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Dunyada bir yil icinde karsilagilan olumlerin yaklasik %25’i enfeksiyon
hastaliklarindan kaynaklanmaktadir. Bunlarin 6nlenmesinde, en etkin ve gugli
bir yontem asilamadir. Ancak gunumuzde, birgcok enfeksiyon hastaligi icin ne
yazik ki asi ya da asilar mevcut degildir. Bu nedenle, etkinligi ve koruyuculugu
yuksek olan asilarin geligtiriimesi GUzerinde c¢alismalar yogun olarak
surdurulmektedir. Yakin zamanda gelistirilen asilarin  buyudk bir kismi
rekombinant moleklller ya da patojenik organizmalarin alt-birimlerinden
olusmaktadir. Bu yaklagimin nedeni, elde edilen antijenlerin guvenliligi yuksek
olmasi ayni zamanda da kolay ve buyuk olgekte Uretilebilir olmalaridir. Tercih
edilen bu yaklagim, her ne kadar yukarda bahsedilen Ustunliklere sahip olsa da
anilan antijenik yapilarin immunojenisitelerinin zayif olmasi nedeniyle, etkin ve
uzun sureli bagisiklik saglanmasi igin adjuvant kullanimi gerekmektedir. immin
sistemin ve immun yanit mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi ile adjuvant
arastirmalari yeni bir boyut kazanmistir. Adjuvantlar igeriklerine dayali olarak,
spesifik patojenle iligkili molekuler paternler gibi davranarak, farkli

mekanizmalarla dogal immun yaniti tetiklemektedir.

Bu calismada, yuksek oranda saflastiriimig antijenlerin immunojenisitesini
arttirma hedefli yeni bir adjuvant sistemi gelistirmek amaciyla Salmonella Typhi
porinleri ve kitosanin birlikte kullanimi incelenmistir. Bu amacla porinlerle
yukleme etkinligi yuksek kitosan bazli jel ve nanopartikiller sistemler
gelistirilmigtir. Hazirlanan formulasyonlarin, hucresel alimi konfokal lazer
mikroskopi teknigi ile incelenmistir. Makrofaj aktivasyonu, in vitro olarak, J774A.1
fare makrofaj hicre hattinda, yuzey belirtegleri ve sitokin salimi belirlenerek

incelenmigtir. Porinler tek basina makrofaj hucreleri tarafindan alinmazken,



kitosan ile kombine edildiginde onemli duzeyde alim gergeklestigi gorulmustar.
Porinler+kitosan  kombine  sistemlerinin  CD80 ve MHC-II  (p<0.1)
ekspresyonlarini ve TNF-a ve IL-6 seviyelerini indukledigi in vitro olarak
gosterilmigtir. Ayrica, porinler+kitosan kombinasyonunun 1gG ve IgM seviyelerini

arttirdigi in vivo olarak BALB/c farelerde gosterilmistir.

Sonug olarak, porinler+kitosan kombinasyonu ile elde edilen kombine sistemin
immun yanitt énemli dizeyde artirdigi gosterilmis olup, gelistiriimis olan bu

kombine sistemin alt birim asilar igin Umit verici bir adjuvant olarak énerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Porin, kitosan jel, kitosan nanopartikil, adjuvant, immudn

yanit



ABSTRACT
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ENHANCE THE IMMUNOGENICITY OF SUB-UNIT PROTEIN ANTIGENS

Mert PEKCAN

Doctor of Philosophy, Department of Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. Sevda SENEL
June 2021, 108 pages

Infectious diseases encompass 25% of deaths in the world per year. The
most effective approach in preventing deaths is vaccination. However, at present,
the availability of vaccines for many infectious diseases is still scarce. For this
reason, intensive studies are being carried out for the development of vaccines
with high efficacy and protection rates. Current vaccines developed mainly are
based on recombinant molecules or protein subunits of pathogenic organisms. In
this approach, the antigens are safer and their manufacturing in large scale is
possible. In spite of these advantages, they require adjuvants to provide effective
and long-term immunity because of the inheritance of weak immunogenicity of
the aforementioned antigenic structures. Adjuvant research has gained an extra
dimension after better understanding of the immune system and immune
response mechanisms. Depending on their structure, adjuvants trigger the innate
immune response through different mechanisms by behaving or acting like

specific pathogen associated molecular patterns.

In this study, we combined Salmonella Typhi porin proteins and chitosan to
develop a new adjuvant system to increase the immunogenicity of highly purified
antigens. For this purpose, chitosan-based gel and nanoparticles having high
porin proteins loading efficiency are prepared. The cellular uptake of the
formulations was examined by confocal laser microscopy. In-vitro macrophage
activation studies were performed by determining surface markers and cytokine

release in the J774A.1 mouse macrophage cell line. A significant uptake of porins



was observed when combined with chitosan, whilst the porins alone were not
taken up by macrophage cells. Further, it was demonstrated in vitro that the
porins+chitosan combination systems induced CD80 and MHC-II (p<0.1)
expressions as well as TNF-a and IL-6 levels. Furthermore, in vivo studies
performed in in BALB/c mice demonstrated that IgG and IgM levels were
increased. In conclusion, we have demonstrated that the combination of
chitosan+porins significantly increases the immune response, suggesting the

developed combined system as a promising adjuvant for subunit vaccines.

Keywords: Porins, chitosan gel, chitosan nanoparticles, adjuvant, immune

response
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1. GIRIS ve AMAG

Enfeksiyon hastaliklarin, insan sagligini uzerinde tehdit olugturmasi, 6limlere
neden olmasi ve lUlke ekonomilerine 6nemli mali yukler getirmesi nedeniyle bunlarin
Oonlenmesi ile hastalarin bakim ve tedavisi i¢cin gunumuzde yogun caba
harcanmaktadir. Asilama (immunizasyon), hem erken donemde yani gocukluk
¢aginda hem de yetigkinlerde, yagsami tehdit eden enfeksiyonlarin engellenmesinde
oldukga etkili ve glvenli bir yontemdir. Agsilamada esas hedef, kalici sakatlik, siddetli
hastalik ve olumlerin 6nune gecilmesi yaklasimi ile sagligin korunmasidir. Hastalik
olusturan patojenin (antijen), canl vicuduna uygulanarak bagisiklik sisteminin
uyariimasi ve hastalik meydana getiren patojene karsi direng sekillendirecek bir
immun yanit olusturulmasi esasina dayanan vyaklasim asilama olarak
nitelendirilmektedir [1]. Antijenin verilmesi sonucu bagisiklik sistem hafizasinin
aktive edilmesiyle, ileride ayni antijenle kargilagsmasi halinde duruma yanit verecek
antikorlar hizla meydana gelir ve patojen daha hastaligi meydana getiremeden

bertaraf edilir.

Asllar, canli-zayiflatilmig, inaktif, alt-birim, toksoid, konjuge ve DNA asilari
olarak gruplandirabilir [2] Alt-birim asilar, virls ya da mikroorganizmalarin sadece
bir bélumunu ihtiva eden ve canli olmayan agilardir. Mikroorganizmanin, insanlarda
istenmeyen etkilere neden olan kisimlar uzaklastirilarak ve istenen immuan yaniti
saglayabilecek boliumu elde edilir veya rekombinant olarak Uretilir [3-5]. Genis
cercevede bakildiginda, oldukga saf olarak elde edilebilen alt-birim antijenlerinin
tercih edilmesinin nedeni, canli veya zayiflatiimig antijenlere kiyasla guvenliliginin
daha ylUksek olmasidir, ancak bu durumda olusan bagisiklik yaniti dusuk
olmaktadir. Zira saflastiriimis antijenlerde dogal immudn yanitin aktivasyonu
saglayan ve immun sistem tarafindan tespit edilebilen patojenle iligkili molekuler
paternler (Pathogen Associated Moleculer Patterns- PAMPs) yer almaz. Bu
kisittamalar nedeniyle alt-birim antijenlerin immun yanitini artirmak igin adjuvantlarla
birlikte uygulanmasi gereklidir [6, 7]. Antijene 6zgu yanitlarin baglatiimasi, devami,
guclendiriimesi ve yonlendiriimesini adjuvant/tagiyici sistemler araciligiyla

gerceklestirilebilmektedir [8-10].



Bu tez galigmasinda, kendi basina immun sistemi uyarabilme yetenegi ve ayni
zamanda adjuvant etkinligine sahip porinlerin, hem immunostimulan ozelligi
nedeniyle hem de asi tagiyici sistem olarak kullanilan katyonik bir biyopolimer olan
kitosan ile jel veya nanopartikil formunda kombinasyonu ile altbirim antijenlerin
immuan yanitini artiracak kombine adjuvant sistemleri gelistiriimesi ve in vitro/in vivo

incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 immiin Sistem ve immiin Yanit Olusma Mekanizmasi

Bagisiklik sistemi canlilarin enfeksiyonlardan korunabilmesini saglar. Vicudun
savunma mekanizmasi dogal ve edinsel olarak ikiye ayrilir (Sekil 2.1) [11, 12]. Dogal
immun yanit, enfeksiyona karsi en basta devreye giren savunma hattidir ve hafizasi

yoktur.
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Sekil 2.1 Dogal ve adaptif immunite ve elemanlari [12]

Edinsel immuUn yanit ise sonradan sekillenir ve daha yavas geliserek antijene karsi
spesifik bir yanit olusturur ve hafiza sekillenir. Dogal bagisikligin temel bilesenleri
epitel bariyerleri, makrofajlar, dendritik hucreler, dogal olduricu (NK) hucreler,

kompleman sistemi ve sitokinlerdir [11, 13]

Dogal bagisiklik hucreleri, mikrobiyal patojenlerde yer alan karakteristik yapilari
tanirlar. Dogal bagisiklik, patojenlerde yer alan PAMP’larca uyarilir. Patojenlerdeki
bu paternleri taniyan immun sistem hucrelerindeki reseptorler ise patern taniyan
reseptorler (pathogen recognition receptors-PRRs) olarak adlandirilir [11, 12]. Toll
benzeri reseptorler (TLRs), PRR ailesine tyedir. Mikroorganizmalara kargi dogal

immun yanitta temel rol oynayarak pek ¢ok hucre tipinde eksprese edilmektedir [14,
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15]. PAMP’larin TLR’lerce taninmasi, plazma zari, endozom, lizozom ve
endolizozomlar basta olmak Uzere farkli hucre alanlarinda gergeklesir. TLRler,
hidcredeki konumlari ve etkilestikleri PAMP ligand turlerine gore iki ayri alt gruba
ayrilir. Bunlardan ilki, hiicre yuzeyinde eksprese edilen ve temel olarak lipitler,
lipoproten ve proteinler gibi mikrobiyal membran bilesenlerini taniyan TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR6 ve TLR11'den olusur; digeri ise endoplazmik retikulum,
endozom, lizozom ve endolizozomlar gibi hicre igi vezikullerde eksprese edilen ve
mikrobiyal nukleik asitleri tantyan; TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9' dan olusur [16-18].
TLR’lerin patojenleri taninmasi ile antijen sunucu hucrelerin (APC) aktivasyonunu
sekillenir ve reaktif oksijen turleri olusumu ve nitrik oksit Uretimi ile patojenin yok
edilmesi, TNF, IL-1 ve IL-12 gibi sitokinlerin, kemokinlerin ve kostimulator
molekullerin salimi ile akut inflamasyon ve edinsel immunitenin uyariimasi ve en
son asamada ise buyume faktorleri, anjiyogenik faktorler, fibroblast olusumu ile

doku yenilenmesi olaylari gergeklesir.

Edinsel immun sisteminin temel elemani ise lenfositlerdir. Lenfositler, yabanci
antijenleri spesifik olarak taniyip, bunlara kargi yanit olusturur. Bu nedenle humoral
ve hucresel bagisikhgin aracilaridir. Lenfositler antijenleri tanima mekanizmalari ve
fonksiyonlarina gore farklilik gosterirler (Sekil 2.2). B lenfositleri, ¢ozinur antijenleri
taniyarak ve antikor salimi yaparlar. Yardimci T lenfositleri, APC'lerin yuzeylerindeki
antijenleri taniyarak, bagisiklik sisteminde farkli mekanizmalari tetikleyen sitokinleri
salarlar[19]. Sitotoksik T lenfositleri (CTL), enfekte olan hucrelerdeki antijenleri tanir
ve bu hicreleri oldurtr. Regulator T lenfositleri, vicudun kendi antijenlerine kargi
immun tepkisini baskilayarak ya da onleyerek dizenler. NK hucreleri, enfekte olan
hdcreler gibi hedefleri taniyabilmek ve 6ldirmek igcin T veya B hlcre antijen

reseptorlerinden daha az sayi ve kapsamda reseptor igerir [12].

Edinsel immudn sistem mikroorganizmalarla savasmak igin U¢ ana strateji kullanir:
Salgilanan antikorlar, hicre disinda mikroorganizmalara tutunurak konakgi
hdcrelerin enfekte olmasini engeller ve fagositler tarafindan yutulmasi ve akabinde
uzaklastirlmasini saglar, Fagositler mikroplari yutar ve oldurur, yardimci T
hacreleri de fagositik hucrelerin mikrobisidal yeteneklerini guglendirir, Sitotoksik T
lenfositler de, mikroorganizmalarin enfekte ettigi ancak antikorlarin erisemedigi

hdcreleri tahrip eder [12].



2.2 Hiimoral ve Hiicresel immiinite

Humoral immdanite, B lenfositlerce salinan antikorlar aracili ve hicre disi patojenlere
karsi kanda ve mukozal sivilarda sekillenen temel savunma sistemidir. Antijen
aktivasyonu sonrasi, B hucreleri c¢ogalir ve mikroorganizmalarin antijenik
bilesenlerine kargi antikorlar Uretilir. Enfeksiyonlarin akut fazinda en basta IgM
antikorlari salimi olur ve ilerleyen donemlerde yerlerinini 1gG’lere birakir. IgG’ler
enfeksiyona karsi guglu, uzun sureli yanit meydana getirir ve bellek sekillendirirler.
T yardimci hucrelerince regule edilen bazi sitokinler B hicrelerini es zamanl aktive
edilebilmektedir; Th2 hucreleri tarafindan salinan IL-4 sitokinleri, IgG1 alt sinifinin
olusumunu tegvik ederken, Th1 hucreleri tarafindan salgilanan IFN-y sitokini, IL-4
ve IgGl, IgG2b, IgG3 salinimini inhibe eder ve farelerde IgG2 salinimini indukler.
Doénusturacu buyime faktoru-g (TGF-B) sitokini birgok immunoglobulin izotipinin
(IgM, 1gGl, lgG2a, 1gG3) uretimini inhibe ederken, B hucrelerinin IgA izotipine
gegcisini aktive ettigi gosterilmistir [12, 20].

Hucresel immunite, T lenfositler ve bu lenfositlerce salinan sitokinler ile regile
edilmektedir. Hucresel immunite, erken savunma hattidir ve antikorlarin
uyariimasindan once gorev alir. CD4+ T hucreleri, mikroorganizmalari yok etmeleri
icin makrofajlarin fagositik etkinligini saglar, CD8+ T hucreleri ise hucre igine
yerlesmis mikroorganizmalari barindiran enfekte hucreleri oldurtr. Humoral
immunitede, CD4+ yardimci T hacreleri, B lenfositleri ile etkilesime girerek B
hdcrelerinin  farkhlagsmasini ve c¢ogalmasini saglar [12, 21]. T lenfositlerin
fonksiyonu, immun sistemindeki diger hicreler ile olan etkilesimle sekillenir. APC
antijeni yakalar ve farkli mekanizmalarla T Ilenfositlere sunar. Bu hucreler
makrofajlar, dendritik hicreler ve B lenfositlerdir. Birbirinden farkli APC’lerin antijeni
sundugu T lenfositler yine farkhdir ve olugsan immuan yanitlarda degiskendir (Sekil

2.2). APC’ler, T hicre aktivasyonunda iki onemli gorev alir:

I.  Hucrelerce alinan protein yapisindaki antijenler peptidlere indirgenirler.
Aciga cikan peptidler APC yuzeylerindeki major histouyumluluk kompeksi
(major histocompability complex-MHC) araciligiyla T lenfositlere sunulur.
Antijenin ekstraseluler veya sitozolik kokenine gore MHC yolagi farkhdir.
Ekstraselller protein antijenleri, endositozla vezikller igine hapsedilir,
islenerek peptidlere indirgenir. Ardindan da MHC II'ye baglanarak hulcre

yuzeyinde CD4+T lenfositlere (T yardimci lenfositlere) sunulurlar. Sitozolik
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protein antijenleri ise proteozomlarla araciligiyla peptidlere c¢evrilir. Bunu
izleyen suregte endoplazmik retikulum igine alinan peptidler MHC I'e baglanir

ve hicre yuzeyinde CD+8 T lenfositlere (sitotoksik T lenfositlere) sunulurlar.

APC'’ler, antijenleri yakaladiklarinda yanit olarak farkl ylzey proteinlerini
(kostimulatorler) eksprese eder ve sitokin salgilamaya baslar. Ko-
stimulatorler ve sitokinler, T lenfosit yuzeyindeki reseptorler tarafindan taninir
ve antijen taninmasi ile eszamanl olarak T lenfositleri aktive olur boylece T
hiacre proliferasyonunu ve farklilagmasi tetiklenir. Peptit yapisindaki
antijenler T lenfosit aktivasyonu icin gerekli 1. sinyali olugur ve bu da
APC’lerin yuzeyinde bulunan CD40 kostimulator molekull, T lenfositlerin
yuzeyinde bulunan CD40 ligandi ile birlesir. Bu birlesme sonucunda 2. sinyal
olusurak, T hucresi aktivasyonunda en iyi karakterize edilmis kostimulasyon
olan ve aktive haldeki APC'lerce eksprese edilen CD80 (B7-1) ve CD86 (B7-

2) kostimulator molekullerinin T hucre yuzey molekulu CD28 ile baglanmasi

gerceklesir[20].
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Sekil 2.2 Farkh APC’lerin fonksiyonlari[12].



2.3 Asi Adjuvantlari ve Taslyici Sistemler

1925 yilinda ilk kez, agilara ekmek kirintisi, agar, tapyoka, nisasta yagi, lesitin ya
da saponin ilavesinin difteri ya da tetanoza karsi elde edilebilecek antitoksin
duzeylerinin arttinimasinin  mimkin oldugunu gosteriimis ve spesifik antijen
asilariyla birlikte kullanildiginda, asinin, tek basina olusturabilecedi immun yanittan
daha guglu bir immun yanit meydana gelmesini saglayan bu Granler i¢in ‘adjuvant’

ve ‘immunostimilan’ kavramini ortaya koyulmustur [22].

Adjuvantlarin aktivitesi birden gok faktor sonucu gekillenir ve adjuvantla bir antijen
icin elde edilen artinimis immun yanitin baska bir antijen igin ekstrapolasyonu
mumkun dedgildir. Her bir antijenin fiziksel, biyolojik ve immunojenik ozellikleri
birbirinden farkhdir. Adjuvantlar hedeflenen immun yanita gore secilmelidir ve en
optimal yanit tipi ve en duguk yan etki gorilecek sekilde antijenle formule edilmelidir
[4, 23-25]

Etki mekanizmasina gore adjuvantlar 2 gruba ayriimaktadir:

|.  iImmlnopotansiyatérler: Dodal ya da sentetik olabilirken, immiin sistemi
dogrudan uyarirlar. Dogal kaynakli bakteriyel kdkenli yapiya, érnek olarak
MLP (monofosforil lipit A), viral yapiya ornek olarak dsRNA, bitkisel yapiya
ise Quilaja saponin 6rnek verilebilir. Sentetik immunopotensiyator igin, MPL-
benzeri agillenmis monosakkarit olan RC-529 (sentetik TLR ligandi) 6rnek
olarak verilebilir. iImmunostimilatorler, PRR agonisti (en ¢ok TLR agonistleri)
tarzinda etki gostererek immun sistemin uyarilmasini saglarlar[26]. Bunlar,
reseptor sinyali transkripsiyon faktorlerini aktive ederek, Th1 ve Th2 aracili
immun yanitlarinin olusmasini ve boylece bagisiklik hucrelerin enjeksiyon
bdlgesine go¢ etmesini zemin hazirlayan kemokin ve sitokinlerin Gretilmesini
saglar. En ¢ok bilinen 6rnek, Gram- bakterilerin hicre duvarinda bulunan
lipopolisakkaritler (LPS) bir TLR4 agonistidir. Poly-I:C (poliinosinik:polisitidilik
asit) TLR3 agonisti, MPL TLR4 agonisti, flagellin TLRS agonisti,
imidazoquinolinler TLR7/8 agonisti ve CpG oligodeoksinukleotidleri TLR9

agonisti seklinde immun yaniti uyarmaktadirlar [27, 28].



Immiinostimiilatérler, diger bir PRR (lyesi olan inflamazomlarin
aktivasyonunda yine rol alir.

[I.  Tasiyici sistemler: Antijen ya da adjuvantin taginmasinda yer alirlar ve
antijenlerin immun sisteme en istenen sekilde sunulmasini saglarlar.
Adsorban 0Ozellikte mineral tuzlar (6r. aliminyum tuzlari), lipozomlar,
dendrimerler, mikro/nanopartikiller, immun sistemi uyaran bilegikler
(immune stimulating complexes-ISCOMSs), virus benzeri partikiller (virus like
particles-VLP), virozomlar ve bunlarin farkli kombinasyonlaridir. Genel olarak
adsorban ve partikuler adjuvantlar antijenin immun sisteme sunulmasinda
yer alirken, mikrobiyal, sentetik ve endojen adjuvantlar immun sistemi
dogrudan uyararak ya da antijene kargi olusan yaniti degistirerek etki ederler
[29-31]. Emulsiyonlarin ise antijenleri immun sisteme sunma gorevlerinin
yani sira antijen salimini uzatma ve hizla eliminasyonunun énine ge¢gme gibi

islevleri de bulunmaktadir [32].

Adjuvantlarin etki mekanizmalari Sekil 2.3’de sematik gosterilmigtir. Birden fazla
mekanizmaya sahip adjuvant/tagiyici sistemler ise antijen alim seklinde degisime
neden olur, PRR ligandi gibi davranir, inflamazomu aktive eder ve immun sistem

hdcrelerin bir araya gelmesini saglar.
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Sekil 2.3 Adjuvantlarin 6ngorulen etki mekanizmalari [27].

Canli agilarda adjuvant kullanimina ihtiya¢ duyulmazken, 6zellikle yuksek dizeyde
saflastirilmig alt-birim asilarin immanitesini artirmak amaciyla adjuvant kullanimina
gereksinim duyulmaktadir. Antijenin dogal immun yaniti baslatmasina yardimci
olmak igin kullanilan adjuvantlar PAMP’lar gibi davranarak, bilegimlerine dayal
olarak farkli mekanizmalarla dogal immun yaniti tetiklemektedir (Sekil 2.3). Antijene
karsi APC’lerin geligimini induklemek ve aktivasyonunu baglatmakta bunu takiben

de edinsel immun cevabin sekillenmesini saglamaktadirlar (Sekil 2.4) [7, 23, 27, 33,

34].
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Sekil 2.4 Adjuvantli ve adjuvantsiz agi uygulamasina karsi immun yanit olusumu
[34].

GlnUimulze kadar pek ¢ok sayida yeni adjuvant gelistirilmis ve preklinik/klinik
calisma asamasina getiriimesine ragmen dunya genelinde onay alabilen adjuvant
sayisi oldukga kisithidir [23, 29, 35, 36]. Kendi basina adjuvant olarak onay alabilen
tek bilesik aliminyum olup, piyasada mevcut asilarda bulunan diger tim
adjuvantlarin, sadece Urunle birlikte kullanimina onay verilmistir.  Aliminyum
bilesikleri adjuvant olarak 1930’lu yillarda kullaniimaya baslanmis ve gunumuzde de
insan ve veteriner agsilarinda yer almaktadir. Bununla beraber, enjeksiyon

bblgesinde lokal reaksiyonlarin induklenebilmesi, asir duyarlilik reaksiyonlarina
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aracilik eden IgE antikorlarinin saliniminin uyarilmasi ve hdcre aracili immun
yanitlarda etkisinin olmamasi gibi birgok farkli nedenle aliminyuma alternatif

adjuvantlar arayisi devam etmektedir [10, 32].

Aliminyum haricinde ilk kullanilan adjuvant; su i¢cinde yag emdulsiyonu olan MF59
olup influenza asisinda (Fluad) kullaniimistir ve 1997 yilinda Avrupa’da kullanimi
onaylanmistir [37]. Hem tasiyici sistem hem de immunopotansiyator bilesenleri
birlikte iceren ilk asi adjuvanti olan AS04, alum ve monofosforil lipit (MPL) A
adjuvantlari bilesiminden olusmaktadir ve 2005 yilinda Hepatit B viristne karsi
gelistirilen agida (Fendrix) yer alarak Avrupa’da ruhsatlanmistir. HPV virisune karsi
geligtirilen AS04 adjuvantini iceren diger bir asi (Cervarix) ise 2010 yilinda
Amerika’da ruhsat almistir. Kombine ASO01 adjuvanti, lipozom bazli olup,
monofosforil lipit A MPL ve QS-21 icermektedir. Guglu himoral ve hicresel immun
yanit olugsmasini saglamaktadir [38]. TLR4 agonisti olan MPL, Salmonella
minnesota R595 sus lipopolisakaritinden (LPS) saflastirilan lipit A’nin
detoksifikasyonuyla elde edilmistir [39]. Saponin bazl bir adjuvant olan QS-21 ise
toksisitesinin dusuklugu ve guglu adjuvant aktivite gostermesi ve Ozellikle Th1
sitokinleri (IL-2 ve IFN-y) ile 1gG2a antikorlari salinimini indukleme Ozellikleri
nedeniyle, asi calismalarinda kullaniimistir [39-41]. Yukarida bahsedilidigi gibi MPL
ve saponin (QS21) iceren ¢ok bilesenli ASO1 adjuvanti; 2016 yilinda sitma asisi
Mosquirix’de kullaniimak tzere onay almigtir. ASO1 adjuvanti iceren diger bir asi
(Shingrix); Herpes zoster asisi 2017 yilinda EMA’dan, bunu takip eden 2018 yilinda
da FDA’dan onay almistir. Sentetik bir adjuvant olan ve metillenmemis CpG
paternleri iceren sentetik oligonukleotitlerinden olusan 1018 ISS Hepatit B asisinda

(Heplisav) kullanilmak tzere 2017 yilinda FDA’dan onay almigtir.

Virozomlar viral yapiyi taklit eden ancak infekte edici 6zelligi olmayan lipozomal
yapidaki virozomlar grip asisi (Inflexal) ve Hepatit B asisi (Epaxal) asi
formulasyonlarinda tastyici-adjuvant olarak kullaniimig, ancak 2014 yilindan bu
yana uretici firma tarafindan piyasaya sunulmamistir [7, 32, 42, 43]. AS02, MPL ve
QS-21 komponentlerinden tesekkul su i¢cinde yag emulsiyonudur ve guclu sekilde
hem hdmoral hem de Th1 yanitlarini indukleyebilmektedir[44]. Pandemik H5N1
influenza agisinda (Pandemrix) adjuvant olarak kullanilan; AS03, polisorbat 80, o-

tokoferol ve skualen iceren su iginde yag emulsiyonudur [45].
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2.4 Nanopartikuler Tasiyici Sistemler

Oldukga genis kapsamli molekuler altyapilara sahip dogal bilesikler, yeni ilaglarin
kesfinde temel teskil etmektedir[46, 47]. Kimyasal ilaglar, proteinler ve asilar dahil
olmak Uzere bircok madde, nanosistemlerle uygulanabilir [48]. Nanosistemlerin
kendisi tedavide etkili olabilir (nanomateryel) ya da etkin maddelerin tasinmasinda
gOrev alabilir (nanotasiyici) [49]. Halihazirda kullanilan nanosistemler arasinda
nanokristaller, lipozomlar, lipid nanopartikuller, polimerik nanopartikiler, protein
nanopartikiller ve metal nanopartikuller bulunmaktadir [50]. Patojenlere benzer
boyutta olmasi nedeniyle nanosistemler adjuvant/tasiyici olarak asi
formuUlasyonlarinda kullaniimaktadir. Bu sayede, antijen sunucu hicre reseptorler
tarafindan daha kolay taninmakta ve daha yuksek diuzeyde sitokin uyarimini
saglamaktadir [30, 51, 52]. Partikuler adjuvant/tasiyici sistemlerin 10 ym’den
daha kuguk olmasi hedeflenmektedir. APC’lerin 5 ym’den kuguk partikulleri daha
etkili sekilde alabildigi gosterilmistir [53]. Partikuler sistemler ayni zamanda depo
gorevi Ustlenerek antijenin tutulumunu da uzatmaktadir [32, 54, 55]. Polimerik
nanopartikullerin hazirlanmasinda, dogal (kitosan, aljinat, hyaltronik asit vb) ve
sentetik polimerler (polianhidritler, polyesterler, polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit
(PGA), poli (laktikko-glikolik asit) (PLGA), polikaprolakton (PCL) vb.) ve bunlarin
kombinasyonlari kullaniimistir [56, 57]. Partiktllerin sekli, boyutu ve yuzey yuku
immdn yanitin olusumunda Onemli faktorlerdir. Partikuler sistemler APC’ler
tarafindan hucre igine alinip islendikten sonra acgiga c¢ikan antijen ve MHC I
aracihgiyla T lenfositlere sunulur. Makrofaj aktivasyonu ve ilk sinyalin iletimi
ardindan sinyal 2 baglayarak makrofajlardan CD80 ve CD86’nin ekspresyonu ile T
lenfositleri aktivasyonu, proliferasyonunu ve farklilagsmasi saglanir. Buyukluklerine
bagli olarak, partikallerin degisik immun sistem bilesenleri tarafindan
mekanizmalarla alinmasi birbirinden farkli immun yanitlarin meydana gelmesine
neden olur. Virls olgcegindeki partikuller (20-200 nm) endositoz yoluyla alinirken,
nanopartikiller, ise dogrudan lenf digumlerine ulasip B hucreleriyle etkileserek
immun yanit meydana getirmektedir. Daha buylk partikaller (0.5-5 pm)
makropinositozis ile, 0.5 ym'den buyuk partiktller de agirlikh olarak makrofajlarca
fagositoz ile alinmaktadir [39, 58, 59]. Katyonik partikullerin, makrofajlar ve dendritik
hacreler tarafindan daha etkin bir gekilde alindigi bilinmektedir. Pozitif yuklu
partikuller ile hiicre yuzeyi negatif yuku arasindaki elektrostatik etkilesim, partikil ve

hdacrenin kolaylikla baglanabilmesini ve bdylece hucresel alimin etkinligini
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guglendirmektedir [60, 61]. Antijen tagsinmasi yani sira partikuler tasiyici sistemler
immun yanitl da artirabilmektedir [62]. Partikller sistemlerin, immunostimulator

etkinlige sahip farkli adjuvantlarla da kombine edilebildigi gosterilmistir [42, 58].

2.5 Kitosan

Kitosan, kabuklu deniz hayvanlarinin dis iskeletinde, bazi bakteri ve funguslarin
hdcre duvarlarinda yer alan ve seltlozun ardindan dogal en yaygin bulunan polimer
olan kitinin alkali ortamda deasetilasyonu ile elde edilen bir polisakkarittir [63].
Kitosan, 2-amino-2deoksi-B-D glukoz monomerlerinin 3-(1—4) bagi ile birbirine
baglandigi bir polisakkarittir (Sekil 2.5). Deasetilasyonun derecesi, N-asetil-D-
glukozamin birimlerinin molar fraksiyonu olarak ifade edilmektedir. Polisakkarid
uzerindeki serbest amino gruplarinin oranini belirleyen deasetilasyon derecesi, kitin
ve kitosan ayrimi i¢in kullanilabilir. Belirgin bir isimlendirme sinir gizgisi ortaya
konamamasina ragmen, eger kitinin deasetilasyon derecesi %65-70 Uzerinde ise
kitosan olarak bilinir. Deasetilasyon derecesi ve modeli (rastgele ya da blok halinde)
kitosanin fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini ortaya koyar [64, 65]. Kitosanin gok
yonlu 6zelligi, bu yuksek derecede kimyasal reaktif amino gruplarinin varhgina
baglidir. Kitosanin amino grubunun pKa degeri yaklagsik 6.5 oldugundan pozitif

yukladur [66]. Zayif asidik ¢ozeltilerde ¢ozunur.

OH OH OH OH
0 o} o} o}
Omomomo
H
Ho NH HO NH HO NH, © NH
CHs CHj; n

Sekil 2.5 Kitosanin Kimyasal Yapisi

Biyofarmasotik agidan, kitosan, biyoadezif 6zellige sahiptir, bu da onu mukozal ilag

tasiyici sistemler igin cazip kilar kilar [67].

Kitosanin biyouyumlu, biyoparcalanabilir, biyoadezif ve biyoaktif 6zellikleri
(antiinflamatuar, antimikrobiyal, hemostatik, antiviral, doku rejenere edici, yara
iyilestirici, vb) nedeniyle ilag tasiyici sistem ve tedavi amaciyla biyomedikal alanda

yaygin kullanimi bulunmaktadir. Yapisindaki serbest amino gruplari sayesinde
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farkli maddelerle konjuge edilmesi mumkundur. Kitosan ile jel, film, singer, mikro
ve nanopartikul vb. farkli formlarda dozaj sekli hazirlamak mumkundur [31, 68, 69].
Bunlarin yaninda bukal, nazal, intestinal, vajinal mukozalarda penetrasyonu

arttirdigi gosterilmistir [70-72].

Kitosan, immun sistemi uyarabilmesi nedeniyle hem antijen tasiyici sistem hem de
adjuvant olarak degisik formlarda (jel, sulu dispersiyon, mikro ve nanopartikul) farkh
antijenlerle mukozal ve parenteral immunizasyon igin insan ve hayvanlarda
incelenmig, hucresel ve humoral yaniti arttirdigi gosterilmigtir [68, 73-78]. Kitosanin
yapisinda bulunan amino gruplarinin fizikokimyasal 6zelliklerin esnekligi antijene
0zgun adjuvant/tagiyici sistemlerin tasarlanabilmesi mumkundur. Kitosan, katyonik
yapisi sayesinde antijenin dokularla etkilesimini artirarak immuin cevabi
artirmaktadir. Ayrica, kitosanin biyoadezif 6zelligi, antijenin yuzeyle temas suresini
arttirarak, APC’ler tarafindan alimi kolaylastirimaktadir. [76], kitosanin hlcresel
immuniteyi aktivasyon mekanizmasini ortaya koymuslardir. Kitosanin hucreye
alimi, cGAS-STING yolaginin aktive etmekte ve bunun sonucu meydana gelen
Tip-1 IFN’nin, hendz farkhlasmamis dendritik hicrelerin aktivasyonunu sagladigi
gOsterilmistir (Sekil 2.6). Aktive olan dendritik hucreler Th1 ile etkileserek IFN-y
olusumunu tetiklemektedir. Bu yolagin aktivasyonunun, ayni zamanda IgG2c

antikor yanitini da arttirdigi belirtiimektedir[76].
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1. Kitosan dendritik
hiicrelerde cGAS- 2. Aktive cGAS-STING

STING'i aktive eder. dendrtitik hiicre bagimli Tip 1
IFN salimini saglar.

3. Aktive dendritik hiicreler
hiicresel imminitey yonetir.

Olgunlagmamig

Sekil 2.6 Kitosanin immuan yanit olusturma mekanizmasi[76]

Kitosanin turevleri (karboksimetillenmis ve trimetillenmis) de bu amagla denenmistir.
Kitosan ile hazirlanan nanopartikullerin boyut ve ylzey yuk 6zellikleri immun yanit
uzerinde etkili oldugu goérllmustir [74, 79]. BALB/c farelerde, kitosan
nanopartikullerin tetanoz toksoidi ile kullanimi degerlendirildiginde; pozitif yuklu
kitosan ve trimetil kitosanin, negatif yukli karboksi metillenmig olana gore immun

yaniti daha ¢ok artirdigi gosterilmistir.

2.6 Porinler

Porinler, protein yapida Gram - bakterilerin dis membraninda yer alan ve lumeninde
su barindiran acgik kanallardir [80]. Bu kanallar vasitasiyla iyon ve ¢ozunebilen
maddelerin gegigini mumkun kilarlar. Bakterilerin patojenisitesini belirleyen dnemli
unsurlardandir. Yapilarinda yiiksek miktarda B tabaka trimer yapilar bulunur. ilk ve
son [ kollar antiparalel tarzda esleserek silindir formu sekillenir ve yapi kapanir.
Yapinin ortasinda meydana gelen boslugun genigligi por gecirgenliginde
belirleyicidir. Disarida kalan yapilar yuzey ozelliklerini belirler. Caplari 0,6-2,3 nm

arasinda degiskenlik gosterir [81].

15



Porinler bakteriyel konakla etkilesimde ve hucre fizyolojisinde 6nemli rol oynarlar.
Bakteriyel lizisle veya ¢ikinti olusturarak hicre buylimesi boyunca lipopolisakkarit
(LPS) ile birlikte membrandan salimlari gerceklesir. Porinler, inflamatuvar ve
immunolojik hicre yanitinda pek ¢ok biyolojik role sahiptir. B-yapidaki bu igi sivi dolu
transport kanallarini tekrarlayan fiziksel karakteri immunojenisiteyi artirir [80, 82,
83].

Salmonella Thyphiden elde edilen porinlerininin uzun sureli bagisiklik meydana
getirebildigi gosterilmistir [84]. Enfeksiyon esnasinda major S. Typhi porinleri olan
OmpF ve OmpC ekspresyonu hakimken, OmpS1 ve OmpS2 daha dusik dizeyde
kalmigtir [85]. Porinlerin bagisiklik olusturma gucu ilk olarak tifo enfeksiyonu gegiren
hastalarin akut ya da iyilesme dénemindeki bulgulardan yola ¢ikarak gosterilmistir.
Bu hastalarda yuksek duzeyde porinlere 6zgu antikorlar ile porin-spesifik immun
cevap gozlenmistir [86, 87]. Saflastirilmis porinler farelere uygulandiginda % 90
koruma sagladigi gosterilmistir [88]. S. Typhi porinleri ile immunize edilen farelerde
bakterisidal koruyucu antikor yanitinin yagsam boyunca korundugu bulunmustur [84].
Onceden tifo gecirmemis Salmonella hastalarinda; enfeksiyon esnasinda porinlerin,
porin-6zgun bakterisidal antikorlarin sekillenmesi ve hem hicresel hem de humoral
immuan yanitta etkili oldugunu gostermigtir [89]. Porin-bazli asilarin Salmonella
enterica serovar typhi Vi antijenine kargl immudnojenisite ve reaktojenisitesi
insanlarda incelenmis olup, humoral immun yanitin 5 kat arttigi, porinlerin
bakterisidal titrelerini ve spesifik T-hlcre yanitini indukledigi gosterilmistir [90].
Immunizasyondan 10 yil sonra dahi, porin-spesifik bakterisidal IgM ve IgG titreleri
gonullilerden alinan kan orneklerinde tespit edilmis ve S.Typhi porin-bazli asilarin
saglkh kisilere glivenle uygulanabilecegi ve immunojenik oldugu gosterilmistir [91].
Porinlerin adjuvant etkili de oldugu, 2009 yili pandemik influenza A(H1N1) virusu

inaktif formu icin de gosterilmistir [85].

Major ve mindr S. Typhi porinleri, TLR2 ve TLR4 sinyalleri Uzerinden dogustan gelen
bagisiklik sistemini etkin bir sekilde aktive etmekte, bu da dendritik hicreler ve B
hacreleri Uzerinde artan kostimulator molekuller ve sitokin ekspresyonu ile
sonuglanmaktadir [92, 93]. S. Typhi porinlerinin PLGA mikropartikillerine
enkapsulasyonu ile degredasyondan ve sicaklik etkisinden korundugu ve S. Typhi-

0zgun B hidcre yanitini indukledigi gosterilmistir[94]. Acinetobacter baumannii
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bakteri susu dis membran proteinlerinin kitosan nanopartiktllere yuklenerek
uygulandigl galismada ise kitosan nanopartikullerinin dis membran proteinlerine

(OMP) yonelik antikor ve sitokinleri arttirdigini gostermislerdir [95].
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3. GEREC ve YONTEM
3.1 Kullanilan Kimyasallar
BCA Protein Tayin Kiti (Thermo Fisher, Katalog No: 23225)
Akrilamid (Sigma-Aldrich, Katalog No: A887)
Bis-Akrilamid (Sigma-Aldrich, Katalog No:M7279)
Tris-Baz (Sigma-Aldrich, Katalog No:T1503)
Ovalbumin (Sigma-Aldrich, Katalog No: A5503)
Sigir serum albumini (Sigma-Aldrich, Katalog No: A4161)
Hidroklorik asit (Merck, Katalog No:100317)
Sodyum dodesil sulfat (Sigma-Aldrich, Katalog No:L3771)
Amonyum persulfat (Sigma-Aldrich, Katalog No:A3678)
Gliserol (Merck, Katalog No:104057)
Bromfenol mavisi (Fischer Scientific, Katalog No: B3925)
Ditiotreitol (Gerbu, Katalog No:1008-259)
Glisin (Sigma-Aldirch, Katalog No:G8898)
Coomassie mavisi G-250 (Merck, Katalog No:115444)
Tetrametiletilendiamin (Merck, Katalog No:110732)
Kitosan (Protasan UP CL 213, Novamatrix, Norveg)
Tripolifosfat pentasodyum (TPP) (Sigma-Aldrich, Katalog No:72061,)
Diyaliz membrani (Spectra Por, Katalog No:133336)
o-fenilendiamin dihidroklorid (OPD) (Thermofisher, Katalog No:34005)
PE/Cy7, anti-fare CD80 antikor. klon: 16-10A1 (BioLegend, Katalog No:104734)
PE, anti-fare CD86 antikor klon:GL-1 (BioLegend, Katalog No:105008)

FITC, anti-fare F4/80 antikor. klon: BM8. (BioLegend, Katalog No:123108)
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Alexa Fluor® 647, anti-fare |-Ad antikor klon:39-10-8 (Biolegend, Katalog
No:115010)

LEGENDPIex Fare Th Sitokin Paneli (Biolegend, Katalog No:740740)
Anti-IgG (Kegi anti-fare IgG (H+L), Thermo Fisher, Katalog No:62-6500)

Anti-IgM (Kegi anti-fare IgM (H) sekonder antikor, HRP, Thermo Fisher, Katalog
No0:62-6820)

Fotal dana serumu (Sigma-Aldrich, Katalog No:F7524)
EZLink NHS Biotin (Thermo-Fischer, Katalog No:20217)

Vybrant Dil (1,1 dioktadesil, 3,3,3',3'-tetrametil indokarbosiyanin perklorat) (Thermo-
Fischer, Katalog No:VV22885)

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Katalog No:R7388)

Akkutaz (Thermo-Fischer, Katalog No:A1110501)

Triton X-100 (Millipore, Katalog N0:648466)

Tween 20 (Merck, Katalog N0:822184)

Fosfat tamponu tabletleri (Sigma-Aldrich, Katalog No:79382)
Sodyum karbonate (Fischer Chemicals, Katalog No:BP357-1)
Sodyum bikarbonat (Merck, Katalog No:106329)
Dimetilformamid (Merck, Katalog No:103053)

Sitrik asit (Fischer Chemicals, Katalog No:A95-3)

Disodyum hidrojen fosfat (Merck, Katalog No:106559)

Hidrojen peroksit (Merck, Katalog No:107209)

3.2 Kullanilan Cihazlar
Dansitometre (Bio-Rad GS-800)

Tekstur analiz cihazi (TA-XT Plus model, Stable Micro Systems)
Zeta Potansiyel ve Tanecik Buyuklugu Cihazi (Malvern Zetasizer NS)

Elektron mikroskopisi (FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin C TEM)
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Konfokla Mikroskop (Zeiss LSM 510 Axiovert 200M, Germany)
Koni plak viskozimetresi (Brookfield DV2T)

3.3 Yontemler

3.3.1 Porinlerin Elde Edilmesi

Porinler, proje ¢alisma ortagi Lopez-Macias grubunca S. Typhi 9,12, Vi:d ATCC
9993’den elde edilerek, Nikaido and Rosenberg (1983) tarafindan tarif edilen
prosedure gore elde edilmigtir. Kisaca, S. Typhi, glikoz ilave edilmis minimal A
besiyerinde ¢ogaltildiktan sonra bakteriler toplanmis ve bunlarin hicre
duvarlarindan porinler ekstrakte edildikten sonra Sephacryl S-200 kolonu

kullanilarak molekuler digslama kromatografisiyle saflastiriimigtir.

3.3.2 Porinlerin ve Model Antijen Ovalbumin Miktar Tayini

Porinlerin ve ovalbumin (OVA)’in ayri ayri miktar tayini icin bikinkoninik asit (BCA)
teknigi kullanilmistir [97]. Bu yontem, bakir ile kelat teskili esasina dayanmakta olup,
reaktif olarak BCA kullaniimaktadir. Reaksiyonun ilk basamaginda alkali ¢ozeltide
proteinler Cu*?yi Cu*"e indirger, sonraki basamakta ise indirgenmis Cu*' iyonlari
BCA ile mor renkli bir kompleks olusturur ve 562 nm’deki (maksimum absorbans)
renk siddeti protein yogunlugu ile dogru orantilidir. Calismada yukarida anlatilan
prensibe dayanan ve ticari olarak temin edilmis Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Kat. No: 23225, ABD) kullaniimistir.

Kullanilan teknigin deteksiyon araligi 20-2000 pug/mL olarak belirlenmistir. Standart
egri olusturmak igin 2 mg/mL BSA ¢o6zeltisinden hareketle 2000, 1500, 1000, 500,
250, 125, 25 standart c¢oOzeltiler hazirlanmistir.  Hazirlanan ¢ozeltilerin
konsantrasyonlarina  kargi absorbans degerleri  Uzerinden  dogrusallik

hesaplanmistir

Dogrulugun tespiti icin kalibrasyon egrisinde yer alan 3 farkli konsantrasyonda her
bir konsantrasyondan 6 adet olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmig ve oOlgumleri
gerceklestiriimigtir. Analitik dogrulugun gosterilmesi igin bagil hata degerinin %2’den
dustik olmasi gerekmektedir. Dogrulugun degerlendiriimesi icin Egitlik 3.1

kullaniimigtir.

2 x100 Esitlik 3.1

Dogruluk (% Bagil Hata) =
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A=0lgulen konsantrasyon B= hazirlanan konsantrasyon

3.3.3 Kullanilan Proteinlerin integritesinin Elektroforez Teknigi ile
Belirlenmesi

Saflagtirlan porinlerin  ve  OVA’nin integritesi, tek basina ve formulasyona
yuklendikten sonra, sodyum dodesil sulfat -poliakrilamid jel elektroforez (SDS-
PAGE) teknigi ile gosterilmistir [98].

Elektroforez iglemi, %10’luk SDS-PAGE ayirma jellerinde gerceklegtirilmistir.
Kosturma islemi 6ncesi, ornekler esit hacimde 6rnek tamponu ile muamele edilerek
95°C’de 10 dakika tutulmustur. Daha sonra bu 6rnekler kuyucuklara yiklenerek, jel
basina ilk 30 dakika10 mA daha sonra izleme boyasi (bromfenol mavisi) jelin alt

sinirina yaklasincaya kadar jel basina 20 mA sabit akimda islem gergeklestirilmistir.

Elektroforez igslemi tamamlanan jel cam plakalar arasindan uzaklastirilarak boyama
islemlerine gecilmistir. Elektroforez islemi tamamlanan jelin Coomasie mauvisi ile

boyama iglemi gergeklestirilmistir [99].

Jel, boya kalintilarinin uzaklastirimasi igin 3 kere 10’ar dakika distile su ile
yikandiktan sonra protein bantlari goéranur hale getirilmis ve bu agamadan sonra

Bio-Rad GS800 dansitometresiyle goruntilenmigtir.

3.3.4 Formulasyon Geligtirme

Kitosan (Protasan UP CL 213, Novamatrix, Norve¢) kullanilarak jel ve
nanopartikuller hazirlanmig, porinler bu sistemlere yuklenmigtir. Model antijen
olarak ovalbumin (OVA) kullaniimistir. Jel ve nanopartikil formulasyonuna giren

maddeler Cizelge 3.1°de verilmigtir.
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Cizelge 3.1 Jel ve nanopartikul formulasyonuna giren maddeler

Protasan UP Cl 213 (Novamatrix, Norve¢) MA: 150-400 kDa
Deasetilasyon derecesi: %86

S. Typhii porinleri L-11269 (1,093 mg/mL) (0,8 ug/mL SDS ¢ozeltisi
icerisinde)
Ovalbumin (A5378, Sigma-Aldrich, USA)

3.3.4.1 Jel Formiulasyonu

Kitosanin %0,5 (a/h) konsantrasyonda su iginde jel formulasyonlari hazirlanmistir.
Porinler, jele %0,02 (a/h) konsantrasyon olacak sekilde eklenmistir. OVA ise %0,1

(a/h) konsantrasyonda olacak sekilde kitosan jele eklenmigtir.

3.3.4.2 Nanopartikiil Formilasyonu

Nanopartikul formulasyonlari kitosan kullanilarak iyonotropik jelasyon yontemi ile
hazirlanmistir[74, 100].

Capraz baglayici olarak tripolifosfat pentasodyum (TPP) kullaniimig ve farkh
kitosan: tripolifosfat pentasodyum agirlik oranlari (2,5:1, 3,3:1, 4:1, 5:1, 6,6:1, 10:1)
calismada denenmigtir. Distile su igerisinde % 0,2 (a/h) konsantrasyonda hazirlanan
kitosan dispersiyonuna hesaplanan oranlarda olacak sekilde TPP ¢ozeltisinden 2
mL damla damla eklenerek ve magnetik karigtirici ile 30 dakika boyunca
karistirlimistir. Bu sire sonrasinda 25°C’de 15.000 rpm de 30 dakika santrifijj
edilmigtir. Ustte kalan kisim (stpernatan g¢ozelt) uzaklastirildiktan sonra

nanopartikuller toplanmistir.

% 0,1 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde OVA ¢ozeltisi, kitosan dispersiyonuna

eklenmis ve yukarida agiklandigi sekilde islem devam ettirilmigtir.

%0,1 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde porin ¢ozeltisi kitosan ¢ozeltisine
eklenmis ve yukarida agiklandigi sekilde islem devam ettirilmistir. OVA veya porin
yuklenmis formulasyonlar hazirlandiktan sonra slpernatan c¢ozelti ayrilarak

yukleme etkinliginin tayini i¢cin saklanmistir.
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3.4 Karakterizasyon Calismalari

3.4.1 Viskozite

Elde edilen jel formulasyonlarinin akis Ozellikleri Brookfield DV2T koni plak
viskozimetresinde kullanilarak 25+0.1°C’de, 50-200 rpm arasinda olgilmustir.
Analiz, her formulasyon icin 3 kere tekrarlanmis ve viskozite degerleri cP cinsinden

Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmigtir.

Kayma Gerilimi (F)

Kayma Hizi (G) E§|t|lk 3.2

Vizkozite (n) =

3.4.2 Biyoadezyon

Jel formulasyonlarinin biyoadezyon olgumleri oda sicakliginda tekstur analiz
cihazinda (TA-XT Plus model, Stable Micro Systems, UK) gerceklestiriimigtir. 0,15
mL jel, sentetik membran (Spectra/Por molecular porous membrane) Uzerine
uygulanmisgtir. Prob ile membran temas ettigi yuzey alani 0,635 cm? dir. Probun inig
ve c¢ikis hizi 0,1 mm/sn olarak secilmis 0,2 N’luk kuvvet 180 saniye boyunca
uygulanmistir. Kuvvete kargi zaman egrileri elde edilmis (Sekil 3.2) ve egri altinda
kalan alandan Esitlik 3.3 kullanilarak biyoadezyon isi (mJ/cm2) hesaplanmigtir. Her
bir formulasyon igin test 3 kez tekrarlanmigtir. Verilerin degerlendiriimesi igin

Texture Exponent 4.0. software programi kullaniimigtir.

AUC
r?

Biyoadezyon = Esitlik 3.3

mr%: membranla temas eden yuzeyi alani
r: yarigap (cm)
AUC: egri altinda kalan alan (adezyon isi)
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Kuwvet (N)
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0.1000 y

7
0.0000 7 v T T "
0[0 25. 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0

1.000 7 Zaman (sn)
0.500 ™~ Ayrilma Mesafesi

0.000
-0.1000-

Sekil 3.1 Biyoadezyon galismalarinda elde edilen kuvvet-zaman egrisi

3.4.3 Partikul Buyukliigi ve Dagilimi
Nanopartikullerin partikil buyuklugu ve polidispersite indeksi (PDI) analizleri,
Malvern Zetasizer NS cihazi ile belirlenmigtir. Nanopartikiller olgim dncesi

deiyonize su ile resuspanse edilmis ve tum analizler 3 kez tekrarlanmistir.

3.4.4 Yiizey Ozellikleri
Yuzey yuku: Nanopartikuller, su igerisinde resuspanse edildikten sonra Malvern
Zetasizer NS cihazi kullanilarak zeta potansiyelleri belirlenmis ve tum olgumler 3

kez tekrarlanmistir.

Yuzey morfolojisi: Nanopartiklller transmisyon elektron mikroskopisi (FEI Tecnai
G2 Spirit BioTwin C TEM) ile incelenmistir.

3.4.5 Yiikleme Etkinligi
TPP ¢ozeltisindeki nanopartikiller santriflj edilmesininin ardindan elde edilen
supernatanda serbest porin ve OVA miktari BCA yontemi ile belirlenmigtir. Elde

edilen sonuglar Uzerinden Esitlik 3.4 kullanilarak yukleme etkinligi hesaplanmistir.

) ) ___ Toplam protein miktari-Serbest protein Miktari Esitlik 3.4
Yiizde Yiikleme Etkinligi= —— x100
Toplam protein miktari
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3.5 in Vitro Galigsmalar

3.5.1 Salim

OVA yUkli nanopartikuller, %0,1 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde fosfat
tamponunda (pH 7.4) suspande edilerek, 24 saat boyunca 37°C’de vyatay
calkalayicida inkibe edilmigtir. Bu sire zarfinda belirli zaman araliklarinda
orneklere santriftj uygulanmig 500 yL supernatandan 6rnek alindiktan sonra ayni
hacimde fosfat tamponu ilave edilmigtir. SUpernatanlardaki OVA miktari BCA

yontemi ile tayin edilmigtir.

3.6 Biyouyumluluk

Biyouyumluluk testlerinde J774A.1 murin makrofaj hucreleri (ATCC® TIB-67™)
kullaniimistir (Cizelge 3.2). Kullanilan hiicre hatti, Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji Laboratuvarindan saglanmigtir. Hicreler, %20 Fotal Dana Serumu (FDS)
ve antibiyotik ihtiva eden RPMI-1640 medyumunda c¢ogaltilmistir. Hucreler, 37°C
sicaklik ve %5 CO?’li ortamda tutulmus ve idameleri amaciyla 1:3-1:6 arasinda
degisen oranda subkultire edilmistir. Subkultrler arasinda ise medyum her 3

gunde bir yenilenmistir.

Cizelge 3.2 J774A.1 hucre hatti 6zellikleri

Organizma Mus musculus, fare

Tar BALB/cN

Doku Asites

Hastalik Retikulum hicre sarkoma
Hucre Tipi Monosit; makrofaj

Yas Yetigkin

Cinsiyet Disi

Morfoloji Makrofaj

Buyume Kosullari | Cogunlukla adheren

Formulasyonlarin  hacrelere biyouyumlulugu, propidyum iyodur (Pl) boyasi
kullanarak incelenmis ve 2x10° adet J774A.1 hiicresi % canliigi olarak
hesaplanmistir [101]. Propidyum iyodur (veya PIl), hucreleri boyamada

kullanilabilen, molekuler agirhigi 668,4 Da olan bir intergelat ve floresan Ozellikte
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molekudldur. Pl nukleik asitlere baglandiginda, floresan maksimum uyarim dalga
boyu 535 nm ve maksimum dalga boyu ise 617 nm'dir. Pl saglikh hucrelerin
zarindan gegemezken, hucre zari butunligun bozuldugu hallerde ise hucre igine
girebilme ve DNA ile etkilestiginde ve uygun dalga boyunda 1sik kaynagina maruz
kaldiginda karakteristik kirmizi renkte floresans verir. Akis sitometrisinde analiz
edildiginde 6lU hucreler parlak kirmizi bir floresan verirken, saglikli hicreler floresan
vermemektedir (Sekil 3.2).

Olii hiicre Canli hiicre

Propidyum
iyodiir

Sekil 3.2 Akis sitometresi ile hucresel canliligin belirlenmesi (www.rndsystems.com)

in vitro calismalara baslamadan énce biyouyumlulugun en yiksek diizeyde oldugu
konsantrasyonun belirlenebilmesi amaciyla dort farkli porin konsantrasyonunda (2
pg/mL, 1 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.25 pg/mL; OVA: 20 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5

pMg/mL) denemeler yapilmistir.

96 kuyucuklu plaklara jel, nanopartikul formulasyonlari hiucre vasati (RPMI
1640+%20 FBS) igerisinde toplam miktar 400 pL olacak sekilde hucrelere
uygulanmigtir. 24 saat sonunda santriflij edilerek hicreler toplanmig ve serbest olan
hdcreler uzaklastirnimigtir. Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile plaktaki hucreler kaldirildiktan
sonra uzerlerine hicre vasati ilave ederek tripsin inaktive edilmigtir. Hucreler Pl ile
boyandiktan sonra akig sitometrisinde (FACSAria |l sorter, Becton Dickinson) dlgim

yapilmistir.

3.6.1 Huicresel Alim
Biyotin-porin konjugasyon iglemi:

Hucresel alim galismalarinda da J774A.1 hicreleri kullaniimistir. Porin dnce biyotin

(EZLink NHS Biotin, Thermo-Fisher) ile konjuge edilmigtir. Biotinle konjuge edilen
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porin, hicrelere uygulandiktan sonra, biyotine yuksek afinite ile baglanan floresan
isaretli (Alexa Fluor 488) streptavidin; hucreler fikse ve permeabilize edildikten
sonra uygulanmis ve sonugta meydana gelen baglanma izlenerek hicresel alim

degerlendirilmigtir

Navigasyon saglanabilmesi amaciyla, hucreler kirmizi floresan veren Dil boyasi ile
inkiibe edilerek membranlarinin isaretlenmesi saglanmigtir. Biyotin konjugasyonu
ise, Thermo Fisher EZ-Link NHS Biotin-ticari kiti kullanilarak prosedure uygun
gerceklesitirilmistir. Protein Biotinleme protokoline goére: 2 mg/mL protein

cOzeltisinin 20 kati molar konsantrasyonda biotin kullaniimaktadir.

Reaksiyon i¢in gerekli biyotin miktari (mmol) Esitlik 3.5 ile hesaplanmistir.

mg protein mmol protein 20 mmol Biotin Esitlik 3.5

mmol Biotin = ml proteinx - — X ~
ml protein = mg protein mmol protein

Reaksiyona eklenecek 10 mmol biyotin ajaninin ¢ozeltisinin miktari (uL) Esitlik 3.6

kullanilarak hesaplanmistir.

mol Biotin * 1000000 ul L Esitlik 3.6
L x 10 mmol

ul biotin =

Uretici firma tarafindan saglanan protokolde gére 1-10 mg protein 0,5-2,0 mL
PBS’de ¢ozulmustur. Hazirlanan porinler SDS ¢ozeltisinde bulundugundan ve amin
iceren tamponda bulunmadigindan diyaliz ile tampon degisimi uygulanmamisgtir.

Porin ihtiva eden ¢ozelti pH’sinin 7.2-8.0'da araliginda olduguna emin olunmustur.

10 mM konsantrasyonda biyotin ¢ozeltisi hazirlamak igin 1,13 mg biyotin 163,85 uL

dimetilformamid i¢cinde ¢ozundurulmustar.

100 pL porin i¢in 5,46 pyL 10 mM biyotin ¢ozeltisi kullaniimistir. Reaksiyon igin oda
sicakhiginda 30 dakika inkibe edilmistir.

Bu noktada porinin isaretleme iglemi tamamlanmistir. isaretli protein optimum
performans ve stabilitesi i¢cin ve baglanmamis biotinlerin uzaklastiriimasi igin énce
iki defa 1 saat arayla daha sonra da bir gece boyunca SDS ¢o6zeltisi (0,8 pg/mL)
iginde diyaliz edilmigtir.
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Hticrelere formUilasyonlarin uygulanmasi

J774A.1 makrofaj hiucreleri, 1 mL %10 FDS+ RPMI-1640 iginde 5 pyL Vybrant Dil
(Thermo Fisher, V22885, ABD) olacak tarzda hlcrelere uygulanarak boyanmigtir.
Hucreler 24 saat boyunca boya ile inkube edildikten sonra formulasyonlar 1:100
oraninda %10 FDS+ RPMI-1640 ile seyreltilerek hicrelere uygulanmigtir. 24 saat
sonunda hucreler 6nce PBS ile 3 kere yilkanmig daha sonra %4’lUk paraformaldehid
cozeltisi ile fikse edilmigtir. Daha sonra tekrar PBS ile yikama iglemi
gerceklestiriimis ve % 0,1’lik Trition X100 ile 3 dakika boyunca permeabilizasyon
islemi gerceklestiriimistir. Bu islemle hicre membranindan kuguk goézenekler
meydana gelmesi saglanmigtir. Triton X100 ile yapilan permeabilizasyon islemi
sonrasinda PBS ile tekrar yikanmigtir. Bunun ardindan %1 sigir serum albimin
(BSA) ile 20 d muamele edilerek bloklanmistir. Bloklamanin ardindan hucreler yine
yikanmis ve 10 upg/mL, Streptavidin isaretli Alexa Fluor 488 uygulanarak 2 saat
Isiktan korunmug ortamda inklbe edilerek biyotinle konjuge olmasi saglanmistir.
Daha sonra PBS ile 4 kez yikanmig ve %50 gliserol/PBS (200 pL) ile kapatma islemi
yapilmigtir. Islemler tamamlandiktan sonra hiicreler lazer taramali konfokal
mikroskop (Zeiss LSM 510 Axiovert 200M, Germany) ile goruntilenmistir. 488 nm
lazer 151§1 Argon lambasi Vybrant Dil igin ve 543 nm lazer 151g1 He-Ne lambasi Alexa
Fluor 488'in eksitasyonu igin kullaniimigtir.  Yalanci pozitif sonuglarin olmasini
engellemek igin 3 farkl konsantrasyonda Alexa Fluor 488 Streptavidin (1, 0,1, 0,01
pMg/mL) ile denemeler yapilarak en uygun konsantrasyonun 0,1 pg/mL olduguna

kanaat getirilmigtir.

3.6.2 Makrofaj Aktivasyonu ve Sitokin Salimi

in vitro calismalarda makrofaj aktivasyonunu incelemek amaciyla olarak CD80,
CD86, MHCII ve F4/80 yuzey belirtecleri tercih edilmistir. Nanopartikil ve jel
formulasyonlarinin - makrofaj aktivasyonu uzerindeki etkileri J774A.1 hiucrelerinde
(2x10%) yapilan c¢alismada, formilasyonlarin uygulamasinin ardindan makrofaj
hdcrelerinin yuzeyinde eksprese edilen yluzey belirte¢lerinin spesifik olarak floresan
boya isaretli antikorlar ile isaretlenmesi ve daha sonra akis sitometresinde olusan
ortalama floresans siddetinin (MFI: Mean Fluorescence Intensity) Olculmesi ile
incelenmigtir. MFI'de artis izlenmesi, anilan belirtecin hicre yuzeyinde
ekspresyonunun artisini  ifade etmektedir. Formulasyonlar, 1  pg/mL

konsantrasyonda porin ve 10 pg/mL OVA igerecek sekilde hlcre vasati igerisinde
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(%10 FDS+ RPMI-1640) toplam miktar 400 pL olacak sekilde hucrelere
uygulanmigtir. 24 saat sonunda hucreler toplanmis ve santrifij edilerek hicrelerin
serbest olanlari toplanmistir. Plaklardan Accutase (Thermo-Fischer) ile kalan
hacreler kaldirlmigs ve daha sonra hiucre vasati eklenerek reaksiyon
sonlandirimistir. Hucreler PE-Cy7 antimouse CD80 antikoru, PE antimouse CD86
antikoru, Alexa Fluor 647 anti-Mouse I-Ad antikoru ve FITC anti-Mouse F4/80
antikoru ile isaretlendikten sonra akig sitometrisi yontemi ile Olgim

gerceklestiriimistir. Kullanilan antikorlarin 6zellikleri Cizelge 3.3'de verilmistir.

Cizelge 3.3 Makrofaj aktivasyonu tayininde incelenen yuzey belirteci-spesifik

antikorlar

Yiizey Belirteci Floresan isaretli Spesifik Antikor

CD80 PE/Cy7, anti-mouse CD80 Antibody. clone: 16-10A1
(BioLegend. cat n0:104734)

CD86 PE, anti-mouse CD86 Antibody. clone:GL-1 (BioLegend.
cat no:105008)

F4/80 FITC, anti-mouse F4/80 Antibody. clone: BM8.
(BioLegend. cat n0:123108)

MHC I Alexa Fluor® 647, anti-mouse I-Ad Antibody clone:39-10-8
(Biolegend. cat no:115010)

Dogal immunite sistemin bir parcasi olan fagositik hucreler olan makrofajlar
uyarildiklarinda bulunduklari ortama sitokinler salmaktadir. Hazirlanan adjuvant
sistemlerinin in vitro olarak makrofaj hucrelerine etkisini incelemek icin J774A.1
murin makrofaj hdcrelerinde sitokin salimi incelenmistir. Bu dogrultuda, uyarilan
makrofaj hucrelerinde LEGENDPlex Mouse Th Cytokine Panel kiti kullanilarak IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, TNF-a ve IFN-y

sitokinlerinin analizi yapilmigtir.

3.7 in vivo Galismalar
in vivo calismalar kapsaminda himoral immin yanit ile hicresel immin yanit

seviyeleri incelenmistir.
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3.7.1 Hayvanlarin temini

Geligtirilen formulasyonlarin in vivo sartlarda uygulanarak olusan humoral immun
yanitin incelenmesi icin Bagkent Universitesi Uretim ve Arastirma Merkezi'nden 80
adet 6-10 haftalik disi BALB/c fare temin edilmistir. TUm deney prosedurleri ve
hayvanlarin bakimi Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna
sonulmus ve 2015/75-14 sayil kararla onaylanmis olup, deneyler Hacettepe
Universitesi'nde Deney Hayvanlari igin ayrilan Hacettepe Universitesi Laboratuvar
Hayvanlari Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde yudratalmustar. Calismada
kullanilan tum fareler ayni bakim, beslenme ve barindirma kogullarina riayet ederek;
12 saat gece ve 12 saat gunduz siklusu, oda sicakliginda ve standart kafeslerde

barindiriimigtir.

3.7.2 immiinizasyon

Hayvanlar biri kontrol grubu olmak tzere toplam 16 gruba ayriimigtir (n=5) (Cizelge
3.4). Formdulasyonlar farelere intraperitoneal (ip) yoldan uygulanarak
immunizasyonlari gerceklestiriimigtir (Sekil 3.3). Kontrol gruplarina serum fizyolojik

cOzeltisi verilmigtir. Formulasyonlarin uygulama hacmi 100 pL’dir.

Intraperitoneal
enjeksiyon
bolgesi

Sekil 3.3 Formiilasyonlarin intraperitoneal yolla hayvanlara uygulanmasi [102]
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Cizelge 3.4 In vivo deney gruplari

Deney Gruplari Uygulama Dozu/100 pL

Porinler| OVA Kitosan

1 | Porin 20ug |- -
2 | Ovalbumin - 100 pg | -
3 | Ovalbumin+Porin 20 yg 100 pg | -
4 | Kitosan Jel (0.5%) - - 500 pg
5 | Porin+ Kitosan Jel 20 g - 500 ug
6 | Ovalbumin+Kitosan Jel| - 100 pg | 500 ug
7 | Porin+Ovalbumin+ 20 ug | 100 pg | 500 pg

Kitosan Jel
12 | Kitosan Nanopartikdl

13 Porin+Kitosan

Nanopartikiil 20ug |- i
OVA+Kitosan
14 Nanopartikiil i 100 pg | -
15 | Porin+OVA +Kitosan | 20 pg 100 pg | -
Nanopartikul

16 Serum Fizyolojik
Cozeltisi (kontrol)

3.7.3 Hiimoral immiin Yanit Caligsmalari

Humoral immudn yanit calismalari Sekil 3.4’de verilen immunizasyon protokoluna
uygun gerceklestiriimigtir. 0, 8, 12 ve 30. gunlerde submandibular yoldan
hayvanlardan kan ornekleri alinmistir (Sekil 3.5) [103]. Daha 6nce heparinize edilen

1,5 mL taplere toplanan kan 6rnekleri 3500 rpm’de 10 dakika santrifuj edilmigtir.

Supernatanlar, salinan 1gG ve IgM seviyelerini tayin etmek Uzere -20°C’de

saklanmigtir.
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Sekil 3.4 Himoral immin yanit calismalarinda takip edilen protokol

Sekil 3.5 Hayvanlarda submandibular kanatma yéntemi ile kan alinmasi

OVA ve porinlere spesifik salinan antikorlar (IgG ve IgM) miktarlari 6rneklerden
ELISA yontemi ile tayin edilmistir.

96 kuyucuklu plaklarin (Nunc MaxiSorp ELISA plates) her kuyucugu 100 uL pH 9,5
karbonat tamponu igerisinde 1 ug porin veya OVA igeren ¢ozelti ile muamele
edilmistir. Kuyucuklar 37°C’de 1 saat, 4°C’'de 24 saat boyunca porinler veya OVA ile
inkibe edilmistir. 24 saat sonunda kuyucuklar Tween iceren PBS (PBS-T) ile
yikanarak baglanmayan uzaklagsmasi saglanmistir. %5 sit tozu iceren PBS (PBS-
sit) ile 37°C’de 1 saat bloklama islemi gergeklestiriimis ve bdylece non-spesifik
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baglanmalarin 6nune gegcilmistir. Kuyucuklar tekrar PBS-sut c¢ozeltisindeden
arindiriimak i¢cin PBS-T ile yikanmigtir. Hayvanlardan alindiktan sonra santrifij
edilerek hazirlanmis Ornekler 1:150 oraninda PBS-T ile seyreltildikten sonra
plaklara uygulanmigtir. Her dilisyonun ardindan kuyucuklarin pipetaj ile
homojenizasyonu saglanmistir. Dillisyon islemi gergeklestikten sonra 37°C’de 1
saat boyunca inkube edilmigtir.1 saat sonunda kuyucuklar PBS-T ile yikanmigtir.
IgG (Goat anti-mouse 1gG (H+L), 62-6500, Thermo Fisher, ABD) ve IgM (Goat anti-
Mouse IgM (Heavy chain) Secondary Antibody, HRP, 62-6820, Thermo Fisher,
ABD) antikorlari 1:2000 oraninda PBS-Tween20-sut solusyonunda dilue edilmigtir.
Kuyucuklara 100 yL antikor igeren PBS-Tween20-slit eklenmistir. 37°C’de 1 saat
inkiibe edilmistir. 1 saat sonunda PBS-T ile yikama gercgeklestiriimigtir. Substrat
olarak kullanilacak olan o-fenilendiamin dihidroklorid (OPD) (Thermofisher, 34005,
ABD) icin maddenin protokolune uygun olarak asagidaki sekilde hazirlanmistir.
0.05 M sitrik asit, 0.05 M sodyum fosfat ¢ozeltileri hazirlanmis ve pH'nin 5 oldugu
teyit edildikten sonra OPD, 1.0 mg/mL olacak sekilde tampon iginde ¢ézUndurulmas,
ardindan 1mL substrat ¢ozeltisi basina % 30 hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 1uL
ilave dilmigtir. Hazirlanan substrat ¢ozeltisinden her kuyucuga 100 yL eklenmis ve

10 dk karanlikta bekletildikten sonra absorbanslar 492 nm’de okunmustur.

3.8 Stabilite Caligsmalari
Formulasyonlarin stabilitelerini incelemek icin 25°C'de 3. ve 6. aylarda
formllasyonlada partikal bOydklugu ve dagilimi, zeta potansiyel degerleri

OlcUimustar.
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4. BULGULAR

4.1 OVA ve Porinlerin miktar tayini

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltiler icin elde edilen absorbans
degerlerinin konsantrasyona karsi grafigi gegcirilerek kalibrasyon dogrusu elde
edilmigtir (Sekil 4.1 ve 4.2). Dogrulugun tespitine yonelik olarak kalibrasyonda
kullanilan 3 farkli konsantrasyona ait 6lgum sonuglari Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 de

verilmistir. % bagil hata degerleri 2’den dusuk bulunmustur.

2,5

2 y = 0,0009x + 0,0603

R?=0,9951 ..
%] o
2 1,5 e
Kol
3
2 1
0,5 R
[ 2
R
o
0 500 1000 1500 2000 2500

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4.1 Ovalbumin i¢in Kalibrasyon Dogrusu
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1,8
1,6
1,4
1,2

Absorbans

500

y =0,0008x + 0,0681-"'®

R?=0,9906""
.'....
L
1000 1500 2000

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4.2 Porin igin kalibrasyon dogrusu

Cizelge 4.1 OvalbUimine ait dogruluk galismasi sonuglari

2500

Hazirlanan

Konsantrasyon (ug/mL)

Olgiilen Konsantrasyon

(ng/mL)

% Bagil Hata

250 248,9 0,42
750 745,3 0,62
1500 1495,9 0,27
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Cizelge 4.2 Porine ait dogruluk ¢alismasi sonuglari

Hazirlanan Olgiilen Konsantrasyon

% Bagil Hata
Konsantrasyon (ug/mL) | (png/mL)

250 252,3 0,90
750 748,3 0,22
1500 1513,4 0,88

4.2 Formiilasyon Gelistirme ve Karakterizasyonu

4.2.1 Porinlerin ve OVA’nin integritesinin Korunmasi

Porin ve OVA'nin hem tek basina hem de bir arada integritesini korudugu SDS-
PAGE analizi ile gosterilmigtir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 Jel formulasyonlarda proteinlerin SDS-PAGE analizi: 1) molekul agirhgi
belirleyici, 2) Porin, 3) OVA, 4) Porin+OVA

4.2.2 Jel formulasyonu
% 0,5 (a/h) konsantrasyonda hazirlanan kitosan jel Newtonian akis 06zelligi

gOstermigtir (Sekil 4.4). Porinlerin ve/veya OVA ilavesi ile birlikte viskozitenin
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azaldigi gorulmustur (Sekil 4.5). Kitosan jelin viskozite degeri 7,16+0,18 cP olarak
Olctimustar. Porin ilavesi ile viskozite 4,14+0,5 cP’ye dusmus (p<0,001), ovalbumin
ilavesiile 5,67+0,39 cP (p<0,1) ve porinler+OVA birlikte yer aldiginda ise 5,29+0,58
cP (p<0,01) olarak belirlenmigtir.

9 -
——Chi Jel

& F oz Porin+Chi Jel
c 6 i 1L T ¥ T .
> R I OVA+Chi Jel
N L L Porin+OVA+Chi Jel
X
2 3
>

0 T T T T 1

0 200 400 600 800 1000
Kayma Hizi (s)

Sekil 4.4 Jel formulasyonlarina ait akis egrileri (25 £ 0.1 °C) (n=3)

Viskozite (cP)
s

Sekil 4.5 Jel formulasyonlarina ait viskozite degerleri (25 + 0.1 °C) (n=3) (*p<0.1,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001)

Kitosan jelin kendisine ait zeta potansiyeli (78,1+2,0 mV) iken, porinler+kitosan jel

(36,3+0,71 mV), OVA+kitosan jel (66,6+6,8 mV) ve OVA+porinler+kitosan jel
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(45,2+3,6 mV) formulasyonlarinin hepsinde pozitif zeta potansiyel degerleri

kaydedilmistir.

Jel formulasyonlarinin biyoadezyon calismalarinda elde edilen kuvvet- zaman

egrileri Sekil 4.6’da ve biyoadezyon Ozellikleri Sekil 4.7°de verilmigtir.

Kuvvet (N)
0,10 }
0,05 ‘
0,00 |

-0,05 !

|
-0,10 -

-0,15

0,20 fhteai
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Kuvvet (N)
0,15
0,10 -
0,05

0,00 +

-0,05 -
-0,10 -
-0,15 -

0,20 l - S gl
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| Zaman (sn)
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a
‘ Zaman (sn)
. —
1 200 300
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Kuvvet (N)
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0,05
0,00

-0,05
-0,10 +

-0,15
-0,20 e B e e LT
-0,25

Kuvvet (N)
0,15

0,10
0,05 4
0,00 +
-0,05
-0,10
-0,15

2020 fEEabidsrter iy

-0,25 °

S e .
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L
300
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1
300

Sekil 4.6 Jel formllasyonlarinin biyoadezyon galismasinda elde edilen kuvvet-

(a) Kitosan Jel;
OVA+Kitosan Jel; (d) Porin+Kitosan Jel

(b)

Porin+OVA+Kitosan Jel; (c)

Kitosan jel igin biyoadezyon is degeri 0,55 +0,050 mJ/cm? olarak bulunmustur.

OVA varliginda biyoadezyonda artig gorulirken (0,710,009 mJ/cm?) (p<0,1), porin

(0,64+0,060 mJ/cm?) ve porin+OVA eklenmesi sonucunda biyoadezyonda (0,65

+0,012 mJ/cm?) bir fark goérilmemistir (p>0,1).
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1.0+ *

Biyoadhezyon i si (mJ/cm?

Sekil 4.7 Kitosan jel formulasyonlarinin biyoadezif 6zellikleri (n=3) (*p<0.1)

4.2.3 Nanopartikiil Formiilasyonu

iyontropik jelasyon teknigi ile hedeflenen &zelliklere sahip pozitif yUkli
nanopartiklllerin elde edilmigstir (Sekil 4.8, Cizelge 4.3). Farkli kitosan:TPP agirlik
oranlar denemis olup, uygun partiktl bayuklaga (366,4 + 4,8 nm) ve partikdl
buydkligd dagiliminin  (PDI= 0.2), kitosan:TPP orani 5:1 ile elde edilmigtir.
Calismalarda, nanopartikuller bu oran kullanilarak hazirlanmigtir
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Sekil 4.8 Nanopartikul formulasyonlarinin (CS:TPP = 5:1) TEM goruntaleri: (a) ok
basi: bos nanopartikiller; (b) kalin ok: porin yukli nanopartikuller; ve

(c) ince ok: OVA yuklu nanopartikuller

Cizelge 4.3 Calismada gelistirilen nanopartikullerin 6zellikleri

Formulasyonlar Partikul Buyukluga | PDI £ SS Zeta Potansiyel
(nm) £ SS + SS (mV)
Kitosan: TPP (2,5:1) | 6548,3 + 945,5 1,0 14,1+ 0,4
Kitosan: TPP (3,3:1) | 472,5+ 16,2 0,43 £ 0,02 45,5 10,6
Kitosan: TPP (4:1) 4236,0 £ 334,0 0,541 0,01 16,4 £0,3
Kitosan: TPP (5:1) 366,4 £ 4,8 0,20 + 0,01 47,9+3,5
Kitosan: TPP (6,6:1) | 963,8+ 22,0 0,49 £ 0,04 58,2+2,0
Kitosan: TPP (10:1) | 991,8 + 11,0 0,48 £ 0,04 58,8 £2,3
Porin  yuklenmesiyle nanopartikil boyutunda degisiklik olmadigi, OVA

yuklendiginde azalma oldugu, OVA ile birlikte porin yuklendiginde ise partikil

bayukligunun arttigi gorulmustur (Cizelge 4.4). Nanopartikil porin yukleme
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etkinliginin  %86,5+4,7 ve OVA vyukleme etkinligin ise %68,946,5 oldugu

gorulmustar.

Cizelge 4.4 Porin ve/veya OVA yUuklu nanopartikullerin 6zellikleri

Formiilasyon Partikul Buyuklugu | PDI £ SS Zeta Potansiyel
(nm) £ SS +SS (mV)

Porin+Kitosan 337,717 0,29 £ 0,02 30,3+0,5

Nanopartikdl

OVA+Kitosan 239,6 + 3,3 0,24 + 0,01 36,4 +0,2

Nanopartikul

OVA+Porin+ 429,9+6,8 0,32 £ 0,09 32,5+0,9

Nanopartikul

4.3 in Vitro Galismalar
4.3.1 Salim
Nanopartikullerden porinlerin salim profilleri Sekil 4.9'da ve OVA salimi Sekil

4.10’de verilmistir. Genel olarak, hucresel alim dncesi antijenin tasiyici sistemden

saliminin ¢ok dusuk duzeyde kalmasi istenmektedir.
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Sekil 4.9 Nanopartikullerden porin salimi (n=6)
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Sekil 4.10 Nanopartikullerden OVA salimi (n=6)

4.4 Biyouyumluluk

Porinler, OVA ve kitosan J774A.1 murin makrofaj hucrelerine ayr ayri
uygulandiginda, hucre canhliginin % 80’nin Ustinde oldugu gorualmustar (Sekil
4.11). Benzer sekilde porin yUuklu jel ve nanopartikil formulasyonlarinin hicre

canlih@i Uzerinde herhangi bir olumsuz etkisi gorulmemigtir.
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Sekil 4.11 Formulasyon uygulanan J774A.1 hucrelerinde % canlilik (n=3)

4.4.1 Hicresel Alm

J774A.1 murin makrofaj hiucrelerine uygulanan formulasyonlarin hicresel alimina
ait konfokal mikroskop goruntuleri (Sekil 4.12) yer almaktadir. Porinler tek basina
uygulandiginda hicre membranini gegemedigi ve daha ¢ok hudcrenin duvarina
tutundugu gorulmustur (Sekil 4.12B). Kitosan jel ile uygulandigi zaman ise makrofaj
hdcreleri tarafindan etkin sekilde alindigi (Sekil 4.12C), nanopartikilerde is agragat
olusumu sekillendigi ve muhtemelen bu nedenle de alimin azaldigi disunulmektedir
(Sekil 4.12D).
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Sekil 4.12 J774A.1 murin makrofaj hucrelerinden alim: Biyotinlenen porin
Streptavidin-Alexa Fluor 488 (yesil) ile konjuge edilmis, hucreler
Vybrant Dil (kirmizi) ile boyanmistir: A) Kontrol;

B) Porinler;
C) Porin+Kitosan Jel; D) Porin+Kitosan Nanopartikl
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Sekil 4.13 J774A.1 murin makrofaj hiucrelerinden alim: Porin+Kitosan Jel (odak
bolumu:23/45, kesit kalinligi: 0,36 um); (a) xz ekseninde enine kesitin
goruntusu, (b) xy duzlemindeki goruntilerin z yigini (c) yz ekseninde
enine kesitin goruntusu

4.4.2 Makrofaj Aktivasyonu
Yuzey ligand ve sitokinlerin salinimi belirlenmesiyle immun sistemin uyarilmasinda
etkili olan makrofajlarin in vitro olarak aktivasyonu incelenmistir. Asagidaki

bolumlerde sonuglar sunulmustur.

4.4.2.1 Yizey Belirtecleri
CD80

Formulasyonlarin uygulamasinin ardindan elde edilen CD80 yaniti Sekil 4.14'de
gosterilmigtir. Porin tek basina uygulandiginda pozitif kontrol olarak kullanilan LPS’e
benzer diuzeyde CD80 ekspresyonuna neden olmustur (p>0,1). Kitosanin, jel
formunda uygulanmasi, porin ile karsilastirildiginda; CD80 yanitinda daha az bir
artisa fakat nanopartikul formunda ise porine benzer dizeyde CD80 ekspresyonuna
neden olmugtur. Porinler ve kitosan jelin birlikte uygulanmasi, tek basina porin ve
kitosan jel uygulamasina gore daha yuksek CD80 yanitina neden olmusgtur

(p<0,001). Porinler nanopartikul iginde uygulandiginda da CD80 ekspresyonu
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gOzlenmis ancak seviyeleri jel formuna oranla dusuk kalmigtir. Porin ve model
antijen olarak kullanilan OVA birlikte uygulandiginda, sadece OVA’ya kiyasla CD80
ekspresyonunda bir artis gozlenmemigtir. OVA, kitosan jel ile birlikte uygulandiginda
ise tek basina OVA ve kitosan jel uygulamasina gore daha ylksek CD80
molekulinun ekspresyonu goézlemlenmigtir (p<0,001). OVA, kitosan ve porinlerle

birlikte verildiginde OVA ile benzer ekspresyon seviyeleri gorulmustur.
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Sekil 4.14 Formulasyonlarin J774A.1 hucrelerine uygulanmasini takiben CD80
yuzey belirte¢ seviyeleri (Negatif kontrol: hicre vasati, Pozitif kontrol:
LPS) 'p<0.001

CD86

OVA (p<0,001), porin (p<0,1), kitosan jel (p<0,01) ve nanopartikil (p<0,01) tek
basina pozitif kontrol (LPS) ile kargilastirildiginda daha yuksek CD86
ekspresyonuna neden olmustur (Sekil 4.15). Porin, kitosan jel birlikte
uygulandiginda porinin ve kitosan jelin tek bagina uygulanmasina gére daha yuksek
CD86 ekspresyonu gorulmustur (p<0,001). Porinler nanopartikullerle birlikte
uygulandiginda, tek basina porinlere gore CD86 seviyesinde hafif bir artis
gozlenmigtir. Porin ve OVA birlikte uygulandiginda, tek basina OVA'ya gore daha
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yuksek dizeyde ekspresyonu godzlenmistir (p>0,1). OVA-kitosan birlikte
uygulandiginda da OVA ile elde edilen CD86 dizeyinden daha yuksek dizeyde

ekspresyon gozlenmis olup (p<0,01), porin+kitosan varliginda ise benzer dizeyde

kalmigtir.
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Sekil 4.15 Formulasyonlarin J774A.1 hucrelerine uygulanmasini takiben CD86
yuzey belirte¢ seviyeleri (Negatif kontrol: hiicre vasati, Pozitif kontrol:
LPS) "p<0.001: "p<0.01

F4/80

Porinler, F4/80 ekspresyonununda artisa neden olurken, pozitif kontrol olarak
kullanilan LPS kadar yuksek seviyelere ulagsmadigi géralmastar (p>0,1) (Sekil 4.16).
Porinler, kitosan jel ile birlikte verildiginde ise F4/80 ekspresyonuna neden olmustur
(p<0,1). Nanopartikul ile birlikte uygulanmasiyla da benzer sonuglar elde edilmistir.
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(p<0,1). Kitosan, jel ve nanopartikul formunda tek basina uygulandiginda sadece

porinlere nazaran daha yuksek F4/80 seviyeleri elde edilmesine neden olmustur.

OVA tek basina F4/80 ekspresyonunu arttirirken, porinlerle birlikte uygulanmasi bu
etkiyi daha da artinmistir (p<0,1). Benzer sekilde kitosanla birlikte uygulanmasi
sonucunda da F4/80 seviyeleri arttiy1 fakat porinlere nazaran daha etkili oldugu
gorulmustar (p<0,1). OVA, kitosan ve porinlerle birlikte uygulanmasi sonucu, F4/80
seviyelerinin OVA+kitosana benzer duzeyde oldugu gorulmastur (p>0,1). Genel
olarak kitosan, porinlerle karsilastirildiginda F4/80 ekspresyonunda daha ekili

oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.16 Formulasyonlarin J774A.1 hucrelerine uygulanmasini takiben F4/80
yuzey belirte¢ seviyeleri (Negatif kontrol: hicre vasati, Pozitif kontrol:
(LPS)

MHC I

Porinlerin MHCII ekspresyonu uzerine etkisi negatif kontrol ile kargilastiriidiginda bir
fark olmadigr gorulmustur. Kitosan ise jel ve nanopartikil formunda MHCII
seviyelerinde artiga neden olmustur (p<0,1) (Sekil 4.17). Kitosan ve porinlerin bir

arada uygulanmasi, tek bagina porine kiyasla artmistir (p<0,1). Bu artis jel ve
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nanopartiklller icin benzer dizeydedir. Sadece OVA uygulandiinda MHCII
ekspresyonunu artirken, porinler ve kitosan birlikte uygulandigi kosullarda
ekspresyon dluzeyinin daha da arttigi gorulmustur. Kitosan ve OVA kombinasyonu
ile elde edilen duzeyler, Porinler ve OVA ile elde edilene gore daha yuksektir
(p<0,1). Porinler, OVA ve kitosanin birlikte uygulanmasi MHCII seviyeleri agisndan
kitosan ve OVA ile elde edilen duzeyle benzerdir. MHC Il ekspresyonu Uzerinde
kitosanin porinelere gore daha etkili oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.17 Formulasyonlarin J774A.1 hucrelerine uygulanmasini takiben MHC I
yuzey Belirteci seviyeleri (Negatif kontrol: hiicre vasati, Pozitif kontrol:
LPS)

4.4.2.2 Sitokin Seviyeleri

Formulasyonlarin J774A.1 hucrelerine uygulanmasi sonrasi elde edilen sitokin
seviyeleri Cizelge 4.5'de sunulmustur. incelenen sitokinler arasinda sadece TNF-a
ve IL-6 saliminda artis gortulmustar (Sekil 4.18 ve 4.19). Digerlerinde ise kontrole

gore anlamh yukselis izlenmemigtir.
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Cizelge 4.5 Formulasyonlarla uyarilan J744A.1 murin makrofaj hiicrelerinden sitokin
salimi (pg/mL)

IFNy | IL-5 | TNFa | IL2 IL-6 IL-4 IL-10 IL-9 | ILA7A | ILA7F | IL-21 22 | IL-23
Negatif

kontrol (Hiicre | 1,75 | 1,14 1,02 0,92 097 0,95 1.97 224 094 0,77 157 0.88 0.97
vasati)

P°Z':;_f:;)“"°' 1,75 | 1,14 32,6 0,97 149,1 0,95 1,97 2,24 0,94 077 1,57 0,88 0,97
OVA 1,75 | 1,14 59,6 0,92 2659 | 095 1,97 2,24 0,94 0,77 1,57 0,88 0,97
Porin 1,75 | 1,14 1,02 0,92 0,97 0,95 1,97 2,24 0,94 0,77 1,57 0,88 0,97

OVA+Porin | 1,75 | 1,14 5,52 0,92 9,39 0,95 1,97 2,24 0,94 0,77 1,57 0,88 0,97
KitosanJel | 1,75 | 1,14 1,12 0,97 0,97 0,95 1,97 2,24 0,94 0,77 1,57 0,88 0,97
Porin® 1,75 | 1,14 50,3 0,92 194,1 0,95 1,97 2,24 0,94 0,77 1,57 0,88 0,97
Kitosan Jel
OVA+
) 1,75 | 1,14 1043 | 092 4488 | 095 1,97 2,24 0,94 0,77 1,57 0,88 0,97
Kitosan Jel
PorintOVARKI | 4 75 | 114 1005 | 0,92 5474 | 095 1,97 2,24 0,94 0,77 1,57 0,88 0,97
tosan Jel
Kitosan | 175 | 114 1,95 0,92 1,75 0,95 1,97 2,24 0,94 0,77 1,57 0,88 0,97
Nanopartikiil
TNF- a

Porinlerin tek bagina TNF-a salimini uyarmadigi1 goruimustur. Kitosan jel ile birlikte
verildiginde ise TNF-a duzeyinin, kontrol olarak kullanilan LPS ile elde edilen
duzeyle kiyaslanmasi sonucunda artisa neden oldugu gorulmugtur (Sekil 4.18)
(p<0,1). Kitosanin hem jel hem de nanopartikil formunda tek basina verilmesi
sonucu TNF- a salimi olmamigtir. Porin yukli nanopartikillerin  de TNF-a ‘yi
uyarmadigr gozlenmigtir. Model antijen olarak segilen OVA’nin tek basina
uygulanmasi pozitif kontrole gore ¢ok yuksek TNF-a salimina neden olmustur
(p<0,1), ancak porinlerle birlikte uygulandiginda ise TNF-a salimi gdézlenmemistir.
OVA, kitosan jel kombinasyonu, tek basina OVA'ya gore daha yuksek TNF-a
salimina neden olmustur (p<0,1). OVA+porinler+kitosan formuilasyonunda ise
OVA-+kitosan’a benzer TNF-a seviyeleri elde edilmistir (p>0,1). Porinlerin ilave bir

etkisi olmadigi gorulmustur.
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Sekil 4.18 Formulasyonlarin uygulanmasini takiben J774A.1 huicrelerinden
TNF-alfa salimi (Negatif kontrol: hicre vasati, Pozitif kontrol: LPS)

IL-6

Porinler tek basina IL-6 salimi Uzerine etkili olmamig, ancak kitosan jel ile birlikte
uygulandiginda IL-6 dlzeyinde artis olmustur (p<0,1). Porinler+kitosan

nanopartikul ile  IL-6 salimi anlamli bir gekilde uyariimamistir (Sekil 4.19).

OVA tek basina uygulandiginda IL-6 salimini uyarmis, ancak porinlerle birlikte
uygulandiginda IL-6 salimina etkisi olmamistir. OVA, kitosan jel ile uygulandiginda
ise tek bagina OVA ile elde edilenden daha yuksek dizeyde IL-6 salimi goralmugtur
(p<0,1).
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OVA, porinler ve kitosan birlikte uygulandiginda en yuksek IL-6 duzeyi elde
edilmistir.
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Sekil 4.19 Formulasyonlarin uygulanmasini takiben J774A.1 huicrelerinden IL-6
salimi (Negatif kontrol: hiicre vasati, Pozitif kontrol: LPS)

4.5 in Vivo Caligsmalar
4.5.1 Hiimoral immiin Yanit
Anti-porin IgM seviyeleri

Porine karsi olusan IgM seviyeleri Sekil 4.20'de verilmigtir. Porinler tek basina
uygulandiginda IgM seviyeleri 8. guinde artmig, 12. gunde hafif azalmis, asi
tekrarindan sonra da dusus devam etmistir. Kitosan jel ile birlikte uygulanmasi tek
basina porine gore daha yuksek IgM salimi olmus, 8 ve 12. gunde duzeylerde artis
gorulmustar (p<0.05). Tekrar immunizasyondan sonra ise IgM seviyesinde dusus
gorulmustar. Porinler, nanopartikuller ile verildiginde ise ikinci agilamadan sonra

IgM seviyesinde belirgin bir artig goralmugtur (p<0.01).
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Sekil 4.20 immunizasyon sonrasi porinlere karsi olusan IgM seviyeleri

Porine yanit olarak elde edilen IgG seviyeleri Sekil 4.21°de verilmistir. Porinlerin
uygulanmasi ile 8. gunu izleyen donemde IgG seviyelerinde artis gézlenmis ve
tekrar immauanizasyonun ardindan 30. guinde de artis devam etmistir (p<0.05).
Kitosan ile birlikte porin uygulamasiyla, 8. ve 12. ginde tek basina porine benzer
duzeyler elde edilmig, ikinci agilamadan sonra ise IgG duzeyinde 6nemli bir artis
gOzlenmistir (p<0.001). Ancak nanopartikiler formda uygulandiginda kitosanin
varhgi porin IgG duzeyinde, tek basina porin uygulanmasina gore anlaml bir fark
olusturmamigtir (p>0.05). Nanopartikuller ancak ikinci immunizasyondan sonra IgG

dizeyini artirmistir.
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Sekil 4.21 immunizasyon sonrasi porinlere karsi olusan IgG seviyeleri

Anti OVA IgM seviyeleri

OVA'ya yanit olarak elde edilen IgM yaniti Sekil 4.22°de verilmistir. Tek bagina OVA
uygulanmasi sonucu sekillenen IgM seviyeleri kontrole gbre biraz daha yuksek
bulunmustur ve ikinci asilamadan sonra seviyeleri daha artmigtir. OVA, porinlerle
birlikte uygulandiginda da yine benzer IgM profili elde edilmigtir. Kitosan jel ile
verilmesi sonucunda ise IgM diuzeyi 6nemli duzeyde artmig ve ikinci agilamadan
sonra da en yuksek diuzeye ulasmistir (p<0.05). OVA, porinler ve kitosan, jel
formunda uygulanmasinda, IgM duzeyinde 8. gunde artis gozlenirken, 12. giinde
azalan seviyelerin, ikinci asilamadan sonra tekrar arttigi gorulmastir. IgM
seviyelerinde, OVA-nanopartikil formunda uygulandiginda, tek basina OVA'ya
gore onemli bir artis goézlenmemigtir (p>0.05). OVA ve porinlerle yUukli

nanopartikuller kargi yanit tek bagina OVA ile yaniti karsilastirildiginda, aralarinda
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anlamh bir farklihk bulunmamistir (p>0.05). Kitosanin tek basina (jel veya

nanopartikul) 6nemli derecede IgM yanitina neden olmadigi goruimustar.
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Sekil 4.22 immunizasyon sonrasi OVA’ya karsi olugan IgM seviyeleri

Anti OVA 1gG seviyeleri

OVA'lgG yaniti Sekil 4.23’de verilmigtir. OVA tek basina IgG yanitina neden
olamamigtir. Porinlerle birlikte verilmesi sonuncunda ikinci agilama sonrasi IgG
seviyelerinde artig gorulmustur. OVA’nin kitosan jel ile birlikte uygulanmasiyla, I1gG
seviyelerinde 12. gunde artig baglamis, ikinci immunizasyondan sonra ise OVA ve
porinin birlikte uygulanmasi ile elde edilen dizeye benzer sekilde ¢ok ylksek bir

artis elde edilmigtir (p<0.001). OVA, porinler ve kitosan ile birlikte jel seklinde
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verildiginde, 1gG seviyelerinde artis 8. guinde baglamis, 12. gunde artis devam
etmis ve tekrar immuanizasyon sonrasinda diger uygulamalara benzer sekilde
yukselmigtir. OVA, nanopartikillere birlikte uygulandiginda ise ilk 15 gun 1gG
seviyelerinde bir artis gozlenmezken, ikinci immunizasyondan sonra IgG seviyeleri
kitosan jel ile elde edilene benzer sekilde yukselmistir (p<0.001). OVA igeren
nanopartikullere porinlerin ilavesi IgG seviyelerinde bir farkhlik gézlenmemistir.
Kitosan jel icinde uygulandiginda, ikinci immunizasyondan sonra IgG duzeyinde
artis gorulmustar. Nanopartiktl formunun kendi basina IgG yaniti Uzerinde etkili

olmadigi gorulmustar.
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Sekil 4.23 Immunizasyon sonrasi OVA'ya karsi olugan IgG seviyeleri
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4.6 Stabilite Caligmalari
Oda sicakliginda yapilan stabilite galismalarina ait sonuglar Cizelge 4.6’da

verilmigtir.

Nanopartikullerin

partikul

bayukligt ve dagilminda ve zeta

potansiyelinde 6 aylik zaman diliminde herhangi bir degisiklik olmamisgtir.

Cizelge 4.6 Nanopartikillere ait stabilite sonuglari (25°C)

3. ay 6.ay
Partikul PDI * SS Zeta Partikill | PDI * Std. Zeta
Buyuklagu Potansiyel| Buyuklugu| Sapma | Potansiyel
+SS + SS (mV) + + SS (mV)
SS

Kitosan 370,4+3,6 |0,21+0,03 |46,5+2,6 |372,4158 | 0,221+0,05| 45,4+4,6
Nanopartikul | nm Mm
Porin+Kitosan| 340,56t4,2 342,61+3,1
Nanopartikil | nm 0,321+0,024 | 29,9+3,1 Mm 0,298+0,04| 29,4+4,2
OVA+Kitosan | 241,315,1 243,3+2,5
Nanopartikil | nm 0,326+0,035| 28,7+2,8 Mm 0,332+0,04| 27,5+1,6
Porin+OVA
+Kitosan 431,9 5,9 433,1+2,1
Nanopartikil | nm 0,343+0,059| 30,9+5,1 Mm 0,349+0,06| 29,8+1,9
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5. TARTISMA ve SONUG

5.1 Geligtirilen Formiilasyonlarin Teknolojik Olarak Degerlendirilmesi

Tez calismasinda alt-birim protein antijenlerinin immunojenisitesinin arttiriimasi
amaciyla yeni bir adjuvant/tagiyici sistem gelistiriimesi hedeflenmistir. Bu amagla
immunostimulan etkisi bilinen porinler, hem immunostimulan 6zelligi nedeniyle hem
de ag! tasiyici sistem olarak kullanilan katyonik bir biyopolimer olan kitosan ile
nanopartikil ve jel formunda kombine edilmistir. Model antijen olarak ovalbumin

kullaniimigtir.

Calismada, S. Typhi ‘den elde edilen porin proteinleri (OmpC ve OmpF),
kullaniimigtir. Kitosanin, immuanostimulan 6zelliginin yanisira tagiyici sistemlerin
hazirlanmasina olanak vermesi, pozitif yukli olmasi, biyoadezif ve penetrasyon

artirici 6zelliklerinden dolayi tercih edilmigtir.

Adjuvant sistemlerin, immun yaniti uyarabilmesi ve artirabilmesi i¢in antijen sunucu
hdcreler tarafindan alinmasi gerekmektedir [58]. Bu nedenle, hedeflenen
sistemlerin buyukluk, sekil, yizey yuku ve ayni zamanda bu sistemlere yuklenen
antijen orani dnemlidir [104]. Etkin bir immun yanit olusturaracak bir formulasyon

geligtiriimesinde tum bu faktorler dikkate alinmigtir.

Calismada suda ¢ozunur kitosan tercih edilmis,zira, bazik 6zellikteki kitosanin pH’si
asidik oldugu icin protein tabiatinda olan porinlerin stabilitesini etkileyebileceqgi

dusundlmustar.

Porinler ve kitosan bir araya geldiginde davranigini gozlemlemek ve on bilgi
olusturmak amaciyla, kitosan jel hazirlanmig ve porinler jele inkorpore edilmis ve
kitosan ile bir araya getirildiklerinde porinlerin integritesini korudugu gosterilmistir
(Sekil 4.3).

Istenen Ozelliklere (zeta potansiyel, partikil blyUkligi ve dagihmi, ylkleme
etkinligi) sahip nanopartikuller iyontropik jelasyon teknigi ile hazirlanmigtir. Capraz
baglayici olarak farkli oranlarda tripolifosfat pentasodyum (TPP) kullaniimigtir.
Yuzey yuku, partikal buayuklGgu ve dagilimi, gibi Ozellikler gbéz O6nunde

bulundurularak, en uygun kitosan:TPP oranin 5:1 oldugu gorulmustir. 366,4 + 4,8
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nm buyukluginde elde edilen nanopartikullerin yuzey yukleri pozitiftir (47,9 +
3,5mV). 500 nm’den kuguk, katyonik nanopartikullerin imman sistem ile etkileserek
daha etkin sekilde alindigi bilinmektedir [105]. Porin ve OVA’nin yukleme etkinlikleri
sirasiyla %87 ve %69 diuzeyinde olup oldukga yuksektir.

5.2 IN VITRO GALISMALAR

Elde edilen nanopartikillerde in vitro ¢alismalar, asi ve immunolojik ¢calismalarda
siklikla tercih edilen Balb/C fare kokenli J774A.1 murin makrofaj hicre hattinda
gerceklestirilmistir [74, 106-109].

5.2.1 Biyouyumluluk ve Hiicresel Alim
Geligtirilen jel ve nanopartikil formulasyonlarinin hiacre canlihgr Gzerinde olumsuz

etki gostermedigi gorulmustur (Sekil 4.11).

Porinlerin hicreden aliminin kitosan varliginda gerceklestigi gosterilmistir (Sekil
4.13). Porinlerin negatif yuke sahip olmasi nedeniyle hicre membranindan gegisin
cok dusuk oldugu, katyonik yike ve permeabilite arttirici niteliklere sahip kitosanin,
porinlerin hiicresel alimini kolaylastirdigi gértimustir [110]. Ote yandan, partikiiler
tasiyici sistemler, patojenleri boyutlari nedeniyle taklit edebilmeleri nedeniyle
makrofaj ve dendritik hucreler tarafindan kolaylikla alinmaktadir [31, 60, 61].
PartikUler sistemlerin buyukluga, sekli, yukd gibi fizikokimyasal Ozellikleri
formualasyonlarin hdcresel alimini etkilemektedir [104, 111-113]. Nanopartikiler
sistemlerde ise bu partikullerin boyutu ¢ok kuguldigunde (<10 nm), alimin
endositozla gergeklestigi ancak etkinin istenen dizeye ulagsamadigi bildirilmigtir
[113]. Diger bir faktor ise, nanopartikullerin boyutu kiguldikge nanokimelesmeye
yatkin olduklari ve APC tarafindan difuzyon mekanizmasiyla alindigi ve etkinin
arttig1 ifade edilmigtir [114]. Gergeklestirdigimiz ¢alismada da 337,7+1,7 nm
boyutunda olan nanopartikullerin nanokimeler olusturdugu ve jele gore hucresel

alimin diguk oldugu gozlenmistir (Sekil 4.12.D).

5.2.2 in Vitro Makrofaj Aktivasyonu

J774A.1 murin makrofaj hucre hattinda yapilan ¢alismada pozitif kontrol olarak
kullanilan lipopolisakkarit (LPS), Gram - bakterilerin hicre duvarinin temel yapi
taslarindandir. LPS, APC ylUzeyindeki TLR’ler tarafindan taninarak, immun yanitin

sekillenmesi ve CD80 ile CD86 molekullerinin ekspresyonunu artirdigi bilinmektedir
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[80, 115]. Makrofajlarin in vitro olarak aktivasyonu incelemek amaciyla ylzey
ligandlari ile sitokinlerin salim seviyeleri tayin edilmistir. Oncelikle CD80, CD86,
F4/80 ve MHCII ylzey belirtegleri incelenmigtir. Hlicresel immun yanitta rol alan T
hdcrelerinin gorevini yerine getirebilmesi icin efektdr hiucrelerin proliferasyonu ve
farklilagsmasi igin aktivasyonlari gerekmektedir. T hucreleri dogrudan antijeni
tantyamadigindan, APC’ler aracilik gorevi Ustlenmektedir [116]. T hicrelerine
antijenlerin sunulmasinda APC’lerin yUzeyindeki major doku uyusum kompleksi
(Major Histocompatibility Complex- MHC | veya MHC Il) gorev alir. MHC |
kompleksi, antijeni CD8+ /sitotoksik T lenfosite sunarken, MHC Il kompleksi ise
antijeni CD4+/ yardimci T lenfosite sunar. Sitotoksik T lenfositleri antijeni elimine
ederler, yardimci T hdcreleri ise basta makrofajlar olmak Uzere diger immun
hdcrelerin uyariimasi, sitokin salimi ve adaptif immunitenin uyarilmasininda gorev
alir. MHC araciligiyla antijeni taniyan T hucresi ilk sinyali alarak ikinci sinyali
meydana getirir ve T hucre ylzeyindeki CD40 ligandi ile APC Uzerinde CD40
etkilesir. Bu etkilesimle 2. sinyali alan APC’lerin yuzeyinde CD80 ve CD86
kostimulator molekullerinin ekspresyonu artar. APC’lerin yuzeyinde eksprese edilen
CD80 ve CD86, T lenfosit Uzerindeki CD28’i aktive ederek T hucre ve APC
Uzerindeki iletisimi artirir [117, 118]. F4/80 ise fare makrofaj hucrelerinde spesifik

olarak bulunan ve yaygin olarak kullanilan bir yizey belirtecidir.

Calismada model antijen olarak kullanilan OVA’nin 6ngoruldugu sekilde
kostimulator molekulleri ve MHC II'nin ekspresyonunu artirdigi goérulmastur [119].
Adjuvant ve antijen taglyici olarak segilen kitosanin ise humoral ve hiucresel aracili
immun yaniti artirdidi bilinmektedir [120]. Ayrica, kitosan nano- ve mikropartikillerin
makrofaj ve polimorfonukleer hicrelerin bir araya gelmesini ve aktivasyonunu
arttird1g1 ve ayrica sitokinleri indukleyerek immuniteyi uyardigi bildirilmistir [121]. Ed
Lavelle ve grubu [76] galismalarinda, kitosanin, hicresel immunitede, APC yuzey
CD40 ve CD86 kostimulator molekullerinin ekspresyonunu indukledigini
gOstermiglerdir. Calismamizda, kitosanin, jel ve nanopartikil formunda CD86, F4/80
ve MHCII kostimulator molekullerinin ekspresyonunu artirarak makrofajlari aktive
ettigi fakat CD80 ekspresyonu Uzerinde herhangi bir etkisi olmadigr gérulmustur.
Bakteri hucreleri ve bunlara ait bilesenler, sitokin salimini modifiye ederek, sitokin
uretimi ve bu sayede kostimulator molekullerin ekspresyonunu duzenlemektedir. T
hdcrelerinden salinan IL-5, IFN-y ve GM-CSF sitokinleri; CD80 ve CD86
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ekspresyonunu regule etmektedir [117]. Gram - bakteri hicre duvarinda yer alan
porinler ve lipopolisakkaritlerin yiuksek oranda ve benzer sekilde CD80 ve CD86
ekspresyonunu indukledigi gosterilmistir[80]. TLR4 transfekte hayvanlarda
yurutulen bir galismada da S. Typhi porinlerinin CD80 ve CD86 ekspresyonunu
indUkledigi gosterilmistir [92]. Calismamizda da porinlerin LPS’e benzer tarzda
CD80 ve CD86 ekspresyonu indukledigi gorulmustur. Porin, pozitif ylizey yuklu
kitosan jel ile nanopartiklllerle birlikte uygulandiginda hucresel alim artigiyla

beraber CD80 ve CD86 ekspresyonunda artis izlenmigtir.

Porinlerin, MHC Il ekspresyonu Uzerine etkisi gorulmemistir. Kitosan porin
kombinasyonu ise MHC Il ekpresyonunu artmistir. Yuzey yuakinun APC’lerce alimi
olumlu etkiledigi ve pozitif ylke sahip antijenlerin makrofajlar tarafindan daha etkin
bir sekilde alindigi bilinmektedir[122]. Pozitif yukli kitosan ve negatif yuklu
porinlerin, birlikte uygulanmasi, makrofaj hacrelerinin ahmini artirmigtir. Hicresel
alim g¢aligsmalarinda porinin kitosan ile birlikte uygulanmasi, hicre igine alimi daha
etkin hale getirdigi goralmustar (Sekil 4.12). Bazi S. Typhi porin proteinlerinin MHCII
ekspresyonunu bazilarinin da CD40 ekspresyonunu arttirdigi yapilan bir

calismada gosterilmistir [85].

Model antijen olarak segilen OVA’'nin kitosan jel ile birlikte uygulanmasi tek basina
uygulamaya goére daha gugclu bir makrofaj aktivasyonu (ko-stimulator molekul hem
de sitokin salimi) olusturdugu gorulmustar. Bu bulgular daha 6nce bildirilen ¢galisma
sonuglariyla uyumludur [123]. Kitosanin pozitif yizey yukunun yanisira permeabilite
arttirici 6zelliklerinin de etkili oldugu dusunulmektedir. OVA, porinlerle birlikte
uygulandiginda da makrofaj aktivasyonunda artisa neden olmustur. OVA, porin ve
kitosan hep birlikte uygulandiginda OVA+porin uygulamasina nazaran bir artis

gOrulmemigtir.

5.2.3 Sitokin Seviyeleri

Makrofaj aktivasyonunu inceleyebilmek igin sitokin seviyelerine de bakiimistir. Elde
edilen sonuglar, sadece IL-6 ve TNF-a saliminin gergeklestigini gostermistir
(Cizelge 4.8). IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler, aktive olmus APC’ler,
Ozellikle makrofajlar tarafindan Uretiimektedir ve enflamatuar reaksiyonlarda rol
oynarlar [124]. Dogal immunite sitokini olan TNF-a’nin Gretiminin induklenebilmesi

icin LPS ya da diger mikrobiyal Urunlerin TLR'ler ile etkilesime girmesi
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gerekmektedir [125]. TNF-a’'nin asil gorevi enfeksiyon sirasinda notrofilleri ve
monositleri bolgeye gog ettirip, aktiflestirmek ve enfeksiyona neden olan patojenin
fagosite edilmesini saglamaktir. IL-6 ayni zamanda B hucre farklilastirma faktorudur
ve Ig G uretiminde aktif rol alir [126]. IL-6, artan IL-21 ekpresyonu ile B yardimci

CD4 + T hucrelerinin yeteneklerini arttirarak antikor tretimini indiklemektedir [127].

Onemli erken dénem sinyal proteini ve oldukga hassas immiin yanit belirteci olmasi
nedeniyle TNF-a, immunoreaktivitenin gostergesi olarak kullaniimaktadir [128].
Kitosan kullanilan bir ¢alismada, IL-13 ve IL-6 yanitinin TNF-a kadar hassas
olmadigi belirtilmistir. Kitosanin immunomodulator etkisinin incelendigi  bir
calismada sitokin salimina neden oldugu fakat ayni zamanda da antiinflamatuvar
etki gosteren kitosanin, LPS ile uyariimis makrofaj hicrelerinde pro-inflamatuvar
sitokinlerden TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin salimini inhibe ettigi farkli ¢calismalarda
gosterilmistir [129, 130]. Calismamizda da kitosan tek basina kullanildiginda (jel

veya nanopartikul) IL-6 salimina neden olmadigi goruimustar.

S. Typhi'den elde edilen porinlerin TNF-a ve IL-6 sitokin salimini indukledigi
bildirilmistir. [131, 132]. Calismamizda porinlerin kendi bagina sitokin salimini
uyarmadigi gorulmastir, ancak kitosan ile kombinasyonu hem TNF-a hem de IL-6

salimina neden olmustur (Sekil 4.18 ve 4.19).

Kitosan mikrokurelerinin incelendigi bir calismada, B. Bronchiseptica antijenleri ile
yuklenen mikropartikullerin hucresel yanitlar incelendiginde, mikropartikullerin
antijene kargl olusan TNF-a ve IL-6 salimini arttirdigini gosterilmistir [133].
Porinlerin kitosan jel IL-6 ve TNF-a salimini uyardigi, ancak nanopartikullerle

uygulanmasinda herhangi bir etki gozlenmemistir.

OVA ve kitosan jelin birlikte uygulanmasi TNF-a ve IL-6 salinimima onemli
derecede artirmigtir. Bu bulgular makrofaj aktivasyonu sonuglariyla da
ortusmektedir. OVA ve porin ile birlikte uygulandiginda ise TNF-a ve IL-6’in
saliniminin uyarilimadigi, ancak tek basina OVA ile karsilastirildiginda, porin ve

kitosan jelin birlikte uygulanmasi, her iki sitokin saliniminda artisa neden olmustur.

Negatif yuklu porinler ile pozitif yuklu kitosan tek basina TNF-a ve IL-6 sitokin
salinimina neden olmamigtir fakat kombine kullanimlari her iki sitokinin de

salinimini artirmaktadir. Bu sonuglar porin ve kitosan kombinasyonunun makrofaj
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aktivasyonunu artirdigini gostermektedir. Hucresel alim ¢alismalarinda da benzer
sonug elde edilmistir. Bu kombinasyonun jel ve nanopartikil formunda olmasi bu
etkinin siddeti Uzerinde etkili oldugu yani formulasyon, sekil, yuk ve buyudklugunin

onemli oldugu gorulmustar.

5.3 IN VIVO GALISMALAR
In vivo galigmalarda, immunize edilen BALB/c farelerde hiumoral yanit (IgG ve IgM)

incelenmigtir.

5.3.1 Hiimoral immiin Yanit

Antijenle ilk kargilasma, B lenfositlerini aktive etmektedir ve bu hicreler antikor
salgilayan plazma hucrelerine farklilagir. IgM, immun yanitin baglangi¢c doneminde
ilk GUretilen antikordur ve ardindan antijene 6zgu IgG, IgA ve IgE antikorlarin
uretiimesi de humoral immin yaniti meydana getirir.  Immin yanitin ilerleyen
donemlerinde, aktive plazma hucreleri, antijene 6zgu IgG uretirler [12, 134].
Calismada gelistirilen adjuvant/tagiyici sistemlerle hayvanlar immunize edildikten
sonra elde edilen kan oOrneklerinde 1gG ve IgM antikorlar seviyeleri ortaya

konmustur.

Daha 6nceki ¢alismalar, S. Typhiden elde edilen porinlerin, immunizasyon sonrasi
5. gunden itibaren IgM ve IgG seviyelerini arttirdigi, daha sonra IgM seviyesinin
azalmaya bagladigi, IgG’nin seviyelerinin ise korundugu ya da ¢ok hafif bir azalma
gOsterdigi gosterilmistir [84, 85, 90]. Calismamizda da benzer tarzda porinlerle
immunizasyondan sonra 8. gunde IgM duzeyinde gorulen ylkseligin 12. gunde
azaldigi, ikinci immunizasyondan sonra ise tekrar yukseldigi gorulmusgtur (Sekil
4.20). 1gG seviyelerinde ise 8. gunde belirgin bir ylkselisle baslayan ve giderek
artan duzeyde IgG seviyeleri gorulmustur (Sekil 4.21). Porinler, kitosan ile bir arada
uygulandiginda, IgM seviyelerinde oldukga yuksek artis kaydedilmistir, ikinci
immunizasyondan sonra ise IgM dizeyi sadece porinle elde edilen duzeye inmistir.
IgG seviyelerinde ise, ikinci immunizasyondan sonra yukselme kaydedilmigtir.
Porinlerin, nanopartikul icinde uygulanmasinda ile elde edilen 1gG ve IgM seviyeleri
jel ile karsilastirildiginda daha dusuktur. Hucresel alim g¢alismalari sonuglari,
kitosanin porinlerin alimini kolaylastirdigi ve bunun etkisiyle de in vivo olarak antikor
seviyelerini de artirdig1 dusunulmektedir. Partikuler ve jel sistemleri arasindaki yuk,

sekil ve boyut farklari, elde edilen bulgulara ait farkliliklarin nedeni olabilir. Kitosan
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immunostimulator etkili adjuvantlar birlikte uygulandiginda antijenin etkisini benzer
tarzda daha guclu kilmaktadir. Kitosan ve IL-12’nin beraber uygulandigi bir
adjuvant sistemi ile yapilan ¢alismada, bu kombine adjuvant sisteminin OVA'ya

kargi Uretilen antikor seviyelerinden daha yuksek oldugu gdsterilmistir[135].

Model antijen OVA, “kitosan+porinler” ile birlikte verildiginde IgG ve IgM seviyelerine
baktigimizda IgG seviyelerinin 0Ozellikle ikinci immunizasyondan sonra arttigi
gorulmastur. Kitosanin, ozellikle jel formunda etkili oldugu gorulmustir. Lopez-
Macias ve ekibi, S. Typhi porinleriyle birlikte OVA uygulamasinin, IgG seviyelerinin
arttirdigi, antikor sinif degisimi ve affinite maturasyonunu indukledigini gostermistir
[85, 93]. Farkli bir calismada ise OVA, kitosan jel ile birlikte uygulandiginda; alum
ile benzer sekilde IgG antikor seviyelerinin dnemli derecede arttid1 bildirilmigtir [136].
Calismamizda da OVA ve kitosan jel birlikte uygulamasinin IgM seviyelerinde hafif
bir artisa neden oldugu, IgG seviyelerinde ise OVA’nin tek bagina uygulanmasiyla
kargilastinldiginda daha yuksek oldugu gorulmustar. Kitosan nanopartikullerin
kullanildig1 bir bagka calismada, OVA IgG yaniti dusuk duzeylerde kalirken,
nanopartikuller ile formule edildiginde 1gG seviyelerinin dnemli derecede arttigi
gOzlenmistir [137]. Calismamizda da OVA, nanopartiklller ile birlikte uygulanmasi
OVA'’ya kargi sekillenen hem IgM hem de IgG antikor yanitini 6nemli derece

yukseltmigtir.

Tez calismasinin sonuclari genel olarak dederlendirildiginde:

Uygun partikil bayukligu ve dagilimi, yuzey yuku, yukleme etkinligine sahip,
proteinlerin integritesini koruyan, stabilitesi yeterli dizeyde olan; porinler+kitosan jel
(viskozite: 4-7cP, pozitif yuklu) ile porinler+kitosan nanopartikuller formda (240-430
nm, pozitif yukll, %70-87 yukleme etkinligi) kombine adjuvant/tagiyici sistemler
gelistirilmigtir. Geligtirilen sistemlerin in vitro olarak biyouyumlulugu, hiacresel alimi
ve makrofaj aktivasyonu incelenmis olup, hucre canliigina olumsuz etkisi olmadigi
ve tek basina kitosan ve porine gore kombine sistemin hdcresel aliminin daha
yuksek oldugu ve makrofaj aktivitesinin de dnemli duzeyde arttigi gosterilmigtir.
Ayrica, in vivo olarak uygulandiginda hamoral ve hicresel immun yaniti belirgin
olarak arttirdigi ve ikinci dozdan sonra artan IgG duzeyleri de koruyucu 6zelliginin

de olabilecegini gostermigtir. Sonug¢ olarak gelistirilen porinler:kitosan kombine
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sistemin altbirim asilarin immudn yanitini arttiran etkili bir adjuvant  oldugu

gOsterilmigtir.
ONERILER

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglarin devami olarak, gelistirilen adjuvant
sisteminin farkl antijenlerle ve farkli uygulama yollari (intradermal, mukozal)

etkinliginin incelenmesinin de 6nemli olacagina inaniyoruz.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In order to improve the immunogenicity of the highly purified vaccine antigens, addition of an adjuvant to
Chitosan formulation, without affecting the safety of the vaccine, has been the key aim of the vaccine formulators. In
Porins recent years, adjuvants which are composed of a delivery system and immunopotentiators have been preferred
Adjuvant

to induce potent immune responses. In this study, we have combined Salmonella Typhi porins and chitosan to

Mwwn“nman_mm develop a new adjuvant system to enhance the immunogenicity of the highly purified antigens. Cationic gels,
Ewﬁowwaa_mw microparticle (1.69 =+ 0.01 pm) and nanoparticles (337.7 = 1.7 nm) based on chitosan were prepared with

high loading efficiency of porins. Cellular uptake was examined by confocal laser scanning microscopy, and the
macrophage activation was investigated by measuring the surface marker as well as the cytokine release in vitro
in J774A.1 macrophage murine cells. Porins alone were not taken up by the macrophage cells whereas in
combination with chitosan a significant uptake was obtained. Porins-chitosan combination systems were found
to induce CD80, CD86 and MHC-II expressions at different levels by different formulations depending on the
particle size. Similarly, TNF-a and IL-6 levels were found to increase with porins-chitosan combination. Our
results demonstrated that combination of porins with chitosan as a particulate system exerts enhanced adjuvant
effect, suggesting a promising adjuvant system for subunit vaccines with combined immunostimulating activity.
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| INTRODUCTION |

Vaccine delivery/adjuvant systems are important to pruem the antigen efficiently to

mucosal Immune system at the & of cl Chitosan, which is a

cationic biopoly is rep d to be very p g both as
an adjuvant and delivery system (1). Salmonella Typhi porins have been shonm to be
dji it properties for T-dependent and

T-Independeﬁ antigens (2). In mu study, the porins were incorporated into chitosan
aqueous dspasbns and micro and nanoparticles as an effident adjuvant system, and
characterized in vitr

METHODS

Chitosan (Protasan UP (0213, Novamatrix) was used for the formulations. The porins Fig 1. SEM micrographs of micropartic
were purified from S. typhi 9,12, Vi: d ATCC 9993. SDS-PAGE analysis was performed to A. Blank microparticles; and B. Ponnsmnaopa
study the integrity of the porins.
eparation of For A .
Chitosan agqueous dispersion was prepared in distilled water at 0.5 % w/v concentration. .
Porin was added to dispersion at 1:1 volume ratio. w
Chitosan microparticles were prepared using spray drying method. Glutharaldeyde was
used as cross-linker. Porins (1 mg/mL) were loaded by incubation after preparing
microparticles. .
Chitosan nanopartides were prepared by ionic g thod (3). Porins (1 mg/mL) -
were loaded during preparation.
Ch of For :
Bioadh y of ch d was d in Texture analy N
(TA-XT Plus mood &mle Micro Systems, LI() The loading efficacy was determined v
measuring the unloaded porin in the supernatant, using the BCA method. The partide
size and zeta of the particles were Surface morphology of Fig 2. mmrwdﬂaﬂm
microparticies and nanopartides were under g ek py and A. Blank nanopartides; B. porins loaded nanoparticles
transmission electron microscopy.
Cellular uptake Table 1. Proporties of micro- and nanoparticles
774A.1 (ATCC® TIB-67™) murine macrophage cells were used. Cells were labelled with —
Vybrant Dil. Bi ylated porins d into ¢ dispersion was
inoculated onto the cells and incubated for 24 h. After fixation, permeabilization and R sw.tma "°:;':" ”;*s‘ ;‘: Mgn
blocking procedures, the cells were treated with 0,1 pg/mL Streptavidin-Alexa Fluor 488 mv- ‘ . |efficacy g
to allow conjugation with biotin. (mV)

*
Blank nanoparticle | 366/4%4.8 nm| 47,96£3,5 06,2:132 ) )

RESULTS

0,287%
Porin-loaded chitosan based aqueous dispersions, micropartides with 1 to 5 pm particle Porins+nanoparticle |33/ *17 M| 35 5:0,72 [ 0,02 - %59,5%0,2
size and nanopartides with 330 to 370 nm were suooaley developed (Figs 1 and 2).
The integrity of the porins was found to remain h with
(Fig 3). The bicadh of was not whm d with porins (Fig 3). 3,18+
In absence of porins, zeta potential of the formulations was found to be positive. With Blank microparticle | 13 01 bM | 55 5040 7 - 0.02 -
porin loading, the zeta potential of the microparticles menegamew hereas with o
nanoparticles it remained positive. Loading efficacy for both 4,840,01 pm 1,49+
between 54 to 60 % (Table 1). Porins+chitosan was shown to be !aken up by the cells Porins+microparticle | - -11,10%0,2 - 0'006 9%53,98%0,5
(Fig 5). X

Fig 3 SDS-Page patterns of formulations (=
-
Cnl(nan Aqueous Dispersion -k esen Agees
Porins in Chitosan aqueous dispersion
Blank Nanoparticle

PariasShmasan

:"?‘!-".‘9'."“

Porins+ Nanoparticle
Blank microparticie Fig 4. Bicadhesion measurements Fig 5. 3D confocal images of cellular uptake of porins (A) and porins+chitosan aqueous
Porins+Micropartice dispersion (B) by J774A.1 murine macrophage cells

Chitosan based microparticles and nanoparticles incorporated with porins were devebpedsucnesﬂhlymdlmsmhvlwmummnkmupwmmmmel

cells.

|Thls project is a supported by TUBITAK-Turkey (SBAG- 2155995) to S and CONACYT-Mexico Project: SRE-CONACYT 263683 to CL-M.
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PURPOSE

Vaccines containing pure antigens instead of whole and

RESULTS

CONCLUSIONS

- Porins loaded chitosan nanoparticles were

administration routes _2:_3 the use of potent adjuvants and effective antigen
delivery systt P have been applied to provide
improved protection and to facilitate transport of the antigen, and consequently
more effective antigen recognition by the immune cells, which resulted in

d immune were i Chitosan is a cationic
polysaccharide derived from the partial deacetylation of chitin, which is obtained
predominantly from crustaceans and has been widely investigated both as an
adjuvant and antigen delivery system (1). It is commercially available with
different molecular weight, degree of deacetylation and solubility properties, and
consequently, exerts different c.oosoa_nm_ and physical characteristics. ogog:
is capable of driving potent cell and recently by
which it acts was demonstrated to be engaging the STING-cGAS pathway to
trigger innate and adaptive immune responses (2). From the formulation point of
view, chitosan-based particulate offer over other poly
used by avoiding the harsh conditions of heat and/or organic solvents for
encapsulation of the antigen and also providing opportunity to engineer antigen-
specific adjuvant/delivery systems with desired particle size (3). The outer-

Chitosan (Chi NanoP) and porins loaded chitosan nanoparticles (Porins+Chi NanoP) with a particle size between 366,4+4 8 to 337,7+1,7 and positive
surface charge were obtained(Fig1, Table 1). Surface charge was observed to decrease after porinJoading.

The cell <_mu._:< of the J774A.1 murine macrophage cells was found to be over 80% (Fig 2). A decrease in viability of the cells was observed with

nanop: i when P to that with porins alone (94,5+0,9). No significant difference was observed between chitosan ( Chi NanoP)
(85,1+5,0) and porin-loaded (Chi NanoP) (83,5+3,3) nanoparticles (p<0.0001).

Macrophage activation was observed with porins, chitosan nanoparticles (Chi NanoP) and porins loaded chitosan nanoparticles (Porins+Chi NanoP)

prepared.
-No cytotoxic effecs were observed with the

nanoparticles.
-Macrophage mnn<wao: Em.m found to be :.nzaa with
porins- chi as P when

compared to chitosan and porin alone.

Our -om:_.u suggest that porins + chitosan

(Fig3). For the surface markers, CD80, MHC Il and F4/80, the levels of the macrophage activation were found to be higher when porins were
in chitesan nanoparticles.For CD86, no significant difference was obtained between porins alone and chitosan nanoparticles.

in ticle 3:.: isapr
lj system for i

membrane proteins from Salmonella, known as porins, as potent i
with intrinsic adjuvant properties, which have been shown in vitro and in vivo to
the i icity and pi capacity of several vaccine antigens
(4). In this study, we have combined chitosan and porins as a nanoparticulate
ivery system and evaluated the cell viability and the macrophage
activation in <=3 in J774A.1 murine macrophage cells.

METHODS

The porins were purified from Salmonella typhi 9,12, Vi: d ATCC 9993. All batches

were found to be negative with a detection limit 0.2 ng LPS/mg protein (5). The

purified porins were stored in SDS solution (0,08 %). Water soluble chitosan

(Protasan UP CI213, Novamatrix, Norway) based nanoparticles containing

1 pg/mL porins were prepared using the ionic gelation method (6). Porins were
into ion before addition of

tripolyphosphate.

Zeta potential and particle size of nanoparticles was measured by Malvem
Zetasizer Nano ZS.

J774A.1 murine macrophage cell line (ATCC® TIB-67™) was used in in vitro
studies. Cell viability of formulations was evaluated by means of flow cytometry
using propidium iodide(P1).

For ion of ion, specific fit tly labeled

were used to recognize 5@ ow__ surface markers, Alexa Fluor 647 anti-Mouse |-Ad
Antibody clone for MHC II; FITC anti-Mouse F4/80 Antibody, clone, for F4/80; PE-
Cy7 antimouse CD80 Antibody clone for CD80; and PE antimouse CD86 Antibody
for CD86. The mean ::23838 intensity (MFI) of cell surface markers after 24h
incubation with was using flow cy y. The RPMI
medium was the negative control, and LPS was the positive confrol. 1pg/mL
porins in RPMI 1640 medium was also applied.

GRANT
i i i +! |+ i +! i
Formulations Particle Size (nm) £S.D. PDI£S.D. Zeta Potential (mV) +S.D. | Loading Efficacy+S.D. This Eo_on» was carried out through bilateral
pp by TUBITAK-TURKEY
Chi NanoP 366,4+4.8 0,203+0,012 47,9623 5 (SBAG- 2155995) awarded to S$ and Conacyt-
Mexico project: SRE-CONACYT 263683 awarded to
CL-M.
Porins+Chi NanoP 337,717 0,287+0,02 30,7¢0,72 86,5+4,7
A B cDso CD86
" - REFERENCES

Formulations.

Fig 1. TEM micrographs of nanoparticles
A) Chi NanoF, and B) Porins+Chi NanoP MHC Il Fa/80

3_

. 4 .. - _|‘41|«HW,
04
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Fig 2. Cell viability of J774A.1 murine macrophage cells after 24 h
incubation (n=3)
(*p<0.2)

W Porins

Fig 3. Surface marker levels in J774A.1 murine macrophage cells (24 h) (n=3)
(*p<0.1, **p<0.01,***p < 0.001, ****p < 0.0001).
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The main objectve o this study was © produce and evauae the

appiication wer ¢ evauaied by means of pH and viscos ty measurements,
fexiure profie analysis and n-vitro and &x -vivo perme ahion studes.
FB-NSs were prepared using wet miling process with Plantacae® 2000
{PL) as a stabilizer and the optmum formulation was detemined with 33
full factorial design. While ndependert varables were selecied as bead
$iz2, bead wiume, miling tme; 0ependent vanables were seeded =
paride size (PS). polydspersy ndex (PDI) and 24 poentid (ZP)
vaues (1) Scanning dedron memscopy (SEM), Differential scamning
calorimekry (DSC), X-ray powder diffaction (XRPD) and Foumer
fransiom infared spectoscopy (FT-R) analyss were emgloyed o
charactenize FB-NS. The sokbily stides aiso perormed for he
apimum formuaton. Then HPMC K100 LV (5%). polcarbophil (5%).
dleogel, chitosan (2% ) gel systems were prepared by incorporating FB-
NS withge marix (2). The prepared gel sysiems were inspecied vissaly
on e tass of color, homoganaty, phase saparation of gef systems. The
pH and viscosity were measured r each gaf sysiems. Moreover, he
fexture profile andlys s was pedformed to evaluate mechanica properties
fhardness, compre ssibiity, adhesneness, cohesiveness, panginess) of
gel sysems. Then the n-élm and ex-vivo pemealion sudies wee
performed at 37 °C dunng 40 h using dahss membrane and dorsal rat
skn, respecively aso retaned amount of 73 n skn at 40h wer
demrmned.

FB-NSs were successiully prepared by meansof wet miling process and
he PS POl and ZP vakes of optmum muiations were found
237.746.80m, 0.13320.030 and -30 420 TmV. respecively. Bymeans of
wet miing process, he sphenca shapes hawng homogeneous pamide
size distributon occumred on he SEM images. The DSC thermograms
of the physcal miture showed that here wasno mcompa ity Deteeen
PL and FB and no polymomphic change of FB was observed whiie
prepaning he nanosuspensons. XRPD resds showed he yoghdzaton
or the wet miling processas did not mfluance the crystaline state of FB.
The sze reduction from coarse FB powder © nanosized crystals
ncreased the FB water oDty about 7-Did with wet miling process.
After performang characterzaton studes, dilerent gel systems for ths
aptmum FBNS wee successfully prapared. The physical appearance
of he FB-NSs prepared in the camer gels the homogenredy, phase
homogeneous appearance were obtamed. The pH measuremens
showed, whie the pH of he gel systems prepared wih HPMC was close
10 neutral pH. The results of viscosity measurements, all gl systems
showed pseudoplasic flow. On the basis of he lexture profie aralyss,
the lowes! hardness and vales were observed n he
HPMC gel Permeaton sudes showed hat % pemeaied amount of FB
via HPMC hased gel systems were found smiar b the FB.NS through
the dialyss membrane and was achieved b reach 100 % af he end of
24 hours. The fux value observed for HPMC gel formulation was tegher
than the other gel syslems and reaned amount of FB n the skin for
HPMC-NS gel system was und highest level

As 3 conchusion FBNS based el sysems were successidly prepamd
and e results shows that HPMC have advantages o obtan more
sutable gel systems for dermal appications of FE-NS.
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Adpvants are mporant components for vaccine dewelopment for
mlectous and non<ommuncabie dseases. Chiosan has been
nvestigaled as aduvanidelivery system for vaccines [1]. Poans, which
are the outer membrane protens cbtaned fom Gram negafve bactena
have boen shown to have aduvant actvly on expenmontal anfgens
aganst ssverd pathogens 2] In our previous study, we have prepared
and chamcierzed ChIosan microparticies combined wih ponns, which
were purified from Salmonella typhs 9.12. Vi as an aduvant system 3]
Microparicies were preparadusing water-soluble chiosan (Protasan UP
CR213, Novamatrix, Nomway). Poans were mcorporaled o
micropances by nabaton J774A1 murne macrophage ced ine
(ATCC® TIB67™ ) was used n all viro studies. Celblar wpiake of he
microparicies were shown by comboal microscopy using bioinyaked
porns. Cel viabiity of fhe microparicles was evaluaied by dye excluson
method using propidum iodide (P1). For evaluation of magophage
atvaton, speclic Suorescerfy abeled antbodes were used o
recognze he call suface makers: Alea Fluor 647 anfMouse MAd
Antbody clone br MHCE; FITC anS-Moese FA/30 Anfbody, clone, for
F4/30; PECy7 antimouse CDB0 Anfibody clone for CDBG; and PE
antmouse CD86 Anfbody for CDSE. The mean fluorescence ninsty
(MFY of cel suface molecules afer 24 h ncubaton with formulations
was measured using fow cybmery  The mempanices were obsened
be efficiently upiskan by macophage cels. The cell viabilly was found
tobe over 60 % and was deceased wih he increasing concentration of
porns. Boh blank chtosan micrpartides and poins  kaced
microparicies wers bund 1o nduce he macrophage adnaton For
CD30, CO86 ard FAB0 surhios markers no signdcant dfference was
found betwoen he formulations. MHC Il expressions on maorophages
rcreased wilh porns*chitosan microparicies when campared 1o hatof
porns and blank chiosan microparicies, Our resulls suggest hat
pornsechitosan combnation in mcrpariide form can  adivate
macrophages and increase anfigen presertation, resuding n an
enharced mmune response.
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1. INTRODUCTION

Subunitvaccines do not contain live components of the pathogen; therefore, they are safer, however their immunogenicity is
lower. Hence, presence of an adjuvant is required to enhance the immune responses. Particulate systems are widely applied
as carrier systems to present the antigen to the immune system. Chitosan has been used both as a delivery system and
immunostimulator [1-3]. On the other hand, the outer membrane proteins (OMPs, porins) of gram-negative bacteria have
been shown to exert adjuvant effect against various pathogens [4]. In our previous studies, we have developed chitosan-po-
rins based microparticles and studied their adjuvant properties In Vitro. [5]. In this study, we present the in vivo studies
performed on our combined adjuvant system with model antigen in animal model.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materials

Water soluble chitosan, Protasan UP Cl 213 was purchased from NovaMatrix (Norway). Endotoxin free ovalbumin, EndoFit
Ovalbumin was purchased from InvivoGen (Toulouse, France). IgG (Goat anti-mouse IgG (H+L)) and IgM (Goat anti-Mouse
1gM (Heavy chain) Secondary Antibody, HRP) were purchased from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA).

2.2. Preparation of Formulations

Chitosan microparticles were prepared by spray drying method (Buchi B-290 Mini Spray Dryer) [2] and porins [purified from
Salmonella typhi 9,12, Vi: d ATCC 9993) were incorporated into microparticles during spray drying. OVA loaded microparti-
cles were prepared by incubation method.

2.3. Immunization

Thirty female, 6-10 weeks old BALB/c mice were divided into six groups (n=5). Mice were immunized intraperitoneally at
day 0 and day 15. Physiological saline solution was used as control. Administration volume was 100 pL. All animal care and
experimental protocols were approved by Animal Experimentations Local Ethics Board (protocol no: 2015/75-14).

2.4. Determination of humoral immune responses

On 0, 8, 12 and 30 days the animals were bled by submandibular route. Levels of anti-OVA 1gG and IgM was determined
by ELISA [4]. 96-well plates were coated with OVA. The plates were washed with PBS+Tween 20 and were blocked with
PBS+milk powder. Plates were incubated with collected serums. 1gG and IgM antibodies were added to plates. Unbound
conjugate was removed by washing with PBS+Tween 20 and enzyme activity was determined by o-phenylenediamine dihy-
drochloride (OPD). The absorbance was read at 492 nm on an ELISA reader.

3. RESULTS AND DISCUSSION
Positive surface charged spherical chitosan microparticles with a smooth surface were obtained (Table 1).
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Table. 1. Properties of chitosan microparticles

Formulations Particle Size (mm) Zeta Potential (mV)
Chi MicroP 1.301£0.01 33.5¢1.6
OVA+Chi MicroP 5.9310.03 8.67+0.2
OVA+Porins+Chi MicroP 2.49+0.03 19.8710.2

Anti-OVA IgM Antibodies

B-cells create IgM antibodies as a first line of humoralimmune response. Our results showed that IgM levels was increased
on day 8 after immunization (Fig. 1). When OVA was applied with porins and chitosan microparticle, the increase in IgM lev-
els was found to be higher compared to OVA alone.

Anti-OVA IgG Antibodies

1gG antibodies represent a late-phase response to the antigen and provide long-term immunity to that antigen. A significant
increase in IgG levels was observed on day 30 when OVA was administered with combination of porins and chitosan micro-
particles (Fig. 2).

4. CONCLUSION
Humoral immune response which is known as antibody-mediated immunity
generates antibodies to neutralizing antigen, causing lysis or phagocytosis
of antigen and provide long-term memory to antigen. IgM is the first immu-
noglobulin class produced in a primary response to an antigen, then IgG en-
ables long-term immunity to produce immune memory. IgM antibodies are
& & RV R R relatively shf)rt lin-.\d, disappearing-earlierthan 1gG. Our c.ombined adjuvafn
“ & & & & system provides high levels of IgM in the early stage and high levels of IgG in
& the advanced stage of immunization in the immune response to OVA. These
results demonstrate that porins+chitosan systems can be a promising adju-
vant system for vaccine antigens.
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Figure 1. Anti-OVA IgM levels after immuni-
zation
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