,57-88,96 araligindadir (Cizelge 3.11).

4.4.4. Difteri Toksoidi iceren Mikropartikiiler Formiilasyonlarin In vitro Salim

Calismalarinin Degerlendirilmesi

Sekil 3.9’da gosterilen D1, D2, D3, D4, D5 ve D6 kodlu formiilasyonlara ait in vitro
salim ¢aligmalari incelendiginde biitiin formiilasyonlarda partikiil yiizeyine adsorbe
olmus antijenden ve hapsolmamis antijenden kaynakl ilk giindeki ¢ikisin yiiksek
oldugu gozlenmistir. PLGA ve PCL polimeri ile hazirlanan formiilasyonlarda
genellikle goriilen trifazik salim profilleri elde edilmistir (Dong ve ark., 2005; Lao ve
ark., 2008). PLGA polimeri ile hazirlanan D1 ve D2 kodlu formiilasyonlardan ¢ikigin
daha hizli oldugu ve bes hafta sonunda difteri toksoidinin %100’ liniin ¢iktig1
goriilmiistiir. Bununla birlikte PCL polimeri ile hazirlanan D3, D4, D5 ve D6 kodlu
formiilasyonlardan ¢ikisin daha yavas oldugu ve bes hafta sonunda biitiin antijeni
aciga cikarmadigi gozlenmistir. Daha Once yapilan caligmalarda da PLGA ile
hazirlanan partikiiler sistemlerin salim hizlarinin, PCL ile hazirlanan partikiiler

sistemlerin salim hizlarina gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir (Lamprecht

ve ark., 1999).
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4.4.5. In vitro Salm Calismalarinin Kinetik Degerlendirilmesi

D1, D2, D3, D4, D5 ve D6 kodlu formiilasyonlarin pH 7,4 PBS tamponu igindeki in
vitro salim hiz1 kinetikleri sifir derece, birinci derece, Higuchi Kinetikleri
uygulanarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.12). Biitiin formiilasyonlar i¢in Higuchi
kinetiginde elde edilen r* degerlerinin yiiksek olmasi ile formiilasyonlarimizin
matriks sistemlerde goriilmesi beklenen bu kinetigine uyum gosterdigi sonucuna
varilmistir. PCL polimerinin kullanildigi1 D3, D4, D5 ve D6 kodlu formiilasyonlarin
Kn degerleri PLGA polimerinin kullanildigit D1 ve D2 formiilasyonlarinin kp

degerlerine gore daha diisiik bulunmustur.

44.6. D1 ve D5 Kodlu Formiilasyonlarm On Stabilite Calismalarinin

Degerlendirilmesi

Elde edilen partikiil morfolojisi, partikiil biiyiikliigii ve dagilimi, enkapsiilasyon
etkinligi sonuclari degerlendirildiginde in vivo caligmalar icin kullanilacak iki
formiiliin D1 ve D5 kodlu formiilasyonlar olmasina karar verilmistir. Bu nedenle D1
ve D5 kodlu formiilasyonlarin 6n stabilite ¢aligmalar1 yapilmis 3 ay stireyle 2-8 °C’de
buzdolabinda ve 25+£2°C, %60 bagil nemdeki iklim dolabinda bu formiilasyonlar
bekletilmistir. Yapilan miktar tayini sonucu antijen miktarinda 1. ve 3. ayda anlamli
bir degisiklik (p>0,05) meydana gelmedigini gostermistir (Cizelge 3.13 ve Cizelge
3.14).

2-8°C’de buzdolabinda ve 254+2°C, %60 bagil nemdeki iklim dolabinda bekletilen
mikropartikiillerden ekstrakte edilen numuneler poliakrilamid jele denatiire edici
olmayan kosullarda uygulanmistir. Elde edilen bantlarin 66kDa civarinda goriilmesi
ve bunun disinda herhangi bir bandin goriilmemesi formiilasyonlarda enkapsiile

edilen antijenin stabil kaldigini bize gostermektedir (Sekil 3.10 ve Sekil 3.11).
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4.4.7. D1 ve D5 Kodlu Formiilasyonlardan Salinan Difteri Toksoidinin Yapisal

Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

D1 ve D5 kodlu formiilasyonlardan salinan difteri toksoidinin yapisal biitiinliigiiniin
korunup korunmadigmin degerlendirilmesi i¢in in vitro salim numunelerine dnce
denature edici olmayan kosullarda PAGE analizi uygulanmis ancak salim
numunelerindeki protein miktarlarinin diisiik olmasi nedeniyle jelde bant olusumunu
gozlemlemek miimkiin olmamustir. Bu nedenle PAGE analizinden 100 kat daha
hassas olan giimiis boyama metodu in vitro salim numunelerine uygulanmis ve bant
olusumu gozlenmistir (Sekil 3.12). Elde edilen bantlar mikropartikiil olusumu

esnasinda difteri toksoidinin yapisal biitlinliigiiniin korundugunu gostermektedir.

4.5. In vivo Cahsmalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.5.1. Formiilasyonlarin Secimi ve Hazirlanmasina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

In vivo hayvan deneylerinde D1 ve D5 kodlu formiilasyonlar ile kontrol amagli PBS
icinde DT kobaylara belirli zaman noktalarinda subkiitan veya intranazal

uygulanmistir (Cizelge 2.5).

4.5.2. ELISA’ya Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Belirli gilinlerde kobaylardan toplanan serum orneklerindeki difteriye spesifik antikor

titrelerinin tayininde ELISA kitinden yararlanilmistir.

ELISA kitine uygulanan standartlardan elde edilen 4 parametreli lojistik esitlik (Sekil
3.13) elde edildikten sonra absorbanslari okunan serumlarin ng/ml cinsinden

konsantrasyonlar1 hesaplanmis ve her bir grubun ortalama kan konsantrasyonlari
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Cizelge 3.15°de verilmistir. T testi ve Fisher testi ile istatistiksel olarak veriler

degerlendirilmis olup anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Kobaylardan alinan serumlardaki 20. giin ve 42. giinlerdeki IgG miktarlar1 ile ikinci
bagisiklama sonrasinda elde edilen IgG miktarlar1 grafige gecirilmistir (Sekil 3.14 ve
Sekil 3.15). Bu grafikler incelendiginde, intranazal yoldan ii¢ kez asilanan hayvan

gruplarinda sistemik bagisik yanitin uyarildigi goriilmistiir.

2. grup ile 4. grup karsilastirildiginda D1 kodlu formiiliin intranazal uygulandigi
zaman 42. ginde IgG titresini artirdigi bulunmustur. Subkiitan uygulamay: takiben
intranazal uygulamanin yapildig1 6. grup kan konsantrasyonlari incelendiginde ise
intranazal uygulamayla da kan konsantrasyonunun arttigt goézlenmis ve DI

formiilasyonunun devam formiilasyonu olarak da kullanilabilecegi goriilmiistiir.

3. grup ile 5. grup karsilastirildiginda D5 kodlu formiiliin de intranazal uygulandigi
zaman 42. giinde I1gG titresini artirdigi bulunmustur. Subkiitan uygulamayi takiben
intranazal uygulamanin yapildig1 7. grup kan konsantrasyonlar1 incelendiginde ise
intranazal uygulamayla da kan konsantrasyonunun arttigi gozlenmis ve D5

formiilasyonunun devam formiilasyonu olarak da kullanilabilecegi goriilmiistiir.

D1 ve D5 kodlu formiilasyonlar kendi aralarinda karsilastirildigi zaman ise DS kodlu
formiilin D1 kodlu formiile gore antikor olusumunu daha giicli uyardig
gozlenmistir ve aralarindaki fark T testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmis olup
anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Bunun nedeninin PCL polimerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. PCL polimerinin tek basina intranasal uygulandigi
(grup 3) formiilasyonda grup 1’e oranla elde edilen immiin yanitta belirgin bir artis
goriilmektedir. IgG’de gozlenen bu artis PCL polimerinin immiin yaniti olusturacak
sistemlerin uyarilmasinda aktif bir rol istlendigini diistindirmektedir. Murillo ve
ark., PCL polimerini in vivo olarak hayvanlara uyguladiklarinda benzer adjuvan
etkiyi gozlemlemislerdir (Murillo ve ark., 2002). Buna karsilik nazal uygulamada
PLGA polimerinin adjuvan etki gostermedigi anlagilmistir (Sekil 3.14).
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Sadece intranasal uygulamanin yapildigi 4. ve 5. gruplarin olusturdugu immiin yanit,
subkutan uygulamayi takiben intranasal uygulamanin yapildig: 6. ve 7. gruplara gore
olusan immiin yanita gore daha yiiksek bulunmustur (Sekil 3.15). Baslangigta ve
ikinci bagisiklamada da intranasal uygulama sonucu elde edilen bagisik yanitin diger
uygulama modellerine oranla daha yiikksek ¢ikmasinin nedeni olarak, difteri
toksoidinin iist solunum yolunu tutan bir hastalik olusturmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bu bulgu WHO’nun difteri gibi 6zellikle iist solunum yolunu tutan
hastaliklarda mukozal bagisiklamanin tesvik edilmesi istegini desteklemektedir
(World Health Organization (WHO) World Health Report, 1999).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda bulagici bir {ist solunum yolu enfeksiyonu olan difteriye karsi
olusturulacak intranazal verilen mikropartikiiler formiilasyonlarin gelistirilmesi
amaglanmistir. Boylelikle hem difteri toksoidinin stabilitesinin artirilmast hem de
asinin mukozal bolgede kalis siiresinin uzatilmasi hedeflenmektedir. Ayrica mukozal

bagisiklama ile hem sistemik hem lokal bagisik yanitlar uyarilabilmektir.

Calismamizda proteinler i¢in uygun bir yontem olan s/y/s emiilsiyon ¢oziicli
buharlagtirma yontemi difteri toksoidi igeren mikropartikiiler formiilasyonlari
hazirlamak icin kullanilmistir. Mikropartikiiler formiilasyonlarin hazirlanmasinda
biyolojik olarak pargalanabilir ve biyolojik olarak uyumlu olma 6zellikleri nedeniyle
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) polimeri ile poli-e-kaprolakton (PCL) polimeri

kullanilmastir.

On formiilasyon caligsmalar1 sonucu segilen formiilasyonlardan F11, F17, F23, F29,
F35 ve F36 kodlu formiilasyonlara difteri toksoidi ilave edilmis ve ¢esitli
parametreler incelendikten sonra D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin in vivo

calismalarda kullanilmasina karar verilmistir.

Kobaylardan toplanan serumlardaki antitoksin titreleri, ELISA kit ile
degerlendirilmis ve D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin intranazal asilamayla yeterli
sistemik bagisik yanit olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica baslangigcta subkiitan, 21.
giinde intranazal verilen mikropartikiiler formiilasyonlarin 1gG titrelerini destek

dozuyla anlaml 6lgiide yiikselttigi belirlenmistir.

D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin sistemik bagisik yaniti uyardiklari gosterilmistir.
Bundan sonra yapilacak c¢alisma ile hazirlanan mikropartikiiler formiilasyonlarin
kobaylarda olusturduklari mukozal bagisik yanitlarin (salgisal Ig A antikor olusumu)
ELISA ile tespitine karar verilmistir.
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OZET

Mukozal Yolla Uygulanan Mikropartikiiler Antijen Tasiyic1 Sistemler Uzerinde
Cahsmalar

Bu tez ¢alismasinin amaci; model antijen olarak difteri toksoidini i¢eren mikropartikiiler
sistemlerin gelistirilmesi ve intranazal uygulanmalarinin degerlendirilmesidir. Mukozal
asilama ile amag hem sistemik hem de mukozal bagisik yanitlari uyarabilmektir.

Calismamizda difteri toksoidi igeren mikropartikiiler formiilasyonlar, s/y/s emiilsiyon ¢oziicii
buharlastirma yontemi kullanilarak hazirlanmigtir. Mikropartikiiler formiilasyonlarin
hazirlanmasinda polimer olarak biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik olarak uyumlu
olmalar1 nedeniyle Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) polimeri ile Poli-e-kaprolakton
(PCL) polimeri kullanilmistir.

On formiilasyon calismalar1 icin partikiillerin morfolojisi, partikiil biiyiikliikleri,
enkapsiilasyon etkinlikleri ve iiretim verimleri incelenmistir. Formiilasyonlarin
optimizasyonunun saglanmasinin ardindan hesapli miktarda difteri toksoidi F11, F17, F23,
F29, F35 ve F36 ilave edilmistir. Bu formiilasyonlar i¢in; partikiillerin morfolojisi, partikiil
bliyligii ve dagilimi, enkapsiilasyon etkinlikleri, iiretim verimleri, etkin madde salim
profilleri ve stabiliteleri incelenmistir.

In vitro testler (6rn., enkapsiilasyon etkinlikleri, partikiil biiyiikliik ve dagilimlari,
morfolojileri) dikkate alindiginda D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin diger formiilasyonlara
kiyasla daha tstiin olduklart bulunmustur. Bu nedenle bu formiilasyonlarin intranazal ve
subkiitan uygulama sonrasi olusturacaklar1 bagisik yanit kobaylarda incelenmistir. ELISA
testi ile okunan absorbans degerleri D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin intranazal asilamayla
yeterli sistemik bagisik yanit olusturdugunu gostermistir. Ayrica subkiitan uygulamadan
sonra destek doz olarak intranazal verilen D1 ve D5 kodlu formiilasyonlarin IgG titrelerini
anlamh 6lgilide yiikselttigi goriilmiistiir. PCL polimeri PLGA polimerine kiyasla daha giiclii
immiin yanit olugturmustur (p<0,05). Bununla birlikte PCL polimerinin tek bagina
kullanildiginda da adjuvan etkisine sahip oldugu bulunmustur.

Anahtar  Sozciikler: Bagisiklik, Difteri  toksoidi, Intranazal, Mikropartikiiler
formiilasyonlar, PCL, PLGA
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SUMMARY

Studies on the Mucosal Delivery of Microparticulate Antigen Delivery Systems

The purpose of this study is to develop microparticulate systems containing diphtheria toxoid
as the model antigen and to eveluate their intranasal administration. The objective of
mucosal vaccination is to stimulate both systemic and mucosal immiine responses.

Microparticulate formulations containing diphtheria toxoid were prepared w/o/w emulsion
solvent evaporation method. Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and poly-e-caprolactone
(PCL) polymers were used in microparticulate formulations because of their biodegradable
and biocompatible properties.

For pre-formulation studies; morphological properties, particle size, encapsulation
efficiencies, production yields of microparticles were investigated. Calculated amounts of
diphtheria toxoid were added to formulations (F11, F17, F23, F29, F35 and F36) after
optimization of formulations was achieved. For these formulation; morphological properties,
particle size and distribution, encapsulation efficiencies, production yields, drug release
profiles and stability of microparticles were investigated.

Formulations coded D1 and D5 were considered to be superior to other formulations given
the in vitro tests (eg., encapsulation efficiencies, particle size and distribution, particle size
and distribution). Therefore, these formulations were tested in guinea pigs in order to
determine immune responses they would produce following intranasal and subcutaneous
administration. Absorbance values of ELISA test showed that formulations coded D1 and D5
were able to stimulate adequate systemic immune response with intranasal vaccination.
Additionally, formulations coded D1 and D5 resulted in significantly increased IgG titers
with intranasal administration as a booster dose following subcutaneous administration. PCL
polymer elicited a high immune response compared to PLGA polymer (p<0,05). However,
the PCL polymer when used alone, were also found to have an adjuvant effect.

Key Words: Diphtheria toxoid, Immunity, Intranasal, Microparticulate formulations, PCL,
PLGA
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