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OZET

Bu ¢alismada, koyunlarin enfeksiy6z nekrotik hepatitis hastaligina karsi aliiminyum
hidroksit ve Poli (D, L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA) adjuvantlar1 kullanilarak tiretilen
asilarin kobaylarda olusturdugu bagisiklik diizeyleri karsilastirildi.

C. oedematiens tip A (UK) susu kullanilarak toksoid iiretildi. Aliiminyum hidrokside
adsorbe edilmis ve PLGA (laktid/glikolid orani: (50/50), molekiiler agirlik: 30.000-60.000
dalton) ile enkapsiile edilmis toksoid asilar hazirlandi. PLGA partikiilleri igerisine
toksoidin enkapsiilasyonu c¢ift emiilsiyon ¢o6ziicii buharlagtirma yontemiyle yapildi.
Enkapsiilasyon isleminde toksoidin yapisinin korunmasi ig¢in trehaloz ve Mg(OH),
kullanildi. Enkapsiilasyon islemi sonunda protein antijenin yaklasik % 88 oraninda
mikrosferler igerisine yiiklendigi tespit edildi. Asilarin olusturdugu bagisiklik diizeyini
belirlemek icin erkek kobaylar kullanildi. Her biri 10 kobaydan olusan 3 grup olusturuldu.
Birinci gruptakilere 21 giin arayla c¢ift doz (2 ml+2ml) aliiminyum hidroksitli as1, ikinci
gruptakilere PLGA mikrosferli as1 tek doz (2 ml) ve ligiincii gruptakilere PLGA mikrosferli
ast yarim doz (Iml) derialt1 yolla verildi. Birinci gruptaki kobaylardan rapel asilamadan,
ikinci ve tiglincii gruptaki kobaylardan tek doz asilamadan sonraki 15., 30. ve 45. giinlerde
kan 6rnekleri alinarak havuzlanmis serum 6rnekleri elde edildi. Kan serumlarindaki antikor
diizeyi fare TNT (Toksin Noétralizasyon Test) ile belirlendi. Tek doz mikrosferli as1 ile ¢ift
doz aliiminyum hidroksitli as1 uygulamalarindan sonraki 30. ve 45. giinlerde ayn1 diizeyde
antikor (8 1U/ml) saptandi. Ancak 15. giinde ¢ift doz aliiminyum hidroksitli aginin antikor
diizeyi 4 1U/ml iken, tek doz PLGA mikrosferli agmin antitor diizeyi 2 IU/ml olarak
bulundu. Yarim doz PLGA mikrosferli as1 verilen kobaylarda yeterli diizeyde (antikor
titresi<2.5 IU/ml) bagisiklik elde edilemedi. Bu ¢alismanin sonuglari tek dozlu veteriner
agilarinin  gelistirilmesinde PLGA biyopolimerinin kullanilabilecegini gostermektedir.
Ancak as1 gelistirme c¢alismalarinda farkli polimer tipi ve enkapsulasyon yontemleri

kullanilarak daha genis kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: C. oedematiens, Asi, Adjuvant, PLGA, Aliminyum Hidroksit



SUMMARY

Investigation of Adjuvant Effect of Poly(D, L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA)
Biopolymer in the Production of Bacterial Vaccine

In this study, immunity levels of the vaccines produced by using aluminum
hydroxide and Poly (D, L-Lactic-Co-Glycolic Acid) (PLGA) adjuvants against infectious
necrotic hepatitis of sheep were compared in guinea pigs.

Toxoid was produced by using C. oedematiens type A (UK) strain. Toxoid vaccines
adsorbed onto aluminum hydroxide and encapsulated in PLGA (lactide/glycolide ratio:
(50/50), molecular weight: 30,000-60,000 dalton) were prepared. Encapsulation of toxoid
in PLGA particles was performed by double emulsion solvent evaporation method.
Trehalose and Mg(OH), were used to protect the toxoid structure in the encapsulation
process. At the end of the encapsulation process, the loading capacity of protein antigen
into the microspheres was found to be approximately 88%. Male guinea pigs were used to
determine the immune response to vaccination. Animals were divided into 3 groups with
10 in each group. The first group received double dose aluminum hydroxide-adsorbed
vaccine (2 ml + 2 ml) with 21 days intervals, the second group received a single PLGA
microsphere vaccine (2 ml) and the third group received a half dose PLGA microsphere
vaccine (1 ml) subcutaneously. At 15th, 30th and 45th days after booster dose in the first
group and a single dose in the other groups, blood samples were taken and pooled serum
samples were obtained. Antibody levels in the pooled serum samples were determined by
the mouse TNT (Toxin Neutralization Test). The same antibody level (8 IU /ml) was
determined at 30th and 45th days after vaccination with double dose aluminum hydroxide-
adsorbed vaccine and a single dose PLGA microsphere vaccine. However, on day 15, the
antibody level of the double dose aluminum hydroxide-adsorbed vaccine was 4 1U/ml and
the antibody level of the single dose PLGA microsphere vaccine was found to be 2 1U/ml.
A half dose of PLGA microsphere vaccine did not produce a sufficient immun response
(antibody titer < 2.5 1U/ml). The results of this study show that PLGA biopolymer can be
used in the development of single dose veterinary vaccines. However, more extensive
studies should be done by using different polymer types and encapsulation methods in

vaccine development studies.

Keywords: C. oedematiens, Vaccine, Adjuvant, PLGA, Aluminum Hydroxide
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1. GIRIS

1.1. Bagisikhk

Bagisiklik, viicuda giren veya verilen yabanci maddelere (mikroorganizma, toksin,
toksoid, protein, polisakkarit vs.) kars1 viicudun savunma sistemleri ile karst koymasi,
kendini korumasi ve zararli maddeyi yok etmesi olarak tanimlanabilir (Arda vd., 1994).
Canlilarin savunma mekanizmasi “kendinden olmayan” organizma ve molekiilleri kendi
viicuduna ait “ kendinden” olan ile ayirt edebilme yetenegine sahiptir. Organizma
kendinden olmayan yabanci maddeleri yok etmek i¢in savunma sistemi hiicrelerini
kullanmaktadir (Doan vd., 2017). Viicutta bagisik yanitin ortaya ¢ikmasina neden olan
organizma ve molekiillere antijen ad1 verilir. Mikroorganizmalar (bakteri, viriis, mantar ve
parazit) ve bazi molekiiller (protein, polisakkarit gibi) antijenik 6zellige sahiptir (Diker,
1998). Viicudun mikroorganizmalara karsi savunma sisteminin ilk basamagi, viicudu
koruyan mekanik, kimyasal ve biyolojik bariyerlele saglanir (Sekil 1.1). Bu bariyerler
asilirsa once dogal ve daha sonra edinsel bagisiklik sistemi olmak iizere savunma

sisteminin ikinci ve tiglincii basamaklar1 etkin hale gelir (Doan vd., 2017).

.Vi.icudun icinde

Viicudun disinda .

Mikroplar: Mikroplar:
yiizlerce " . varsa
milyar cok az

Sekil 1.1. Mikroorganizmalarin saldirisindan korunma ve yanit (Doan vd., 2017).



1.2. Bagisikhigin Simiflandirilmasi

Bagisiklik, dogal ve edinsel (kazanilmis) bagisiklik olmak tizere iki sekilde ortaya
cikmaktadir. Dogal bagisiklik, canlilarda dogal olarak bulunan ve canlilar1 hastaliklardan
koruyan, organizmanin yapisal ve genetik 6zelliginden kaynaklanan bir bagisiklik ¢esididir
(Bilgehan, 1996; Doan vd., 2017). Dogal bagisiklik 6zgiil degildir ve canliya zarar
verebilecek tiim mikroorganizmalara karsi canlilart dogal olarak korumaktadir. Dogal
bagisiklik olay1 enfeksiyon ajanlarina karsi mekanik engeller (deri ve miikoz zarlar vs.),
bazi hiicreler (dogal oldiiriicii hiicreler), bazi proteinler (kompleman ve interferon),
fagositoz ve yangi gibi diger olaylar1 igeren savunma mekanizmalarini kapsar (Levinson,
2008). Edinsel bagisiklik, bir etkenle temastan sonra sekillenen, kisaca sonradan kazanilan
ozgil bagisikliktir. Edinsel bagisikligin sekillenmesinde makrofajlar, B ve T lenfositleri
birlikte ¢alisirlar. Bu hiicreler kendi aralarinda olan iligkilerini ya dogrudan dogruya ya da
sitokinler vasitasiyla saglarlar. Edinsel bagisiklik aktif ve pasif bagisiklik olmak iizere
ikiye ayrilir. Aktif bagisiklik hastaligi atlatarak veya asilarla elde edilir. Pasif bagisiklikta
bir bireye ait antikorlar, plasenta, kolostrum ve yumurta ile yavrulara aktarilir. Pasif
bagisikligin diger bir sekli ise bir hayvandan (veya insandan) elde edilen antikor i¢eren
bagisik serumlarin bagka bir hayvana(veya insana) verilmesiyle elde edilir (Arda, 1994;
Giilcii ve Arslan 2018). Edinsel bagisiklik, fonksiyon géren immun sistem elemanlarina ve
sonuglarina gore humoral ve hiicresel bagisik yanit olmak iizere iki yolla elde edilir.
Humoral bagisik yanit, B lenfositlerinin uyarilmasi ile baslayip antikor iiretimiyle
sonuglanan bagisik yanit seklidir. Antikorlarla kazanilan bu bagisikliga humoral bagisiklik
denir. Hiicresel bagisik yanit, bazi1 T lenfositlerinin uyarilmas: ile sekillenen ve basta
sitotoksik T lenfositleri olmak iizere gesitli efektor hiicrelerin aktivasyonu ile sonuglanan
bagisik yanit seklidir. Hiicrelerin daha etkin oldugu bu bagisikliga hiicresel bagisiklik denir
(Diker 1998; Doan vd., 2017).

1.3. Asimin Tarihcesi

Ilk asilama, Edward Jenner tarafindan ¢icek hastaligima karst 1796 yilinda
uygulanmistir. Jenner, ¢igek hastaligina yakalanmis bir inekte olusan piistiilden (i¢inde irin
bulunan kabarik lezyon) aldigi materyalle bir ¢ocugu asilamis, bu ¢ocukta olusan piistiil

igerikleriyle diger kisileri asilayarak bu Kisilerin insan ¢icegine karsi bagisiklik
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kazandiklarmi kanitlamistir (Arda vd., 1994; Lin vd., 2015). Daha sonra 1885 yilinda
Louis Pasteur tarafindan kuduz asisinin bulunmasi diinyada biiyiik bir yanki uyandirmistir.
Pasteur ayrica tavuk kolerasi ve sarbon hastaligina karsi asiy1 kesfeden bir bilim adamidir.
Pasteur’iin 6grencileri olan L. C. Albert Calmette ve Camille Guerin, si8ir tiiberkiiloz
etkenini 13 y1l besiyerinde pasaj yaparak kendi adlariyla anilan insan verem asisin1 (BCG,
Bacille Calmette Guerin) 1921 yilinda kesfetmislerdir. Daha sonraki yillarda as1 tiretim
teknolojisinin gelismesiyle birlikte birgok hastaliga karsi asilar tretilmistir (Arda vd.,
1994; Pasquale vd., 2015). Bununla birlikte gelencksel as1 iiretim teknolojileriyle AIDS ve
kanser gibi hastaliklara kars1 etkili bir as1 elde edilememistir (Silva vd., 2016).

1.4. Asimin Tanim ve Onemi

Antibiyotikler bakterilerin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilmakla
birlikte, gerekli-gereksiz kullanilmasi hem ekonomik degildir hem de antibiyotik direnci
sekillenebilir. Mikrobik hastaliklardan hayvanlari korumanin en ekonomik ve basarili yolu
asilamadir (Erganis, 2010). As1 genel anlamda, organizmaya verildiklerinde bagisik yanita
yol acarak canliyr hastaliklardan koruyan maddelerdir. Hem hiicresel hem de humoral
bagisiklik olustururlar. Asi1 olarak kulanilan maddeler, hastalik etkenlerinin 6lii ya da
hastalik yapma giicii zayiflatilmis mikroorganizmalar1 (atenue), mikroorganizmalarin 6zel
antijenik maddeleri ya da bunlarin hiicre digina saldiklari toksinlerin antijenleri olabilir
(Bilgehan, 1996). Asilar, insan ve hayvanlar1 hastaliklardan korumak, hastalik etkenlerinin
sacilmasini ve yayilmasini 6nlemek, hastaliklarin morbidite ve mortalitesini en alt seviyeye
indirmek, sagaltim masraflarm1  ve verim kayiplarimi azaltmak vb. amaglarla
uygulanmaktadir (Karayel ve Alkan, 2015). Asilar, hayvan popiilasyonlarinda enfeksiyoz
hastaliklarin koruma ve kontroliinde etkin rol alarak antibiyotik kullanimimina olan ihtiyaci
azaltabilir (Hoelzer, vd., 2018).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) belirledigi politikalar ile insanlarda goriilen
bogmaca, ¢ocuk felci, difteri, Haemophilus influenza tip B, hepatit A, hepatit B,
kabakulak, kizamik, kizamik¢ik, pnomokok, sucicegi, tetanoz ve tiiberkiiloz gibi
hastaliklar ic¢in asilama programlari bir¢ok Tlilkede uygulanmaktadir. Bu kapsamda
ilkemizde de Saghk Bakanligi tarafindan “Genisletilmis Bagisiklama Programi”
baslatilmistir (Giilcii ve Arslan, 2018). Diinyada diizenli asilama programlarinin sonucu

olarak, 1980 yilinda WHO tarafindan ¢icek hastaliginin eradike edildigi deklare edilmistir
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(Lin vd., 2015). Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin yayinladigi Hayvan Hastaliklar1
ile Miicadele ve Hayvan Hareketleri Kontrolii Genelgesi kapsaminda sarbon, sap, koyun-
keci vebasi, brusella, kuduz, koyun-keci ¢igegi, mavi dil ve sigirlarin nodiiler ekzantemi
hastaliklarina kars1 asilamalar, 2018 yili asilama programinda yer almistir (URL-1, 2018).
Ulkemizde o6zel sektor tarafindan iiretilen veya ithal edilen klostridial agilar
(enterotoksemi, botulismus, enfeksiydz nekrotik hepatitis, bradzot ve yanikara asilari)

hayvanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Bas ve Alp, 2005; Aytekin vd., 2011).

1.5. Asi Cesitleri

Asilar, canli ve inaktif etken icermelerine gore canli ve inaktif asilar;
mikroorganizma tiiriine gore bakteriyel, viral ve paraziter asilar; hazirlanis yontemlerine

gore de konvansiyonel ve biyoteknolojik asilar seklinde siniflandirilir (Diker, 1998).

1.5.1. Konvansiyonel Asilar

Hastaliklardan korunmak ig¢in klasik yoOntemlerle mikroorganizmalardan veya

bunlarin toksinlerinden hazirlanan ve halen ¢ok kullanilan asilardir (Arda vd., 1994).

1.5.1.1. Canh asilar

As1 igerisinde hastalik yapma giicii azaltilmis canli mikroorganizma bulunur.
Hastalik yapma yetenegini kaybeden veya cok zayiflayan, fakat immunojenik 6zelligini
koruyan mikroorganizmalara uygulanan isleme ateniiasyon ve bu mikoroganizmalardan
elde edilen asilara da ateniie as1 denir. Viruslar, protozoonlar ve bazi bakterilere karst canli
asilar hazirlanir. Hiicre i¢inde yasayan mikroorganizmalarin oldiiriilmesinde sitotoksik T
lenfositlerinin etkin oldugu hiicresel bagisiklik en etkili savunma mekanizmasidir. Canli
asilar hiicre i¢i mikroorganizmalara karsi etkin koruma saglar ve uzun siireli bagisiklik
olusturur (Diker, 1998). Canli asilar hem hiicresel hem humoral bagisiklik olusturmakla
birlikte as1 igerisindeki etken patojen 6zellik kazanarak immun yetmezligi olan canlilarda
hastaliga yol agabilmektedir (Shams, 2005).

Insanlarda kullanilan cicek, kizamik, kabakulak, kizamikcik, cocuk felci ve verem

agilari, hayvanlarda kullanilan Brucella abortus S19, Brucella melitensis Rev-1,
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Newcastle, Marek, Gumboro, koyun c¢icek ve kuduz (kelev) asilar1 canli asilardir (Arda
vd., 1994; Bilgehan 1996).

1.5.1.2. Olii (Inaktif) Asilar

Inaktif agilar, kimyasal (formol, beta-propiolakton fenol) ve fiziksel (UV 1sinlar1 ve
1s1) yontemlerle 6ldiiriilmiis mikroorganizmalar1 iceren asilardir. Inaktif asilar ekzojen
antijen olarak algilanir ve antijen sunan hiicreler tarafindan islenip yardimci T
lenfositlerine sunulurlar. Antikorlarin 6n plana ¢iktigi humoral bagisiklik olustururlar
(Diker, 1998; Altug vd., 2013). Inaktif asilara 6rnek olarak insanlarda kullanilan tifo, tifiis,
kolera, hepatit A, veba ve kuduz, hayvanlarda kullanilan kanath korizasi, agalaksi ve
koyun vibriosis asilar verilebilir (Arda vd., 1994; Male vd., 2008; Altug vd., 2013). Inaktif
asilar saha kosullarinda kararli, diisiik maliyetli ve ¢ogunlukla gilivenli olmalarina karsin,
canli asilara gore daha az etkindirler ve kisa siireli bagisiklik olustururlar. Bu nedenle etkili
bir bagisiklik olusturmak igin 6lii asilara adjuvant katilmasi ve rapel doz (tekrarlanan doz)
uygulamasi gerekmektedir. Rapel gerektiren asilar hayvanlarda stres olusturmakta ve
verim kaybina yol agmaktadir. Inaktif asilarda endotoksinler gibi istenmeyen

komponentlere bagli yan etkiler sekillenebilir (Perrie vd., 2008; Biiyiiktanir, 2010).

1.5.1.3. Toksoid Asilar

Baz1  bakteriler insan ve hayvanlarda sadece toksinleriyle hastalik
olusturduklarindan, toksinlerin inaktive edilmesiyle hazirlanan agsilara toksoid asi1 adi
verilir. Toksoid asilar, daha ¢ok humoral bagigik yaniti uyarmaktadir. Bu asilar hiicresel
bagisik yanit1 ¢ok az uyarirlar veya hi¢ uyarmazlar. Bu asilar hazirlanirken detoksifikasyon
icin formaldehid gibi kimyasal maddeler katilir (Arda vd., 1994; Shams, 2005). insanlarda
kullanilan tetanoz, difteri ve hayvanlarda kullanilan klostridial asilar toksoid asilardir

(Male vd., 2008; Altug vd., 2013).

1.5.2. Biyoteknolojik Asilar

Biyoteknolojik yontemler kullanilarak hazirlanan, konvansiyonel asilara gére daha

etkili ve giivenli asilardir. Bu agsilar genellikle genetik miihendisligi teknolojisiyle
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hazirlanirlar (Diker, 1998; Biiyiiktanir, 2010).

1.5.2.1. DNA Asilari

DNA asilart mikroorganizmalarin antijenik karakterdeki proteinlerini kodlayan
genlerin yerlestirildigi ekspresyon plazmid vektorlerden olusurlar. Antijenin kodladigi
DNA parcas1 bir transkripsiyon baslaticis1 (promotor) ile plazmide yerlestirilerek elde
edilir (Giilcii ve Arslan, 2018). Proteini kodlayan geni igeren plazmit DNA kas i¢i yolla
verildiginde as1 olarak kullanilir ve uzun siireli bir bagisiklik olusturur (Nascimento ve
Leite, 2012).

DNA agsilarinin konvansiyonel asilardan farki gergek bir patojen veya patojenlerin
purifiye ya da rekombinant proteinleri olmamalar1 ve asilamadan sonra in vivo olarak
sentezlenmeleridir. Bu nedenle DNA asilarinin hem humoral hem de hiicresel bagisiklik
acisindan avantajlar1 vardir (Scalk vd., 2006; Karayel ve Alkan, 2015). Canli asilarda as1
susunun patojen fenotipe doniisme ve asi1 sonrast enfeksiyona yol agma riski olmasina
karsin DNA asilarinda bdyle bir durum sdézkonusu degildir (Dufour, 2001). DNA
asilarinin dezavantajlarindan birisi, plazmit DNA’nin hiicresel DNA’ya entegre olmasidir.
Gliniimiizde entegre olan DNA asilarinin mutasyona neden olup tiimor baskilayan genleri
inaktive etmesi ve spesifik DNA sekanslariin anti-DNA antikorlarini indiiklemesi ve
otoimmun hastaliklara yol agabilmeleri bir endise kaynagidir (Glenting ve Wessels, 2005).
DNA asilariyla asilama sonucu, bagisiklik sistemine sunulan antijenler CD4+ ve CD8+ T
lenfosit hiicre yanitin1 uyardiklari i¢in hem hiicresel hem de humoral yanit sekillenmesine
yol acarlar. DNA agilarinin tasinmasi esnasinda soguk zincire gerek duyulmamasi,
antijenin ekspresyonu ile immun yanitin siirekli uyarilmasina baglh olarak uzun siireli bir

bagisikligin sekillenmesi gibi avantajlari vardir (Grunathan vd., 2000; Dunham, 2002).

1.5.2.2. Rekombinant DNA Asilari

Hastalik etkeninin antijenik komponentlerini kodlayan gen bir vektdre (plazmit,
bakteriyofaj, virus gibi) nakledildikten sonra gen {iriiniinii elde etmek i¢in kullanilan
vektor, konak hiicreye aktarilir. Konak hiicre olarak Escherichia coli ve Saccharomyces
cerevisiae kullanilir. Elde edilen {iriin as1 olarak kullanilir (Sekil 1.2). Bir mikroorganizma

cok sayida antijenik komponent igermesine karsin bunlarin ancak bir kismi koruyucu
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immun yanit olusturma Ozelligi tasimaktadir. As1 antijenin se¢iminde en onemli husus
enfeksiyon etkenlerinin yapisal ve biyolojik ac¢idan korunmus ve koruyucu oOzelliklere
sahip antijenlerinin  belirlenmesidir. Bu koruyucu antijenlerin  belirlenmesinde
poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE), western blot, aminoasit ve gen dizi analizi gibi
yontemlerden yararlanilir (Henderson, 2005). Saccharomyces cerevisiae’ da iiretilen ilk
subunit rekombinant hepatit B asis1 insan hekimliginde basarili bir sekilde kullanilmaktadir
(Valenzuale vd., 1982). Veteriner hekimlikte, Brucella aborus, Brucella melitensis,
Brucella ovis ve Actinobacillus pleuropneumonia enfeksiyonlarina karsi subunit asilama
ile ilgili ¢alismalar yapilmistir (Oliveira ve Splitter, 1996; Nayak vd, 1998; Cassataro vd.,
2005).

virisi

Rekombinant
DNA'nin maya
hilcresine transfen

Rekombinant maya =
R HB agtst
s“‘ :4
“\‘ ’,’ HB astsuin
o o ekstraksiyonu ve

@
¢ saflastitimast

5: ;[;kz;:tos\e,nfﬂ "4 Rekombinant DNA FermanFa}fon tankinda
kesimi > rekombinant maya
hijcresinin ¢ogalmast ve HB
% . antijeninin Gretilmesi
)

Bakteri DNA's ,‘ : o
ermentasyon tank

Bakteri hilcresi HB antijeni

Sekil 1.2. Rekombinant hepatit B agisinin iiretimi (URL-2, 2018).

1.5.2.3. Sentetik Peptit Asilar:

Hastalik etkenlerinin immunojenik komponentleri polipeptidlerden olusur.
Koruyucu bagisikligi saglayan peptitler kimyasal yontemlerle sentezlenir ve as1 olarak
kullanilir. Hepatit B, sap ve influenza A viruslarina karsi deneysel sentetik peptit asilart
gelistirilmistir (Diker, 1998).



1.5.2.4. Antiidiotip Asilar

Antijen lizerindeki epitopa karsi olusan monoklonal antikorlar deney hayvanlarina
verilir. Monoklonal antikorlara karsi olusan antiidiotip antikorlar safsatirilip as1 olarak
kullanilir (Arda, 1994; Diker, 1998). Haemophilus influenzae ve Neisseria meningitidis

enfeksiyonlarina kars1 antiidiotip asilar gelistirilmistir (Bilgehan, 1996).

1.6. Adjuvantlar

Kendileri antijen olmadiklar1 halde antijenle birlikte organizmaya verildiklerinde
antijenlerin immunojenik 6zelligini artiran maddelere adjuvant denir (Bilgehan, 1996).
Latince “adjuvare” yardim anlamina gelmektedir. Adjuvant kelimesi ‘“‘adjuvare’den
tiiremistir (Lee ve Nguyen, 2015). ilk adjuvant 1920 yilinda kesfedilmistir (Ramon, 1925).
Freund vd. (1937) mineral yag, su ve Oli tiiberkiiloz bakterilerinden olusan bir adjuvanti
bulmuslar ve bu adjuvanta Freund adjuvanti adin1 vermislerdir. Daha sonralar1 adjuvant
aktiviteye sahip bircok madde bulunmasina karsin toksik etkilerinden dolay1 asilarda
kullanim1 kabul gérmemistir. Insan asilarinda kullanim igin onaylanan adjuvantlar sinirli
sayidadir. Aliminyum tuzlari, MF59, ASO3, virozomlar ve ASO4 adjuvantlari lisansh asi
adjuvantlaridir (Lee ve Nguyen, 2015). Hayvan asilarinda hem aliiminyum bilesikleri hem
de yag emiilsiyonlar1 kullanilmaktadir. Freund’un tam olmayan adjuvanti halen
kullanilmakla birlikte, Freund’un tam adjuvanti toksik etkisinden dolay1 yasaklanmistir.
Adjuvantlarla birlikte alinan antijenlerin ¢ogu dentritik hiicreler tarafindan lenf nodiillerine
taginir. Dentritik hiicreler, makrofajlar ve B lenfositleri gibi antijen sunan hiicreler (ASH)
antijeni isler ve biiyiikk doku uyusum kompleks molekiilleri igerisinde T hiicrelerine
sunarlar (Spickler ve Roth, 2003). Adjuvantlarin degisik etki mekanizmalari vardir (Tablo
1.1). Antijenlerin depolanmalarini saglayarak uzun siireli bir uyarima neden olurlar. Ayrica
bagisikligin sekillenmesinde gorev alan hiicrelerin uyarilmasi1 ve ¢ogalmalarini saglarlar
(Arda, vd., 1994; Aiyer-Harini vd., 2013; Gupta and Chaphalkar, 2015). Emiilsiyonlar,
mikropartikiiller, ISCOMS (bagisiklik uyarict kompleksler) ve lipozomlar gibi adjuvantar
as1 salimm sistemi adjuvantlari olarak gorev yaparlar. Lipopolisakkarit, saponin,
mononofosforil lipid A ve sitokinler gibi adjuvantlar immunositimulatér adjuvantlardir

(Singh ve O’Hagan, 2003; Shams, 2005).



Tablo 1.1. Bazi 6nemli adjuvantlarin etki tarzlari (Diker, 1998).

Tip Adjuvant Etki tarz1
Aliiminyum tuzlari Aliminyum fosfat Depo etkisi
Aliiminyum hidroksit
Alum
Su-yag emiilsiyonlari Freund’un tam olmayan adjuvanti Depo etkisi

Bakteriyel fraksiyonlar

Anaerobik korinebakteri
BCG
Muramil dipeptid

Bordetella pertussis

Makrofaj uyarici
Makrofaj uyarici
Makrofaj uyarici

Lenfosit uyarici

LPS Makrofaj uyarici

Yiizey aktif ajanlar Saponin Antijen islenme uyarici

Lizolesitin Antijen islenme uyarict

Plunorik deterjanlar Antijen islenme uyarict

Kompleks karbonhidratlar Glukanlar Makrofaj uyarici

Dekstran siilfat Makrofaj uyarici

Karigik adjuvantlar Freund’un tam adjuvanti Makrofaj ve T hiicre uyarici

1.6.1. Aliiminyum Bilesikleri

Aliiminyum tuzlari, hem insan hem de hayvan asilarinda uzun zamandan beri
kullanilmaktadir. Uzun siire bagisiklik olusturmak i¢in genellikle birden fazla doza ihtiyag
duyulur. Bazen alerjik reaksiyonlar ve enjeksiyon alaninda granulomlarin olusmasina yol
acabilirler (Spickler ve Roth, 2003). Genellikle Th2 hiicrelerinin uyarilmalarim
sagladiklarindan humoral bagisikligin sekillenmesinde etkindirler. Insanlarda lisansh
hepatit A, hepatit B, difteri, tetanoz, hemofilus tip B, meningokok ve insan papilloma viriis
asilarinda kullanilmistir. Bu adjuvantlar bazi dezavantajlara sahiptirler. Aliminyum tuzlar
dondurulamaz, filtrasyonla sterilize edilemez ve liyofilize edilemezler (Gupta 1998; Lee ve
Nguyen, 2015).

1.6.2. Freund Adjuvanti

Cok eskiden beri bilinen bir adjuvanttir. Su, yag ve o6lii tiiberkiiloz bakterileri veya
bundan elde edilen muramil-dipeptid katilarak hazirlanir. Buna Freund’un tam adjuvanti
ad1 verilir. Olii tiiberkiiloz bakterileri igermeyen sadece mineral yag ve sudan olusan

adjuvant, Freund’un tam olmayan adjuvanti olarak adlandirilir. Mineral yag kismi depo



etkisi olugtur. Muramil-dipeptid kism1 makrofajlart ve yardimectr T lenfositlerini uyarir

(Bilgehan, 1996; Diker, 1998; Male, vd., 2008).

1.6.3. Saponinler

Saponinler bitkilerde bulunan steroid veya triterpenoid yapidaki glikozidlerdir.
Giliney Amerika’da Quillaja saponaria agacindan iiretilen quil A isimli adjuvant veteriner
asilarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Arda vd. 1994; Aiyer-Harini vd., 2013).
Saponinler immunomodiilator adjuvantlardir. Hem hiicresel hemde humoral bagisik yaniti
uyarirlar (Spickler ve Roth, 2003).

1.6.4. Emiilsiyonlar

Yag emiilsiyonlu adjuvantlar, su, yag ve stabilizator olarak bir slirfaktan maddeden
olugmaktadir. As1 adjuvant1 olarak emiilsiyonlar uzun zamandan beri kullanilmaktadir. En
bilinen as1 adjuvant emiilsiyonu MF59’dur. MF 59 sitrat bufferi i¢indeki skualen, span 85
ve tween 80’den olusur. MS59 adjuvantli mevsimsel grip asis1 1997 yilinda Avrupa’da
onaylanmistir (O’hagan, 2007). Adjuvant olarak kullanilan skualen igeren diger bir
emiilsiyon AS03’diir (Del Giudice vd., 2018). ASO3 iceren lisansli H5N1 ve HINI1

influenza asilar tiretilmektedir (Lee ve Nguyen, 2015).

1.6.5. Virozomlar

Virozomlar, viral lipit ve glikoproteinlerden olusan fakat virusun genetik bilgisini
icermeyen yapilardir. Virozomlar uzun siire ve yliksek kalitede antikor olusumuna neden
olurlar. Antijenin yapisini korurlar ve giivenlidirler. Ayrica ¢ocuklar, yaslilar ve immun
sistemi baskilanmis kisilerde kullanim i¢in uygundurlar. influenza virusu igin iiretilen
virozom asisinin Avrupa’da, hepatit A asisinin ise Asya, Avrupa ve Giiney Amerika’da

kullanim1 onaylanmistir (Riese vd., 2013).
1.6.6. Bagisikhik Uyarici Kompleksler (ISCOMS)

Saponin, Kolesterol, fosfolipidlerin  protein antijeni karisimindan  olusan

adjuvantlardir. Hayvan asilarinda kullanilmaktadirlar. QS-21 bilesiginin toksik etkisinden
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dolay1 insan asilarinda kullanim1 onaylanmamistir. Diger bir bilesik olan ISCOMMATRIX
mukozal asilarda etkili bir adjuvanttir. ISCOMMATRIXin insan influenza, hepatit C ve
papilloma virus asilarindaki etkinliginin klinik denemeleri devam etmektedir. Thl, Th2 ve
sitotoksik T hiicrelerinin uyarimlarina neden olduklarindan hem hiicresel hem de humoral

yanitta etkin rol oynarlar (Spickler ve Roth, 2003; Lee ve Ngyuen, 2015).

1.6.7. Sitokinler

Sitokinler bagisik yanitin sekillenmesinde viicuttaki gesitli hiicreler (makrofajlar, B
ve T lenfositleri) tarafindan salinan hormon benzeri maddelerdir (Bilgehan, 1996). Baz1
sitokinlerin adjuvant etkisinin oldugu ortaya konmustur. Interferon gama ve koloni
stimulan faktor (GM-CSF) gibi sitokinlerin son zamanlarda etkili bir adjuvant olduklar

bildirilmistir (Aucouturier vd., 2001).

1.6.8. Kitosan

Kitosan dogal bir polimer olup, makrofaj aktivasyonu, sitokin tiretimi ve antikor
sentezinin artisina neden olur (Shakya ve Nandakumar, 2013). Hepatit B asis1 liretiminde
kitosan biyopolimeri denenmistir (Prego vd., 2010). Diger bir ¢alismada ise, tetanoz
toksoidi hem kitosan hem de PLGA polimerleri kulanilarak kobaylarda tek dozda etkili
tetanoz asis1 gelistirilmistir (Jaganathan vd., 2005).

1.6.9. Poli (D, L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA)

Antijenlerin kapsiillenmesinde ve kontrollii salinimi i¢in ¢ok farkli polimer tipleri
kullanilmaktadir (Tablo 1.2). Nanopartikiiller ilk kez 40 yil 6nce asilarin ve kanser
tedavisinde kullanilan ilaglarin tasinmasi amaciyla gelistirilmistir (Kumar, 2000; Oztiirk,
2010; Derman vd, 2013). Dogal veya sentetik polimerlerle hazirlanan nanopartikiillerin
boyutlar1 10-1000 nm arasinda degismektedir (Derman vd., 2013). Polilaktik asit (PLA),
Poliglikolik asit (PGA) ve bunlarin kopolimeri olan Poli (D, L-laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) gibi biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerden {iretilen nanopartikiiller ve
mikropartikiiller ilag salinimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Cohen-Sela vd., 2009).
PLGA doku miihendisliginde ve asilarin kontrollii salinimi igin en fazla kullanilan ve FDA

(Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan onaylanan bir polimerdir (Kerimoglu ve
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Alargin, 2012). PLGA mikrosferli asilar tek doz ile hem hiicresel hem de humoral yaniti
uyarirlar (Shakya ve Nandakumar, 2013; Bailey vd., 2017).

Tablo 1. 2. Mikrokapsiillemede kullanilan polimerler (Lin vd., 2015)

Polimerin tipi Polimerik materyal
Dogal polimerler Karbonhidratlar Agaroz
Aljinat
Kitosan

Polidekstran
Nisasta

Proteinler Albiimin
Kollajen
Jelatin

Digerleri Kalsiyum karbonat
Lipidler
Trikalsiyum fosfat

Sentetik polimerler Biyobozunmayanlar Akrolein

Glisidil metakrilat
Laktidler
Polianhidrid
Polimetilmetakrilat
Poliaminokarbonatlar

Biyobozunanlar Glikolidler
Hidrojeller
Parafin
Poli(laktid)
Poli (laktid-ko-glikolid)
Poliakrilatlar
Poliakriloitril
Poliamid
Poliamino asitler
Polikaprolaktonlar
Polietilen glikol

Politiretan

Polimerler as1 antijenini korur ve depo gorevi yaparak antijenin kontrollii salinimini
saglarlar. Polimerik partikiillerin tek doz asilarin ve mukozal asilarin gelistirilmesinde

etkili oldugu bidirilmistir (Lin, vd., 2015). Klasik adjuvantlarla karsilastirildiginda toksik
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olmamalari, biyouyumlu ve biyobozunur olmalar1 onemli bir avantaj saglamaktadir.
PLGA, laktik ve glikolik asit monomerlerinden olusan bir kopolimerdir. PLGA
biyopolimerinin viicutta hidrolizi sonucu laktik ve glikolik asit olusur (Sekil 1.3). Daha
sonra bu iriinler, sitrik asit dongiisiine girerek viicuttan karbondioksit ve su olarak

uzaklastirilir (Kerimoglu ve Alargin, 2012; Derman vd., 2013).

CH, CH,
0 | -9 H.O 0 |9
0-CH,~C 0-CH- (— ——2—» HO-CH,- (- OH +HO-CH- (' - OH
H:0H
n m

Glikolik asit Lalktik asit

Sekil 1.3. PLGA biyopolimerinin hidrolizi (Derman vd., 2013).

PLGA’nin konvansiyonel adjuvantlara gore bir¢cok avantaji olmasina karsin PLGA
ile hazirlanan asilarin bazi dezavantajlari da bulunmaktadir (Tablo 1.3). PLGA
partikiillerini hazirlama esnasinda antijen kaybi goriilebilir ve partikiiller sterilize edilemez

ve filtre edilemezler (Silva vd., 2016).

Tablo 1.3. PLGA kullanilarak hazirlanan agilarin bazi avantajlari ve dezavantajlari (Silva vd., 2016).

Avantajlar

Dezavantajlan

PLGA  polimerleri  biyolojik  olarak
pargalanabilirler ve FDA  tarafindan
olaylidirlar.

PLGA partikiilleri gesitli yollarla verilebilir.

PLGA partikiilleri as1 komponentlerinin
toksititesini diigiirebilir.

Partikiil biiylkligi, ylizey ve salinim
ozellikleri istenilen sekilde ayarlanabilir.
PLGA  partikiilleri antijenin kontrolli
salinimini saglar.

PLGA partikiilleri antijeni korur.

PLGA partikiilleri, antijenin sunan hiicreler

tarafindan siirekli alinmasini saglar.

PLGA partikiillerinin negatif yiki
partikiillerin alinmasi igin dezavantaj
olusturur.

Antjenin  6zelligine gore, PLGA
partikiillerini hazirlama yontemlerinin
degistirilmesi gerekir.

PLGA partikiilleri sterilize edilemez ve
filtre edilemez.

Hazirlama, depolama ve salinim
esnasinda antijen bozulabilir.
Cogunlukla tam bir antijen salinimi
gerceklesmez.

Partikiil biiyiikligi biyolojik
bariyerlerden geg¢isi kisitlayabilir.
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PLGA partikiilleri hem CD4+ hem de CDS + hiicre yanitini uyardiklarindan hiicre
ici patojenlere kars1 bagisiklik elde etmede tercih edilmektedirler. Polimerin molekiiler
agirhigi (MW) antijenin salinim mekanizmasini etkiler. PLGA mikrosferlerinin baslica
avantajlarinda biri segilen polimerin molekiil agirlig1 ve laktid/glikolid oranina bagl olarak
biyobozunurluk siiresi birka¢ giinden baslayip bir yildan fazla siirebilmektedir (Woo, vd.,
2018). Diisiik molekiiler agirlikli polimerden antijen salinimi daha hizlidir (Sekil 1. 4).

Daha Diisiik L/G
Oram

Daha Diisiik Molekiiler .
Agirlikli PLGA Polimeri Serbest Karboksil Ucu

Hidrofobisitesi
Diistik
Polimer

Daha Fazla Su
Adsorpsiyonu

Daha Hizli Partikiil
Bozunumu

Sekil 1.4. PLGA polimerinin biyobozunumunu etkileyen faktorler (Allahyari ve Mohit, 2016).
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PLGA biyopolimerinin hidrofobisitesi arttiginda daha yavas biyobozunma meydana
gelir (Johansen vd., 2000). Poli glikolik asitin yapisinda metil grubu bulunmadigindan poli
laktik asitten daha hidrofiliktir (Giteau vd., 2008). Glikolik asitin orani arttiginda daha
fazla su alim1 gergeklesir. Bu durum PLGA partikiillerinin miktarinin azalmasina ve daha
hizli bozunmasima neden olur (Park, 1995). Molekiil agirhigi fazla olan polimerlerle
karsilastirildiginda, diisiik molekiil agirlikli polimerler daha iyi ¢oziindiigiinden kapsiilleme
sonunda daha kiiciik partikiiller elde edilir. Daha kiiciik partikiiller, antijenin yiizey
alaniin artmasina yardimci olur. Daha hidrofobik materyaller kolaylikla antijen sunan
hiicrelere girerler (Yang vd., 2001; Yeo ve Park, 2004). Hidrofobik partikiiller makrofajlar
tarafindan daha etkili bir sekilde fagosite edilir. Bu yiizden hidrofobik polimerlerin as1
salinim sistemleri i¢in uygun olabilecegi bildirilmistir (Convay vd., 1996; Johansen vd.,
1999).

PLGA partikiilleri ile alinan antijen, ASH tarafindan 2 sekilde T lenfositlerine
sunulur. Endojen antijenler ASH igerisinde islenir. Burada antijenik protein pargalanir ve
endoplazmik retikulumda Biiyiik Doku Uyusum Kompleks (MHC) sinif 1 molekiillerinin
oluguna yerlesir ve golgi aygitiyla hiicre yiizeyine sunulur. MHC smif 1 molekiilleriyle
sunulan antijeni sitotoksik T lenfositleri tanir. Bununla birlikte ekstraseliiler antijenler
endositik vezikiiller veya endozom igerisinde islenir. Antijen, Biiyiik Doku Uyusum
Kompleks (MHC) smif 2 molekiillerinin oluguna yerlesir ve ayni sekilde hiicre yiizeyine
sunulur. MHC sinif 2 molekiilleriyle sunulan antijeni yardimc1 T lenfositleri tanir. ASH
tarafindan islenen endojen antijenler sitotoksik T lenfositlerinin CD8 yiizey molekiilleri ile
ekzojen antijenler ise yardimeir T lenfositlerinin  CD4 yiizey molekiilleri ile etkilesime
girerler (Sekil 1.5). Daha kiigiik partikiiller epitel doku ve diger biyolojik bariyerleri daha
kolay gecerler. 20-200 nm arasindaki partikiiller dentritik hiicreler tarafindan endositoz
veya pinositoz yoluyla almir ve hiicresel immun yamiti uyarir. Oysaki 0.5- 5 um
bliytikliiglindeki partikiiller fagositoz veya pinositoz yoluyla alinir ve genellikle humoral

yanit1 uyarirlar (Oyewumi vd. 2010; Silva vd., 2016).
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Sekil 1.5. PLGA ile kaplanmis antijenlerin yardimei ve sitotoksik T lenfositlerine sunulumu (Allahyari ve

Mohit, 2016).

1.6.9.1. Polimerik Nanopartikiilleri Hazirlama Yontemleri

Polimerik nanopartikiil hazirlamada farkli yontemler kullanilmaktadir.

Bunlar

icerisinde emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma teknigi en fazla kullanilan yontemdir. Bu

yontem tekli ve ciftli emiilsiyon c¢oziicii buharlastirma yontemleri seklinde iki tiirli

uygulanmaktadir. Her iki yontemde de siirfaktan olarak polivinil alkol kullanilir.
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Hazirlanan mikropartikiiller santrifiij edilerek ayrilir, kurutulur veya liyofilize edilir
(Derman vd., 2013; Allahyari ve Mohit, 2016). Tekli emiilsiyon (w/o)  ¢oziici
difiizyon/evaporasyon yonteminde etken madde ve polimer organik ¢oziicliide ¢ozdiirtiliir
ve sulu ortama aktarilarak nanopartikiil iretilir (Sekil 1.6). Ikili emiilsiyon
(w/o/w=su/yag/su) yonteminde etken maddenin sulu ¢Ozeltisi polimer igeren ¢ozeltiye
aktarilir. Olusan w/o emiilsiyonu sulu faz igerisinde emiilsifiye edilerek w/o/w ikili
emiilsiyon olusturulur (Sekil 1.7). Coziicli buharlastirilarak uzaklastirilir ve nanopartikiiller
elde edilir (Derman vd., 2013). Piiskiirterek kurutma yonteminde protein igeren su yag
emiilsiyonu atomizor kullanilarak sicak hava yardimiyla kuru toz haline getirilir.
Koaservasyon yontemi bir faz ayirma teknigidir. Protein gibi ilaglar organik solvet i¢inde
¢oziinmiis PLGA polimeriyle karistirilir. Daha sonra bu emiilsiyona PLGA’nin
¢Ozliniirligiinti azaltan ¢6ziicii olmayan bir madde eklenir. Boylece protein, PLGA’nin

stvi fazi i¢inde kapsiillenir (Mundargi vd., 2008; Allahyari ve Mohit, 2016).

Polimer+Etken Madde
(Organik Céziicii)

Nanopartikiiller

| | ¢ C

> ————s B ——
Karigtirma Evapoarsyon Ayirma ve (‘
e/ Saflagtirma L ‘

Sulu Cozelti Yag-Su (w/o)
Emiilsiyonu

Sekil 1.6. Nanopartikiillerin tekli emiilsiyon w/o ¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanmas: (Derman vd.,
2013).
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Sekil 1.7. Nanopartikiillerin ikili emiilsiyon w/o/w ¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanmasi (Derman
vd., 2013).

Nanopartikiil ile antijenin etkilesimi, basit fiziksel adsorpsiyon veya daha kompleks
yontemlerle (kimyasal konjugasyon veya enkapsiilasyon gibi) saglanabilir (Sekil 1.8).
Adsorpsiyon yonteminde nanopartikiill madde ile antijenin etkilesimi nispeten zayiftir.
Enkapsiilasyon ve kimyasal konjugasyon yontemleri daha giiclii bir etkilesim saglarlar

(Zhao vd., 2014).

Konjugasyon Enkapsiilasyon Adsorpsiyon
Sekil 1.8. Nanopartikiil ile antijenin etkilesimi (Zhao vd., 2014).
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1.6.9.2. PLGA Kullanilarak Gelistirilen Asilar

Son yillarda insan asilarinin {iretiminde PLGA’nin kullanimi ile ilgili bazi
caligmalar yapilmistir. Birden fazla dozda verildiginde yeterli bagisikligin elde edilebildigi
toksoid asilara alternatif olarak polimerlerle hazirlanan tek doz asilarin etkinligi lizerinde
caligmalar yiiriitiilmektedir. Bununla birlikte hiicre i¢cinde yasayan mikroorganizmalara
(viruslar, bazi bakteriler ve protozoonlar) karsi as1 gelistirme calismalarinda PLGA
kulanim1 giderek artmaktadir. Woo vd. (2018), difteri toksoidini diisiik ve ve yliksek
molekiiler agirliklt PLGA biyoplimerini kullanarak ¢ift emiilsiyon ve solvent ekstraksiyon
teknigi ile kapsiillemisler, kapsiillemede her iki polimer birlikte kullanildiginda aliiminyum
hidroksit adjuvantli asidan daha giigli bir bagisiklik elde ettiklerini bildirmislerdir.
Aragtiricilar, diisiik molekiiler agirlikli polimer ile hazirlanan mikrosferlerden antijen
saliniminin ilk 2 haftada yavas oldugunu fakat 3-7 hafta arasinda daha hizli oldugunu,
bununla birlikte daha biiyiik molekiiler agirlikli polimer ile hazirladiklart mikrosferlerden
antijen salimminin baslangigta hizli ve bagisiklik seviyesinin yiiksek oldugunu
saptamiglardir. Jaganathan vd. (2004), tek doz rekombinant hepatit B asisin1 gelistirmek
amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, protein stabilizatorii (trehaloz) ve antiasit madde (Mg(OH),)
kullanarak ¢ift emiilsiyon yontemi ile PLGA mikrosferleri hazirlamislar, kobaylara asiyi
tek doz verdiklerinde aliiminyum hidroksitli asinin ¢ift dozunundan daha iyi bir bagisik
yanit elde ettiklerini bildirmislerdir. Shi vd. (2002), PLGA ve aliiminyum hidroksit
kullanilarak iretilen hepatit B asisinin farelerde bagisiklik diizeyini karsilagtirmislar,
PLGA ve aliiminyum hidroksit birlikte kullanildiginda, asinin tek dozunun, yalniz PLGA
ile iiretilen asmin tek dozundan ve yalniz aliiminyum hidroksit ile iiretilen asmin ¢ift
dozundan daha iyi bagisik yanit olusturdugunu bildirmislerdir. Ouintilio vd. (2009),
herhangi bir stabilizatér madde kullanmadan difteri ve tetanoz toksoidlerini PLGA ile
kapstilleyerek as1 tiretmisler, PLGA ve aliminyum hidroksit birlikte kullanildiginda, asinin
¢ift dozunun kobaylarda asilamadan 112 iin sonra 60 IU/ml diizeyinde, bununla birlikte
sadece aliiminyum hidroksitli aginin ¢ift dozunun 2 [U/ml diizeyinde antikor olusturdugunu
tespit etmislerdir. Li vd. (2016), PLGA ile hazirlanan bogmaca asisinin farelerde yeterli
bir bagisiklik olusturdugunu ve klasik asilara alternatif olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Jaganathan vd. (2005), PLGA ve kitosan mikrosferli tetanoz asisi ile ¢ift
doz aliiminyum hidroksit adjuvantli asiyr karsilastirmiglar, 60. giiniin sonunda hemen

hemen ayni diizeyde antikor titresi saptamiglardir. Ayni arastiricilar kapsulleme islemi
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esnasinda stabilizator olarak trehaloz kullandiklarinda antikor titresinin arttifin1 ve
antijenin yapisinin korundugunu bildirmislerdir. Khademi vd. (2018), verem hastalig
etkeni Mycobacterium tuberculosis antijenini PLGA ile kapsiillemisler ve farclerde giiglii
bir immun yamtin sekillendigini bildirmislerdir. Rosas vd. (2002), sitma etkeni
Plasmodium falciparum’un subunit SPf66 antijenini PLGA ile kapsiilleyerek hastaliga
kars1 as1 gelistirmisler, asilanan farelerde ve maymunlarda yiiksek diizeyde antikor
olustugunu saptamislardir. Hayvan asilar ile ilgili olarak da bazi ¢aligmalar yapilmistir.
Taha-Abdelaziz vd. (2018), Campylobacter jejuni antijenini PLGA ile kapsiileyerek
tavuklari oral yolla asilamiglar ve hayvanlarin bagirsaklarinda C. jejuni kolonizasyonunun
azaldigimmi ortaya koymuslardir. Sigir paratiiberkiilozu (Souza vd., 2017) ve kus gribi
(Avian Inluenza) (Singh vd., 2016) hastaliklarina karst PLGA mikrosferli asilar

gelistirilmistir.

1.7. Cahsmanin Amaci

Ulkemizde koyun yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden olan enfeksiydz
nekrotik hepatitis hastaligi akut, toksemik ve karaciger nekrozlari ile karakterize, 6ldiiriicii
bakteriyel bir hastaliktir. Hastalik bazen sigirlarda da goriiliir. Hastaligin etkeni
Clostridium oedematiens tip B’dir. Hastaligin olusumunda bakterinin irettigi 6zellikle alfa
toksin Onemli bir rol oynamaktadir. Hastaliktan korunmada iilkemizde Ozel sektor
tarafindan {retilen veya ithal edilen toksoid agilar kullanilmaktadir. Ancak yeterli
bagisiklik elde etmek igin 21 giin arayla asinin ikinci dozunun verilmesi gerekir. Hayvan
yetistiricileri bazen asinin ikinci dozunun yapilmasini ihmal etmekte ve tek doz asi
hayvanlari korumamaktadir. Bu ¢alismada, enfeksiy6z nekrotik hepatitis hastaligina karst
klasik yontemlerle iretilen aliiminyum hidroksitli aginin ¢ift dozu ile PLGA kullanilarak
tiretilen asinin tek dozunun etkinliginin karsilastirilmasi amaglanmigtir. Daha 6nce insan
toksoid asilarinin gelistirilmesinde PLGA kullanilmis olmakla birlikte, bir hayvan asisi
olan enfeksiydz nekrotik hepatitis toksoid asisinin gelistirilmesinde PLGA’nin ilk kez

denenmesi son derece dnemlidir.
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2. MATERYAL ve METOT

Bu calisma igin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Bagkanligi’'nin 05.10.2016 tarih, 2016/17 say1 ve 160 nolu karari ile etik kurul onayi
alimmis olup, calisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (FUBAP)

Koordinasyon Birimi tarafindan MF.16.70 nolu proje ile desteklenmistir.

2.1. Bakteri Susu ve Standart Toksin

Ast tretiminde kullanilan Clostridium oedematiens tip A (UK) susu ve Toksin
Notralizasyon Testinde (TNT) kullanilan C. oedematiens tip A alfa (a) standart toksin
(L+/20), Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligina bagli Pendik Veteriner Kontrol

Enstitiisti’nden satin alindi.

2.2. Deney Hayvanlar

Uretilen asmin bagisiklik giiciinii 6lgmede kullanilan 400-500 gr agirhigindaki 30
adet erkek kobay (Guinea pig) ile toksin titresinin belirlenmesi, detoksifikasyon kontrolii
ve TNT testinde kullanilan 18-20 gr agirhigindaki beyaz fareler Firat Universitesi Deneysel

Aragtirmalar Merkezinden temin edildi.

2.3. Poli (D, L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA)

Antijenin kapsiillenmesinde PLGA (Sigma, lactide/glycolide: (50/50), MW: 30.000-
60.000) biyopolimeri kullanildi.

2.4. Kimyasallar

Calismada kullanilan, polivinil alkol (Sigma), trehaloz (Merck), Mg(OH), (Merck),
metilen klorid (Sigma), maltoz (Acros), glikoz (Merck), NaCl (Merck), fenol (% 99.5)
(Acros), L-sistein hidroklorid (Merck), sodyum ditiyonit ((Merck), aliminyum hidroksit

(Across), demir siilfat (Across), bakteriyolojik pepton (Conda) ve formaldehid soliisyonu



(%37) (Merck) ticari firmalardan satin alindi.
2.5. Besiyerleri

C. oedematiens tip A susunun iretimi i¢in Tarrozi buyyon, toksin iiretimi igin
Ardehali besiyeri kullanildi (Ardehali vd., 1986; Bas ve Alp, 2005). Bu ortamlar asagida
belirtildigi sekilde hazirlandi.

2.5.1. Tarrozi Buyyon

Yaklasik 500 gr agirligindaki taze yagsiz dana karacigeri dograndi ve iginde 1 litre
distile su bulunan kap icerisinde kaynatildi. Daha sonra karaciger tanecikleri tiilbentten
stiziilerek sividan ayristirildi. Karaciger sivisi bir balon igerisinde toplandi. Kaynatilan
karaciger parcalart distile suyla yikandi ve zarlar1 soyulduktan sonra bu pargalar vida
kapakli tiiplere girebilecek biiyiikliikte dograndi. Daha sonra asagida belirtilen ortam

hazirlandi.

Et peptonu 10 gr

NaCl 5gr

Glikoz 10 gr

Karaciger sivisi ve distile su ile hacim 1 litreye tamamlandiktan sonra pH 7.8’¢
ayarlandi.

Vida kapakli tiiplere dogranmis olan karaciger pargalarindan bir kisim ve yukarida
hazirlanan besiyerinden 2 kisim konduktan sonra 121 %C’de 15 dakika otoklav edildi. Ekim
yapilmadan once tiipler 20 dakika siirede kaynatildi ve ekim 1sisina kadar sogutulduktan

sonra ekim yapildi.

2.5.2. Ardehali Besiyeri

Pepton 40 gr
NaCl 250r
Karaciger Ekstrakti Sgr
Maltoz 10 gr
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L-sistein HCL 1gr

Demir Silfat Sol. 2.5 ml (0.1 gr FeSQqy, 2.5 ml 1/50’lik H,SOy4 iginde
¢ozdiiriildii)

Sodyum ditiyonit 0.2gr

Distile su 1000 ml pH:8

Yukarida belirtilen maddeler distile suda ¢ozdiiriildi ve kaynama noktasina
getirilerek 10 dakika bu 1sida tutuldu. Sogutma isleminden sonra dipte biriken sediment
atild1 ve iistteki supernatant alindi. Siipernatantin hacmi 6lgiildii ve 2.2 kat1 distile su ilave
edildikten sonra besiyeri sterilize edildi. % 50’lik glikoz soliisyonu membran filtreden

(0.22 um por ¢apl) gegirildi ve % 1 oraninda bu besiyerine eklendi.

2.5.3. Diger Besiyerleri

Asmin inaktivasyonundan sonra canlilik kontrolii i¢in kiymali buyyon, nutrient
buyyon (LAB M) ve nutrient agar (LAB M) besiyerleri kullanildi. Canlilik ve sterilite
kontrollerinde kullanilan kiymali buyyon ile sterilite kontrollerinde kullanilan kanli agar,
PPLO agar ve sabouraud dextrose agar, Elazig Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden temin
edildi.

2.6. Lowry Yontemi ile Protein Miktarmin Belirlenmesi i¢cin Kullamlan Cozeltiler

PLGA mikrosferleri icerisindeki protein miktarinin belirlenmesinde asagida belirtilen
¢ozeltiler kullanild.

Cozelti A: 0.1 M NaOH igeren % 2’lik Na,CO3 ¢ozeltisi

Cozelti B: % 1’lik NaK tartarat

Cozelti C: % 5’ lik CuSOq4

Cozelti D: 48 ml Cozelti A, 1 ml Cozelti B ve 1 ml Cozelti C alinarak hazirlandi.

Cozelti E: 2.5 ml folin fenol ve 2.5 ml distile su karistirilarak hazirlandi.

Sigir Serum Albiimini (BSA): 5 mg BSA 5 ml distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

2.7. As1 Uretim Calismalar:

Liyofilize C. oedematiens tip A susu 1 ml Tarrozi buyyon sivist ile sulandirildi. Bu
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sulandirmadan bir miktar alinarak daha once Kkaynatilip sogutulmus iki adet Tarrozi
buyyon tiiplerine ekim yapildi ve 37 C’de 24 saat inkubasyona birakildi. Tarrazi buyyon
kiltiriinden Gram boyama yapildi ve besiyerlerine ekimler yapilarak saf olup olmadigi
kontrol edildi. Saflik kontroliinden sonra Tarrozi buyyon kiiltiirleri, igerisinde bir litre
Ardehali besiyeri bulunan siseye aktarildi. Bu besiyeri 37 C’de 72 saat anaerobik ortamda
inkubasyona birakildi. Ardehali besiyerinde tireyen C. oedematiens kiiltiiriintin alfa toksin
titresi belirlendi. Bunun igin, kiiltiir siipernatantinin 100, 1/200, 1/400, 1/800 ve 1/1600
‘liikk dilusyonlar1 hazirland1 ve her bir dilusyondan 18-20 gr agirligindaki iki beyaz fareye
0,2 ml miktarinda arka bacak adalesine enjekte edildi. Fareler 72 saat gdzlemlenerek
MLDsy /ml belirlendi. Titrasyon isleminden sonra, inaktivasyon i¢in kiiltire % 0.6
oraninda formol katildi ve 10 giin 37 %C’de bekletildi. Inaktivasyon islemini takiben
kiiltirden numune alinarak canlilik ve detoksifikasyon kontrolii yapildi. Canlilik kontrolii
icin kiymal1 buyyon, Tarrozi buyyon, nutrient buyyon ve nutrient agara ekim yapildi ve
besiyerleri 37 °C’de 1 hafta inkubasyona birakildi. Detoksifikasyon kontrolii icin kiiltiir
siipernatantindan 0,5’er ml alinarak 18-20 gr agirligindaki 2 beyaz fareye derialti enjekte
edildi ve fareler 7 giin boyunca gozlem altinda tutuldu (Bas ve Alp, 2005). Daha sonra 1
litrelik kiiltliriin yaris1 aliminyum hidroksit ile adjuvantlama i¢in ayrildi. Diger yarisi ise

PLGA mikrosferlerinin hazirlanmasi i¢in ayri bir siseye aktarildi (Sekil 2.1).
2.8. Aliiminyum Hidroksit ile Adjuvantlama

Herhangi bir bakteri ve aktif toksin icermedigi belirlenen anakiiltiir ve toksoid
karisimina aliiminyum hidroksit jeli %20 oraninda ve % 80 lik fenol soliisyonu % 0.32
oraninda katildi. Oda 1sisinda bekletilen as1 2 giin siire ile zaman zaman karistirilarak
adjuvanta adsorbe edildi. Sterilite kontrolii i¢in; aerop bakteriler yoniinden kanli agara,
anaerop bakteriler yoniinden kiymali buyyona, mikoplazmalar yoniinden PPLO agara ve
mantarlar yoniinden sabouraud dextrose agara ekim yapildi. Zararsizlik kontrolii i¢in 2 adet
kobaya derialtt yolla 0.5 ml as1 verilerek asilandi ve lokal veya genel reaksiyonlar

yoniinden gzlem altina alindi. As1 + 4 °C’de buzdolabinda saklandi (Bas ve Alp, 2005).
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< ITEET,

Liyofilize Bakteri Susu (1 Ampiil)

1 ml Tarrozi Buyyon Stvist ile Sulandirma

| —> 37°C’de 24 saat inkubasyon

2 Adet Tarrozi Buyyon Tiipi

Inokulasyon
| > Saflik kontrolii

——> 37°C’de 72 saat inkubasyon

Ardehali Besiyerinde Toksin Uretimi

j&

% Farede toksin titrasyonu

Steril numune

Formol ile inaktivasyon

37 °C’de 10 giin

Steril numune

Canlilik Kontrolii Detoksifikasyon Kontrolii

500 ml 500 ml

Aliminyum Hidroksit ile Adjuvantlama PLGA ile Enkapsiilasyon

Sekil 2.1. As1 iiretim semasi
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2.9. PLGA Mikrosferlerinin Hazirlanmasi

PLGA mikrosferleri ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma metoduna gére hazirlandi
(Jaganathan vd., (2005). Kisaca, 2 ml toksoid igerisine % 1.5 oraninda trehaloz ve % 2
oraninda Mg(OH), katildi. Bunun iizerine metilen Klorid igerisinde hazirlanmis % 5°lik
PLGA soliisyonundan 25 ml ilave edilerek siispanse edildi. Daha sonra 50 W ve 10 saniye
siire uygulanarak ultrasonik homojenizatorde (Bandelin) homojenize edildi. Bu emdiilsiyona
%1 lik polivinil alkolden (PVA) 100 ml eklendi ve homojenizatér (Heidolph Silent
CrusherS) ile yiiksek hizda (30.000 rpm) 10 saniye siireyle karigtirildi. Bu emiilsiyon 125
ml % 0.3’liilk PVA igerisine bosaltildi ve 1 saat karistirildi. Daha sonra santrifiij islemi
uygulanarak mikrosferler toplandi ve distile su ile yikandi. Mikrosferler vakumlu
desikatorde kurutuldu ve + 4 °C’de buzdolabinda sakland:. Bir as1 dozu (2 ml) toksoid
miktart kullanildiginda yaklasik 1 gr kurutulmus mikrosfer elde edildi (Sekil 2.2). Tim

hayvanlar agilayacak miktarda mikrosferler hazirlandi.

Sekil 2.2. Kurutulmus PLGA mikosferlerin goriiniimii

2.10. Taramah Elektron Mikroskop ile Mikrosfer Biiyiikliigii ve Seklinin Belirlenmesi

Mikrosferin biiyiikligi ve sekli taramali elektron mikroskop (SEM) ile incelendi
Bu islem icin Firat Universitesi Merkez Laboratuvari’nda bulunan Zeiss EVO MA10
marka taramali elektron mikroskobundan faydalanildi (Sekil 2.3). PLGA mikrosferlerinden
kiigiik bir miktar alinarak numune tutucusunun iizerine yerlestirildi. Goriintii almadan 6nce

ornek altin kaplama islemine tabi tutuldu. Goriintiileme yontemiyle mikrosferlerin sekli
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incelendi ve ¢aplarn dlgiildii.

Sekil 2.3. PLGA mikrosferlerin taramali elektron mikroskop ile analizi

2.11. PLGA Mikrosferlerinin i¢indeki Antijen Miktarmin Belirlenmesi

PLGA mikrosferlerinin igindeki yiiklii protein miktarin1 tespit etmek i¢in % 5
sodyum dodesil siilfat iceren 0.1 M NaOH ¢o6zeltisinden 1 ml alinarak bir tiipe kondu.
Uzerine 5 mg mikrosfer eklendi ve ¢ozdiiriildii. Daha sonra 3000 rpm’de 4 dakika santrifiij
islemi uygulandi ve supernatant alinarak Lowry metodu ile analiz edildi (Rudra vd.,
2011). Bunun igin 1 mg/ml protein ihtiva eden sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pl eklendi. Tiiplere saf su ilave edilerek toplam
hacim100 ul, olacak sekilde ayarlandi. Kor olarak bir tiipe 100 ul saf su konuldu. Daha
sonra her tiipe 2 ml ¢ozelti D eklendi ve oda 1sisinda 10 dakika bekletildi (Sekil 2.4).
Ornekler spektrofotometre kiivetlerine konuldu ve UV spektrofotometre cihazi (Shimadzu
UV-1800) kullanilarak 600 nm’de 6rneklerin kore karsi absorbanslari okundu. Absorbans
degerlerine karsilik gelen mg protein degerleri kullanilarak standart grafik hazirlandr (Sekil
2.5). Numuneler i¢indeki protein miktari standart grafikten elde edilen dogru denklemi
kullanilarak hesaplandi (Quintilio vd., 2009; Ekmekci, 2016). Hem toksoid numuneden

hem de mikrosferlerden 2’ser &rnegin spektrofotometrede absorbanslari okunarak
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ortalamalar1 alindi. Mikrosferler icinde saptanan protein miktari, baglangicta kullanilan

toksoid igerisindeki protein miktarina boliindii ve bulunan rakam 100 ile ¢arpilarak protein

yiiklenme orani hesaplandi.

0,1
0,09
0,08
0,07
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0,05
0,04
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Abs (600 nm)

.t

Sekil 2.4. Lowry metodunun uygulanisi

y =0,0918x + 0,0003
R*=0,9726

.t
.
.
.

0,4 0,6 0,8

BSA Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 2.5. PLGA mikrosferleri igerisindeki protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafigi
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2.12. Bagisikhik Kontrolii

Hayvanlar1 bagisiklamak igin, kurutulmus mikrosferler (15 gram) 30 ml PBS ile
sulandirildi. Aliminyum hidroksit adjuvantli ve PLGA mikrosferli asinin bagisiklik testleri
icin 400-500 gr agirhigindaki erkek kobaylar kullanildi. Her biri 10 kabaydan olusan 3 grup
olusturuldu. Birinci gruptaki kobaylara 21 giin ara ile 2 ml alliminyum hidroksit adjuvantl
ast deri alt1 yolla ¢ift doz verildi. Ikinci gruptaki kobaylara PLGA mikrosferli asidan 2 ml,
ticlincii gruptaki kobaylara PLGA mikrosferli asidan 1 ml deri alt1 yolla tek doz enjekte
edildi (Sekil 2.6). Birinci gruptaki hayvanlardan ikinci asilamadan, ikinci ve iglinci
gruptaki hayvanlardan tek doz asilamadan 15, 30 ve 45 giin sonra kalpten kan alinarak
serumlar elde edildi. Her gruptaki hayvanlarin serumlari havuzlanarak bir tiipte toplandi.

Kobay kan serumlarinda en az 2.5 IU/ml diizeyinde antitoksinin varligi farelerde
Toksin Nétralizasyon Test (TNT) ile belirlendi (Bas ve Alp, 2005; Kili¢ ve Kiling, 2005).
Bu testte, dnceden letal dozu hesaplanmig C. oedematiens tip A alfa standart toksini (L+20,
Diliisyon Orani: 1/6) kullanildi. Her grupta asili kobaylara ait serumlarin 1/2, 1/4, 1/5, 1/8,
1/16 ve 1/32 oraninda diliisyonlar1 hazirlandi. Her grup igin steril 6’sar adet tiip alindu.
Tiiplerin her birine yukarida belirtilen oranda diliie edilmis standart toksinden 0.3 ml
kondu. Birinci tiiplere 1/2 oraninda diliie edilmis serumdan, ikinci tiiplere 1/4 oraninda
diliie edilmis serumdan, ticilincii tiiplere 1/5 oraninda dilue edilmis serumdan, dérdiincii
tiiplere 1/8 oraninda dilue edilmis serumdan, besinci tiiplere 1/16 oraninda dilue edilmis
serumdan ve altinci tiiplere 1/32 oraninda dilue edilmis serumdan 0.3er ml ilave edildikten
sonra pipetle karistirldi. Toksin ve serum karisimlar nétralizasyon igin 37 °C’de 30
dakika bekletildi. Daha sonra her karisimdan 2’ser beyaz farenin arka bacak adalesine 0.2
ml enjekte edildi ve fareler 72 saat gdzlemlendi (Sekil 2.7). Oliimlerin olup olmamasina
gore sonuclar degerlendirildi. Ayrica standart toksinden 2 fareye 0,1’er ml dozunda kas i¢i

verilerek toksinin kontrolii yapildi.
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Sekil 2.6. Kobaylara deri alt1 yolla aginin uygulanisi

Sekil 2.7. Toksint+serum karigimlarinin farelere kas i¢i yolla enjeksiyonu
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3. BULGULAR

Tarrozi buyyonda iireyen ana tohum susu kiiltiirlinden yapilan Gram boyamada
Gram pozitif, comak seklinde bazilar1 sporlu C. oedematiens bakterileri gorildi (Sekil
3.1). Saflik kontoliinde susun saf oldugu belirlendi. Toksin iiretim ortami1 olarak kullanilan
Ardehali besiyerinde tireyen kiiltiirdeki C. oedematiens alfa toksin titrasyonunun 1/4000
MLDsog/ml oldugu tespit edildi. As1 kiiltiiriiniin inaktivasyonundan sonra yapilan canlilik
testinde herhangi bir mikroorganizma tiremesi ve detoksifikasyon kontroliinde farelerde
olim gozlemlenmedi. Deneysel olarak liretilen asinin aerobik ve anaerobik bakteriler,
mikoplazmalar ve mantarlar yoniinden yapilan sterilite testinde herhangi bir {ireme
saptanmadi. Kobaylarda yapilan zararsizlik testi sonucunda, hayvanlarda herhangi bir

olumsuz reaksiyon gozlemlenmedi.

Sekil 3.1. Gram boyama ile C. oedematiens bakterilerinin 151k mikroskobunda goriiniimii (x1000)



PLGA biyopolimeri ile kapsiilleme islemi sonrasinda antijenin % 88 oraninda
mikrosferler igerisine yiiklendigi saptandi. Taramali elektron mikroskop analizinde
mikrosferlerin ¢ogunun diizgiin yuvarlak sekilli oldugu goriildii. Bazi alanlarda kirik ve
delik mikrosferler tespit edildi. Mikrosfer ¢aplarinin 6l¢iimii sonucunda ¢ogunun 1-5 um
capinda oldugu belirlendi (Sekil 3.2).

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Date :8 Oct 2018
WD = 8.5 mm Mag= 10.00 KX Time :11:19:28

1 um EHT =20.00 kv Signal A = SE1 Date :8 Oct 2018
WD = 85mm Mag = 10.00 KX Time :11:42:41

Sekil 3.2. PLGA mikrosferlerinin SEM goriintiisii
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Aliiminyum hidroksit adjuvanti katilmis as1 ile ¢ift doz (2 ml+2 ml) asilanmis
kobaylarin kan serumlarinda antikor diizeyi 15. giinde 4 1U/ml, 30. ve 45. giinlerde 8
IU/ml olarak belirlendi. Bununla birlikte PLGA mikrosferli as1 ile tek doz (2 ml)
astlanmig kobaylarin kan serumlarinda antitoksin diizeyi 15. giinde 2 1U/ml, 30. ve 45.
giinlerde 8 IU/ml, PLGA mikrosferli asi1 ile yarim doz (1 ml) agilanmis kobaylarin kan
serumlarinda antikor diizeyi 15. giinde 1 1U/ml, 30. giinde ve 45. giinde 2 IU/ml olarak
tespit edildi (Tablo 3.1).

Altiminyum hidroksit adjuvantli as1 ile 2. asilamadan ve PLGA mikrosferli asinin
tek doz uygulanmasindan sonra hayvanlardaki bagisiklik diizeyi, uluslararasi standartlara
gbre minimum olmas1 gereken diizeyin (2.5 1U/ml) tizerinde bulundu. Bununla birlikte 1
ml PLGA mikrosferli as1 verilen hayvanlarda yeterli bagisiklik diizeyi saptanamadi (Sekil
3.3).

Tablo 3.1. Aliminyum hidroksit adjuvantl ve PLGA mikrosferli agilarin deney hayvanlarindaki bagisiklik

sonuglari
As1 Tiirii Antikor titresi (1U/ml)
15. giin 30.giin 45. giin

Aliiminyum  hidroksitli  as1 4 8 8
(cift doz)

PLGA mikrosferli asi 2 8 8
(tek doz)

PLGA mikrosferli as1 1 2 2

(yarim doz)
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Antikor titrexi (IU/ml)

Sekil 3.3.

0 15 gin 30. gan 45 gin

—4— Aluminyum hidroksitli az (2 ml +2 ml) —8— PL GA mikrosferli ag (1 ml)

==fe=-PLGA mikrosferli ag (2 ml)

PLGA mikrosferli ve aliiminyum hidroksitli asilar ile agilama sonrasi olusan antikor titreleri
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Insan ve hayvan asilarinin gelistirilmesinde nanoteknolojinin kullanimi son yillarda
onem kazanmistir (Kim, vd., 2014; Zhao vd., 2014). PLG ve PLGA gibi sentetik
polimerler mitkemmel biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerdir. Bu nedenle nanopartikiil
hazirlamada yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Peek vd., 2008; Akagi, vd., 2012; Danhier
vd., 2012). Sentetik polimerlere ilave olarak aljinat, inulin, pullulan ve kitosan gibi
polisakkarit yapidaki dogal polimerler de nanopartikiillii adjuvantlarin hazirlanmasinda
kullanilmistir (Uenaka vd., 2007; Honda-Okuba vd., 2012; Li vd., 2013; Feng, vd., 2013).
Inaktif asilarin etkinligini artirmak icin asilarin iiretimi asamasinda cesitli adjuvantlar
katilir. Aliiminyum bilesikleri 90 yildan fazla hem insan hem de hayvan asilarinin
tretiminde kullanilan bir adjuvanttir (Pasquale vd., 2015; Lee ve Nguyen, 2015).
Aliminyum bilesiklerinin genellikle humoral bagisik yaniti uyarmasi ve bu adjuvatlarin
kullanilmasiyla tretilen inaktif asilarin tek dozunun yeterli bagisikliga yol agmamasi
dezavantaj olusturmaktadir (Spickler ve Roth, 2003). Klasik adjuvantlara alternatif olarak,
hem hiicresel hem de humoral bagisik yaniti uyaran bir polimer olan PLGA nin, tek dozlu
asilarin gelistirilmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Bailey vd., 2017; Woo vd., 2018).

Bu ¢alismada, laboratuvarda kiigiik 6lgekte enfeksiyoz nekrotik hepatitis hastaligi
agis1 Uretilmis ve adjuvant olarak aliiminyum hidroksit ve PLGA biyopolimeri
kullamilmistir. Her iki adjuvant kullanilarak {iretilen asinin kobaylarda olusturdugu
bagisiklik diizeyleri karsilastirilmistir. Asilamadan sonraki 15. giinde aliiminyum hidroksit
adjuvanth ¢ift doz asinin antikor titresi 15. giinde 4 IU/ml iken, tek doz verilen PLGA
mikrosferli asinin antikor titresi 2 TU/ml olarak belirlenmistir. Ancak 30. ve 45. giinlerde
¢ift doz aliiminyum hidroksit adjuvantl as1 ile tek doz PLGA mikrosferli aginin antikor
titresi ayn1 seviyede (8 IU/ml) bulunmustur. PLGA mikrosferli as1 yarim doz (1 ml)
verildiginde uluslararasi kabul edilen titrenin (2.5 IU/ml) altinda bir titre elde edilmistir.
Bu c¢alismanin sonuglari, PLGA mikrosferli enfeksiyoz nekrotik hepatitis asisinin tek
dozunun yeterli bir bagisiklik olusturdugunu gostermektedir. Daha 6nce PLGA mikrosferli
enfeksiydz nekrotik hepatitis asist ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmadigindan tespit
edilen antikor titrelerini karsilagtirmak miimkiin olmamistir. Bununla birlikte bu ¢aligmaya
benzer bir sekilde tek doz PLGA mikrosferli tetanoz (Jagahanthan vd., 2005), difteri (Woo
vd, 2018) ve hepatit B (Jaganathan vd., 2004: Sivakumar vd, 2008) asilarinda da yeterli bir



bagisiklik diizeyi elde edilmistir.

Bu calismanin sonuglari, kapsulleme esnasinda bir miktar protein antijeninin
kaybma ragmen 30. giinden sonra tek doz PLGA mikrosferli ve ¢ift doz aliiminyum
hidroksitli asinin ayn1 diizeyde bagisiklik seviyesine ulastigini géstermektedir. 15. glinde
PLGA mikrosferli asinin antikor titresinin diisiik olmasi1 mikrosferler igerisinden ilk
giinlerde antijenin yavas salimimindan kaynaklanabilir. Polimerik partikiil biyiikliigi,
polimerin molekiil agirligi ve hidrofobisitesi gibi faktorler antijen salinim siiresini
etkilemektedir. Diisiik hidrofobisite ve daha kiigiik partikiil biiylikliigine sahip
mikrosferden daha hizli antjen salinim1 gergeklesir. Hidrofobisitesi yiiksek ve daha biiyiik
partikiillii mikrosferden antijen salimimi ¢ok yavastir (Johansen vd., 2000). PLGA
polimerinin bozunma yar1 émriiniin polimerin monomer kompozisyonuyla iligkili oldugu,
glikolid/laktid orani 50/50 oldugunda bozunma yari Omriiniin minimum diizeyde
gerceklestigi  bildirilmistir (Miller vd., 1977; Cleland, 1995). Bununla birlikte
laktid/glikolid oran1 75/25 olarak arttiginda PLGA’nin bozunma oranmin laktid/glikolid
orani 50/50 olan PLGA’dan daha hizli oldugu saptanmistir (Isobe vd., 1996). Diger bir
caligmada ise, en yavas hepatit B antijeni salinimi, laktid/glikolid oran1 50/50 olan PLGA
polimeri kullanildiginda elde edilmistir (Shi, vd., 2002). Partikiil biyiikligi 10 um’den
kiigiik mikrosferler hemen antijen sunan hiicreler (dentritik hiicreler ve makrofajlar)
tarafindan alinir ve adjuvant etkisi hemen baglar. Bundan daha biliyiik mikrosferler
enjeksiyon yerinde kalir, yavas yavas antijen salinimi gergeklesir (O’Hagan vd., 1993;
Johansen, vd., 2007). Thomas vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, Spm ¢apindaki
hepatit B antijeni yiiklii mikrosferlerin 12 um g¢apindakilerden daha giiglii bir immun yanit
olusturdugu saptanmustir. Eldridge vd. (1991) tarafindan yapilan ¢alismada ise, stafilokok
enteroksin B toksoidi yiiklii 10 pm’den kiigiik PLGA mikrosferlerinin daha giiclii immune
yanit olusturdugu belirlenmistir. Joshi vd. (2012), ovalbiimin antijeni yiikli 17 pm, 7 pm,
1 um ve 300 nm biiyiikliigiindeki PLGA partikiillerin immun yanit iizerindeki etkilerini
arastirmiglar ve daha kiigiik partikiillerin erken donemde sitotoksik T lenfositlerini daha
yiiksek oranda aktive ettiklerini tespit etmislerdir. Gutierro vd. (2002), 200, 500 ve 1000
nm biyiikliigiindeki BSA yiikli PLGA partikiillerinin farelerde olusturdugu antikor
miktarlarmi karsilagtirmislar, kiiciik partikiillerden baslangigta antijen saliniminin daha
yavas oldugu fakat 1000 nm biiytlikliiglindeki partikiillerin daha yiiksek 1gG olusumuna yol
actigmmi  bildirmiglerdir. Yapilan bu c¢alismada ise, antijenin kapsiillenmesinde

laktid/glikolid oran1 50:50 ve molekiil agirligit 30.000-60.000 dalton olan PLGA
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biyopolimeri kullanilmis ve mikrosferlerin ¢ogunun ¢ap1 5 pm’den kii¢iik bulunmustur. Bu
calismanin sonuglar1 laktid/glikolid oran1 50:50 olan PLGA polimerin C. oedematiens
toksoidinin enkapsiilasyonu i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

Koyunlarin enfeksiy6z nekrotik hepatitis hastaligi etkeni olan C. oedematiens tip B
ckstraseliiler toksinler (alfa, beta, zeta ve eta) iiretir. Bu toksinler letal, 6damatéz ve
sitotoksik aktiviteye sahiptir. Bu bakterinin sebep oldugu hastaliktan korunmada toksoid
asilardan yararlanilmaktadir. Alfa toksini en etkili toksin olup bu toksini igeren asilarin
koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Arda, vd., 1997; Blood ve Radostits, 1989).
Amitmoto vd. (1998), 4 pg C. oedematiens alfa toksin iceren aliiminyum fosfatli asiy1
kobaylara uygulamiglar ve tim kobaylarm 10 IU ve daha fazla antikor titresine sahip
oldugunu, 1 pg toksin igeren asiy1 verdiklerinde 5 IU’nin altinda antikor titresine sahip
kobaylarin tiimiiniin koruma testinde Oldiiglinii bildirmislerdir. Aymi arastiricilar
kobaylardaki antikor titresini belirlemek ig¢in vero hiicrelerini kullanarak toksin
notralizasyon testini uygulamislardir. Yapilan bu ¢alismada ise, kobaylarda antikor titreleri
fare TNT ile ortaya konmustur. Fare toksin notralizasyon testinde asili hayvanlardan elde
edilen serumlarla alfa toksin nétralize edilir ve farelerde 6liim olup olmamasina gore
degerlendirme yapilir. Toksin titrasyonunun belirlenmesinde kullanilan in vitro testlerin in
vivo testlere gdre avantajlar1 vardir. In vitro testler daha giivenlidir ve ¢ok sayida farenin
kullanilmasina ihtiyag duyulmamaktadir (Hogarth-Scott vd., 1980). Bu ¢alismaya benzer
sekilde bazi arastiricilar, enfeksiy6z nekrotik hepatitis hastaligi asisinin kobay antikor
titrelerini belirlemek igin fare TNT’ ni kullanmislardir (Kilig ve Kiling 2005; Bas ve Alp,
2005).

Bu calismada saptanan antikor titreleri, ayn1 sus kullanilarak Bas ve Alp (2005)
tarafindan hazirlanan monovalan ve kombine asidan elde edilen antikor degerinden (>10)
biraz diislik bulunmustur. Bu farklilik as1 hazirlama teknigin farkliligindan kaynaklanabilir.
Bas ve Alp (2005), asiyt hazirlarken ultrafiltrasyon yontemiyle konsantrasyon
gerceklestirmiglerdir.  Arastiricilar  ultrafiltrasyon cihazi ile 10.000-30.000 dalton
biiyiikliigiindeki molekiilleri filtre etmek suretiyle kiiltiirii 3 kat konsantre ederek, kiiltiiriin
hacmini diisiirmiislerdir. Fakat bizim ¢alismamizda konsantrasyon islemi uygulanmamastir.
Kobaylarin asilanmasinda her iki ¢alismada da ayni hacimde asi verilmekle birlikte
konsantre edilmis as1 igerisindeki antijen miktarinin fazla olmasi daha yiiksek oranda
antikor olusumuna neden olabilir. Nitekim Amitoo vd. (1998), C. oedematiens tip B

toksoid asisinin kobaylara verdikleri asi miktarini azalttiklarinda antikor titresinin
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diistiigiinii belirlemislerdir.

As1 bagisiklik calismalarinda elde edilen antikor titreleri hayvan tiirlerine gore
degisebilmektedir. C. oedematiens asisinin bagisiklik ¢alismalar1 tavsanlarda yapildiginda
elde edilen titreler kobaylardan elde edilen titrelere gore 3-10 kat daha diisiik bulunmustur
(Webster ve Frank, 1985). Bas ve Alp (2005), aliminyum hidroksitli C. oedematiens
asisinin bagisiklik testini hem kobaylarda hem de koyunlarda yapmuslar, kobaylarda 10
IU/mI’nin {izerinde ve koyunlarda 2.5-5 IU/ml titre elde etmislerdir. Kili¢ ve Kiling,
(2005), aliiminyum hidroksit adjuvantli enfeksiy6z nekrotik hepatitis asis1 uygulanan
koyunlarda asinin olusturdugu bagisiklik diizeyini arastirmislar, ¢ift doz asinin 2. ayda
antikor titresini 16 [U/ml  diizeyinde tespit etmiglerdir. Her iki ¢alismada da havuzlanmis
serum Ornekleri kullanilmistir.

Onceki calismalar PLGA ile kapsiilleme isleminde ilave edilen trehalozun toksoid
icindeki antijenin stabilitesini artirdigin1 gostermektedir. PLGA nin hidrolizi sonucu laktik
ve glikolik asit agiga ¢iktigindan mikrosferler i¢cinde pH 3’lin altina diiser. Asidik pH’y1
notralize etmek icin Mg(OH); katilir. Trehaloz kapsiilleme esnasinda organik ¢oziiciilerden
antijenik proteini korur. Trehaloz sulu ortamda kayda deger c¢oziiniirliige sahiptir.
Trehalozlu ortamda antijen salimmi daha hizlidir (Jaganathan vd., 2004). Protein
stabilizatorii olarak sigir serum albiimin (BSA), manntitol ve siikroz kullanilmasina
ragmen antijenin yapisinin korunmasi ve daha iyi salimim i¢in sadece trehalozun etkili
oldugu, kapsiilleme isleminde trehaloz konsantrasyonu % 0.5’den % 2’ye artirildiginda,
antijen saliniminin da % 80-90 oranina ulastig1, trehalozsuz mikrosferlerdeki ytiklii protein
miktarinin % 30-40 oraninda oldugu bildirilmistir  (Jaganathan vd., 2005). Bununla
birlikte, Quintilio vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, protein stabilizatori
icermeyen PLGA mikrosferleriyle kapsullenmis tetanoz ve difteri asilar1 uygulanan fare ve
kobaylarda yeterli diizeyde bagisiklik elde edilmistir. Yapilan bu c¢alismada,
mikrosferlerin hazirlanmasinda antijen kaybii onlemek icin toksoid igerisine % 1.5
oraninda trehaloz ve % 2 oraninda Mg(OH), katilmistir. Mikrosferler hazirlanirken
eklenen toksoid icerisindeki proteinin yaklasik % 88’1 mikrosferler igerisine yiliklenmistir.
Protein miktarinda yaklasik % 12 oraninda bir kayip goriilmesine ragmen c¢ift doz
aliminyum hidroksitli asiyla ayni seviyede bagisiklik elde edilmistir. Jaganathan vd.
(2005), trehaloz ilave ederek tetanoz antijenini PLGA ve kitosan ile kapsiillediklerinde
mikrosferler i¢ine protein yiikklenme oranmni % 90’a ¢iktigini bildirmislerdir. Bununla
birlikte bazi calismalarda (Johansen vd., 1999; Woo vd., 2018) daha diisiik protein
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yiikklenme oranlar1 belirlenmistir. Protein yiiklenme oranlarindaki bu farkliliklar, kullanilan
polimerin tipi, antijenin 6zelligi ve mikrosfer hazirlama yontemlerinin farkli olmasindan
kaynaklanabilir.

Bu calismada, mikrosferler ¢ift emiilsiyon yontemiyle hazirlanmistir. Cift
emiilsiyon yontemiyle mikrosferler hazirlanirken PLGA polimeri bir organik solvent
icinde ¢Ozdiiriiliir ve homojenize edilir. Daha sonra ikinci bir solvent ile ¢ift emiilsiyon
yapilir, mikrosferler kurutulur ve toplanir (Shi vd., 2002). Bu ¢alismaya benzer sekilde
diger galismalarda da ¢ift emiilsiyon yontemi kullanilmstir (Shi, vd., 2002; Jaganathan vd.,
2004, Jaganathan vd., 2005; Quintilio vd., 2009; Woo vd., 2018; Khademi vd., 2018).
Bununla birlikte, difteri toksoid asist i¢in PLGA mikrosferlerinin hazirlanmasinda
piiskiirterek kurutma ve koaservasyon yontemleri uygulanmistir (Johansen vd., 2000).

Mikrosferlerin i¢indeki antijen miktarinin belirlenmesinde uygulanan yontemlere
gore farkli sonuglar elde edilebilebilmektedir. Johansen vd. (1999), polimer solventi olarak
sodyum hidroksit/polisorbat ve diklormetan: kullanmislar, iki solventin protein igerigi
tizerinde etkisini karsilastirmiglardir. Arastiricilar, polimer sodyum hidroksit/polisorbat
icinde ¢ozdiiriildiigiinde daha yiiksek protein miktar1 saptadiklarini bildirmislerdir.
Bununla birlikte diger bir ¢alismada sodyum hidroksit/polisorbat’in difteri toksininin
antijenitesinde kayba neden oldugu rapor edilmistir (Xing vd., 1996). Bu ¢alismada da
yukaridaki ¢aligmalara benzer sekilde mikrosferleri ¢ozdiirmek i¢in 0.1 M NaOH ¢ozeltisi
kullanilmistir.

Sonug olarak, PLGA mikrosferli enfeksiyoz nekrotik hepatitis agisinin tek dozunun
aliminyum hidroksitli asinin ¢ift dozu ile aym diizeyde bagisiklik olusturdugu ortaya
konmustur. Bu sonu¢ veteriner toksoid asilarmin gelistirilmesine biiyiik katki
saglayacaktir. Ancak polimerler kullanilarak {iretilen asilarin bagisikhik diizeyleri,
mikrosferleri hazirlamada kullanilan ydntem, polimerin tipi, solventlerin ¢esidi, protein
stabilizatorleri gibi birgok faktorden etkilendigi i¢in daha kapsamli c¢alismalarin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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5. ONERILER

<> Inaktif ve toksoid asilarin koruyuculugu smirli ve kisa siireli odugundan, belirli
zaman araliklarinda rapel asilamalara ihtiyag duyulmaktadir. Insanlarda diftteri ve tetanoz
hastaliklarindan korunma igin tek dozda yeterli bagigiklik saglayan PLGA biyopolimerli
asilar gelistirilmistir. Veteriner alanda PLGA biyopolimerli as1 ¢alismalar1 olduk¢a azdir.
Bu calismada, tek doz PLGA mikrosferli enfeksiyoz nekrotik hepatitis hastaligi asisinin
koruyucu etki olusturdugu ortaya konmustur. Ancak polimerli veteriner asilarinin {iretimi

alaninda yeni calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

<> Veteriner alanda daha ekonomik olmas:i igin maliyeti disiik polimerler
tiretilmelidir. Farkli biyopolimerlerin veteriner asilarinin {iretiminde kullanilabilirligi

arastirilmalidir.

<> Biyopolimerler, biyobozunur ve biyouyumlu maddeler olduklarindan iilkemizde
gerek hayvan ve gerekse insan asilarinin tretiminde bu {riinlerin  kullanilmasi

desteklenmelidir.

7

> Ulkemizde hayvan asilar1 gerek kamu gerekse 6zel sektdre ait kurumlar tarafindan
iretilmektedir. Bu kurumlar nanoteknolojinin asi1 tiretiminde kullanilmasi i¢in Ar-Ge

faaliyetlerini gelistirmelidirler.

> Kapsiilleme isleminde antjenin yapisina gore kullanilacak polimer secimi ve
kapsiillemede kullanilacak yontemler konusunda detayli c¢aligmalar yapilarak, en iyi
bagisiklik olusturan polimerler secilmeli ve protein denatiirasyonunu en aza indirecek

yontemler uygulanmalidir.
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