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OZET

Sencer A.M., Aliiminyum Adjuvanh Asilarda Folatin immiinolojik Etkilerinin
Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitlisii Asi Calismalari
Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Aliminyum adjuvanli asilar, giniimizde
kullanilan agi Grlinleri arasinda genis bir grubu olusturmaktadir. Kas igine enjeksiyon
yoluyla uygulanan aliminyum adjuvanli asi Grlnlerinde, adjuvan igerigiyle en uzun
sure ve yuksek dizeyde etkilesim gosteren hiicre grubunun aktive makrofajlar oldugu
gozlemlenmektedir. Aliminyum adjuvanla idame edilen inflamatuvar mikrogevrede
aktive olan makrofajlar, hem proinflamatuvar sitokin Gretimleriyle hem de efektér T
hicre uyarimini destekleyebilecek ko-stimilatér molekilleri ve antijen sunumuyla
edinsel immun yanitlarin gelisiminde katki saglamaktadir. Aktivasyonlariyla birlikte
ise, makrofaj hiicrelerinde folat reseptér 2 aracili folat aliminin arttigi bilinmektedir.
Bu tez galismasinda gelistirilen in vitro modelde, J774.A1 monosit/makrofaj hicre
hatti, dusiik veya yuksek folat seviyelerinde, tek basina veya uyarimla birlikte, artan
konsantrasyonlarda aliminyum adjuvanhi model asi Grliiniine maruz birakilmigtir.
Boylece; canlilik, folat reseptor 2 ifadesi, morfoloji, makrofajlarlailiskili ylizey belirteci
ve proinflamatuvar gen ifadeleri, fonksiyonel yanitlardaki degisimlere folatin etkisi
degerlendirilmistir. Uyarinla indiklenen aktivasyonla birlikte aliminyum adjuvan
icerigi, genel olarak makrofaj yanitlarini desteklemistir. Folat ise uyarim yoklugunda
bu yanitlari destekleyici, aktivasyonla ise azaltici ydonde bir etki gdstermistir. Sonug
olarak, folat yolaginin dlizenleyici etkisi altinda gergeklesen makrofaj aktivasyonunun
aliminyum adjuvan yanitini degistirebildigi ortaya koyulmustur; bu sayede, asi

etkililiginin artirilmasina yonelik bilgiler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Folat, asi, adjuvan, alum, makrofaj.
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ABSTRACT

Sencer A.M., Investigation of the immunological effects of folate in aluminum
adjuvanted vaccines, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Vaccinology Program Master Thesis, Ankara, 2022. Aluminum adjuvanted vaccines
(AAV) are one of the most extensive product groups, among others. Activated
macrophages are the main cell population in the injection site. They interact with the
aluminum adjuvant for the most extended time and at the highest intensity. Thereby,
macrophages may contribute to the development of adaptive immune responses
through proinflammatory cytokine production, improved co-stimulation, and antigen
presentation to T cells. Enhanced folate receptor-2 mediated folate uptake is one of
the explicit features of activated macrophages. In this thesis study, the J1774.A1
monocyte/macrophage cell line was exposed to the model AAV product at increasing
concentrations, alone or with stimulation, at low or high folate levels. Thus, the
effects of folate on viability, folate receptor-2 expression, morphology, surface
marker, and proinflammatory gene expressions, functional responses were
evaluated. AAV content generally supported stimulation-induced macrophage
responses. On the other hand, folate showed a supportive effect in the absence of
stimulation and a reducing effect with activation. It has been revealed that
macrophage activation under the modulatory effects of the folate pathway can
change the AAV responses. This way, new pieces of information that may contribute

to the AAV effectiveness were obtained.

Key Words: Folate, vaccine, adjuvant, alum, macrophage.
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SEKILLER

Hlcrenin  farkh  kompartmanlarindaki  patern  tanima
reseptorleri. Dogal immin sistem hicreleri  degisik
kompartmanlardan farkh tehlike sinyallerini toplayabilen
Ozellesmis reseptor tirlerine sahiptir.

Bazi patern tanima reseptorlerine iligkin sinyal yolaklari. Farkli
turlerdeki PAMPs, hiicrede kendilerine 6zgl sinyal yolaklarini
uyarirlar.

Asiyla edinsel immiin yanitlarin geligimi siireci.
Ustiinliikleri ve sakincalari yéniinden asi tiirleri.
Alliminyum adjuvanlar icin 6nerilen etki mekanizmalari.
Fuchs-Rosental kamarasinin sematik gorinim.

Akim sitometrisi analizleri igin kapilama stratejisi.

Aliminyum adjuvanh aginin, hiicre canhligina etkisinin
incelenmesi. A) J774.A1 hicrelerinin, 1.8 uM folat iceren
standart kiltir ortaminda, farkh konsantrasyonlardaki Td
asisiyla inkiibasyonu sonrasi MTT canlilik analizi sonuglari (n>3).
Her bir zaman noktasi (24, 48 ve 72 saat) igin kontrol kosuluna
gore normalizasyonla goéreceli ylzde canllik hesaplanmistir.
Dusuk veya yuksek folat iceren ortamda LPS (250 ng/mL) ile
uyarilmis ve kontrol (uyarilmamig) J774.A1 hicrelerinin Td
asisiyla; 48 saat inkiibasyon sonrasi, (B) propidyum iyodur (Pl)
canhlik analizi (n>5) ve (C) temsili nokta sacihm grafikleri (1) ile
gosterilmistir.

In vitro ortamda FOLR2 ekspresyon diizeylerinin aragtiriimasi.
J774.A1 hicrelerinde, 1.8 uM folat igceren kiltlir ortaminda LPS
(1 pg/mL) uyarimiyla; zamana bagh (A) hicrelerin yltzde
pozitifligi (n>3), (B) ifade dizeyleri degisimi (n>3) ve (C) temsili
histogram gosterimi; (D) 24 saat inklibasyon sonrasi
intraselliiler immiinofloresan gériintiilemesi. (Olgek = 10 pm).
E) 1.8 uM folat iceren kiltlir ortaminda LPS (250 ng/mL)
uyarimiyla gergek-zamanli PZR analizinde zamana bagl
transkript dizeylerinin rolatif degisimi (n>2).

(Devami) Duslk veya yiksek folat iceren ortamda LPS (250
ng/mL) ile uyarimis ve kontrol (uyariimamis) J774.A1
hicrelerinin Td asislyla; 48 saat inkibasyon sonrasi (F)
hiicrelerin ylzde pozitifligi (n>3), (G) ifade dizeyleri degisimi
(n=3) ve (H) temsili histogram gosterimi; (1) 24 saat inklibasyon
sonrasi transkript diizeylerinin goreceli degisimi (n=2). Dlslk
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4.3

4.3

4.4

4.4

4.5

4.6

folat iceren uyarim yapilmamis kosul normalizasyonda referans
ornek kabul edilmistir.

Aliminyum adjuvanli asinin monosit/makrofaj hicreleri ile
etkilesim diizeyinin arastirilmasi. Duslik veya yiksek folat iceren
ortamda LPS (250 ng/mL) ile uyariimis ve uyarilmamis J774.A1
hicrelerinin Td asisiyla; 48 saat inklibasyon sonrasi, (A)
hicrelerin ters 1sik mikroskobu goérintilemeleri (75x blyttme),
(B) SSC-A OFY (ortanca floresan yogunlugu) degerleri degisimi
(n>4) ve (C) temsili histogram gdsterimi.

(Devami) 24 inkibasyon sonrasi Al*3 iceriginin lumogallion
reaktifi ile boyanmasiyla hiicrelerdeki aliminyum adjuvan (D)
yluzde pozitifligi (n=3), (E) yogunlugu (n=3), (H) temsili
histogram gosterimi ve 48 saat inklibasyon sonrasi hiicrelerdeki
aliminyum adjuvan (F) yuzde pozitifligi (n>3), (G) yogunlugu
(n=3), (1) temsili histogram gdsterimi.

Aliminyum adjuvanli agi uygulamasinin makrofaj akitvasyon ve
matirasyon belirtegleri yoniinden incelenmesi. Disik veya
ylksek folat igeren ortamda LPS (250 ng/mL) ile uyariimis ve
uyarilmamig J774.A1 hicrelerinin Td asisiyla 48 saat inkiibasyon
sonrasi CD11b (A), F4/80 (C), CD206 (E), MHC-II (G), CD40 (I)
yluzey belirteci ifadeleri (n23) ve temsili histogram gosterimleri
(B, D, F, H, i; sirasiyla).

(Devami) CD8O (J), CD86 (L), CD69 (N), CD62L (O) yiizey belirteci
ifadeleri (n>3) ve temsili histogram gosterimleri (K, M, O;
siraslyla).

Aliminyum adjuvanli asl uygulamasinin makrofaj
fonksiyonlariyla iliskili gen ifadeleri yéninden incelenmesi.
Dusuk veya yuksek folat iceren ortamda LPS (250 ng/mL) ile
uyarilmis ve uyarilmamis J774.A1 hicrelerinin Td asisiyla 24
saat inklbasyonu sonrasi gercek-zamanl PZR analizinde; (A)
l11b, (B) 1118, (C) Tnf, (D) 16, Ccl5 (E) gen transkript diizeylerinin
goreceli degisimi (n=2). Dislik folat iceren uyarim yapilmamis
kosul normalizasyonda referans ornek kabul edilmistir. F) Her
bir kosulun yiksek folat varhiginda rolatif transktipt
diizeyinlerinin degisimi. Her gen igin 27-AACT degerleri
uzerinden her bir uygulamanin yiksek folat iceren kosulu dusiik
folat icerene goére normalize edilmistir.

Aliminyum adjuvanh asi uygulamasinin makrofaj fonksiyonlari
uzerine etkilerinin aragtiriimasi. Dislk veya yuksek folat iceren
ortamda LPS (250 ng/mL) ile uyarilmis ve uyariimamis J774.A1
hicrelerinin Td agsisiyla; 48 saat inklibasyonu sonrasi lateks
boncuk fagositozu (A) ylzde pozitifligi (n>3), (B) her bir
uygulamanin yuksek folat varhginda disuk folat iceren kosula
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5.1

gore fagositoz aktivitesi ylzde degisimi (n=3), (C) temsili
histogram gosterimleri ve (D) yiksek folat varhgindaki
uygulamalar icin  fagosite edilmis lateks  boncuk
gorlntilemeleri; 3 saat inklibasyonu sonrasi her bir
uygulamanin yuksek folat varhginda disuk folat iceren kosula
gore (e) ROS ve (G) NO uretim kapasitesi ylizde degisimi (n=3),
temsili histogram gosterimleri (F, H sirasiyla).

J774.A1 hicrelerinin aliminyum adjuvanli asiyla gelistirdigi
yanitlara LPS uyariminin ve folat seviyesinin etkisinin genel
Ozeti.
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1. GiRiS

Asilar bireyde, hastalik etkenine karsi 6zglin bir koruyucu immin yanitin
gelismesini saglayan, biyolojik tibbi tiriinlerdir (1, 2). immiin sistemin, asi Griiniindeki
antijenleri tanimasiyla, etkene karsi edinsel immiin yanit olusmaktadir. Asi Grinin
gelisiminde tercih edilen antijenik yapi, ayni zamanda aginin tiirlini belirlemektedir.
Asi tlrleri, bakteriyel ve viral canh asilar, inaktif tam hiicre ve virion asilar, saf ve
konjuge polisakarit asilar, protein bazli toksoid ve alt birim agilar, mRNA asilari ve
vektor asilar olarak siniflandirilabilmektedir (3-8). Mikroorganizmanin canli atentie
veya inaktive bigimde tamamini igceren asilardan farkl olarak protein bazli fraksiyonel
asilarda, immin sistemin koruyuculukla dogrudan iliskili nétralizan antikor yanitlarini
en glcli bicimde uyarabilen antijenik yapilar, asi Grlini terkibine girmektedir (5, 6,
9). Bu asilarda, mikroorganizmanin dogal immin sistemi uyarirken reaktojeniteye
neden olabilen PAMP (patojenle iliskili molekiler paternler, pathogen associated
molecular patterns) yapilarinin, saflastirma siregleriyle uzaklastiriimasi sayesinde,
astylailiskili yan etki riski azalmaktadir (5, 6, 9, 10). Diger taraftan, PAMP yapilarindan
yoksun olmalari sebebiyle asinin potansiyel etkinligi azalabilmektedir (5, 6, 9-11). Bu
nedenle, yeterli immunojenisiteyi saglamak igin asi terkibine adjuvanlar dahil

edilmektedir (3).

Adjuvanlar, asilanan kiside daha gli¢lii ve uzun siren bir bagisiklik yanitinin
olusmasina yardimci olan, fakat kendi baslarina immiinojen olmayan bilesenlerdir
(12, 13). Adjuvanlar sayesinde; antijene karsi gelisen antikor yanitlari artinlabilir,
primer immdinizasyon sonrasindaki rapel (tekrar) dozlarinin azaltilmasi saglanabilir,
immunsuprese hastalardaki yanitlar iyilestirilebilir, immuin yanitin stresi uzatilabilir,
hicresel immin yanitlar desteklenebilir ve GrlGindeki antijen miktarinin azaltiimasi
saglanabilir (12). Adjuvanlar bu etkilerini, dogrudan (PAMPs) veya dolayl yoldan
(hasarla iliskili molekiler paternler, DAMPs) (rettikleri tehlike sinyalleri sayesinde,
enjeksiyon bolgesinde [6kosit infiltrasyonunun artmasiyla, lokal inflamatuvar
mikrogevrenin olusumunu saglayarak gosterirler (14-18). Sitokin Uretiminin ve lenf

noduna matir antijen sunan hiicre gogliniin artmasiyla birlikte edinsel imm{in yanitin



gelisimini desteklerler (12, 19-22). Aliminyum tuzlari, 1930’ lu yillardan glinimize
asilarda en yaygin kullanilan adjuvanlardir (13, 23). Aliminyum adjuvanlar, dogal
immin sistem Uzerinde DAMP etkinligi gostererek, immiin yanitlari destekleyen
proinflamatuvar sinyallerin Uretiminin artmasina yol acmaktadir (11-13, 23-25).
Asilarda kullanilan aliminyum tuzlari; aliminyum hidroksit, aliminyum fosfat,

aliiminyum siilfat veya bu tuzlarin kombine edilmis halleridir (26).

Asi Urlnlerinin neredeyse tamamina yakini iskelet kasi igine (i.m.) enjeksiyon
yoluyla uygulanmaktadir. Bu yolla uygulandiginda asi bilesenleriyle, en fazla dogal
immin sistem htcreleri etkilesim halinde olmaktadir (10, 11, 15, 23, 27). Asinin
uygulanmasini takiben, iskelet kasi dokusuna yogun miktarlarda miyeloid hicre
infiltrasyonu gergeklesmektedir (27-29). Asi enjeksiyonunun erken dénemlerinden
edinsel immiin yanitlarin gelisimine kadar, lokal inflamasyon alaninda asi
bilesenleriyle ¢ogunlukla dendritik hiicreler, monositler ve en yiksek dizeyde de
makrofajlar etkilesim igindedir (14, 16, 18). Lezyonunda, as! bilesenleriyle (6zellikle
adjuvanlarla) etkilesimlerini siirdiirmeye devam eden makrofajlar, idame ettikleri
lokal inflamasyon alaninda, isledikleri antijenleri MHC-11 yolagiyla sunmaktadir (9, 18).
Bu sayede makrofajlar, aktivasyonlarini takiben asi ile indiklenmis inflamasyon
alanina gog eden efektdr T lefositlere antijen, ko-stimiilasyon sinyali verebilmekte ve
bu sayede efektor hafiza gelisimini gliglendirebilmektedir (27, 30, 31). Ayni zamanda
yuksek sitokin Gretme kapasiteleri sayesinde makrofajlar; parakrin etki ile ortamdaki
diger antijen sunan hicre popilasyonlarini ve T lenfositleri, endokrin etki ile
lenfatiklerde go¢ etmekte olan antijen sunan hicreleri ve lenf nodundaki edinsel
immiin sistem aktivasyonunu destekleyebilmektedir (22, 31, 32). Bahsedilen
fonksiyonlari nedeniyle makrofajlar, edinsel immunitenin dnemli bir destekleyicisi

olarak kabul gérmektedir (31).

Aliminyum adjuvan igerigiyle lezyonda idame edilen inflamatuvar mikrogevre
sayesinde, makrofaj hucreleri aktivasyonlarinda ilerlerler (22, 28, 30, 31, 33).
Makrofaj aktivasyonu, zamana ve ortam kosullarina gére son derece yuksek

plastisiteyle ilerleyen ve devamlilik gosteren bir siiregtir (34). Asiyla indiklenmis



inflamasyon bolgesine infiltre olan makrofajlarda cogunlukla, inflamatuvar 6zellikteki
klasik makrofaj aktivasyonu karakteri baskin durumdadir (14, 17, 27, 34).
Aktivasyonlarini takiben ise makrofajlarda folat alimi, hiicrelerin metabolik

faaliyetlerindeki artisa bagh olarak artmaktadir (35, 36).

Folat (folik asit, vitamin B9) ve aktif metabolitleri 5-metil tetrahidrofolat
dihidrofolat ve tetrahidrofolat hiicrelerde; tek karbon reaksiyonlarinda, nikleik asit
sentezinde, epigenetik dizenlemelerde goérev alan esansiyel bir vitamindir (36).
Aktive makrofajlardaki artan folat ihtiyacinin dnemli biyolojik beliteglerinden biri ise
FOLR-B (FOLR2) alt tipidir (35-39). Gunimizde, akut ve kronik inflamasyonda
makrofaj fonksiyonlarinda folatlarin ve FOLR2' nin roll Gzerine galismalar her gegen
glin artmaktayken asi immunobiyolojisi asisindan 6neminin degerlendirilmesine

yonelik yaklasimlar henlz raporlanmamistir.

Bu tez kapsaminda, J774.A1 monosit/makrofaj hiicre hattiyla gelistirilen in
vitro modelle aliminyum adjuvanli asilara karsi gelisen makrofaj yanitlarinin, uzaysal
ve zamansal olarak degisken dogasiyla birlikte incelenmesi amaglanmistir. Ortamda
ylksek ve dusuk folat seviyeleri varliginda; monosit/makrofaj karaketini birlikte
tasiyan veya LPS (gram negatif bakteri lipopolisakkariti) uyanimi ile aktive makrofaj
karakteri kazanan hicreler, artan konsantrasyonda aliminyum hidroksit adjuvanli
tetanoz difteri asisina maruz birakilmistir. Bdylece, asi lezyonuna; infiltrasyon
suresince veya erisebilirlik dizeyince artan aliiminyum adjuvanli asi maruziyeti ve
proinflamatuvar uyarimlarin birlikte modellenmesi hedeflenmistir. Bu sayede,
makrofajlarin aliminyum adjuvanh asilara karsi gelisen degisken 6zellikteki
yanitlarina folatin etkisi, uzaysal ve zamansal derinlikte degerlendirilebilmesi

amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Asilar ve Bagisiklama

Asilar, bireyin hastalik etkeniyle karsilasmadan, givenli bir sekilde, etkene
karsi koruyucu immin yanit gelistirmesini saglayan biyolojik tibbi Grlinlerdir (1, 2).
Asilama temel olarak, bireysel diizeyde, kisinin edinsel imm{in sisteminin ilgili hastalik
etkenini 6zgun olarak tanimasini ve koruyucu yanit olusturmasini amaglar. Kisi, asiyla
kazanilmis bagisikhk sayesinde ilgili hastaliktan hedeflenen diizeyde korunurken,
hastaligin bulasiciiginin  azalmasiyla birlikte toplumdaki yayilma dizeyi de
dismektedir. Boylece toplumsal bagisikhgin olusmasiyla koruyuculuk daha da
artabilmektedir (33). Asiyla elde edilen koruyuculuk klinik arastirmalarla;
enfeksiyondan korunma, agir hastaliktan korunma veya hastaneye yatista azalma gibi
farkh klinik sonlanim noktalariyla 6lgiilebilmekte olup hastaliklar arasinda farkhlik
gosterebilmektedir (2). Asilar, halihazirda var olan veya yeni gelisen enfeksiyon

hastaliklarindan korunmada en etkili tibbi Grinlerden biri olarak gérilmektedir (9).

Bir asi Urinidnde immiin sistemin 6zgln yanit gelistirmesini saglayan aktif
bilesen (etkin madde) antijendir. Uriin formiilasyonunda tercih edilen antijenik yapi
ayni zamanda asinin turind belirlemektedir. Antijenler; mikroorganizmanin
tamamindan, belirli pargalarindan, mikroorganizmanin salgiladigi tGriinlerden veya bu
yapilarin biyoteknolojik yontemlerle Uretilmis analoglarindan olusabilmektedir (1)
(2). immiin yanit cogunlukla protein yapidaki antijenlere karsi gelisirken; pnédmokok,
meningokok ve Haemophilus influenza tip b gibi bazi bakterilerin kapstler

polisakkarit yapilari da antijenik olarak hedeflenebilmektedir (2).

Bagisiklama, antibiyotik tedavileriyle birlikte, insanlik tarihinin en énemli tibbi
girisimlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Asi ve antibiyotiklerin icadi dncesi
Ozellikle enfeksiyon hastaliklari nedeniyle bireylerin beklenilen ortalama yagsam siiresi
50 yas altinda seyretmekteyken glinimiizde ise 70 yas Ustl olarak hesaplanmaktadir
(10, 40). 1960' I yillarda diinya genelinde cok sayida llkede ulusal bagisiklama

programlarinin baslamasiyla birlikte asilar, halk sagligini genis 6lgekte iyilestirmeye



baslamistir (2). DSO (Diinya Saghk Orgiitii [World Health Organization]) tahminlerine
gore bagisiklama programlari sayesinde her sene asiyla 6nlenebilir hastaliklarla iliskili
3.5-5 milyon 8lim &nlenebilmektedir (41). DSO' niin asiyla énlenebilir hastaliklara
iliskin listeledigi ornekler Tablo 2.1.' de go6sterilmistir. Edward Jenner tarafindan
raporlanan 1798 yilindaki ilk bagisiklama galismalarindan gliniimuze kadar gelistirilen
asllar sayesinde ¢ok sayida bulasici hastalik, diinya genelinde ¢ogu llkede kontrol

altina alinabilmistir (42).

Tablo 2.1. Asiyla 6nlenebilir hastaliklara iliskin 6rnekler (41).

1. Serviks kanseri 2. Kolera 3. COVID-19 4. Difteri

5. Hepatit B 6. influenza 7. Japon Ensefaliti 8. Malarya
9. Kizamik 10. Menenijit 11. Kabakulak 12. Bogmaca
13. Pnémoni 14. Polio 15. Kuduz 16. Rotavirus
17. Kizamikgik 18. Tetanoz 19. Tifo 20. Sugigegi

21. Sarthumma

Kuresel Olgekte yiratilen bagisiklama politikalari sayesinde enfeksiyon
hastaliklarinda eliminasyon ve eradikasyon miimkin olabilmektedir (42-44).
Gocukluk ¢aginda gorilme riski yiksek olan ve siklikla morbidite veya mortaliteye
neden olabilen; difteri, meningokok serogrup C, polio, Haemophilus influenza tip b,
kizamik, kizamikgik ve bogmaca gibi etkenlere karsi gelistirilmis asilarin bagisiklama
programina dahil edilmesiyle birlikte, olgu sayilarinda ve hastalik yiklerinde ¢ok
biyiik oranda azalma saglanmstir (2, 9). Ozellikle cocukluk ¢aginda yiiksek mortalite
ile seyreden ve 20. ylzyilda 300 milyon insanin 6limine neden oldugu distnilen
cicek hastaliginin (Variola virus), asilama kampanyalari sayesinde 1980 yilinda
eradikasyonu tamamlanmistir (40, 42, 43). Benzer seklide, cocuk felci (poliomyelit)
icin de eradikasyon hedeflenmektedir. Diinya genelinde, cocuk felci olgulari %99

oraninda azalmigtir 2019 yili itibariyle 175' e kadar gerilemistir (42, 44).



GUnumuze kadar gelistirilmis asi Urlnleri sayesinde insanlk tarihinde yer
edinen basarilar elde edilmistir. Diger taraftan, halihazirda ¢ok sayida hastalik igin
yeni asi gelistirme calismalari yogun bir bicimde devam etmektedir. Klinik asilama
pratigi var olsa da istenilen diizeyde koruyucu immin yanitin elde edilemedigi
tiberkiiloz, malarya, mevsimsel influenza, HIV gibi hastaliklar; ebola, pandemik
influenza, COVID-19 gibi kuresel dizeyde yaygin bagisiklamaya ihtiya¢ duyulan
pandemi durumlari ve immin sistemi gesitli hastaliklar, ilag tedavisi, ileri yas veya
benzeri sebeplerle baskilanmis bireyler igin yenilikgi asi teknolojilerinin gelistirilip

klinik kullanima sunulmasi hayati diizeyde 6nem arz etmektedir (2,9, 41).

Tarihsel perspektiften bakildiginda, yakin ge¢cmise kadar asi gelistirme
¢alismalarinda agirlikh  olarak empirik yaklagimlarin  6n planda oldugu
gozlenebilmektedir (45). Son yillarda; mikrobiyoloji, molekler biyoloji ve imminoloji
alanlarindaki gelismelere paralel olarak asilar ve bagisiklamayla ilgili bilgi birikimi
artmakta, koruyucu immiin yanitin gelisiminde ve yanitin hastalik etkeni ile olan
iliskisinde rol oynayan mekanizmalar daha ¢ok anlasilmaktadir. Asi bilimindeki
disiplinler arasi bilgi birikiminin artmasi hem yenilik¢i asi teknolojilerinin kesfinde
hem de koruyuculukla iliskili izlenebilecek immunolojik parametrelerin

belirlenmesinde 6nemli faydalar saglayabilmektedir (9-11, 33, 46).
2.2. Asi immiinolojisi
2.2.1 Asiyla Gelisen Dogal immiin Sistem Yanitlan

Asi Urlnlerinin neredeyse tamamina yakini iskelet kasi igine (i.m.) enjeksiyon
yoluyla uygulanmaktadir. Bu yolla uygulandiginda asi bilesenleriyle, en fazla dogal
immdin sistem hiicre ve molekiilleri etkilesim halinde bulunmaktadir (10, 11, 15, 23,
27). Saglikh iskelet kasi, deri ve mukozal dokulardan farkli olarak oldukca az sayida
gozlemci (patrolling) veya yerlesik 16kosit barindirmaktadir (16). Asinin uygulanmasini
takiben; enjeksiyon hasari ve asi bilesenlerinin etkisi ile kompleman sistem
aktivasyonu ve iskelet kasi dokusuna yogun miktarlarda miyeloid hiicre infiltrasyonu

gerceklesmektedir (27-29). Enjeksiyon bolgesinde olusan asiyla indiklenmis lokal



inflamasyon alanina ilk toplanan immin hicre grubunun nétrofiller oldugu
gozlemlenmektedir (14, 16, 18, 27). Notrofiller nispeten kisa dmiurli olduklari igin
daha c¢ok, salgiladiklari kemokinler sayesinde uzun 6mirli dogal immiin sistem
hicrelerinin bdlgeye ¢agrilmasindan sorumludurlar. Asi enjeksiyonunun erken
donemlerinden edinsel immin yanitlarin gelisimine kadar, lokal inflamasyon alaninda
as! bilesenleriyle cogunlukla dendritik hiicreler, monositler ve en yiiksek diizeyde de
makrofajlar (bolgeye go¢ eden monositlerden farklilasan) etkilesim igindedir (14, 16,
18). Asiyla indiiklenmis lokal inflamasyon alaninda, bahsi gecen popitlasyonlara ek
olarak; eozinofillerin, dogal &ldirtct hicrelerin ve T lenfositlerin de varlg

gosterilmistir (17).

Asi iceriginde bulunabilen mikroorganizmalara ait yapilarin veya asi
adjuvanlarinin, dogal immin sistem hucreleri araciligiyla enjeksiyon alaninda lokal
inflamatuvar mikro cevrenin olusumunu sagladiklari kabul edilmektedir (2, 9, 12, 17,
33). Asli igeriginde bulunabilecek, dogal immun sistemi uyaran mikrobiyal Grinler ve
asi adjuvanlari tezin ilerleyen bélimlerinde detaylandirilacaktir. Dogal immiun sistem,
bu tipteki tehlike sinyallerini PRRs (patern recognation receptors [patern tanima
reseptorleri]) araciligiyla tespit edebilmektedir (Sekil 2.1) (19, 20). PRRs ile dogal
immiin sistem hicreleri; patojenlerin evrimsel olarak korunmus, yasamsal faaliyetleri
icin kilit 6nemdeki ortak yapisal molekiler paternlerini (pathogen associated
molecular patterns, PAMPs) ve konakgl organizmanin sadece stres altinda, hiicresel
hasar varliginda Urettigi veya saliverdigi hasarla iliskili molekiler paternleri (damage
associated molecular patterns, DAMPs) taniyabilmektedir (19). ilk kesfedildiklerinde
PAMPs ve DAMPs' in taninmasinda farkli PRRs' nin gorev aldiklar disinilse de
ginimizde bu reseptorlerin her iki kaynaktan da gelen sinyalleri benzer
mekanizmalarla taniyabildigi bilinmekte ve bu sinyaller toplu halde tehlike sinyalleri

olarak adlandiriimaktadir (21).
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Sekil 2.1. Hiicrenin farkli kompartmanlarindaki patern tanima reseptorleri (Abbas AK.
ve ark., 2015' ten (20) uyarlanmigstir). Dogal immiin sistem hicreleri degisik

kompartmanlardan farkh tehlike sinyallerini toplayabilen 6zellesmis
reseptor tirlerine sahiptir.

Farkh PRRs' nin hicrenin farkli kompartmanlarinda ifade edilmesi sayesinde
hicreler maruz kaldiklari tehlike sinyaline 6zgiin bir yanit verebilmesi mimkin
olabilmektedir. Ornegin sitozolik PRRs viriisle enfekte hiicrelerde viral genetik
materyallerin tehlike sinyali olarak algilanmasini saglarken; hiicre membraninda ifade
edilen PRRs hiicre disindaki mikrobiyal yapilarin, endozomal PRRs ise fagosite edilen
viris veya bakterilere ait genetik materyallerin taninmasini saglayabilmektedir.
Boylece, aktive olmalariyla birlikte PRRs, iligkili olduklari sitozolik sinyal iletim
mekanizmalarini indikleyerek ilgili patojene gére dogal immuin yanitlarin olugsmasini
saglamaktadir (Sekil 2.2) (22). Topladiklari tehlike sinyallerine 6zgiin bir bigcimde
programlanan dogal immiin sistem, hiicreleri sekonder lenfoid organlara goé¢ ederek
veya lenfatik drenaja gegebilecek Olglide sitokin salgilayarak, lenf nodlarinda
inflamasyonun kaynagindaki etkene 6zglin karakterde bir edinsel immin yanitin

gelismesini saglarlar (9, 19, 21, 22, 45).
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Sekil 2.2. Bazi patern tanima reseptorlerine iliskin sinyal yolaklari (Takeuchi O ve ark.,
2010' dan (22) uyarlanmistir). Farkh tlrlerdeki PAMPs, hiicrede kendilerine
0zgl sinyal yolaklarini uyarirlar.

PRR ailesi tyelerinden Toll benzeri reseptdrlerin (TLRs) sinyali ile aktive olan
MyD88 adaptor proteini, tetikledigi sinyal yolaklari ile niikleer faktor kappa B (NF-KB)
transkripsyon faktortnin aktivasyonunu, cekirdege translokasyonunu ve sonucta ¢ok
cesitli proinflamatuvar 0Ozellikteki proteinlerin (6rnegin; ko-stimilator yizey
molekdlleri ve sitokinler) ifadesini saglar. TRIF adaptor proteininin aktivasyonuyla ise
cesitliinterferon diizenleyici transkripsyon faktorlerinin (interforon regulating factors
[IRFs]) fonksiyonuyla tip-1 interferon (blylk olclide; IFN-a ve IFN-B) yanitlari

gelismektedir. Bu iki ana adaptor proteinin aktive ettikleri biyokimyasal reaksiyonlar
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cesitli basamaklarda birbirlerini destekleyebilmektedir. iki ana sinyal yolagini da
kuvvetli bir sekilde uyarabilen TLR-4 ve ligandi bir gram negatif bakteri endotoksini
olan lipopolisakkarit (LPS) oldukga etkili bir bicimde myeloid hiicre aktivasyonu

saglayabilmektedir (19, 21, 22).

Asiyla indiklenmis inflamasyon alaninda aktiflesen fagositik dogal immiin
sistem hdicreleri ¢ogunlukla dispers formdaki antijenlerin hicresel alimini
gerceklestirirler (17). Bu hicrelerden bir kismi yiklendikleri antijenleri sekonder
lenfoid organlara, ¢ogunlukla bolgesel lenf nodlarina tasirlar (16, 45). Makrofajlarin,
monositlerin ve notrofillerin de lenf nodlarina antijen tasiyabildigi cesitli fare (14) ve
makak (16) deneylerinde gosterilmis olsa da en yiksek goc etme ve antijen
sunumuyla T lenfosit aktive etme kapasitesine sahip hiicre grubunun matiire olmus

dendritik hiicreler oldugu kabul edilmektedir (31, 45, 47).

Aktivasyonlarini takiben dendritik hiicrelerin matirasyonu baslar ve
lenfatikler araciligiyla bolgesel lenf nodlarina ilerlerler. Dendritik hcreler
lenfatiklerdeki gogleri esnasinda, otokrin ve asiyla indiklemis inflamasyon alanindan
lenfaya gegen sitokinlerin uyarimiyla matiirasyonlari sirdarirler. Matiirasyonlari
surecinde dendritik hicreler; antijen sunumu, ko-stimilasyon ve sitokin Uretim

kapasitelerini arttirlar.
2.2.2 Asiyla Geligen T Lenfosit Yanitlar

Antijen sunan hicrelerin (Antigen presenting cells, ASH) lenf nodlarinda asi
antijenlerini T lenfositlere sunmasi temelde ki ana mekanizmayla gerceklesmektedir;
hicre disi antijenler MHC-Il (major doku uyumluluk kompleksleri [major
histocompatibility complex]) molekillerince CD4* yardimci T hiicrelere (T helper [Th])
ve hicre igi antijenler MHC-I molekillerince CD8" sitotoksik T hiicrelere (T cytotoxic
[Tc]) sunulmaktadir (47). Boylece, her iki yolakta da farkli yontemlerle isledikleri
protein yapidaki antijenik peptidleri MHC molekillerine yikleyerek, kompleksler
halinde ylzeylerinde sergilerler. MHC molekulinin ¢esidi ile hangi tip T lenfosite

sunum yapilacagina, peptit-MHC kompleksi ylzeyini spesifik olarak taniyan T hiicre
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reseptor kompleksinin disinda kalan CD4 ko-reseptorinin (Th' ye 6zgli) MHC-II
molekilini, CD8 ko-reseptorinin (Tc' ye 6zgli) MHC-I molekiliinii tanimasiyla karar
verilmektedir (31, 47). MHC-I molekili ile tim cekirdekli hiicreler devamli olarak
yabanci veya konagin kendine ait antijenleri sunmaktayken, MHC-II molekilleri ile
sunum cogunlukla fagositlerce (makrofaj, dendritik hiicre, B lenfosit, notrofil) bazen
ise daha dusik dlzeyde, aktiflesen fibroblastlar ve epitelyal hicrelerce
gerceklestirilmektedir (31). Buna ek olarak, 6zellikle dendritik hiicrelerde, hiicre igi
antijenler otofaji aracilh olarak MHC-II molekiilleriyle, hiicre disi antijenler ¢apraz
sunum aracili olarak MHC-I molekilleri ile sunulabilmektedir. Bu sayede, asi
antijeninin islendigi hiicresel kompartmanlarla kisith kalinmadan hem CD4* hem de

CD8* T lenfositler yanitlari indiklenebilmektedir (31) (47).

T lenfositlere antijen sunumu esnasinda kurulan immdin sinapsin diger bir
sinyal iletici bileseni ko-stimulatér molekillerdir. T hiicre reseptdor kompleksi ve
peptit yukli MHC kompleksi etkilesimi ile immiin sinaps olusmaya baslar. ASH
yuzeyindeki CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) molekilleri T lenfosit ylizeyindeki CD28
reseptoriine, T lenfosit ylizeyindeki CD40-L molekilii ASH ylizeyindeki CD40
reseptdrine baglanmasi gibi gesitli, karsilikh ligand-reseptor etkilesimleri sayesinde
hiicreler arasinda ko-stimilasyon sinyal agi kurulmaktadir. Boylece T lenfositler
spesifik antijen sinyalinin yani sira asiyla indiiklenen inflamasyon varliginda Uretilen
ko-stimilator molekiller ve sitokinler sayesinde denetimli bir sekilde aktive
olabilmektedir. Aktivasyonlarini takiben T lenfositlerin klonal cogalmasi gerceklesir ve
sayllarinin logoritmik artmasiyla antijen spesifik hiicreler farklilagsma asamasinailerler

(9, 31, 45, 47).

Dendritik hicrelerce aktive olan CD4* T yardimci hiicreler (Th), hem CD8* T
sitotoksik hiicreler (Tc) hem de B lenfositlerin aktivasyonunda kilit 5neme sahiptir. Th
yanitlarinin ne yoénde olacagl ise dendritik hicrelerden aldiklari antijen ve ko-
stimilasyon sinyalinin glici ve eslik eden sitokinlerin cesitliligi ile dogrudan
orantilidir. Disuk duzeyde aktive dendritik hicreler, IL-4, IL-5, IL-13 sitokinleriyle

karakterize Th2 farklilasmasini desteklerken; daha yiiksek diizeyde aktive dendritik
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hicreler, IFN-y ve TNF-a sitokinleriyle karakterize Th1l farklilagmasini
desteklemektedir. Th farklilagsmasi ¢ok sayida farkh alt tipin (Th1, Th2, Tfh, Th17, Th9
v.d.) gelistigi ve dendritik hiicrenin sinyal paternine gore oranlari degisebilen bir
fenotip spektrumu seklinde gerceklesmektedir. Thl ve Th2, B lenfositlerin
ekstrafolikiiler yanitlarinda rol alirken, T folikiiler yardimci hiicrelere (Tfh)

farklilasanlar ise germinal merkez reaksiyonlarindan sorumludurlar (31, 45, 47).

Sitotoksik aktivitelerinin siki denetimi nedeniyle Tc aktivasyonu igin daha
potent bir MHC-I sunumu, ko-stimilasyon ve sitokin uyarimi gerekmektedir. Bu
nedenle Tc aktivasyonu oOncesinde dendritik hiicrelerin, aktive ettikleri Thl
lenfositlerce uyarilarak; c¢apraz sunumlarini, ko-stimilatér molekll ve sitokin
Uretimlerini artirmalari gerekmektedir (31, 47). MHC-I sunumuyla aktiflesen Tc' ler,
sitotoksik aktiviteleriyle sunumu gergeklestiren dentritik hiicreyi de 6ldirmekte,
aciga c¢ikan antijenler lenf nodundaki diger ASH'lerce internalize edilerek tekrar

sunulabilmektedir (47).

Aktivasyonlarini takiben effektor T lenfositler nispeten kisa dGmirli olmakta,
hayatta kalan hicreler ise T lenfosit hafiza yanitlarini olusturmaktadir. Bu nedenle
aktive olan T lenfosit klon sayisi ve ¢ogalma diizeyleri, daha sonrasinda olusacak
hafiza yanitlarinin spektrumu ve hizi ile dogrudan iligkilidir. Asinin ilk dozunun
ardindan olusmaya baslayan hafiza T lenfosit yanitlari, tekrarlayan asi dozlariyla
birlikte daha da giclendirilebilmektedir (45, 47). Hafiza T lenfositler genellikle
vicutta bulunduklari kompartmanlara goére siniflandirilirlar. Lenfoid organlarda
yerlesik veya mobil halde bulunanlar santral hafiza T lenfositler olarak
isimlendirilirler. Efektor hafiza T lenfositler cogunlukla dolasimda ve periferik
dokularda mobil halde bulunurlar. Yenilenen asi dozu veya enfeksiyonla tekrar aktive
olan Th yanitlari plastisite gostermekte ve eglik eden sinyal paternine gore farkhlastig
fenotipler degisebilmektedir. Bu sayede Th hafiza yanitlari hizli bir sekilde hem
patojene hedeflenebilmekte hem B lenfosit yanitlarinin gelisimini hem de yeni Tc

klonlarinin aktivasyonunu destekleyebilmektedir (30, 45).
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Asi lezyonunda asi bilesenleriyle (6zellikle adjuvanlarla) etkilesimlerini
surdirmeye devam eden makrofajlar, idame ettikleri lokal inflamasyon alaninda
isledikleri antijenleri MHC-II yolagiyla sunmaktadir (9, 18). Bu sayede makrofajlar,
aktivasyonlarini takiben dolagim yoluyla asi ile indiiklenmis inflamasyon alanina gog
eden efektor T lefositlere veya daha dnceki asi dozlariyla gelismis efektor hafiza T
lenfositlere antijen, ko-stimiilasyon sinyali verebilmekte ve bu sayede efektor hafiza
gelisimini gliclendirebilmektedir (27, 31) (30). Ayni zamanda yuksek sitokin Gretme
kapasiteleri sayesinde; parakrin etki ile ortamdaki diger ASH populasyonlarini ve T
lenfositleri, endokrin etki ile lenfatiklerde gé¢ etmekte olan ASH ve lenf nodundaki
edinsel immin sistem aktivasyonunu destekleyebilmektedir (22, 31, 32). Bahsedilen
fonksiyonlari nedeniyle makrofajlar, edinsel immunitenin dnemli bir destekleyicisi

olarak kabul gérmektedir (31).

2.2.3 Asiyla Gelisen B Lenfosit Yanitlari

Asl enjeksiyonunu takiben lenf noduna ASH gogli dncesinde, bir kisim dispers
veya ¢ozunur formdaki asi igeriginin dogrudan lenfatik drenaji baglamaktadir. Lenf
noduna ulasan antijenler ve erken pro-inflamatuar sinyaller (6rnegin, aktiflesmis
kompleman {Uriinleri) lenf nodundaki yerlesik dendritik hiicreler ve makrofajlar
aracihgiyla onceden B ve T lenfosit aktivasyonunu baslatmakta, mikro gevreyi
hazirlamakta, inflamatuvar bir karakter kazanan lenf noduna dolasimdan naif
lenfositlerin gegisi artmaktadir (9, 29, 45). Lenf nodunda antijenin taninmasiyla
aktive olmaya baslayan B lenfositler, paralel bir sekilde dendritik hiicrelerce aktive

edilen T hiicre bolgesine dogru gog ederler (45).

B lenfositler, ylizeylerinde ifade ettikleri B hiicre reseptorini (urettikleri Ig'
ler [immiinoglobilin, antikor]) ile ayni antijen tanima 6zgunliglindeki dizilere sahip)
kullanarak spesifik antijenlerini yiksek afiniteyle yakalayip endositozla internalize
ederler (9, 45). B lenfositler diger ASH’lere benzer sekilde, internalize ettikleri protein
yapilarini isleyip peptit-MHC-1I kompleksleri halinde yardimci T lenfositlere (Th1 ve
Th2 fenotipindeki) sunarlar. T hicre alani ile folikillerin (B lenfosit alani) kesisim

bolgesinde, B lenfositler aktivasyonunun erken asamasindaki Th ve dendritik
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hicrelerden ko-stimilator sinyalleri almaya baslarlar. Erken dénemde aldiklari Th ko-
stimilasyonuyla nispeten disiik afiniteli ancak opsonizasyon kapasitesi yuksek IgM
izotipinde (daha az miktarlarda IgG) antikor Ureten kisa dmiirli plazma hticrelerine
doniserek dolasima gecerler. T hiicre bodlgesinde gerceklesen bu yanitlar,
ekstrafolikiiler reaksiyon olarak adlandiriimaktadir. Uretilen IgM antikorlarinin
dolagim yoluyla asi enjeksiyon alanina ulasmasiyla birlikte lezyondan salinmaya
devam eden antijenler daha fazla opsonize olurlar. Artmis opsonizasyonlari sayesinde
antijenler, lenfatik drenajla lenf nodlarina drene olmaya devam ettiklerinde folikuler
dendritik hiicreler ve diger yerlesik ASH’lerce daha kolay yakalanabilir ve sunulabilir

bir hale gelmektedirler (9, 45, 47).

Tfh fenotipine farklilasan T lenfositler, B lenfositlerle birlikte folikillere go¢
ederek germinal merkez reaksiyonlarinin baglamasini saglarlar. Folikullerde; B
lenfositler, folikliler dendritik hicreler ve T folikiler yardimci hiicreler arasinda;
antijen, ko-stimilasyon ve sitokin sinyalleri aracihgl ile gerceklesen Uglu ¢apraz

konusmalarla germinal merkez reaksiyonlari gergeklestirilir ve idame ettirilir (47).

Germinal merkez reaksiyonlarinda, B lenfositler folikiler dentritik hiicrelerce
sergilenen opsonize antijenlere olan afinitelerini artirmak igin somatik
hipermutasyon olarak isimlendirilen, stirekli yeni klonlara donustukleri mutasyon
dongilerine girmektedir (47). Bu slregte az miktardaki antijen igin yarisan B
lenfositlerden en yiksek afinite ile en gui¢li antijen sinyalini alabilenler, farklilagsma
basamaklarina devam etmektedir (9, 45). Dogal immiin sistem, aldigi PAMPs ve
DAMPs sinyalleri ile gelistirdigi yanitlarla Th' i, inflamatuvar etkene 6zgi bir bicimde
programlamaktadir. Bu bilgi akisiyla aktive olan Tfh' ler, sitokin ve ko-stimulasyon
sinyalleriyle B lenfositlerde, hastalik etkeninin en optimum diizeyde hedeflenmesini
saglayabilecek Ig izotip degisimlerini uyarirlar. Afinite matlirasyonunu ve izotip
degisimini tamamlayan B lenfositler kemik iligine veya mukozal lenfoid dokular gibi
hedef dokulara yerlesebilecek, uzun omirli, yiksek duizeylerde antikor Ureten
plazma hiicrelerine veya hafiza B lenfositlere donlserek uzun sireli humoral

bagisikligi olustururlar (Sekil 2.3) (2, 9, 33, 45).
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Sekil 2.3. Asiyla edinsel immiuin yanitlarin gelisimi streci (Pollard AJ ve ark.,
2021' dan (2) uyarlanmistir).

Cogu hastalik etkenine karsi uzun sireli humoral koruculugun birincil efektor
mekanizmasi uzun Omdurli plazma hucreleridir. Plazma hicreleri kemik iligine
yerleserek devamli serum antikoru Uretebilmekte, antijenle karsilagsmasi halinde gok
hizli yanit verebilmektedir. Uzun dmirli plazma hicresi yanitlarinin zayif kalmasi
durumunda ise tekrar aktive olan hafiza B lenfositlerinin bir kismi dogrudan antikor
yaniti verirken, digerleri yeniden germinal merkez reaksiyonlarina dahil olmaktadir.
Antikor yanitlarinin koruyuculukla dogrudan iliskilendirilen fonksiyonu genellikle
notralizasyon kapasitesi olarak kabul edilmektedir. Bunun yaninda kompleman
sistem veya dogal immin sistem hiicreleri aracili efektér mekanizmalar da yanitin

gelistigi enfeksiyona 6zgl olarak koruyuculukta gérev alabilmektedir (2, 9, 33).

2.3. Antijenler ve Agsi Tiirleri

Louis Pasteur' in "izolasyon, inaktivasyon, enjeksiyon" prensibinden yola
cikarak gelistirilen ilk asilardan; giinimuzde rekombinant antijenler, vektor asilar ve
mesajci RNA (mRNA) temelli gelistirilen asilara kadar ¢ok farkh tiirdeki Grin hali

hazirda klinik asi pratiginde yer almaktadir (40, 46). Gunimizde klinik kullanimi
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devam eden asi tlrleri Tablo 2.2' de 6zetlenmistir (3-7). Piyasadaki ¢ogu asi Girlindi ise,
hastane ziyareti sayisini ve asilama sikligini azaltmak igin farkli mikroorganizmalarin
degisik suslarina karsi gelistirilen gesitli asi tlrlerinin kombine edildigi karma asi

formilasyonlari seklinde bulunmaktadir (6).

Tablo 2.2. Gunidmizde klinik kullanimi devam eden asi tiirleri (3-8).

Agi Turleri

Canli

Ateniie Inaktif

Bakteriyel Tam Hiicre

Protein
Bazh

Konjuge
Polisakkarid

Alt Birim

Korunma hedeflenen enfeksiyonun patogeneziyle iliskili olarak, immin
sistemin farkli mekanizmalarla indiklenmesi ve sonugta farkli karakterlere sahip
koruyucu yanitlarin kazanilmasi gereklidir (6, 9). Bu dogrultuda gelistirilen farkli
turlerdeki asilar, hem teknolojik hem de klinik yénden farkli Gstlinlik ve sakincalari

beraberinde getirebilmektedir (6).

2.2.1 Canli Ateniie Asilar

Canli asilar, yabanil tip virlis veya bakterilerin virlilansinin azaltildigi
atentiasyon (zayiflatma) sirecleriyle elde edilir. Atenliasyon konvansiyonel olarak
mikroorganizmanin in vitro ortamda tekrarh kllturleriyle gergeklestirilebilmektedir
(6, 7). GUnimizde ise daha yenilik¢i yontemlerle (6rnegin, intranazal influenza asisi),
virlisiin yasamsal faaliyetleri Gizerinde etkili enzimlerin kesfini takiben gergeklestirilen
genetik modifikasyonlar yoluyla da saglanabilmektedir (6). Bir ataniie asinin
gelistirilmesi ve Uretimi; tekrarh kdltir islemleri sGrecinde atenilie susun eldesinin

uzun strmesi, yiksek diizeyde biyoglivenlik gerektirmesi, kullanilan kiltir bilesenleri,
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elde dilen sugtan formule edilen asinin saklama kosullari nedeniyle zaman ve kaynak
tiiketimi agisindan yiiksek maliyetli olabilmektedir (6, 7). Ornegin, giinimiz asi
pratiginde kullanilmakta olan kizamik asisi susunun eldesi 1954 yilindaki izolasyonunu

takiben yaklasik 10 yil stirmustir (7).

Immiin yanitin gelismesinde canli ateniie asilarin bireyin viicudunda cogalarak
enfeksiyonun kendisini taklit etmesi gerekmektedir. Bu sayede bireye diisiik dozda
uygulanan asi, immiun sistemde ¢ok yuksek dizeylerde antijen ve PAMP maruziyeti
saglayabilmektedir. Asiyla gelisen yanit, asi susunun ¢ogalmasi baskilanana kadar
desteklendigi igin, ylksek etkinlikte humoral ve hiicresel immun yanit olugsmaktadir.
Bu sayede, koruyuculuk diger asi tirlerine goére daha az sayida asilamayla
saglanabilmektedir. Diger taraftan, atenlie mikroorganizma yabanil tipteki suslarin
neden oldugu hastaligl dogrudan taklit ettigi icin hamileler ve immin sistemi
baskilanmis bireylerde enfeksiyonun kendisine benzer komplikasyonlara neden
olabilmektedir (6, 7). GUnlimuzde klinik kullanimi devam eden canli asilara; kizamik,
kizamkgik, kabakulak, sugicegi, oral polio, intranazal influenza, oral tifo ve verem

(Bacillus Calmette-Guerin (BCG)) drnek verilebilir (3-7).
2.2.2 inaktif Tam Hiicre Asilar

inaktif tam hiicre asilar, hastalik etkeni mikoorganizmanin in vitro kiltir
kosullarinda gogaltiimasini takiben isi veya radyasyon gibi fiziksel etkenler veya
formaldehit gibi kimyasallarla inaktive edilmesi yoluyla tretilmektedir. inaktivasyonla
birlikte mikroorganizma ¢ogalma ve hastalik olusturma kabiliyetini tamamen

kaybetmektedir (5, 6).

inaktif asilar 6li mikroorganizmadan dretildikleri icin insan viicudunda
¢ogalamaz ve bireyde enfeksiyona neden olamazlar. Boylece hastalik etkeniyle iligkili
yan etki veya komplikasyona neden olmayip, hamileler ve immiin siiprese bireylerde
givenli bir bicimde kullanilabilirler. inaktif tam hiicre asilar canli ateniie asilardan
farkli  olarak; dogal enfeksiyonu taklit etmezler. insan viicudunda

¢ogalamadiklarindan immin sistemin maruz kaldigi antijen ve PAMP dizeyleri
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uygulanan asi dozu ile sinirlanmis durumdadir. Bu nedenle koruyucu immiin yanit
daha fazla sayida tekrarli asi uygulamasi ile elde edilmekte ve biyik 6lglide humoral
mekanizmalar ile saglanmaktadir (5-7). Gunimizde klinik kullanimi devam eden
inaktif tam hiicre asilara; polio, hepatit A, kuduz, bogmaca ve tifo 6rnek verilebilir (3-

7).
2.2.3 Protein Bazli Fraksiyonel Asilar

Mikroorganizmanin canli atenlie veya inaktive bicimde tamamini igeren
asilardan farkli olarak fraksiyonel asilarda immiin sistemin, koruyuculukla dogrudan
iliskili nétralizan antikor yanitlarini en giigli bicimde uyarabilen antijenik yapilar, asi
Urind terkibine girmektedir (5, 6, 9). Belirli antijenik yapilara odaklaniimasi sayesinde
hem Th hem de B lenfosit klonal yanitlari hedeflenen antijene karsi daha spesifik bir
bicimde indiklenebilir. Bu durum, Th farklilasmasinda ve germinal merkez
reaksiyonlarindaki Tfh, B hiicre ve dendritik hiicreler arasindaki g¢apraz
konusmalarinda daha az sayidaki antijenik determinanta odaklanilmasini saglar. Bu
sayede hiicreler arasi; antijen, ko-stimUlasyon ve sitokin sinyallerinin; daha etkin ve

korunumlu, daha az yarismal bir temelde aktarilmasi saglanir (5, 9, 33).

Mikroorganizmanin, dogal immun sistemi uyarirken reaktojeniteye neden
olabilen PAMP yapilarinin saflastirma suregleriyle uzaklastirilmasi sayesinde asiyla
iliskili yan etki riski azalmaktadir (5, 6, 9) (10). Ornegin, ilk defa 1940' Ii yillarda klinik
kullanima sunulan inaktif tam hiicre bogmaca asisi, enjeksiyon bolgesinde agri ve ates
gibi dustk riskli yan etkileri sebebiyle 1970' li yillara gelindiginde genis kitleler
tarafindan reddedilmeye baslamistir. Alternatif bir formuilasyon olmamasi sebebiyle,
asilama oranlarinda disis ve enfeksiyon olgularinda artis gozlemlenmistir. Bu durum
Bordetella pertussis bakterisinin gesitli ylizey yapilarini ve toksoidinin formiile edildigi
protein bazli fraksiyonel yeni bir asi Grlintintin gelistirilmesiyle ¢dzliime ulastiriimistir

(5).

GUnUmuzde asl arastirma gelistirme faaliyetlerinde yenilikgi teknolojiler

biylk ¢cogunlukla bahsedilen spesifik antijenik yapilar Gzerinden kurgulanmaktadir.
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S6z konusu fraksiyonel asilar daha glivenilir kabul edilseler de PAMP yapilarindan
yoksun olmalari sebebiyle asinin potansiyel etkinligi azalabilmektedir (5, 6, 9) (10)
(11) (Sekil 2.4). Bu nedenle, yeterli immuinojenisiteyi saglamak icin asi terkibine
adjuvanlar eklenmekte ve bazi asilar igin belirli periyotlarda hatirlatma (rapel)

dozlarinin uygulanmasini gerektirmektedir (3) .

]
?: "= | Canli Ateniie Agi
> - ~ - Cogalabilir.
’/ 4 LR

Hastalik Etkeni

' \ ¥ y ' g o,/
Inaktive Tam Hiicre Alt Birim Asi Saflagtinimig Alt Birim Asi Adjuvanh Asi
- Organizmanin tamami - Koruyucu immin yanittan - Azalan immunojenisiteyi
- Cogalamaz. yerine antijenik ézellikteki sorumlu antijenlerin ileri glvenilir bir bigcimde, optimal
pargalanni igerir. dizey saflastinimasi veya dizeyde gelistirmek igin ag
rekombinant dretimiyle formilasyonuna dahil
elde edilir. edilirler.

Sekil 2.4. Ustiinliikleri ve sakincalari ydniinden asi tiirleri (Di Pasquale A. ve ark., 2015'
ten (11) uyarlandi).

Alt Birim Agilar

Protein bazli fraksiyonel asilardan alt birim asi antijenleri mikroorganizmanin
kiltire edilmesi veya rekombinant DNA teknolojisi gibi yontemlerle Uretilir.
Sonrasinda saflastirilmis halde asi triinii olarak formile edilir (6). Uriiniin antijen

kompozisyonunun belirlenmesinde;

e Mikroorganizmanin yasam dongusi ve virulansi ile dogrudan iliskili ylzey
proteinlerinin kesfi,

¢ Invivo modellerle nétralizayonun ana hedefi olan proteinlerin belirlenmesi,
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e Konvelesan dondrlerden elde edilen B lenfosit klonlarindan vyiksek

notralizasyon aktivitesi elde edilen antijenik yapilarin tespiti,
gibi yontemlerden glinimuizde siklikla yararlanilmaktadir (6, 10, 40).

Glinimuzde, split influenza (influenza ile enfekte yumurta sistemlerinde
uretilip saflagtirilan) ve aselliler bogmaca asilari gibi antijenlerin kiltiire edilen
mikroorganizmadan saflastirilarak Uretildigi sistemlerden, rekombinant DNA
teknolojisi ile Uretime gecis artmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinde, sadece
antijeni kodlayan genetik materyalin farkli konakgi ekspresyon sistemlerine
(cogunlukla Saccharomyces cerevisiae) aktarilmasi yoluyla yiksek saflikta, daha hizli
ve dlisiik maliyetli bir bicimde liretim yapilabilmektedir (3). Bu metotla ayni zamanda,
viral kapsid yapilari da dogal sekline benzer formda uretilebilmektedir. Bu sekilde
Uretilen kapsid yapilari virlis benzeri parcaciklar (viral-like particles [VLPs]) olarak
isimlendirilmektedir (3, 6, 40). Antijenik determinantlarin VLP formunda uretilmesi
sayesinde hem dogal immun sistemin partikiile formdaki antijene ilgisi artmakta hem
de antijenik yapi dogal formuna daha yiksek oranda benzerlik gésterebilmektedir (6,
48). Gunumuizde klinik kullanimi devam eden rekombinant asilara; hepatit B,
meningokok serogrup B, influenza ve VLPs yapisindaki asilara hepatit B, HPV (human

papilloma virus) 6rnek olarak verilebilir (3-7).
Toksoid Asilar

Diger asi turlerinden farkli olarak toksoid asilarda, bakterilerin yapisal
antijenlerinden ziyade salgiladigi toksik Urlinler antijen olarak hedeflenmektedir.
Uretimlerinde, kiiltiire edilen bakterilerden salgilanan bu proteinler, inaktif asilara
benzer sireglerle inaktive edilmektedir. Bu sayede toksik etkileri giderilirken,
immunojenisiteleri korunabilmektedir. Elde edilen koruyucu immin yanit ise
bakterinin kendisine karsi degil toksinlerine karsi gelismektedir (4, 7). Toksoid asilarla
indiklenen antikor yanitlarinin muhtemel bir enfeksiyonun erken dénemlerinde
etkin olmasi énemlidir. Kazanilan immiin yanitlar dogadan (Clostridium tetani) ve

enfekte bireyler arasi (Corynebacterium diphtheriae) bulas riskini azaltmamaktadir.
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Bu nedenle, etkin bir koruyuculugun idamesi igin toksoid asilarda hayat boyu tekrarli
hatirlatma dozlari gerekmektedir. Toksoid asi antijenleri ylksek diizeyde
immunojenite gosterdikleri icin indikledikleri yardimci T lenfosit yanitlarindan
konjuge polisakkarit asilarin gelistiriimesinde de faydalaniimaktadir. Ginimizde
klinik kullanimi devam eden toksoid asilara; tetanoz, difteri ve aselliler bogmaca

ornek verilebilir (6).

Polisakkarid Asilar

Bazi patojenik bakterilerin dis ylzeyleri, kompleks polisakkaritlerden olusan
kapsuller bir yapiyla kaplanmis haldedir. Polisakkarid kapsuller yapi bu bakterilerin,
en 6nemli virulans faktorlerinden biri olarak enfeksiyonun patogenezini dogrudan
etkilemekte ve antijenik Ozellik gostermektedir. Bu yapisal 6zellikleri gosteren
bakteriler spesifik polisakkaritlerinden faydalanilarak serotiplere ayrilabilmekte ve

polisakkaritleri asi antijeni olarak kullanilabilmektedir (40, 49).

Polisakkarid antijenlerin Gretimi, ilgili bakterilerin kiltlr edilmesini takiben
kapsiler polisakkaritlerin saflastiriimasiyla yapilmaktadir (6). Saf polisakkaritlerin
dogrudan antijen olarak kullanildigI asilarda antikor yanitlari temelde, Th bagimsiz
olarak B lenfositlerin ekstrafolikiler reaksiyonlariyla gelismektedir (6, 7). Bu sebeple,
saf polisakkarit asilarda koruyuculugun daha az ve kisa olmasinin yani sira asinin
tekrarlayan dozlarinda etkinligi dismekte ve 6zellikle imminolojik gelisimini hentiiz
tamamlayamamis 2 yastan kicik cocuklarda koruyuculuk saglanmamaktadir (3, 6, 7).
Gunumizde klinik kullanimi devam eden saf polisakkarit asilara; pnémokok,

meningokok ve tifo 6rnek verilebilir (3-7).

Konjuge polisakkarit asilar, bakteriyel polisakkarit yapilarinin tetanoz veya
difteri toksoidlerinden tilirevlendirilmis proteinlerine konjugasyonuyla elde edilirler.
Protein yapidaki toksoidlere karsi gelismis Tfh vyanitlari, germinal merkez
reaksiyonlarini destekleyerek; yiiksek afiniteli ve izotip degisimi gergeklesmis, uzun

sureli antikor ve hafiza B lenfosit yanitlarinin elde edilmesini saglar (2, 6, 7, 33).
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Gunlmiuzde klinik kullanimi devam eden konjuge polisakkarit asilara; pnémokok,

meningokok ve Haemophilus influenzae tip b 6rnek verilebilir (3-7).
2.3. Asi Adjuvanlan

Adjuvanlar, bazi asilarin igeriginde bulunan, asilanan kiside daha giiglii ve uzun
siren bir bagisikhk yanitinin olusmasina yardimci olan, fakat kendi baslarina

immuinojen olmayan bilesenlerdir (12, 13).

GUnumuzde gelistirilen ¢ogu asi hastalik etkenin tamamindan ziyade kuguk
bilesenlerini icermektedir. S6z konusu fraksiyonel asilar daha glvenilir kabul edilseler
de immdunojenisiteleri diguktlir. Bu nedenle, fraksiyonel asilarda yeterli diizeyde

yanitin elde edilmesinde adjuvanlarin kullanimi gerekli olabilmektedir (12, 13).

Adjuvanlar sayesinde;

e Antijene karsi gelisen antikor yanitlari artirilabilir.

e Primer imminizasyon sonrasindaki rapel (tekrar) dozlarinin azaltilmasi
saglanabilir.

e immiinsiiprese hastalardaki yanit iyilestirilebilir.

e immiin yanitin siiresi uzatilabilir.

e Hiicresel immun yanitlar iyilestirilebilir.

e Uriindeki antijen miktarinin azaltilmasi saglanabilir (12).

Depo etkisi cogu adjuvanda gorilebilen bir etki mekanizmasidir. Adjuvanlar,
yuzeylerine adsorbe edilen veya enkapsiilasyonla yiklendikleri antijenleri enjeksiyon
bélgesinde kontrolli bir bicimde salabilmektedir. Bu sayede, hem antijenin biyolojik
sivilarda degredasyonu engellenmekte hem de T ve B lenfosit yanitlarinin gelisimini
surekli antijen salimiyla desteklenmektedir. Ayni zamanda, antijen-adjuvan
etkilesimleri ile olusan dispers formdaki yapi antijenin, ASH'lerce internalizasyonunu

kolaylastirmakta ve antijen sunumunu artirmaktadir (23, 24).

Adjuvanlar, dogrudan (PAMPs) veya dolayli yoldan (DAMPs) Urettikleri tehlike

sinyalleri sayesinde enjeksiyon bdlgesine l6kosit infiltrasyonunu artirarak lokal
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inflamatuar mikrogevrenin olusmasini saglarlar (14-18). Sitokin Uretiminin ve lenf
noduna matir ASH goglinlin artmasiyla birlikte edinsel immin yanitin gelisimini

desteklerler (12, 19-22).

Yakin gegmiste gelistirilen yeni asi Urlnleri ile birlikte ginimizde, etkene
karsi hedeflenen immiin yanitlarin sekillendirilmesinde ¢ok farkli mekanizmalarla etki
eden, cesitli adjuvanlardan faydalanilmaktadir (Tablo 2.3) (10, 11, 23, 24). Adjuvan
aktivitesi guglendikge, enjeksiyon bolgesinde lokal kizariklik ve siskinlik; sistemik
olarak ates, titreme ve agri gibi yan etkiler artabilmektedir (13). Bu nedenle asi
formilasyonuna dahil edilecek adjuvanin segiminde, ihtiya¢ duyulan aktivite ile

guvenirlilik dengesinin kurulmasi 6nemlidir (23).

Artan diinya nufusu ile birlikte, adjuvanlarin istenilen bagisiklama igin yeterli
antijen dozunu ve rapel sayilarini azaltabilir olmasi strdurdlebilir asi politikalarinin
devamliligi icin 6énemli bir konu haline gelmistir. imminoloji alanindaki bilimsel
gelismelerle birlikte adjuvanlarin etki mekanizmalari hakkindaki bilgi diizeyi de
artmaktadir. Daha etkin yeni adjuvanlarin gelistiriimesi Gizerine galismalar yogun bir
sekilde devam etmekle birlikte ¢ok azi glivenirlik yoninden uygun standartlari

saglayabilmektedir (24).
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Tablo 2.3. Bulunduklari asi Griinlerine gére adjuvan érnekleri.

ADJUVANLAR

Aliminyum Hidroksit

BULUNDUGU ASILAR
Hepatit A

Hepatit B

Aliminyum Fosfat

Difteri - Tetanoz- Aseliiler Bogmaca
karma

Konjuge Pnémokok

Potasyum Aliiminyum Silfat

Hemofilus influenza tip B
Hepatit B

insan papilloma viriis (HPV)

Virozom Hepatit A
influenza
MF59 influenza
AS03 influenza
AF03 influenza
MPL-Aliminyum Hidroksit HPV
MPL-Aliminyum Fosfat (AS04) Hepatit B
RC529 Hepatit B

MF59, AF03 skualen; AS03, skualen ve DL-a-tokoferol bazli amiilsyon adjuvanlar. MPL ve RC529 TLR-4

agonisti adjuvanlar.

2.3.1 Aliiminyum Adjuvanlar

Aliminyum tuzlari, 1930’ lu yillardan gliniimiize asilarda en yaygin kullanilan

adjuvanlardir (13, 23). Doksan yili agkin gtivenirlik profilleri, nispesten basit stireglerle

asl formulasyonlarina dahil edilebilmeleri ve disik maliyetleri sayesinde yeni asi

gelistirme ¢alismalarinda ilk tercih edilen adjuvanlar olmaktadirlar (11-13, 23-25).

Asilarda kullanilan aliminyum tuzlari;

aliminyum hidroksit (AIO(OH), AH),
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aliminyum fosfat (Al(OH)x(PO4)y, AP), alliiminyum siilfat [KAI(SO4),-12H,0, AS) veya

bu tuzlarin kombine edilmis halleridir (26).

Antijenin aliminyum tuzu kristallerine adsorpsiyonu adjuvan-antijen
arasindaki elektrostatik etkilesimle meydana gelmektedir. Elektrostatik etkilesim,
antijenin izo-elektirik noktasina uygun karsit yukteki aliminyum tuzunun segimi ile
optimize edilebilmektedir (12). Asilarda doz basi aliiminyum limitleri DSO igin 1.25

mg, FDA igin 0.85 mg aliiminyum seklindedir (50).

Aliminyum tuzlari sulu ortamda nanometre boyutunda kristaller halindedir.
Ancak bu kristaller zayif agregatlar olusturmaya meyillidir. Bu oOzellikleriyle
aliminyum tuzlari; antijen adsorbsiyonu igin oldukga genis bir ylizey alani saglarken,
olusturdugu zayif agregatlarla da antijenin ASH’ler tarafindan daha enerji korunumlu

bir bicimde internalize edilmesini mimkun kilabilmektedir (12, 24, 25).

Aliminyum adjuvanlarda, dogal immiin sistem Uzerindeki DAMP aktivitesine
iliskin mekanizmalar (izerinde fikir birligi henliz olusmamistir (12). Muhtemel etki
mekanizmalari Sekil 2.5' te paylasilmistir (51). Aliminyum kristalleri hiicre zari
lipitlerinde kiimelesmeye neden olur. Bu siiregte, 6zglin olmayan bir bicimde agrege
olan ITAM motifli reseptorlerle tetiklenen sinyal iletimleri, siklooksijenaz-2
aracihgiyla, proinflamatuar bir lipit mediyator olan prostoglandin E2 sentezinine yol
acar. Bu membran bozucu 6zellikleriyle aliminyum kristalleri, sitopatik etkileriyle
hicre digi Urik asit konsantrasyonunu artirarak monosodyum drat kristallerinin
olusumunu saglar. Olusan monosodyum Urat kristalleri de benzer sekilde lipit

kiimelesmesini ve sitopatik etkileri desteklemeye devam eder (51).

Hem aliminyum hem de monosodyum drat kristallerinin endositoz yoluyla
hiicre igine alinmasinin ardindan, ge¢ endolizozom membraninin perfore olmasiyla;
katepsin B gibi hiicre icin zararli proteazlar, serbest oksijen ve nitrik oksit turevleri
sitozole karigabilir. Olusan tehlike sinyalleri Nod benzeri PRR ailesinden NLRP3' {in
aktiflesmesi ve inflamazom kompleksini olusturmasini saglayabilir. inflamazom

kompleksinin olusmasiyla aktiflesen kaspaz-1, inaktif formdaki IL-1f ve IL-18
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sitokinlerinin aktiflestirerek gugli proinflamatuvar sitokin sinyallerin olusmasini
saglar. NLRP3 inflamazomu, literatirde en sik ¢alisilan aliminyum adjuvan etki
mekanizmasi olma 6zelligini tasimaktadir (12, 25, 51). Aliminyum tuzlarinin diger

PPRs aracih etkilerine iligkin literatir bilgisi oldukga kisithdir.

Aliminyum adjuvanlar, ylzey ozellikleri sayesinde kompleman sistemin tim
yolaklarini aktive edebilirler. En fazla kompleman sistemin alternatif yolagini
tetikleyerek proinflamatuvar kompleman proteinlerinin olusumunu saglarlar.
Kompleman driinleri ayni zamanda B lenfosit aktivasyonuna dogrudan destek
olabilmektedir. Ayni zamanda, kompleman sistemin alternatif yolaginin son Grini
olan membran atak kompleksinin, makrofaj hiicre mebranini perfore etmesiyle aciga
¢ikan  tehlike sinyalleri, NLRP3 inflamazomu olusumunu desteklemeyi

surdirebilmektedir (25).
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Sekil 2.5. Aliminyum adjuvanlar i¢in 6nerilen etki mekanizmalari (Fierens K. ve ark.,
2012' den (51) uyarlandi).

Aliminyum kristalleri sitopatik etkileriyle gift zincirli konakgi DNA' sinin hiicre

disina ¢ikmasina neden olur. Henuz iliskili reseptér ve sinyal yolaklari

aydinlatilamamis olsa da bu mekanizmaya 6zgu olarak aktive olan IRF3 gibi
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transkripsyon faktorleriyle proinflamatuvar genlerin ifadesinin uyarilabilecegi

gosterilmistir (51, 52).

Aliiminyum Hidroksit

AH, AIO(OH) kimyasal yapisina sahip olup kristal formunda bir adjuvandir.
Kristal yapisi 500m?/g yiizey alanina ¢ikabildiginden ¢ok iyi bir adsorbandir. Kristal
partikillerin yapisi U¢ boyutlu (yaklagik 5 x 2 x 200 nm boutlarinda) fiberlerden
olusmaktadir (25). Kristal fiber yapisinin yizeyi ¢ogunlukla hidroksil gruplarindan
olusmaktadir. Hidroksil gruplari proton (H*) alarak pozitif, proton vererek negatif
yuklenebilir ve bu sayede ortamin pH’ sina gore farkli ylizey yikine sahip olabilir. pH
7.4’ te (fizyolojik pH) pozitif ylzey ylkine sahiptir. Ortamda bulunmasi durumunda
fosfat iyonu, hidroksil gruplariyla ligand degisimi yapmakta ve kimyasal yapi AP
tuzuna dogru doénusmektedir. Bu Ozelligi sayesinde AH, fosfat gruplu hepatit B

antijenini ylksek oranlarda ylizeyine baglayabilmektedir (12, 25, 50).

Aliiminyum Fosfat

Aliminyum fosfat (aliminyum hidroksi fosfat [Al(OH)x(PO4)y]) amorf kristal
yapi gosteren bir adjuvandir. Bu nedenle, Uretim sekli ve ortam kosullarina gére
kimyasal formili degisiklik gosterebilmektedir. Amorf yapi kristal yuzeyindeki
hidroksil gruplarinin fosfat gruplariyla yer degistirebilmesinden kaynaklanmaktadir.
Bu amorf yapi sayesinde genis ylzey alanina ve dolayisiyla yiksek adsorpsiyon
kapasitesine sahiptir (12, 25). Hidroksil gruplarinin yogunluguna gore izo-elektirik
noktasi pH 4.4 ile 5.5 arasinda degisebilmektedir. Fizyolojik pH’ da negatif ylizey
yukine sahiptir (12, 25, 50).

Aliiminyum Siilfat

Diger aliminyum tuzlarindan farkli olarak AS yuzeyine antijenler dogrudan
degil, kristallerin in-situ prespitasyonu ile adsorbe edilmektedir. Adsorpsiyon
surecinin daha karmasik ve maliyetli olmasi nedeniyle AS, adjuvan olarak nispeten

daha az tercih edilmektedir (25). Aliminyum siilfat fizyolojik pH' da notr 6zellik
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gostermesiyle de diger aliiminyum tuzlarindan ayrilmaktadir. Bu nedenle antijenin
fizikokimyasal ozelliklerine 6zgli olarak bazi asilarin (6rnegin, VLP tipindeki HPV

asisinda) terkibine girebilmektedir (53).
2.3.2 Emiilsiyon Adjuvanlar

Emdlsiyon tipindeki adjuvanlarin ilk ve en bilinen 6rnegi Freud (yag icinde su
[su/yag] formundaki) adjuvanidir. Tamamlanmis (Mycobacterium tuberculosis igeren
[500 mg/mL]) ve tamamlanmamis (Mycobacterium tuberculosis icermeyen) iki tura
vardir. Son derece etkili bir adjuvan olmasina karsin siddetli yan etkileri nedeniyle
ginimizde sadece deneysel amaglarla kullanilmakta, asi Urlinlerinde vyer

almamaktadir.

Freud adjuvanina alternatif olarak yag/su formundaki emdlsiyon adjuvanlar
gelistirilmistir. Daha dusuk viskozite degerlerine sahip olduklarindan enjeksiyon
esnasinda uygulama kolaylhigi saglarlar. Bu gruptaki onayli asilarin bilesenine giren

adjuvanlar; MF59, ASO3 ve AF03’ tir (12).

Yag/su formundaki adjuvanlardan onayh bir asi Grina terkibine ilk gireni
MF59’ dur. MF59, yag fazinda skualen icermektedir. 1997 yilindan gliniimuize Avrupa’
da, 2016 yilindan ginimiize ABD’ de yalnizca geriatrik populasyonda kullanilan
influenza asisinda bulunmaktadir (12, 13). MF59’ In etkinligi 6zellikle pandemik
influenza asisi ¢alismalarinda anlasilmistir. H5N1 kus gribi asisi (avian influenza)
¢alismalar sirasinda, asilanmasi hedeflenen kalabalik ve immiinolojik agidan naif
popllasyonda istenilen imminitenin saglanmasi igin gerekli Olgeklerde antijen
uretimi endustriyel olarak saglanamamistir. MF59 sayesinde, H5N1 kus gribi

asilamasinda gerekli olan 90 pg antijen dozu, 7.5 pg doza indirilebilmigtir (12).

AS03; skualen ve DL-a-tokoferol (vitamin E) igeren bir yag/su emulsiyonudur.
MF59’ a benzer sekilde, Avrupa’ da ayni donemde pandemik influenza asisinda
(Prepandrix”) kullanilmistir. ASO3 adjuvan aktivitesi ile gerekli antijen miktari 3.75 ug

doza inmistir (12, 54).
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AF03; benzer sekilde pandemik influenza asisi galismalarinda gelistirilmis bir
emilsiyon adjuvandir. Grubun diger Uyelerine benzer bir sekilde, skualen bazh olsa
da Uretim metodunun bir isiyla kendiliginden indiiklenen emsifikasyon sireci

olmasiyla farklilik gostermektedir (12).

Yag/su emiilsiyonlari antijenlerin ASH’ler tarafindan alimini ve lenf nodlarinda
sunulan antijen miktarini artirmaktadir (12). MF59 ile yapilan ¢alismalarda, adjuvanin
uygulandigi kas dokusunda TNF-q, IL-1B dlzeylerini artirdigi bulunmustur. Bu sayede,
dokudaki ASH’lerin aktivasyonunu ve kandaki ASH’lerin dokuya goglnlin arttig
gozlemlenmistir (12, 23). ASO3 ile yapilan baska bir ¢alismada ise, MF59’ un
aktivitesine ek olarak, DL-a-tokoferoliin IL-6 sekresyonunu artirici etkisi oldugu

gosterilmistir (12).

2.3.3 Toll Benzeri Reseptor Agonisti Adjuvanlar

3-0O-desasil-4’— monofosforil lipid A (MPL), LPS' in kimyasal yollarla detoksifiye
edilmis tlrevidir. TLR4 agonisti aktivitesi nedeniyle adjuvan sistemlerine dabhil
edilmektedir (12). MPL, enjeksiyon sonrasinda bulundugu adjuvan sisteminden LPS-
baglayici protein yardimiyla doku sivisina salinir. Ardindan gesitli mekanizmalar
yardimiyla TLR4-MD2 kompleksine baglanir. Aktiflesen reseptdr uyardigi sinyal
yolaklariyla, IL-12 ve tip | interferonlar gibi proinflamatuvar sitokinlerin Gretimini
artirmaktadir. Bu sayede MPL, Th1 aracili immun yaniti artirabilmektedir (12, 24).
AS04, MPL ve AH adjuvan sisteminden olusmaktadir. AS04, sistemi HPV (bu Uriin

glinimuzde piyasadan gekilmistir) ve hepatit B asilarinda kullanilmistir (12, 24).

Sitozin fosfoguanin (CpG) bakteriyel ve viral genetik materyali taklit ederek
dogal immiin sistem hiicrelerince ifade edilen TLR9” u uyarabilen sentetik bir DNA
formudur. CpG; tek zincirli, 6 baz uzunlugunda, deoksi-nikleotid yapisindaki,
metillenmemis sitozin fosfo guanin motifini ifade etmektedir. CpG motifi bakteri
DNA’ sinda gorulme sikhgr memeli DNA’ sina gore yirmi kat fazladir. Diger adjuvanlara
gore nispeten daha yeni gelistirilmis, potent bir adjuvandir (12, 13, 24). CpG 1018
icerigindeki patojen DNA’ si motifleri, PAMP sinyalleriyle dogal bagisikhk hiicrelerini
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uyarmaktadir. CpG motifleri; dogal 6ldirict hicrelerin, plazmasitoid dendritik
hicrelerin ve B lenfositlerin hiicre igi vezikillerde lokalize TLR9’ u etkinlestirmektedir.
CpG, TLR9 araciligiyla B lenfosit aktivasyonunu tetiklemekte; IL-1, IL-6, IL-18, TNF-a
gibi proinflamatuar sitokinlerin Gretimini artirmaktadir. Bu sayede, Th1 araciliimmin
yanitlari destekleyebilmektedir (12, 24). CpG 1018 adjuvanli rekombinant hepatit B
asisi, subkttan yoldan kullanilmaktadir (12, 13, 24).

2.3.3 Lipozom Adjuvanlar

Lipozomlar lipit ¢ift katmanli, vezikiler yapidaki dispers asi veya ilag tasiyici
sistemlerdir. Vezikiler yapilari sayesinde lipozom partikilleri, yiksek miktarlarda
antijeni enkapsile edebilmektedir. Bu sayede ASH'ler tarafindan internalize edilen
antijen miktari artmakta, antijen sunumunun iyilestirilmesi ile Thl ve Tc yanitlari

giclendirilebilmektedir (12, 24).

Saponinler, karbonhidrat modifikasyonlari nedeniyle amfifilik 6zellik kazanmis
streroidal (triterpenik) molekillerdir (24). Saponin bazli adjuvanlarin, dogrudan PRRs
aracihgiyla degil, aliminyum adjuvanlara benzer bigimde, c¢esitli hasar
mekanizmalariyla etki gosterdigi dustndlmektedir (9, 12). QS-21, Quil-A
saponinlerinin (Quillaja saponaria’ dan ekstrakte edilen saponin fraksyonu) izole
edilmis bir bilesenidir. Tek basina QS-21, veteriner asilardan kullanilan Quil-A” dan
daha az reaktojenite gostermesine karsin klinik kullanim igin hala yiiksek toksisite ve
kimyasal instabilite gostermektedir. QS-21" in kolesterol igeren lipozomal
formilasyonlari ise daha stabil ve daha az reaktojen oldugundan insanda
kullanilabilmektedir (12). Bu dogrultuda gelistirilen ASO1, (MPL ve QS-21 igeren bir

lipozom formiilasyonu) rekombinant zoster asininda kullaniimaktadir (13).
Virozomlar

Virozomlar, membraninda viral proteinleri (genellikle influenza virils
proteinleri) iceren, rekonstitiisyon ile lipozom formunda yeniden olusturulan viral
zarf yapilanidir. Uretimleri esnasinda viral genetik materyal uzaklastinldigindan

¢ogalamazlar (12, 24). IRIV (imminopotent rekonstitlie influenza virozomu,
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immunopotentiating reconstituted influenza virosome) en yaygin kullanilan virozom

adjuvan sistemlerinden biridir. Influenza ve hepatit A asilarinda kullaniimaktadir (12).
2.4. Folat ve Folat Reseptorleri

Folat (folik asit, vitamin B9) ve aktif metabolitleri 5-metil tetrahidrofolat (5m-
THF), dihidrofolat (DHF), tetrahidrofolat (THF); tek karbon reaksiyonlarinda, nikleik
asit sentezinde, epigenetik diizenlemelerde gorev alan esansiyel bir vitamindir (36).
Tek karbon metabolizmasi olarak da adlandirilan folat donglisi hiicrede, temelde;
nikleotid biyosentezi, amino asit dongitileri, S-adenosilmetiyonin tretimi gibi nemli

biyokimyasal yolaklara destek vermektedir (55).

Folatlarin hiicre igine alimi; indirgenmis folat tasiyicisi (reduced folate carrier,
RFC), proton bagiml folat kanali (proton coupled folate transporter, PCFT) ve folat
reseptorler (FOLRs) araciligiyla gergeklesebilmektedir. FOLRs diger folat
tastyicilarindan farkli olarak serum folatlarini reseptor aracili endositozla hiicre igine
alabilmektedir. Bu sayede; gorintileme ajani, ilag, florokrom ve nanopartikillere
yapilan folat konjugatlarini; olusturduklari yapilarin biyukliginden bagimsiz olarak
internalize edebilmektedir. Boylece, folat konjugatlariyla hiicrelerdeki FOLR

fonksiyonlari dogrudan degerlendirilebilmektedir (56).

Aktivasyonlarini takiben makrofajlarin FOLR aracili folat alimi hicrelerin
metabolik faaliyetlerindeki artisa bagh olarak artmaktadir (35, 36). Makrofajarda
aktivasyona bagh bu metabolik degisim benzer sekilde romatizma hastalarinda da
gosterilmistir (36, 56). Aktive makrofajlardaki artan folat ihtiyacinin 6nemli biyolojik
beliteclerinden biri FOLR-B (FOLR?2) alt tipidir (35-39). insanda, giiniimiize kadar -a, -
B, -y ve =6 olmak lizere 4 farkli FOLR alt tipi kesfedilmistir. Bu alt tiplerden FOLR-a’nin
(FOLR1) bazi organlardin (6rnegini bobrek) luminal yizeyindeki endotelyal
hiicrelerince ve bu hiicrelerden kdken alan kanser tiplerinde, FOLR-B’ nin monositler,
makrofajlar, notrofiller ve hematopoetik oncil hiicrelerce; FOLRR-8'nin (FOLR4)
regllator T hicrelerce eksperese edildigi bilinmektedir. FOLR-y’ nin (FOLR3) ise

hematopoez esnasinda hicre disina salgilanan bir protein oldugu distnilmektedir.
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Bu ozellikleri nedeniyle FOLR ifade dizeylerinin, proliferasyonla (malignite) veya

hiicresel aktivasyonla iligkili oldugu dustnilmektedir (35, 38, 56, 57).

Folat, inflamatuar dokulara infiltre olan FOLR2 pozitif makrofajlarin
hedeflenmesinde siklikla kullaniimaktadir (38, 39, 56). FOLR2 ifadesi; insan timor,
iskelet kasi dokularina ve romatizmal eklem sinoviumlarina infiltre olan makrofaj
hiicrelerinde de gosterilmistir (35, 56). FOLR2 ifadesinin regiilasyonunun incelendigi
¢alismalarda, monosit ve makrofaj farklilasmasinin ana dizenleyicilerinden PU.1.
transkripsyon faktorinin varhgi, Folr2 geninin proksimal dizenleyici bélgelerinde
gosterilmistir.  Bunun yani sira, MAF transkripsyon faktoriinin de dolayl
mekanizmalarla Folr2 gen ifadesini diizenleyebildigi distiniilmektedir (35, 58). Diger
taraftan inflamatuvar mikrogevrede, FOLR2 diizeylerinin makrofajlarlarin fonksiyonel

davraniglariyla iliskisi henliz aydinlatilamamistir (56).

Adjuvanh asilarin i.m. uygulamalarinda makrofajlar adjuvan igerigi ile en
yiiksek diizeyde etkilesim icerisindeki immiin hiicre grubudur. iskelet kasinda
Ozellikle adjuvanlarla indiklenen infalamasyonun idamesinde, lokal olarak ve
bélgesel lenfnodlarinda etkili proinflamatuvar sitokinlerin tretiminde, inflamasyon
bolgesine go¢ eden efektdr fazdaki T lenfositlere antijen sunumunda makrofajlarin
merkezi bir roli vardir. Gunimizde, akut ve kronik inflamasyonda makrofaj
fonksiyonlarinda folatlarin ve FOLR2' nin rolG Uzerine galismalar her gegen giin
artmaktayken asi immunobiyolojisi asisindan 6nemini degerlendirmeye ydnelik

yaklagimlar heniiz raporlanmamistir.
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3. GEREG ve YONTEM
3.1. Galismada Kullanilan Malzemeler

RPMI 1640 (Biological Industries, israil), folat icermeyen RPMI 1640 (Thermo
Fisher Scientific, ABD), penisilin (10.000 U/mL)/streptomisin (10 mg/mL) ¢ozeltisi
(Biological Industries, israil), L-glutamin, fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS),
10x Tripsin (%0.5) — EDTA (%0.2) (Biological Industries, israil), fosfat tamponlu salin
¢Ozeltisi (phosphate buffered saline, PBS) (Advansta, ABD), tripan mavisi, etanol,
izopropil alkol, dimetil stlfoksit (DMSO) (Thermo Fisher, ABD), aliminyum hidroksit
adjuvanli tetanoz difteri agi tGriini (Tetadif 0.5 ml IM, Tiirk ilag ve Serum Sanayi A.S),
LPS (Sigma Aldrich, ABD), 96 kuyucuklu plaka, 12 kuyucuklu plaka, 6 kuycuklu plaka
(Nest, Cin); T25 ve T75 flask, serolojik pipetler (5, 10, 25 mL, Orange Scientific,
Belcika), santrifuj tupleri (50, 15, 1.5, 0.2 mL, Sarstedt, Almanya), 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid, sodyum dodesil siilfat (SDS) (JT Baker, ABD), N,N-
dimetilformamid (DMF), Japonya); FACS flow™, Cell wash™ (BD Biosciences, ABD);
propidyum iyodir  (Sigma-Aldrich, ABD), lumogallion (TCI Chemicals
dietilpirokarbonat, formaldehit, triton X-100, , 4',6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI), Anti-fare FOLR2 tavsan poliklonal primer antikoru (Thermo
Fisher, ABD), Anti-tavsan Alexafluor-555 isaretli sekonder antikor, sigir serum
albimin (bovine serum albumine, BSA) (Sigma-Aldrich, ABD), preperat kapatma
¢ozeltisi (Abcam, ingiltere) immersiyon yagi (Sigma-Aldrich, ABD), (DEPC; Sigma
Aldrich, ABD), total RNA izolasyon kiti (Omega Bio-tek, ABD), 2-merkaptoetanol, DNaz
enzimi (DNase |), Dream Taq tampon ¢0Ozeltisi, Taq polimeraz enzimi, 25 mM dNTP
¢ozeltisi, 100 baz cifti (bg) DNA belirteci (Geneall, Gliney Kore), oligo(dT) primerler,
cDNA sentez kiti (New England Biolabs, Kanada), SsoAdvanced TM Universal SYBR®
Green Supermix c¢ozeltisi (BioRad, ABD; ylkleme boyasi 5x (BioRad, ABD),
etilendiamintetraasetik (EDTA), agaroz (Lonza, Isvicre), etidyum bromiir, karboksi-
diklorodihidrofloresan diasetat (H2DCFDA), 4,5-diaminofloresan Diasetat (DAF2DA),
(BioLegend), Balb-C serum (Odin Bioscience, ABD ), PE-Texas red-A isaretli lateks
fagositoz boncuklari (Sigma-Aldrich, ABD).



Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan antikorlar.

Hedef Protein

Klon

Florokrom

Uretici Firma
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Konsantrasyon

FOLR2 10/FR2 APC Sony 1:100
F4/80 BM8 FITC Biolegend 1:100
CD11b M1/70 APC-Cy7 Sony 1:100
CD206 C068C2 PE-Cy7 Sony 1:100
I-Ad (MHC-II) 39-10-8 Alexa Fluor Biolegend 1:100
647
CD40 HM40-3 FITC BD 1:100
Biosciences
CD80 16-10A1 PE-Cy7 Biolegend 1:100
CD86 GL-1 PE Biolegend 1:100
CD69 104526 APC-Cy7 Biolegend 1:100
CD62L 104412 APC Biolegend 1:100

3.2. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Tam RPMI besiyeri: L-glutamin (1 mM) iceren RPMI 1640 besiyeri son

konsantrasyonu %20 olacak sekilde isiyla inaktive edilmis (56’ C, 20 dakika) FBS ve son
konsantrasyonu %1 olacak sekilde penisilin/streptomisin eklenerek tam RPMI

besiyeri hazirlanir. Besiyeri 2-8 C' de saklanir ve raf dmri 4 haftadir.

Folat icermeyen tam RPMI besiyeri: Tam RPMI besiyeri ile ayni sekilde

hazirlanir.

PBS ¢ozeltisi (1x): Tek kullanimlik toz formunda temin edilen ve 150 mM
sodyum klorir ile 10 mM sodyum fosfat iceren karisim, 500 mL distile suda (dH,0)
coziilerek, 7.2 pH degerinde 1x PBS ¢ozeltisi elde edilir. Cozelti otoklavlanarak sterilize

edilir. 2-8 C sicaklikta 2 yil saklanabilir.

Tripan Mavisi: Tripan mavisi tozunun, 1x PBS ile %4' lik (g/mL) ¢6zeltisi

hazirlanir. Oda sicakhiginda 1 yil saklanabilir.

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT): Toz MTT,
1xPBS ile 5 mg/mL konsantrasyonda ¢6zullr. Taze hazirlanir. Kullanilana kadar 2-8 C

sicaklikta, 1siktan korunarak saklanabilir.
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SDS/DMF ¢ozeltisi: 25 mL DMF, 25 mL distile su ile karistirigir. 10 gr SDS
¢cOzeltiye yavasca eklenerek cozlinir. Hidroklorik asit ve sodyum hidroksit ile pH

4,7’ye ayarlanir. Oda sicakhginda saklanabilir.

Propidyum iyodiir (P1): Toz propidium iyodiir, distile su ile 5 mg/mL (2,5 mM)

konsantrasyonda ¢ozulir. 2-8 C sicaklikta, 1siktan korunarak 6 ay saklanabilir.

Lumogallion: Toz Iumogallion, 1xPBS ile 0.2 mg/mL (0.58 mM)

konsantrasyonda ¢ozulir. -20°C sicakhkta, 1siktan korunarak saklanir.

Karboksi-diklorodihidrofloresan  Diasetat (H2DCFDA): Liyofilize toz
H2DCFDA, DMSO ile 100 mM konsantrasyonda ¢ozilir. -80°C sicaklikta, 1siktan

korunarak saklanir.

4,5-diaminofloresan Diasetat (DAF2DA): Liyofilize toz DAF2DA, DMSO ile 0.5

mM konsantrasyonda ¢oziliir. -80 C sicaklikta, 1siktan korunarak saklanir.

Tris Borat EDTA (TBE) Tampon Cozeltisi: 800 mM konsantrasyonunda Tris,
900 mM konsantrasyonunda borat ve 25 mM konsantrasyonunda EDTA
bilesenlerinden olusan ¢ozelti dncelikle 10x konsantrasyonda hazirlanir. Kullanilacagi

zaman distile su ile 1x konsantrasyona seyreltilir. Cozelti oda sicakliginda saklanir.

Sigir serum albumini %1 (BSA): Liyofilize toz BSA, distile su ile %1 (g/mL)

konsantrasyonda ¢ozulir. 2-8 C sicaklkta, 1siktan korunarak 6 ay saklanabilir.
3.3. Hiicre Kultiiri

3.3.1 J774.A1 Fare Monosit/Makrofaj Hiicre Hattinin Coziilmesi,

Pasajlanmasi ve Dondurulmasi
Hiicrelerin GCoziilmesi

Erken pasaj sayisindaki J774.A1 fare (disi Balb-c kdkenli) monosit/makrofaj
hiicre hatti (Prof. Dr. Vedat Bulut, Gazi Universitesi, Tiirkiye, tarafindan hediye edilen)

kriyojenik tlplerde sivi azot tankinda (-196'C sicaklikta) saklanir. C6zme isleminde,
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azot tankindan alinan kriyojenik tiip 37 C’deki su banyosunda ¢6zindirilmesi
saglanir. Erimeyi takiben ¢6ziinmus halde toksisite gésteren dondurma ajani DMSO'
nun ortamdan hizlica uzaklastiriimasi gerekmektedir. Kriyojenik tip steril bir bicimde
onceden ultraviyole ve %70' lik etanolle dekontamine edilen laminer akim kabinine
alinir. Hicreler 50 mL' lik tlp igerisindeki 37 C’deki tam RPMI besiyerine aktarilir.
1800 rpm' de 5 dakika santrifljlenerek yikanir. Laminer kabinde slpernatant
uzaklastinilarak htiicre peleti 10 mL tam RPMI besiyerinde stispande edilir. Hlcreler T-

25 kiltur kabina aktarilarak inklibatore (37° C, %5 CO,) yerlestirilir.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Mikroskop (inverted) ile hiicrelerin kilttr kabindaki yogunluklarinin yaklasik
%80' ne ulastiginin gdzlemlenmesiyle yari aderan 6zellikteki J774.A1 hiicreleri hiicre
kaziyici (cell scraper) yardimiyla kiltir kabi yizeyinden kaldirilir. 10 mL' lik serolojik
pipetle slispande edilen hiicreler 1:10 oraninda taze tam RPMI ile 10 mL' ye
seyreltilerek pasaji tamamlanir. Toplanan 9:10' luk kisim deney kurulumunda, 6lgek

blyltmede ve hiicre dondurma islemlerinde kullanilabilir veya atilir.

Hiicrelerin Dondurulmasi

Hicrenin agilisini takiben ilk pasajdaki artan kisim T-75 kaltur kaplarina alinir
ve ortam hacmi taze tam RPMI ile 20 mL' ye gikartilir. Hiicre yogunlugunun yaklasik
%80 olarak godzlemlenmesiyle hicreler kaldirilarak siispande hale getirilir (Bkz.
Pasajlama). Hicrelerin  sayiminin  (Bkz. 3.3.2) ardindan, 1-5x10° hicre/mL
konsantrasyonda %10 DMSO, %40 FBS, %50 tam besiyeriiceren dondurma ortaminda
homojen bir bicimde dagitilir. DMSQO' lu ortama alinir alinmaz hizh bir sekilde 1-1.8
mL hacimlerde kriyojenik tliplere alinir. Sonrasinda tipler igerisinde izopropil alkol
olan dondurma kabina (Mr. Frosty, Thermo Fisher, ABD) -80°C sicaklikta en az 24 saat
bekletilerek yavas donmasi saglanir. Sonrasinda kriyojenik tipler, hiicrelerin uzun

sure saklanabilecegi sivi azot tankina aktarilir.
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37

Pasaj sonrasinda elde edilen homojen tek hiicre siispansyonundan 10 pL

ornek alinarak 10 plL tripan mavisi ¢oOzeltisi ile kanstirihr. Karisim Fuchs-Rosental

(Hausser Scientific, ABD) kamarasi lizerine kapatilan lamel arasina kilcallik etkisi ile

yayilir. Fuchs-Rosental kamarasinin her bir sayim bdélgesi 1x1 mm alana sahip 16 esit

kareden meydana gelmekte ve lam lamel arasi ylikseklik 0.1 mm olmaktadir (Sekil

3.1) (59). Fuchs-Rosental kamarasiyla lamel arasinda her bir es kare ile sinirlanan alan

0.1 pL' lik hacime tekabul etmektedir. Mikroskopta 10x blyitmede tripan mauvisi ile

boyanan 6lu hicreler dislanarak sayim yapildiginda her bir 1 mm? alanindaki es

karede sayilan canh hicre sayisi boyanmis 6rnegin 0.1 plL' si basina hiicre

konsantrasyonuna tekabil etmektedir (Formdl 3.1). Hiicre sayiminda givenilir bir

sonuc elde edilmesi icin boyama islemi 6ncesi seyreltmeler, her bir es karede 50-100

hiicre dagilacak sekilde ayarlanmalidir.
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Sekil 3.1. Fuchs-Rosental kamarasinin sematik goriiniimii (Neuendorf J.,

2020' ten (59) uyarlandi).

Alan=1mmx 1 mm =1 mm’ (3.1.)
Hacim =1 mmzx 0,1 mm=0,1 mm3

Hiicre sayis1 x 10"
Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/mL) = x Diliisyon faktorii

(Saymm alani/ Imm )
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3.4. In vitro Analizler i¢in Deney Tasariminin Olusturulmasi
3.4.1 MTT Hiicre Canhilik Analizi

Hlcre pasaji sonrasi toplanan J774.A1 hiicreleri, kuyu basina 50 plL taze tam
RPMI besiyeri icerisinde 7x103 hiicre (Bkz. 3.3.1) dusecek sekilde duz alth 96
kuyucuklu plakalara ekildi. Hiicrelerin adezyonu igin 16 saat beklenilmesinin ardindan
uzerlerine 50 pL tam RPMI besiyeri igerisinde aliminyum hidroksit adjuvanli tetanoz
difteri asisi (Td) Grind uygulandi. Hucreler bu sekilde; 0, 3, 6, 12, 24 x103 Td
seyreltmelerine (as! kisa triin bilgisinde verilen maksimum AI** miktari Gizerinden; 0,
7.5, 15, 30, 60 pg/mL konsantrasyonlarda) 24, 48, 72 saat maruz birakilmistir.
inkiibasyonlarin ardindan kuyulara 25 uL, 5 mg/mL MTT ¢6zeltisi eklenerek 4 saat 37
° C’ de bekletildi. Sonrasinda, kuyulara 80 uL SDS/DMF ¢ozeltisi eklenir. Devaminda
16 saat, 37 ° C’' deki inkiibasyonun ardindan kuyularda olusan renkli ¢ozeltinin
absorbansi SDS/DMF koér okumasina karsi, 570 nm dalga boyunda, mikroplaka
spektrofotometresinde (Spectra Max Molecular Devices, ABD) olgilir. Her bir kosul
icin dortlu teknik replikadan elde edilen kontrole (0 pug/mL Td) gére OD (optical
density, optik yogunluk) yizde degisim degerleri Formil 3.2' de belirtildigi gibi

hesaplanir.

Canli hiicre miktari % = Td uygulanmis kuyu OD / kontrol OD ortalamasi x 100
(3.2.)

3.4.2 Propidyum iyodiir Hiicre Canlilik Analizi

Toksisiteyle gelisen apototik ve ndkrotik slreglerde bozulan membran
biatinliglh nedeniyle propidyum iyodir (PI) hiicre icine girerek DNA' ya
baglanabilmekte bdylece Pl sinyali alinmayan hicreler Gzerinden canhlik dogrudan
Olculebilmektedir. Canhginin korundugu Td konsantrasyonlarinin MTT analizi ile
tespitinin ardindan deneyler yaklasik 1.8 uM folat igeren standart tam RPMI besiyeri
(yuksek folath ortam) ve folat icermeyen tam RPMI besiyeri (diislik folatl ortam; 0.3

nM folat iceren) (60) olmak (zere iki farkli ortamda kurulmustur. Hicreler, 12
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kuyucuklu plaklara, 0.9 mL hacimde standart veya folat icermeyen tam RPMI besiyeri
icerisinde 2x10° hiicre yogunlugunda ekilmistir. Hiicrelerin dustik veya yiiksek folat
ortamlarinda ekiminin ve 16 saatlik adezyon sirelerinin ardindan, MTT analiziyle
tespit edilen toksik olmayan maksimum Td konsantrasyonu olan 15 pg/mL (6 x1073
seyreltmesi) ve 5 pug/mL (2 x103 seyreltmesi) son konsantrasyonunda iki farkli Td
uygulamasi ya tek basina ya da LPS (250 ng/mL son konsantrasyonunda, aksi
belirtiimedigi stirece) ile birlikte yapilmistir (Tablo 3.2). Tim, Td konsantrasyonlari ile
LPS kombinasyonlari standart veya folat icermeyen tam RPMI besiyeri igerisinde,
belirtilen son konsantrasyonlarina uygun miktarda (10x konsantrasyonda) 100 uL
hacimde kuyulara uygulanmis eliptik karistirma yontemiyle kuyu igerisinde uygulanan

icerigin homojen dagilimi saglanmistir.

Tablo 3.2. /n vitro analizler igin deney tasarimi.

Kontrol 5ug/mLTd 15 pg/mLTd Kontrol 5 pg/mLTd 15 ug/mL Td
0.3nM /1.8 uM Folat 0.3nM /1.8 uM Folat
LPS Uygulanmamig (Uyarilmamisg) LPS Uygulanmig (Uyariimig)

Tablo 3.2' de tarif edilen formilasyon kombinasyonlarinin uygulanmasini
takiben hiicreler 48 saat inkiibe edililir. inkiibasyonun ardindan, dncelikle siispande
haldeki hiicre fraksiyonu toplananip kuyularda kalan FBS igerigi tripsinizasyon éncesi
1xPBS ile yikamasi ile uzaklastirilir. Sonrasinda kuyu ylzeyini kaplayacak miktarda 10x
Tripsin—EDTA eklenir ve plakalar 3 dakika 37°C’ de inklbe edilir. Serbestlesen aderan
hiicre fraksiyonu 1xPBS ile yikanarak o6ncesinde toplanan slispande fraksiyonla
birlestirilir ve hlcreler 1xPBS ile 1800 rpm' de 5 dakika santrifiijlenerek yikanir.
Stpernatan dokilerek hicre pelleti 100 pL Cell wash™ standardize 1xPBS urini
icerisinde dagitilmasiyla tek hiicre siispansyonu halinde akim sitometrisi érnekleri

hazir hale getirilir.

Orneklerin, 1 pL PI (5 mg/mL) ¢oézeltisi eklenerek 5 dakika oda sicakhiginda
karanlikta inkiibe edilmesiyle boyama islemi yapilir. Sonrasinda érneklerin 1800 rom’

de 5 dakika santrifiijlenmesiyle serbest Pl yikanarak uzaklastirihr. Pellet Cell wash™
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ile dagitilarak tek hiicre slispansyonu haline getirilir ve akim sitometrisi cihaziyla

(FACSCanto Il, BD, ABD) analiz gergeklestirilir.

Akim sitometrisi drneklerinin analizi, tercih edilen kapilama stratejisinde (Bkz.
Sekil 3.2) hicrelerin boyutsal (Forward Scatter, FSC) ve graniler (Side Scatter, SSC)
ayrimlarini takiben Pl ile boyanmamis en az 10° canh hicrenin cihaz tarafindan
okunmasiyla yapilir. Deney sonucunda veri dosyalari .fcs (Flow Cytometry Standard)
dosya formatina getirilip FlowJo yazilmi (Tree Star, ABD) kullanilarak veri analizi

gerceklestirilir.

Pl
—l

_ po

FSC-A

Sekil 3.2. Akim sitometrisi analizleri icin kapilama stratejisi.

3.4.3. Hiicrelerin Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesi

Hicrelerin distk ve yiksek folat icerikli ortamda, 16 saat adezyon siiresini
takiben Tablo 3.2’de belirtilen formiilasyonlarla 48 saat inkiibasyonunun ardindan PI
boyamasiyla canli olarak tespit edilen (3.4.1' de tarif edildigi gibi) hiicrelerde
granilaritedeki degisimin incelenmesi, SSC-A (Side Scatter-Area) degerlerinin ortanca
Isima yogunlugunun (OFY, median fluorescence intensity) FlowJo yazilimi kullanilarak

analizi edilmesi ile gergeklestirilir.

Akim sitometri ile granularitedeki degisimin kantitiye analizinin yani sira
hiicrelerin dogrudan, formilasyonlarla 48 saat inkiibe edildikleri 12 kuyucuklu
plakalardaki morfolojik 6zelliklerinin goriintiilemeleri ters 15tk mikroskobu (IMT-2,

Olympus, Japonya) ile 75x bliyitmede gerceklestirilmistir.



41

3.4.4. Aliminyum Adjuvanin Hiicresel Aliminin incelenmesi

Hicrelerin disiik ve yuksek folat igerikli ortamda, 16 saat adezyon suresini
takiben Tablo 3.2’de belirtilen formilasyonlarla 24 ve 48 saatlik inkiibasyonun
ardindan hicreler tarafindan internalize edilen AP* dlzeyleri lumogallion
boyamasiyla incelenmistir. Hiicreler tripsinizasyon (Bkz. 3.4.2) islemiyle toplanip 20
UM lumogallion iceren 1 mL tam RPMI besiyeri ortaminda tekrar 12 kuyucuklu
plakalara ekilir ve 37 C’ de 4 saat inkibe edilir. Lumogallion ile boyanan hiicrelerin
toplanip 1x PBS ile 2 sefer 1800 rpm' de 5 dakika santrifiijlenerek yikanmasiyla
serbest lumogallion ortamdan uzaklastirilir. Hiicre pelleti Cell wash™ ile stispande
edilerek baslk 3.4.2 altinda anlatilan FSC ve SSC kapilama stratejisi uygulanmasiyla
akim sitometrisi analizi gerceklestirilir. Analiz sonrasi tiplere 100 pL 6érnek hacmi igin
30 pL tripan mavisi ¢ozeltisi eklenerek hiicre ylizeyinden alinan floresan sinyalinin
sondurilmesi islemi (quenching) yapilmis ve lumogallion floresan sinyalinin hiicre
icinden kaynaklandigi dogrulanmistir. FlowJo yazilimi kullanilarak yiizde lumogallion

pozitifligi ve lumogallion OFY degerleri hesaplanmistir.

3.5. Monosit/Makrofaj Hicrelerinin Aktivasyon ve Matiirasyonunun

incelenmesi
3.5.1. immiinfenotipleme

Hicrelerin disiik ve yuksek folat igerikli ortamda, 16 saat adezyon suresini
takiben Tablo 3.2’de belirtilen formulasyonlarla 48 saat inkiibasyonun ardindan baslik
3.4.2 altinda tarif edildigi gibi 100 pL Cell wash™ icerisinde tek hiicre stispansiyonlari
hazirlanir. immiinfenotipleme icin hiicrelerin yiizey belirtegleri Tablo 3.1' de
listelenen florokrom isaretli antikor Grlinleri ile 1:100 dilisyonda 25 dakika oda
sicakliginda karanlikta boyanir. inkiibasyonun 20. dakikasinda ise 5 dakikalik PI
boyamasinin inkiibasyonu baslatilir. inkiibasyonun ardindan baglanmayan antikorlar
ve Pl igerigi 1800 rpm' de 5 dakika santrifijlenerek uzaklastirilir. Hiicre pelleti Cell

wash™ ile tekrar stispande edilerek akim sitometrisi analizi en az 103 canli hiicre
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Uzerinden gergeklestirilir (Bkz. 3.4.2). FlowlJo yazihmi kullanilarak ilgili ylzey

belirteglerinin ifade dlzeyleri icin OFY degerleri hesaplanir.
3.5.2. immiinofloresan

Yuksek folat igerikli ortamda, 16 saat adezyon siiresinin ardindan hiicrelere 1
ug/mL konsantrasyonda LPS uygulamasi yapilmistir. 24 saat inkilbasyonun ardindan
baslik 3.4.2 altinda tarif edildigi gibi Cell wash™ icerisinde tek hiicre stispansiyonlari
hazirlanir. Kontrol ve LPS kosulu icin hiicre sayimi (Bkz. 3.3.1) yapilarak 3.5 x10°
hiicreye karsilik gelen hacim alinip Cell wash™ ile 1 mL' ye tamamlanir. Sonrasinda
tim hacim lam Uzerine kurutma kagidiyla yerlestirilen sitospin (cytospin) aparatinin
kuyularina alinir ve sitospin cihazinda (Hettich Universal 320, Almanya) ornekler
santrifijlenir. Sonrasinda sipernatan uzaklastirilmasinin ardindan spin aparati
¢ikartilarak kalan sivinin kurutulmasi igin 6rnekler 150xg de 1 dakika santrifiijlenir ve

16 saat oda sicakliginda kurumaya birakilir.

Kurutma isleminin ardindan sitospinle hiicrelerin lamele yapistigi alanda
boyama islemleri gergeklestirilir. Alanin ylzeyi %4'lik formaldehitle kaplanip 15
dakika boyunca fikse edilir. Fiksasyonun ardindan formaldehit uzaklastirilir ve 1xPBS
ile 3 defa 5 dakikalik inkiibasyonlarla yikama yapilir. Sonrasinda 1xPBS igerisindeki
%0.1'lik Triton X-100 ¢o6zeltisiyle 10 dakika permabilizasyon yapilir. Devaminda 1xPBS
ile 3 defa 5 dakikalik inkiibasyonlarla yikama islemi tekrarlanir. Sonrasinda %1'lik BSA
¢Ozeltisi ile 1 saat boyunca bloklama yapilir ve inkiibasyonun ardindan 1xPBS ile 3
defa 5 dakikalik inkiibasyonlarla yikama islemi tekrarlanir. Tavsan kdkenli FOLR2
primer antikoru %1'lik BSA ile 1:200 seyreltilerek 6rneklere uygulanir ve 1 saat
inkGibasyona birakilir. Primer antikorla inkiibasyonun ardindan 1xPBS ile 3 defa 5
dakikalik inkiibasyonlarla yikama isleminin tekrarlanmasini takiben %1'lik BSA
icerisinde hazirlanan 1:200 seyreltmedeki Alexafluor-555 isaretli Anti-tavsan
sekonder antikoru ve 1:300 seyreltmedeki hiicre ¢ekirdek boyasi DAPI karigimi
orneklere uygulanarak 1 saat inklibasyona birakilir. Son defa 1xPBS ile 3 defa 5
dakikalik inkiibasyonlarla yikama islemi tekrarlanmasinin ardindan &rneklerin

bulundugu alana kapatma sollisyonu (mounting media) damlatilarak 0,17 mm
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kalinhgindaki lamel ile kapatilir. Preparatin kurumasini dnlemek igin lamelin etrafi oje

ile mihirlenir. Hazirlanan preparatlar +4 C’'de en az 2 ay saklanabilmektedir.

Floresan mikroskobisi gorintilemeleri igin, immersiyon yagi damlatiimis
ornekler 100x objektifte epifloresan mikroskoba (Olympus BX51, Japonya)
yerlestirilir. Gorlntilemeler sogutmali 5,0 mega piksel CCD renkli kamera (DC5000i,
Euromex, Hollanda) ile alinir. Floresan gorintilerinin analizinde ImageJ yazilimi (NIH,

ABD) kullanilir.
3.5.2. Molekiiler Teknikler
RNA izolasyonu

Her bir kosul icin elde edilebilecek RNA miktarinin artirilmasi igin hiicreler, 6
kuyucuklu plaklara, 1.8 mL hacimde standart veya folat icermeyen tam RPMI besiyeri
icerisinde 6x10° hiicre yogunlugunda ekilmistir. Hiicrelerin dustik veya yiiksek folat
icerikli ortamda ekiminin ve 16 saatlik adezyon siirelerinin ardindan 200 pL hacimde
standart veya folatsiz tam RPMI besiyeri igerisinde Tablo 3.2' de agiklanan
formilasyonlar 10x konsantrasyonda uygulanarak ayni final konsantrasyonlar 2 mL

kaltlr ortamiigin de elde edilmistir (Bkz 3.4.2).

Molekiler ¢alismalarda DNA ve RNA kontaminasyonunun oénlenmesi igin
dietilpirokarbonat (DEPC) ve otoklav sterilizasyonu ile dekontamine edilmis pipet
uglari ve tipler kullanilir. Hicrelerden RNA izolasyonunun inkiibasyonlarin 24.
saatinde (Folr2 igin 24. saat de dahil; 6, 12 ve 48. saatler de c¢alisiimistir)
gerceklestirilmesine karar verilmistir. Literatlirde, J774 hiicrelerinde tliberkiloz basili
enfeksiyonunun incelendigi transkriptomik c¢alismalarinda, farklh ifadelenen gen
(differentially expressed genes) profillerinin enfeksiyonun 24. saatinde belirginlik
kazanmasi nedeniyle bu zaman noktasi tercih edilmistir (61). Formilasyonlarla 24
saat veya sadece standart tam RPMI' [ ortamda LPS uygulamasinin yapildigi kosul igin
6, 12, 24 ve 48 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler baslik 3.4.2 altinda anlatildig
gibi toplanir. Devaminda 6rnekler, 1x PBS ile ilki 5, ikincisi 10 dakika olmak lzere 2

sefer 1800 rpm' de santrifujlenerek yikanir. Yikamalarin ardindan kalan siipernatan
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tamamen uzaklastirilir. izolasyonun diger asamalarinda E.Z.N.A Total RNA Kit |

(Omega Biotek,ABD) kit protokolleri takip edilir.

Kit iceriginde bulunan TRK lizis tamponu %0.2 oraninda B- merkaptoetanol
eklenerek hazirlanir ve pellet halindeki érneklerin Gzerine 75 pL TRK lizis tamponu
eklenir. Tim hicrelerin pargalanmasi igin 6rneklere sert pipetleme ve 3 dakika
vorteks islemi uygulanir. Lizisi tamamlanan érneklerin izerine hacimleri kadar %70
lik etanol eklenir, 6érnekler pipetleme ile karistirilarak RNA izolasyon kolonlarina
yuklenir. Kolonlar 10.000xg' de 1 dakika santrifiijlenerek o6rneklerin kolona
yuklenmesi saglanir. Kolon ustiinde hacim kalmasi durumunda ilgili kolon igin
santrifij islemi tekrarlanir. ElGisyon islemine kadar kolon alt haznesine gecen sivi her
zaman atilir. Devaminda, kolonlar 250 uL RNA Wash Buffer | ile 10.000xg' de 1 dakika
santriflijlenerek yikanir. Sonrasinda, kolonlara 75 puL DNase | karisimi (73.5 uL DNase
| tamponu + 1.5 plL 20 Kunitz/uL DNase 1) eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkibe
edilir. DNase | enziminin ve enzim kataliziyle pargalanan DNA' nin kolonlardan
uzaklastiriimasi igin kolonlara 250 uL RNA Wash Buffer | yiiklenir ve 2 dakika inkibe
edilen kolonlar 10.000xg' de 1 dakika santrifiijlenerek yikanir. Sonrasinda kolonlara 2
sefer 500 uL RNA Wash Buffer Il ile 10.000xg' de 1 dakikalik santrifijlerle yikama
yapilir. Yiksek etanol igerigine sahip RNA Wash Buffer II' nin buharlastirma yoluyla
uzaklastirilmasi igin kolonlar herhangi bir yikleme yapilmadan maksimum g
degerinde agizlari agik bir bicimde 2 dakika santrifijlenir. Eliisyon igin kolonlar 6rnek
toplama tiiplerine (1.5 mL'lik) yerlestirilir. Kolona bagh haldeki saflastirilmis total RNA
ninizolasyonu igin kolonlara 30 L steril ultra saf su yiklenir ve 1 dakika inkiibasyonun
ardindan maksimum g degerinde 2 dakika santrifljlenerek elisyon islemi
gerceklestirilir. RNA molekillerinin kolondan ayrilmasiyla birlikte stabilitelerinin

azalmasi nedeniyle kalan asamalara buz Gizerinde devam edilir.

Orneklerden izole edilen total RNA' nin konsantrasyonu ve safligi UV
spektrofotometrede (NanoDrop ND-1000, ABD) 230 nm, 260 nm ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbans 6lglimleri ile kontrol edilir. RNA 6rneklerinin kalitesi; RNA

konsantrasyonunun 80 ng/uL' den fazla olmasi, A260/A280>2 ve A260/A230>1.7



45

saflik parametrelerini saglamasi agisindan degerlendirilmistir. Elde edilen RNA

ornekleri -80° C'de saklanir.
Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

izolasyonu yapilan RNA érneklerinin mRNA iceriginden komplementer DNA
(cDNA) sentezi ProtoScript Il First Strand cDNA Sentez Kiti (New England Biolabs,
ABD) kullanilarak buz UGzerinde DEPC ile muamele edilmis malzemeler ile
gerceklestirilmistir. Takip edilen kit protokolii 6zetle; 2 uL oligo d(T) primeri (50 uM),
480 ng RNA 6rnegi ve son hacim 8 uL olacak sekilde steril ultra saf su ile seyreltilerek
PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu) cihazinda (Thermal Cycler, Thermo Scientific, ABD)
65 C’'de 5 dakika tutularak oligo d(T) primerinin baglanmasi saglanir. Sonrasinda, RNA
orneklerine kitin sagladi 10 pL 2x reaksiyon tamponu ve 2 pyL 10x enzim karisimi (M-
MuLV Reverse Transkriptaz ve RNaz inhibitériini) eklenerek 42°C’de 60 dakika
Thermal Cycler’da inkiibe edilerek cDNA sentezlenir. Devaminda 80 C’'de 5 dakika
inkGibe edilerek enzim inaktivasyonu saglanir. Elde edilen cDNA &rnekleri, -20°C

sicaklikta saklanir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Gen ifadesinin incelenmesinde kullanilan primer giftleri dizilerine iligkin
bilgiler Tablo 3.3' te paylasiimistir. Tim primer ciftlerden en az bir tanesi, ilgili genin

ekzon-ekzon birlesme bdlgesine baglanmaktadir.
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Tablo 3.3. PZR analizlerinde kullanilan primerlere iliskin bilgiler.

Forward Primer Reverse Primer Uriin Genbank
Bazgifti No.
(5!_31) (5!_3’)
Actb CACTGTCGAGTCGCGT | TCATCCATGGCGAAC | 89 NM_007
CC TGGTG 393.5
Folr2 GTGGACCAGAGTTGG | GGGCACTTGTTAATG | 152 NM_001
CGTAA CCTGAG 303239.1
111b TGCCACCTTTTGACAG | AAGGTCCACGGGAA | 220 NM_008
TGATG AGACAC 361.4
118 CCGCCTCAAACCTTCC | TGTCTGATTCCAGGT | 149 NM_008
AAATC CTCCATTT 360.2
Tnf AGGCACTCCCCCAAAA | CCATTTGGGAACTTC | 157 NM_013
GATG TCATCCC 693.3
16 GGATACCACTCCCAAC | GAATTGCCATTGCAC | 111 NM_031
AGACC AACTCTTTTC 168.2
Ccl5 TATGGCTCGGACACCA | TTCCTTCGAGTGACA | 131 NM_013
CTCC AACACGAC 653.3

Gradyan PZR icin gerekli bilesenler Tablo 3.4 ve reaksiyon protokolii Tablo 3.5’

de Ozetlenmistir.

PZR reaksiyonu hazirliklarinin buz Uzerinde gergeklestirilir.

Oncelikle, steril ultra saf su, Taq tampon ¢ézeltisi, dNTPs (deoksiniikleotit trifosfat

karisimi), primerler, MgCl2 eklenerek reaksiyon ortami olusturulur. Daha sonra Taq

DNA polimeraz enzimi eklenerek karisim 200 pL’lik PZR tiiplerine esit bigimde (24 pL)

dagitilir. Ardindan, elde edilen cDNA 6rnekleri (1 pL) eklenir. Pozitif kontrol olarak

ilgili genleri ifade ettigi bilinen, laboratuvarin daha 6nceki ¢alismalarinda; fare

akciger, karaciger, lenf nodu, bdbrek, beyin, kemik iligi, kan, meme ve 4T1 timor

dokularindan izole edilen RNA’lardan birlestirilerek sentez edilen cDNA karisim Ornegi

tiplere eklenir. Hazirlanan PZR tiipleri Thermal Cycler’a yerlestirilir.
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Tablo 3.4. PZR reaksiyonu bilesenleri.

Bilesen Hacim (pL) Son Konsantrasyon
Taq Tampon cozeltisi (10x) 2,5 1x

dANTP mix (2 mM) 2,5 0,2 mM
MgCL:(25 mM) 2,5 2,5mM
Forward Primer 1 0,2 uM
Reverse Primer 1 0,2 uM

Taq DNA Polimeraz (5 U/uL) 0,25 0,05 U/uL
H:0 14,25

cDNA 1

Son Hacim 25

Optimizasyonu laboratuvarin daha 6nceki galismalarinda yapilmis olan Actb
(62.9 °C) ve Folr2 (62.1 °C) haric diger tim genler icin Tablo 3.5’te belirtilen gradyan
PZR programiyla reaksiyon gergeklestirilir. Gradyan PZR sonucunda Il1b, 1118, Tnf, 116

ve Ccl5 primerleri igin optimal baglanma sicakligl 62.9 °C olarak tespit edilmistir.

Tablo 3.5. Gradyan PZR protokolu.

IIk Denatiirasyon 95°C 30sn

Denatiirasyon 95°C 30 sn I
o

Baglanma 58-62.9 30sn §
@,

Uzama 72°C 20 sn

Son Uzama 72°C 5 dk

Agaroz Jel Elektroforezi

Reaksiyon sonrasinda PZR Urinleri agaroz jel elektroforezinde yiritilmustur.
Agaroz jel (%2'lik) 1x TBE tampon ¢Ozeltisi igerisinde hazirlanir. Karisimdaki jel
kristalleri mikrodalga firininda eritilerek TBE ¢ozeltisi iginde ¢dzindurulir, sicakligi
60°C’ ye dustiginde son konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde etidyum bromiir

eklenerek karistirilir. Elde edilen sivi jel karisimi kaliba dokulerek kuyular igin taraklar
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yerlestirilir. Jel katilasmasi igcin oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra taraklar
¢ikarilarak jel 1x TBE tampon ¢ozeltisi iginde ylritme tankina yerlestirilir. Her bir PZR
drdndnden 20 plL alinip ve 5 pl 5x yikleme boyasi ile karistirilir ve jel kuyusuna
yuklenir. 5 uL 100 bg DNA belirteci amplikon biyuklGginin kontroli igin ilk kuyuya
yuklenir. Ylriatme islemi (100 V, 75 dakika, oda sicakliginda) tamamlandiktan sonra

PZR Urlnleri gorintileme sisteminde UV 1sik altinda géruntilenir.

Gergek-Zamanlh PZR

Gen ifadesinin kantitatif analizi icin gercek-zamanli pzr (kantitatif pzr) teknigi
ile calisilmistir. Gergek-zamanli PZR reaksiyonu igin bilesenler Tablo 3.6' da

paylasiimistir.

Tablo 3.6. Gergek-zamanli PZR reaksiyon bilesenleri.

Bilesenler Hacim (pL) Final
Konsantrasyon

SYBR Green Supermiks 5 1X

cozeltisi (2x)

Forward Primer (5 uM) 1 0,5uM

Reverse primer (5 uM) 1 0,5uM

H:O 2

cDNA ornegi 1

Toplam Hacim 10

1,5 mL’ lik tlplerde SYBR green Stpermiks ¢ozeltisi (Biorad, ABD), steril ultra
saf su, forward ve reverse primerler reaksiyon karisimi hazirlanir. Karisim PZR
tlplerine (Biorad, ABD) esit hacimde (9 uL) dagitililir. Her bir kosul igin ikili teknik
tekrar olacak sekilde ilgili kosulun cDNA (11 ng) kuyulara eklenir. PZR tipleri gercek-
zamanli PZR cihazina (BIO-RAD Real Time PCR Detection System, ABD) yerlestirilir ve

Tablo 3.7’de verilen protokole gore reaksiyon gergeklestirilir.
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Tablo 3.7. Gergek-zamanlh PZR protokold.

Polimeraz aktivasyonu ve 95°C 3dk

DNA denatiirasyonu

Denatiirasyon 95°C 15sn 2

Baglanma 62.1/62.9 °C 30sn 9
>

Uzama 72°C 20 sn S

Melting-curve analizi 55-95 °C 5sn/adim

(0.5°C artis)

Gergek-zamanli PZR analizi sonrasinda elde edilen detekte edilebilir dongi
degerleri (cycle of threshold, Ct) ilgili calismada ayni kosullar igin elde edilen referans
gen Actb (B-aktin) Ct degerleri ile normalize edilerek ACt degerleri elde edilir.
Dusuk/ylksek folat igerikli ortamlardan hazirlanan o6rneklerin beraber galisildig
deneylerde referans 6rnek, dislk folath ortamin uyarilmamis kontrol kosulu kabul
edilirken; sadece vyiksek folath ortamlardan hazirlanan 6rneklerin galisildig
deneylerde referans 6rnek, yiksek folatli ortamin uyarilmamis kontrol kosulu kabul
edildigi normalizasyon islemleriyle -AACt degerleri hesaplanmistir. Kosullar arasi
rélatif transkript miktarlarindaki degisimin incelenebilmesi icin 222¢t degerleri
hesaplanarak analizler tamamlanmistir. Gergek-zamanl PZR veri analizi igin kullanilan

Formil 3.3"' deki hesaplamalar kullaniimistir.

2—AACt - 2—(ACt hedef 6rnek - ACt referans 6rnek) (32)

- 2-[(Ct hedef gen — Ct referans gen)hedef 6rnek— (Ct hedef gen — Ct referans gen)referans 6rnek]

3.5.1. Fonksiyonel Analizler
Fagositoz Analizi

Fagositoz inklibasyonu dncesinde PE-Texas red-A isaretli, satandardize, lateks
fagositoz boncuklarinin; Balb-c fare serumu ile, 5x seyreltmede, 37 °C' de 1 saatlik
inkGibasyonla opsonizasyon islemi gergeklestirilir. Fagositoz boncuklari PE-Texas red-
A isaretli olduklari igin daima i1siktan korunarak calisilir. Es zamanl olarak, Hiicrelerin

disuk ve yuksek folat igerikli ortamlarda 16 saat adezyon siresini takiben Tablo
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3.2’de belirtilen formilasyonlarla 48 saat inkiibasyonun ardindan baslik 3.4.2 altinda
tarif edildigi gibi 1xPBS igerisinde tek hiicre stispansiyonlari hazirlanir. Hiicre sayimi
(Bkz. 3.3.1) yapilarak 3 x10° hiicreye karsilik gelen hacimler 1.5 mL' lik tiplere alinarak
santrifijle ¢okturulir. Hicre pelleti 190 pL hacimde standart veya folat icermeyen
tam RPMI besiyeri ile tekrar siispande edilir. Sonrasinda tlplere 10 pL hacimde serum
icerisindeki opsonize fagositoz boncuklari eklenerek boncuklar igin 100x son
seyreltmesi saglanmis olunur. Sonrasinda 6rnekler 37 °C' de 4 saatlik inkiibasyonuna

kaldirilir.

Fagositoz inkiibasyonunun ardindan orneklerin 1x PBS ile 1800 rpm' de 5
dakika santrifljlenerek yikanmasiyla serbest PE-Texas red-A ortamdan uzaklastirilir.
Hiicre pelleti Cell wash™ ile tekrar stispande edilerek bashk 3.4.2 altinda anlatilan
FSC ve SSC kapilama stratejisi uygulanmasiyla akim sitometrisi (FACSAria Il, BD, ABD)
analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonrasi baslk 3.4.4 altinda anlatildig1 gibi hiicre
yuzeyinden alinan floresan sinyalinin sondurtlmesi islemi yapilmis ve PE-Texas red-A
floresan sinyalinin hicre iginden kaynaklandigi dogrulanmistir. FlowJo yazilimi
kullanilarak yiizde fagositoz boncugu (PE-Texas red-A) pozitifligi ve pozitif hiicreler
Uzerinden PE-Texas red-A OFY degerleri hesaplanmistir. Her bir formilasyon
kombinasyonu igin hicrelerdeki fagositoz kapasitesi ylzde degisiminin

hesaplanmasinda Formiul 3.4' ten yararlaniimistir.

%Aktivite Degisimi = [(OFY 1.8 uM Folat) / (OFY 0.3 nM Folat) x 100] - 100

(3.4.)

Akim sitometri analizinin yani sira fagasitoz aktivitesindeki degisim floresan
mikroskobisiyle de incelenmistir. Akim sitometrisi icin hazirlanan 6rneklerden 2x10°
hiicreye karsilik gelen hacim ayrilarak hacmi Cell wash™ ile 1 mL' ye tamamlanir.
Sonrasinda tiim hacim lam Uzerine kurutma kagidiyla yerlestirilen sitospin (cytospin)
aparatinin kuyularina alinir ve sitospin cihazinda (Hettich Universal 320, Almanya)
ornekler santrifijlenir. Sonrasinda sipernatan uzaklastirilmasinin ardindan spin

aparati cikartilarak kalan sivinin kurutulmasi igin 6rnekler 150xg de 1 dakika
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santrifijlenir ve 16 saat oda sicakliginda kurumaya birakilir. Sonrasindaki 6érneklere
1:300 oraninda DAPI eklenmis kapatma solisyonu damlatilarak 0,17 mm
kalinhgindaki lamel ile kapatilir. Preparatin kurumasini dnlemek igin lamelin etrafi oje
ile muhdrlenir. Hazirlanan preparatlar +4 C'de en az 2 ay saklanabilmektedir.
Floresan mikroskobisi goriintilemeleri igin, immersiyon yagi damlatiimis drnekler
100x objektifte epifloresan mikroskoba (Olympus BX51, Japonya) yerlestirilir.

Gorintiilemeler immiinofloreasan bagligi altinda tarif edildigi sekilde gerceklestirilir.
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Nitrik Oksit (NO) Analizi

Hicrelerin disik ve yuksek folat igerikli ortamlarda 16 saat adezyon suresini
takiben Tablo 3.2’de belirtilen formiilasyonlarla 3 saat inkiibasyonun ardindan baslik
3.4.2 altinda tarif edildigi gibi Cell wash™ icerisinde tek hiicre suispansiyonlari
hazirlanir. Hiicre sayimi (Bkz. 3.3.1) yapilarak 10° hiicreye karsilik gelen hacimler ROS
(reactive oxygen species) ve NO analizleriigin ayri ayri akim sitometrisi tiplerine alinip
hacimleri 100 pL' ye tamamlanir. Karanlik ortamda tiiplere 2 pl hacminde H2DCFDA
(ROS indikatorii) ¢ozeltisi veya 1 pl hacminde DAF2DA (NO indikatorl) ¢ozeltisi
eklenerek oda sicakliginda 25 dakika inkiibe edilir. inkiibasyonunun ardindan
orneklerin hizli bir sekilde Cell wash™ ile 1800 rpm' de 5 dakika santrifiijlenerek
yitkanmasiyla serbest H2DCFDA veya DAF2DA reaktifleri ortamdan uzaklastirilir.
Hicre pelleti Cell wash™ ile tekrar siispande edilerek analiz sirasi gelene kadar tupler
+4 °C' de saklanir. Bashk 3.4.2 altinda anlatilan FSC ve SSC kapilama stratejisi
uygulanmasiyla akim sitometrisi (FACSCanto Il, BD, ABD) analizi gerceklestirilir.
FlowJo yazilimi kullanilarak H2DCFDA ve DAF2DA OFY degerleri hesaplanmigstir. Her
bir formilasyon kombinasyonu igin hlicrelerdeki ROS ve NO igerigi ylizde degisiminin

hesaplanmasinda Formiul 3.3"' ten yararlaniimistir.

3.6. Calismada Kullanilan Cézeltiler

Deneylerden elde edilen sonuglar istatiksel analizi, Student’s paired veya
unpaired testleri, ANOVA, Mann-Whitney U testi veya Ki-kare testleri ile

gerceklestirilerek istatiksel farkliliklar gosterildi. P degerleri <0,05 veya <0,01
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oldugunda elde edilen sonuglar istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Grafiklerdeki

ortalama standart hata ile birlikte gosterildi.
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4. BULGULAR

Aliminyum adjuvanh asilara karsi gelisen makrofaj yanitlari ve bu yanitlarda
folatin rolinin arastiriimasi amaciyla; bu galismada, J774.A1 fare monosit/makrofaj
hiicreleri in vitro model olarak kullaniimistir. J774.A1 hicreleri; LPS'e hassas,
fagositoz kapasitesi (62), IL-6 ve diger makrofaj hiicre hatlarina kiyasla aktif IL-1
proinflamatuvar sitokin Uretminin yiksek olmasi (63) ve ¢esitli adjuvan
arastirmalarinda model antijen sunan hiicre olarak kullaniimasi (62, 64-66) gibi

Ozellikleri nedeniyle tercih edilmistir.

Makrofaj yanitlarinin arastiriimasinda model asi olarak aliiminyum hidroksit
adjuvanli eriskin tetanoz difteri asi Griini Tetadif (Td, Tirk ilag ve Serum Sanayi A.S)
kullanilmistir. Fraksiyonel, protein bazl bir agi tiiri olmasi, aliminyum adjuvan varligi
ve uzun yillardir antimikrobiyal koruyucu olarak asi terkibine giren tiyomersal (67)

icerigi nedeniyle kapsayici bir asi modeli olarak kabul edilmistir.
4.1. Aliminyum Adjuvanh Asinin Hiicre Canlihgina Etkisi

MTT analizi, hicre canhiliginin bir gdstergesi olan mitokondriyal aktivitenin
Olcilmesi  esasina  dayanmaktadir. Bu yontemle, toksik olmayan Td
konsantrasyonunun tespiti i¢in J774.A1 hiicreleri 24, 48 ve 72 saat boyunca artan
konsantrasyonlarda (0, 3 x103, 6 x103, 12 x10°3, 24x10°3 uygulama hacmi oranlarinda
bir baska ifadeyle, asi kisa triin bilgisinde verilen maksimum AI** miktari Gzerinden
sirasiyla; 0, 7.5, 15, 30, 60 ug/mL konsantrasyonlarinda) Td asisina maruz birakilarak
analiz gergeklestirilirmistir. Td uygulamasi yapilmayan kontrol kosulunda &lgtlen
aktivitenin %100 canliliga tekabdil ettigi kabul edilerek farkl konsantrasyonlardaki Td
uygulamalari igin normalize edilmis hicre canliligi sonuglari elde edilmistir. Canli
hicre miktarinin, 15 pg/mL konsantrasyonda 24, 48 ve 72 saat boyunca sirasiyla
%103.89+0.32, %85.97+3.88, %82.46 +2.3 dizeylerinde korundugu; 30 pg/mL
konsantrasyonda 48. saatte %76.90+4.11 dizeyine, 60 pug/mL konsantrasyonda 24.
saatte %18.77+0.1 dlizeyine distligl (p<0.01) ve inklibasyon siiresinin uzamasiyla bu

konsantrasyonlar igin canliigin daha da azaldigi tespit edilmistir. MTT analizi



54

sonucunda, canli hiicre miktarinin %80 Ustlinde gozlemlendigi 15 pg/mL'in yiksek
konsantrasyon Td kosulu olarak kabul edildi. Canl hiicre miktarinin %87' nin Ustiinde
korunmus olan (24 ve 48. saatler igin, p>0.05) 7.5 ug/mL konsantrasyonu temel
alinarak ise 5 pg/mL disiik Td kosulu olarak kabul edildi. ileri calismalara bu iki

konsantrasyonla devam edilmistir (Sekil 4.1.A).
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Sekil 4.1. Aliminyum adjuvanli asinin, hiicre canhhgina etkisinin incelenmesi. A)
J774.A1 hiicrelerinin, 1.8 uM folat iceren standart kiltiir ortaminda, farkh
konsantrasyonlardaki Td asisiyla inkiibasyonu sonrast MTT canlilik analizi
sonugclari (n>3). Her bir zaman noktasi (24, 48 ve 72 saat) icin kontrol
kosuluna goére normalizasyonla goreceli yiuzde canlilik hesaplanmistir.
Dusuk veya yiiksek folat iceren ortamda LPS (250 ng/mL) ile uyariimis ve
kontrol (uyarilmamis) J774.A1 hiicrelerinin Td asisiyla; 48 saat inkiibasyon
sonrasi, (B) propidyum iyodir (PI) canhlik analizi (n>5) ve (C) temsili nokta
sacilim grafikleri (1) ile gdsterilmistir (istatistiksel anlamhlik; p<0,05 igin '*",
p <0,01 igin "**'" sembolleriyle ifade edilmistir).

Makrofaj hiicrelerinin Td asisina karsi gelistirdikleri yanitlarda folatin etkisinin
arastiriimasi igin J774.A1 hiicrelerine; dusik ve yiksek folath ortamlarda (sirasiyla,
1.8 uM ve 0.3 nM seviyelerinde) tutuldu. LPS uyarimi varliginda veya yoklugunda 5 ve
15 pg/mL AP* konsantrasyonunda Td asisi 48 saat sliresince uygulanmistir.

Gelistirilen bu deney tasarimi igin hiicre canhligi analizi propidyum iyodir (PI)
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boyamasi ile gergeklestirilmistir. Yapilan Pl analizi sonucunda ylzde canhlik,
uyariimamis J774.A1 hiicrelerinde; 0.3 nM folat iceren ortamda 0 (kontrol), 5, 15
ug/mL AP* konsantrasyonunda Td asisi uygulamasi sonrasi sirasiyla 90.17+1.7,
90.6311.6, 91.27+2.5 ve 1.8 uM folat iceren ortamda 94.52+1.2, 93.60+1.6,
92.07+1.4; uyarilmis hicrelerde 0.3 nM folat iceren ortamda 89.87+1.7, 87.86+11.5,
85.45%3.1; ve 1.8 uM folat igeren ortamda 88.17+1.4, 89.20+.2.2, 83.14+3.9 olarak
bulunmustur (Sekil 4.1.B ve C). Bdylece J774.A1 canhhiginin Td uygulamasindan
onemli 6lglide etkilenmedigi ve folat seviyesinin artmasiyla daha yiksek seyrettigi
belirlendi. Ancak, uyarilmamis kontrol kosulu harig istatiksel olarak anlamli bir fark
yoktu. Kullanilan kosullarda canhligin, Td uygulamasindan ve folat seviyesinden
onemli olglide etkilenmedigi saptandi. Uyariimis makrofajlarda ve sadece yliksek
folat varliginda ve ylksek konsantrasyonda Td uygulamasi yapildiginda canhlik
uyariimamis kontrole gore istatiksel agidan anlamli 6lgide etkilenmistir. Diger
taraftan, in vitro deney modelinde yapilan MTT ve Pl analizleri sonucunda canliligin

biyik 6lcide (>%80) korunmus oldugu gorilmustar.
4.2. Monosit/Makrofaj Hiicrelerinde FOLR2 ifadesi

J774.A1 hiicre ylizeyinde FOLR2 ifadesi incelendiginde, hiicrelerde LPS (1
ug/mL) uyarimini takiben zamana bagh 0 (kontrol), 24 ve 48. saatlerdeki; yiizde
pozitiflikleri sirasiyla 5.72+0.94, 15.40+ 5.2, 39.01+11.4 olarak bulunmustur (Sekil
4.2.Ave C). Ayni sekilde ifade diizeyleri floresan yogunlugu olarak incelendiginde LPS
ile uyarimin stiresine bagh FOLR2 yiizey ifadesinde artis gortlmusgtir (Sekil 4.2.B ve

C).

FOLR2'nin endositik bir reseptér olmasinin yani sira endozomal reaksiyonlar
sonrasinda folatin serbestleserek sitozole gegcmesiyle reseptor stabil bir bigcimde
tekrar hicre yilzeyinde sergilenebilmektedir (geri donlisumli, recycling) (68). Bu
nedenle, hiicre ylizey boyamasi ile gergeklestirilen akim sitometri analizinin yani sira,
immunofloresan boyama ile makrofaj hicrelerindeki FOLR2 dizeylerinin
gorlntilemesi yapilmistir.  Endozomal lokalizasyonu nedeniyle FOLR2'nin

sitoplazmada homojen degil noktasal bir dagilim gosterdigi; LPS uyarimiyla birlikte
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hiicrelerdeki total FOLR2 dlzeyinin artigi, hiicre ve gekirdek boyutlarinin genisledigi
gbzlemlenmistir (Sekil 4.2.D). FOLR2 ifadesinin LPS uyarimiyla protein diizeyindeki
degisiminin gosterilmesinin ardindan Folr2 geninin transkript dizeyindeki géreceli
degisimleri incelenmistir. LPS (250 ng/mL) uyariminin 6, 12, 24 ve 48. saatlerinde 0.

saate (kontrol) gore belirgin bir degisim gozlemlenmezken, 48. saatte kismi bir artis

goralmastir (Sekil 4.2.E).
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Sekil 4.2./n vitro ortamda FOLR2 ekspresyon dizeylerinin arastirilmasi. J774.A1
hiucrelerinde, 1.8 uM folat iceren kiltir ortaminda LPS (1 pg/ml)
uyarimiyla; zamana bagl (A) hiicrelerin ylzde pozitifligi (n>3), (B) ifade
dizeyleri degisimi (n>3) ve (C) temsili histogram gosterimi; (D) 24 saat
inkiibasyon sonrasi intraselliiler immiinofloresan gériintiilemesi. (Olgek =
10 um). E) 1.8 uM folat igeren kiiltiir ortaminda LPS (250 ng/mL) uyarimiyla
gercek-zamanl PZR analizinde zamana bagh transkript dlzeylerinin rolatif
degisimi (n>2). Uyarim yapilmamis kosul normalizasyonda referans oérnek

kabul edilmistir.
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Sekil 4.2.(Devami) Dusuk veya yiiksek folat iceren ortamda LPS (250 ng/mL) ile
uyarilmis ve kontrol (uyarilmamig) J774.A1 hiicrelerinin Td asisiyla; 48 saat
inkibasyon sonrasi (F) hiicrelerin ylzde pozitifligi (n>3), (G) ifade duzeyleri
degisimi (n>3) ve (H) temsili histogram gosterimi; (1) 24 saat inklibasyon
sonrasl transkript diizeylerinin goreceli degisimi (n=2). Dlslik folat iceren
uyarim yapilmamis kosul normalizasyonda referans 6rnek kabul edilmistir
(istatistiksel anlamhlik; p<0,05 icin "'*", p<0,01 icin "**'" sembolleriyle ifade
edilmigtir).

Makrofaj hiicrelerinin FOLR2 diizeylerinde ortamdaki folat seviyesinin ve Td
uygulamasinin etkisi incelendiginde ise, 48 saatlik inkiibasyon sirecinin ardindan
FOLR2 ylzde pozitiflikleri, 0.3 nM folat iceren ortamda 0 (kontrol), 5, 15 pg/mL AlI3*
konsantrasyonunda Td asisi uygulamasi sonrasi sirasiyla 40.37+1.6, 52.87+17.6,
50.60£3.3 ve 1.8 uM folat iceren ortamda 23.2545.1, 36.47+5.4, 46.0715.9; uyariimig
(250 ng/mL) hicrelerde 0.3 nM folat iceren ortamda 54.13%7.8, 53.20%5.7,
51.17£1.5; ve 1.8 uM folat igeren ortamda 65.4716., 59.13+5.1., 51.37+8.1 olarak
bulunmustur (Sekil 4.2.F ve H). J774.A1 hiicrelerinde FOLR2 ylizde pozitifligi folat
seviyesinin artmasiyla disiuk seyrederken (kontrol kosulu igin p<0.05), yiksek
konsantrasyonda Td uygulamasinda aradaki bu fark azalmaktadir. LPS uyarimiyla

makrofajlardaki FOLR2 yiizde pozitifligi artmaktadir. Folat seviyesinin yukseltilmesiyle

LPS' in FOLR2 pozitifligini destekledigi ve diusik konsantrasyon Td ile birlikte bu
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durumun korundugu gézlemlenmistir. Yiksek konsantrasyon Td varliginda ise folat
seviyesinde yapilan degisiklik uyarilmig makrofajlarin FOLR2 pozitifligi Gzerinde etkili
bulunmamistir. Yiksek folat varliginda uyarilmis makrofajlarda FOLR2 yilizde
pozitifligi Td ile konsantrasyona bagl olarak azalmaktadir. Disuk folat varliginda ise,
benzer bir egilim gézlemlenmemektedir (Sekil 4.2.F ve H). ifade diizeyi ydniinden
incelendiginde ise FOLR2, uyarilmamis makrofajlarda Td ve folat diizeylerinden
anlamh olgude etkilenmezken, LPS uyarimi ile artmaktadir (Sekil 4.2.G ve H).
Uyarilmis makrofajlarda ise, genel olarak folat seviyesinin artirilmasi FOLR2 ifadesini
desteklemekte iken; 5 ug/mL AI** konsantrasyonda Td ile bu fark kaybolmustur. Ayni
uygulamalar ile 24 saatlik inkiibasyonun ardindan Folr2 geni ifadesi
degerlendirildiginde belirgin bir degisimin olmadigi gortlmustir. Uyariimig

makrofajlarda ise goreceli bir azalmanin varlig dikkat cekmistir (Sekil 4.2 1).

4.3. Monosit/Makrofaj Hiicrelerinin Aliminyum Adjuvanl Asiyla

Etkilesiminin Arastiriimasi

J774.A1 hicreleri  onceki bolimlerde tarif edilen formilasyon
kombinasyonlari ile 48 saat inkibe edilmesinin ardindan morfolojik 6zelliklerindeki
degisimler kaltir ortaminda inverted mikroskop goriintilemeleri ile incelenmistir
(Sekil 4.3.A). incelemeler sonucunda, uyarilmamis hiicrelerin yari aderan
monosit/makrofaj karakterlerini koruduklar, daha kiiglik boyutlu olduklari ve
cogunlukla kiresel bir morfolojiye sahip olduklari goértlmustir (Sekil 4.3.A). Diger
taraftan LPS uyarimi ile birlikte fusiform morfolojideki matiir makrofaj gériinimiine
sahip olduklari, aderan bir karakter kazandiklari, boyutlarinin blyudagu,
granularitelerinin arttig gézlemlenmistir. Td uygulamasi ile konsantrasyona bagl
olarak hem uyarilmamis hicrelerde hem de uyariimis hiicrelerde daha yiksek
diizeyde olmak Uizere granilaritelerinin arttigi ve hiicre disi ortamda gorinir 6lgekte
aliminyum hidroksit agregatlarinin varligi ile ortlisen cisimler izlenmistir. Folat
seviyesindeki degisimlerin ise LPS uyarimi ve farkh konsantrasyonlardaki Td
uygulamasindan bagimsiz olarak gozlemlenebilir diizeyde bir morfolojik degisime yol

acmadigi gorilmustir (Sekil 4.3.A).
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Mikroskobik gdzlemlerin yani sira, hiicresel granilaritedeki degisimler nicel
olarak akim sitometride, SSC-A yogunlugundaki degisimlerden yararlanilarak
incelenmistir (Sekil 4.3.B ve C). Mikroskopik degerlendirmelerden fakli olarak,
uyarilmamis hiicrelerde grandlarite ile Td uygulanmasi arasinda giiglt bir artis egilimi
gozlemlenmemistir. Uyariimis hicrelerde ise mikroskobik degerlendirmeye benzer
olarak, uygulanan Td konsantrasyonuna bagh granilaritede goreceli diizeyde
(p<0.05) artis oldugu ve folat diizeyinin istatiksel olarak anlamh bir degisime neden

olmadigi gériulmustir (Sekil 4.3.B ve C).

J774.A1 hicrelerinin aliminyum hidroksit igerigiyle olan etkilesim diizeyine;
hicrelerin uyarim durumunun, uygulanan Td konsantrasyonun ve ortamin folat
seviyesinin etkisi arastirilmistir. Bu amagla, hiicrelerce internalize edilen aliminyum
iceriginin saptanabilmesi icin AI** iyonuyla kompleks yapabilen floresan 6zellikteki
lumogallion boyamasi yapilmistir (69). Hiicrelerin formilasyon kombinasyonlari ile
inkGibasyonu sonrasi lumogallion yiizde pozitiflikleri Td konsantrasyonunu ile korele
bir bicimde artti. LPS uyarimi ile pozitiflikler daha da yikseldi (Sekil 4.3.D ve H).
inkiibasyon siiresinin 24 saatten (Sekil 4.3.D ve H) 48 saate (Sekil 4.3.F ve 1) ¢cikmasi
ile benzer egilimde daha yiksek oranlara ulasiimistir. Huicrelerdeki lumogallion
boyanma yogunluklari incelendiginde ise Td konsantrasyonu ile korelasyon egilimi
devam etmigtir. Uyarilmis hiicrelerin ¢ok daha ylksek dizeyde aliiminyum hidroksit
internalize ettikleri gorildi. Ozellikle, inkiibasyonun 48. saatine (Sekil 4.3.G ve 1)
gelindiginde diizeyler arasindaki farklar daha da belirgin hale gelmistir. Kontrol
(uyarilmamis) kosullarinin, yliksek konsantrasyonda aliiminyum hidroksit igerigini
internalizasyon kapasitesinin folat seviyesinin artirilmasi ile desteklendigi gorilda.
Uyarimla beraber 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise yiiksek folat seviyesinin
aliminyum hidroksit internalizasyon diizeyi Uzerine azaltici ydonde bir etkisi oldugu

gozlemlendi.
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Sekil 4.3. Aliminyum adjuvanl asinin monosit/makrofaj hicreleri ile etkilesim
diizeyinin arastiriimasi. Duslk veya yiiksek folat iceren ortamda LPS (250
ng/mL) ile uyariimis ve uyarilmamis J774.A1 hicrelerinin Td asisiyla; 48
saat inklibasyon sonrasi, (A) hucrelerin ters stk mikroskobu
gorintilemeleri (75x buylatme), (B) SSC-A OFY (ortanca floresan
yogunlugu) degerleri degisimi (n>4) ve (C) temsili histogram gosterimi
(istatistiksel anlamlilik; p<0,05 icin "*", p<0,01 icin "**" sembolleriyle
ifade edilmistir).
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Sekil 4.3. (Devami) 24 inkiibasyon sonrasi Al*3 iceriginin lumogallion reaktifi ile
boyanmasiyla hiicrelerdeki aliminyum adjuvan (D) ylizde pozitifligi (n>3),
(E) yogunlugu (n=3), (H) temsili histogram gosterimi ve 48 saat
inkibasyon sonrasi hiicrelerdeki aliminyum adjuvan (F) ylzde pozitifligi
(n=3), (G) yogunlugu (n=3), (I) temsili histogram gosterimi (istatistiksel
anlamlihk; p<0,05 icin "*", p<0,01 icin "**" sembolleriyle ifade
edilmigtir).

4.4. Aliminyum Adjuvanh Asi uygulamasinin Makrofaj Aktivasyon ve

Matiirasyonuna Etkisi

J774.A1 hicreleri, formilasyon kombinasyonlari ile 48 saat inkibe
edilmesinin ardindan makrofaj aktivasyonu ve matlrasyonu ile iliskili ylzey
belirtegleri yoninden degerlendirilmistir. CD11b, F4/80, CD206, CD69 ve CD62L
belirtegleri matiirasyon; MHC-1I, CD40, CD80 ve CD86 belirtegleri aktivasyon igin
kullanildi.
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Hlcreler, buylk olgtde; folat seviyesi, LPS uyarimi ve Td uygulamasindan
bagimsiz olarak CD11b ifade diizeylerini korumustur. Uyarilmamis hiicreler, ylksek
folat seviyesindeki Td uygulamasiyla CD11b ifadelerini artirmistir (15 pg/mL Al3* icin
kontrole gore, p<0.05). LPS uyarimiyla ise, yiiksek konstantrasyondaki Td uygulamasi,
ortamin folat seviyesinden bagimsiz olarak CD11b ifade dizeyini artirici yonde etki

etmistir (Sekil 4.4.A ve B).

Monosit/makrofaj hilicre hatti J774.A1 hicrelerinin matirasyonu agisindan
degerlendirildiginde F4/80 ifadesi, uyarilmamis hiicrelerde Td konsantrasyonuna
bagli olarak artis géstermekteydi (ytksek folat seviyesiyle 15 pg/mL Al** icin kontrole
gore p<0.05) (Sekil 4.4.C). Ancak, yiksek folat seviyesinde ifade diizeyleri daha diisik
seyretmistir (Sekil 4.4.C). LPS uyarimiyla birlikte F4/80 ifadesi tim uygulama
kombinasyonlarinda oldukga ylkselmis (tim kosullar igin p<0.05 veya p<0.01) ve
uyarilmamis hicrelerden farkli olarak, folat seviyesinin artmasiyla ifade dizeyi, Td

konsantrasonu ile korele bir bigimde belirginlesmistir (Sekil 4.4.C ve D).

J774.A1 hiicrelerinin CD206 ifadesi, LPS uyarimi ile birlikte tim uygulama
kombinasyonlarinda ¢ok yiksek diizeylerde artmistir (tiim kosullar igin p<0.05 veya
p<0.01). Diger taraftan, ne kontrol (uyarilmamis), ne de uyarilmis hiicrelerde CD206
ifadesi Td uygulamasina bagh olarak bir degisim gdstermemistir. Folat seviyesinin
yukselmesiyle ~ CD206  ifadesi; J774.A1 hiicrelerinde  dlsik dlzeyde

desteklenmekteyken, uyarilmis hiicrelerde azalma gergeklesmistir (Sekil 4.4.E ve F).

Makrofaj aktivasyonu agisindan degerlendirildiginde MHC-II ifadesi, yuksek
folat seviyesinde artmis ve bu artis genel olarak hem uyarilmamigs hem uyariimis
hiicrelerde uygulanan Td konsantrasyonuna bagh bir bicimde desteklenmistir. Dlstk
folat seviyesinde ise dlizeyleri daha dlsik seyretmis; ancak, LPS uyarimiyla belirli bir

Olcude belirginlesmistir (Sekil 4.4.G ve H).
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Sekil 4.4. Aliminyum adjuvanli asi uygulamasinin makrofaj akitvasyon ve matiirasyon

belirtegleri yéninden incelenmesi. Duslik veya yliksek folat iceren ortamda
LPS (250 ng/mL) ile uyarilmis ve uyarilmamis J774.A1 hicrelerinin Td asisiyla

48 saat inkubasyon sonrasi CD11b (A), F4/80 (C), CD206 (E), MHC-II (G), CD40

(1) ylzey belirteci ifadeleri (n>3) ve temsili histogram gosterimleri (B, D, F, H,
I; sirasiyla) (istatistiksel anlamllik; p<0,05 icin "*", p<0,01 icin "**"

sembolleriyle ifade edilmistir).
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Sekil 4.4. (Devami) CD80 (J), CD86 (L), CD69 (N), CD62L (O) yiizey belirteci ifadeleri
(n=3) ve temsili histogram gosterimleri (K, M, O, P; sirasiyla) (istatistiksel
anlamhihk; p<0.05 igin "*", p < 0.01 igin "**" sembolleriyle ifade edilmistir).

CD40 ifadesi, kontrol (uyarilmamis) kosullarinda folat seviyesindeki artisla
istatiksel olarak anlamli bir bicimde azalmis ve ylksek konsantrasyonda Td
uygulamasiyla bu azalis daha keskin hale gelmistir. LPS uyarimiyla birlikte CD40
ifadesi tim uygulama kombinasyonlarinda c¢ok yiksek dizeylerde artmis (tim
kosullar igin p<0.05) ve benzer bir bicimde folat seviyesindeki artistan olumsuz

etkilendigi degerlendirilmistir (Sekil 4.4.1 ve i).
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Makrofaj aktivasyonu acisindan degerlendirildiginde, CD80 ifadesi J774.A1
hiicrelerinde folat seviyesinin yiikselmesiyle birlikte artmis (kontrol ve 5 pg/mL AlI3*
icin p<0.05) ancak Td uygulamasindan anlamli diizeyde etkilenmemistir. LPS
uyarimiyla birlikte CD80 ifadesi tim uygulama kombiasyonlari igin g¢ok yuksek
Olceklerde artmakta (tim kosullar icin p<0.05 veya p<0.01); ancak, uyariimamis
hicrelerden farkh olarak uygulanan Td konsantrasyonuna bagh olarak dizeyleri
diismekte ve folat seviyesindeki artisla bu diisiis daha belirgin hale gelmekteydi (Sekil
4.4.] ve K).

CD86 ifadesi, hiicrelerde CD80 molekiiliine benzer sekilde Td uygulamasindan
onemli dizeyde etkilenmezken folat seviyesindeki artisla dizeylerinde dusUs
gozlemlenmigtir. LPS uyarimiyla birlikte CD86 ifadesi tim uygulama kombiasyonlari
icin cok yiksek oOlceklerde artmis (tiim kosullar i¢in p<0.05 veya p<0.01) ve benzer
sekilde folat seviyesindeki artistan negatif yonde etkilenmistir. Ancak, uyariimamis
hiicrelerden farkh olarak CD86 ifadesi uygulanan Td konsantrasyonuna kolera bir

bicimde artmistir (Sekil 4.4.L ve M).

J774.A1 hicrelerinin CD69 ifadesi genel olarak folat seviyesi ve Td
uygulamasindan anlamli 6lgtide etkilenmemisken yalnizca diisiik konsantrasyonda Td
uygulamasinda folat seviyesindeki artis CD69 diizeyini azaltici ydonde etki etmistir. LPS
uyarimiyla birlikte CD69 ifadesi tim uygulama kombinasyonlari igin ¢ok yulksek
dizeylerde artmis (tim kosullar igin p<0.01), uyarilmamis hicrelerden farkl olarak
folat seviyesinin ve Td konsantrasyonunun artmasiyla ifade dlzeyi azalis egilimi

(uyarilmis kontrol ile 5 pg/mL AIP* icin p<0.05) g6sterilmistir (Sekil 4.4.N ve O).

CD62L ifadesi degerlendirildiginde, J774.A1 hicrelerinde genel olarak folat
seviyesinde ve Td konsantrasyonundaki artigla diizeyleri digmustir. Ancak, kontrole
gore seviyesi halen daha az olmakla beraber Td konsantrasyonundaki artisla folatin
bu etkisinin tersine dondigu gozlemlenmistir. LPS uyarimi sonrasinda ise CD62L
ifadesinin artigl, bu artisin Td uygulamasindan etkilenmedigi, diger taraftan folat

seviyesindeki artisla ifade diizeyinin diistiigi tespit edilmistir (Sekil 4.4.0 ve P).
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Makrofaj matiirasyonu agisindan degerlendirildiginde, J774.A1 hiicrelerinde
Td uygulamasiyla birlikte; F4/80 ve CD11b ifadesinin genel olarak desteklendigi,
CD206 ve CD69 ifadelerinin 6nemli 6lglide etkilenmedigi ve CD62L ifadesinin ise
azaldig gorialmustir. Makrofaj aktivasyonu agisindan degerlendirildiginde ise, Td
uygulamasiyla birlikte hiicrelerde; MHC-II ifadesinin genel olarak arttigi, CD80 ve
CD86 ifadelerinin 6nemli Olgide degismedigi, CD40 ifadesinin ise azaldig
gozlemlenmistir. Folat seviyesinin ylkseltilmesi ise, artan Td konsantrasyonlarinda
CD11b, CD206, MHC-Il ve CD62L ifadelerini desteklemis; CD69 ifadesini dnemli
Olciide etkilememis, F4/80, CD40 ve CD86 ifadelerinde azaltici yonde etki
gostermistir. LPS uyarimiyla J774.A1 hiicrelerinin CD11b haricindeki tim aktivasyon
ve maturasyon belirteglerinin ifade dizeyleri artmigtir. LPS ile uyarilmis hiicrelerde
Td uygulamasiyla birlikte genel olarak CD11b, F4/80, MHC-II, CD40 ve CD86 ifadeleri
artmig; CD206 ve CD62L ifadeleri énemli diizeyde etkilenmemis; CD69 ve CD80
ifadeleri azalmistir. Folat seviyesinin ylkseltilmesi ise, uyarilmis hicrelerde, artan Td
konsantrasyonlariyla F4/80 ve MHC-Il ifadelerini desteklemis; CD11b ifadesini 6nemli
dizeyde degistirmemis, CD206, CD69, CD62L, CD40, CD80 ve CD86 ifadelerini azaltici

yonde etki etmistir.

4.5. Makrofaj Fonksiyonlariyla iligkili Gen ifadesine Aliiminyum Adjuvanli

Asi Uygulamasinin Etkisi

J774.A1 hicreleri, onceki bolimlerde tarif edilen formilasyon
kombinasyonlari ile 24 saat inkiibasyonun ardindan makrofaj fonksiyonlariyla iliskili,
proinflamatuvar 06zellikteki 1l1b, 1118, Tnf, 116 ve Ccl5 genlerinin goreceli ifade
diizeylerindeki degisimler yoniinden incelenmistir. Il1b gen ifadesi, uyariimamis
hiicrelerde Td uygulamasindan ve folat seviyesinden 6nemli dlglide etkilenmezken,
folat seviyesinin artirilmasiyla yiksek konsantrasyonda Td uygulamasinda artis
gostermistir. LPS uyarimiyla birlikte 111b gen ifadesi yliksek diizeylerde artmaktayken
Td konsantrasyonuna bagli bir bigcimde azalis gostermistir. Folat seviyesinin

artirillmasini takiben transkript diizeylerinde en dramatik diislis uyarilmis kontrol
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kosulunda gérilmektedir. Bunu yine uyarilmis makrofajlarda 15 pg/mL AlI3* kosulu

izlemekteyken 5 ug/mL Al3* ile benzer bir egilim gérilmemistir (Sekil 4.5.A).

118 gen ifadesi, makrofaj yanitlari agisindan degerlendirildiginde LPS
uyarimindan, folat seviyesinden ve Td uygulamalarindan énemli 6lglide etkilenmedigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.5.B).

J774.A1 hicrelerindeki Tnf transkript dizeyleri folat seviyesi ve Td
uygulamalarindan bagimsiz olarak kararli bir profil sergilerken, bu dlzeyler LPS
uyarimi ile birlikte artmistir. LPS ile uyarilmis hiicrelerde disik folath ortamdaki Td
uygulamasi ile konsantrasyon bagimh bir sekilde Tnf gen ifadesinin baskilandigi
gorilmekteyken yiksek folat seviyesine gikildiginda benzer bir egilim gdzlemlenmedi

(Sekil 4.5.C).

Makrofaj yanitlari agisindan degerlendirildiginde J774.A1 hiicrelerinde 116 gen
ifadesinin, folat seviyesinden ve Td uygulamalarindan énemli dlglide etkilenmedigi
gozlemlenmigtir. LPS uyarimiyla birlikte 116 gen ifadesi ylksek dizeylerde artmis ve
bu artisin disik konsantrasyonda Td uygulamasi ile daha da desteklendigi
gorulmustir. Folat seviyesinin artirilmasi LPS ile uyarilmig hiicrelerde genel olarak 116
gen ifadesini azaltici yonde bir etki gosterse de yine disik konsantrasyon Td

uygulamasinda destekleyici bir etkisi oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.5.D).

CCL5 sitokinini kodlayan Ccl5 geni ifadesinin uyarilmamis (kontrol) hiicrelerde
folat seviyesinden ve Td uygulamalarindan ©Onemli d&lglide etkilenmedigi
gozlemlenmis olsa da yuiksek folat seviyesinde Td uygulamasiyla belli bir 6lglide arttig
gozlemlenmigstir. Uyarilmis hicrelerde Ccl5 gen ifadesi ise yilksek dizeylerde
artmakta, diistik folath ortamda bu artisin ortamdaki Td uygulamasi ile konsantrasyon
bagimh bir bicimde baskilandigi gorilmektedir. Folat seviyesinin artirilmasinin
uyarilmis hiicrelerde genel olarak Ccl5 gen ifadesini baskilayabildigi gbzlemlense de
yine dusuk konsantrasyonda Td uygulamasiyla bu etkinin terse doéndugi

gorilmemistir (Sekil 4.5.E).
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Sekil 4.5. Aliminyum adjuvanh agi uygulamasinin makrofaj fonksiyonlariyla iligkili
gen ifadeleri yoniinden incelenmesi. Dislik veya ylksek folat iceren
ortamda LPS (250 ng/mL) ile uyarilmis ve uyarilmamis J774.A1
hiicrelerinin Td asisiyla 24 saat inklibasyonu sonrasi ger¢ek-zamanli PZR
analizinde; (A) Il1b, (B) 1118, (C) Tnf, (D) Il6, Ccl5 (E) gen transkript
dizeylerinin goreceli degisimi (n=2). Duslik folat iceren uyarim
yapilmamis kosul normalizasyonda referans 6rnek kabul edilmistir. F) Her
bir kosulun ylksek folat varliginda rolatif transktipt dlzeyinlerinin
degisimi. Her gen igin 2A-AACT degerleri lzerinden her bir uygulamanin
yuksek folat iceren kosulu distk folat icerene gore normalize edilmistir.
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Td uygulamasi J774A1 hiicrelerinde genel olarak Il1b ve Ccl5 gen ifadelerini
belirli 6lgiide artirabildigi; 1118, Tnf ve 1l6 igcinse dnemli diizeyde degisime neden
olmadigl gorilmdistir. LPS uyarimiyla hiicrelerin I11b, Tnf, 116 ve Ccl5 ifadelerini
artirdigl, disuk konsantrasyonda Td uygulamasiyla bu artisin genel olarak
desteklendigi ancak, Td konsantrasyonunun artirilmasinin bu etkiyi tersine gevirdigi
gozlemlenmistir. Her bir uyarim ve Td uygulamasi kosulu igin hiicrelerden elde edilen
gen ifadesi yanitlarina folatin etkisi 1si haritasi gizilerek Sekil 4.5.F' de 6zetlenmistir.
Bu baglamda, folatin uyarilmamis (kontrol) hiicrelerdeki makrofaj fonksiyonlariyla
iliskili gen ifadesini, Td konsantrasyonundaki artisla daha ¢ok destekleyici yonde
etkiledigi anlasiimaktadir. LPS uyarimiyla ise blylk olglide baskilayici yénde bir
etkisinin oldugu, disik konsantrasyon Td uygulamasiyla bu etkinin terse déndugi
gorilse de yuksek Td konsantrasyonuna gikildiginda tekrardan baskilayici bir karakter

kazandigi dikkat gekmistir.

4.6. Makrofaj Fonksiyonel Yanitlarina iliskili Aliiminyum Adjuvanli Asi

Uygulamasinin Etkisi

Uyarilmis ve kontrol (uyariimamis) J774.A1 hiicrelerinin Td uygulamasina karsi
gelistirdigi fonksiyonel yanitlara folatin etkisi 6ncelikle fagositoz kapasitesindeki
degisimleri yoniinden incelenmistir. Bu dogrultuda hiicreleri 6nceki bollimlerde tarif
edilen formilasyon kombinasyonlariyla 48 saat inklibasyonu sonrasinda fagositoz
analizi gergeklestirilmistir. Fagositoz kapasitesine sahip hiicre oranlari internalize
edilen fagositoz boncugu ylzde pozitifligi ile incelendiginde, Td uygulamasinin
konsantrasyon bagimli olarak hem LPS uyarimi yapilmamis hem de daha yuksek
oranlarda uyarilmis hiicrelerde fagositoz kapasitesini baskiladigi gériulmustir (Sekil
4.6.A) Bu bulgu ayni zamanda, yiksek folath ortamda inkiibe edilen hiicrelerin
floresan mikroskopisi goriintiilemelerinde de benzer bigimde gdzlemlenmistir (Sekil
4.6.D). Ortamdaki folat seviyesinin artirilmasiyla hem kontrol (uyariimamis) hem de
daha yuksek oranlarda uyarilmis hiicrelerde fagositoz kapasitesine sahip hiicre

oranlarinin arttig (Sekil 4.6.A) gortlmistiir. Bu hicrelerin, folat seviyesinin
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yukselmesiyle, benzer bir egilimle, internalize ettikleri boncuk yogunlugundaki

degisimler yoninden fagositoz aktivitelerini arttirdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.6.B).

J774.A1 hicrelerinde incelenen diger fonksiyonel yanitlar ise ROS ve NO
uretim kapasiteleridir. Bu dogrultuda hicrelerin 6nceki bdélimlerde tarif edilen
formilasyon kombinasyonlariyla 3 saat inkiibasyonu sonrasi folatin, hiicrelerin ROS
ve NO aktivitesi Gzerine etkisi analiz edilmigtir. Ortamin folat seviyesinin artiriimasiyla
hiicrelerin ROS aktivitesinin artis yasandigi, ancak bu degisimin Td uygulamasiyla
azalmaya baslandigl ve yiksek konsantrasyonda Td varliginda tersine doéndugi
gorllmustdr. LPS ile uyarilmis hiicrelerde ise, ters yonde bir egilim gézlenmekte ve
folat seviyesindeki artisla birlikte ROS aktivitesi diserken, Td uygulamasiyla birlikte

folatin bu etkisi azalmamistir (Sekil 4.6.E).

Folatin NO aktivitesi Gzerine etkisi incelendiginde, hiicrelerde yiikselen folat
seviyesiyle NO aktivitesi artarken, Td uygulamasi ile bu etkinin buyik 6l¢tide azaldigi
ve ylksek konsantrasyonda Td varliginda tersine dondugu gorilmustir. LPS ile
uyarilmis hiicrelerde folat 6nemli 6lgekte NO aktivitesi Gzerinde degisiklige neden
olamazken artan Td konsantrasyonuna paralel olarak NO aktivitesinin azalmaya

basladigi gorilmektedir (Sekil 4.6.G).
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Sekil 4.6. Aluminyum adjuvanh asi uygulamasinin makrofaj fonksiyonlari lizerine
etkilerinin arastirilmasi. Dislik veya ylksek folat iceren ortamda LPS (250
ng/mL) ile uyarilmis ve uyariimamis J774.A1 hiicrelerinin Td asisiyla; 48
saat inklibasyonu sonrasi lateks boncuk fagositozu (A) ylzde pozitifligi
(n=3), (B) her bir uygulamanin yiksek folat varliginda diisik folat iceren
kosula gore fagositoz aktivitesi ylizde degisimi (n>3), (C) temsili histogram
gosterimleri ve (D) yuksek folat varligindaki uygulamalar igin fagosite
edilmis lateks boncuk gorintilemeleri; 3 saat inkiibasyonu sonrasi her bir
uygulamanin yiiksek folat varliginda disik folat iceren kosula gore (e) ROS
ve (G) NO Uretim kapasitesi ylzde degisimi (n>3), temsili histogram
gosterimleri (F, H sirasiyla) (istatistiksel anlamlilik; p<0.05 igin "*"
semboliyle ifade edilmigtir).
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5. Tartisma

Aliminyum adjuvanli asilarla indiklenen makrofaj yanitlarinin baglangicinda,
dolagimda bulunan periferik monositlerin iskelet kasindaki asi lezyonuna
infiltrasyonu gergeklesir (18). Gozlemci (patrolling) monositler, inflamasyonun
olmadigl saghkh dokularda tehlike sinyallerine karsi tarama fonksiyonlarini
gergeklestirmek igin bulunabilseler de asi lezyonuna monosit gogl blyuk 6lglide
aliminyum adjuvan varliginda indiklenen lokal inflamatuvar yanitlarla
saglanmaktadir. Monositler, inflamatuvar bélgeden dolagima gegen CCL2 kemokini
gradyanini CCR2 reseptori ile algilayarak; L-selektin ve Mac-1 integrin gibi ylzey
molekdllerinin aktivitesiyle damar endotelini asip iskelet kasi dokusundaki asi
lezyonuna dogru gog ederler (28, 32, 34). Goglin baslamasiyla birlikte matiirasyonlari
ilerleyen monositler, lezyona dogru artan proinflamatuvar sinyaller ile makrofajlara
dondsurler (14, 16, 18, 28, 32). Aliminyum adjuvan igerigiyle lezyonda idame edilen
inflamatuvar mikrogevre sayesinde aktivasyonlarinda ilerleyen makrofajlar; iskelet
kasinda lokal ve sistemik etkili (0zellikle bolgesel lenf nodlar Uzerinde)
proinflamatuvar sitokin tretimleri ve efektor/efektor hafiza Th ile etkilesimleriyle

aslyla gelisen edinsel immin yanitlari desteklerler (22, 28, 30, 31, 33).

Makrofaj aktivasyonu, zamana ve ortam kosullarina gére son derece yuksek
plastisiteyle ilerleyen ve devamlilik gosteren bir sliregtir (34). Asiyla indiklenmis
inflamasyon bdlgesine infiltre olan makrofajlarda baslangi¢ta, inflamatuvar
ozellikteki klasik makrofaj aktivasyonu karakteri baskin durumdadir (14, 17, 27, 34).
Bu karaktere sahip makrofajlar fonksiyonel olarak; yiiksek proinflamatuvar sitokin
sekresyon dizeylerine, yabanci etkenlerin elimine edilmesi igin yilksek fagositoz
aktivitesine ve ROS/NO uretim kapasitesine sahiptirler (28). In vitro kosullarda, Ths
sitokinleri IFN-y ve TNF-a uyarimiyla kazanilan fenotipik 6zellikler, makrofajlarin
klasik aktivasyonunun (M1) karakteristikleri olarak kabul grmektedir. Buna ek olarak
makrofajlar M: karakterini, otokrin TNF-a ve |IFN- B sitokinleriyle de
kazanabilmektedir. LPS ile uyarilan TLR4 sinyal yolaklari, hem NF-KB hem de IRF3

transkripsyon faktorlerinin aktivasyonunu tetikleyerek sirasiyla TNF-o ve IFN- sitokin
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Uretimini saglamaktadir (34, 70). Benzer sekilde laboratuvarimizda gergeklestirilen
onceki ¢alismalarda (62) J774.A1 hiicrelerinin, LPS uyarimi ile artan TNF-a ve IL-6

uretimleriyle M1 benzeri karakter kazandiklari gorilmustur.

Makrofajlarin, alternatif yoldan aktivasyonlariyla konakg¢i savunmasindan
daha ¢ok homeostatik fonksiyon gosterdigi bilinmektedir. Aktivasyon spektrumunda
one cikan makrofaj karakterlerinden biri antiinflamatuvar 6zellikteki dizenleyici
makrofajlardir. Dulzenleyici makrofaj fonksiyonlari akut inflamatuvar yanitlarin
baslangic asamasinda uyarilsa da, ortamda; antijen, DAMP ve/veya PAMP
sinyallerinin azalmasiyla birlikte antiinflamatuvar karakterleri baskin hale
gelebilmektedir. Ozellikle, IL-10 ve TGF-B sitokin tretimleriyle inflamatuvar yanitlari
baskilamaktadirlar (34). Alternatif aktivasyonla kazanilan diger bir makrofaj karakteri
ise yara iyilestirici (wound healing) makrofajlardir. Yara iyilestirici makrofaj fenotipi
IL-4 sinyalleriyle idame edilmektedir (34). Bu karaktere sahip makrofajlar fonksiyonel
olarak, hiicre disi matriksin onarimini ve TGF-B ve PDGF {Uretimleriyle doku
yenilenmesini desteklemektedir (28). Alternatif yoldan aktive olan makrofajlarin asi
ile indlUklenen akut inflamatuvar yanitlar Uzerindeki etkilerinin, edinsel immin

yanitlara yansimasiyla ilgili literatiirdeki bilgiler ise sinirhdir.

Bu tez kapsaminda, makrofaj biyolojisine iliskin bahsedilen bilgiler
dogrultusunda, J774.A1 monosit/makrofaj hiicre hattiyla gelistirilen in vitro modelle
aliminyum adjuvanli asilara karsi gelisen makrofaj yanitlarinin, uzaysal ve zamansal
olarak degisken dogasiyla birlikte incelenmesi amaglanmistir. Monosit/makrofaj ikili
karakteriyle, M1 benzeri karakterdeki hiicreler, artan konsantrasyonda Td' ye maruz
birakilmigtir. Bdylece, asi lezyonuna; infiltrasyon slresince veya erisebilirlik diizeyince
artan Td maruziyeti ve proinflamatuvar uyarimlar birlikte modellenebilmistir. Bu
sayede, makrofajlarin aliminyum adjuvanli asilara karsi gelisen degisken o6zellikteki

yanitlarina folatin etkisi, uzaysal ve zamansal derinlikte degerlendirilebilmistir.
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5.1. Aliiminyum Adjuvanh Asi Uygulamasinin LPS Uyarimiyla Birlikte Hiicre

Canliligina Etkisi

J774.A1 hicrelerine LPS uyarimiyla birlikte, dnceden toksik olmadigi tespit
edilmis olan ylksek konsantrasyondaki Td uygulamasinin, canlilikta anlamli diizeyde
disise neden oldugu gorilmistir. Bu sonug makrofaj yanitlari gergevesinde
degerlendirilecek olunursa, yogun DAMP ve/veya PAMP sinyalleri varliginda
makrofajlar gigli bir bicimde uyarilabilmekte, potent aktivasyonlari sonucu
canliliklari azalabilmektedir (70). Ayni zamanda, makrofajlarda artan hiicre 6limu;
kontrolli bir bigcimde, proinflamatuvar nitelikteki programlanmis hiicre nekrozu
piroptoz (pyroptosis) ile gerceklesebilmektedir (71). LPS uyarimiyla birlikte artan
aliminyum hidroksit internalizasyonu, J774.A1 hiicrelerinde NLRP3 bagimli kaspaz-1
aktivasyonuna neden olabilir (12, 51, 63). Aktive kaspaz-1, pro-IL-1B'nin kesimiyle
aktif IL-1B Uretimi saglamasinin yani sira gasdermin D aktivasyonunu baglatabilir.
Aktive gasdermin D ise, hiicre membraninda oligomerize olarak por olusumuna
neden olabilmektedir. Tehlike sinyallerine yogun maruziyet sonucu yulksek
diizeylerde kaspaz-1 aktivasyonuyla gergeklesen bu durum, hem hiicre igi yapilarin
hiicre disi ortama gikisinin DAMP aktivitesi gostermesiyle hem de aktive olan IL-1B'nin

kolaylastiriimis sekresyonu yoluyla inflamatuvar yanitlari desteklemektedir (71).

Uyarilmis J774.A1 hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda Td uygulamasiyla
aliminyum hidroksit internalizasyon diizeylerinde gorilen gigli artis géz dnlinde
bulundurularak; artan hiicre 6limiunin, makrofaj piroptoz yanitlariyla iliskili
olabilecegi distnulebilir. Bu durum in vivo sartlarda makrofajlarin aliminyum
adjuvanlara karsi gelistirdikleri yanit spektrumunda yiiksek aktivasyon dizeylerinin

bir parcasi olarak gorilebilir.

5.2. Aliiminyum Adjuvanl Asi Uygulamasinda FOLR2 Diizeyleri

FOLR2 nin genel olarak myeloid seriye 6zgiin bir bicimde ifade edildigi kabul
gorse de notrofillerde fonksiyonel FOLR2 aktivitesinin varhgi kanitlanamamistir (72).

FOLR2 ifadesi glinimuze kadar; enfeksiyon modellerinde inflamatuvar makrofaj
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yanitlariyla (36), timor ile iliskili makrofajlarin hem tolerojenik (35, 37) hem de
inflamatuvar (58) karakteriyle, romotoid artritte sinoviyal makrofajlarin inflamatuvar
yanitlariyla (56, 72, 73), astim modellerinde alternatif makrofaj aktivasyonuyla iliskin
belirteglerin ifadesiyle (74) iliskilendirilmistir. Bahsedilen tim bu makrofaj aktivasyon
spektrumu igerisinde FOLR2' nin fonksiyonel aktivitesinin yeri disiundldigiinde;
aktive makrofajlarda, yanit karakterinden bagimsiz olarak, dinlenme durumundaki
ve/veya saglikli dokulardaki yerlesik makrofajlara goére FOLR2 aracih folat

internalizasyonu kapasitelerini artirdiklari gézlemlenmektedir (37, 56, 68, 74, 75).

Benzer bulgular J774.A1 hicrelerinde gergeklestirilen galismamizda da
izlenmigtir. Hlcrelerin LPS uyarimi sonucu aktivasyonuyla birlikte FOLR2 ylizey ifadesi
artmigtir. Bu artisin, sitoplazmik bdlgede daha belirgin olarak gozlenebilmesinin;
reseptorin devamli olarak, plazma membran ylzeyi ile endozom ylzeyi arasinda geri
donlstimll bir bicimde konumlanmasina yol agan endositoz aktivitesinden (68)
kaynaklanabilecegi disunulmistiir. Protein dizeylerinin  aksine  transkript
diizeylerinde belirgin farklarla karsilagilmamasinda, FOLR2' nin geri doénusimli
dinamigi sayesinde protein diizeyinin stabil bir bicim de korunmasinin ve bu sayede
devamli  yeni reseptor ifadesine ihtiyag duyulmamasinin etkili oldugu

distnidlmektedir.

Bazal durumda, yiksek folat seviyesiyle hiicrelerin FOLR2 ifade etme
oranlarinin distigu gézlemlenmektedir. Bu diisis artmis FOLR2 internalizasyonuyla
iliskilendirilebilir. Benzer sekilde, uyarilmamis (kontrol) hiicrelerde artan Td
uygulamasi ile aradaki bu farkin kapanmasinin, yiikselen FOLR2 pozitifligi nedeniyle,
internalizasyon sonucu gorilen gegici negatifligin izlenemeyecek dizeylere

inmesinden kaynaklandigi distintilmektedir.

5.3. Monosit/Makrofaj Hiicrelerinin Aliiminyum Adjuvanl Agilarla Etkilegsimi

In vitro modelin gelistiriimesinde planlandigi Gzere, farkh uygulama
kombinasyonlari sayesinde, J774.A1 hicrelerinin kosullar arasi hetorojenligin

saglandigl, morfolojik 6zellikleri yonlinden goézlemlenebilmistir. Hlcrelerin, asidaki
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aliminyum hidroksit igerigini internalize etme oranlari ve yogunluklari beklenildigi
sekilde; maruziyet dizeyi ve silresiyle, ama en fazla makrofaj aktivasyonuyla

artmistir.

Uyarilmamis kontrol ve uyarilmis kontrol kosullarinda herhangi bir AP icerigi
olmamasina ragmen diusik dizeyde Iumogallion pozitifliginin  varhg
gozlemlenmektedir. Aliminyum adjuvanli asilarda lumogallion analizinin galisildig
arastirmalara bakildiginda, aliminyumsuz ortamdaki hiicrelerde spesifik olmayan
lumogallion boyanmasiyla ilgili bir incelemenin yapiimadigi gorilmektedir (69, 76-

78).
5.4. Aliiminyum Adjuvanh Agsilara Karsi Gelisen Makrofaj Yanitlari

Aliminyum adjuvanli asinin makrofaj matirasyonuna etkisi CD11b, F4/80,
CD206, CD69 ve CD62L belirteglerinin degisimi yoniinden incelenmistir. ilgili
belirteglerden CD11b, CD18 ile olusturdugu heterodimerik kompleks yapisi ile (Mac-
1, aMB2 integrin, CR3) integrin fonksiyonu gormesi (ICAM1-3, VCAM-1 v.b.
baglanarak), matriks proteinlerine (fibronektin, laminin, kollajen v.b.) adezyonu
saglamasi, kompleman faktorleri (iC3b) ile opsonize partikillerin fagositozunda gorev
almasi sayesinde makrofaj fonksiyonlarinin idamesinde 6nemli goérevler
Ustlenmektedir (79). Fare makrofajlarinin fenotiplenmesinde en siklikla kullanilan
belirteclerden biri olan F4/80 molekilinin ifade diizeyi, makrofaj matirasyonu ile
iliskilendirilmektedir (80). Makrofaj mannoz reseptori (CD206, MRC1) ise fagositik
aktivitesi  sayesinde; mannozlu mikrobiyal  yapilarin  taninmasi  ve
internalizasyonunda, iyilesme fazinda ise inflamatuvar yanitlarla iligkili fonksiyonel
glikoproteinlerin ortamda hizlica metabolize edilmesinde gorev almaktadir (81).
Lokositler igin genel bir aktivasyon belirteci olarak goriilen CD69 molekuli, sfingozin-
1-fosfat gradyani ile dolasima l6kosit goglinii inhibe ederek hiicrelerin bulunduklari
doku kompartmanlarindaki fonksiyonlarinin idamesine katkida bulunmaktadir (82).
Makrofajlarda CD69 ifadesinin aktivasyonla arttigi bilinse de, molekiliin makrofaj
aktivasyonunu dogrudan destekleyebildigi de distnilmektedir (83). Belirteglerden

diger bir tanesi olan L-selektinin (CD62L), dolasimdan dokulara I6kosit
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ekstravazasyonuna aracilik etmesinin yani sira inflamatuvar kosullarda doku matriks

glikoproteinlerine (sulfath glikozaminoglikan) adezyonda gorev almaktadir (84).

J774.A1 hicrelerinde Td uygulamasina bagli olarak matirasyonla iliskili
belirteglerin ifade duzeylerindeki degisim; F4/80 ve CD11lb igin genel olarak
yukselme, CD206 ve CD69 igin benzer kalma ve CD62L igin azalma yodniinde
gergeklesmistir. LPS uyarimiyla birlikte, CD11b harig¢ tim belirteglerin belirgin élglide
yukselmesiyle; monositik karakterden, makrofajlasmaya dogru matirasyon
diizeyinin arttigi anlasilmaktadir. Uyarilmis hiicrelerde Td uygulamasi; CD11b ve
F4/80 ifadesini desteklemis, CD206 ve CD62L ifadesini onemli 6lgiide etkilememis,
CD69 ifadesini ise azaltici yonde etki etmistir. Elde edilen bu sonuglar, morfolojik
incelemeler ile birlikte degerlendirildiginde, aliminyum adjuvanli asilarin makrofaj

hiicrelerinde matiirasyonu destekleyici yonde etki ettigi sdylenebilir.

Aliminyum adjuvanh asinin makrofaj aktivasyonuna etkisi; MHC-Il, CD40,
CD80 ve CD86 proinflamatuvar 6zellikteki ylizey belirteglerinin (31, 45, 47) degisimi
yoninden incelenmistir. MHC-II molekili antijen sunumu sayesinde yardimci T
lenfositlerin (T helper [Th]); aktivasyonunda, efektor yanitlarinin idamesinde ve giglii
hafiza yanitlarinin olusmasinda merkezi rol Gstlenmektedir. Makrofaj ve Th arasinda
antijen sunumuyla kurulan immin sinapsta gorev alan molekillerden CD40
reseptori, Th ylzey molekili CD40L" nin baglanmasiyla makrofaj hiicresi igin ko-
stimilasyon sinyali saglamaktadir. Boylece, aktive olan veya aktivasyonunun daha
ileri safhalarina ilerleyen makrofaj hiicresi; antijen sunumunu, ko-stimulatér molekil
ifadesini ve proinflamatuvar sitokin retimini artirarak Th yanitlarini daha guglu bir
bicimde destekleyebilmektedir. Makrofaj ile Th immun sinapsinda gorev alan diger
bir ylzey belirteci olan CD80 ko-stimulatér molekill, Th aktivasyonuna ve gligll ko-
stimilasyon sinyali saglayabilmesi halinde Thi farklilagmasina 6nemli katkilar
sunmaktadir. CD86 molekill ise, CD80 ile ayni protein ailesine mensup ve benzer

fonksiyonlara sahip bir diger ko-stimulatér molekildar.

J774.A1 hicrelerinde Td uygulamasina bagh olarak aktivasyonla iliskili

belirteglerin ifade dlzeylerindeki degisim; MHC-II igin genel olarak yiikselme, CD80
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ve CD86 igin benzer kalma ve CD40 igin azalma yoniinde gergeklesmistir. LPS uyarimla
birlikte tim belirteglerin belirgin 06lglide ylkselmesiyle inflamatuvar makrofaj
yanitlarinin gelistigi anlasilmaktadir. Uyarilmis hicrelerde Td uygulamasi; MHC-I,
CD40 ve CD86 ifadesini desteklemis, CD80 ifadesini ise azaltici yonde etki etmistir.
MHC-II dizeyindeki artisin, artan uyarimlara karsi gelisen makrofaj yanitlarinin
dogrudan etkisinin yani sira, asinin antijenik igeriginin adsorbe oldugu aliminyum
hidroksit internalizasyonuna bagli, benzer egilimde artan antijen sunumu kaynakli

olabilecegi distinilmektedir.

Aliminyum adjuvanli asinin, makrofajlarin proinflamatuvar sitokin yanitlarina
etkisi; 1l11b, IL18, Tnf, II6 ve Ccl5 gen ifadeleri diizeyinde incelenmistir. 1l1b, IL-1B
proteininin kaspaz-1 enzimi ile kesime (proinflamatuvar oOzellikteki matir IL-1B
sikoninin Gretimi) ugramamis inaktif formunu kodlamaktadir (63). 1118 geni ise, IL-1
ile fonksiyonel acidan blylk o6lclide benzerlik gosteren IL-18 proteininin inaktif
formunu kodlamaktadir (12). inflamatuvar makrofaj yanitlarinda imza sitokinleri
olarak gorilen IL-6, 116 geni; TNF-a ise Tnf geni tarafindan kodlanmaktadir (34).
Proinflamatuvar sitokin yanitlarina ek olarak makrofajlar, Grettikleri CCL5 kemokini
aracihgiyla periferik dokulara Th gégini saglayabilmekte; bdylece efektér Th' lere
antijen sunumu, ko-stimulasyon ve sitokin uyariminin devamliligini saglayarak hafiza

yanitlarini destekleyebilmektedir (30).

Sonuglar degerlendirildiginde, hiicrelerin yilksek konsantrasyonda Td
varliginda, biyolojik agidan anlamh kabul edilebilir dizeyde artis, incelenen genler
icerisinde yalnizca lI1b ve Ccl5 ifadesinde gorilmektedir. Uyarimla birlikte aktive olan
makrofajlarda 118 disinda incelenen tiim gen ifadelerinde artis olmus, I11b, 116 ve Ccl5
genlerinde bu artis ¢ok yiksek dizeylerde gozlemlenmistir. Aktive makrofajlarda Td
maruziyeti beklenmedik bir bigcimde, genel olarak digsik konsantrasyonda
proinflamatuvar gen ifadesini desteklerken yiiksek konsantrasyonda ise bu etki

yitirilmektedir.

Ulasilan bu sonuglar 1si8inda, aktive makrofajlarda aliminyum adjuvanli aglya

maruziyet sonucu elde edilen yanit diizeylerinin genel olarak gelistigi ancak incelenen
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belirtegler arasinda homojen bir degisim egilimin olmadigi gérilmektedir. Literatiirde
daha 6nceden gergeklestirilmis, konuyla alakali galismalar incelendiginde, Mori A ve
ark. fare kemik iliginden dénustirilmis dendritik hicrelere, LPS uyarimini takiben
aliminyum hidroksit uygulamasi yapmislardir. Calismalarinda, Th1 polorizasyonunu
destekleyici aktivitedeki proinflamatuvar IL-12 sitokininin p35 alt Unitesi ifadesinin
baskilandigini raporlamislardir (85). Gozlemlenen bu baskilanmada fosfoinositid 3
kinaz (phosphoinositide-3 kinase, PI3K) yolaginin etkili olduguna dair bulgular elde
etmislerdir. PI3K yolagi ayni zamanda, NLRP3 aktivasyonu lizerinden fonksiyonel IL-
1B yanitlarinin olusmasinda da gorev almaktadir (86). Kuroda E ve ark., tek basina LPS
uyarimi  veya aliminyum hidroksit uygulamasi yapilmis peritoneal makrofaj
hiicrelerinde dusuk IL-1B yanitlari elde ederken LPS ve AH' in birlikte kullanimiyla ¢ok

yuksek diizeylerde IL-1B yanitiyla karsilastiklarini raporlamigtir (87).

TLR4 (LPS reseptori) uyarimi ile aliminyum adjuvanin birlikteliginin agi
immdunolojisi agisindan diger bir 6nemi, aliminyum hidroksit ve MPL igerigiyle ASO4
adjuvan sisteminin hepatit B ve HPV asilarinda kullaniimasidir (12). Ko EJ ve ark.
gercgeklestirdikleri in vivo ¢alismalarda, aliminyum hidroksit ile kombine edildiginde
MPL' nin, influenzaya karsi gelistirilen humoral immiin yanitlara ve koruyuculuga
etkisinin daha fazla desteklendigini gormustir. Ancak beklenmedik bir bigimde,
aliminyum hidroksit ile kombine edildiginde MPL ile indiiklenen; kemik iliginden
donustirilmis dendritik hiicrelerdeki CD80, CD86, CD40 ifadelerinde ve IL-6, TNF-q,
IL-12 sekresyonlarinda duisus tespit edilmistir. Yazarlar bu durumu, asiyla iliskili yan

etki potansiyelinde olasi bir azalmayla iliskilendirmistir (70).

Gahsma  kapsaminda elde edilen bulgular literatirle  birlikte
degerlendirildiginde, uyarilmis antijen sunan hicre yanitlari, aliiminyum adjuvan
varligindan tek yonla bir egilimle etkilenmemekte, bazi proinflamatuvar yanitlarda
belli bir 6lgide azalma olurken, muhtemelen yine benzer mekanizmalar tzerinden
diger yanitlarin ve o6zellikle IL-1B dulzeylerinin desteklendigi gozlemlenmektedir.
Dogal immin sistemin bu derece karmasiklik gésteren yanitlarinin, kiimalitif etkinlik

ve etkililik Gzerinde destekleyici nitelikte oldugu sonucuna varilabilir.
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Fagositoz tarihsel olarak ilk aydinlatilan makrofaj fonksiyonel yanitlarindandir
ve makrofaj aktivasyonunun en belirgin 6zelliklerinden biridir (34). Fagositoz
analizlerinde beklenildigi tizere, uyarimla birlikte fagositoz kapasitesine sahip hiicre
oranlarinin buyuk olgide arttig1 gértilmektedir. Bu durum, gelistirilen in vitro model
acisindan degerlendirildiginde, uyarimla artan fagositoz kapasitesi sayesinde artan
aliminyum hidroksit internalizasyonu sonucu hiicre ici diizeyde artmis Td maruziyeti
elde edilebilmistir. Diger taraftan hicrelerde, aktivasyondan bagimsiz olarak Td
inkGibasyonuyla fagositoz oranlarinin distigi gézlemlenmistir. Bu sonuglarla, analiz
oncesi hiicrelerde artan aliminyum hidroksit internalizasyonu ile ters orantili olarak
fagositoz kapasitesinin azaldigi anlasiimaktadir. Aktivasyon ve Td maruziyetiyle artan

fagozomal yiik nedeniyle fagositoz kapasitesinin devamliliginin azaldigi séylenebilir.

5.5. Aliiminyum Adjuvanlh Asilarda Makrofaj Yanitlarina Folatin Etkisi

Folatlar ve kofaktor gorevi gordikleri biyokimyasal reaksiyonlar, hiicrelerin
tek karbon metabolizmasinda énemli roller tstlenmektedir. 5-metil tetrahidrofolat
(5m-THF), B12 vitaminin de katildig1 reaksiyonlarla homosisteinden metiyonin
sentezlenmesinde metil donoéri olarak gorev alirken kendisi de THF' ta
donlismektedir. Bu yolla tretimini destekledigi S-adenozil metiyonin (SAM), DNA' da
sitozin metilasyonlariyla gen ifadesinin epigenetik diizenlenmesinde dogrudan rol
alabilmektedir. Bunun yani sira, tek veya ¢ift karbon gruplarinin yapisina eklenmesiyle
THF, sirasiyla timidilat ve plrin biyosentezine karbon saglayarak RNA, DNA sentezine
katkida bulunmaktadir. THF, timidilat sentezinde DHF formuna
yukseltgenmekteyken, hizli bir bicimde tekrar THF formuna indirgenerek,

hicrelerdeki THF ¢ekirdegini igeren ko-faktor havuzunun idamesi saglanmaktadir.

Hicresel folat diizeylerinin idamesinde folat reseptorleri (FOLRs) ile birlikte
indirgenmis folat tasiyicisi (reduced folate carrier, RFC) ve proton bagimh folat kanali
da (proton coupled folate transporter, PCFT) gorev almaktadir. PCFT ¢ogu saglikli
dokuda ifade edilse de yalnizca disik pH degerlerinde hiicresel folat alimini
saglayabilmektedir. Bu aktivitesinin yani sira, fizyolojik pH kosullarinda fonksiyon

gosteren FOLR'den ge¢ endozomun asidik pH kosullarinda serbestlesen folatlar, ayni
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kosullarda aktiflesen PCFT katkisiyla sitoplazmaya gegebilmektedir. Diger taraftan
RFC, ¢ogu saglikli dokudaki nétral pH degerlerinde optimal diizeyde fonksiyonunu
gergeklestirebilmektedir. Her iki tasiyicida ¢ift yonli olarak ¢alisabilmekte,
membrandan folat gegisinin hiicre igi yoniinde devamhligi; RFC igin hiicre igi organik
fosfat konsantrasyonunun yiksekligi, PCFT igin hicre igi notral pH degerleri ile

saglanmaktadir (88).

Folatin makrofaj biyolojisine etkisi dncelikle hiicrelerdeki aliminyum hidroksit
dizeyleri acisindan degerlendirildiginde, LPS uyarimi yoklugunda hiicrelerdeki
aliminyum internalizasyon kapasitesini artmasina yol ag¢tigi gérilmektedir. Ancak
uyarimin 24 saatlik déneminde hala godzlemlenebilen bu etkinin, 48. saate
gelindiginde blyuk o6lglide tersine dondigu gérulmektedir. Bu aktivitesi 6zelinde,
folatin, makrofaj aktivasyonunun ilk zamanlarinda asi etkinligini destekleyici,

devaminda ise azaltici yénde etki edebilecegi diistinllebilir.

Makrofaj matirasyonu ve aktivasyonuyla iligkili ylzey belirteglerinin
ifadesinde folatin etkisine bakildiginda, J774.A1 hicrelerinin Td' ye karsi gelistirdigi
yanitlarda genel olarak; MHC-II, CD80, CD206 diizeylerinin arttigi; CD40, CD86, F4/80,
CD69 diizeylerinin azaldigl goriilmektedir. Uyarimla birlikte aktive olan makrofajlarda
ise folatin genel olarak F4/80 ve MHC-II diizeylerini destekleyici; CD40, CD80, CD86,

CD69, CD62L diizeylerini azaltici ydnde etki etmistir.

Folatin, makrofajlarin proinflamatuvar fonksiyonlariyla iliskili gen ifadesine
etkisi incelendiginde, LPS wuyarimi vyapilmayan hiicrelerde sadece ylksek
konsantrasyonda Td maruziyetiyle uyarilan Il1b ve Ccl5 ifadelerini biyolojik agidan
anlamli olabilecek diizeylerde destekledigi gorilmektedir. Aktive makrofajlarda Td
maruziyeti olmadiginda folatla proinflamatuvar gen ifadesi baskilanirken, distk
diizeyde Td maruziyetiyle bu etkinin biylk 6lglide tersine dondigi, ancak artan Td

maruziyetiyle etkisinin tekrar baskilayici bir karakter kazandigi gérilmustir.

Folatin, Td asisina karsi gelisen makrofaj fonksiyonel yanitlarina etkisi

incelendiginde, her kosulda fagositoz aktivitesinin desteklendigi gorilmektedir.
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Kosullardaki bu aktivite artisinin hiicrelerde aliminyum hidroksit yukiyle
iliskilendirildiginde, azalan fagositoz kapasitesine karsin folatin destekleyici etkisi
devam etmektedir. Bu gozlemden yola ¢ikarak in vivo sartlarda, asiyla dogrudan veya
dolayh olarak indiklenen makrofaj aktivasyon spektrumunun tamaminda, folatla
birlikte antijen internalizasyonunun artmasi ihtimali s6z konusu olabilir. Benzer bir
sekilde folatla, aliminyum hidroksit diizeylerindeki degisim egilimlerinden bagimsiz
olarak MHC-II ifadesinde artis gozlemlenmesi, fagositoz kapasitesinin devaml
desteklenmesi ile iligkili olarak gortlebilir. Machacek C ve ark. FOLR2' nin plazma
membraninda CD18 molekillyle etkilesime girerek CD11b ile Mac-1 integrin (CR3)
kompleksi yapisinin olusmasini engelledigini fonksiyonel olarak géstermislerdir (89).
Bu bilgiler 1s18inda, gcalisma bulgularimizda fagositoz aktivitesindeki artisin, ortamdaki
yuksek folat seviyesiyle FOLR2' nin endositoz aktivitesinin artmasi sayesinde, Mac-1

integrin fonsiyonlarinin geri kazanilmasiyla iliskili olabilecegi diisiniimektedir.

Diger incelenen fonksiyonel yanitlar ise ROS ve NO iretim kapasitesidir.
Radikalik aktiviteleri nedeniyle hiicrelerdeki hem ROS (90) hem de NO (91) Uretimi,
antijen islenmesi sureglerinin énemli birer bilesenidir. Hiicrelerin Td' ye verdikleri
ROS ve NO yanitlarinda folatla, disik Td maruziyet diizeyinde destekleyici, ylksek
maruziyetle ise azaltici etki goriilmustir. Ancak hiicrelerin, LPS uyarimiyla birlikte Td
uygulamasi yapildigindaki ROS ve NO yanitlarinda folatin 6nemli diizeyde bir etkisi
gorilmemistir. Antijen isleme kapasitesi yoninden bakildiginda, folatin artan Td
maruziyeti ve inflamatuvar kosullara bagh hicrelerdeki fagolizozomal reaksiyonlari

baskilayici veya disik dizeyde baskilayici bir etkiye neden olabilecegi sdylenebilir.

Folatin, makrofajlarin inflamatuvar fonksiyonlariyla iligkili belirtegler
yoninden aliminyum adjuvanli agiya karsi gelistirilen yanitlardaki etkileri tek yonli
bir egilim gostermemektedir. Ancak aktive makrofaj hiicrelerinde genel anlamda,
proinflamatuvar karakterdeki yanitlari baskilar nitelikte bir aktivitesi olabilecegi
disindlebilir. Bu gozlemler gergevesinde literatiir degerlendirmesi yapildiginda; Yu
ve ark. calismalarinda, hiicresel tek-karbon metabolizmasi ile Uretilen SAM

molekulinin, LPS ile indlklenen peritoneal makrofaj hiicrelerinde IL-1B yanitlarini
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destekledigi goOsterilmistir. Folat metobolitlerinin, 5-mTHF araciligiyla metiyonin
uretiminden daha ¢ok adenozil biyosenteziyle katkida bulundugu goézlemlenmistir.
Dizeyleri artan SAM aktivitesini H3 histon proteininin metilasyonu (H3K4me3 ve
H3K36me3 baglandiklar gen bélgelerinin aktif transkripsiyonuyla
iliskilendirilmektedirler) ile 111b genini transkripsiyonunu destekledigi savunulmustur
(92). Ancak ¢alisma kapsaminda, DMEM besiyerinde hazirlanan kiltir ortamindaki
folat seviyesinin etkisi degerlendirilmediginden elde edilen 1I-1B yanitlarinda yuksek

folat seviyesinin destekleyici veya azaltici yonde nasil etki ettigi tartisilamamaktadir.

Samblas ve ark., THP-1 insan monositik hlicre hattinda folatin proinflamtuvar
gen ifadesinin epigenetik dlizenlenmesi Uzerine etkilerini, standart RPMI kiltir
ortamina karsin 11.3 pM' lik oldukca yiiksek folat uygulamasiyla test etmislerdir. ilgili
kiltlir ortaminda hiicreler forbol miristat asetat (PMA) uygulamasiyla makrofaja
donugtlrdlmastir. LPS uyarimi varliginda, artirilan folat seviyesiyle; IL1B, TNF, CCL2,
ve TLR4 rolatif transkript dizeylerinde dists elde edilmistir. CD40 ve IL18 gen
ifadesinde farklihk gosterilmemistir. Calismada IL1B ifadesindeki bu degisim
promotor boélgesindeki artmis metilasyon diizeyleriyle iliskilendirilebilmis olsa da TNF
icin benzer bir gozlem elde edilememistir. IL1B ve TNF gen ifadesi NF-KB fonksiyonlari
acisindan degerlendirildiginde ise her iki geninde promotdr bdlgelerinde NF-KB

baglanma diizeylerinde bir degisim gorilmemistir (93).

Samaniego R ve ark. insan monositlerinden donustirdikleri GM-CSF ile
indiiklenmis  makrofajlar  (FOLR2:, CD869Ustik HLA-DRYUstik cDE84Ustk CD209,
CD163¢%ustk CD1440stk: | pPS uyarimiyla IL-1099stk TNF-qrvtksek |- gviksek [-23-) jle M-CSF
ile indiiklenmis makrofajlari (FOLR2*, CD86YU*sek HLA-DRYUksek CDE8YIksek  CD163Viksek
CD209-, CD163viksek CcD14vuksek; | PS uyarimiyla IL-109ksek TNF-qdtsik |L-gdistk ||-23*)
karsilastirdiklari ¢alismalarinda, M-CSF ile donistirilmis makrofajlarin GM-CSF ile
donustirdlmuslere gore daha fazla 5m-THF hicresel alimi yaptiklari ve bu siregte
FOLR2 aktivitesinden faydalandiklarini gostermislerdir. IL-4 uyariminin iki makrofaj
tlriinde de 5m-THF hiicresel alimini destekleyici ama IFN-y'nin azaltici etki gosterdigi,

M-CSF ile donustiirilmis makrofajlarin FOLR2 ve PCFT (SLC46A1 geni) rolatif
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transkript dizeylerini artirdigl, GM-CSF ile donistirilmislerde ise RFC (SLC19A1)
geni dizeylerinde artisin oldugu gozlemlenmistir (72). GM-CSF ve M-CSF
dontgstmlerinde 2.3 uM' lik folat seviyesinin etkisi LPS uyarimi altinda incelendiginde,
GM-CSF ile donistirilmis makrofajlarda CCL2, CSF1 (M-CSF), IL6, TNF rolatif
transkript dizeylerinde duslis gorilmuisken; I[L10 dlzeylerinde ve M-CSF
dontgtirdlmis  makrofajlardaki  ifade  degisimlerinde  anlamh  farklar

gozlemlenmemistir.

Bu bilgiler 1s1ginda, ortamdaki folatlarin ve hiicrelerdeki diizeylerinin,
makrofajlarin uzaysal ve zamansal olarak degisken biyolojisi Uzerinde; SAM ve
allosterik inhibitérli S-adenozilhomosistein arasindaki dengenin sonucu olarak;
proinflamatuvar genlerin diizenleyici 6zellikteki promotér ve hizlandirici (enhencer)
bolgerinin metilasyonu veya H3K4me3 ve H3K36me3 histon modifikasyonu gibi
karmasik diizenleyici mekanizmalari destekleyerek etkili oldugu distinlebilir (72, 92-
94). Folatin, proinflamatuvar gen ifadesini diizenlenmesinde destekleyici veya azaltici
yonde etki ederek makrofaj hiicrelerinin aliminyum adjuvanli asilara karsi
gelistirdikleri yanitlarin sekillenmesine katkida bulunabilecegi goriilmektedir. Folatin
aliminyum adjuvanh asi etkinligi veya yan etkileri izerinde diizenleyici rolinin

arastirilmasinda in vivo ¢alismalar, degerli bulgular literatlire kazandirabilir.

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglarda, aliminyum adjuvanli model aginin
(Td) monosit/makrofaj hiicrelerinde CD11b, F4/80 ve MHC-II ifadesini, ll1b ve Ccl5
gen ifadesini artirdigi; diger taraftan CD62L ve CD40 ifadesini, fagositoz kapasitesini
azalttigr gérulmugstlr. LPS uyariminin ise, makrofaj yanitlariyla iliskili incelenen ¢ogu
parametrenin dulzeylerini arttirdigi gosterilmistir. Aktive makrofajlarda ise Td
uygulamasinin; CD11b, F4/80, MHC-Il, CD40 ve CD86 ifadesini artirdigi; canlilig,
CD69, CD80, fagositoz kapasitesini azalttig; Il1b, Tnf, 116, Ccl5 gen ifadesini ise artan
konsantrasyonlarda basta destekledigi sonrasinda azalttigl ortaya konmustur. Folat
seviyesinin yikseltilmesinin ise, hicrelerin artan Td maruziyetinde; aliminyum
hidroksit internalizasyonunu, CD11b, CD206, CD62L, MHC-II, ve CD80 ifadesini, ll1b

ve Ccl5 gen ifadesini, fagositoz kapasitesini destekleyici; F4/80, CD40 ve CD86
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ifadesini, ROS ve NO uretim kapasitesini azaltict yonde etki etmistir. Aktive
makrofajlarda ise; F4/80 ve MHC-II ifadesini, fagositoz kapasitesini destekledigi
ancak; aliminyum hidroksit internalizasyonunu, CD40, CD80, CD86, CD69, CD62L

ifadesini, genel olarak II1b, Tnf, 116 ve Ccl5 gen ifadesini azalttig ortaya konmustur.

Raporlanan bulgular gergevesinde, aliminyum adjuvanin, ozellikle aktive
makrofaj yanitlarini, asi etkinligini artirabilecek yonde destekleyebildigi
disundlmektedir. Aliminyum adjuvanla indiklenmis inflamasyon ortaminda aktive
olan makrofajlar bu yanitlari sayesinde 6zellikle Th yanitlarinin desteklenmesinde
onemli roller Gstlenebilir. ASO4 ve benzeri TLR agonisti-aliminyum adjuvan kombine
sistemlerin agi arastirma ve gelistirme ¢alismalarinda daha sik yer almasiyla etkinligi
ve koruyuculugu daha yuksek drlnlerin kesfi mimkiin olabilir. Folat seviyesinin
arttirilmasi ise, monosit/makrofaj karakterindeki hiicrelerin yanitlarini biyik olgide
asl etkinligini arttiracak yonde desteklemistir. Diger taraftan, aktive makrofajlarin
fizyolojik kosullara yakin seviyedeki folat varliginda, aliminyum adjuvanli asiyla
gelistirdikleri yanitlarin proinflamatuvar karakterinin, folat seviyenin artiriimasiyla
blyluk o6lcide baskilandigi  sonucuna varilabilir.  Makrofaj yanitlarinin
dizenlenmesinde etkili olabilecegi disinllen folat ve iliskili yolaklarinin
hedeflenmesiyle, asi etkinliginin kurgulanan yénde sekillenmesini saglayabilecek

yenilikgi yaklasimlarin kesfi mimkdan olabilir.

Kontrol LPS Uyarimi
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Sekil 5.1.J774.A1 hicrelerinin aliminyum adjuvanli asiyla gelistirdigi yanitlara LPS
uyariminin ve folat seviyesinin etkisinin genel 6zeti.
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6. SONUC ve ONERILER

J774.A1 hicreleriyle canlihgin korunarak, aliminyum adjuvanl asilara karsi
gelisen makrofaj yanitlarinda, maruziyet diizeyinin ve aktivasyon durumunun
birlikte degerlendirilebildigi, in vitro deney modeli olusturulmustur. Sadece LPS
uyarimiyla birlikte ylksek konsantasyonda Td maruziyetinin 48. saatindeki
disuse ragmen canhlik, tim kosullarda %80' nin lizerinde korunmustur.
J774.A1 hiicreleri uyarim siresine bagl olarak ylizey FOLR2 ifadesini artirmistir.
immiinofloresan gorintilemesinde FOLR2 ifadesinin sitoplazmik
kompartmanlarda yogun bir bigcimde gorilmesi reseptériin endositoz
aktivitesiyle iligkilendirilmistir. FOLR2 ifadesinin disik folat seviyesiyle arttigi
ancak Td uygulamasi ve uyarimla birlikte bu farkin kayboldugu goérilmdistdr.
Hlcredeki FOLR2 rélatif transkript dizeylerinde, kosullar arasinda 6nemli 6lglide
degisim izlenmemistir.

Mikroskobik analizlerde J774.A1 hiicreleri, gogunlukla monositik morfolojilerini
korurken, uyarimla birlikte makrofaj benzeri karakter kazanmistir. Hicresel
granularite Td dizeylerine bagl olarak artmistir.

Aliminyum hidroksitin hicre igi dizeylerinin, uygulanan Td konsantrasyonu ve
LPS uyarimiyla, zamana bagh olarak arttigi gorilmustir. Boylece, gelistirilen
modelde kosullar arasi amaglanan hetorojenitenin saglandigi anlasilmistir. Folat
seviyesinin yikseltilmesi; LPS uyariminin 24. saatinde hicrelerin aliminyum
hidroksit internalizasyonunu desteklerken, uyarimin 48. saatinde azaltici ydonde
etki etmistir.

J774.A1 hicrelerinde Td uygulamasiyla birlikte; F4/80, CD11b ve MHC-II
ifadelerinin genel olarak desteklendigi; CD206, CD69, CD80 ve CD86 ifadelerinin
onemli Olgide etkilenmedigi; CD62L ve CD40 ifadelerinin ise azaldigi
gorllmustlr. Folat seviyesinin yikseltilmesi ise, artan Td konsantrasyonlarinda
CD11b, CD206, MHC-Il ve CD62L ifadelerini desteklemis; CD69 ifadesini dnemli
Olctide etkilememis, F4/80, CD40 ve CD86 ifadelerinde azaltici yonde etki
gostermistir. LPS uyarimiyla J774.A1 hicrelerinin CD11b haricindeki tim

aktivasyon ve matirasyon belirteglerinin ifade dizeyleri artmistir. LPS ile
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uyarilmis hiicrelerde Td uygulamasiyla birlikte genel olarak CD11b, F4/80, MHC-
II, CD40 ve CD86 ifadeleri artmis; CD206 ve CD62L ifadeleri 6nemli diizeyde
etkilenmemis; CD69 ve CD80 ifadeleri azalmistir. Folat seviyesinin ylkseltilmesi
ise, uyarilmis hucrelerde, artan Td konsantrasyonlariyla F4/80 ve MHC-II
ifadelerini desteklemis; CD11b ifadesini 6nemli diizeyde degistirmemis, CD206,
CD69, CD62L, CD40, CD80 ve CD86 ifadelerini azaltici yonde etki etmistir.
J774.A1 hiicrelerinde Td uygulamasiyla, genel olarak I11b ve Ccl5 gen ifadelerinin
belirli 6lgtide arttigl; 1118, Tnf ve 116 igin ise dnemli dizeyde degisimin olmadigi
gorllmustir. LPS uyarimiyla hiicrelerin ll1b, Tnf, 116 ve Ccl5 ifadelerini artirdigi,
disuk konsantrasyonda Td uygulamasiyla bu artisin genel olarak desteklendigi,
Td konsantrasyonunun artirilmasinin ise bu etkiyi tersine c¢evirdigi
gozlemlenmistir. Folat seviyesinin artirilmasi, uyariimamis (kontrol) hiicrelerdeki
gen ifadesini, Td konsantrasyonundaki artisla daha ¢ok destekleyici yonde
etkiledigi goralmustir. LPS uyarimiyla folatin, biyik 6lg¢tide baskilayici ydonde bir
etkisinin oldugu, disuk konsantrasyon Td uygulamasiyla bu etkinin terse
dondigu, yiksek Td konsantrasyonuna cikildiginda tekrardan baskilayici bir
karakter kazandigi gbzlemlenmistir.

Td uygulamasinin, konsantrasyon bagimli olarak hem LPS uyarimi yapiimamis
hem de uyarilmis hicrelerde fagositoz kapasitesini baskiladigi goérilmustir.
Ortamdaki folat seviyesinin artirilmasiyla hem kontrol (uyariimamis) hem de
uyarilmis hiicrelerde fagositoz aktivitesi belirli 6l¢lide desteklenmistir.

Folat, hicrelerin Td' ye verdikleri ROS ve NO vyanitlarinda, disik
konsantrasyondaki Td uygulamasinda destekleyici, ylksek konsantrasyonda ise
azaltici yonde etki etmistir. LPS uyarimiyla birlikte Td uygulamasi yapildiginda,
ROS ve NO yanitlarinda folatin 6nemli diizeyde bir etkisi gériilmemistir.

MTT analizindeki toksik olmayan konsantrasyonlarda canlilikta gorilen dalgali
seyrin, hiicrelerin mitokondriyal aktivitesindeki degisimlerden kaynaklanmasi s6z
konusu olabilir. Bu durumun aydinlatilmasinda, model olarak kullanilan hiicre

hattinin Td ile inklbasyon sireleri boyunca, proliferasyon dizeylerindeki
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degisimlerin de gbz 6nline alinmasiyla hiicre sayimi yapilarak, hiicre bagina diisen
mitokondriyal aktivitenin hesaplanmasi faydali olabilir.

FOLR2 ifadesi western blot calismalariyla degerlendirilerek, total reseptor
ifadesinin degisimi endositik aktivitesinden bagimsiz olarak arastirilabilir.
Hicrelerdeki morfolojik degisimler, sitokimyasal boyamalarla (May-Grunwald
Giemsa) daha detayli incelenebilir.

Popiilasyonda, hiicre basina disen aliminyum hidroksit internalizasyon
diizeyleri, inkiibasyon sonrasi hiicre sayimini takiben gergeklestirilecek atomik
absorbsiyon spektroskopisi analizleriyle dogrudan Oolgiilebilir. Bu ydntemle,
spesifik olmayan boyanmalarin sonuglarda yaptigi girisim elimine edilebilir.

48. saatte analiz edilen ylizey belirteci ifadeleri, 24. saatte de incelenerek, in vivo
sartlardaki makrofaj aktivasyon spektrumundan beklenebilecek yanitlar daha
detaylandiriimis bir bicimde incelenebilir.

Gen ifadeleri dizeyinde incelenen kemokin ve sitokinlerin hiicrelerden
salgilanma seviyeleri, stipernatant orneklerinden gergeklestirilebilecek ELISA
bazli analizlerle protein diizeyinde tayin edilebilir.

ROS ve NO, radikalik metabolitler olmalari nedeniyle, akim sitometri 6rnek
hazirhgi stirecinde stabilitelerinin korunmasi igin hassas ve hizli islem sireglerini
gerektirmektedir. Formulasyonlarla 3 saatlik inkiibasyon siiresince kuyu basina
disen canli hiicre sayisinin kosullar arasinda bilyilk olcide benzer kalmasi
ihtimali g6z 6ninde bulundurularak, floresan plaka okuyucu tabanh analizlerle
stabilite daha etkin bir bigimde korunabilir.

Hicrelerdeki ROS ve NO uretim kapasitesinde folatin etkisinin daha etkin bir
bicimde incelenebilmesi igin formilasyon uygulamalari, folatsiz veya standart
tam RPMI besiyerinde adezyon siiresine takiben 48 saatlik inkiibasyon sonrasi

gerceklestirilebilir.
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