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OZET

Bu tez calismasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi immiinoloji Anabilim Dali’nda
geligtirimis olan tetanoz ve difteri toksoid asilarinin olusturdugu immuan cevaplarin
in vitro ve ex vivo yontemler kullanilarak karakterize edilmesi amacglandi. Bu asilar
aliminyum hidroksit ve kalsiyum fosfat olmak tzere iki farkl adjuvan icermektedir.
Asilar subkiitan (SK) ve intraperitoneal (iP) olarak iki farkli yolla uygulandi.
Gelistirilen asilar ve mevcut olarak kullanilan eriskin tip tetanoz difteri asisi ile elde
edilen immun cevaplar karsilastiriimali olarak galisildi. Asilama sonrasi fare dalak
mononukleer hicreleri akim sitometri ile analiz edilerek, CD4*, CD8* ve CD19*
hiicre miktarlari saptanarak karsilastirildi. iP yolla uygulanan asi gruplarindaki
farelerin kontrol grubuna gore daha yuksek CD4* T hiucre ve CD19* B hucre
sayisina sahip oldugu bulundu. Hem SK hem de iP yolla uygulanan asilarda,
farelerde olusan igG tipindeki anti tetanoz toksoid ve anti difteri toksoid antikorlarinin
varligi ve konsantrasyonlari ELISA metodu ile gdsterildi. Alum adjuvani iceren
asilarla olusan antikorlarin koruyuculugu ve noétralizan 6zellikleri, tetanoz toksini
“challenge” ve difteri toksini in vitro notralizasyon testleri ile gosterildi. Hem ticari
asida hem de geligtirilen asida tetanoz toksoidi i¢in koruyuculugun > %99,9 oldugu
gosterildi. Anti difteri antikorlarin notralizasyon kapasiteleri degerlendirildiginde ticari
asl ve gelistirilen asi arasinda herhangi bir fark olmadigi bulundu. Asi antijeni olarak
kullanilan toksinlerin total protein miktarlari ve Lf degerleri belirlendi. SDS-PAGE Jel
elektroforezi ile safliklari gosterilerek Western Blot ile antijenlerin saglamasi yapildi.
Farelerde tetanoz toksini LDso ve PDso dozlar ve difteri toksini VERO-E6
hicrelerinde MSD MTT ydntemi ile saptandi.

Birim Kodu :1039.2

Anahtar Kelimeler : Tetanoz, difteri, toksoid asi, yerli, milli, immun reaksiyon,
karakterizasyon
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ABSTRACT

In this thesis study, it was aimed to characterize the immune responses created by
tetanus and diphtheria toxoid vaccines developed in the Gazi University Faculty of
Medicine, Department of Immunology by using in vitro and ex vivo methods. These
vaccines contain two different adjuvants; alum and calcium phosphate. Vaccines
were administered in two different ways: subcutaneous (SC) and intraperitoneal
(IP). The immune responses obtained with the developed and currently used adult
type tetanus diphtheria vaccines were studied comparatively. After vaccination,
mouse spleen mononuclear cells were analyzed by flow cytometry, and the amount
of CD4 +, CD8 + and CD19 + cells were determined. It was found that mice in the
IP-administered vaccine groups had higher CD4+ T cell and CD19+ B cell counts
than the control group. The presence and concentration of IgG type anti-tetanus
toxoid and anti-diphtheria toxoid antibodies were demonstrated by ELISA in vaccine
administered mice both by SC and IP route. The protection and neutralizing
properties of antibodies formed by vaccines containing alum adjuvant were
demonstrated by the tetanus toxin challenge and diphtheria toxin in vitro
neutralization tests. It was shown that the protection for tetanus toxoid was >99.9 %
in both the commercial vaccine and the developed vaccine. When the neutralization
capacity of anti diphtheria antibodies was evaluated, it was found that there was no
difference between the commercial and the developed vaccine. Total protein
amounts and Lf values of toxins used as vaccine antigen were determined.
Antigenic purities were shown by SDS-PAGE and confirmed by Western Blotting.
LDso and PDso doses for tetanus toxin determined in mice and MCD for diphtheria
toxin in VERO-EG6 cells were determined by MTT method.

Science Code : 1039.2

Key Words . Tetanus, diphtheria, toxoid vaccine, domestic, national,
characterisation, immune reaction
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu tez cgalismasinda kullanilan simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

% Yuzde

°C Santigrat derece
dk Dakika

kDa Kilo dalton

Kf Flokulasyon kinetigi
Lf Flokulasyon siniri
M Molar

M.O Milattan 6nce

mg Miligram

ml Mililitre

ng Nanogram

pM Pikomolar

rpm Dakikadaki devir sayisi
Y, Volt

yy Yuzyil

Mg Mikrogram

pl Mikrolitre

Mm Mikrometre

MM Mikromolar
Kisaltmalar Aciklamalar

APS Amonyum perstulfat
BSA Si1gir serum albumin
C. tetani Clostridium tetani
dH20 Distile su

DMSO Dimetil sulfoksit
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1. GIRIS

Asilar modern tibbin elde ettigi en buyuk basarilardan biridir. Olugturduklari immun
yanitlar Ozellikle enfeksiyon hastaliklardan korunma ve Onlemede basarinin
sebebidir [1]. Difteri ve tetanoz hastaliklarindan korunmada ve hastaliklarin
onlenmesinde toksoid bazli agilar uzun yillardir kullaniimaktadir. Bu asilar ile olusan
immun yanitlar degerlendirildiginde, dogal ve adaptif immuan yanit elemanlarinin rol
aldigi gorulmektedir. Asilama ile enjeksiyon bolgesine gelen ve dogal immun yanit
hlcreleri olan makrofaj, dendritik hiicre (DC: dendritic cell), nétrofil gibi antijen
sunucu hucreler (APC: antigen presenting cells) patern tanima reseptorleri (PRR:
patern recognition receptors) araciligi ile asi antijenlerini taniyarak sitokin ve
kemokin sentezi ile inflamasyonu baslatir [2]. Olgunlasmamig DC’ler antijenleri
yakalayarak lenf digumlerine ulastiklarinda T hiicre yanitlarini baslatirlar. Bu
nedenle DC'ler, asi antijenlerine karsi bagisik yanitin baslatimasinda ve
sekillendiriimesinde dnemlidir. Lenf dugumlerine gegen DC’ler antijeni isleyerek,
eksprese ettikleri major doku uygunluk kompleksi (MHC: majér histocompatibility
complex) Sinif | ya da Sinif Il ile CD8* ya da CD4* T hucrelerine sunar [3]. Lenf
nodunda MHC Sinif Il ile CD4* T hiicresine sunulan antijenler ile T hucreleri alt
gruplara farklilagir. CD4* T hicreleri, antikor aracili bagisiklik igin gereklidir. Alum
adjuvanlari ile birlikte bu farklilagsma daha ¢ok yardimci T hicre 2 (Th2: T helper 2)
ve folikiler yardimci T hicre (Tfh: Follicular helper T cell) yéninde meydana
gelmektedir [4, 5]. Farklilasan Th2 ve Tth hlcreleri, DC ve B hucreleri ile etkilesime
girerek folikullerde, germinal merkez reaksiyonunu baslatir. B hucreleri germinal
merkezlerde aktive olarak antikor salgilayan plazma hucrelerine ve hafiza B
hicrelerine donusir. Antijen ile tekrar karsilastiklarinda aktive olan hafiza B
hicreleri hizla prolifere olarak yiksek miktarda yuksek afiniteli antikor treten plazma
hacrelerine farkhlasirlar [6] . Bununla birlikte B hucreleri de lenf dGgumuane gelen
¢6zunlr haldeki antijeni ylizey imminoglobulinleri (Ig) ile taniyarak aktive olur.
Ekstrafolikller alanlarda B hucreleri farklilasarak plazma hicresine donuslr ve
disuk afiniteli antikorlar tretilmeye baslar. Hizli bir cevap olan bu yanitta olusan

antikorlarin ve plazma hucrelerinin dmru kisadir [7].

Tetanoz Gram pozitif, zorunlu anaerop, terminal sporlu, hareketli, kapsulsuz bir basil

olan Clostridium tetani (C.tetani)’ nin neden oldugu olumcul bir hastaliktir. Bakteri



dogada yaygin olarak toprakta, hayvan ve insan disgkilarinda, sularda ve genellikle
dis etkilere dayanikli olan spor formunda bulunmaktadir. Bakterinin salgiladigi
peptid yapidaki norotoksin hastaligin  kliniginden sorumludur [8]. Tetanoz
norotoksini (TeNT) yaklasik olarak 150kD agirhiginda ve iki adet alt Uniteden
olusmaktadir. Yaklasik 100 kD buyuakliginde agir (H) ve 50 kD buytkligunde hafif
(L) olmak Uzere iki adet polipeptid zincirin disulfit baglar ile baglanmasi sonucu

olusur [9].

Difteri, Corynebacterium diphtheriae bakterisinin neden oldugu bir hastaliktir. C.
diphtheriae Gram pozitif kapstlstiz, hareketsiz, aerop veya fakiltatif anaerop bir
basildir [10]. Difteri toksini bir bakteriyofaj tarafindan kodlanan tox geni ile
olusturulmaktadir. Toksin, yaklasik 58 kD agirhginda, A ve B olmak Gzere 2 adet alt
uniteden olugan bir polipeptid zincirdir. A alt Gnite yaklasik 21 kD agirhgindadir ve
toksinin amino ucunda bulunan katalizor bir enzim gorevindedir. Yaklagik 37 kD bir
peptid olan B alt Gnitesi ise hicre membranina tutunup A Unitesinin hicre igine
girisine yaridimci olur [11]. Cogalmasi ile birlikte salgiladidi protein yapidaki

ekzotoksin dolasima karisarak semptomlara neden olmaktadir.

Difteri ve tetanoz toksoid asilarinda bulunan toksoidler, toksinlerin besiyerlerinde
uretilip izole edilerek, kimyasallar ile muamele sonrasi patojenitesini kaybedip,

immunojenik 6zelliklerini korudugu halidir [12, 13].

Asilarin olusturdugu immun yaniti belirlemek igin kullanilacak olan yontemler,
immun sistemin uyarilarak asinin gelistirildigi patojene engel olma gorevini yerine
getirip getiremedigini dlgebilecek sekilde secilmelidir. Tetanoz ve difteri asilarinda
da oldugu gibi pek cok asida baslica hedef patojenin tasidigi molekiillere karsi
antikor olusturarak korumayi saglamaktir [14]. Toksoid asilara karsi gelisen immun
yanitlarin karakterizasyonu yapilirken kullanilabilecek en énemli parametrelerden
biri olusan antikor varhigini tesbit etmektir. Toksoid ya da toksine spesifik total
antikorlarin ve alt tiplerinin saptanabilecegi ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) yontemi bu amagla kullanilan baslica yéntemlerden biridir. Toksoid agilarda,
toksoidlere ve toksinlere karsi olusan antikorlarin noétralizan 6zellikte olmasi da
onemlidir. Bu nedenle temeli antijen antikor reaksiyonlarina dayanan in vitro

notralizasyon testleri ile fonksiyonel antikor yanitlari da belirlenebilmektedir.



Asilama ile olusan hucresel immun yanitlari belirlemek igin hucre yuzeyinde ya da
hicre icindeki fenotipik belirtecleri saptamaya yonelik ELISPOT (Enzyme-linked
immune absorbent spot) ve akim sitometri gibi yontemler de kullaniimaktadir.
Ayrica, sitotoksik T-lenfosit (CTL) deneyi, 6oncul CTL frekans deneyi, hicre
proliferasyon deneyleri, karboksifloresein diasetat suksinimidil ester deneyleri,
multipleks ELISA, PCR gibi yontemler de immun yanitlarin saptanmasinda
kullanilabilmektedir [15, 16].

Bu tez calismasi kapsaminda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi immiinoloji Anabilim
Dal’'nda daha dnce gelistirilen, aliminyum hidroksit ve kalsiyum fosfat adjuvanlari
iceren Erigkin Tip Difteri-Tetanoz asilari ile olusan immun yanitlarin in vivo ve ex
vivo karakterizasyonu yapildi. Antijenlerin safligini gosterebilmek icin SDS-PAGE ve
Western Blot yontemleri kullanildi. Asilar ile farkli zaman ve yollarla immunize edilen
farelerden elde edilen dalak mononukleer hicrelerinin, yardimci T hticre belirteci
olan CD4 ve sitotoksik T hucre belirteci olan CD8 ve B hucre belirteci olan CD19
molekullerinin ekspresyon oranlari akim sitometri yontemi ile belirlendi. Ayrica
immunize edilen farelerden elde edilen serumlar kullanilarak, toksoidlere karsi
olusan igG tipinde antikorlar ELISA metodu ile saptandi. Asilarin koruyucu etkinligini
gOsteren tetanoz toksin “challenge” ve difteri toksini in vitro toksin nétralizasyon

testleri ile olugan bagisik yanitin koruyucu etkinligi gosterildi.






2. GENEL BILGILER

2.1. Toksoid Asilarda immiin Cevaplar

Immin yanitlar konagin kendine yabanci olani tanimasi ve kendinden olan ve
olmayani ayirt ederek yanit vermesidir. Dodal ya da adaptif immun cevabi olusturan
maddeler antijen olarak adlandiriimaktadir. Tetanoz ve difteri toksoid bazli asilarda
antijenler bakteri toksinlerinden elde edilen toksoidlerdir [17]. Ayrica bu asilarla
olusan immun yaniti gu¢lendirmek amaciyla gesitli adjuvanlar kullaniimaktadir [18].
Asillar ile olusan immun yanitlar degerlendirildiginde immun sistem dogal ve adaptif
(kazanilmig) olarak ikiye ayrilmakla birlikte bu iki grubu olusturan elemanlar birbirleri

ile surekli etkilesim halindedir [19].
2.1.1. Dogal immun cevaplar

Dogal bagisik yaniti olusturan elemanlar viicudun yapisal bariyerleri (deri, mukoza,
sekresyonlar), fagositik hicreler (monosit, makrofaj, nétrofil), NK hicreler, mast
hdcreleri, eozinofil ve bazofil gibi inflamatuar mediator salan hicreler ve sitokinler,
akut faz proteinleri ile kompleman gibi ¢dzinur molekullerdir. Antijen sunucu
hicreler (APC: antigen presenting cells) olan dendritik hiicreler (DC: Dendritic Cell)
de dogal ve adaptif immin yanitlar arasinda kopri goérevi gormektedir. Ayrica
hlcrelerin yUzeylerinde bulunan reseptorler de dogal bagisik yanitta gorev
almaktadir [20, 21].

Reseptorler

Toksoid asilarin vicuda verilmesi ile birlikte 6ncelikle immun sistemin dogal (innate)
bagisik yaniti aktive olmaktadir. Enjeksiyon bdlgesine gelen dogal bagisik sistemin
elemanlarindan fagositler ve APC’ler bu molekdllerle ilk etkilesimi kurar. Bu
hdcrelerin patojen iliskili molekuler patern adi verilen (PAMP: pathogen associated
molecular patterns) ve hasarla iligskili molekiler paternler (DAMP) adi verilen
vicudun yabanci olarak taniyarak, tehlike olarak algilama iglemi patern tanima
reseptorleri (PRR: patern recognition receptors) araciligi ile olmaktadir. PRR’ler Toll

benzeri reseptorler (TLR: toll like receptors), NOD-benzeri reseptorler (NLR:
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nucleotide-binding oligomerization domain like receptors), C tip lektin reseptorleri
(CLR: C type lectin receptors) ve retinoik asitle indiklenebilir gen-I benzeri
reseptorlerdir (RLR: RIG-1 like receptors) [22, 23].

Toll benzeri reseptérier

Transmembran reseptorlerin bir grubu olan TLR'ler patern taniyan reseptorler olarak
onemli gérevlerde bulunurlar. Ozellikle makrofajlar veya dendritik hiicreler gibi
APC’ler Gzerinde bulunur. TLR ailesi (TLR1-TLR11) patojenlerin korunmus yapisal
komponentleri olan PAMP’lari taniyarak proinflamatuar dogal immidn cevaplari
uyarirlar. Bu reseptorlerin dogal immun sistem tarafindan taninmasi sonucu
kostimulator molekuller, sitokinler ve kemokinler uyarilir, antijene 6zgu lenfositler

toplanir, aktive olur ve edinsel immun cevap baslar [24, 25].

insanlarda 10 (TLR1-TLR10), farelerde ise 12 (TLR1-TLR9, TLR11-TLR13) adet
tanimlanmis farkh TLR bulunmaktadir. TLR’ler hiicre yuzeyinde veya endozom ve
lizozom gibi hlicre i¢i yapilarda bulunabilmektedir. Bu molekiller immun sistem
hlcrelerinin yani sira fibroblast ve epitel hicreleri gibi immuan sistem disindaki
hucrelerde de eksprese edilebilir. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 ve TLR10 hucre
yuzeyinde lokalize olurken TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 ve TLR13
hlcre igcinde endozomlarda bulunurlar. TLR 1 triagil lipopeptid, TLR 2 bakteri diagil
lipopeptid, lipoprotein, peptidoglikan, mantar zimosan ve B glukan yapilarini, virts
zarf glikoproteinlerini tanirken, TLR4 bakteri lipopolisakkaritler (LPS), glikoinositol
fosfolipidler ve virs glikoproteinlerini, TLR5 bakteri flajellini, TLR6 diagil lipopeptid
ve lipoteikoik asiti tanimaktadir. Hlcre i¢gi endozomlarda bulunan TLR3 cift zincirli
RNA, TLR7 ve TLR8 tek zincirli RNA, TLR9 ise metillenmemis CpG DNA ve
mitokondriyel DNA'y1 tanimaktadir [24, 26].

TLR’ler, ligandlari taniyan ekstraselUler bolim, transmembran kismi ve sinyal
yolaklarinin baglangici olan intraseliler toll-benzeri/interlékin-1 reseptor (TIR)
bolumu olmak Uzere 3 bolumden olugsmaktadir. TLR'ler ve IL-1R ailesi Uyeleri
tarafindan baglatilan sinyalin iletiimesi icin Miyeloid diferansiyasyon faktor 88
(MyD88), TIR bdlgesi iceren adaptér molekul (TIRAP), TIR bdlgesi igeren interferon-

B indukleyen adaptor (TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g),



TRIF iligkili adaptor molekul (TRAM: TRIF-related adaptor molecule) ve Steril a ve
HEAT/Armadillo motifi iceren protein (SARM: sterile-a- and armadillo motif-
containing protein) gibi adaptor proteinlere ihtiyag vardir [27, 28]. Bu adaptor
proteinler niukleer faktor kappa B (NF-kB), interferon duzenleyici faktor (IRF:
interferon regulatory factor) IRF1, IRF3, IRF5, IRF7 ve interferon-y gibi
transkripsiyon faktorlerini aktive etmek icin etkilesime girerek inflamatuar yanitlari
baslatmaktadir [29-31].

TLR1/2 TLR2/6 TLRS TLR4 mypss

a | ~r
2 r TRAM
AARAARARE '\l"l\{\klln\!il'v‘.'.HnH‘.n\Hll R R i s

) o) ) )Y ’ | TRIF
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Endozom

TLR9 8‘ N
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y
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) » |_IRF7( * NFkB -

iL-6, iL-12,TNFa, iL-1B Tip 1iFN Tip 1 iFN
Transcription Factors IRF70

A

Sekil 2.1. Toll Benzeri Reseptér Sinyalizasyonu [31]

Difteri ve tetanoz asilarinda bulunan aliminyum adjuvaninin kaspaz-1 yolagini
MyD88 olmaksizin, TLR bagimsiz bir sekilde uyardigi Kool ve ark tarafindan yapilan
in vitro galisma ile gosterilmistir. Bununla birlikte, ayni grup MyD88 molekulundn,
lenf nodlarinda alum aracili inflamatuar monosit hicre toplanmasi igin gerekli
oldugunu in vivo gostermistir. Bu in vitro ve in vivo ¢alismalar arasindaki farklihigin
daha c¢ok irdelenmesi gerektigi fikri dogmustur [32]. Alum adjuvanlari ile olugsan
immun yaniti guglendirebilmek amaciyla TLR agonistleri ile birlikte alum adjuvani ya
da yalnizca agonistler ile birlikte toksoidlerin uygulandigi ¢calismalar yapiimaktadir.




8

ASO04 adi verilen ve alum adjuvani ve TLR4 agonisti monofosforil lipid A iceren
kombine adjuvan sistemi insan papilloma virus ve hepatit B asilarinda lisansli olarak
kullaniimaktadir [33].

NOD-benzeri reseptérier

NOD-benzeri reseptorler, PAMP ve DAMP’lari taniyan ve konagin dogal bagisik
yanit regulasyonunda gorev alan hucre ici proteinlerdir. NLR'ler, NF-kB ve mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK: mitogen activated protein kinase) sinyal yolaklarini
tetikleyen ve enflamatuar kaspazlarin aktivasyonunu kontrol eden sinyal

platformlarini bir araya getiren yapi iskelesi proteinleri olarak iglev gorur [34, 35].

Tipik bir NLR proteini farkli yapi ve isleve sahip en az 3 farkh kisimdan olusur.
Bunlardan birincisi ligandi taniyan l6sinden zengin tekrarlayan bdlge, NLR’lerin
birbirine baglanmasini ve oligomerler olusturmasini saglayan NACHT (neuronal
apoptosis inhibitory protein [NAIP], CIITA, HET-E, and TP1) bdlgesi ve sinyal
kompleksleri olusturan efektér bolgedir. BIR, Pirin ve CARD (caspase recruitment
domain) olmak Uzere 3 farkli efektdr bolge vardir [36]. NLR’ler kullandiklari farkli
efektdr bolgelere gore 3 alt sinifa ayrilir. NOD1 ve NOD2 CARD bdlgesi tasiyan alt
siniflardir ve pek ¢ok gesitli hiicre sitozolinde bulunmaktadir. Bakteriyel toksinler
gibi peptid ligandlarini tanidiginda, CARD efektor alanlarinin, RIP2 kinazinin birden
fazla kopyasini toplayarak NOD sinyalozomu adi verilen bir sinyalleme kompleksi
olusturmasini saglayan konformasyonel bir degisiklik meydana gelir. Bu
komplekslerdeki RIP2 kinazlar, MyD88 araciligiyla sinyal veren TLR'lere benzer
sekilde, inflamatuar gen ekspresyonunu destekleyen NF-KB'yi aktive eder [34].

NLR alt sinifi olan ve pirin bolgesi iceren NLRP (NLR family, pyrin-domain-
containing proteins) sitozoldeki PAMP ve DAMP’lara inflamazom adi verilen sinyal
kompleksleri olusturarak yanit verir. inflamazomlar, interldkin (iL) 1 ve iL-18 gibi
inflamatuar sitokinlerin aktif formunu olusturur. En iyi bilinenler NLRPs—
IPAF/NLRC4, NLRP3 ve NLRP1'dir. Ligand ile baglandiginda pek ¢ok NLRP3 bir
araya gelerek oligomer olusturur ve her bir NLRP3 proteini ASC adi verilen adaptor
proteine baglanir. Adaptorler kaspaz-1 inaktif formuna baglanarak aktiflestirir. Aktif

kaspaz-1, IL-1B ve IL-18 sitokinlerini keserek aktiflestirir ve proinflamatuar yanit



baslar. NLRP inflamazomlar mikrobiyal UGrlnler ya da cevresel ya da endojen

kristaller gibi pek ¢ok sitoplazmik uyarici ile uyarilirlar [37, 38].
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Sekil 2.2. inflamazomlar ve inflamazom aktivasyonu [38]

Toksoid aslilarda kullanilan aluminyum adjuvanlarin da bu kristallerden oldugu ve
hem kendisinin hem de hicrelerden urik asit salinimina neden olmasiyla olusan urik
asit kristallerinin NLRP3 inflamazom yaniti olusturdugu bilinmektedir [38]. Bu
kristallerin fagositozu ile lizozomal proses aktive edilir. NLRP3 inflamazom katepsin
B gibi enzimleri salgilar. Kaspaz 1 aktivasyonu ile pro iL-1B proteolitik parcalanma
ile biyolojik olarak aktif iL-1B’ya gevirilir. Urik asit ile birlikte hiicrenin élimine bagli
olarak dsDNA salinimi da gerceklesmektedir. dsDNA, IRF3 ile monosit aktivasyonu
yaparak inflamatuar yaniti baglatir [39, 40]. Alum ile olusan kaspaz-1 aktivasyonu
ile iL-1B prosesi ve sekresyonunun NLRP3 inflamazom aracili oldugu hem fare
modelinde, hem de insan monosit hucreleri olan THP-1 hucre hattinda yapilan
calismalarda Li ve ark. tarafindan ilk kez gosterilmigtir [41, 42]. Daha sonra yapilan

benzer in vitro ¢alismalar ile de bu durum gosterilmigtir [39, 43, 44].
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TLR ve NLR uyarimi yoluyla olusan dogal immun aktivasyon, lenfosit aktivasyonuna
yol agan bir dizi dnemli olaya yol acar. Ornegin, TLR'ler, DC'lerin lenfositlere antijen
sunumuna yol agan olgunlasmasinda o6nemli bir rol oynar. Antijen ve TLR
ligandlarinin birarada tasinmasi, MHC Sinif Il molekulleri ile CD4* T hucrelerine
antijen sunumu yolunu destekler. TLR'ler ayrica sitotoksik CD8* T hiicrelerini aktive
etmek icin, antijenin MHC sinif | molekdulleri Gzerinde ¢apraz sunumunu da tesvik
edebilir. NLR'ler ayrica antijen sunumuyla da iligkilidir; DC'lerin NLR uyarimi ile MHC
sinif Il ekspresyonu artar. NOD2'nin DC'lerde MHC sinif Il aracili CD4+ T hucre
yanitlarini arttirdigi gésterilmistir [45].

Dogal bagisikhigin cozunur elemanlari

Asilarin vicuda uygulanmasi ile birlikte enjeksiyon boélgesinde bir inflamatuar yanit
olusmaktadir. Bu durum Polly Metzinger tarafindan ortaya atilan “Tehlike Hipotezi”
ile drtusmektedir. Burada olusan yanit mikrobiyal yanittan ¢ok doku hasari ile olusan
yanittir. Hasarli dokulardan gonderilen DNA, Urik asit, adenozin trifosfat (ATP), IsI
sok proteini 70 (Hsp70: heat shock protein-70), iL-1a ve iL-33 gibi tehlike sinyalleri
ile inflamasyon ve adaptif yanitlari baslatir. Enjeksiyon bdlgesinde olusan ve birkag
hafta ya da yillarca slrebilen nodul ve granilom olusumlari da bu inflamatuar yanitin
bir gostergesidir. Dogal immun yanitin kompleman sistemi gibi ¢oézunur elemanlari

ve dogal immun yanit hicreleri bu asamada gorev almaktadir.

Kompleman sistemi

Kompleman sistemi, mikroplari opsonize etmek, fagositlerin enfeksiyon bolgesine
toplanmasini saglamak ve bazi durumlarda mikroplari dogrudan oOldurmek igin
birlikte calisan birkag plazma proteininden olusmaktadir. Kompleman C1 q,r, s, C2,
C3, C4, C5, C6, C7, C8 ve C9, olmak uzere 11 komponentten olugsmaktadir. Bu
molekullerin molekul agirliklari ve serumdaki miktarlari ile kimyasal yapilari
birbirinden farklidir. Normal sartlarda kanda inaktif ve ¢ézinur halde bulunurken,
aktive olduklarinda duzenli bir sira ile birbirleri ile reaksiyona girerek protein-protein

kompleksleri ve aktif pargalanma Urunleri meydana getirirler [46].
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Kompleman sisteminin 3 yolla aktive oldugu bilinmektedir. Bunlar klasik yol,
alternatif yol ve lektin yoludur [47]. Klasik yol genellikle antijen ile antijene dzgii igG
ve IgM tipinde antikor kompleksleri ile aktive olmaktadir. C1q antikorun Fc kismina
baglanarak aktive olmaktadir. Sirayla C1r, Cl1s, C4, C2, C3, C5, C6, C7, C8, ve C9
sira ile gorev alir. Bu proteinlerin hemen hemen hepsi proenzim seklinde bulunurlar.
Enzim aktivitesi kazanabilmek icin bir 6énceki enzim tarafindan parcalanmalari
gerekir. C1r, C1s’yi aktive eder. C1s, serumda serbest haldeki C4’ U pargalar ve
C4a ve C4b’ nin olusmasina neden olur. C4b ylzeye baglanarak C2’ yi de kendine
baglar ve C1s icin bir substrat olusturur. C1s, C2'yi pargalayarak C2a ve C2b
molekdillerini ayristirir. C2b serbest kalir, C2a C4b’ye bagli kalir. C4b2a kompleksi,
C3 konvertaz aktivitesi kazanarak, C3’0 C3a ve C3b’ye parcalar. C3b, C4b2a’'ya
baglanarak C4b2a3b kompleksini olusturur. Olusan yeni kompleks C5 konvertaz
aktivitesi kazanarak, C5’i C5a ve C5b2ye ayirir. C5b, C6, C7, C8, C9’u da kendisine
baglayarak MAK (Membran Atak Kompleksi) olusturur [48].

Alternatif yol aktivasyonunda antijen antikor baglanmasina gerek yoktur. C3’'den
baslayarak C9’ da sonlanir. Bu yolakta ayrica faktér B ve faktdr D ve properdin gibi
molekuller goérev almaktadir [49]. Dolasimda serbest haldeki C3 molekull
parcalanarak C3b olusur. Serbest C3b kisa stirede yikima ugrar, mikroorganizma
molekull yuzeyine baglanarak faktor B ve faktor D’yi kendine geker. Faktor B, Ba
ve Bb’ye ayrilir. Bb, C3b’ ye baglanir, C3bBb kompleksi olusur ve bu kompleks C3
konvertaz aktivitesine sahiptir. C3bBb yeni C3a ve C3b olusturarak alternatif yolak
devam ettirilir. C3b ler yeni faktor B leri baglar ve sonugta daha fazla C3b olusur. Bu
siklus bu sekilde devam eder. Yeni olusan C3b, C3bBb kompleksine baglanarak
C3bBb3b kompleksini olusturur ve bu kompleks alternatif yoldaki C5 konvertazdir.
Bu da C5 i pargalar sonrasi klasik yoldaki gibi devam eder [50].

Kompleman sisteminin uyariimasinda rolu olan Gguncu yolak lektin yoludur ve klasik
yolla birgcok acidan benzerlik gosterir. Mannoz Baglayici Lektin (MBL), klasik
yolaktaki C1q ile benzerdir. Her ikiside, ayni protein ailesinden olan
kollektinlerdendir. Aralarindaki temel fark, C1q’da ig baglanma boélgesi mevcutken,
MBL karbonhidrat tanima bodlgesine sahiptir. MBL karbohidrat yapilara

baglandiginda lektin yolunun serin proteazlari aktive olur. Sonrasinda lektin yolu,
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klasik kompleman yolu ile ortak sekilde ilerler ve membran atak kompleksinin olugur
[51, 52].

Bredius ve ark. tetanoz toksoidine karsi gelisen igG1 ve igG2 tipindeki antikorlar ile
kompleman aktivasyonunun Kklasik yol ile aktive edildigini gostermistir [53].
Ramanathan ve ark. kobaylar Uzerinde vyaptiklari c¢alismada aliminyum
adjuvanlarin klasik ve lektin yolu ile compleman aktivasyonu yaparak inflamasyona
sebep oldugu gosterilmistir [54]. Guven ve ark. aluminyum hidroksit adjuvani ile
yaptiklari ¢alismada, bu adjuvanin kompleman sistemini her 3 yoldan da aktive

ettigini ve alternatif yolagin daha fazla roll oldugunu gostermistir [55].

Toksoid asilar ile kompleman aktivasyonu adjuvanin bir dezavantaji olarak da
gorulmektedir. AsI bolgesinde olusan lokal reaksiyonlar adjuvan etKkisi ile ya da tip
[l asiri duyarlilik reaksiyonlari (Arthus reaksiyonu) sebebi ile olmaktadir. Tip Il asiri
duyarllik reaksiyonlarinda olusan antijen-antikor kompleksleri damar duvarlarinda
birikerek organ hasarina neden olabilmektedir. Akut olarak gelismez. Damarda
biriken antijen antikor kompleksleri basta notrofil olmak Uzere I6kosit ve
komplemanin katildigi bir inflamasyona neden olur [56]. Asi ile enjeksiyon
bolgesinde gelisen lokalize arthus reaksiyonlari dolagsimda yiiksek miktarda igG
antikoru varliginda yeniden bagisiklama yapildiginda olmaktadir. Agilamadan
birka¢ saat sonra baglayan ve genellikle asilamadan 12 ila 36 saat sonra zirveye
ulasan agri, sisme, sertlesme ve 6dem ile karakterizedir. Kendi kendini sinirlarlar ve
birka¢ gun icinde ¢dzllurler. Tetanoz-difteri toksoid pekistirme enjeksiyonlari igin

onerildigi gibi, asilari daha genis araliklarla yapmak, sikhgdi ve siddeti azaltabilir [57].

Dogal badisiklikta rol alan hicreler

Asllarin vicuda verilmesini takiben olusan dogal immuin yanitlarda gorev alan
hicresel elemanlar monositler, makrofajlar, DC’ler, ve notrofiller gibi fagositoz ve

antijen sunumu yapan hucrelerdir.
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Monontikleer fagositler

Dolagimda monosit ve dokuda makrofajlari kapsayan mononukleer fagosit sistem
hdcrelerinin birincil gorevi mikroplari iglerine alarak yok etmek ve hasarli dokulardan
kurtulmaktir. Hlcrelerin enfeksiyon ya da inflamasyon bdlgesine gegcmesi, yabanci
antijenin taninmasi ve aktivasyonu, fagositozun baglamasi ve antijenin yok edilmesi
gibi siralanan immun yanitlar olustururlar. Ayrica sitokin salgilama ile diger hucreler
ile iletisim kurarak immun yanitlari uyarma ya da regulasyon gorevi gorurler [46, 58].
Bu 6zellikleri hem dogal bagisik yanitta hem de olusacak adaptif immun yanit igin
cok dnemlidir. insanlarda ve farelerde klasik monosit olarak adlandirilan ve en cok
sayida bulunanlar bol miktarda inflamatuar mediator Uretir ve hizla enfeksiyon ya da
doku hasari olan bélgeye gelirler. insanlarda bu monositler, CD14'lin yiiksek hiicre
yuzeyi ekspresyonu ve CD16 ekspresyonunun olmamasi (CD14** CD16") ile
tanimlanabilir ve farelerde esdeger alt set Ly6"9" olarak tanimlanabilir. Kan
monositlerinin az bir kismini olusturan klasik olmayan monositler, insanlarda CD14*
CD16** ve farelerde Ly6%°" dur. Bu hicreler, endotel ylizeyi boyunca siirtiinerek
ilerler ve yaralanmadan sonra doku onarimina katkida bulunur. Ayrica bir ara
monosit alt kimesi de CD14** CD16" olarak tanimlanmistir [46, 59].

Makrofajlarin dogal ve edinsel immun cevapta ve doku hemostazinda ¢ok énemli
rolleri vardir. immiin sistemde; fagositoz, apoptotik ve nekrotik hiicrelerin ortamdan
temizlenmesi, antimikrobiyal savunma gibi fonksiyonlar Ustlenirler. Bunun yaninda
Sinif I MHC ekspresyonu ve sitokin salgilayarak CD4* ve CD8* T hucrelerin
aktivasyonunda ve ayrica CD4* T lenfositlerin alt gruplarina farklilagsmalarinda
onemli rol oynarlar. Ayni zamanda APC olarak gorev alarak T hucre aktivasyonu
yaparlar. Klasik aktive makrofaj (M1) ve alternatif aktive makrofajlari olmak tzere
(M2) iki gruba ayrilirlar. M1 makrofajlari yiiksek diizeyde iL-12 ve dusiik dizey IL-
10 salinimiyla karakterizdir. Ayrica patojenlerin yok edilebilmesi i¢in indUklenebilir
nitrikoksit sentetaz (iNOS) uretimi, IL-1B, IL-6, iL-12, IL-23, TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinleri salgilayarak immin sistem hicrelerinin inflamasyon
bolgesine toplanmalarini saglayacak kemokin ve kemoatraktan molekulleri salgilar.
M2 makrofajlari ise yiiksek diizeyde iL-10 ve IL-1 reseptdr antagonisti ve diisiik
dizeyde IL-12 Uretimi ile karakterizedir. Arjinaz-1 énemli M2 makrofaj belirtecidir ve

INOS enziminin substrati olan L-arjinin miktarini dasarur [60, 61].
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Nétrofiller

Notrofiller memelilerde kanda en ¢ok bulunan I6kosit alt tipidir. Notrofiller, bazofil ve
eozinofillerle birlikte gekirdeklerinin 3-5 segmentli goruntusu ile polimorf nukleer
I6kositler (PMNL) olarak adlandiriir.  PMNL’nin yaklasik olarak %55-60’i
noétrofillerden olusturmaktadir [62]. Notrofillerin sitoplazmasi, iki tip grandl igerir.
Gogunlugu olusturan ve spesifik granuller olarak adlandirilan granaller, lizozim,
kollajenaz ve elastaz gibi enzimlerle doldurulur. Bu granuller, notrofil granallerini,
bazofiller ve eozinofiller grantlositlerinden ayiran, bazik veya asidik boyalarla guglu
bir sekilde boyanmaz ve bu sekilde diger PMNL’lerden ayirt edilir. Azurofilik
granuller olarak adlandirilan nétrofil granallerinin geri kalani, enzimler ve defensinler
ve katelisidinler dahil olmak Uzere diger mikrobisidal maddeler igeren lizozomlardir
[63]. Uretimi kemik iliginde granulosit-koloni uyarici faktér (G-CSF: granulocyte
colony-stimulating factor) ile olmaktadir. Nétrofillerin degranilasyon ve fagositoz ile
oldirme mekanizmalarinin yaninda NETozis adi verilen bir mekanizma da
kullandigi 2004 yilinda gosterilmistir. NETozis sirasinda nétrofiller, antimikrobiyal
proteinler ile birlikte kromatinlerden olusan nétrofil ekstraselller aglarini (NET:
neutrophil extracellular traps) salgilayarak bakteri ya da diger patojenleri yakalar ve

yayilmasini engeller [62, 64].

Mast hlicresi, bazofil ve eozinofiller

Mast hlcresi, bozfil ve eozinofiller dogal ve adaptif bagisiklikta rol alan diger dnemli
hicrelerdir. Ortak Ozellikleri hepsinin tasidiklari granullerinde inflamatuar ve
antimikrobiyal molekuller bulundurmalaridir. Kemik iligi kokenli hiucrelerdir. Mast
hdcrelerinin farkhlagmasi igin c-Kit molekllu gereklidir. Sitoplazmalari membrana
bagl histamin iceren granliller igerir. Yiizeylerinde yiiksek afiniteli igE reseptéri
bulundurmaktadir [65].

Bazofiller de kemik iliginden kdken alir fakat bu koken mast hicrelerinden farkhidir.
Kemik iliginde geliserek dolagima katilir. Mast hucreleri ile yapisal ve fonksiyonel
benzerlik tasirlar. Normalde dokuda bulunmaz, inflamasyon sirasinda dokuya gelir.
Mast hiicreleri ile benzer sekilde graniiller ve igE reseptéri tasirlar. Eozinofiller de

sitoplazmalarinda parazitlere ve kendi dokularina zarar veren granuller tasir.
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Farklilasmasi icin GM-CSF, iL-3 ve iL-5 gibi sitokinlere ihtiyac duyar. Bazi
eozinofiller, gastrointestinal, respiratuar ve genitouriner sistem mukozalar gibi
dokularda bulunabilir. inflamasyon sirasinda kandan gecerek sayilari dokularda
artar [66, 67].

Dendritik hiicreler

Dendritik hucreler (DC) profesyonel antijen sunucu hucrelerdir. Tipik morfolojileri ve
CD11c ve MHC Il molekullerin ekspresyonu ile karakterize edilir. DC’ler, immun
sistemin 6nemli bir pargasi olup, antijenin alinmasi, taginmasi ve iglenip sunulmasi
gibi gorevler Ustlenir. Dogal ve adaptif immin yanitlar arasinda bir képri goérevi
gormektedir. Primer T hucre bagimli immun yanitin olusumunda en etkili hticrelerdir
[68].

immatiir DC’ler kemik iliginde yapilarak tim viicuda dagilir. Yabanci antijenlere
kargi immuln sistemin inflamatuar yanitini indiklerken, 6z antijenlere karsi ise
tolerans mekanizmalarini indiikleyerek islev gostermektedir. immatir DC’lerin Sinif
I MHC ve kostimulator ekspresyonu oldukga dusuktar [69]. Bununla birlikte TLR, C-
tip lektin reseptorleri (CLR), NLRs, ¢cOpgu reseptorler gibi patern tanima reseptorleri
yuksek dizeyde eksprese eder. Kemokin reseptori ve FcR (Fc reseptor)
ekspresyonlari da artar. Uyaranlara ve g¢evreden gelen immun yanitlara cevap
verebilme adina birgcok sitokin reseptorinin de ylksek dizeyde ekspresyonu
gorulur. Eksprese ettikleri tim bu reseptorler adaptif immun sistem elemani olan T
hlcreleri aktive etmek icin yeterli degildir. Bunun icin mutlaka mattr (olgun) forma
gecmeleri gerekir [70]. Immatiir DC’ler MIP-1a, MIP-18, MIP-3a, MIP-5, MCP-3 ve
RANTES gibi kemokinler tarafindan uyarilirlar. Matlrasyon sirasinda DC’ler CCR7
reseptorleri sayesinde periferik dokudan sekonder lenfoid yapilara dogru harekete
baslar ve orada T hicreleri uyaran matir DC’lere donusur [71, 72].

Maturasyon surecinde MHC molekulleri endositik kompartmandan hicre yuzeyine
dogru cikar; antijenlerin hicre icine aliminda secici bir azalma baslar. Antijenleri
yakalayarak drene olduklari lenf digumlerine ulastiklarinda T hiicre yanitlarini
baslatirlar. Bu nedenle DC'ler, asl antijenlerine karsi bagisik yanitin baglatiimasinda

ve sekillendiriimesinde énemli bir rol oynarlar. Protein yapidaki asi antijenleri, lokal



16

inflamasyonla aktive olan immatir DC'ler tarafindan alinir ve antijenler kiguk
pargalara ayrilmaya (antijen islenmesi) baslar. islenen antijenler hiicre yiizeyinde
Major doku uygunluk kompleksi (MHC: majér histocompatibility complex)
molekulleri ya da diger adiyla insan Iokosit antijenleri (HLA: human leukocyte
antigens) ile T hlcrelerine sunulur. Bu molekiller antijeni sunup T hicrelerini aktive
eden ve T hicre aracili immun yanitin yonunu belirleyen hucre yuzey molekulleridir
[73].

Hucre sitozollinde bulunan antijenler MHC Sinif | molekiilleri ile CD8+ T hiicrelere
antijen sunumu yaparken, fagositozla alinan antijenler CD4+ T hiicrelere MHC Sinif
Il araciligi ile sunulmaktadir. Matir DC’ler yiksek diizeyde iL-1, iL-6, IL-10, iL-12,
iL-23, TNF-a sitokinleri ve CCL17, CCL12, CCL19 ve CCL22 gibi kemokinleri
salgilar. Ayrica; CD80, CD86, CD40, CD54 gibi kostimulator reseptor
ekspresyonlarinda artis meydana gelir. DC’lerin  sitoplazmik iskeletinin
reorganizasyonu ile migrasyon yetenegi artarak, T hicrelerine antijen sunumunu

baglatma amaciyla bolgesel lenf diUgumlerine go¢ ederler [74].

Toksoid asilarda kullanilan alum adjuvanlarinin partikiler yapisi sayesinde fagosit
hlcreler tarafindan fagositoz ile hiicre igine alindigi bilinmektedir. Alum adjuvaninin
hdcre membranina baglanarak lipid yiginlarin (sandallarin) olusumunu uyardigi da
dusunulmektedir. Boylece immunoreseptor tirozin bazli aktivasyon motifleri (ITAM)
bir araya gelerek Syk-PI3Kd yolagini aktive eder. Bu yolak sitozolik fosfolipaz A2
(cPLA2)yi p38 MAP kinaz araciigi ile aktive eder. Sonugta da membran
lipidlerinden gugli bir proinflamatuar olan arasidonik asit salinmi gergeklesir.
Arasidonik asit prostoglandin A2’ye donusturulerek salinir ve DC aktivasyonuna

neden olur [75].

Daha 6nce de bahsedildigi gibi fagositoz ile alinan adjuvan ve toksoid agi antijeni
lizozomal destabilizasyona yol agarak NLPR3 inflamazom aktivasyonu yapmaktadir
[44]. Ayrica olusan Urik asit, par¢alanan hicrelerden salinin DNA [76] ve ATP [77]
gibi endojen kaynakli tehlike sinyalleri de kaspaz-1 toplanma bdlgesi iceren ASC
proteini (apoptosis-associated speck-like protein) ve NLPR3 ile birlikte inflamazom
kompleksini olustarak iL-18 salinimi ile sonuclanir. Olusan tehlike sinyali ortama

notrofil, eozinofil, monosit, makrofaj ve DC gibi hucrelerin toplanmasini zamana
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bagli olarak gercgeklestirir. Kool ve ark. yaptiklari calismada OVA ile alum adjuvanini
farelereintraperitoneal olarak uyguladiklarinda 24 saat sonra peritona notrofil
(Ly6G*, F4/80-, CD11b* hiicreler), eozinofil (F4/80%™, Ly6G*, CD11b* hiicreler), ve
inflamatuar monontkleer hicrelerin (CD11b*, F4/80*, Ly6C™* huxreler) toplandigini
saptamistir. Bu yanitin NLPR3 olmayan farelerde azaldidi fakat halen mevcut
oldugu gérilmistir. iL-1 ve IL-6 sitokin salinimi yiiksek miktarda bulunmustur.
NLPR3-/- farelerde IL-1 seviyelerinin tamamen dustigl, IL-6'nin ise azaldi§i fakat

yine de var oldugu saptanmistir [32].

Lu ve Hogenesch alum adjuvanini intramuskuler olarak uyguladiklarinda Gr-1*
notrofil, Mac-2* makrofajlarin, Ly-6C/G monositlerin ve eozinofil gibi inflamatuar
hlcrelerin enjeksiyon bdlgesine 2-6 saat igerisinde toplandigini gdstermistir.
Hucrelerin pek ¢cogu CD11b+ myeloid kdkenli oldugu bulunmustur. Enjeksiyondan
2 gun sonra noétrofil sayisi azalip, makrofaj sayisi artarken, 7. Ginden sonra MHC
sinif 11+ hlcre sayisi belirgin sekilde artis gosterdigi ve bu hicrelerin DC oldugu
bulunmusgtur. Notrofil uyarici CXCL1 ve CXCL2 komekinlerin ilk 2 gun arttigi,
makrofaj trafigini dizenleyen kemokinler CCL2 ve CCL4 konsantrasyonunun da

arttig1 gosterilmistir [78].

McKee ve ark. 2009 yilinda yaptiklari calismada farelere alum adjuvani
enjeksiyonundan birka¢ saat sonra eozinofil, monosit, notrofil ve NK hucreleri ile
karakterize bir tip 2 T hiicre yaniti oldugunu gdstermistir. IL-18 ve IL-5 gibi
sitokinlerin de dahil oldugu pek ¢ok sitokin ve kemokinin ilk 4 saat iginde Uretildigini
saptamiglardir. iL-1B saliniminin daha gok makrofaj ve mast hiicre kaynakli, iL-5’in
ise sadece mast hucrelerden kaynaklandidini ve tim bu hucrelerin alum adjuvanini
taniyabildigini gostermislerdir. Ayni zamanda c¢aligsmalarinda mast hiucre kaynakli
iL-5 ve histamin salinimi ile eozinofil akiimiilasyonu saptamislardir [79].

Yapilan bagka bir ¢aligmada intramuskuler olarak yapilan alum enjeksiyonu ile
enjeksiyon bolgesindeki hucrelerin fenotipleri belirlenmistir. Hucreler noétrofil
(Ly6Gviksek) - eozinofil  (Ly6G™, F4/80™M, SSCvyiksek)  inflamatuar monosit
(CD11bviksek CD11c—, LyBCYiksek) mDCs (CD11bhigh, CD11c*, MHCII*), CD11Plow
DC (CD1lb"ew CD11c*, MHC-II*), CD11b~ DC (CD11b-, CD11c*, MHC-II),
makrofaj (CD11b*, F4/80vtksek) T hiicre (CD11b~, CD11c™, CD3*) ve B hiicre
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(CD11b~, CD11c™, MHC-II*) olarak bulunmustur [80]. Yapilan bu c¢alismalarla
DC’lerin enjeksiyon bolgesine 1. Ve 7. Gun arasinda toplandigi goésterilmistir.
Ulanova ve ark. insan PMNL’lerin IL-4 bagimli MHC sinif II, CD86, CD83, iL-1a, iL-
1B, timor nekroz faktori (TNF), IL-4 ve IL-6 ekspresyon artisi ile DC morfolojisine
déndigini godstermislerdir. Bu DC’ler iL-18, TNF-a ve iL-6 gibi sinyaller ile drene

olduklari lenf diUglimlerine go¢ etmektedir [81].

Alum ile enjeksiyon bodlgesinde meydana gelen inflamasyonda baslica rol alan
hlcrelerden biri olan Ly6G*CD11b* nétrofillerin oldugu ve enjeksiyon bodlgesinde 2
saat icinde goruldigu ve ayni zamanda bu noétrofillerin NET olusturdugu
gOsterilmigtir. Bu yanitin antijen spesifik T hucrelerin ekspansiyonu ve sinif
donusumu gergekleserek artan bir antikor Uretimi ile B hidcre yanitini gtc¢lendirdigi

gOsterilmistir [82].
2.1.2. Adaptif immiun cevaplar

Adaptif immuan yanitlar antijene 6zgu T hucreler ve B hlcrelerin baslica gorev aldigi
hidcresel ve himoral immun yanitlardan olusmaktadir. Lenfositler, antikorlar ve
sitokinler bu yanitlarda gérev almaktadir. Toksoid asilar ile gelisen adaptif immun
yanitlara bakildiginda antijen sunucu hucreler, 6zellikle DC’ler ile T hicre ve B

hlcreler arasindaki etkilesimler gbze carpmaktadir [2].

T hucreler

T hdcreleri kemik iliginde uretilmelerinin - ardindan timusta olgunlagirlar.
Kemikiliginden go¢ ederek timus korteksine ulasan éncul hicreler medullaya dogru
hareket ederken, timik stroma hucrelerinin yonlendirdigi bir dizi farklilasmaya
ugrarlar. Bu olgunlagsmaya timik epitel htcreleri ile birlikte makrofajlar ve DC’ler
aracilik etmektedir. Farklilasma sirasinda T hucreleri bir takim yuzey antijenlerini
kazanir ve kaybederler. Sonugta kendi MHC molekuline dusuk afinite gdsteren,
yuzeyinde T hicre reseptort (TCR: T cell Receptor) taglyarak olgunlasan hicrelerin
timusu terk etmesine izin verilir. Olgun T hcreleri, dolasima katilarak sekonder
lenfoid organlara gecer. Dolasimdaki lenfositlerin %60-80’i T hicrelerinden
olusurken, bunlarin bir kismi1 CD4+ iken bir kismi da CD8+ T hucreleridir [83, 84].
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DC’ler de olugunlagsmalarinin ardindan, antijenik peptidleri naif CD4* T huicrelerine
(MHC sinif Il molekdilleri ile) veya CD8" sitotoksik T hucrelerine (CTL'ler; MHC sinif
| molekulleri ile) sunduklari ikincil lenfoid dokulara go¢ ederler. Bu T hucre
aktivasyonu sureci, oncelikle T hucre reseptoru TCR'den (sinyal 1) ve APC
uzerindeki CD80, CD86, CD40, CD54 ve T hucre Uzerindeki CD28, CD154, CD2 ve
CD11a gibi ko-stimulator ve adezyon molekullerinden (sinyal 2) gelen sinyaller
tarafindan dizenlenir. CD80 ve/veya CD86-CD28 etkilesimleri, T hlicre aktivasyonu
ve hayatta kalmasi igin 6nemli sinyaller saglar. CD40-CD40L (CD154) etkilesimleri,
B hucre farklilasmasi ve izotip degisimi gibi T hiicre bagimli efektér fonksiyonlarin

geligtiriimesi icin de ¢cok dnemlidir [85-87].

Aktive APC’ler tarafindan salgilanan immunomodulator sitokinler (sinyal 3) ile CD4+
T hdcrelerinin Thl, Th2, Thl7 veya CD4* CD25* regulatér T hicrelerine (Treg)
dogru polarizasyonunu saglayan ek bir sinyal gerekmektedir. Th1 hucrelerinin
farklilasmasinda IL-12 ve ve Th2 farklilasmasinda iL-4 molekdilleri dnemli bir role
sahiptir. IL-1B ve IL-6 ise aktive hafiza insan T hiicrelerinden iL-17 ve IL-21 Gretimini
artinir. IL-21 dénustiriict biyiime faktéri B (TGF-B: transforming growth factor-)
varhiginda naif CD4* T hicrelerinin Th17 hicrelerine farkhlasmasini tesvik ederken,
iL-23 farklilasmis Th17 hiicrelerinin cogalmasini ve stabilizasyonunu saglamaktadir
[88, 89].

Treg’ler, 'dogal' Tregler olarak adlandirilan timik kdkenli hicreler veya naif T
hicrelerden farklilasmis 'indiklenmis' veya 'adaptif' Tregler olarak adlandirilir [90].
Bagisiklik yanitta, aktive T hlcreleri cogalir, efektor fonksiyonlar kazanir ve bazilar
hafiza hdcreleri haline gelir. Ayrica, patojenleri dldurmek i¢in makrofajlari aktive
ederler, enfekte huacreleri dlduren sitotoksik T hicrelerin (CTL: cytotoxic T cell)
gelisimini tesvik ederler ve B hiucrelerine antikor uretmeleri igin yardim saglarlar [91].

Th1 hicreler interferon gamma (IFN-y), iL-2, TNF-B gibi sitokinler salgilayarak
makrofaj, dogal oldurict (NK: Natural Killer) ve CD8+ T hicreleri aktive ederek
hicre ici patojenlerle savasta ve inflamasyonda goérev alir. Th1 farklilagsmasindaki
en 6nemli sitokinler IFN-y ve iL-12'dir. Ozellikle DC’ler iL-12 salgilayarak NK hiicre
aktivasyonu yaparak IFN-y salgilanmasini saglar. Pek gok transkripsiyon faktéri

farkhlasmada rol almakla beraber, anahtar transkripsiyon faktorlerG T-box
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transkripsiyon faktéridir (T-bet). T-bet, IFN-y tretimini destekleyerek Th2 ve Th17
yoninde farklilasmayi engeller. T-bet ekspresyonu iL-12 kendi reseptédriinii de
artiracak sinyali olusturarak IFN-y Gretimini arttirarak Th1 cevabini arttirir. T-bet
ekspresyonunun, IL-12 ba@mli sinyal uyarici ve transkripsiyon faktori 4
(STAT4)ten ziyade daha ¢ok STAT1 iligkili oldugu bulunmustur. STAT-1 ise IFN-y
ile aktive olmaktadir. T-bet farklilasan hiicrelerden IFN-y (retimini uyarir béylece T-
bet ekspresyonu amplifiye edilerek IL-12RB2 ekspresyonu artar. Boylece Th1
farklilasmig hlcreler segilir. T-bet IL-4 genini inhibe ederek ve Th2 ana regulator
transkripsiyon faktori GATA3 fonksiyonunu engelleyerek Th2 farklilagsmasini inhibe
eder. T-bet ayni zamanda Th17 transkripsiyon faktori olan RORyt'yi kodlayan Rorc
promotor ile etkileserek Th17 inhibisyonu yapmaktadir [92, 93].

Th2 hiicrelerinin temel fonksiyonu, parazitik enfeksiyonlara karsi, igE ve
eozinofil/mast hicresi aracili immun yaniti glc¢lendirmektir. Th2 hiicre farkhlasmasi
igin IL-4 ve IL-2 onemli sitokinlerdir. Th2 yéninde faklilasma igin major
transkripsiyon faktéri IL-4 ile uyarilan STAT6'dir. STAT6 da ana regiilatér olan
GATAS3 proteini ekspresyonunu artirir. GATA3 iL-4, iL-5 ve iL-13’U kodlayan genleri
kapsayan lokusa baglanarak ve aktiflestirerek Th2 sitokin Uretimini dizenler.
GATABS fonksiyonu bozuldugunda Th2 farklilasmasi gerceklesmez. Ayrica STAT4’(
asagl yonde regule ederek Th1 farkhlasmasini engeller. Yapilan c¢alismalar
GATAZ3’Un tek basina tim sitokin genlerini regule etmedigini, STAT6 ile birlikte
gbrev yaptigini gdstermistir. Ayrica Th2 farklilasmasinin iL-2, IL-6 ve iL-21 gibi pek
cok sitokinin Uretimini saglayan bagka transkripsiyon faktorini de icerdigi de
bilinmektedir [93, 94]. Th2 hulcreler pek ¢ok farkh hicre gruplari ile etkilesim
halindedir. B hucresi yuzeyindeki CD40 ile yuzeylerinde bulunan CD40L etkilesimi
ile IL-4 ve IL-5 salgilayarak B hiicrelerinden insanda igG4 ve farede igG2 tipinde,
iL-13 salgilayarak da IgE tipi antikor Uretimi icin izotip doniisimi gerceklesir. Olusan
IgE tipindeki antikorlar mast hiicre degraniilasyonuna neden olmaktadir.
Salgiladiklari IL-4 ve IL-10 ile makrofaj, IL-5 ile eozinofil aktivasyonu yapar [95].
Ozellikle aliminyum adjuvani kullanilan toksoid bazli agilarda Th2 yéniinde yanit
oldugu bilinmektedir [4, 5].

Veldohen ve Dardalhon 2008 yilinda TGF-B and iL-4 varli§inda uyarilan ve Foxp3-

IL-9* ve IL-10* T hiicreleri buldular. Bu hiicreler yiiksek miktarda iL-9 ve IL-10 (ireten
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yeni bir CD4+ T hucre alt grubu olarak Th9 hicreler seklinde ifade edilmistir [96].
Th2 hicreler ile benzer sekilde IRF4 ve STAT6 gibi transkripsiyon faktorlerine
ihtiyag duyarlar. IL-9 Uretimi ise TGF-B ile uyarilan transkripsiyon faktori PU.1'e
baglidir [97]. Pek cok alerjik reaksiyon ve otoimmun hastalik ile iligkilendiriimekle

birlikte antitimor aktiviteleri de gosterilmistir [98].

Naif CD4+ T hicrelerin Th17 hiicrelerine farklilasmasinda IL-1, IL-6 ve TGF-B
sitokinleri rol almaktadir. Ayrica TGF-B varliginda IL-21 sitokininin bulunmasi da
Th17 hiicre farklilasmasinda rol oynar. Th17 hiicreleri kendileri de iL-21 salgilayarak
otokrin etki gostermektedir. Fare naif CD4+ T hucreleri APC hacreleri ile kilttre
edildiklerinde IL-23 uyarimi ve IFN-y ve/veya IL-4 varli§i ile Th17 hicrelerine
dénulstigu gosterilmistir. Ayrica IL-10'un Th17 (izerinde negatif regilatér etkisi
oldugu bilinmektedir [99].

Foliktler yardimeci T hucreler (Tth: Follicular helper T cells) 6zellegsmis bir CD4+ T
hdcre alt grubudur. Himoral immun yanitlar desteklemek ve regile etmek igin B
hicreler ile birlikte calismaktadir. Lenf digumleri ve dalakta fonksiyon gostererek B
hlcrelerin afinite matlrasyonu, sinif degisim rekombinasyonu ve yasamlarini
devam ettirmelerini saglar. Diger efektér CD4+ T hicrelerden farkli olarak
farkhlagsmalari igin hem DC’ler hem de B hucreler ile etkilesime ihtiyag duyarlar.
Yuksek duzeyde programli 6lum 1 (PD-1: Programmed cell death-1), uyarilabilir T
hicre kostimulator (ICOS: inducible T cell costimulator) ve CXCR5 kemokin
reseptoriu tasir. CXCR5 ekspresyonu sekonder lenfoid organlarda Tfh hlcrelerin
lokalizasyonunu saglayarak B hlcreden zengin alanlara g¢eker. Tfh hicrelerin
gelisimi BCL6 transkripsiyon faktériine baghidir. IL-6 ve IL-21 sitokinleri ve ICOS
farklilasmada rol alan molekdillerdir. Lenfoid dokularda germinal merkez olusumu
icin  6nemli hdcrelerdir. Germinal merkezlerin olusmasi ve idamesi ile
regulasyonunda, B hucrelerin burada plazma ve hafiza B hlcrelerine donismesinde
gorev alirlar [100, 101].

Tfh hdcrelerin asilara karsi olugsan immun yanitlarda onemli bir gorev aldigi
bilinmektedir. Ozellikle salgisal immun yanitlarin gérev aldidi toksoid asilarinda etkili
bir antikor yanitin olusmasi igin germinal merkezlerde B hucreler ile kurduklar

etkilesim ¢ok onemlidir. Tfh hucreler germinal merkez reaksiyonlarinda ¢ok onemli
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rol oynamaktadir. Superantijenlerin, T hlcre yoklugunda germinal merkez
olusumunu baglatabildigi deneysel olarak gosterilmistir. Bununla birlikte bu
olusumlarin 5 gun icerisinde yikilmasi sebebiyle germinal merkezlerde antikor
ureten plazma hicre olusumunun T hdcrelerini mutlak olarak gerektirdigi

gOsterilmistir [102].

IFN-y

Sekil 2.3. CD4* T hucre farklilasmasi [103].

Sitotoksik T hucreler (CTL), CD8* a T hucre reseptora tasiyan T hucreleridir.
intraselliler bakteri ya da virus ile enfekte hiicrelerin ya da malign déniisime
ugrayan tumor hicrelerinin yok edilmesinde goérev alir. APC Uzerindeki MHC Sinif |
molekdulleri antijeni CD8+ T hiicrelere sunarak aktivasyonlarini saglar. Ayrica APC
sitoplazmasinda enfekte hlicreye ait antijenler islenerek dendritik hicreye ait sinif |-
MHC molekulleri ile CTL lefositlere sunulur. Bu olaya c¢apraz sunum (cross
presentation) denir. Aktive CTL ile hedef hiicre arasinda immunolojik sinaps benzeri
yapi olusur ve CTL’ler perforin, granzim ve granulozin gibi granul igeriklerini bu
sinapsa bosaltir [104]. CD8+ T hucre farkhlasmasi icin 6nemli transkripsiyon
faktorleri T-bet ve dmesodermindir. T-bet ve 6mesodermin yuksek duzeyde perforin,

granzim ve IFN-y sitokini salgilamada gérev alir. CTL’ler, IFN-y yaninda TNF-a ve
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iL-2 gibi sitokinleri salgilar. iL-2 CD8+ hiicrelerin CTL’lere farklilasmasi ve

proliferasyonunda énemli bir sitokindir [104, 105].
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Sekil 2.4. T lenfosit aktivasyonu ve farklilasmasi. DC’ler enfeksiy6z patojen ya da
as! kaynakli antijeni alir (1.asama). DC’ler patojenin PRR’lere baglanan
Ozellesmis bolgesi ile baglanarak aktive olur, kostimulator molekul
ekspresyonu ve sitokin salinimi uyarilir. Aliuminyum tuzlari gibi adjuvanlar
inflamatuar yolaklari uyarir. DC’ler antijeni peptidlere ayirarak CD4+ ve
CD8+ T hucrelere sunar (2. asama). T hicreler kostimulatér sinyaller ve
inflamatuar sitokinlerden de sinyal alarak aktive olur. Aktivasyon sonrasi
hicre proliferasyonu (3.asama) ve efektor hiceye farklilasma (4.asama)
gergeklesir. CD4+ T hucreler dogal bagisik yanit hucrelerini (makrofaj ve
notrofil gibi) aktive eder. Aktive CD4+ T hucreler hlicre ylzeyinde ve
¢ozunur halde bulunan mediyatorler ile B hicrelere yuksek afiniteli ve
sinif degisimine ugramis antikor salgilamasi icin yardim eder. Efektor
CD8+ T hucreler sitotoksik grandlleri ile enfekte hlcreyi yok eder ya da
inflamatuar sitokin salinimi icin baska hicreleri aktive eder (5. Asama)
[106].

Tetanoz ve difteri asilarinda kullanilan aliminyum igeren adjuvanlarin kuvvetli Th2
yonunde T hicre uyarimi yaptigi ve Th1 uyarimi yapmadigi ya da ¢ok dusuk
seviyede yaptigi bilinmektedir. Sokolovska ve ark. aliminyum i¢eren adjuvanlarin
dendritik hicreler ve CD4* T hiicreler Gzerine etkilerini arastirdiklari galismada DC
tizerindeki CD86 molekiiliinde artis oldugunu, DC’lerden iL-1B ve iL-18 salinimi
gerceklestigini gostermislerdir. Bu DC hucrelerinin OVA ve LPS ile inkiibasyonunda
naif CD4+ T hucrelerin Th1 yonunde farklilagirken, OVA ve LPS’nin aliminyum
adjuvanlari ile inkiibe edildiklerinde CD4+ T hicrelerin iL-4, iL-5 ve IFN-y
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salgiladigini tespit etmislerdir. iL-1B ve iL-18 sitokinlerini bloke ettiklerinde ise iL-4
ve IL-5 sitokinlerinin belirgin sekilde diistis gosterdigini saptamiglardir [107].

Brewer ve ark. IL-4 geni eksik olan (IL-47/) farelerde yaptiklari ¢alismada alum
adjuvani ile birlikte OVA enjeksiyonu yapilan farelerde, hem Th1 hem de Th2
yoninde CD4+ T hicre yaniti oldugunu saptamiglardir. Ayrica iL-4 ve iL-13’Un
aliminyum adjuvaninda Th2 yanitini uyarmada gerekli sitokinler olmadigini fakat bu
sitokinlerin Th1 yanitini guglu bir sekilde baskiladigini gostermiglerdir. Calisamada
alum adjuvanin Th2 yaniti regulasyonunu Th1 baskilamasi Uzerinden yaptigini
gOstermiglerdir [108, 109]. Bununla birlikte 2010 yilinda yapilan bagka bir calismada
Serre ve ark. in vitro IL-4'Gn hem CD4+ hem de CD8+ T hiicrelerinin, Th2 tipi
sitokinlerin salgilanmasina aracilik ettigini in vitro olarak gdstermis, fakat in vivo
olarak yalnizca CD4+ T hiicrelerin iL-4 salgiladigini gésterebilmistir [110]. Serre ve
ark. yaptiklari baska bir c¢alismada ovalbimin eksprese eden canl attenue
Salmonella (SalmOVA) ile alum ile presipite edilen ovalbumin (alum-OVA)
kargilagtirmasi yaparak, SalmOVA’nin pek ¢ok farkli molekiil ile birlikte (IL-1a, IL-1,
iL-6, iL-12a, IL-15, iL-27 (IL-30), iL-18, IFN-, CCL2, CCL3, CCL4, CCL7, CCL9,
CXCL1, CXCL2,CXCL4, CXCL9, ve CXCL11) Th1 ile iligkili T-bet ve IFN-y
uyarimina neden olurken, alum-OVA’'nin sadece iL-13, GM-CSF ile birlikte GATA-3
ve IL-4 gibi Th2 ile iligkili molekllerin salgilanmasi ile ilgili uyarimlar yaptigini

saptamigtir [111].

McKee ve ark. alum adjuvani enjeksiyonundan birka¢ saat sonra eozinofil, monosit,
notrofil ve NK hucreleri ile karakterize bir tip 2 T hdcre yaniti ve antikor dretimi
oldugunu gosterdikleri galismada, alum adjuvani ile CD8+ T hulcre aktivasyonu
saglandigini da gostermistir. Makrofaj ve/veya mast hicreden yoksun farelerde
antijene 6zgl ve alum ile uyarilmig CD4 ve CD8 hicre sayisinda ve ylzdesinde
herhangi bir fark olmadigini saptamislardir. Ayni zamanda mast hicresi yoklugunun

da total igG ve igG1 yanitlarinda da bir farka neden olmadi§i gdsterilmistir [79].

Daha o6nce de belirtildigi gibi alum adjuvanlari APC’lerden prostaglandin E2
salinimina neden olmaktadir. Prostaglandin E2, DC, makrofaj ve Th1 hiucrelerindeki
intraselller siklik adenozin monofosfat (CAMP: cyclic adenosine monophosphate)

seviyelerini arttirmaktadir. Boylece, iL-12 ve IFN-y gibi Th1 sitokinleri azaltarak Th1
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yanitini baskilamaktadir [112]. Ayni zamanda prostaglandin E2, DC’lerden iL-23
uretimini artirarak Th17 polarizasynonunu ve iL-17 Uretimini de gliclendirmektedir
[113]. Salgilanan prostaglandin E2'nin, IL-4 ile birlikte IgE Uretimini artirdigi
dolayisiyla Th2 yonunde regulasyon yaptigi gosterilmistir [114].

Ding ve ark. difteri toksoidinin farkli adjuvanlar kullanarak Balb/c farelerde
transkutanoz immanizasyon ile etkinligini degerlendirdikleri calismalarinda farkh Th
tipi yanitlar saptamigtir. Alum, lipopolisakkarit (LPS), Quil A, CpG oligonukleotid ve
kolera toksinlerinin adjuvan olarak kullanildigi ¢calismada alum adjuvani ile subkutan
enjeksiyon yapilarak serum igG, igG1 ve igG2 karsilastirmasi yapilmistir.
igG1/igG2 orani Th1/Th2 dengesini veren bir 6lgli olarak kabul edilerek
dederlendirme yapilmistir. Yalnizca difteri toksoidi uygulandiginda olugan
igG1/igG2 orani transkiitanoz ve ve sabuktan uygulamada farklilik gostermemistir.
Adjuvanlar ile yapilan uygulama degerlendirildiginde ise igG1/igG2 orani yalnizca
toksoid, Quil A, kolera toksini CpG sirasiyla azalmigtir. Bu sonuglar ile arastirmacilar
Th2’den Th1’e dogru gelisen bir immun yanit oldugu sonucuna varmigtir. Bu ¢galisma
ile enjeksiyon yapilan molekultn verilis yolu ve kullanilan adjuvanin immun sistemi

farkl sekilde uyardi§i bir kez daha gdsterilmistir [115].

Asllar ile olusan hidcresel immun yanitlarin saptanmasinda ELISPOT, akim
sitometri, proliferasyon ve sitotoksisite testleri, tetramer yontemi, PCR, ELISA,
multipleks ELISA gibi yontemler kullaniimaktadir [15, 16]. Bu yontemler difteri ve
tetanoz toksoid asilari ile olusan hucresel immun yanitlari saptamak igin de
kullanilabilir. Ornegin, Mayer ve ark. 1 ila 10 yil igerisinde tetanoz toksoid asisi ile
asilanmis bireylerden aldiklari kan &rneklerinde izole ettikleri periferik kan
mononukleer hiicrelerde, tetanoz toksoidine spesifik olan total T lenfosit sayisini ve
spesifik IFN-y salgilayan CD4+ T hiicreleri ELISPOT ydntemi ile saptamislardir
[116]. Rowe ve ark. difteri tetanoz aselller bogmaca asisi ile olusan antijene 6zgu
yanitlarin Th2 yéniinde oldugunu gdstermek icin iL-4, iL-5, IL-6, IiL-9, iL-10, iL-13
ve iIFN-y sitokinleri RT-PCR ve ELISA ydntemleri kullanilarak gdsterilmistir [117].
Ma ve ark. tetanoz toksoidinin retinoik asit ve TLR-3’e baglanarak sinyalizasyon
yolaklarini aktive eden ve sentetik ¢ift iplikli RNA molekuli olan PIC ile yaptiklari
calismada farelerde olusan hucresel immuan yanitlari saptamistir. Tetanoz toksoidi

ile olusturulan immunizasyon sonrasi fare dalaklarinda lenfosit proliferasyonu
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radyoaktif 3H timidin yontemi ile belirlenmistir. Ayrica akim sitometri yontemi ile
dalak mononuUkleer htcreleri T hicreleri igin PE-anti-CD4 (H129.19) ve FITC-anti-
CD8 (53-6.7) antikorlari ile B hucreleri PE-anti-B220ve(RA3.6B2) ve FITC-anti-
CD19 (1D3), NK / NKT hucreleri FITC-anti-CD3 (17A2), PE-anti-NK1.1 (PK136) ve
APC’ler PE-anti-CD11b (M1/70) ve FITC-anti-CD80 (16-10A1) ya da FITC-anti-
CD86 (GL1) antikorlari ile boyanarak saptanmistir [118].

B hucreler

B hucreleri salgisal (himoral) immuin yanittan sorumlu antikor Ureten hcrelerdir.
Gelisim ve olgunlagsmalari kemik iliginde gergeklesir. Kemik iliginde lenfoid
progenitor hicreler pro-B hicre ve pre-B hicre, immatir B hiicre ve matur B hicre
asamalarini tamamlarlar. Henlz antijen ile kargilagsmamis olan B hucreleri antijen
ile karsilasmak Uzere lenfoid organlara geger. Folikiler DC’en salgilanan CXCL13
kemokini ile B hicrelerin folikule dogru hareket etmesini saglar. Folikullerde bulunan

antijen ile karsilasmamig hiicre matur naif B hicresi adini almaktadir [119].

ig yapidaki antikorlar 2 adet agir zincir (H: heavy) ve 2 adet hafif (L: light) zincir
olmak Uzere 4 polipeptid zincirden olusmaktadir. Bu zincirler disulfit baglari ve non-
kovalen baglar ile baglanmaktadir. Agir ve hafif zincirler, degigken (V: variable) ve
sabit (C: constant) bolgelerden olusur [120]. Antikorlarin sabit bolgesi immun sistem
bilesenleri ile iligki kuran kisimdir ve CH1, CH2, CH3, CH4 ve CL kisimlarindan
olusur. Antikorlarin 6zgulliguni belirleyen antijeni baglayan bolge ise degisken
(variable) bolgeler olarak adlandirilir ve molekulin amino terminal kisminda bulunur.
Antijenin baglandigi yer olan ve ¢ok degisken (hypervariable) olarak bililen kisim
CDR1, CDR2 ve CDR3 burada bulunmaktadir. Bu goélgenin olusumuna hem agir
zincir hem de hafif zincir katilmaktadir. igG, igA, igM, igD ve igE olmak tizere 5 farkli
tipte ig molekiilii bulunmakta ve bu molekiilerde agir zincir olarak sirasiyla y, a, g,

9, €, agir zincirleri bulunmaktadir [121].

Naif B hiicreler antijeni hiicre ylzeylerindeki immunoglobulinler (ig) araciligi ile
tanimaktadir. B hiicre reseptérii (BCR: B cell receptor) adi verilen bu yapilar igM ve
igD yapisindadir [122]. Reseptor gelisimi ve gesitliligi degisken bdlgedeki V

(variable), D (diverse), J (joining) DNA gen segmentlerinin somatik rekombinasyonu
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ile gerceklesmektedir. Rastgele bir ¢ift V, D, J gen segmenti secip, her segmente
bitisik ¢ift iplikli kirllmalar eklemek, araya giren DNA'yi1 silmek (veya bazi durumlarda
eklemek) ve segmentleri birbirine baglamak olarak igsleyen rekombinasyon sureci,
V(D)J rekombinasyonu olarak tanimlanir. Sonugta omurgali bagisiklik sistemlerinde
ig cesitliligine neden olur [123, 124]. RAG-1 ve RAG-2 (RAG: recombination
activating gene) enzimleri bu genlerdeki RSS (recombination signal sequence)
spesifik bolgelerinden taniyarak keser ve sag tokasi seklinde ilmekler olusturur. Bu
kesimler ve acilan ilmekler DNA'ya bagh protein kinaz (PK) aktivasyonu yapar.
DNA-PK otofosforilasyonu ile ARTEMIS niikleaz enzimini aktive edilerek kiriklar
rezekte edilir. Ayni zamanda ARTEMIS tarafindan terminal deoksiniikleotidil
transferazlar etkinlestirilerek iki uca nukleotidler yerlestirilir. Bu sekilde cesitlilik

saglanmis olur [125, 126].

Naif B hicrelerinin antijeni tanima ve sinyal iletimi ile aktivasyonu B hlicre reseptor
kompleksi ile olmaktadir. BCR kompleksi antijen ile iliski kuran hiicre membranina
baglh bir Ig ile sinyal iletimi ile iligkili heterodimer CD79a (Iga) ve CD79b (IgB)'den
olusmaktadir. Bu aktivasyon T hucre bagimh ya da T hilcre bagimsiz olarak
gerceklesir [119, 127].

T hiucre bagimsiz aktivasyon BCR'nin lipid, polisakkarit ve glikolipid gibi mutlivalan
antijenleri tanimasi ile gerceklesmektedir. Bu durumda herhangi bir T hicre yardimi
olmaksizin B hicrelerinin aktive olarak klonal ¢cogalmasi gergeklesir [128]. Iga ve
IgB molekillernin kuyruk kisminda bulunan ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs) molekulleri araciligi ile sinyal iletimi gergeklesmektedir. Fos, Jun,
NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerinin uyariimasi ile B hicrelerinin proliferasyonu ve
farklilagmasi saglanmaktadir. B hiicre aktivasyonu igin BCR kompleksi ve antijen ile
olusan bu sinyal yeterli degildir. B hiicre ylzeyindeki kompleman reseptori CD21
(CR2: Complement Receptor type 2) kompleman sistemi ile iligkili olan ikinci sinyali
saglamaktadir. Kompleman-antijen kompleksine baglanan CD2 molekullu ve antijen
ile baglanmis olan BCR kompleksi CR2-CD19-CD81 kompleksini olusturarak sinyal
amplifikasyonu saglanir. Aktive olan B hicrelerinde MHC Sinif I molekil
ekspresyonu artinlir, B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) kostimulatér molekil
ekspresyonu saglanir. B hucreleri TLR’ler araciligi ile de aktive olmaktadir. B

hacreleri lipid, nukleik asit, polisakkarit gibi antijenleri taniyan TLR-2, TLR-3, TLR-
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4, TLR-5, TLR-7 ve TLR-9 eksprese ederler. Bu reseptorleri araciligi ile B hiicreler

antijenleri taniyarak aktive olmaktadir [129, 130].

T hicre bagimh B hicre aktivasyonunda ise protein yapidaki antijenin antijene 6zgu
CD4+ T hucreler araciligi ile antijene 6zgl B hicrenin aktivasyonu saglanmaktadir.
Sekonder lenfoid organlarda T hicreler T huicre zonlarinda bulunurken, B hicreleri
de B hucre folikullerinde bulunmaktadir. B hucreleri yuksek oranda Ozellesmis
stromal hucreler ve folikuler DC’ler ile birlikte folikullerde bulunmaktadir [131].
Folikiler DC’ler (FDC) klasik DC’ler gibi antijen islemesi yapmaz. FDC’ler
kompleman ve Fc reseptort tasiyan ve folikll igerisine immuin kompleks halinde
antijenin akiumule olmasini saglayan huicrelerdir. FDC’ler tarafindan antijen sunumu

B hlcrelerin aktivasyonu ve farklilasmasi i¢in cok dnemlidir [132].

Antijene 6zgu ve DC tarafindan aktive olan T hucresi ile B hicreleri lenf nodu
folikullerinde bir araya gelmektedir. Aktive Th hucreler CCR7 ekspresyonunu
azaltarak T hicre zonlarindan folikile dogru, aktive B hucreler de CCR7
ekspresyonlarini artirarak folikilden T hicre zonlarina dogru go¢ ederler [133].
Protein yapidaki antijenler B hiicrelerinde glgli bir BCR ¢apraz baglanmasi ve BCR
sinyali saglayamazlar. Protein antijenler endozomal vezikuller icinde B hucresi igine
alinir, peptid seklinde islenerek B hicre yuzeyinde sinif II MHC molekdlleri ile Th
hlcrelere sunulur. B hicreleri burada APC olarak gorev alir. B hlicre yuzeyinde
bulunan kostimulatér molekuller olan CD80 ve CD86 Th hiicre ytizeyindeki CD28’
baglanir. Baglanma ile uyariyi alan Th hucresi yluzeyinde CD40L ekspresyonu
artarak IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-6 gibi sitokinlerin salinimi baslar. B hiicre yiizeyindeki
CD40 ile CD40L baglanir. Bu sekilde B hucrelerinde farklilagsma, proliferasyon, izotip
degdisimi, afinite mattrasyonu ve hafiza B hicre olusumu gibi B hicre aktivasyon
mekanizmalari gerceklesmektedir [52]. Klonal olarak ¢ogalan B hucreleri antikor
salgilayan plazma hiicresine doénisir. Oncelikle igM tipinde olan antikorlar izotip
dénlsimu ile IgG, IgA ya da IgE tipinde antikorlar haline gelmektedir. BCR'de
meydana gelen somatik hipermutasyonlar ile afinite matlirasyonu prosesi
gercekleserek bu antikorlardan antijene ylksek afinite ile baglanabilenler secilir
[134]. Aktive olan B hucrelerinin bir kismi ylksek afiniteli antikor salgilayan plazma
hlcresine donusurken, bir kismi da hafiza B hicrelerine donismektedir. Bu hicreler

de antijen ile tekrar karsilastiklarinda hizli bir salgisal immun yanit olusturabilen
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hucrelerdir. T hucre bagimh B hucre aktivasyonu germinal merkez reaksiyonlari ve

ekstrafolikller alanlarda meydana gelen reaksiyonlar sonucu olusmaktadir [84].

Germinal merkez reaksiyonlari

Germinal merkezler ilk olarak Walther Flemming tarafindan mitoz bélinmedeki
lenfosit kimeleri olarak tanimlanmigtir. B huicre foliklllerinde enfeksiyon ya da
immunizasyon ile olusan mikrogevreler olarak tanimlanmaktadir [135]. Olusumlari
icin T hucrelere ihtiya¢ vardir. Lenfoid dokularda B hucrelerinin prolifere oldugu,
reseptorlerin sinif degisimine ugradigi ve antijenlere afinitelerinin arttigi yerlerdir. B
hdcreleri bu alanlarda uzun suireli antikor salgilayan plazma ve bellek hicrelerine
donugurler. Bu nedenle germinal merkezler yuksek afiniteli antikor ureten B
hlcrelerin secilimi ve gelisimi igin ¢ok 6nemlidir [136]. Ayrica bu mikroyapilarin
regulasyonlari otoreaktif hiicre olusumu agisindan da ¢ok énemlidir. CD4+ T hicre
alt grubu olan ve FoxP3" regulator T hucrelerden kdken alan regulator T folikuler
hacreler (Tfr: Regulatory T follicular cells) germinal merkez yanitlarini baskilar. Tfh
hlcreler ile birlikte germinal merkez regulasyonu yaparlar. Tfh hlcreler germinal
merkezlerin pozitif yonden blyukltk ve verimini reglle ederken, Tfr hiicreler negatif
regulator olarak goérev alir. Tth sayi ve fonksiyonunu artirici ve Tfr hacrelerini
baskilayici stratejiler gelistirilerek Uretilen asilar ile germinal merkez reaksiyonlarini

artirarak agilama ile daha guclu yanitlar olugsmasi saglanabilir [137, 138].

Germinal merkezler iki ayri kompartmandan olugsmaktadir. Karanlk zon (DZ: dark
zone) olarak tanimlanan kisim CXCL12 Ureten retikuler hicrelerden olusur. Bu
kissm B hucre proliferasyonu ve somatik hipermutasyonun meydana geldigi
bolgedir. Sentroblastlar CXCR5 ekspresyonu ile CXCL13 gradientini takip ederek
aydinlik zona (LZ: light zone) sentrosit olarak girer [139]. Burada sentrositler foliktler
DC’ler tarafindan sunulan antijeni yakalar. Folikiler T hicrelerden aldiklari sinyaller
ile karanhk alana tekrar gegerek germinal merkezi antikor sentezleyen plazma
hicresi ya da hafiza hucresi olarak terk etmek Uzere somatik hipermutasyon ve
proliferasyon asamalarini gegirirler. Sentrositler; kivrimli gekirdekleri olan kiiglk ya
da blyuk B lenfositlere verilen ad iken, sentroblast oval veya yuvarlak, ¢ekirdegi
kivrimsiz ve gekirdegin disinda birkag adet ¢ekirdekgik iceren buylk B lenfositlerdir
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[140, 141]. Germinal merkez yapisi ve yer alan hlcreler Sekil 2.5.’te gosterilmistir
[142].
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girer

Sentroblast
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Sekil 2.5. Germinal Merkezde bulunan hicreler ve meydana gelen olaylar [142].

B hdcrelerinin protein antijene baglanma yetenegi sekonder lenfoid organlarda ve
lenf foliklllerinin kendine 6zgl mikrogevresinde, T hucre bagimli olarak meydana
gelmektedir. Protein antijene 6zgu aktive Tfh hucrelerinden gereken sinyali alan B
hdcreleri germinal merkezlerde aktive olarak antikor salgilayan plazma hucrelerine
ve hafiza B hicrelerine dénugsur. Germinal merkezlerin induksiyonu, antijene 6zgu
B hlcrenin CXCR5 ekspresyonunu artirmasi ve CXCL13 eksprese eden folikller

DC'ler (FDC) tarafindan cekildikleri B hlcre folikullerine dogru go¢ ettikleri igin
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baslatilir. FDC'ler, B hiicre yanitlarinda énemli rol almaktadir. FDC’ler, antijene 6zgu
B hlcre ve Tfh hicrelerini gekerler ve uzun sireler boyunca antijeni tutarlar.
FDC'lerden ve Tfh hiicrelerinden, dzellikle IL-21 yoluyla aktivasyon ve hayatta
kalma sinyalleri alan B hucreleri, klonal proliferasyona ugrar [139, 143]. Bu
proliferasyon, igM'den igG, IigA veya IigE'yve dogru ig sinifi degistirme
rekombinasyonu ve B hicrelerinin kendi spesifik antijenleri icin afinitesinin
olgunlagmasi olaylarini baglatir. Somatik rekombinasyon ve afinite maturasyonu ile
daha yuksek antijen baglama kapasitesine sahip yuksek miktarda antikor Gretimi ile
sonugclanir [6] . Germinal merkez reaksiyonunun gelisimi igin birkag hafta gereklidir.
Protein asi antijenlerine karsi hipermutasyona ugramis igG antikorlari 10-14 giin
sonra kanda gorulmeye baslar. Reaksiyonlar yaklasik 3-6 hafta iginde sonlandirir.
Bu slre boyunca ¢ok sayida antijene 6zgu plazma hucresi uretilir. DC, B hicresi,
Tth hicresi ve FDC etkilesimlerinin kalitesi germinal merkez reaksiyonlarinin
gucunu belirlemektedir. Bu durum B hdcrelerinin plazma hucrelerine
farkllagsmasinin yogunlugunu kontrol eder ve 4- 6 hafta iginde IgG tipi asl

antikorunun tepe noktasina ulasmasini saglar [144].

Protein antijenler ile basarili bir asilama farklilasmis, olgunlasmis ve antijen ile
aktive olmus B hucrelerinin, sinif degisimine ugramis uzun sire yasayabilen hafiza
B hlcresine donusumune dayanir. Bu asamada germinal merkez reaksiyonlari gok
onemlidir. Alum adjuvanlari ile guglt bir Th2 yanitinin olustugu bilinmektedir. Alum
adjuvani ile birlikte verilen antijenin CD4+T hicre ile kontakti B hticre foliklllerine
migrasyonuna ve merkezi hafiza CD4+ T hiicre gelisimine neden olmaktadir. Bu
CD4+ T hucreleri klonal ekspansiyon ile gogalarak drene olunan lenf digimuanden
uzaktaki antijen bulunmayan lenf dugumlerine go¢ eder. Uzakta bulunan lenf
digumlerindeki merkezi hafiza CD4+ T hiicreleri B hiicre folikiillerine giderek iL-4
salgilar. Boylece Th2 yonunde ve antikor aracili bir immun yanit olusturulur [145,
146].

Ekstrafolikiler reaksiyonlar

Kemik iliginde uretilen naif B hicreleri, B hiicre reseptdrunian (BCR: B cell receptor)
baglanabilecegi bir protein antijen ile karsilagincaya kadar lenf digumlerinde

bulunmaktadir. Antijen ile baglanmasi B hucre aktivasyonunu baglatarak CCR7
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kemokin reseptor artisina neden olur. CCR7 kemokin reseptori antijen spesifik B
hdcrelerinin lenf nodlarinin T hicre zonuna dogru gitmesini saglamaktadir. Bu
bdlgede B hucreleri DC’ler ve T hicreleri ile etkilesime girer ve B hicreleri de aktive
edilmis olur. Bu T hucresi yardimi, B huicre farklilagsmasini, ekstrafolikiler reaksiyon
olarak adlandirilan, dusuk afiniteli antikorlari Greten plazma hicrelerine dénustirar.
B hicre farklilagsmasi sirasinda aktivasyon ile indiklenen deaminaz (AID: activation
induced deaminase) enzimi ile igM tipinden IgG, IgA ve IgE gibi antikorlara izotip
donusumu gergeklesir. Hem Th1 hem de Th2 tipindeki CD4+ T hucreleri
yuzyelerinde bulunan CD40L moleklll ile B hiicre Gzerindeki CD40 ile baglanarak
bu degisime yardim eder [147, 148]. Ekstrafolikller reaksiyonlar oldukg¢a hizlidir.
IgM ve duslk diizey igG tipinde antikorlar, primer asilamadan birkag giin sonra
kanda tesbit edilebilir. Bu reaksiyonlar sirasinda hipermutasyon ya da se¢im
olmadidi icin olusan antikorlar dusuk afiniteli ve olugsn hicreler kisa dmurltdur.
Codu hlcre birkag gln icerisinde apoptoza ugramaktadir. Bu nedenle asi

etkinligindeki rolleri sinirlidir [7].

Daha dnce de belirtildigi gibi alum adjuvanlari DC'ler tarafindan uretilen iL-1B ve iL-
18 ile gerceklesen Th2 yanitlarina neden olmaktadir. Elde edilen Th2 tipindeki
yanitlarin ile antijene 6zgu antikor Uretimine neden oldugu bilinmektedir [40, 107].
Ayrica alum adjuvaninin iL-4, iL-1, iL-6, IL-10, iL-13, GATA-3 ce CXCRS5 gibi
molekuller aracihdi ile antikor yanitlarini arttirdig1 gosterilmigtir [40]. Jordan ve ark.
yaptiklari in vivo calismada alum adjuvani ve NP-BSA antijeni ile enjeksiyon sonrasi
dalakta Gr1+ hiicre akiimiilasyonu oldugunu ve bu hiicrelerin iL-4 salgiladiklarini
saptamistir. Bu hicrelerin dalakta B hicre akimulasyonu ve antikor salgilamasi i¢in
gerekli hiicreler oldugu saptanan igM tipi antikorlar ile gosterilmistir [149]. Cain ve
ark. 3 farkli alum adjuvani ile yaptiklari galismada artan antikor yanitlarinin,
enjeksiyon sonrasi olugsan inflamasyon araciligi ile gergeklestigini goéstermigtir.
Farelere uygulanan intraperitoneal enjeksiyon sonrasi ELISA ydntemiile igM ve igG
tipinde antijene 6zgl antikorlari ve yiiksek afiniteli igG tipinde antikorlarin varlig
gosterilmistir [150]. Grasse ve ark. difteri ve tetanoz multivalan asilar ile olusan
himoral immdnizasyonda, difteriye kargli olusan uzun dénem immdn yanitin
yaslilarda daha zayif oldugunu ortaya koyarak asi ile birlikte Granulosit Makrofaj
Koloni Uyarici Faktori (GM-CSF) farelere uygulayarak yaptiklari ¢calismada, tek

basina asi ile olusan antikor yanitlarindan daha yuksek bir antikor yaniti ve daha
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spesifik bir CD4+ T hlcre yaniti saptamistir. Ayrica GM-CSF uygulamasi ile daha
yuksek oranda MHC sinif Il molekuli eksprese eden ve daha ¢ok miktarda dalak
CD11b+ hucresi saptamistir. Ayrica GM-CSF uygulamasi ile enjeksiyon bolgesine
daha ¢ok CD11b+ DC toplandigi goérulmustur [151].

Tetanoz toksoidi ve difteri toksoidi ile yapilan immunizasyonlar sonrasi antikorlarin
varligi1 ve izotiplerinin belirlenmesi hem hayvan deneylerinde hem de insanlarda
yapilan gesitli calismalar ile gdsterilmistir. Insanlarda, anti tetanoz ve anti difteri
toksoid antikorlarin varhginin goésteriimesi hem bireylerin enfeksiyon riskini
belirleme acgisindan hem de asilama programlarinin etkinliginin gosteriimesi
acisindan kullaniimaktadir. igM tipi antikorlar akut enfeksiyonu gdsterirken, olusan
IgG tipi antikorlar hastaligin gegcirildigini ya da asi ile immiinizasyon saglandigini
gOstermektedir. Ayrica insan ve hayvanlarla preklinik ve klinik galismalarda yapilan

antikor calismalarinda da asilarin ve adjuvanlarin etkinlikleri saptanabilmektedir.

Toksoid asilar ile olusan antikorlarin nétralizan 6zellikte olmasi gerekmektedir. Bu
amagcla, olusan antikorlarin nétralizan etkisi in vitro ya da in vivo ydntemler ile
belirlenebilir. Pasif hemaglutinasyon, ELISA, toksin baglanma inhibisyonu (TOBI:
toxin-binding inhibition) testi gibi antikorlarin nétralizasyon etkinliklerini saptamada
kullanilan birkag serolojik yontem bulunmaktadir. in vivo olarak ¢ogunlukla agi ile
immunizasyon sonrasi deney hayvanina ilgili toksinin verilerek sagkalimlarin
belirlenmesi olarak test edilen “challenge” deneyleri kullaniimaktadir. in vitro toksin
notralizasyon belirlemede ise hayvanlar immunize edilerek elde edilen serumlarinin
in vitro ortamlarda toksinleri notralize etme kapasitesi Olcllmektedir. Bu amacgla
VERO hucreleri gibi difteri toksinine duyarli oldugu bilinen hicre hatlari kullanilarak

sitotoksisite deneyleri yapiimaktadir [152-154].

Gupta ve ark. yaptiklari galismada tetanoz toksoidi ile immunize fare ve kobaylarda
ELISA metodu ile anti tetanoz toksoid igG antikorlarini belirlemistir. 5Lf tetanoz
toksoidini tek basina ve alum adjuvani ile birlikte farkli zamanlarda uygulayarak
olusan IigG tipi antikorlarin miktarlari saptanmistir. Ayrica farelerde olusan
antikorlarin noétralizan Ozellikte olup olmadidi, fareler immunize edilerek alinan
serumlarin tetanoz toksini ile 1 saat inkUbasyonu sonrasi tekrar farelere

uygulanarak sag kalimin belirlenmesi ile saptanmistir. Tetanoz toksoidinin farelere
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30 gun ara ile 2 defa uygulanmasindan 2 hafta sonra alinan serum érnekleri ile tek
doz uygulanmasindan 8 hafta sonra alinan serum o6rnekleri karsilastirildiginda,
benzer igG ve nétralizasyon titreleri elde etmislerdir [155]. Farzad ve ark. farelerde
yaptiklari ¢calismada biri tetanoz asisi digeri purifiye tetanoz toksoidi olan iki farkl
toksoid ile immunize ettikleri farelerde, ¢esitlizamanlarda fare serumlari elde ederek
farkli izotiplerdeki antikor yanitlarini degerlendirmistir. Calismalarinda igG1, igG2a,
IgG2b, igG3, igM ve IgA tipindeki antikorlar ELISA metodu ile saptanmistir [156].

Sonobe ve ark. kobaylar ile yaptiklari ¢calismada, difteri ve tetanoz toksoidleri ile
immunizasyon sonrasi modifiye ederek gelistirdikleri TOBI yontemi ve in vivo toksin
nétralizasyon testi ile karsilastirmali olarak olusan antikorlari ve ndétralizasyon
Ozelliklerini saptamiglardir. Her iki yontem ile olusan antikorlarin seviyeleri benzer
bulunarak kullanima uygun oldugu sonucu elde edilmistir [157]. Benzer bir
calismada Kreefternberg ve ark. difteri tetanoz bogmaca, difteri tetanoz polio ve
difteri tetanoz polio olmak Uzere 3 farkh asi ile difteri toksoidine kargi olusan antikor
yanitlarini degerlendirdikleri c¢alismada in vivo ve in vitro olarak titrasyon
karsilastirmasi yapmislardir. VERO hiicreleri kullanarak yapilan in vitro ¢alismada
ve immunizasyon sonrasi toksin uygulayarak yaptiklari in vivo ¢alismada birbirine
benzer sonuglar elde ederek, letal doz ile etkinlik belirleme galismalarinin yerini in

vitro galigsmalarin alabilecegi ortaya koyulmustur [158].

Reder ve ark. tetanoz, difteri ve bogmaca toksoinlerine karsi olusan IgG tipi
antikorlari saptamada ELISA ve manyetik boncuk bazli multipleks ELISA
yontemlerini karsilastirmistir. Piyasada mevcut olarak bulunan ELISA Kkitleri ile in-
house olarak geligtirdikleri ELISA yontemini multipleks ELISA ile karsilastirarak,
yontemler arasinda benzer sonuglar elde etmigler ve multipleks ELISA ile olusan
antikor yanitlarinin saptanabilirligini gostermiglerdir [159]. Brezilya’da 2004 yilina
kadar ¢cocukluk ¢cagi agsilamasindan sonra 15 yas sonrasi herhangi bir pekistirici doz
uygulamasinin resmi olarak yapilmamasi ve bu nedenle difteri toksinine kargi
olusan antikorlarin koruyuculugunun test edildigi ¢alismada, antikorlarin notralizan
Ozelligi VERO hicre nétralizasyon testi ile belirlenmistir. Tim bireylerin %30.7’sinin
antikor titreleri <0.01 IU/ml, %42.'inin 0.01-0.09 IU/ml arasinda ve %27.1’inin
koruyucu olarak kabul edilen = 0.1 IU/ml dederinin Gzerinde oldugu saptanmigtir
[160].
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2.2. Asilar ve Cegsitleri

Asilarin tarihgesi Cin’de 1100’lU yillarda baglayarak Afrika ve Turkiye’de de yapilan
cicek hastaligini 6nlemeye yonelik uygulamalara dayanmaktadir. Bu uygulamalarda
cicek hastaligi vezikullerinden elde edilen sivilar kigilere uygulanmistir. Uygulamalar
zaman zaman agir komplikasyonlara neden olsa da modern asilamanin temellerini
olusturmustur [161]. Daha sonralari Edward Jenner'in 1796 yilinda basarili bir
sekilde inek cicedi materyalini kullanmasiyla baslayan yenilikleri, uygulamayi hizla
yayginlastirmistir. Bu yontem sonraki 200 yil icerisinde gelistirilerek sonunda gicek
hastaliginin eradikasyonu ile sonuglanan bir streci baslatti. Louis Pasteur'un 1885
yilinda gelistirdigi kuduz asisi ise insanda gorulen hastaliklar Uzerinde etkili olan
ikinci asi olmustur [162]. Bakteriyoloji alaninda meydana gelen yenilikler ile de
1930'larda difteri, tetanoz, sarbon, kolera, veba, tifo, tiberklloz ve daha fazlasina
kargi antitoksinler ve asilar gelistirildi. Asi gelistirme calismalari icin en aktif
zamanlardan biri 20. yuzyilin ortalandir. Bu vyillarda arastirmacilar, kizamik,
kabakulak ve kizamikgik gibi yaygin cocukluk hastaliklarini hedef alarak bu
hastaliklara yonelik asilarla hastalik yiktunu buayuk élgude azaltmigtir [163].

Gunumuzde rekombinant DNA teknikleri, yeni tasiyici sistemler gibi yenilikgi
yontemler asi ¢alismalarina yon vermektedir. Asi hedefleri genislemis, enfeksiyon
etkenleri disinda da bagimhlik, alerji, kanser gibi pek ¢ok alanda asi gelistirme

calismalari yapilmaktadir.

Dinya’da enfeksiyon hastaliklari icin kullanilan asi tipleri viral asilar (attente canli
viral asilar, inaktive-0lu asilar, subunit asilar) ve bakteriyel asilar (tam hacreli agilar,
toksoid asllar, subunit asilar, polisakkarid asilar) ve kombine asilardir. Bu asilarin
farkl formlarinin bir arada kullanildi§i asilar da bulunmaktadir. Asilar intramuskiiler
(iM), intravendz (iV), dermal, intradermal, deri alti (subkiitan), intranazal ya da oral
yollarla uygulanabilmektedir. Asilarin verilig yolu, etkinlik calismalari yapilarak
belirlenmektedir [164].
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2.2.1. Attenue (zayiflatilmig) canli asilar

Attenle canli viral asilar, virusun 50 ya da daha fazla sayida pasajlanarak anormal
kosullar altinda uzun sureler ¢ogaltiimasi ile olusturulmaktadir. Ginimuzde halen
pek ¢ok asida kullaniimakta olan suslar 1960°’li ve 1970’li yillarda olusturulmustur.
Bu suslarda virllans zayiflatildidi icin hastalik tablosu olusmadan bagisik yanit
olusturulur. Zayiflatiimis asi enjeksiyon yapilan kiside cogalarak dogal enfeksiyona
benzer sekilde antijenik uyarim yapmaktadir. Bu nedenle sadece birkag doz
uygulandiginda bile dmur boyu kalici immunolojik hafiza olugturur. Bunun yaninda
kullanimlari bazi kosullarda limitlidir. Az miktarda da olsa canli virus icerdikleri igin
organ nakli yapilan, bagisiklik sistemi zayiflatiimis ya da uzun sureli saglik sorunlari
yasayan kronik hastaliga sahip kisiler ve gebelerde uygulamasi kisithdir. Ayrica
sogukta saklanma kosullarina gereksinim duyuldugu igin bu kosullari saglayamayan
ulkelere transferi de bozulmalara neden olabilmektedir. Kizamik, kabakulak,
kizamikgik (KKK kombine asi), Rotavirls, cicek, sucgiceg@i, sarthumma gibi asilar

attentie canli asilara 6rneklerdir [165, 166].
2.2.2. inaktive (6lii) agilar

inaktive asilar viruslarin hiicre kiiltiirlerinde Uretilip, saflastirilarak bir takim islemler
ile hastaliga neden olmayacak hale getiriimesi ile olusturulmaktadir. Virls
saflastirma sonrasi i1sI ya da formaldehit benzeri kimyasallar kullanilarak inaktive
edilir. Inaktivasyon asamasinda dikkat edilmesi gereken iki énemli nokta vardir.
Birincisi inaktivasyon islemi sirasinda antijenlerin zarar gérmemesidir. Antijen zarar
gérdiigu takdirde bagisik yanit olusturulamaz ve asi etkisiz hale gelir. ikincisi ise
inaktivasyon ile tum patojenlerin etkisiz hale geldiginin gosteriimesi gerekmektedir.
Genellikle canh asilar kadar gugli bir immun yanit olusturamazlar. Bu nedenle
bagisikligin surdardlebilmesi icin birden fazla doz ile pekistirme yapilmasina

gerekmektedir. Hepatit A, influenza, kuduz asilari inaktive asilardandir [167, 168].
2.2.3. Subunit (alt birimli) agilar

Canli asllarda olusabilecek patojenite dondsimuinin 6énudne gegilebilmesi igin

gelistiriimis asilardir. Bu asilar virls ya da bakterilerin yalnizca belirli antijenlerinin
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kullanilimasi ile olusturulmaktadir. Bu aslilar ylksek oOlglide saflastiriimis antijen
icermektedir. Bu antijenlere karsi spesifik glg¢li bir immdn yanit olusmaktadir.
Trivalan ya da tetravalan olarak gelistirilmis influenza asilari bu tur asilara érnektir
[165].

Rekombinant DNA asilari

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak ile gelistirilmis asilar alt birimli asilardir.
Bu asilar bakteri, maya ya da hicre kulturinde klonlanmis bir plazmid aracihgi ile
protein antijenin Uretiimesi temeline dayanmaktadir. Uretilip saflagtirilan antijen bir
adjuvan ile birlikte kullaniimaktadir. Bu sekilde hazirlanip kullanimda olan ilk asi
Hepatit B asisidir. Hepatit B ylzey antijeni (HbsAg) uretilip saflagtirilarak asi olarak
kullaniimaktadir. Bu yontem ile HIV, EBVi kolera gibi hastaliklar i¢in agi gelistirme
calismalari devam etmektedir [169, 170].

Bakteri alt birim asilari

Bakteriler icin de geligtiriimis olan tam hucre agilarin etkilerini azaltmak igin bakteri
alt Unite asilar1 da geligtirilmistir. Bu agilara en iyi ornek aselller bogmaca asisidir.
Bu asi1 Bordatella pertussis adi verilen bakterinin filamentéz hemaglutinin, fimbria
gibi yuzey antijenleri ile pertussis toksoidi kullanilarak hazirlanmaktadir. Bakterinin

belirli antijenleri kullaniimasi sebebiyle hastalik yapma potansiyeli yoktur [171].

Polisakkarit konjuge asilar

Polisakkarit asilar T hucre bagimsiz uyarim yaptiklari i¢cin guclu ve uzun sureli bir
bagisik yanit olusturamazlar. Polisakkaritler dogrudan B hucre ile etkilesime girerek
patojenlerin fagositoz ile alinmasi ile sonuglanan 6zgul antikor yanitini
uyarmaktadir. Zayif bir immin uyarim yaptiklari i¢cin konjuge polisakkarit asilar
olarak kullanimi yaygindir. Tetanoz toksoidi gibi bir protein ile konjuge edilerek
kullaniimaktadir. Boylece T hucre bagimli bir uyarim yapilarak daha uzun sureli
immun hafiza olusturulur. Pndmokok asilari konjuge polisakkarit asilara ornektir
[172, 173].
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2.2.4. Toksoid asgilar

Toksoid asilar da alt Unite asilardandir. Bu asilar bakteri toksinlerinin formaldehit ile
zararsiz hale getiriimesi ile hazirlanmaktadir. Bu gekilde toksinin antijenik 6zelligi
korunurken zararli etkisi yok edilmektedir. Toksoid asilamasi yapilarak saglanan
bagisiklik ile olusan antikorlar bakteri toksinine karsi koruma saglamaktadir.
Bakteriler uygun ortamda cogaltilarak toksin Uretilir. Uretilen toksin formalin ile
inaktivasyon oncesinde ya da inaktive edilerek toksoid formunda saflagtirilarak
kullanilir [174]. Toksoid aglilar, buyuk miktarlar veya ¢oklu dozlar kullaniimadikca
yuksek oranda immunojenik olma egiliminde degilir. Daha buyuk dozlarin
kullanimindaki bir sorun, antijene toleransin induklenebilmesidir. Bu nedenle ¢oklu
dozlar ve pekigtirme dozlari halinde uygulanmaktadir. Adaptif bagigik yanitin uzun
sureli ve yeterince etkili olmasini saglamak igin, asiya bir yardimci madde (adjuvan)
dahil edilir. Toksoid asilar, bagisiklik olusturmak istenilen hastaliga neden
olmadiklari igin guvenlidirler ve virulansa geri donme olasiligi yok denecek kadar
azdir. Asi antijenleri aktif olarak ¢ogalmadigi i¢in asilanmamis kisilere yayilma gibi
bir risk bulunmamaktadir. Ayrica bu asilar sicaklik, nem ve 1sik degisikliklerine daha
az duyarh olduklarindan c¢ogunlukla stabil ve uzun raf émrine sahiptirler. bu
avantajlarin yaninda daha once de belirtilen adjuvan ve birka¢ doz uygulama
gereksinimi ve agi bolgesinde olusabilecek lokal reaksiyonlar dezavantajlaridir. Bu
reaksiyonlar adjuvan kaynakli ya da tip 3 hipersensitivite reaksiyonlarina bagh
olabilir. Genellikle asilamadan birka¢ saat sonra enjeksiyon boélgesinde kizariklik ve
sertlesme olarak baslar ve genellikle 48-72 saat iginde duzelir. Reaksiyon, toksoid
ile ona karsi olugsan antikorlarin meydana getirdigi immun kompleksin kompleman
aktivasyonuna neden olarak lokal inflamatuar bir reaksiyondur. Tetanoz ve difteri
toksoid asilari bu asilara verilebilecek en iyi drneklerdir. Bu toksoidler yillardir primer
immunizasyonda ve erigkin asilamada alum adjuvanlari ile birlikte siklikla

kullaniimakta ve basarili sonuglar alinmaktadir [14, 175].

2.2.5. Yeni nesil agilar

Geligen biyoteknoloji alanindaki yenilikler ve kullanilan teknikler ile temeli yillar
oncesine dayanan gunumuzde de geligsimi devam eden bazi asi tipleri vardir. Bunlar

rekombinant vektor asilar, sentetik peptid asilar ve nukleik asit agilaridir.
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Rekombinant vektor asilar

Bu asilarda, canli replike olan virus vektor olarak kullaniimaktadir. Vektor bagisik
yanit olusturmak istedigimiz antijen genlerini tasimak Uzere genetik muhendisligi
teknolojileriyle olusturulmustur. Kullanilan virus zayiflatiimis hastalik yapmayan bir
virus olarak secilir. Adenovirus, lentivirus ya da retroviruslar bu anlamda kullanilan
viruslaradir. Virus replikasyonu ile agl yaniti gelistiriimek istenen antijen Uretilerek

immuan yanit olusturulur [176].

Sentetik peptid asilar

Sentetik peptid asilar, bagisiklama saglamak istenen enfeksiyon etkeninin
immunolojik protein komponentlerinin in vitro ortamda sentezlenir. Elde edilen
peptidler asi olarak kullanilir. Cesitli virls, bakteri ve parazitlere kargi gelistirilmis
sentetik peptid asilar bulunmaktadir. Bu asilarda peptidler kullanildigr igin
enfeksiyon etkeninin Ureme ve hastalik yapma potansiyeli yoktur. Bu nedenle
guivenlidir. Uretimde en dnemli asama epitop dizaynidir. Bu nedenle dncelikle uygun
bir epitop dizayni yapilmalidir. Bu epitoplar bagisiklanma istenen patojene karsi

gucll, uzun sureli ve hiimoral ve/veya hucresel immun yanit olusturmalidir [177].

Nikleik asit asilar

Nukleik asit asilarinda, antijenik proteini kodlayan nukleik asit materyali bir
ekspresyon plasmidine baglandiktan sonra dogrudan verilmekte, genin
ekspresyonu enjekte edilen hlcrelerde gerceklesmekte, sentezlenen gen Urinu
protein de immun sistemi uyararak koruyucu bir bagigiklik olusturmaktadir. Nukleik
asit asilari, insan ve hayvanlarda hastalik olugsturan virus, bakteri ve parazitler igin
denenmigtir. Bu asilar rekombinant DNA teknoloijisi ile Uretiimektedir. Nukleik asit
agsilar tek bir antijenik genle monovalent olarak hazirlanabilecegi gibi, birden fazla
antijenik gen ilave edilerek, ayni anda bir kag etkene kargi bagisiklik elde edilebilir.
Bu asilar az miktarda inokulasyon gerektirmesi, uzun sureli antijen ekspresyonu
saglayarak guglu bir immun yanit olustumasi ve saflik derecesinin yuksekligi gibi

avantajlara sahiptir. Bununla birlikte, nadir de olsa antijenin asiri uyarimi ve
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ekspresyonu otoimmuniteye, ya da nukleik asit materyalinin tUmor olusumuna

neden olma olasiligi gibi dezavantajlari da bulunmaktadir [178, 179].

2.3. Adjuvanlar

Adjuvan, kendisi immunojen olmayan fakat beraberinde verildigi antijenin
immunojenitesini artiran molekullerdir. Latince yardim etmek anlamina gelen
“adjuvare” kelimesinden koken almistir. Ramon tarafindan belirli bir antijen ile
kombinasyon halinde uygulandiginda, antijenin tek basina olusturacagr immuan
yanittan daha guglu bir yanit olusturan maddeler olarak tanimlanmigtir [5, 180].
Asilarda temel hedef glg¢li, koruyucu ve uzun sureli bir immun yanit olusturmaktir.
Mikroorganizmanin attenlie edildigi (hastalik yapici 6zellikleri azaltilmis fakat
cogalma kapasiteleri devam eden), zayiflatiimis formunun kullanildig1 canh agilarda,
dogal olarak enfeksiyon ile gelisene yakin bir immunite gergeklesmektedir. Bu
nedenle canli agilarda adjuvana gerek duyulmamaktadir [181]. Tam hicreli asi gibi
bir mikroorganizmanin tamaminin oldurulerek kullanildigi ya da belli bir kismini
iceren alt birim agilara 6lu asi denmektedir. Canli agilara gore daha az immunojenik
olan 06lU aglilarin istenilen derecede immunizasyon olusturabilmesi igin birka¢ defa
ve adjuvan ile birlikte uygulanmasi gerekmektedir. Son yillarda asilarin yan etkilerini
azaltmak amaciyla gelistirilen yeni teknolojilerle asilarda kullanilan antijenler ¢ok
daha saf halde, hatta rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilmektedir. Bu asilarin
immunojenik etkisi dusuk oldugu icin ve gugll, etkili ve kalici bir immun yanit

olusturabilmesi i¢in gugll adjuvanlara ihtiya¢ duyulmaktadir [182].

Adjuvanlarin genel olarak kullanim amaclari gsunlardir:

- Zayif uyarim yapan antijenlerin immunojenitesini artirmak,

- Daha hizli ve daha uzun sureli immun yanit olusturmak,

- Humoral immuan yanitlari uyarmak ve izotip degisimini module etmek,

- Hucresel immun yaniti uyarmak,

- Mukozal immun sistemi indiklemek (antijenlerin mukozadan alinarak immun
yanit olugsmasini saglamak),

- Asinin yenidoganlar ve immunyetmezligi olan kisilerde etkinligini artirmak,
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- Yeterli immun yanit elde edebilmek icin gereken antijen dozunu ya da asilama

saylisini azaltmak ve asi maliyetlerini disturmek [183].

Asi gelistirme c¢alismalarinin gesitli agsamalarinda degerlendirilen ve halihazirda
asilarda kullanimi mevcut olan pek ¢ok adjuvan bulunmaktadir. Gelistirilecek olan
bir asi icin segilecek olan adjuvan seciminde pek c¢ok faktér gbéz onidnde
bulundurulmalidir. Gulvenlik olmazsa olmaz ilk kuraldir. Guvenilir olmasinin
yaninda, vucut tarafindan iyi tolere edilebilir olmali ve Uretim asamasinda
Olceklendirmeye uygun olmalidir. Ayrica pH, osmolarite, endotoksin seviyeleri gibi
farmasotik kriterler agisindan kabul edilebilir degerlerde, antijen ile uyumlu, hiicresel
veya humoral ne tur bir korunma isteniyorsa istenilen immunitenin olusmasini
saglamali, immun hafiza olusturmali, otoimmuniteyi uyarmamali, mutajenik,
karsinojenik ya da teratojenik etkisi olmamali, biyolojik olarak pargalanabilir olmali,
makul bir raf émrine sahip ve ekonomik olarak uygun olmahdir [184]. TUm bu
parametrelerin olusturulmasi zor ve zaman alici sureglerdir. Bu nedenle su an
piyasada mevcut asilarda belirli sayida kullanilan adjuvanlar bulunmaktadir.
Adjuvanlara bagh olarak agri, inflamasyon, sislik, enjeksiyon yerinde nekroz,
granulomlar, apse ve lenfadenopatiler gibi lokal ve bulanti, ates, artrit, Gveit, aleriji,

anafilaksi, ve otoimmun hastaliklar gibi sistemik yan etkiler gorulebilir [185].

Adjuvanlar aluminyum hidroksit, aluminyum fosfat, kalsiyum fosfat, magnezyum
hidroksit, ¢cinko sulfat, demir ve zirkonyum tuzlari gibi mineral tuzlar, mikroorganizma
bazli muramil dipeptid (MDP) analoglari ve bakteriyel ekzo ve endotoksinler,
saponinler, Freud adjuvani, MF59 ve AS03 gibi emulsiyonlar, sitokinler (IL-2, IL-12,
GM-CSF, IFN-gama) , polisakkaritler, nikleik asitler, lipozom ve viris benzeri
partikullerden elde edilebilir [186, 187].

2.3.1. Aliminyum adjuvanlar

Aliminyum fosfat ve aliminyum hidroksit gibi 1920’li yillardan bu yana asilarda
kullanilan mineral tuzlarin guvenirliligi ve etkinligi olduk¢a yuksektir. Glenny ve
arkadaslarn tarafindan difteri toksoidinin alum tuzlari ile adsorbe olarak kullanimi
1926 yilinda gdésterilmistir [188]. O glnlerden bu yana aliminyum adjuvanlari, her

yil milyonlarca insana yapilan, lisansli pek ¢ok cesitli milyarlarca doz asida
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kullaniimaktadir [189]. Bu basar aliminyum adjuvanlarinin pek ¢ok antijen ile
basarili bir sekilde etkilesime girebilmesi, guvenli olmasi, minimal bir reaktojenik
aktiviteye sahip olmasi ve ucuz olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica firmalar
tarafindan kullanima uygun c¢esitli formlari ile kullanimda kolaylik sunulmaktadir
[190].

ilk aliminyum iceren adjuvanlar, aliminyum potasyum sdlfatll bir soliisyonun
adjuvan solUsyonuna eklenmesi ve adjuvan ve aliminyum tuzunun ¢okturalmesi ile
olusturuldu. Asilarin antijenlerin alum ile birlikte ¢gokturalmesi ile hazirlanmasi yerini
daha 6nceden hazirlanmis aliminyum jellere adsorbe edilmesine birakmigstir [191].
Alum kelimesi aluminyum potasyum sulfat ¢ézeltisinin adi olsa da ginumuzde tim

aliminyum adjuvanlar i¢in kullaniimaktadir.

Piyasada mevcut olarak kullanilan lisansh asilarda aliminyum hidroksit ve
aliminyum fosfat olmak Uzere iki adet aluminyum adjuvani bulunmaktadir. Bu
adjuvanlar asi sirketi icerisinde Uretilir ya da baska sirketlerden satin alinir. Farkh
adjuvanlar farkli fizikokimyasal ya da biyolojik o6zellikleri acisindan farklihk
gOsterebilir [192].

Aliminyum hidroksit genellikle aliminyum klortr (AICl3s) ya da aluminyum potasyum
sulfatin (AIK(SO4)2) sodyum hidroksit (NaOH) ile karigtirimasi ile elde edilir.
Aliminyum fosfat, AICIz or AIK(SOa)2 gibi bir aliminyum tuzu ¢ozeltisi ile fosfat
¢cozeltisinin kanigtirlmasi ve sodyum hidroksit ile c¢oktlrulmesi ile olusturulur.
Aliminyum hidroksit kristalize olmus bir igneye benzerken, aluminyum fosfat ise
amorf gevsek agregatlar olarak gorulmektedir. Aluminyum hidroksit i¢in Allhydrogel
ve aliuminyum fosfat i¢in Adju-phos adinda hazirlanan kullanima hazir preparatlar
bulunmaktadir [191]. Antijenlerin aliminyum ile etkilesimi, elektrostatik, fosfat ligand

degisimi, hidrojen baglari ve van der Waals etkilesimleri ile gergeklesmektedir [193].

Aliminyum adjuvanlari ile yapilan ilk galismalarda T hicre proliferasyonlarini artan
interlékin 1 (IL-1) sitokini aracilidi ile yapti§i gdsterilmistir. Alum adjuvanlar NLRP-3
inflamazomlari aktive ederek ya da membran lipidlerine baglanarak dendtritik htcre
aktivasyonu yapmaktadir. Bu sekilde iL-1B aktivasyonu saglamaktadir [39].

GUnUimuzde aluminyum adjuvanlarin yardimci T hicre 2 (Th2) egilimli bir antikor
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uyarimi yaptigi bilinmektedir. interlokin 4 (iL-4) geni defektif olan farelerde yapilan
bir calismada, farelere ovalbumin ile alum adjuvani verildiginde (OVA+AI(OH)3),
ovalbumin ile Freund tam adjuvani (OVA+FCA) verildigindekine benzer sekilde
igG2a tipinde antikor yaniti gérilmistir. Bu tip antikorlar genellikle Th1 yaniti
sonras! olugsmaktadir. OVA+AI(OH)s verilen grupta Th2 tipi yanitta gorilen IL-5
sitokini salgilandigi da saptanmistir. OVA+FCA verilen grupta ise IL-5 salinimina
rastlanmamustir. interlékin 18 (IL-18) sitokininin alum adjuvan mekanizmalarindaki
ve Th2 tipinde immin yanittaki roli de gosteriimigtir. IL-18 defektif farelerde
OVA+AI(OH)s ile immudnizasyon sonrasi, vahsi tip farelere gdre lenf nodu
hlcrelerinde azalmis IL-4 Gretimi gortlmustir. Disaridan IL-18 eklediklerinde ise

Th2 yanitinin arttigint gérmuslerdir [194].

Alum adjuvanlari himoral immun yanit olusturarak antijenlere karsi koruma
saglamaktadir. Bu nedenle korunmada humoral immun yanitin gerekli oldugu
hastaliklarda etkilidir. Hucresel immun yanitin gerekli oldugu hastaliklarda ise
basarisizdir. Ayrica oral ve intranazal uygulamalar icin de uygun dedgildir. Mukozal
immuan yanitin baglica elemanlarindan biri olan IgA sentezini uyaramazlar.
Aliminyum adjuvanlari, Th2 immun yaniti indikleme ve buna bagl artan eozinofil

ve immiinoglobulin (ig) E uretimi ile alerji ve anafilaksi riskini artirir [185, 195].

Aliminyum adjuvanlari depo etkileri ile enjeksiyon bolgesinden antijenin
difizyonunu yavaslatarak inflamatuar hlicre kemotaksisi i¢cin zaman kazandirir.
Boylece antijene karsi verilen immuan yanitin siddeti artirllmis olur. Antijen sunucu
hdcreler tarafindan endositoz ile hucre igine alinmasini artirir, fagotsitozu
kolaylastirir. Dendritik hucreleri dogrudan ve dolayh olarak aktive ederler [40].
Aliminyum adjuvanlarinin difteri ve tetanoz toksoid asilarda adsorbe olarak
kullanimi Diinya Saglik Orgiiti (DSO) tarafindan dnerilmektedir [196].

2.3.2. Kalsiyum fosfat adjuvanlar

Kalsiyum fosfat adjuvani ilk olarak Pasteur Enstitisu tarafindan gelistiriimistir.
Fransa’da difteri, tetanoz, bogmaca ve poliomyelit asilarinda kullaniimistir [197].
1980’lerin sonunda yerine aluminyum adjuvanlari kullaniimaya baslanmistir. Halen

DSO tarafindan beseri asilarda kullanimi onayli bir adjuvandir [196]. iki sekilde
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hazirlanarak kullanilabilmektedir. Birincisi, disodyum hidrojen fosfat ve kalsiyum
kloriir ile birlikte antijenin ¢dktiriilmesi ile adsorbe edilmesidir. ikincisi ise hazirlanan
jel forma direkt olarak adsorbe edilmesidir [197]. Vicudun yapisinda bulundugu igin
guvenli bir molekuldir. Aliminyum adjuvanlara gore ¢ok daha iyi absorbe olmakta
ve ¢ok daha iyi tolere edilmektedir. Alum adjuvanlara gore lokal doku irritasyonu
daha azdir. Enjeksiyona bagl gelisen doku reaksiyonunun 4 hafta iginde
kayboldugu gdsterilmistir. Bu sure alum adjuvanlari igin 8 haftayi bulabilmektedir.
Bu nedenlerle asilarda aliminyum adjuvanlarin yerini almaya her an igin aday bir
maddedir [198].

Kalsiyum fosfatin herhangi bir antijen ile birlikte kullanimi 6nerilmekle birlikte
aliminyum adjuvanlarinin mevcut basarisi nedeniyle tam olarak adjuvan
mekanizmasi arastiriimamistir. Bununla birlikte, Pasteur Enstitisi 1984’den beri
kalsiyum fosfat adjuvanini alerjen desentizasyonu icin alerjenleri adsorbe ederek
kullanmaktadir. Son yillarda yeniden kullanima girmesi konusunda calismalar
yapilmaktadir. Klasik suspansiyon ya da jel formundan farkl olarak kalsiyum fosfat
nanopartikllleri Gretilmis ve etkinlikleriile ilgili calismalar yapiimistir [199, 200]. Alum
adjuvanlarin Th2 yéninde immun sistem uyarimi yapmasinin aksine kalsiyum fosfat
nanopartikillerinin dengeli bir Th2/Th1 uyarimi yapma potansiyelinde oldugu
dugunulmektedir [201].

2.4. Tetanoz

Tetanoz, anaerobik bir basil olan Clostridium tetani bakterisi tarafindan Uretilen
gucli norotoksinin neden oldugu, cogunlukla olduricu olmakla birlikte asi ile
onlenebilir bir hastaliktir. Tetanoz latince gerilme anlamina gelmektedir [202, 203].
Bildirimi zorunlu bir hastaliktir ve yaygin (jeneralize), neonatal (yenidogan), lokal ve

sefalik olmak Uzere temel olarak 4 tip halinde gdzlenir [204].
2.4.1. Epidemiyoloji

Tetanozun, asilama ile insidansi ve mortalite oranlari dusus gostermektedir. Asi ile
kontrol altinda tutulabilen bir hastalik olmasina karsin 6zellikle sosyoekonomik

duzeyi dusuk, gelismekte olan bolgelerde halen birgcok olume neden olmaktadir.
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Gelismis Ulkelerde ise nadiren gorulmektedir [203, 205]. Bulas genellikle
yaralanmalar ile bakteri sporlarin bu yaralardan vicuda girmesi ile gergeklesir.
Trafik kazalar, ¢ivi ya da tahta batmasi, teneke kesikleri, acgik kirikli yaralar, Kirli
aletler ile gobek kordonunun kesilmesi, sinnet ve cerrahi igslemler, hayvan isirmasi
genel olarak bulasa neden olan olaylardir. Son yillarda uyusturucu kullanimi
sirasinda bakteri sporlarinin enjekte edilmesi ile de tetanoz vakalari gortlmektedir
[206].

Tetanoz vakalarinin gergek sayisini tahmin etmek, slrveyans sistemlerinin tam
olarak cgalismadigi sosyoekonomik duzeyi dusuk ulkelerde gorulmesi sebebiyle
zordur. Dunyadaki tetanoz insidansinin yaklagik 100,000'de 18 oldugu
dusunulmektedir. Dinya genelinde, mortalite orani %30 - %50 arasinda seyreden,
1 milyondan fazla olgunun meydana geldigi diisiinilmektedir [203, 207]. Olimlerin
en az yarisi yeni doganlarda meydana gelmektedir. Dinyada 2015 yilinda yaklasik
20.000’i yenidogan olmak Gzere 56.000 6lime neden oldugu tahmin edilmektedir
[208]. Turkiye’de vaka sayilari uygulanan asilama programlari ile birlikte azalmigtir.
Ulkemizde 2017 yilinda toplam 25 tetanoz vakasi gorilmis olup vakalarin 2’si
Olumle sonuglanmigtir. Bu vakalarin tamaminin asisiz oldugu bilinmektedir.
Hastaligin Ulkemizde asilama oncesi ve sonrasi vaka sayilarinin karsilagtiriimasi

gizelge 2.1’de sunulmustur [209].

Cizelge 2.1. 1980-1984 ve 2010-2014 Hastallk (Tetanoz) Vaka Sayilarinin
Karsilastiriimasi [209]

Asilama
, 1980-1984 2010-2014 Azalma
Hastalik Oncesi ) .
Vaka Sayisi* | Vaka Sayisi* | Yuzdesi
Vaka SayisI*
Bildirimi
Tetanoz yapiimamistir. | 110 11 90
(1963-1967)

*5 yillik ortalama alinmistir.

En dogru epidemiyolojik veriler neonatal tetanoz insidansi hakkindadir. Neonatal
tetanoz, dogumdan sonraki 28 gun iginde gelisen tetanozdur. Maternal tetanoz ile

cok yakin iligkilidir. Maternal tetanoz ise; dogum, disik ya da kirtaj ile sonug¢lanan
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hamilelik sirasinda ya da sona ermesinden 6 hafta icinde gergeklesen tetanoz
olarak tanimlanmaktadir. Cogunlukla gelismemis ve gelismekte olan Ulkelerde
goOrulmektedir [210]. Annenin tetanoz asisi ile yetersiz bir sekilde bagisiklanmasi,
steril olmayan kosullarda gergeklesen dogumlar ve kordonun steril olmayan
kosullarda kesilmesi ve hijyen kurallarina dikkat edilmemesi gibi nedenler baglica
sebepleridir. Dinya Saglik Orgiti (DSO) neonatal tetanoz eliminasyonunu her
1000 canli dogumda 1'den az tetanoz vakasi gorulmesi olarak tanimlamaktadir
[211]. DSO ulkemizde maternal ve neonatal tetanozun elimine edildigini 24 Nisan
2009 tarihinde duyurulmustur [209].

2.4.2. Tetanoz etkeni: C.tetani ve toksini

Tetanoz hastaliginin etkeni olan C. tetani, zorunlu anaerobik, gram pozitif, terminal
sporlu, kapsulstz, hareketli basildir. Dokularda ve eski bakteri kultirinde gram
negatif seklinde de gorulebilmektedir. Bakterinin sporlu formu davul tokmagi ya da
tenis topu sekline benzetilir. Dogada pek ¢ok yerde, toprakta, insan ve hayvan
digkilarinda normal flora elemani olarak bulunur [212]. Bakterinin aerobik ortamdaki
direngli spor formu, anaerobik ortamda vejetatif basil forma doéner. Basil formu
dezenfektanlara duyarli iken, sporlar ¢ok direnclidir. Sporlarin eliminasyonu, otoklav
ya da gaz sterilizasyonu gibi yontemlerle saglanmaktadir. Uygun besiyeri ortaminda
37°C’de anaerobik ortamda ¢ogalir. Besiyerinde R tipi koloniler olusturur. Kanl
agarda kolonilerin etrafinda toksinin neden oldugu hafif bir hemoliz gorulirken, gaz
ve kotu koku olugsumu tipiktir [204, 213, 214].

C. tetani, somatik (O) ve kirpik (H) antijenlerine gére 10 tipe ayrilir. Bakteri sporlari
anaerobik ortamda vejetatif forma gectiginde c¢ogalarak tetanospazmin ve
tetanolizin adinda iki adet toksin Uretir. Tetanolizinin patolojik aktivitesi olmamakla
birlikte, bir hemolizindir [215]. Tetanoz hastaligina neden olan toksin
tetanospazmindir ve tetanoz nérotoksini (TeNT) olarak adlandiriimaktadir [216].

TeNT, 1315 aminoasitten olusan yaklasik 150 kD agirliginda bir proteindir [217].
Yaklasik 100 kD buydkluginde agir (H) ve 50 kD buyukligunde hafif (L) olmak
Uzere iki adet polipeptid zincirin disulfit baglari ile baglanmasi sonucu olusur [8,

218]. Agir zincir sinir hicrelerine baglanma ve proteinin tagsinmasindan sorumludur.
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Hafif zincir ise noérotransmitterlerin salinimini bloke eder. Toksin geni ilk olarak
toksijenik E88 susunda 2003 yilinda blUyuk bir plazmidde tanimlanmistir. Bu
plazmidi tagsimayan suglar non-toksijeniktir [219]. Genom yaklagik olarak 2.8Mb’lik
bir kromozom ve toksini kodlayan 74kb’lik bir plazmid igerir. Bu plazmidin diger
toksijenik C.tetani suslari da sekanslandiginda ylksek oranda korunakli oldugu
gOrulmustar. Ayrica, bu genin hemen yukarisinda, toksin dizenleyici gen (tetR) olan
ve toksin geninin transkripsiyonunu pozitif olarak diizenleyen alternatif bir sigMa
faktoruni kodlar. Bu duzenleyici gen botulinum toksin dizenleyici gen ile
homologdur. Bununla birlikte TeNT sentezini duzenleyen regulasyon agi tam olarak
bilinmemektedir. Bu duzenleyici mekanizmalarin aydinlatiimasi, etkileyen gevresel
faktorlerin belirlenmesi toksin ve dolayisi ile toksoid Uretiminin iyilestiriimesi

acisindan 6nemlidir [220].
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Sekil 2.6. Tetanoz toksini [221].

2.4.3. Patogenez

Tetanoz genellikle C.tetani sporlarinin yaralardan bulagmasi sonucu meydana
gelmektedir. Anaerobik kosullarda sporlar vejetatif bakteri formuna dénerek TeNT
uretmeye baglar ve bakteriyel otolizis ile ortama salgilanir. Tetanozun inkubasyon

periyodu, sporlarin giris yaptigi yaralanan bdlgenin santral sinir sisteminden
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uzakligina bagh olarak degismekle birlikte ortalama olarak 15 gundir. Vicut
sivilarina gecgen toksin ana hedefi olan sinir ucu terminallerindeki presinaptik
membranlara tutunur. TeNT ‘in C-terminal ucu periferik sinir uglarinda cok miktarda
bulunan oligosakkaritlere baglanma 6zelligindedir. Bu durum toksinin ne sekilde
presinaptik membranlara tutundugunu aciklasa da toksinin merkezi sinir sistemine
ne sekilde tasindigi konusunu agiklamada yetersiz kalmaktadir. Bir membran
molekllu oldugu dugsunulen fakat tam olarak bilinmeyen toksinin taginmasi islemine
aracilik eden ikinci bir reseptor oldugu dusunulmektedir. Toksin endositoz ile bir
vezikll iginde ilerleyerek retrograd yolla sinir hiicre gévdesinden, medulla spinalise
ve oradan da beyin sapina ulasir. Sinir bUytme faktord, kolera toksini ya da lektinler
gibi retrograd yolla ilerleyen diger proteinlerden farkli olarak TeNT somada akimdule
olmaz, periferal motor noéronlarin dendritlerinden inhibitdér néronlara gecger. Bu
hlcreler inhibitdr sinir ileticilerinden olan glisin ve y-aminobutirik asit (GABA)
norotransmitterleri kullanir. Transmitterlerin saliniminin TeNT tarafindan bloke
edilmesiyle disinhibisyon olusarak kas tonusu artar, spastik paralizler meydana
gelir. Asetilkolin ve norepinefrin salinimi azalir. Hastaligin ilerlemesi ile asetilkolin
salinimi kaybolur ve kas spazmlarina tonik kasilmalar da eklenir. Hastalarda
opistotonus adi verilen boyun ve sirt kaslarinin kasiimasi ile olusan pozisyon
meydana gelir. Toksin sempatik sinirleri de etkileyerek, damarlarda daralma,

terleme, tagikardi ve ritm bozukluklarina neden olabilir [207, 222, 223].

Resim 2.1. Opistotonuslu bebek gorintisu [224]
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2.4.4. Korunma

Tetanoz vakalarinin pek c¢ogu bagisiklanmamis ya da yetersiz bagigiklanmis
kisilerde gorulmektedir. Etkin bir asinin toplumda yaygin bir sekilde kullaniimasi ile
hastaligin morbidite ve mortalitesi 6nemli dlcide diusmektedir. Tetanoz asilarinda,
C.tetani toksininin formaldehit kullanilarak zararsiz hale getirilerek inaktive edilmesi
ile elde edilen toksoidler kullaniimaktadir. Tetanoz toksoidi, toksinin patojenitesini
kaybetmis fakat immunojenik 6zelligini halen tasiyan seklidir [225]. Tetanoz agilarini
uretmek igin oncelikle bakteriler uygun ortamda ¢ogaltilir, toksinleri besiyerinden
uzaklastirilarak saflastirilir. Formalin ile inaktivasyon toksin saflastirmadan dnce ya

da saflastirma sonrasi yapilabilir [153, 226, 227].

Asilama ile kontrol altina alinabilmesine karsin mortalitesi yuksek olan dinyada her
yil yaklagik 1 milyon vakaya neden olan tetanozun onlenebilmesi igin gebelere ve
yenidoganlarda 2. aydan itibaren asilama yapiimaktadir [228, 229]. Ulkemizde
yenidogan tetanoz asisi uygulamasi T.C Saglik Bakanhgi Ulusal Cocukluk Donemi
Asilama Takvimi'ne (Tablo 2.1) gére dogum sonrasi 2. ay, 4. ay ve 6. ayda birer doz
ve 18. ayda pekistirme dozu besli karma asi (difteri, aseliler bogmaca, tetanoz,
inaktif polio, hemophilus influenza tip b asisi) olarak uygulanmaktadir. Daha sonra
48. ayda dortli karma asi (difteri, aselller bogmaca, tetanoz, inaktif polio) olarak
pekistirme dozu yapilmaktadir. ilkégretim 13. yasta yine bir pekistirme dozu erigkin

tipi difteri-tetanoz asisi (Td) olarak uygulanmaktadir [230].

Dogum sirasinda riskin yUksek olmasi nedeniyle gebeler de dogumdan Once
asilanmaktadir [228]. Tum dunyada yurutilen asilama programlari ile gebelik
sirasinda verilen asinin neonatal tetanozdan 6élumleri azalttigi pek ¢ok calismada
gosterilmistir [231-233]. Ulkemizde 1994 vyilinda baslayan Maternal Neonatal
Tetanoz Eliminasyon Programi kapsaminda yapilan asilama ile son vaka 2014
yilinda gorulmustar. Dlnya saglik 6rgutu tarafindan 24 Nisan 2009 yilinda ise
maternal ve neonatal tetanozun Ulkemizde elimine edildigi duyurulmustur [209].
Saglik bakanh@i tarafindan yarutilen Genisletilmis Bagisiklama Programi (GBP)'nin
icinde rutin olarak uygulanan asilardan biri de tetanoz toksoidi (TT)'dir. Bir gebe ya
da dogurganlik yasinda bir kadin ile kargilagildiginda eger hi¢ asilanmamis ya da

asilanma durumu bilinmiyor ise primer immudnizasyon gebeligin 4. ayindan
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baslayarak en az 4 hafta ara ile 2 doz olmak Uzere toplam 3 doz yapilmaldir [234].
Ulkemizde titizlikle yiriitiilen bu programlar sayesinde maternal ve neonatal tetanoz
gorulmemekle birlikte, erigkin ve Ozellikle ileri yaslarda tetanoz vakalarina
rastlanabilmektedir. Yagllar igin tetanoza karsi dizenlenmis bir a1 programi yoktur.
Fakat tetanoz ve difteri i¢cin asi Uzerinden 5-10 yil gegmisse pekistirme dozu

yapilmasi dnerilmektedir [235].
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11 Ocak 2012 ve sonrasinda dogan ¢ocuklara uygulanacaktir.

21 Mart 2011 ve sonrasinda dogan ¢ocuklara uygulanacaktir.

#1 Temmuz 2016 tarihinde doganlardan baslamak {izere 48.ayina girmis olan tiim gocuklara uygulanacaktir.
1 Temmuz 2016 tarihinden 6nce dogmus ve halen ilkdgretime baslamamis olan ¢ocuklann KKK ikinci dozu ve
DaBT-IPA asisi ise 2020-2021, 2021-2022 ve 2022-2023 egitim ve dgretim donemlerinde okul agilamalari
seklinde uygulanacaktir.

Sekil 2.7. T.C Saghk Bakanhgi Ulusal Cocukluk Donemi Agilama Takvimi (2020).
Hep-B: Hepatit B Asisi, BCG: Bacillus-Calmete Guarine Asisi, KPA:
Konjuge Pndmokok Asisi, DaBT-IPA-Hib: Difteri, Aseliiler Bogmaca,
Tetanoz, inaktif Polio, Hemofilus influenza tip b asisi (besli karma asi),
OPA: Oral Polio Asisi, Sugicedi: Sugicegi Asisi, KKK: Kizamik,
Kizamikgik, Kabakulak Asisi, Hep-A: Hepatit A Asisi, DaBT-IPA: Difteri,
Aselller Bogmaca, Tetanoz, inaktif Polio (Dértlii karma asl), Td: Erigkin
Tipi Difteri-Tetanoz Asisi, R: Rapel (Pekistirme) [230].

2.5. Difteri

Difteri, toksijenik Corynebacterium diphtheriae bakterisi tarafindan olusan akut
enfeksiy6z bir hastaliktir. Halk arasinda kuspalazi olarak bilinir [236]. Bakteri,
bademcikler, yutak, girtlak, burun, deri, konjuktiva ve genital bolgede yerlesim
gOsterebilir. Enfeksiyon sirasinda bir membran olustugu i¢in hastaliga Yunan dilinde

deri anlamina gelen difteri (diphtherite) adi Bretonneau tarafindan 1826 yilinda
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verilmistir. Lokal psddomembranlar ve ekzotoksinlerin neden oldugu sistemik

belirtilere neden olmaktadir [237].
2.5.1. Epidemiyoloji

Difteri ilk kez M.O 5. yiizyilda Hipokrat tarafindan tanimlanmigtir. 16. ve 17.
yuzyillarda basta Avrupa olmak uUzere dunyanin pek ¢ok Ulkesinde epidemilere
neden olmustur [238]. GlUnumuzde ise uygulanan asilar ile difteri hastaliginin
dunyadaki insidansi yillar igerisinde dusus gostermis olsa da hala bazi Ulkelerde
endemiktir [239]. Difteri, dzellikle 12 yas alti gocuklari etkileyen bir gocukluk ¢agi
hastaligi olarak kabul edilse de erigkinler de 6zellikle komorbit kosullari olan kigiler
enfeksiyon riski altindadir. Hastaligin bilinen tek rezervuari insanlardir. Hastalik
damlacik seklinde hava yolu ile ve solunum ve burun sekresyonlari araciligi ile
yaylimaktadir. Ayrica enfekte deri lezyonlarina temas edilmesi ile de bulagmaktadir.
Cocuklar ilk 1 yil anne sutl ile korunmakta hastalik ¢odunlukla 2-5 yasindaki
asilanmamis c¢ocuklarda goérilmektedir. Cocukluk c¢agi asilamasinin artmasiyla
birlikte hastalik erigkin yas gruplarinda daha siklikla gorilmeye baslamistir [240].
Hastaligin bogdaz difterisi adi verilen ve solunum yollarinda goérulen hali daha gok
soguk mevsimlerde gorulmektedir. Tropikal Ulkelerde hala endemik olan kutanoz
difteri, C.diphtheriae'nin toksijenik izolatlarina baglh enfeksiyonun en yaygin
solunum disi klinik bulgusudur. Hastalik, vicudun herhangi bir yerinde ortaya
cikabilen ve genellikle kronik olan si1g deri Ulserleriyle karakterizedir. Asilanmig
kisiler arasinda sistemik toksik belirtiler nadirdir. Deri lezyonlari toksini yavasca
emer ve dogal badisiklama saglayan ylksek seviyelerde antikorlari indukleyebilir.
Bu lezyonlar 6nemli bir enfeksiyon rezervuaridir ve temaslarda solunum yolu ve deri
enfeksiyonlarina ve salginlara neden olabilir. Bazi salginlarda, ikincil bulagma,
solunum yolu enfeksiyonu olanlara gére deri enfeksiyonu olan hastalarin
temaslarinda daha vyuksek olmustur. Kutandéz difteri daha fazla c¢evresel

kontaminasyona neden olabilir [241, 242].

Ulkemizde 1960’li yillardan itibaren uygulanan agilama programlari sayesinde difteri
insidansinda ¢ok hizli bir dugus gorulmagtur. Yillhik en duguk vaka sayisi 1980°de 86
olarak kaydedilmigtir. Avrupa’da 1982-1985 ve 1990-1995 vyillarinda gorulen

epidemilerden Ulkemiz de etkilenerek onceki yillara oranla artan vaka sayilari
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go6rulmustir. Ulkemizde 2004 yilindan bu yana sadece 2011 yilinda bir adet vaka
ve 6lim olmustur. Ulkemizde gériilen difteri vaka sayilari kargilagtirmasi Cizelge
2.2’de gosterilmigtir [209].

Cizelge 2.2. 1980-1984 ve 2010-2014 Hastalik (Difteri) Vaka Sayilarinin
Karsilastiriimasi [209]

Hastalik Asilama  Oncesi | 1980-1984 2010-2014 Azalma
astal

Vaka Sayisi* Vaka Sayisi* | Vaka Sayisi* | Ylzdesi
Difteri 1236 (1932-1936) | 173 0,2 100

*5 yillik ortalama alinmistir.

Asilamanin yuksek oranda yapildigi bagisiklama programlarinin dogru bir sekilde
uygulandigi Ulkelerde yeni difteri vakalarinin gorulmesi toplumda bazi toksijenik
suglarin oldugunun belirtisi olarak gorulmektedir. Bu durumda asemptomatik
tasiyicilardan, asilanmamig, asilari tam olmayan ya da pekistirme dozlarini almamis
duyarl kisilere gecis dnem kazanmaktadir. Ayrica psddomembran olusumu ile
karakterize tablonun gorulmedigi olgularda duyarli kisilere bulastan sorumludur. Bu
sekilde 4 haftaya kadar bulasicilik devam etmektedir [243]. Toksijenik olmayan
suslar bakteriyofaj ile tox genini alarak toksijenik forma donusebilir. Asilama

asemptomatik tasiyicihgi onlememektedir [244].
2.5.2. Difteri etkeni: C. diphtheriae

Difteri hastali§i etkeni olan C. diphtheriae 1-6 ym uzunlugunda, gram pozitif,
fakultatif anaerobik, kapsulsiz, sporsuz, hareketsiz, metakromatik granul olusumu
gorulen, pleomorfik ve bir ucu daha sigkin bir davul tokmagi goérinimunde bir
basildir [242]. Toksin Uretebilen turleri insanlarda ve hayvanlarda hastaliga neden
olmaktadir. Mikroskop altinda oldukga polimorfik, birbirine dik ya da paralel olarak
durabilen X, V, L, Y ve ¢in harflerine benzetilen sekilde goranur. Metilen mavisi ile
boyandiginda koyu renkte gorulen Babest-Ernst cisimcikleri olarak adlandirilan
metakromatik graniillere sahiptirler. ilk olarak 1883 yilinda Klebs tarafindan
tanimlanmis ve 1884 yilinda da Loeffler tarafindan kaltira yapildigindan Klebs-
Loffler basili olarak da tanimlanmaktadir [245, 246]. En iyi Loeffler besiyerinde

uremektedir. Potasyum tellUritli besiyerinde ¢ogaltildiginda siyah koloni olusturmasi
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tipik bir dzelligidir. Telluritli besiyerinde olusan koloni morfolojileri ve biyokimyasal
Ozellikleri ile gravis, mitis, intermedius ve belfanti olmak (zere 4 biyotipi
bulunmaktadir [247]. Fakultatif anaerop olmasina karsin en iyi oksijenli ortamda
cogalir. En iyi gogaldigi optimum sicaklik 35-37°C’dir. Hucre yuzeyinde bulunan
diger bakterilerde bulunan K antijenine benzer antijen serolojik olarak ayrimda
kullaniimaktadir [248, 249].

Difteri toksini, tox geni ile kodlanir. tox geni tasiyan bir bakteriyofajin gen transferi
yolu ile bakteri kromozomuna entegre olmasiyla tasinmaktadir [250]. Difteri toksini
protein yapida A-B modeli bir ekzotoksindir. Sistemik enfeksiyondan sorumlu olan
bu toksindir. Toksin, 535 aminoasitten ve A ve B olmak Uzere 2 adet alt Uniteden
olusan yaklasik 58-62 kDa agirliginda bir proteindir. Katalitik (C), transmembran (T)
ve reseptore baglanan (R) bolgelerden olusmaktadir. C kismi A alt Gnitede
bulunurken, T ve R kisimlari B alt Gnitede bulunmaktadir [251]. Protein dncelikle
yaklasik 62kDa agirhdinda bir polipeptid olarak sentezlenir. Hucre disina yaklasik
58 kDa agirhginda bir molekil olarak salinir. Proteolitik enzimler ile A ve B alt
unitelerine aynilir. Bu alt Uniteler disulfit baglari ile birbirine bagl halde bulunur. A alt
unite yaklagik 22 kDa agirhgindadir ve toksinin amino ucunda bulunur. Katalizor bir
enzim gorevi gormektedir. B alt Gnitesi ise hlicre membranina tutunup A Gnitesinin
hlcre igine girisine yaridimci olan, toksinin karboksi ucunda bulunan yaklasik 40
KDa bir peptiddir. Hicre ylzeyine baglandiktan sonra konak hucre tarafindan
vezikul icinde hucre igine alinir. Vezikul icerisinde globuler bir yapida bulunur. A alt
Unite, dkaryotik hicrelerde protein sentezinde goérev alan EGF-2 proteinini inhibe
ederek protein sentezini durdurur. Daha sonra hucre o6lumu gergekleserek
psddomembran olugsumuna ve diger sistemik bulgularin olugsmasina neden
olmaktadir. In vitro ortamda toksin yapimi demir konsantrasyonu ile iligkilidir. Demir

konsantrasyonunun artmasi ile toksin yapimi azalmaktadir [238, 252, 253].
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Sekil 2.8. Difteri Toksininin protein yapisi [251]
2.5.3. Patogenez

Difteri hastaligina neden olan C.diphtheriae farenks mukozasina ve tonsillere
yerlesir ve mukozanin epitel hiicrelerinde ¢cogalmaya baslar. Cogalmasi ile birlikte
salgiladigi protein yapidaki ekzotoksin dolasima karisarak semptomlara neden
olmaktadir [254]. Toksin reseptorlu olan EGF (elongation growth factor) benzeri HB-
EGF’ye baglanarak hucreye giris yapar [255]. HB-EGF basta kalp ve sinir sistemi
dokulari olmak uzere pek cok memeli dokusunda bulunmaktadir. Toksin dokularda
birlesim yaparak nekroz ve paralizilere neden olur. Ortaya c¢ikan kardiyak ve

norolojik toksisite dlumlere neden olabilmektedir [256].

Toksin hucre icine girdikten sonra A alt Unite ribozoma gecgerek, zincir uzamasinda
onemli bir fonksiyona sahip olan EF2 (elongation factor 2) ile baglanarak polipeptid
zincirinin uzamasini 6nler ve hucrede protein sentezini engeller. En dnemli etkilerini
kalp dokusu (miyokardit), sinir dokusu (demiyelinizasyon) ve bobrek (tUbuler nekroz)
hiicreleri lizerine gdstermektedir. inkiibasyon genellikle 2-5 giinde olmaktadir.
Solunum yolu enfeksiyonunun ilk birkag¢ gununde toksinin hizli lokal nekrotik etkisine
karsilik imman sistemde I6kosit yaniti gelismektedir. Olusan gri veya beyaz renkli
yalanci membran (psédomembran) 6l hucreler, fibrin, |0kositler, eritrositler ve
bakteri icermektedir. Bakteriler psddomembran igerisinde ¢ok iyi Gremektedir. Bir
tonsil Gzerinde ufak bir leke kadar olabilecegi gibi, her iki tonsili, yumusak damagi
ve farengeal duvarin tamamini kaplayan biyiiklikte de olabilmektedir. igerigindeki
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yodun fibrin ile altindaki dokulara sikica yapismistir. Membran kaldirildiginda
kanamaya neden olur. Toksin etki alanini genigleterek tonsillerden farenksin arka
alanina kadar ilerler. Toksin bu sirada lenf dolagimina da katilabilmektedir.
Tonsillerde meydana gelen psdédomembranlar ve altindaki 6dem ile boyun
bdlgesinde bulunan lenf digumlerinin sismesi ¢cocuklarda nefes alma zorluguna
neden olur. Olusan goéruntlye bogda boynu goérintisi adi veriimektedir (Resim 2.2)
[257]. Deri difterisinde bacak, kollar, ayaklar ve ellerde iltihapli yaralar ve etrafi
kirmizi renkte blyuk Ulserler seklinde olmaktadir (Resim 2.3). Deri difterisinde
toksinin emilimi olduk¢a dusuk oldudu igin sistemik etkiler genellikle hafif seyirlidir

ya da hig¢ gorilmez [245].

Resim 2.2. Bogaz Difterisi ve bogda boynu gorinimu [257]

Resim 2.3. Deri difterisi [245]
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2.5.4. Korunma ve onleme

Difteriden korunmada ilk basamak hastaligin etkeni olan C. diphtheriae’nin
yayllimini dnlemek ve olabildigince ¢ok kisi ile toplumda bagisiklanmayi artirmaktir.
Difterinin hastada tesbit edilmesinin ardindan, kiltir sonucunun negatif olacagi
zamana kadar saglikli kisilerden mutlaka ayri tutulmasi gerekmektedir. Hastanin
bulundugu ortam ve temasta bulundugu esyalar dezenfekte edilmelidir. Difteri ile
bagisiklanma hastaligin gecirilmesi ya da toksoid asilar ile gergeklesmektedir [258].
Difteri asi ile 6nlenebilir hastaliklardan biridir. Hastaligin yayilmasini énlemek igin
tetanoz toksoidi ile benzer sekilde, difteri toksoidi de asilamada guvenilir ve etkindir.
Cocukluk caginda yapilan asilama ile yetiskin oluncaya kadar immdunizasyon
saglanmaktadir. Yetigkinlerde olusan antikorlar zamanla azalabileceginden belirli
zamanlarda hatirlatma (pekistirme) dozlarinin yapilmasi gerekmektedir [259].
Bakterinin uygun ortam ve kosullarda Uretiimesi ile besiyerine toksin
salgilanmaktadir. Salgilanan toksin besiyerinden izole ediimeden 6nce ya da
edildikten sonra formaldehit ile toksoid formuna donustaralar. Difteri toksoidi
formaldehit ile kimyasal olarak zararsiz hale gelen toksinin immunojenik ve antijenik
dzelliklerini tasiyan seklidir [260]. Toksoide karsi olusan hiimoral immiin yanit igG
tipinde antikorlar olugsmasina neden olmaktadir. Bu antikorlara antitoksin adi verilir.
Antikorlar hastalik, asemptomatik tasiyicilik ya da asilama ile olusmaktadir [261,
262].

Dunya Saglik Orgltl difteri ile primer bagisiklamanin difteri iceren asi ile 3 dozluk
seriler seklinde yapilmasini énermektedir. Birinci seri bebekler 6 haftalikken
baslamali ve sonraki dozlar arasinda en az 4 hafta olacak sekilde yapiimalidir.
Ucglincii takviye dozu tercihen 2 yas araliginda (12-23 ay), daha sonra 4-7 yas ve 9-
15 yaslarinda uygulanmalidir. ideal olarak pekistirme dozlar arasinda 4 yil
bulunmalidir [263].

Ulkemizde de agllama tetanoz asisi ile benzer sekilde Diinya Saglik Orgiti dnerileri
dogrultusunda, T.C Saglik Bakanligi Ulusal Cocukluk Dénemi Asilama Takvimi'ne
(Tablo 2.1) gére dogum sonrasi 2. ay, 4. ay ve 6. ayda birer doz ve 18. ayda
pekistirme dozu besli karma asi (difteri, aselller bogmaca, tetanoz, inaktif polio,

hemophilus influenza tip b asisi) olarak uygulanmaktadir. Bir pekistirme dozu 48.
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ayda dortli karma asi (difteri, aselller bogmaca, tetanoz, inaktif polio) olarak
yapilmaktadir. ilkogretim 13. yasta yine bir pekistirme dozu erigkin tipi difteri-tetanoz
asisi (Td) olarak uygulanmaktadir [230]. Asilanmamis kisilerde hastalik ciddi
anlamda mortaliteye sebep olmaktadir. Mortalite asilanmamis kisilerde %20 olarak
gorulmekte iken bagisiklanmig bireylerde %1,3’tur. Tam asilama yapilamasa da
kismi olarak yapilan asilamanin mortaliteyi yaklasik olarak %50 oraninda azalttigi
bilinmektedir. Hastaligin asemptomatik olarak taginmasi endemik olarak devam
etmesine neden olmaktadir. Endemik bolgelerde saglikh bireylerin %3-5’inde
tasiyicilik gorulmektedir. Asilama ile toplumdaki tasiyicilik orani da azalsa bile
asilama asemptomatik tasiyicihgr engellememektedir [264]. Ayrica hasta ile temas
edenler belirlenmeli, son temas tarihinden sonra yedi gin boyunca bogazda
membran olusumu takip edilmelidir. Temaslilarin timU bagisiklanma durumlari
acisindan degerlendirilmelidir. U¢ dozdan daha az toksoid agi ile asilanmis ya da
bagisik durumu bilinmeyen temaslilara hemen bir doz agi yapilmali ve Onerilen

asilama semasina uygun bir sekilde bagisiklanmalidir [265] .

2.6. Tez Calismasi Kapsaminda Yapilan immiinolojik Karakterizasyonda
Kullanilan Metodlarin Temel Prensipleri

Asi aday! antijenlerin karakterizasyonu uzun ve kompleks bir prosedurdir. Bu
antijenler protein yapida olduklari igin biyokimyasal ve immunolojik 6zelliklerinin
ortaya koyulabilmesi igin karakterizasyonu yapilabilir. Geligtirilen bir asinin
karakterizasyonu icin yapilmasi gereken islemler Dinya Saglik Orglti tarafindan

uretim ve kalite kontrol agamalarinda agik¢a ortaya koyulmustur [152].
2.6.1. Western blot

Hucresel ve molekuler bilimlerde siklikla kullanilan western blot bir immunoblotlama
yontemidir. Bu yontem ile aragtirmacilar kompleks bir protein karigimi igerisinden
spesifik proteinleri ayirt edebilmekte ve tanimlayabilmektedir. Ayrica ELISA ya da
kutle spektrometri gibi yontemlerle elde edilen sonuglarin dogrulamasi igin
kullaniimaktadir [266]. Yontem DNA ve RNA tesbiti yapan Southern blot ve northern
blot yontemlerinden evrimlesmistir. Bu yontemde proteinler elektroforez ile
agirliklarina goére ayrilir. Daha sonra jelde bulunan proteinler PVDF ya da

nitroseliiloz gibi malzemelerden yapilmis kati fazda bir membrana aktarilir. ilk olarak
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Towbin ve ark. Tarafindan 1979 yilinda isvicre'de ve Stark ve ark. tarafindan
Amerika Birlesik Devletleri'nde gelistiriimistir. Poliakrilamid-Ure jelde elektroforezi
yapilan proteinler nitroselliloz bir membrana aktariimigtir. Daha sonra Brunette,
yontemi gelistirerek proteinleri sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile ayirmis ve bilinen adi olan immunblotlama ya da protein blotlama
adini vermigtir [267, 268].

Yontem o6rnek hazirlama, jel elektroforezi, transfer, bloklama ve isaretleme, tesbit
etme ve analiz agsamalarindan olugsmaktadir. Ornekler bir hiicre ya da dokudan
ekstrakte edilebilecegi gibi saf bir protein de olabilir. Hazirlanan drnekler denatire
edilerek SDS-PAGE jele yuklenerek ayristirilir. Daha sonra jelden membrana yine
elektrik akimi kullanilarak transfer gergeklestirilir. Transfer iglemi i1slak ya da yari
kuru olarak yapilabilir. Primer antikorun membrana non-spesifik baglanmasini
engellemek igcin membran bloklama solusyonu ile bloklanir. Burada cesitli
konsantrasyonlarda sut proteinleri ya da sigir serum albUmini kullanilabilir. Daha
sonra primer antikor ile isaretleme +4°C’de bir gece ya da birka¢ saat oda
sicakhginda yapilir. Primer antikor ile inkibasyon sonrasi membran Tween-20
iceren bir yikama sollsyonu ile yikanir. ikincil antikor ile saptama islemi radyoaktif,
kolorimetrik ya da floresans ile yapilabilir. YUksek hassasiyeti sebebiyle ECL
kemiluminesans (Enhanced chemiluminescence (ECL)) solusyonlar siklikla tercih
edilmektedir. HRP ile isaretli sekonder antikor kemiliminesans substrati
parcalayarak parlama olmusmasina neden olur. Parlaklik protein miktari ile dogru
orantili olarak artmaktadir. Olusan 1sima kamera ya da film baskisi olarak goérulir
[269, 270].

2.6.2. Akim sitometri

Akim sitometri yontemi ile sivi igerisinde akan hucrelerin pek ¢ok 6zellikleri hizli bir
sekilde saptanabilmektedir. Calisma prensipleri ¢ok eski tarihlere dayanmakla
birlikte argon lazerlerin kullanima girmesi ve geligsen teknoloji ve bilgisayar sistemleri
ile gunumuze kadar gelisim gostermigtir. Akim sitometride, hlcrelerin yuzeylerindeki
ya da hicre icindeki antijenlere 6zgul floresan ile isaretli antikorlarin kullaniimasi ile
saptama yapilmaktadir. Floresan yogunluguna bagh olarak hucreler buyukluk ve

granularitesine gore tek hlicre bazinda kantitatif 6lcim yapmaktadir. Hicreler lazer
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Isini ile karsilastiginda yaydigi floresan sinyalleri degerlendirilerek hlcrenin hangi
antijeni tagiyip tasimadigi belirlenir. Akim sitometri cihazi akig sistemi, optik ve
elektronik sistem olmak Uzere 3 temel kisimdan olusmaktadir. Floresan antikor ile
isaretlenmis olan hucreler akis kanalindan gecerek lazer ile kargilagir. Lazer ile
aktiflesen florokrom dedektor ve filtreler yardimi ile dalga boylarina ayrilir. Farkh
dalga boylarindaki bu sinyaller bir yazilim ile hicre buyukluglu ve granularitesi

saptanmisg olur [271, 272].
2.6.3. ELISA (Enzyme linked immuno sorbent assay)

Ozgiil bir reaksiyon olan antijen ve antikor reaksiyonlarini gdstermek amaciyla
kullanilan ELISA yontemi antijen ya da antikor saptamada klinik ve arastirma
laboratuvarlarinda siklikla kullaniimaktadir. Alkalen fosfataz, 3-galaktosidaz ya da
horseradish peroksidaz (HRP) gibi enzim ile isaretli olan antikorlar ile reaksiyona
giren substrat renk degistirir. Olusan renk degisimi spektrofotometrik olarak tesbit
edilir. Sonuglar kalitatif ya da kantitatif olarak elde edilebilir. Olduk¢a hassas bir
yontem olarak pikogram seviyelerinde sonug verebilmektedir. Cok cesitli vicut
sivilarindan (serum, beyin omurilik sivisi, plevra sivisi, bronkoalveolar lavaj) ve
hicre lizati, hticre kiltliri supernatanti ya da doku homojenizasyonu ile dokulardan
calisma olanadi saglamaktadir. Bu amagcla indirekt ELISA, Sandvi¢ ELISA ve
Kompetetif ELISA gibi ¢esitli ELISA yontemleri gelistiriimistir [273, 274].

indirekt ELISA

indirekt ELISA ydntemi ile mikroplaka yiizeyine kaplanmis olan antijenlere karsi
gelisen antikorlar saptanabilmektedir. isaretsiz olan primer antikorlar érnegin hasta
serum o6rnedi kuyucuklara eklenerek inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi primer
antikora spesifik enzim ile isaretli sekonder antikor koyulur. inkiibasyon sonrasi
yikamalar yapilarak non-spesifik baglanmalar uzaklastirilir. Daha sonra enzimin
substrati eklenerek olusan renk degisimi reaksiyonun durdurulmasini takiben
spektrofotometrik olarak élciliir. indirekt ELISA tani amacli en sik kullanilan ELISA
yontemidir [275].
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Yarismali (Kompetetif) ELISA

Yarigmali ELISA’da antijen ve antikorlarin miktarlari belirlenebilmektedir.
Mikroplaka kuyucuklarin tabanina antijen ya da antikor baglanir. Kuyucuklara
isaretsiz antijen ya da antikor (ligand) ve enzim ile isaretli antijen / antikor (ligand)
eklenerek inkiibe edilir. inkiibasyon siiresince kati fazdaki antijen ya da antikora
baglanmak icin isaretsiz ligand ile isaretli olan ligand yariga girer. Substrat eklenerek
reaksiyon baslatilir. Reaksiyon ile olusan renk degisimi isaretsiz ligand miktari ile
ters orantihdir. Ornek icerisinde ne kadar cok miktarda isaretsiz ligand varsa daha

dUsuk optik dansite degeri elde edilmektedir [276].

Sandvi¢ ELISA

Sandvi¢ ELISA yonteminde mikroplaka kuyucuklari yakalayici antijene 6zgul
antikorlar ile kaplanir. Antijen iceren drnek kuyucuklara eklenerek antijen-antikor
kompleksinin olusmasi icin inkibe edilir. Baglanmamig antijenler yikama islemi ile
uzaklastirihr. Enzim ile igaretli antijene 6zgul yakalayici ikincil antikorlar eklenir. Bu
antikorlar, antijen Uzerindeki mikroplaka tabaninda bulunan yakalayici antikorlardan
farkl bir epitopa baglanma 6zelligindedir. Yikamanin ardindan substrat eklenerek
yakalayici antikora bagl bulunan enzim ile reaksiyona girmesi saglanir. Olusan renk

degdisimi spektrofotometrik olarak olgulur [274].

2.6.4. in vitro Sitotoksisite (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-
bromur (MTT)) Yontemi

Sitotoksisite, maddenin hucreler Uzerinde doz ve sireye bagli olarak zarar
vermesidir. Hucreler sitotoksik maddeler ile karsilastiginda apoptoz, nekroz ya da
otofaji yolu ile dlebilir ya da proliferasyon 6zelliklerini kaybedebilir. Hlcre bazli
sitotoksisite testleri uygulamada sagladigi kolaylik ve in vivo testler ile elde edilen
veriler ile benzerligi nedeniyle, hayvan deneylerine alternatif olarak kullanilir hale
gelmistir. Sitotoksisite belirleme ydntemleri ne olursa olsun sonugta canl ve 6lG
hdcre miktari belirlenmektedir. Genel olarak kolorimetrik, kemiliminesans ve
enzimatik yontemlerdir. Kolorimetrik yontemlerde MTT siklikla kullaniimaktadir.
MTT yani sira 2,3-Bis(2-metoksi4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (XTT), 3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS),
2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum  (WST1) gibi
formazan tuzlarn da sitotoksisite testlerinde siklikla kullaniimaktadir. Tetrazolyum
tuzlan elektron alarak indirgenir ve formazan adi verilen yapilara donuserek renk
degisimine neden olur. Bu reaksiyon mitokondride gergeklestigi icin yalnizca canli
hiicrelerde renk degisimi gérilmektedir. Ol hiicrelerde ise tetrazolyum bilesikleri
indirgeme Ozelligi kaybolur ve renk degisimi meydana gelmez. MTT pozitif yuklu
olup okaryot hicre membranindan kolayca geger. Hucre igine gegctikten sonra
kolayca indirgenebilir. MTT sari renkli bir bilesiktir. indirgenmesi sonucu olusan
formazan mor renkte ve suda ¢6zinur halde degildir. Suda ¢ézutnur olmadidi igin
kristal halde ¢gokmektedir. Bu nedenle dimetil sulfoksit, sodyum dodesil sulfat gibi
¢6zUcu maddeler kullaniimasi gerekir. Hucreler hiicre kultarinde Uretilip, sitotoksik
madde ile muamele edilmelerinin ardindan MTT ayraci eklenir. MTT ayraci ile
hlcreler (tetrazolyum tuzu) 1-4 saat inklbe edilir. Son asamada ¢dzici madde
eklenerek spektrofotometrik yontemle renk degisimi dlgullr. Sonugta olusan sinyal
yogunlugu hicre, MTT konsantrasyonu, canli hucre sayisli, hicrelerin metabolik
aktivite kapasitesi ve besiyeri icerigi ile iligkilidir. Elde edilen optik dansite degerleri

ile canli ve 6lU hicre miktari belirlenmektedir [277, 278].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cihaz ve aletler

Tez calismasi sirasinda Tip Fakiltesi imminoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvari ve Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi
Laboratuvarlari’nda kullanilan cihazlarin marka ve modelleri Cizelge 3.1°de belirtildi.

Siralama alfabetik olarak yapildi.
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Cizelge 3.1. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Cihaz / Alet Adi Marka
Distile su cihazi Millipore Milli-Q
Hassas Terazi Mettler Toledo

Isiticili manyetik karigtiric

Schott SLR Hot Plate

-20C Derin dorundurucu Ugur
-86' C Derin Dondurucu Sanyo MDF-U72V
+4 C Kit Dolabi Revco

Otoklav

Sanyo MLS 3781-L

Karbondioksitli etiiv

Sanyo MCO-20AIC

pH Metre

Mettler Toledo SevenMulti

Buz makinasi

Scotsman AF100

Yer Tipi Ultrasantrifij

ThermoScientific
LYNX6000

Sogutmali Santrifuj

Beckman Coulter Alegria

Kuru Is1 Blogu

HLC

ELISA Yikayici Tecan Sunrise
ELISA Okuyucu Biotek Synergy HT
Gulc¢ Kaynagi Bio-RAD

Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel | Bio-RAD
Elektroforezi Sistemi

Western Blot Islak Transfer Sistemi Bio-RAD

Akim Sitometri Cihazi

Beckman Coulter FC500

Azot Tanki

Jencons 35-HC

3.1.2. Plastik ve cam malzemeler

Tez calismasi kapsaminda kullanilan plastik ve cam malzemeler markalari ile

birlikte Cizelge 3.2’de alfabetik sira ile belirtildi.




Cizelge 3.2. Kullanilan Plastik ve Cam Malzemeler

Malzeme Adi Marka
Cam mezur (1 It) Marienfeld
Cam mezur (500 ml) Marienfeld
Cam mezur (100 ml) Marienfeld
Cam mezur (25 ml) Marienfeld
Beher (250 ml) Marienfeld
V tabanl 10 ml cam tup Marienfeld
Erlenmayer Sise Marienfeld
Pastor Pipeti Grainer
Steril Serolojik Pipet (25 ml) Grainer
Steril Serolojik Pipet (10 ml) Grainer
Steril Serolojik Pipet (5 ml) Grainer
Steril Filtreli Pipet ucu (1000ul) | Grainer
Steril Filtreli Pipet ucu (200ul) | Grainer
Steril Filtreli Pipet ucu (20ul) Grainer
Steril Filtreli Pipet ucu (10ul) Grainer
Non-steril pipet ucu (1000ul) Grainer
Non-steril pipet ucu (200ul) Grainer
Non-steril pipet ucu (10ul) Grainer
Steril Konik Tabanli Santriflij | Grainer
Tipu (50 ml)
Steril Konik Tabanli Santrifaj | Grainer
TUpd (15 ml)
Hicre Kiltarla Sisesi (25 cm?) | Grainer
Hicre Kiltarl Sisesi (75 cm?) | Grainer
Duz tabanli 96 kuyucuklu hticre | Grainer
kaltura plagi
V tabanli 96 kuyucuklu hudcre | Grainer
kaltura plagi
Duz tabanh 96 kuyucuklu plak | Grainer
1,5 ml santrifuj tipl Grainer
insilin enjektor Beybi

65
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3.1.3. Kimyasallar ve kitler

Calisma kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan tim kimyasal maddeler ve

kullanilan kitler alfabetik sira ile Cizelge 3.3’de belirtildi.

Cizelge 3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Kimyasalin adi Marka Katalog Numarasi
2-Mercaptoethanol GIBCO 21985-023
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- SIGMA M2128
difeniltetrazolyum bromr

(MTT) ayraci

3-3’,5,5'-Tetramethylbenzidine | SIGMA T0440
(TMB) Liquid Substrate

4X Laemmli Sample Buffer BiO-RAD 161-0747
Asetik Asit Glasiyel MERCK K389661156
Blotting Grade Blocker BiO-RAD 170-6404
Commasie Brillant Blue BIO-RAD 6104-59-2
Dimethyl Sulfoksit SIGMA D2650
Disodyum slfat MERCK

Dulbecco’s Modified Eagle | GIBCO 41965062
Medium (DMEM)

Dulbecco’s PBS GIBCO 14190
Etanol MERCK 64-17-5
Fare Anti-Difteri Toksoid IgG | Mybiosource MBS728203
ELISA Kiti

Fare anti-Tetanoz Toksoid igG | Mybiosource MBS9907879
ELISA Kiti

Fetal Sigir Serumu (FBS) GIBCO

Folin & Ciocalteu’s Fenol | SIGMA F9252
Ayiraci

Glisin APPLICHEM A3707
Hidroklorik Asit (%37) MERCK 100317
L-Glutanmin GIBCO 25030




Cizelge 3.3. (Devam) Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler
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MEM-Neaa GIBCO 11140
Metanol MERCK 67-56-1
Monosodyum siilfat SIGMA

N,N,N",N'- Bio-RAD 161-0801
tetrametilenetilendiamin

(TEMED)

Novex ECL Chemiluminescent | Thermo Fischer | WP20005
Substrate Reagent Kit Scientific

Penisilin-Streptomisin GIBCO 15140
Precision Plus Prestained | BIO-RAD 161-0377
Protein Standards

Precision Plus Protein Western | BIO-RAD 161-0367
C Protein Standarts

Sodyum Dodesil Sulfat SIGMA L4390
Sodyum Hidroksit SIGMA S8045
Sodyum Piruvat GIBCO 11360
Tripan Mavisi GIBCO 0508
Tripsin-EDTA (%0.05) GIBCO 25200056
Trizma Base SIGMA T1503
Tween-20 SIGMA P1379

3.1.4. Antikorlar

Tez cgalismasi sirasinda kullanilan antikorlar Cizelge 3.4’te alfabetik sira ile

gOsterildi.
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Cizelge 3.4. Kullanilan antikorlar

Antikor / Standart Adi Katolog Numarasi Markasi
AffiniPure F(ab’)2 | 709-005-149 Jackson
Fragment Goat Anti- ImmunoResearch
Mouse IgG (H+L)

Anti-Fare CD19 (PE) | 12-0193-82 Invitrogen
Monoklonal Antikoru

Anti-Fare CD4 (FITC) | 11-0041-82 Invitrogen
Monoklonal Antikoru

Anti-Fare CD8a (PE) | 12-0081-82 Invitrogen
Monoklonal Antikoru

3.1.5. Cozeltiler

Calisma kapsaminda kullanilan yontemlerde hazirlanan ¢ozeltiler ve hazirlanis

bicimleri agagida anlatildigi gibidir.

Tris-glisin sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) jel

elektroforezi cozeltileri

Akrilamid-bisakrilamid soliisyonu

14,4 gr akrilamid ve 0,4 gr bisakrilamid tartilarak 50 ml distile su ile ¢6zuldu. 0,45
Mm siringa ucu filtre ile filtre edildi. Degas isleminin ardindan buzdolabinda

karanhkta muhafaza edildi.
Tris-HCI (pH: 6.8) ¢ozeltisi
1,5M Tris-HCI tampon ¢oézeltisi hazirlamak igin, 9.08 gr tris tartilarak distile suda

¢ozuldu. Hidroklorik asit ile pH 6.8’e ayarlandi. Distile su ile hacim 50 ml olacak

sekilde tamamlandi.
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Tris-HCI (pH: 8.8) ¢ozeltisi

0.5M Tris-HCI tampon ¢6zeltisi hazirlamak igin, 3gr tris tartilarak distile su igerisinde

¢Ozuldu. Hidroklorik asit ile pH 8.8’e ayarlandi. Son hacim 50ml’ye ayarlandi.

%10 SDS

10 gr SDS,100ml distile su igerisinde ¢dzuldu.

Amonyum persitilfat soliisyonu

Amonyum persulfat %10 konsantrasyonda olacak sekilde distile su igerisinde

¢ozulerek hazirlandi ve taze olarak kullanildi.

Tris-glisin jel yuriitme tampon soliisyonu

25mM tris, 190mM glisin ve %0.1 SDS 10X olacak sekilde 500 ml hazirlandi.

Calisma sirasinda 1X konsantrasyonda 500 ml kullanild1.

Jel boyama cozeltileri

Boyama ve fiksasyon ¢odzeltisi: %50 (v/v) metanol, %10 (v/v) glasiyel asetik asit
iceren distile su igerisinde ¢dzllen 1gr Coomassie Brillant Blue R-250 boyasi ile

hazirlandi.

Yikama ¢ozeltisi: %12.5 (v/v) metanol ve %17.5 (v/v) glasiyel asetik asit iceren
distile su ile hazirlandi.

Western Blot cozeltileri

Transfer soliisyonu

25mM tris, 190mM glisin, %0.1 SDS ve %20 metanol 500 ml hazirlandi, +4°C’de

saklanarak soguk olarak kullanildi.
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Bloklama soliisyonu

PBS icerisinde %3 konsantrasyonda olacak sekilde sut tozu tartilarak 100 ml olacak

sekilde hazirlandi.

Yikama sollisyonu

PBS igerisinde % 0.1 (v/v) Tween-20 olacak sekilde hazirlandi.

3-(4,5-Dimetiltiyvazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur (MTT) yontemi cozeltileri

MTT ¢bzeltisi

MTT ayraci 5mg/ml olacak sekilde PBS igerisinde ¢6zuldl. Hazirlanan ¢ozelti 0.2
MM membran filtreden gegirilerek stzuldu. Steril, 151k gegirmeyen bir tipte muhafaza
edilerek kullanildi.

Cézme c¢ozeltisi

SDS %10 konsantrasyonda olacak sekilde tartilarak, distile su ile hazirlanmis 0.01M
HCl iginde ¢dzulda.

Protein tayin yontemi (lowry protein assay) cozeltileri

Sollisyon A

%2 NaCOs, % 0,02 potasyum sodyum tartarat, 0.1 M NaOH, %1 Sodyum Dodesil
Sulfat

Belirtilen oranlarda kimyasallar tartilarak 50 ml distile su igerisinde ¢ozuldu.

Sollisyon B

% 0.5 CuSOa4 tartilarak distile suda ¢ozuldu.
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Soliisyon C

25 ml Solusyon A ile 1 ml Soltusyon B karistirlarak Solusyon C olusturuldu.

Soliisyon D

1N Folin & Ciocalteu’s Fenol Ayiraci

Akim sitometri cozeltileri

Eritrosit lizis tampon ¢ézeltisi

155 mM NH4Cl,12 mM NaHCOs ve 0.1 mM EDTA distile su igerisinde ¢6zuldu. Taze

olarak kullanildi.

Hticre boyama tampon ¢ézeltisi

%0.5 olacak sekilde FBS, PBS igine eklenerek karistirildi.

Bloklama Coézeltisi

Boyama tampon ¢ozeltisi icinde %10 oraninda olacak sekilde fare serumu eklenerek

hazirlandi.

3.1.6. Hiicre serisi

Difteri toksininin minimum stopatik doz belirleme ve difteri toksini vero hucre yontemi
testleri i¢in kullanilan sitotoksisite deneyleri sirasinda Vero-E6 (ATCC, CRL-1586)
hicre serisi kullanildi. Hucreler Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

besiyeri icerisinde, 37°C, %5 CO2 ve %95 nem i¢eren etlivde ¢ogaltildi.
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3.2. Metot

3.2.1. %10 FBS iceren DMEM besiyeri hazirlanmasi

Yuksek glikoz igeren 500 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri
icine 50 ml fetal sigir serumu (FBS), 2mM L-glutamin, 1mM Sodyum piruvat,

100U/ml penisilin-streptomisin ve 0,05 mM B-merkaptoetanol eklenerek hazirlandi.

3.2.2. Hiicre pasajlamasi ve saklanmasi

Vero-E6 hucrelerinin pasajlanmasi sirasinda hucre kultart siselerindeki besiyeri
bosaltildiktan sonra, PBS ile 3 kez yikandi. Hucre kaltlru sisesi tabanina yapisik
halde bulunan hicrelerin tzerine 3ml %0.05 Tripsin-EDTA eklenerek, 37°C, %5
CO2 ve %95 nem iceren etluvde 5 dakika inkube edildi. Tripsin-EDTA ile inklbasyon
sonucu hucre kultira sisesi tabandan kaldirilan hacreler, fosfat tamponu (PBS)
yardimi ile konik tabanh santrifuj tipune toplandi. Toplanan htcreler 1200 rpm hizda
5 dakika santriflij edildi. Santriflj sonrasi supernatant atilarak tripsin-EDTA
uzaklastiridi. Pellet 1 ml DMEM besiyeri ile sulandirilarak hicre canliligl ve sayisi
tesbit edildi. Uygun sayidaki hlcre, aktarilacaglr hicre kultura sisesine alindi.
Kullaniilmayan hucreler ise % 5 dimetil sulfoksit (DMSO) iceren FBS igerisinde

dondurularak sivi azotta saklandi.

3.2.3. Hiucre canliligi ve sayisinin tespit edilmesi

Vero-E6 hucrelerinin canhligini ve sayisini tespit etmek amaciyla tripan mauvisi
digslama metodu kullanildi. Besiyeri igerisinde homojen bir stispansiyon halinde
bulunan hucrelerden ve %0.04 konsantrasyondaki tripan mavisi 1:20 oraninda
alinarak karigtirildi. Bu karisimdan 10ul Nauber lamina koyularak 11k mikroskobu
altinda incelendi. Mavi renkte boyayi alan hucreler 6lU, renksiz gorunen hucreler
canli olarak kabul edilerek sayildi. Canli ve 6lu hlcre sayisi agsagidaki formal

kullanilarak belirlendi.

Hicre Sayisi = Ortalama hiicre sayisi X Dillisyon faktori X 104
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3.2.4. Protein miktarlarinin belirlenmesi

Saflastiriimis tetanoz ve difteri toksinlerinin ve standart toksoidlerin miktarlari mg/mi

ve Lf cinsinden bulunmasi igin kullanilan yontemler agagida belirtildi.

Lowry protein yontemi ile total protein miktari tayini

Total protein miktarini hesaplamak amaciyla Lowry Protein Yontemi kullanildi. Bu

amagcla hazirlanan soltsyonlar 3.1.5’de belirtildigi sekilde kullanildi.

Standart olarak sigir serum albimini (BSA) belirli konsantrasyonlarda hazirlandi. Bu
konsantrasyonlar 0 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 50
mg/ml, 75 mg/ml ve 100 mg/ml olarak belirlendi. Temiz cam tlplerde standart
konsantrasyondaki BSA’lar ve miktarini saptamak istedigimiz érnekler son hacim 1
ml olacak sekilde solusyon A eklenerek 15 dakika oda sicakliginda inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasi soltisyon D eklenerek 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyona
birakildi. Olusan renk degisimine kargilik gelen optik dansite (OD) degerlerini
saptamak i¢in 96 kuyucuklu plaklara her bir standart ve 6érnekten 100ul eklendi. OD
degerleri mikroplaka okuyucusunda (Synergy, Biotek, ABD) 650nm dalga boyunda
okuma yapilarak belirlendi. Standart proteinlerin olusturdugu grafik ile formdal

cikarilarak, miktari bilinmeyen proteinlerin mg/ml cinsinden miktari hesaplandi.

FlokUlasyon testi

Toksin ve toksoidlerin flokulasyon testi icin dncelikle 10 adet deney tupune, 100
Lf/ml konsantrasyonunda ve gittikge artan hacimlerde toksoid i¢ceren ornekler
hazirlandi. Her tipe, flokilasyon sinir (Lf) degeri belirli olmayan toksinden 1 ml
olacak sekilde ilave edildi ve 50°C’deki su banyosuna alinarak bekletildi. Antitoksin
ilavesinden sonra saat kontrol edilerek tupler goézlemlendi. Flokulasyonun ilk
goruldugu tupte bulunan miktar; floktlasyon (Lf) Gnitesi/ml (Lf/ml) olarak kabul edildi.
Taplerde sirasiyla 6nce bulaniklik, daha sonra ise tupun dip tarafinda ¢okme
g6zlendi. Baslangigtan ilk flokilasyonun goéruldigl zamana kadar gecen slre de
flokUlasyon kinetigi Kf (kinetics of floculation) olarak kabul edilerek dakika olarak

belirlendi.
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3.2.5. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi

Jel hazirlanmasi

Jelde yurutulecek olan toksoid ve toksinlerin molekul agirliklarina gore, yurutme jel
olarak difteri toksoid ve toksini icin %12, tetanoz toksoid ve toksini igin %7
konsantrasyondaki tris-glisin SDS-PAGE jelin kullaniimasina karar verildi. Bu
amacila, kullanilan jellerin hazirlanmasi igin gerekli solusyonlar ve miktarlari Cizelge
3.5.de belirtildi. Jeller belirtilen miktardaki ¢ozeltilerin karistirlmasinin ardindan

cam plakalara hizlh bir sekilde dokuldi ve polimerlesmesi beklendi.

Cizelge 3.5. SDS-PAGE jel hazirlamak icin gerekli olan sollisyonlar ve miktarlari

Jel dH2O0  Akrilamid- 15M 05M %10 APS TEMED
konsantrasyonu (ml) bisakrilamid Tris- Tris- SDS (ul) (p)
(%) (ml) HCI  HCI (ul)
4 6,2 1,32 - 2,5 100 25 15
7 4,9 2,5 2,5 - 100 25 15
12 3,3 4,2 2,5 - 100 25 15

Orneklerin hazirlanmasi

Toksinlerdeki hesaplanan protein miktarina gére hesaplama yapilarak her kuyuya 5
Mg protein disecek sekilde protein eklenmesine karar verildi. Toksinler 4X Laemmli

tamponu icerisinde 95 °C’ de 5 dakika kaynatilarak indirgenmis kosullar olusturuldu.

Orneklerin yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi

Hazirlanan jelin Uzerindeki tarak c¢ikarildi ve taragin olusturdugu kuyulara esit
miktarda protein disecek sekilde drnekler ylUklendi. Tank yuritme tamponu ile
dolduruldu. Glug¢ kaynagina baglanan elektrotlar ile 100V ve yaklasik olarak 25 dk

ornekler jelde yurutaldu.
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3.2.6. Jel boyama

Proteinlerin SDS-PAGE jelde yuratilmesinin ardindan gorunir hale gelebilmesi igin
Commasie Brillant Blue boyasi ile boyandi. Boyama ve fiksasyon ¢ozeltisi jelin Gzeri
tamamen kapanacak kadar eklenerek 30 dakika calkalanarak boyandi. Boyamanin
ardindan, yikama c¢ozeltisi ile jeldeki boyanin uzaklagsarak yalnizca yurutulen

proteinlerin gorunur halde kalacagi goruntu elde edilene kadar yikama yapildi.
3.2.7. Western-Blot

Western Blot islemi 6ncesi difteri ve tetanoz toksin ve toksoidleri SDS-page jel
elektroforezi ile ayristirildi. Proteinlerin jelden PVDF membrana aktariimasi igin Bio-
RAD 1slak transfer sistemi kullanildi. Bu amacla kullanilacak olan pedler ve filtre
kagitlar transfer tamponu ile islatildi. PVDF membran da 6nce metanol daha sonra
transfer tampon solusyonu ile islatilir. Sirasiyla ped, filtre kagidi, tris glisin SDS-
PAGE jeli, membran ve tekrar filtre kagidi ve pedler yerlestirildi. Anot ve katotun
bulundugu transfer kabina yerlestirilerek transfer tamponu eklendi. Gli¢ kaynagi
100V ayarlanarak yaklasik 30 dk transfer islemi gergeklestirildi. Transfer sonrasi
membran bloklama solisyonuna alindi. Bloklama igleminin ardindan primer antikor
1/1000 sulandirimda eklenerek +4°C’de bir gece inklbe edildi. Primer antikor olarak
difteri icin Difteri Antitoksin, insan igG (1.Uluslararasi Standard), tetanoz igin de
Tetanoz insan immunoglobulini eklendi. Ertesi giin yikama isleminin ardindan HRP
ile isaretli anti-insan igG ikincil antikoru 1/10000 dilisyonda eklendi. Yaklasik 1 saat
oda sicakliginda inkibasyon sonrasi membranlar yikandi ve goruntileme iglemine
gegcildi. Goéruntileme icin ECL substrat membranlara eklenerek olusan parlaklik

rontgen filmlere basilarak gortntileri elde edildi.
3.2.8. Tetanoz toksini LDsove PDso dozu belirleme yontemi

Disi, 17-22 gram agirligindaki Balb/c fareler her grupta 6 adet fare olacak sekilde
gruplara ayrildi. Tetanoz toksininin azalan dozlarda konsantrasyonlari hazirlanarak
subkultan yolla farelere enjeksiyon yapildi. Dozlar 50, 10, 2,5, 1,2, 0,1, 0,01 ve 0,001
ng/0,5ml olarak belirlendi. Enjeksiyonunun ardindan fareler 4 giin boyunca gunde 4

kez kontrol edilerek takip edildi. Paraliz bulgusu ve 6lum gerceklesen fareler
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belirlendi. Dort gun iginde farelerin %50’si dlen gruptaki en dusuk doz, tetanoz
toksininin LDso dozu, %50’inde paraliz bulgusu gorulen en disuk doz ise PDso dozu
olarak saptandi. Hayvanlar (zerindeki paraliz ve 6lim bulgulari asagidaki DSO

belirledigi kriterlere gore belirlendi:

T1: bir 6n ayagdin hafif sertligi, ancak gézlemlenmesi zor;

T2: hala galisabilen bir 6n ayagin kas gucu kaybi;

T3: bir 6n ayagin felci. Hayvan isteksizce hareket eder, skolyoz nedeniyle vicut
genellikle hafifge muz seklindedir;

T4: 6n ayaklar tamamen sert ve ayak parmaklari hareket ettirilemez. On ayagin kas
kasiimasi ¢ok belirgindir ve genellikle skolyoz gorular;

T5: tetanoz ndbetleri, kaslarin surekli tonik spazmi;

D: 6lum [152].

3.2.9. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi
ile difteri toksini minimum sitopatik doz belirlenmesi

Difteri toksinin Vero-E6 hicre hattinda MTT yontemi ile minimum sitopatik dozu
belirlendi. Bu amagcla hucre pasajlanmasi ve saklanmasi yonteminde anlatiladigi
gibi Vero-E6 hiicreleri 75 cm?lik hiicre kiiltir( sisesinde 37°C’de, 24 saat slreyle %
5 CO2 ve % 95 nem igeren inkUbatorde g¢ogaltildi. Bundan sonraki islemler 96
kuyucuklu diuz tabanli hlcre kuiltari plaginda yapildi. Difteri toksini 1 Lf/ml
konsantrasyonda olacak sekilde %10 FBS iceren DMEM besiyerinde sulandirildi ve
filtre edildi. Hazirlanan toksin, 96 kuyucuklu hicre kultirG plagindaki 1. siradaki
kolona her kuyucukta 100ul olacak sekilde eklendi. Kolonlardan 2-10. siradaki
kuyucuklara 50ul %10 FBS iceren DMEM besiyeri koyuldu. Toksin iceren 1. siradaki
kuyucuklardan 50yl gekilerek %2 oraninda dilisyon olacak sekilde alinip 2. siradaki
kuyucuklara koyuldu. Seri dilisyona 10. siraya kadar ayni sekilde devam edilerek
gittikge azalan konsantrasyonlarda toksin koyulmus oldu. Her kuyucuga 50 pl %10
FBS iceren DMEM besiyerinden eklenerek kuyucuklardaki toplam hacim 100 pl
yapildi. Hicre kontroli olarak 11. Kolondaki kuyucuklara sadece 100 ul %10 FBS
iceren DMEM besiyeri koyuldu. Besiyeri kontroli amaclh olarak 12. Kolondaki
kuyucuklara 150 ul besiyeri eklendi. Cogalan Vero-E6 hucreleri tripsin-EDTA ile

hacre kulturu sisesi tabanindan kaldirilarak tripan mavisi dislama yontemi ile sayilip
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4X10% hiucre/ ml olacak sekilde ayarlandi. Sayilan Vero-E6 hicreleri 1-11.
kolonlardaki her kuyucuga 50ul besiyeri igerisinde eklendi. Bodylece tum
kuyucuklarda toplam hacim 150 ul oldu. Plaklar 37°C’de, 6 gun sureyle, % 5 CO:
ve % 95 nem igeren inkibatérde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
kuyucuklar 1sik mikroskobu altinda kontaminasyon acisindan degerlendirildi. Her
kuyucuga 10 ul MTT ayraci eklenerek 4 saat, 37 °C’de, % 5 CO2 ve % 95 nem igceren
inkibatorde inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri
plak tabanina degmeden gekilerek, ¢cozme ¢ozeltisi eklenerek bir gece 37 °C’de %
5 CO2 ve % 95 nem igeren inkubatorde inkibe edildi. Ertesi gin 590-660 nm dalga
boyunda okutularak OD degerleri belirlendi. Belirlenen OD dederlerinin ortalamalari
alindi, hiacre kontroli %100 kabul edilerek, kontrole gore % canlilik hesaplandi.
Hucre kontroli kuyucuklarindan elde edilen ortalama OD degerlerine gére %50

canllik olan OD degeri MSD olarak belirlendi.

3.2.10. in vitro Toksin Notralizasyon Testi ile Difteri Toksoidine Karsi Olugan
Immin Serumlarin Titrasyonu

Difteri asilarn icin etkinligi belirlemede letal ve non letal “challenge” testlerine
alternatif olarak, Vero hucreleri ile yapilan in vitro nétralizasyon yontemi ile son
nokta (end-point) belirleme testi de Diinya Saglik Orgiitl tarafindan dnerilmektedir
[152]. Bu amagla 96 kuyucuklu hucre kultlrl plaklarinda immunize farelerden elde
edilen serum Ornekleri 2 seri dilisyon ile koyuldu. Ardindan, her kuyucuga difteri
toksininin Vero hucreleri Uzerindeki daha once belirlenmig olan minimum sitopatik
dozunun (MSD) 4 kati (4XMSD) eklenerek oda sicakliginda 1 saat inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasi, kuyucuklara 4X105/ml olacak sekilde Vero hiicreleri koyularak
6 gln boyunca 37°C'de %5 CO2 ve %95 nemli ortamda inkiibasyona birakildi.
inkiibasyon siiresi doldugunda MTT testi yapilarak degerlendirildi. Degerlendirmede
her plak icin toksin ve toksoid eklenmeyen hucre kontrol kuyucuklarinin OD
degerlerinin ortalamalari alinarak ikiye bolindu ve %50 kontrol OD degeri belirlendi.
Her test edilen asi ve referans serum 6rnegi icin %50 kontrol OD degerinden blylk
olan kuyucuk (nétralizasyonun goérildigi son kuyucuk) o serum &Orneginin son-
noktasi olarak belirlendi. Her kuyucuk i¢in belirlenen son-nokta skoru ile garpilarak
titre hesaplandi. Kuyucuklarin skorlari 1. Kuyucuk i¢in 1, 2. igin 2, 3. Igin 4, 4. I¢in 8

gibi karesi seklinde artan sayilar olarak alinarak c¢arpma iglemi yapildi. Birinci
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kuyucuktan once ise; 0.5, 11. kuyucuktan buyuk ise de 2048 ile garpildi. Bu
hesaplamada hem pozitif kontrol olarak testin hassasiyetini dogrulamak hem de
plaklar arasindaki varyasyonu belirlemek igin kullanilan serum antitoksini de 1/12,5

olarak sulandirildigi i¢cin hesaplamaya dahil edildi.

Kontrol antitoksin titresi = Kontrol son-nokta skoru X Dilusyon faktoru

Kontrol antitoksin titresi = 1024 X 12,5

Antitoksinin noétralize edebildigi %50 kontrol OD degerinden
buyuk olan son kuyucuk 11. kuyucuk oldugu i¢in 1024 skoru

alindi.

Kontrol antitoksin titresi ile tim serumlarin titreleri asagidaki formdil ile belirlendi.

Serum titresi = Serum son-nokta skoru X Kontrol antitoksin titresi

Enjeksiyon gruplari, her grupta 6 adet disi Balb/C fare olacak sekilde asagidaki gibi

belirlendi.

1. Grup: 0,5 ml tek insan dozu referans Td asisi (Td-VAC)

2. Grup: 7,5 Lf/ml Tetanoz toksoidi ve 2,5 Lf/ml difteri toksoidi ile alum adjuvani
(Td+Alum)

3. Grup: 0,5 ml tek insan dozu referans Td asisinin (Td-VAC) 1/25 dilisyonu (Td-
VAC 1/25)

4. Grup: 7,5 Lf/ml Tetanoz toksoidi ve 2,5 Lf/ml difteri toksoidi ile alum adjuvaninin
(Td+Alum) 1/25 dilisyonu (Td+Alum 1/25)

5. Grup: 0,5 ml tek insan dozu referans Td asisinin (Td-VAC) 1/50 dilisyonu (Td-
VAC 1/50)

6. Grup: 7,5 Lf/ml Tetanoz toksoidi ve 2,5 Lf/ml difteri toksoidi ile alum adjuvaninin
(Td+Alum) 1/50 dilisyonu (Td+Alum 1/50)
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7. Grup: 0,5 ml tek insan dozu referans Td asisinin (Td-VAC) 1/100 dilisyonu (Td-
VAC 1/100)

8. Grup: 7,5 Lf/ml Tetanoz toksoidi ve 2,5 Lf/ml difteri toksoidi ile alum adjuvaninin
1/100 dilusyonu (Td+Alum 1/100)

9. Grup: Serum fizyolojik enjekte edilen kontrol grubu (Kontrol)
3.2.11. Farelerde tetanoz toksini “challenge” deneyi

Tetanoz toksoidinin alum adjuvani iceren asi seklinde uygulandiginda koruyucu
etkisini saptayabilmek ve piyasada mevcut olarak bulunan ve alum adjuvani igeren
asl (referans) ile etkinligini karsilastirabilmek amaciyla “challenge” deneyleri yapildi.
Bu amacla, 17-22 gram agirhgindaki disi Balb/c farelere alum adjuvant ile birlikte Td
(Td+Alum) ve ticari olarak satilan mevcut asi (Td-VAC) subkutan yolla verilerek
fareler immunize edildi. Immiinizasyon dozlarina gére ve her grupta 6 adet fare

olacak sekilde gruplar su sekilde olusturuldu:

1. Grup: 0,5 ml tek insan dozu referans Td asisi (Td-VAC)
2. Grup: 7,5 Lf/ml Tetanoz toksoidi ve 2,5 Lf/ml difteri toksoidi ile alum adjuvani
(Td+Alum)

3. Grup: Serum fizyolojik enjekte edilen kontrol grubu (Kontrol)

imminizasyondan 5 hafta sonra farelere tetanoz toksininin minimum 6ldirici
dozunun 50 kati derialti yolla verildi. Fareler enjeksiyon sonrasi 4 gin boyunca
g6zlemlendi. Ginde dort kez ayni saatlerde yapilan kontrol ile 6lU fare sayisi her
grup icin belirlendi. Ayrica toksinin etkinligini dogrulamak igin her grupta 4 adet disi
Balb/c fare olacak sekilde gruplar olusturuldu. Tetanoz toksininin minimum oldurtcu
dozunun 50 kati hazirlandi. Kontrol 1/16 grubunda toksinin belirlenen mimimum
oldurtct dozunun 50 katinin 1/16 diliisyonu, Kontrol 1/50 grubunda 1/50 dilisyonu
ve Kontrol 1/160 grubunda da 1/160 dilisyonlari hazirlandi ve derialti yolla enjekte
edildi. Fareler enjeksiyon sonrasi 4 gun boyunca gozlemlenerek 6lU ve canli fare

sayisi belirlendi.
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3.2.12. Farelerin ex vivo deneyler i¢in immiinizasyonu

Toksinlerin ve agilarin karakterizasyonunu yapmak amaciyla kullanilan yontemlerde
farelere enjeksiyonlar yapildi. Bu amagcla her grupta 6 adet 17-22 gram agirhiginda
disi Balb/c fare olacak sekilde fareler rastgele segilerek gruplara ayrildi. Birinci gruba
kontrol grubu olarak serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu, ikinci gruba karsilastirma
yapilacak olan ticari agi enjeksiyonu, Uguncu gruba aliuminyum adjuvani ile adsorbe
tetanoz difteri toksoidleri (Td+Alum) enjeksiyonu, dorduncli grupta ise kalsiyum
fosfat ajduvani (CAP) ile adsorbe edilen tetanoz difteri toksoidleri (Td+CAP)

enjeksiyonu yapildi.

Farelerin subkutan (derialt) enjeksiyon ile immunizasyonu

Farenin ense bélgesindeki deri bas ve isaret parmagi ile tutularak gerdirildi. insiilin

enjektorl bu bolgeye 45-60° acl ile batirilarak enjeksiyon yapildi.

Farelerin intraperitoneal (iP) enjeksiyon ile immiinizasyonu

Fare bir elle ense ve kuyruk kismindan tutularak uygun pozisyona getirildi. Bir
yardimci ile fare bacak kismindan sabit hale getirildi. Farenin abdomenindeki sag
ya da sol alt kadranina 45 derecelik bir aciyla deriye girildi. Daha sonra hafifce

ilerletilerek peritona girildigi saptandi ve enjeksiyon yapildi.

3.2.13. Akim sitometri yontemi

Akim sitometri yonteminde kullanilacak olan dalak mononukleer hucrelerinin izole
edilerek antikorlar ile boyanmasi ve sonugclarin elde edilmesi ile ilgili basamaklar

asagida anlatidi.

Farelerden dalak izolasyonu

Farelere servikal dislokasyon yontemi ile 6tenazi uygulandi. Farenin karni yan tarafa

dogru kesilerek dalak izole edildi. Dalak, steril 10 cm’ lik petri kabina alinarak steril
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pens ve makas ile Uzerinde bulunan yagd dokusu temizlendi. Dalaklar, agirliklarinin

belirlenmesi amaciyla, hassas terazide tartildi.

Lenfosit hucrelerinin hazirlanmasi

izole edilen dalaklar, steril bir enjektér pompasinin arka kismi ile PBS icerisinde
ezildi ve 70um hucre stzgecinden gegirildi. Dalak stuspansiyonu %0.5 FBS igeren
PBS icerisinde 10 dakika sure ile santrifij edildi. Pellet, eritrosit lizis tamponu ile
sulandirilarak 3-5 dakika buz icinde bekletildi. Eritrositlerin patlatiimasindan sonra
lenfositler tekrar santriflij edilerek yikandi. Santriflij sonrasi lenfosit hiicrelerin sayisi

tripan mavisi dislama yontemi ile Nauber laminda sayilarak belirlendi.

Hicre boyamasi

Sayisi belirlenen hiicrelerden her tlipte, 90 yl boyama ¢ozeltisi iginde 1X108 hiicre
olacak sekilde hlcreler ayarlandi. Her bir dalak icin tuplere; boyanmayan, izotip
boyama, anti fare-CD4, anti fare-CD8a ve anti fare-CD19 boyamasi olacak sekilde
hicreler koyuldu.  Antikor boyamalari Oncesinde spesifik olmayan antikor
baglanmalarini engellemek igin, Fc reseptorlerine bloklama islemi yapildi. Bu
amagcla hazirlanan bloklama ¢ozeltisinden 10ul alinarak tuplere eklendi. Bloklama
islemi oda sicakliginda 10 dakika sure ile gerceklestirildi. Bloklama sonrasi hicreler
hafif vortekslenerek antikorlar eklendi. izotip boyamasi icin rat anti-igG antikoru
kullanildi. FITC ile isaretli fare anti-CD4 antikoru 0,25 ug/test, PE ile isaretli anti-
CD8a antikoru 0,25 pg/test ve PE ile isaretli fare anti-CD19 antikoru 0,125 ug/test
konsantrasyonda kullanildi. Antikor ile isaretleme iglemi 20 dakika sure ile 4°C’de 5
dakikada bir vorteks yapilarak gergeklestirildi. inkiibasyon sonrasi 3000 rpm de 5
dakika santrif(j edildi. Pellet 300 PBS ile suspanse edilerek, akim sitometri

cihazinda okutuldu.

Akim sitometri analizi

TUdm numuneler akim sitometri cihazi ile (FC 500, Beckman Coulter, USA) c¢alisildi

ve sonuglar Cytomix FC500 CXP yazilimi (Beckman Coulter, USA) ile analiz edildi.
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Sonuglar forward scatter (ileri dagilim) / side scatter (yan dagilim) grafikleri
yardimiyla olusturulan lenfosit kapisindaki hicrelerin CD ile isaretli hlcrelere

oranlari olarak hesaplandi ve yuzde olarak kaydedildi.

3.2.14. ELISA metodu

Fare kalp kani alinmasi ve serumlarin elde edilmesi

Fareler sirt Ustlu pozisyonda yatirildi, anestezi altinda sternum kesilerek kalp ortaya
cikarildi. Insilin enjektori yardimi ile 0,5-1ml arasinda degisen oranlarda farelerden
kalp kanlari elde edildi. Kanlar oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi 2000 rpm 20 dk santriflj edilerek serumlar elde edildi. Serumlar ¢alisilacagi

zamana kadar -20°C’de dondurularak saklandi.

ELISA testi calisiimasi

Serumlar oda sicakligina getiriimek Uzere -20°C’de saklandiklari yerden gikarildi.
Serumlar, fare Anti-difteri toksoid igG ELISA kiti ve fare Anti-Tetanoz toksoid igG
ELISA kitlerinde onerildigi sekilde kitin talimatlarina gore calisilarak sonugclar elde
edildi. Her grupta 17-22 gram agirliginda 6 adet disi Balb/c fare olacak sekilde, lg¢
doz subkitan ve her grupta 17-22 gram agirliginda 6 adet disi Balb/c fare olacak
sekilde 3 doz intraperitoneal Td enjeksiyonu yapilan ticari asi, Td+Alum ve Td+CAP
gruplarindan elde edilen serumlar ile fare Anti-Tetanoz toksoid igG ELISA kiti ve
fare Anti-difteri toksoid igG ELISA kiti calisildi.

3.2.15. Istatistiksel analizler

Tez kapsaminda yapilan tum istatistiksel analizler Graphpad Prism 9 programi

kullanilarak yapildi. Veriler arasinda bagimsiz gruplar T-testi yapildi.
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4. BULGULAR

Tez calismasi kapsaminda elde edilen bulgular Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Immdinoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari ve Gazi Universitesi Yagsam
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde yapilan g¢alismalar sonucunda elde
edilerek sunuldu. Calisma kapsaminda kullanilan tetanoz ve difteri toksinleri ve
gelistirilen tetanoz ve difteri agilari Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi immiinoloji

Anabilim Dali Aragtirma Laboratuvari’ndan elde edilmistir.
4.1. Toksoid Asilarla Olusan immiin Yanitlarinin Karakterizasyonu Bulgulari

Erigkin Tip Difteri-Tetanoz asilari ile olusan immun yanitlar karsilastirmali olarak
degerlendirildi. Bu amagla asilar ile immunize edilen farelerden elde edilen bulgular
basliklar halinde g0sterildi. Tetanoz ve difteri toksoidlerinin (Td) aluminyum hidroksit
ve kalsiyum fosfat adjuvanlarini kullanarak olusturulan asilarda hicresel immuin
yanitta olusturdugu etkileri gdstermek, piyasada mevcut ticari asi (Td-VAC,
KEYMEN ILAC SAN. ve TIC. LTD. STi.) ile etkinligini karslilastirmak ve farkli
adjuvanlar ile kullanildiginda etkinligini karsilastirabilmek amaciyla ex vivo deneyler
yapildi. Bu amacla her grupta 6 adet olacak sekilde, 5 haftalik disi Balb/c farelere,
30 gun ara ile deri alti yolla GU¢ doz enjeksiyon yapildi. Birinci grup kontrol grubu
olarak belirlenerek farelere serum fizyolojik (SF), 2. gruptaki farelere ticari asi, 3.
gruba aluminyum hidroksit adjuvant ile birlikte Td ve 4. gruba kalsiyum fosfat (CAP)
adjuvani ile birlikte Td subkitan enjekte edildi. Enjeksiyonlar 0., 30. ve 60. glinlerde
yapllarak, birinci enjeksiyondan 90 guin sonra her gruptaki alti adet farenin kalp kani
alindi ve dalaklari ¢ikarildi. Fare serumlari elde edilerek, olugsan spesifik antikor
yanitini belirlemek amaciyla, ELISA yonteminde kullaniimak i¢in -20C’de saklandi.
Her bir fareden alinan dalagin agirlhigi mg cinsinden olglldi ve her grubun ortalama
dalak agirliklari belirlendi. Her gruptaki farenin dalak mononikleer sayisi ve
gruplarin ortalama dalak monontkleer hiicre sayilari belirlenerek kargilastirildi. Her
bir farenin dalak mononukleer hucre CD4, CD8 ve CD19 ekspresyonlari akim
sitometri yontemi ile belirlenerek gruplar arasinda ekspresyon oranlari agisindan
karsilastirma yapildi. Karsilastirilan arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olup
olmadidi T test (p < 0,05) ile belirlendi.



84

Enjeksiyon gruplari ve enjeksiyon igerikleri su sekilde belirlendi:

1. Grup: Kontrol (SF) ; 0.5ml serum fizyolojik

2. Grup: Ticari Asi; 0.5ml Td-VAC asisi

3. Grup: Td+Alum; SF iginde 7,5 Lf/0,5ml Tetanoz toksoidi ve 2,5 Lf/0,5 ml difteri
toksoidi ile aluminyum hidroksit adjuvani

4. Grup: Td+CAP; SF icinde 7,5 Lf/0,5ml Tetanoz toksoidi ve 2,5 Lf/0,5 ml difteri
toksoidi ile kalsiyum fosfat adjuvani

Enjeksiyonlar iki farkh yolla ayni gruplama islemi vyapilarak subkitan ve

intraperitoneal olarak yapildi.

4.1.1. Subkiutan enjeksiyon yapilan gruplarin ex vivo ¢aligsma bulgulari

Fareler yukarida belirtildigi sekilde gruplara ayrilarak subkdtan enjeksiyonlari

yapildi. Elde edilen sonuglar basliklar halinde sunuldu.

Subkiitan enjeksiyon yapilan farelerin dalak agirligi ve mononiikleer hiicre sayilari

bulgulari

Birinci enjeksiyondan 90 guin sonra, her grupta 6 adet disi Balb/c fare olmak tzere,
4 gruptaki tum farelerin dalaklari anestezi altinda ¢ikarilarak agirliklari mg cinsinden
olculdu (Cizelge 4.1). Gruplardaki farelerin ortalama dalak agirliklari ve standart
sapmalari (SS) hesaplanarak gruplar arasinda dalak agirliklari agisindan bir fark

olup olmadigi degerlendirildi (Sekil 4.1).
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Cizelge 4.1. Subkitan enjeksiyon yapilan farelerin dalak agirliklari, ortalama ve

standart sapma degerleri

Dalak Agirhigi (mg)

Fare No Kontrol (SF) Ticari Asi
1.Fare 99,6 104,2
2.Fare 104,3 93,5
3.Fare 115,6 93,9
4.Fare 76,9 110,8
S.Fare 124,4 76

6. Fare 88,8 95,7

OrtalamaxSS 101,6+17,3 95,7+13,2

Td+ Alum
173,4
177,2
120,3
181,6
175,4
178,6
167,8+23,4

Td + CAP
275,9
289,1
178,7
184,1
161,2
203,3
215,4+53,9

Kontrol grubundaki farelerin ortalama dalak agirhgi 101,6+17,3 mg, ticari agi enjekte

edilen grupta ortalama dalak agirlig1 95,7+13,2 olarak bulundu. Bu iki grup arasinda

ortalama dalak agirliklari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
Fakat Td+Alum grubunda ortalama dalak agirhgr 167,8+23,4 mg ve Td+CAP
grubunda ortalama dalak agirhgi 215,4+53,9 mg olarak dl¢ulda. Bu iki grupta dalak

agirhiklarinda kontrol grubuna gore belirgin bir artis goruldu ve bu artig istatistiksel

olarak anlamh bulundu (Sekil 4.1.) (p<0.05).
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Sekil 4.1. SubklUtan enjeksiyon vyapilan gruplarin ortalama dalak agirliklari
kargilagtirmasi (***; p<0,05).

Subkiltan enjeksiyon yapilan tim gruplardaki farelerin dalaklari ¢ikarilip tartildiktan
sonra dalak mononukleer hiicre izolasyonu yapilarak, hicreler tripan mavisi digslama
yontemi ile sayildi. Bdylece gruplardaki her bir farenin dalak mononukleer hicre
sayisi belirlendi. Gruplar arasinda elde edilen hticre sayisi agisindan bir farklilik olup
olmadidi karsilastinldi (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2. Subkitan enjeksiyon yapilan gruplardaki farelerin dalak mononukleer
sayllari, ortalama ve standart sapma degerleri

Dalak mononiikleer Hiicre Sayisi (Hiicre/3ml)

Fare No Kontrol Grubu  Ticari Asit Grubu Td+Alum Td+CAP
1. fare 102X10° 118 X10° 168,75 X10° 237,5X10°
2.fare 117 X10° 100,5 X10° 191.250.000 266,25 X10°
3.fare 108 X10° 106,5 X10° 111.250.000 172,5 X10°
4 fare 92,25 X10° 95,25 X10° 155 X10° 191,25 X10°
5.fare 130,5 X108 87,3 X10° 125 X108 171,25 X10°
6.fare 100,5 X10° 101 X106 178,75 X10° 198 X106
OrtalamaxSS 108,375 X10° 100,925 X10°t 155 X10° + 206,125
12427917,2 9863389,8 28522651,8 X10°%+
34721736,1
3x108 = %k kk
I I
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Sekil 4.2. Subkutan enjeksiyon yapilan gruplarin ortalama dalak mononukleer
hlcre sayilari

Kontrol grubunda ortalama 108,375 X10° hucre/3ml bulunurken, ticari agi grubunda
ortalama 100,925 X10° hucre/3ml bulundu. Td+Alum grubunda ortalama 155X10°
hicre/3ml, Td+CAP grubunda ise ortalama 206,125 X106 hiicre/3ml bulundu. Dalak
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agirhiklar karsilagtirmasi ile benzer sekilde ortalama dalak mononukleer sayilarina
bakildiginda, Td+Alum ve Td+CAP gruplarinda kontrol ve ticari asi gruplarina gére
artis oldugu goruldl. Bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Elde
edilen dalak mononukleer hicrelerinin akim sitometri yontemi ile CD4, CD8 ve

CD19 ekspresyon oranlari belirlendi.

Subkiitan enjeksiyon yapilan farelerin dalak CD4* T hiicre bulqulari

Birer ay ara ile U¢ doz Td enjeksiyonu yapilan tim gruplardaki farelerin dalak
mononuUkleerlerinin, yardimci T hucre belirteci olan CD4 molekilli ekspresyonu
belirlendi. Bunun igin dalak mononukleer hicreleri FITC ile isaretli anti fare CD4
antikoru ile boyanarak akim sitometride incelendi. Tum farelere ait CD4+ T Hucre
yuzdeleri histogram grafigi seklinde goésterildi (Sekil 4.4.). FITC ile isaretli izotipik
antikor ile kontrol boyamasi yapildi (Sekil 4.3.).

T T T T T TTnr LN
109 101 102 10°

FITC izotip

Sekil 4.3. Subkitan enjeksiyonu yapilan fare dalak mononukleer hlcrelerinin PE
isaretli izotipik antikor ile boyanma goruntusu
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Sekil 4.5. Subkutan enjeksiyon yapilan gruplarin ortalama CD4+ T Hucre yuzdeleri
kargilastirmasi (*; p<0,05).

Subkltan yolla, 30 gun ara ile 3 doz enjeksiyon yapilan her grup i¢in yardimci T
hicre belirteci olan CD4 molekllu ekspresyon oranlarinin ortalama ve standart
sapma degerleri belirlendi. SF enjeksiyonu yapilan kontrol grubu igin ortalama
%24,52 olarak bulunurken, ticari asi icin %24,30, Td+Alum grubu i¢in %19,52 olarak
saptandi. Ticari as1 ve Td+Alum grubu ile kontrol grubu arasinda CD4+ T Hucre
yuzdeleri agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05). TT+CAP
grubunun ortalama CD4+ T Hucre yuzdesi %18,07 bulunmus ve kontrol grubuna
gore gorilen azalma istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). Alum adjuvani igeren
ticari asi ile Td+Alum gruplari arasindaki CD4 ekspresyonu arasinda ve Td+Alum
ile Td+CAP gruplari arasindaki CD4 ekspresyonu arasinda ise anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05).

Subkiitan enjeksiyon yapilan farelerin dalak CD8* T hiicre bulgulari

Enjeksiyon yapilan tim gruplardaki fare dalak mononukleerlerinin sitotoksik T hlicre
belirteci olan CD8 molekuli ekspresyonunu belirlendi. Bu amagla dalak
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mononukleer hicreleri PE ile isaretli anti fare CD8a antikoru ile isaretlenerek akim
sitometride incelendi. Her grupta bulunan tim farelerin CD8+ T Hucre yuzdelerini
gOsteren histogram grafikleri gosterildi (Sekil 4.7). PE ile isaretli izotipik antikor ile

kontrol boyamasi yapildi (Sekil 4.6.).

10° 10" 102 10°

PE izotip

Sekil 4.6. Subkltan enjeksiyon yapilan fare dalak mononukleer hicrelerinin PE
isaretli izotipik antikor ile boyanma goruntusu
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Sekil 4.8. Subkitan enjeksiyon yapilan gruplarin ortalama CD8+ T hlicre yuzdeleri
kargilastirmasi (*; p<0,05).

Enjeksiyon yapilan her grup icin sitotoksik T hicre belirteci olan CD8 molekuli
ekspresyon oranlarinin ortalama ve standart sapma degerleri belirlenerek
karsilastirildi. Kontrol grubu igin ortalama CD8+ T hucre yuzdesi %14,33 olarak
bulunurken, ticari asi icin %13,70 olarak saptandi. Bu iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Td+Alum grubu ortalama CD8+ T Hucre
yuzdesi %10,73 olarak saptandi ve kontrol grubuna goére goérilen bu azalma
istatistiksel olarak anlaml bulundu (p<0,05). Td+CAP grubunun ortalama CD8
ekspresyonu %11,67°dir. Kontrol grubu ile Td+CAP grubu CD8 ekspresyonu
arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Alum adjuvani
iceren ticari asi1 grubu CD8 ekspresyonu, yine alum adjuvani iceren TT+Alum grubu
CD8 ekspresyonuna gore artmis ve bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). TT+Alum ile TT+CAP gruplari arasindaki CD8 ekspresyonu arasinda ise
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
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Subkiitan enjeksiyon yapilan farelerin dalak CD19* B hiicre bulgulari

Enjeksiyon yapilan 4 gruptaki farelerin dalak mononukleer hicrelerinin B hucre
belirteci olan CD19 ekspresyonu PE ile isaretli fare Anti-CD19 antikoru kullanilarak
akim sitometri yontemi ile saptandi. Tum farelerin CD19+ B Huicre yuzdelerini
gOsteren histogram grafikleri Sekil 4.9'da gosterildi. Gruplar arasindaki CD19+ B

hlcre yuzdeleri agisindan karsilastirmalar yapildi.
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Sekil 4.10. Subkutan enjeksiyon yapilan gruplarin ortalama CD19+ B Hucre
yuzdeleri karsilastirmasi (*; p<0,05)

Her gruptaki farenin CD19+ B hucre ylUzdelerinin ortalama ve standart sapma
degerleri belirlendi (Sekil 4.10). Uc doz subkitan Td enjeksiyonu yapilan farelerde,
kontrol grubu igin ortalama CD19+ B Hucre yluzdesi %50,83 olarak bulunurken, ticari
asl icin %54,23 olarak saptandi. Bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi (p>0,05). TT+Alum grubu ortalama CD19+ B hlicre %60,42 olarak
bulunmus ve kontrol grubuna gore bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p< 0,05). TT+CAP grubundaki farelerin dalak mononukleer hucrelerinin ortalama
yuzdesi %57,40’dir. Kontrol grubu ile TT+CAP grubu ortalama CD19+ B hicre
yuzdesi arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlaml bulunmadi (p>0,05). Alum
adjuvani igeren ticari asi grubu ortalama CD19+ B Hicre yuzdesi ile TT+Alum grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). TT+Alum ve TT+CAP gruplari
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karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi
(p>0,05).

4.1.2. Tetanoz ve difteri toksoidlerinin (Td) intraperitoneal (iP) enjeksiyonu ex
vivo galisma bulgulan

Subkultan enjeksiyon gruplari ile benzer sekilde fareler, kontrol grubunda SF enjekte
edilen fareler, piyasada mevcut ticari agi grubu (Td-VAC, KEYMEN ILAC SAN. ve
TIiC. LTD. STi.), Td+Alum ve TD+CAP olmak lizere gruplara ayrilarak her grubun
ortalama dalak agirliklari, farelerin dalak mononukleer hlicre sayisi ve gruplarin
ortalama dalak mononukleer hiicre sayilari ve her bir farenin dalak mononukleer
CD4, CD8 ve CD19 ekspresyonlari ile gruplarin ekspresyon ortalamalari belirlendi.
Karsilastirilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigi

saptandi.

iP tnjeksiyon yapilan farelerin dalak agirligi ve mononiikleer hiicre sayilari bulgulari

Birinci enjeksiyondan 90 gun sonra, her grupta 6 adet disi Balb/c fare olmak tzere,
4 gruptaki tum farelerin dalaklar ¢ikarilarak agirliklari mg cinsinden 6lguldu (Cizelge
4.3). Gruplardaki farelerin ortalama dalak agirliklari ve standart sapma (SS)
degerleri hesaplanarak gruplar arasinda dalak agirliklari agisindan istatistiksel

olarak anlamh bir fark olup olmadidi degerlendirildi (Sekil 4.11.).

Cizelge 4.3. IP enjeksiyon yapilan farelerin dalak agirliklari, ortalama ve standart
sapma degerleri

Dalak Agirligi (mg)

Fare No Kontrol (SF) Ticari AsI Td+Alum Td+CAP
1.Fare 69,5 116,8 233,2 110
2.Fare 1116 98,2 355 128,5
3.Fare 140,2 143,6 189,5 188,3
4.Fare 87,4 113,4 182,1 162,2
5.Fare 92,9 100,6 154,2 197,7

6. Fare 78,2 1145 148,5 157,3

OrtalamaxSS 96,63+25,7 114,52+16,2 210,42+77 157,33+33,7
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Sekil 4.11. iP enjeksiyon yapilan gruplardaki farelerin dalak agirlik ortalamalari

Kontrol grubundaki farelerin ortalama dalak agirhgi 96,63+25,7 mg, ticari agi enjekte
edilen grupta ortalama dalak agirhgi 114,52+16,2 olarak bulundu. Bu iki grup
arasinda ortalama dalak agirliklari agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark
bulunmadi. Fakat Td+Alum grubunda ortalama dalak agirhgr 210,42+77 mg ve
Td+CAP grubunda ortalama dalak agirhdi 157,33+33,7 mg olarak élguldu. Bu iki
grupta dalak agirliklarinda gorulen belirgin artis istatistiksel olarak anlamlh bulundu
(p<0,05). Dalaklari ezilen farelerden elde edilen dalak mononukleer hicreleri tripan
mavisi digslama ydntemi ile sayilarak miktarlari Cizelge 4.4’de sunuldu. Gruplar

arasinda hucre sayilari agisindan fark olup olmadigi degerlendirildi (Sekil 4.12).
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Cizelge 4.4. IP enjeksiyon yapilan farelerin hiicre sayilari, ortalama ve standart
sapma degerleri

Dalak Mononiikleer Hiicre Sayisi (Hiicre/3ml)

Fare No Kontrol Grubu  Ticari Ast Grubu TT+Alum TT+CAP
1. fare 93 X108 91,5 X10° 199,5 X108 73,75 X10°
2.fare 96,75 X10° 59,25 X10° 164 X10° 91,5 X10°
3.fare 119,25 X10° 93,75 X10° 138,75 X10® 153,75 X10°
4 fare 82,5 X106 98,25 X106 82,5 X108 124,5 X10°
5.fare 85,5 X10° 66 X10° 92,25 X10° 135,75 X108
6.fare 83,25 X10° 82 X10° 78 X10° 12 X107
OrtalamaxSS 93,375 X10° 81 791 667+ 125833 333+ 116 541 667
13884118,6 15910229,9 49686936,6  +29281144 /4
2x108=
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Sekil 4.12. IP enjeksiyon yapilan gruplarin ortalama dalak mononikleer hiicre
sayllari karsilastirmasi (p>0,05)

Kontrol grubunda ortalama 93,375 X10°¢ hicre/3ml bulunurken, ticari asi grubunda
ortalama 81 791 667 hucre/3ml bulundu. TT+Alum grubunda ortalama 125 833 333
hdcre/3ml, TT+CAP grubunda ise ortalama 116 541 667 hucre/3ml bulundu.
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Ortalama dalak mononukleer sayilarina bakildiginda, Td+Alum ve Td+CAP
gruplarinda kontrol ve ticari agi gruplarina gore artis oldugu gorulse de bu artis

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.12).

iP enjeksiyon yapilan farelerin dalak CD4* T hiicre bulgulari

IP yolla (i¢ doz Td enjeksiyonu yapilan tim gruplardaki farelerin dalak
mononukleerlerinin, yardimci T hicre belirteci olan CD4 molekulu ekspresyonunu
belirlendi. Dalak mononukleer hicreleri FITC ile isaretli anti fare CD4 antikoru ile
boyandi ve akim sitometri ydntemi ile ekspresyon oranlari belirlendi. Batin farelerin
CD4 ekspresyonlari histogram grafigi seklinde gosterildi (Sekil 4.14.). FITC ile
isaretli izotipik antikor ile kontrol boyamasi yapildiginda herhangi bir boyanma
gorulmedi (Sekil 4.13.).

L B L L B B | B B AR
10° 10" 102 10%

FITC izotip

Sekil 4.13. IP enjeksiyon yapilan fare dalak mononiikleer hiicrelerinin FITC isaretli
izotipik antikor ile boyanma goruntusu
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Sekil 4.15. P enjeksiyon yapilan gruplarin ortalama CD4+ T Hiicre ylizdeleri
karsilastirmasi (*;p<0,05, **; p<0,05, ***; p<0,05).

iP olarak 30 giin ara ile 3 doz enjeksiyon yapilan tim gruplar igin, yardimci T hiicre
belirteci olan CD4 molekulli ekspresyon oranlarinin ortalama ve standart sapma
degerleri belirlendi. SF enjeksiyonu yapilan kontrol grubu igin ortalama CD4+ T
hlcre yuzdesi %15,08 olarak bulunurken, ticari asi igin %18, Td+Alum grubu igin
%18,47 olarak saptandi. TT+CAP grubunun ortalama CD4+ T hilcre yuzdesi de
%20,24 bulunmus ve tim asi gruplarinin kontrol grubuna gére CD4+ T hicre
yuzdelerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.15.).
Alum adjuvani igeren ticari asi ve Td+Alum gruplari arasindaki CD4+ T hicre
yuzdeleri arasinda ve Td+Alum ile Td+CAP gruplar arasindaki CD4+ T hucre
yuzdeleri karsilastirildiginda gruplar arasinda CD4 ekspresyonlari agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
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iP enjeksiyon yapilan farelerin dalak CD8+ T hiicre bulgulari

Enjeksiyon yapilan 4 gruptaki farelerin dalak mononukleerlerinin sitotoksik T hlcre
belirteci olan CD8 moleklli ekspresyonunu belirlendi. Bu amagla dalak
mononukleer hicreleri PE ile isaretli anti fare CD8a antikoru ile isaretlenerek akim
sitometri yontemi ile incelendi. Her gruptaki farelerin CD8 ekspresyon oranlarini
gOsteren histogram grafikleri elde edildi (Sekil 4.17.). PE ile isaretli izotipik antikor
ile kontrol boyamasi yapildi ve herhangi bir boyanma olmadigi gorulda (Sekil 4.16.).

10° 101 102 10%

PE izotip

Sekil 4.16. iP enjeksiyon yapilan fare dalak mononiikleer hiicrelerinin PE isaretli
izotipik antikor ile boyanma goruntisu
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Sekil 4.18. IP enjeksiyon yapilan gruplarin ortalama CD8+ T Hicre ylzdeleri
karsilastirmasi (**; p<0,05 , ***; p<0,05).

IP enjeksiyon yapilan her grup igin sitotoksik T hiicre belirteci olan CD8 molekiilii
ekspresyon oranlarinin ortalama ve standart sapma degerleri belirlenerek
karsilastinlldi. Karsilastirilan gruplarin ortalama CD8+ T hiicre yuzdeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadidi belirlendi. Kontrol grubu igin
ortalama CD8+ T hucre yuzdesi %14,60 iken, ticari asi icin %8,8, Td+Alum grubu
icin %10, Td+CAP icin ise %9,9 olarak saptandi. Kontrol grubuna gore diger 3
grupta gorulen CD8 ekspresyonundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p <0,05). Alum adjuvani igeren ticari agi grubu CD8 ekspresyonu ile alum adjuvani
iceren Td+Alum grubu ve Td+Alum ile Td+CAP gruplari CD8 ekspresyonu
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p<
0,05).
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iP enjeksiyon yapilan farelerin dalak CD19* B hiicre bulgulari

Enjeksiyon yapilan 4 gruptaki farelerin dalak mononukleer hicrelerinin B hucre
belirteci olan CD19 ekspresyonu PE ile isaretli anti fare CD19 antikoru kullanilarak
akim sitometri yontemi ile saptandi. Tum farelerin CD19+ B hlicre yuzdelerini

gOsteren histogram grafikleri Sekil 4.19.’da sunuldu.
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Sekil 4.20. IP enjeksiyon yapilan gruplarin ortalama CD19+ B Hiicre ylizdeleri
karsilastirmasi (*; p<0,05 ,**; p<0,05, ***; p<0,05).

Her grubun B hucre belirteci olan CD19 molekulu ekspresyon oranlarinin ortalama
ve standart sapma degerleri belirlendi. Ug doz subkiitan Td enjeksiyonu yapilan
farelerde, SF enjekte edilen kontrol grubu igin dalak hicrelerinin ortalama CD19+ B
hicre yuzdesi %54,62 olarak bulunurken, ticari asi i¢in %64,57, Td+Alum grubunda
%62,55 ve Td+CAP grubunda %59,98 olarak saptandi. Kontrol grubuna gore diger
3 gruptaki CD19 ekspresyon artigi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p< 0,05).
Alum adjuvani igeren ticari asi grubu ortalama CD19+ B hiicre ylzdesi ile Td+Alum
grubu arasinda ve Td+Alum ile Td+CAP gruplari arasinda ise istatistiksel olarak

anlamli bir fark goralmedi (p>0,05).
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4.1.3. ELISA bulgulari
Birer ay ara ile (¢ doz subkitan ve intraperitoneal enjeksiyon yapilarak immunize
edilen farelerde olusan humoral immun yanitlari saptamak amaciyla ELISA testi

yapildi. Fare serumlari kalp kanindan elde edildi. Serum &rnekleri ile, ELISA

kitlerinde yazilan talimatlara gore ¢alisildi. Elde edilen sonuglar sirasiyla gosterildi.

Fare anti-tetanoz toksoid igG ELISA sonuclari

Fare anti tetanoz toksoid igG ELISA Kiti kullanilarak fare serumlarinda asilama ile
olusan anti tetanoz toksoid antikoru miktarlari saptandi. Bu amagla Mybiosource
marka Fare Tetanoz Toksoid igG Antikor (TT-igG) ELISA Kiti kullanildi. Her bir
fareye ait antikor konsantrasyonlari elde edildi. Serumlar, 30 gun ara ile 3 doz
subkiitan (SK) ve 3 doz intraperitoneal (iP) Td enjeksiyonu yapilan farelerden elde
edildi.

Subkiitan enjeksiyon yapilan gruplarin anti tetanoz toksoid IgG konsantrasyonlari

Her grupta 6 adet 17-22 gram disi Balb/c fare bulunan ve 30 gun ara ile U¢ doz SK
enjeksiyon yapilan Ticari asi (Td-VAC), Td+Alum ve Td+CAP gruplarina ait fare
serumlarinda antikor konsantrasyonlari kargilastirildi (Sekil 4.21). Ticari Agi grubu
ortalama anti tetanoz IgG antikor miktari 1,13 ng/ml, Td+Alum grubunda 1,50 ng/ml
ve Td+CAP grubunda 1,38 ng/ml bulundu. Ticari asi ile Td+Alum grubu
karsilastinildiginda Td+Alum grubu ortalama antikor konsantrasyonu daha yuksek
bulunsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Benzer sekilde
Td+Alum ile Td+CAP gruplarindaki ortalama antikor miktari karsilastirildiginda alum
adjuvani iceren grup ortalamasi daha yulksek bulunsa da aralarindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.21. SK enjeksiyon yapilan farelerin serum anti tetanoz toksoid IgG
konsantrasyonlari (*;p<0,05)

Intraperitoneal  enjeksiyon yapilan gruplarin anti tetanoz toksoid IgG
konsantrasyonlari

Uc doz IP enjeksiyon yapilan her grupta 6 adet 17-22 gram disi Balb/c fare bulunan
Ticari as1 (Td-VAC), Td+Alum ve Td+CAP gruplarina ait fare serumlarinda antikor
konsantrasyonlari karsilastirildi. Ticari Asi grubu ortalama anti tetanoz toksoid igG
antikor miktar1 1,40 ng/ml, Td+Alum grubunda 1,42 ng/ml ve Td+CAP grubunda
1,40 ng/ml bulundu. Ticari asi ile Td+Alum grubu ve Td+Alum ile Td+CAP
gruplarindaki ortalama antikor konsantrasyonlari karsilastirildi. Gruplar aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.22. IP enjeksiyon vyapilan farelerin serum anti tetanoz toksoid igG
konsantrasyonlari kargilastirmasi (p>0,05)

Fare anti-difteri toksoid igG ELISA sonuclari

Fare anti difteri toksoid ELISA Kiti kullanilarak fare serumlarinda olusan antikor
miktarlari saptandi. Ticari olarak mevcut Mybiosource marka Fare Difteri Antikor
Yarismali ELISA Kiti kullaniimigtir. Her bir fareye ait antikor konsantrasyonlari
bulundu. Serumlar, 3 doz subkiitan ve 3 doz intraperitoneal (iP) Td enjeksiyonu
yapilan farelerden elde edildi. Tetanoz ELISA ile benzer sekilde birinci

enjeksiyondan 90 gun sonra alinan serumlar kullanildi.
Subkiitan enjeksiyon yapilan gruplarin anti difteri igG konsantrasyonlari

Ug doz SK enjeksiyon yapilan ve her grupta 6 adet 17-22 gram disi Balb/c fare
bulunan Ticari asi, Td+Alum ve Td+CAP gruplarina ait fare serumlarinda anti difteri
igG antikor konsantrasyonlari saptandi. Ticari Asi grubu ortalama anti difteri igG
antikor miktari 1,43 mg/ml, Td+Alum grubunda 1,38 mg/ml ve Td+CAP grubunda
1,31 mg/ml bulundu. Ticari asi ile Td+Alum grubu ve Td+Alum ile Td+CAP



112

gruplarindaki antikor konsantrasyonlari karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.23. SK enjeksiyon yapilan farelerin serum anti difteri toksoid IgG
konsantrasyonlari kargilastirmasi (p>0,05)

Intraperitoneal enjeksiyon yapilan gruplarin anti difteri IgG konsantrasyonlari

Uc doz iP enjeksiyon yapilan Ticari asi, Td+Alum ve Td+CAP gruplarina ait fare
serumlarinda anti difteri toksoid igG antikor konsantrasyonlari saptandi. Ticari Asi
grubu ortalama anti difteri toksoid IgG antikor miktari 1,48 mg/ml, Td+Alum
grubunda 1,46 mg/ml ve Td+CAP grubunda 1,51 mg/ml bulundu.Ticari asi ile
Td+Alum grubu ve Td+Alum ile Td+CAP gruplarindaki antikor konsantrasyonlari

karsilastinlldi. Gruplar aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p>0,05).
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Sekil 4.24. IP enjeksiyon vyapilan farelerin serum anti difteri toksoid IgG
konsantrasyonlari kargilagtirmasi (p>0,05)

4.1.4. Tetanoz toksoidi “challenge” deneyi bulgulari

Erigkin tipi Difteri-Tetanoz asisinin koruyucu etkisini saptayabilmek ve piyasada
mevcut olarak bulunan ve alum adjuvani igeren asi ile etkinligini karsilastirabilmek
amaciyla “challenge” deneyleri yapildi. Metot 3.2.13'de anlatildigi sekilde fareler

gruplara ayrilarak tek doz subkutan yolla enjeksiyonlar yapildi.

imminizasyondan 5 hafta sonra farelere tetanoz toksininin LDso degerinin 50 kati
subkutan yolla verildi. Fareler enjeksiyon sonrasi 4 gun boyunca gozlemlendi, 6lu
ve canli fare sayilari ve gruplardaki canliik oranlari belirlendi (Sekil 4.25). Ayrica
toksinin etkinligini dogrulamak igin her grupta 17-22 gr agirhginda 6 adet disi Balb/c
fare olacak sekilde gruplar olusturuldu. Tetanoz toksininin LDso degerinin 50 kati
hazirlanmigti. Kontrol 1/16 grubunda; toksinin 50xLDso degerinin 1/16 dilisyonu,
Kontrol 1/50 grubunda; 1/50 dilisyonu ve Kontrol 1/160 grubunda; 1/160
dilisyonlari hazirlandi ve subkutan yolla enjekte edildi. Fareler enjeksiyon sonrasi

4 gun boyunca gbézlemlenerek 6lU ve canl fare sayisi saptandi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. Tetanoz toksoidi hayatta kalma grafigi. Kirmizi nokta ile gosterilen Td-
VAC grubunda ve mavi kare ile gosterilen Td+Alum grubunda fare
Olimua goértlmedi. SF enjeksiyonu yapilan immunize olmamis farelere
toksin verilerek olusturulan kontrol grubunda ise birinci gunde farelerin

tamami oldu.

Asllarin sulandiriimadan enjekte edildigi gruplarda hayatta kalma orani 4 gin
icerisinde higbir fare dlmedigi i¢in >%99,9 olarak bulundu. Kontrol olarak SF enjekte

edilen farelerde 1. gun farelerin tamami 6ldigu igin canlihk orani %0’dir.
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Sekil 4.26. Tetanoz toksini hayatta kalma grafigi. Kontrol 1/16 grubunda 6 adet fare
oldu. Kontrol 1/50 grubunda 3 adet fare Olurken, Kontrol 1/160 grubunda
ise higbir farenin 6lmedigi goraldu.

Tetanoz toksininin etkinliginin dogrulandigi kontrol gruplarindaki canllik oranlari ise
sOyledir: 50XLDso dozunun 1/16 sulandirrminin enjekte edildigi 6 adet farenin
tamami oldugu icin canlilk orani %0 olarak bulundu. Toksinin 50XLDso dozunun
1/50 sulandirrminda 3 adet fare 6ldugu igin canlihk orani %50 iken, 50XLDso
dozunun 1/160 sulandirnminda ise higbir fare dlmedigi icin canlilik %100 olarak

saptandi.

4.1.5. Vero Hiicre Yontemi (Vero Cell Assay) ile Difteri Toksoidine Karsi olusan
immun serumlarin titrasyonu

Metot 3.2.12’de anlatildigi sekilde difteri toksoidine karsi farelerde olusan serumlar
titre edilerek karsilastirildi. Kontrol antitoksin titresi 12 800 olarak hesaplandi.

Kontrol antitoksin titresi ile de tim farelerin serumlarinin titreleri belirlendi.

Serum Ornekleri her grupta 6 adet fare olacak sekilde olusturuldu. Her gruptaki
farelerin serum Orneklerinin titreleri MTT yontemi ile hesaplanarak belirlendi. Her
grup igin ortalama titreler bulunarak standart sapma degderleri hesaplandi (Cizelge

4.11). Ortalama serum titrasyonlari gruplar arasinda karsilastirildi. Karsilagtirma
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gruplan ticari asinin sulandiriimadan uygulandigdi, SF ile 1/25, SF ile 1/50 , SF ile
1/100 sulandiriimasi ve Td+Alum’un sulandinimadan uygulandidi, SF ile 1/25, SF
ile 1/50 ve SF ile 1/100 sulandiriimasi seklinde yapildi.



Cizelge 4.5. Difteri toksoidine karsi olusan immun serumlarin titrasyonu

FareNo Td-VAC  Td+Alum  Td-VAC  Td+Alum Td-VAC Td+Alum Td-VAC  Td+Alum
1/25 1/25 1/50 1/50 1/100 1/100

1 26214400 16384000 204800 6400 6 400 102400 51200 6 400

2 6553600 13107200 102400 51 200 204800 6400 25 600 6 400

3 26214400 13107200 204800 6400 6 400 204800 12800 6 400

4 409 600 3276800 102400 819200 6400 6 400 6 400 12 800

5 6553600 26214400 819200 409600 102400 6400 6 400 6 400

6 6553600 13107200 204800 102400 102400 102400 6400 25 600

Ortalama 12083200 11741867 273066,7 232533,3 71466,67 71466,67 18133,33 12800

SS 11201643 8817981,8 272212 3248444 80489,17 80489,17 1783599 9 914,837

LTT
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Sekil 4.27. Td-VAC ve Td+Alum enjeksiyonu yapilan gruplarin serum
titrasyonlarinin karsilastiriimasi (p>0,05)

Her grupta 17-22 gram agirhiginda, 6 adet disi Balb/c fare olacak sekilde, tek insan
dozu Td-VAC ve tek insan dozu Td+Alum enjeksiyonu yapilan gruplarin difteri
toksoidine kargi olugsan serum titrasyon ortalamalari karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gorulmedi (p>0,05) (Sekil 4.27.).
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Sekil 4.28. Td-VAC 1/25 ve Td+Alum 1/25 enjeksiyonu yapilan gruplarin serum
titrasyonlarinin karsilagtiriimasi (p>0,05)

Tek insan dozu Td-VAC ve Td-Alum asilari ile benzer sekilde asilarin SF ile 1/25
sulandirilarak uygulanan enjeksiyonlari ile elde edilen serumlarin titrasyonlari

karsilastirildiginda da aralarinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmadi

(p>0,05) (Sekil 4.28.).
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1
Td-VAC 1/50 Td+Alum 1/50
Gruplar

Sekil 4.29. Td-VAC 1/50 ve Td+Alum 1/50 enjeksiyonu yapilan gruplarin serum
titrasyonlarinin karsilastiriimasi

Td-VAC ve Td-Alum asilarinin tek insan dozunun SF ile 1/50 sulandirilarak
uygulanan enjeksiyonlari ile elde edilen serumlarin titrasyonlari kargilastiriidiginda

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.62).
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Gruplar

Sekil 4.30. Td-VAC 1/100 ve Td+Alum 1/100 enjeksiyonu yapilan gruplarin serum
titrasyonlarinin karsilastiriimasi

Td-VAC ve Td-Alum asilarinin tek insan dozunun SF ile 1/100 sulandirilarak
uygulanan enjeksiyonlari ile elde edilen serumlarin titrasyonlari karsilastirildiginda

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.63).
4.2. Antijenlerin Karakterizasyon Bulgulari

Asilar ile olugsan immun yanitlarin belirlenmesi i¢in yapilan Tetanoz “challenge” ve
difteri in vitro toksin nétralizasyon testlerinde kullanilan difteri ve tetanoz toksin
antijenlerinin de karakterizasyonu yapildi. Miktarlari belirlenerek, safliklari gosterildi,
challenge ve in vitro noétralizasyon testlerinde kullanilmak Uzere minimum oéldurtcu

ve minimum sitopatik dozlari belirlendi.
4.2.1. Protein miktar1 bulgulari

Tetanoz ve difteri antijenlerinin miktarlarini belirlemek amaciyla Lowry Protein

Assay yontemi ve flokllasyon testi yapildi.



122

Lowry protein tayini ile total protein miktari 6lcme bulgulari

Total protein miktarini tespit etmek amaciyla kullanilan Lowry Protein Tayini yontemi
ile difteri ve tetanoz toksin miktarlari hesaplandi. Bu amagla standart olarak
kullanilan % 0.1 BSA ile grafik ¢izildi, formul olusturuldu (Sekil 4.31.) ve buna karsilik
gelen toksin miktarlari mg/ml cinsinden standart sapmalari ile hesaplanarak
belirlendi. Tetanoz toksini 1,49+0,3 mg/ml, difteri toksini ise 1,34+0,1 mg/ml

konsantrasyonda bulundu (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.31. BSA Standart Egri Grafigi

Cizelge 4.6. Antijen Konsantrasyonlari

Antijen Adi Optik Dansite Konsantrasyon
Ortalamasi (mg/ml)
Tetanoz Toksini 0,0165 1,49+0,3

Difteri Toksini 0,0161 1,3440,1
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Flokulasyon testi ile Lf ve Kf bulgulari

Cizelge 4.7. Antijenlerin Lf ve Kf degerleri

Toksoid Adi Lf/ml Kf (dakika)
Tetanoz Toksini 50 5
Difteri Toksini 60 15

4.2.2. SDS-PAGE jel elektroforezi bulgulari

Protein yapidaki tetanoz ve difteri toksinlerinin safliklarinin gdésteriimesi amaciyla
SDS-PAGE Jel elektroforezi yapildi. Toksinler, standart toksoidlerle karsilastirmall

olarak gosterildi.

Tetanoz antijenleri SDS-PAGE jel elektroforezi bulgulari

Tetanoz toksini ve toksoidini gostermek icin, %7 konsantrasyondaki tris-glisin SDS-
PAGE jelde yurutuldukten sonra Coommassie Brillant Blue G250 boyasi ile boyandi.
Proteinlerin molekdler agirliklarini gosteren belirtecler ile tetanoz toksininin
indirgenmemis kosullarda 150 kD agirhginda oldugu, indirgenmis kosullarda da
100kD ve 50 kD agirhigindaki alt Gniteleri gosterildi. Ayrica hem indirgenmemis hem
de indirgenmis kosullarda, bu bantlarin disinda, 37-100 kD arasinda c¢esitli
agirliklarda protein bantlari oldugu goriildii. izole edilen toksin ile birlikte kontrol
amagl olarak, DSO standart tetanoz toksoidi de jelde yuritilerek gdsterildi.
Toksoidin, indirgenme kosullarinda alt Unitelerine pargalanmadigi gézlendi (Sekil
4.32)).
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Molekiiler
Agirlik (kDa)

250

150 —

100 ——

7% —

50 ——

37 ——

Sekil 4.32. Tetanoz Toksin ve Toksoid SDS-Page Jel Gorintlsu (1) Belirteg (2)
indirgenmemis  kosullarda standart tetanoz toksoidi (5ug) (3)
indirgenmis kosullarda tetanoz toksoidi (5ug) (4) indirgenmemis
kosullarda tetanoz toksini (5ug) (5) indirgenmis kosullarda tetanoz
toksini (5ug)

Difteri antijenleri SDS-PAGE jel elektroforezi bulgulari

Yaklagik 58-62 kD agirligindaki difteri toksininin gosteriimesi amaciyla %12
konsantrasyondaki tris-glisin jelde yuratuldi. Coomassie Brilliant Blue G250 boyasi
ile boyanarak gorintilendi. izole edilen difteri toksininin ve standart toksoidin 50-75
kD’luk belirtegler arasina karsilik geldigi gorulda (Sekil 4.33.).
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Molekiiler 1 2
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Sekil 4.33. Difteri toksin ve toksoidi SDS-PAGe jel goruntusu. (A1) Belirteg (A2)
DSO 3. Uluslararasi Standart Difteri Toksoidi (5ug) (B1) Belirteg (B2)
Difteri toksini (5ug)

4.2.3. Antijenlerin western blot ile gosterilmesi bulgulari

SDS-PAGE ile gosterilen difteri ve tetanoz toksinlerinin dogrulama amaciyla
Western Blot analizi yapildi. Bu amag dogrultusunda, belirtecler, tetanoz ve difteri
toksinleri ve standart toksoidler tris-glisin SDS-PAGE jelde vyuratilmelerinin
ardindan PVDF membrana aktarildi. Bloklama c¢dzeltisi ile bloklandiktan sonra
membranlar birincil ve ikincil antikorlarla isaretlendi. insan ig yapisindaki DSO
standart antitoksinleri primer antikor olarak kullanildi. Primer antikorlara spesifik,
anti-insan igG antikorlari ile isaretlenen bantlar, membranlarin yikanmasi sonrasi
goruntileme islemine gecilerek gortntulendi. Bu yontemde belirteg olarak kullanilan
protein standartlari 10-250 kD arasindadir (Bio-Rad Precision Plus Western C
Standarts). Belirte¢ bantlar da bu ¢alismada gdsterildi. Goruntileme islemi sonucu
elde edilen bulgular difteri ve tetanoz toksin ve standart toksoidleri igin ayri ayr

gOsterildi.
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Tetanoz western blot bulgulari

Tetanoz toksini ve DSO 2.uluslararasi standart toksoidi %7 konsantrasyondaki tris-
glisin SDS-PAGE jelde yurutuldu. Proteinlerin PVDF membrana aktariima iglemi
sonrasi membran bloklandi. Primer antikor olarak DSO Tetanoz Insan
immunoglobulini kullanildi. Sekonder antikor olarak ise HRP ile isaretli anti-insan
igG antikoru kullanildi. Gériintiileme islemi yapilarak olusan bantlar belirlendi (Sekil
4.34). Standart tetanoz toksoidi 150 kDa ve 75-100 kDa arasinda olmak Uzere iki
bant olusturdu. Tetanoz toksini ise indirgenmis ve indirgenmemis kosullarda 150
kDa ve iki alt Unitesi olan 100 ve 50 kDa agirliginda bantlar olarak goruldu. Ayrica
SDS-PAGE jelde de gorulen yaklagik 100 ve 50 kDa arasindaki bantlarin da toksine

spesifik oldugu belirlendi.

Molekiiler
Agirlik (kDa)

100 c—

75 —

50  e—

Sekil 4.34. Standart Tetanoz Toksoidi ve Tetanoz Toksini Western-Blot Goruntisu
(1) Belirteg (2) indirgenmemis kosullarda standart tetanoz toksoidi (3)
indirgenmis kosullarda tetanoz toksoidi (4) indirgenmemis kosullarda
tetanoz toksini (5) indirgenmis kosullarda tetanoz toksini
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Difteri western blot bulgulari

SDS-PAGE jel elektroforezi ile yurutilen ve 50-75 kD arasinda gorulen difteri
toksininin varhginin dogrulanmasi igin western-blot analizi yapildi. Bu amagla toksin
5ug olarak yiklendi. Primer antikor olarak difteri toksinine spesifik olan DSO
standart anti-difteri antitoksini kullanildi. Sekonder antikor olarak Difteri Antitoksin,
insan IgG (1.Uluslararasi Standard) kullanildi. Difteri toksini 58-62 kD biyUkligiinde
bir proteindir. Western-blot ile SDS-Page jeldeki ile benzer gsekilde 50-75 kD
arasinda tek bir bant olarak gdésterildi (Sekil 4.35.). Difteri standart toksoidi de
western blot ile yaklasik 50kD agirliginda goraldu (Sekil 4.36.).
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Sekil 4.35. Difteri toksini Western-Blot goruntusu. (1) Belirteg (2) Difteri Toksini
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Molekiiler
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Sekil 4.36. Difteri Standart Toksoidi western blot gorunttsu. (1) Belirteg (2) Standart
Difteri Toksoidi

4.2.4. Tetanoz toksini LDso ve PDso belirleme bulgulari

Tetanoz toksininin etkinligini goésterebilmek igin minimum &6lduricld ve minimum
paraliz dozu belirlendi. Tetanoz toksini metod 3.2.8'de anlatildigi sekilde
sulandirilarak, her sulandirmadan 6 adet fareye enjeksiyon yapilarak, 4 gun iginde
farelerin %50’sini dldiren en diisiik doz, LDso dozu olarak belirlendi. ilk 4 giin
icerisinde farelerin yarisinda paraliz bulgusu gézlenen en dustik doz ise PDso olarak

saptandi. LDso ve PDso dozlar Cizelge 4.8’de sunuldu.

Cizelge 4.8. Tetanoz Toksini LDsove PDso Tablosu

LDso Dozu PDso Dozu
1.2ng/0.5ml 0.1 ng/0.5mil

4.2.5. Difteri toksini minimum sitopatik doz belirleme bulgulari

Difteri toksini minimum sitopatik dozunu (MSD) belirlemek icin Vero hicreleri ile
MTT testi yapildi. Difteri toksini 1 Lf/ml konsantrasyonda olacak sekilde DMEM

besiyerinde sulandirildi. Seri dilisyon yapilarak toksin Vero hicrelerinin bulundugu
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96 kuyucuklu hidcre kaltira plagina eklendi. Alti gln inkibasyon sonrasi her
kuyucuga MTT ayraci eklendi. Dort saat 37 °C’de inkibasyonun ardindan ¢ozicu
solusyon eklenerek bir gece 37 °C’de inkube edildi. Ertesi gun 590-660 nm dalga
boyunda plak okuyucu ile okutularak OD degerleri belirlendi. Toksin eklenmeyen
kontrol grubu ortalama OD degerinin %50’den az oldugu OD degerinin goruldugu
konsantrasyon MSD olarak belirlendi. Difteri toksininin MTT analizi ile Vero

hlcrelerindeki minimum sitopatik dozu 0,016 Lf/ml olarak belirlendi.
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Sekil 4.37. Difteri Toksini Minimum Sitopatik Doz Grafigi
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5. TARTISMA

Asillar ile olugsan immun yanitlarin karakterizasyonu, gelistirilen ve kullanilan asilarin
etkinliklerinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir. Bu sayede elde edilen veriler
Isiginda, asi ¢alismalarina yon verilmekte, verilis dozu, verilis yolu ya da adjuvan

icerikleri gibi degigkenlerin en uygun sekli ile uygulanmasi saglanmaktadir.

Calismamiz kapsaminda Erigkin Tip Tetanoz-Difteri (Td) asilari ile olusan immun
yanitlarin karakterizasyonunu yapabilmek icin, asilama sonrasi farelerde olusan
himoral ve hlcresel immin yanitlar test edilmistir. Asilar, Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Iimminoloji AD’'da geligtirilen, aluminyum hidroksit (Alum) ve kalsiyum
fosfat (CAP) olmak Uzere iki farkli ¢esit adjuvan igeren Eriskin tipi Td asilari ve ticari
olarak piyasada mevcut olan eriskin tip difteri tetanoz asisi olan Td-VAC (Keymen
ilag Sanayi)’ dir. Bu asilar ile olusan immiin yanitlar karsilastirmali olarak calisiimis

ve olugan immun yanitlar degerlendirilmigtir.

Asilama sonrasi farelerde olusan hicresel immun yanitlari saptamak icin fare
dalaklarindan monontukleer hiicreleri elde edilerek akim sitometride analiz edilmigtir.
Farelerde dalak mononukleer hucreleri, hucre icerigi ve dagilimlar agisindan
insanlardaki periferik kan mononukleer hucrelerine benzerlik gdstermektedir. Bu
nedenle enjeksiyon sonrasi farelerin dalak mononukleer hucreleri g¢alismamiz
kapsaminda kullaniimistir. Bu hicrelerdeki yardimci T hiicre belirteci olan CD4,
sitotoksik T hucre belirteci olan CD8 ve B hucre belirteci olan CD19 molekulleri

hlcre yuzey boyamalari ile saptanarak, yuzde oranlari belirlenmistir.

Alum adjuvanlarinin daha ¢ok CD4+ T hucreler araciligi ile Th2 yoninde bir yanit
olusturdugu, zayif bir CD8 yanitina neden oldugu bilinmektedir. Kalsiyum fosfat
adjuvaninin ise daha dengeli bir Th1/Th2 yanitina neden oldugu dusunulmektedir
[201]. Bununla birlikte McKee ve ark. alum adjuvani enjeksiyonundan birka¢ saat
sonra eozinofil, monosit, nétrofil ve NK hucreleri ile karakterize bir tip 2 T hicre
yaniti ve antikor Uretimi oldugunu gosterdikleri calismada, alum adjuvani ile CD8+
T hdcre aktivasyonu saglandigini da géstermigstir. Makrofaj ve/veya mast hicreden
yoksun farelerde antijene 6zgu ve alum ile uyariimig CD4 ve CD8 hiicre sayisinda
ve yuzdesinde herhangi bir fark olmadigini saptamislardir [79]. Calismamizda
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subklitan enjeksiyon yapilan ticari asi grubunda kontrol grubuna gére ortalama
CD4* T hucre %’sinde herhangi bir fark goérilimezken, Td+Alum ve Td+CAP grubu
ortalama CD4+ T hlcre yuzdesi kontrol ve asi grubuna gore daha az bulunmustur.
Bununla birlikte Td+Alum ve Td+CAP gruplarinin ortalama CD19* B hucre yuzdesi
kontrol ve ticari asi grubuna gore daha yuksektir. Asilar, intraperitoneal olarak
uygulandiginda ise kontrol grubuna goére tim asi gruplarinin CD4* T hticre ve B
hicre yuzdelerinde artis gorulmustar. Bilindigi gibi CD4* T hucreleri, antikor sinif
degisimi prosesi yuksek afiniteli antikor yanitlari, uzun d6murlu plazma ve bellek B
hucrelerinin induksiyonunu gibi B hucre aracili bagisikhgir guglendirmek igin ¢ok
onemlidir [279]. intraperitoneal enjeksiyon ile kontrol grubuna gore asi gruplarinda
artan CD4* T hucre ve B hucre yuzdeleri bu durumu dogrular nitelikte bulunmustur.
Elde edilen bu veriler veriler ile, olusan immun yanitlarin T hdcre farkhlagsmasini Th1
veya Th2 olarak hangi yone yonlendirdigi ile ilgili ileri arastirmalarin yapilabilecegi

dusunulmustar.

Farelere SK ve IP yolla uygulanan asilarin dalak (izerine etkileri de ¢galismamizda
degerlendiriimistir. Bu amacla, enjeksiyon gruplari arasinda ortalama dalak
agirhiklarinda herhangi bir degisim olup olmadigi ve izole edilen dalak mononukleer
hlcre sayilarinda gruplar arasinda herhangi bir fark olup olmadigi karsilastiriimistir.
Enjeksiyonlar sonrasi fare dalaklarinda meydana gelebilecek inflamasyona bagh
splenomegalinin tespit edilmesi hedeflenmistir. SK ve iP enjeksiyonlarin her ikisinde
de ortalama dalak agirligi ve dalak mononukleer hucre sayilarinin, Td+Alum ve
Td+CAP gruplarinda kontrol grubuna gére artmis oldugu goriimustir. Pek ¢ok farkli
adjuvanin gesitli toksik etkileri olabildigi bilinmektedir. Ornegin antijenin, antijen
sunucu hucreler tarafindan alinimini guglendiren bir saponin olan ve QS-21 adi
verilen adjuvanin farelerde splenomegaliye ve insanlarda eritrosit lizisine sebep
oldugu bilinmektedir [280]. Lim ve ark. pristan, CFA (Complete Freund’s adjuvant),
IFA (incomplete freund’s adjuvant), phytol ve phytol tirevi olan PHIS-01 gibi farkh
adjuvanlar ile yaptiklari galismada, farelere intraperitoneal yolla adjuvanlari vererek
enjeksiyondan 1 hafta sonra dalaklarini ¢ikarilarak tartmis ve ortalama dalak agirhgi
ve hicre sayilarini belirlemigtir. PBS enjekte edilen kontrol grubuna goére dalak
agirliklar ve hucre sayilarinda IFA, CFA, phytol ve PHIS-01 gruplarinda belirgin
artis oldugu gorulmustar [281]. Muttagi ve ark. ticari olarak mevcut aliminyum

hidroksit jeli olan Alhydrogel, aluminyum hidroksit mikropartikulleri ve aliminyum
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hidroksit nanopartikilleri ve kontrol grubu olarak PBS ile yaptiklari ¢alismada,
adjuvanlari farelere 0,16, 1,28, 10,24 ve 81,92 mg/kg dozlarda her grupta 5 fare
olacak sekilde intarperitoneal yolla uygulayarak gruplarin ortalama dalak
agirhklarini saptamislardir. Enjeksiyondan 14 gun sonra alinan dalaklar ile yapilan
analizde nanopartikil formundaki adjuvan uygulanan farelerde, PBS grubuna gore
ortalama dalak agirliginda artis saptanmis olsa da dalaklarin histopatolojik bulgulari

tum gruplar i¢cin normal bulunmustur [282].

ELISA metodu asi ile olusan himoral immun yanitlarin in vitro olarak saptanmasi
ve titrelerin dlcilmesinde siklikla kullanilan givenilir bir yéntemdir. insan, fare,
kobay, tavsan gibi pek ¢ok tlre 6zgu gelistiriimis ve ticari olarak satilan ELISA kitleri
bulunmaktadir. Bu kitler kullanilarak serumda anti tetanoz antikorlari varhg: ve
miktarlari saptanabilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii rehberlerinde igG titreleri 0.01
IU/mI’'nin altinda olan insanlarda korunmanin minimal diizeyde oldugunu, 0,1 1U/ml
Uzerinin ise saglam bir koruma sagladigi belirtiimektedir. insan serumunda tetanoz
toksoidine kars! olugan igG tipi antikorlari saptamak igin gelistirilmis 5 adet farkli
ELISA kitinin karsilastirildigi Perry ve ark. yapti§i calismada kitlerin performans
karsilastirmasi yapilabilmistir [283]. Farzad ve ark. CBA/Ca ve Balb/c tirl farelerde
yaptiklari ¢calismada biri asi digeri purifiye tetanoz toksoidi olan iki gesit tetanoz
toksoidi ile immunize ettikleri farelerde, gesitli zamanlarda fare serumlar elde
ederek farkli izotiplerdeki antikor yanitlarini degerlendirmistir. igG, IgM ve IgA
tipindeki antikorlar ELISA metodu ile saptanmistir [156]. Calismamizda hem SK
hem de IP enjeksiyon yapilan tiim asi gruplarinda anti tetanoz igG ve anti difteri igG
antikorlarinin varligi ve konsantrasyonlari saptanmistir. SK enjeksiyonda en yluksek
anti tetanoz antikoru titresi Td+Alum grubunda bulunmustur. Bu grup ayni zamanda
en yiiksek CD19 molekiil ekspresyonuna sahip olan gruptur. Anti difteri igG antikor
titreleri karsilastirildiginda ise gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. iP
enjeksiyonda da SK enjeksiyona benzer sekilde gruplar arasinda hem tetanoz hem

de difteri antikor konsantrasyonlari agisindan bir fark bulunmamistir.

Toksoid asilar ile olusan antikorlarin notralizan 06zellikte olmasi onemlidir.
Antikorlarin ndétralizan etkisi in vitro ya da in vivo yodntemler kullanilarak
belirlenebilmektedir. Pasif hemaglutinasyon, ELISA, toksin baglanma inhibisyonu

(TOBI: toxin-binding inhibition) testi gibi yontemler, antikorlarin noétralizasyon
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etkinliklerini saptamada kullanilmaktadir. in vivo olarak c¢ogunlukla asi ile
immunizasyon sonrasi deney hayvanina ilgili toksinin verilerek sagkalimlarin
belirlenmesi olarak test edilen “challenge” deneyleri kullaniimaktadir. in vitro toksin
nétralizasyon belirlemede ise hayvanlar immunize edilerek elde edilen serumlarinin
in vitro ortamlarda toksinleri nétralize etme kapasitesi Olgliimektedir. Bu amagla
VERO hicreleri gibi difteri toksinine duyarli oldugu bilinen hicre hatlari kullanilarak
sitotoksisite deneyleri yapilmaktadir [152-154]. ELISA yontemi ile varhgini tesbit
ettigimiz anti tetanoz ve anti difteri antikorlarinin nétralizan 6zellikleri de ¢galismamiz
kapsaminda yapilan tetanoz toksini “challenge” deneyi ve difteri toksini in vitro toksin

notralizasyon deneyi ile gosterilmigtir.

“Challenge” testleri ile test edilen asinin referans asiya gore potensi paralel dogru
analizi ile saptanabilmektedir [153, 226]. Ozcengiz ve ark. liyofilize adsorbe DT, Td,
TT aslilari testinde karsilastiriimali olarak sivi adsorbe TT asisini kullanmiglardir. Bu
asllari 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 olarak sulandirip her sulandirimdan 10’ar adet her biri
17-22 gr olan farelerin derialtina 0,5 ml enjekte etmislerdir. Bagisiklanmayan 10
adet fareyi toksin kontrolii olarak kullanmiglardir. immiinizasyondan 40 giin sonra
100XLDso/0,5ml dozu ile farelerdeki 6lG ve canli fare sayisini belirleyerek,
sonuglarini referans aldiklari asiya goére paralel dogru metodu ile IU olarak
saptamislardir. DTB asisini 144.86 IU, DT asisini 116.5I1U, Td asisini 98.25 U ve
TT asisinl 96.2 U olarak bulunmustur [284]. Choi ve ark. 2018 yilinda yaptiklari
calismada ulusal referans standartlari kullanarak erigkin tip difteri ve tetanoz toksoid
asilarinin potensini belirledikleri calismada referans tetanoz toksoidi 2,5 1U/ml
olacak sekilde hazirlayarak seri dilisyonlari ile fareleri immunize etmistir.
immiinizasyondan 28 giin sonra 100 LDso/0.5 ml tetanoz toksini farelere verilerek 4
gun boyunca izlenmigtir. Toksinin de 100 LDsodozunun 1/10, 1/50, 1/250 ve 1/1250
dilisyonlarini yaparak farelere subkitan yolla enjekte etmis, 4 gin boyunca
izlemislerdir. Sonuglar degerlendirilmis ve asilarin potensleri hesaplanmigtir [285].
Calismamizda da fareler Td-VAC ve TD+Alum asilari ile SK yolla immunize
edilmistir. Immiinizasyondan 5 hafta sonra farelere 50xLDso tetanoz toksini
subkltan yolla verilerek fareler 4 glin boyunca gozlemlenmistir. Her iki grupta da 6
adet farenin hig¢ birinin 6lmedigi gértlmuas ve hem ticari agi hem de test edilen asi

ile %100 koruma saglandigi saptanmistir.



135

In vitro toksin notralizasyon testi ile elde edilen serum titre ortalamalari
karsilastirildiginda, asilarin hem sulandirim yapilmadan uygulanan dozlarinda hem
de uygulanan 1/25, 1/50 ve 1/100 sulandirimlarda ticari asi ile gelistirilen Td+Alum
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gorulmemigtir. Wenzel ve ark. difteri
toksinine karsi gelistirdikleri monoklonal antikorlarin notralizasyon kapasitelerini
belirlemek igin in vitro toksin nétralizasyon testini VERO hucrelerinde MTT yontemi
ile test etmislerdir. Gelistirdikleri monoklonal antikorlardan 22 tanesinin 4XMSD
difteri toksini dozunu kullanarak notralizasyon kapasitesini 3.3 pM ile18.8 yM
arasinda bulmuslardir [251]. Dular 1993 yilinda yaptigi bir calismada farkl Ureticiler
tarafindan Uretilen kombine asilarda in vivo toksin nétralizasyon ve VERO hcresi
yontemlerini karsilastirmali olarak kullanarak difteri toksoidi potensini belirlemigtir.
Kobaylar kullanilarak yapilan ¢alismada immunizasyondan 4 hafta sonra serumlar
alinarak VERO hcresi yontemi ile asilarin ortalama potenslerini 0,588 IU/ml olarak

saptamigstir [286].

Bu tez calismasi kapsaminda yapilan challenge ve in vitro toksin nétralizasyon
testleri ile ticari asi ve gelistirilen asilarin immun yanitlarinin karsilastirmasi
yapiimistir. Bu testlerden elde edilen veriler, gelistirilen asilarin potenslerinin
belirlenebilmesi i¢in dnemli bir yol gostericidir. Ayrica gelistirilen asilarin en az
piyasada mevcut bulunan ticari asi kadar koruyucu etkinligi oldugu saptanmistir.

Tetanoz asisinin koruyucu etkinliginin belirlendigi “challenge” testi icin kullanilacak
olan tetanoz toksininin LDso ve PDso dozlarinin bilinmesi gerekmektedir. Tez
calismasi kapsaminda da kullanilan tetanoz toksininin LDso ve LDioco dozlari
belirlenmigtir. DSO tetanoz toksininin LDso belirleme kriteri olarak, enjeksiyon
yapilan gruplardaki farelerin 4 gun icerisinde %50’sini 6lduren en dusuk dozu olarak
(LDso) belirlemistir. PDso ise farelerin %50’sinde 4 gun igerisinde paraliz bulgusu
olusturan en disuk doz olarak ifade edilmektedir [152, 153]. Buna gore tetanoz
toksininin LDso degeri 1.2 ng/0,5ml ve PDso degeri ise 0,1ng/0,5 ml olarak
bulunmustur. Yu ve ark. rekombinant olarak urettikleri tetanoz toksini ile bizim
calismamiza benzer sekilde vyaptiklari LDso saptama c¢alismasinda tetanoz
toksininin LDso dozunu 15,8 ng/kg olarak bulmustur [287]. Ayrica saptanan LDso
degeri ile yapilan “challenge” deneyinde kullanilan dozun dogrulamasi da

yapiimistir. immiinize edilmeyen fareler toksin kontrolii olarak kullanilarak, farelere
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50XLDs0/0,5ml dozu, 1/160, 1/50 ve 1/16 seklinde sulandirimlarla uygulanmistir. En
yuksek dozda farelerin timu oldugu goértlmustar. 1/50 sulandirmada ise LD50
dozuna kargilik gelecegi icin farelerin yarisinin 6lmesi beklenmektedir. Beklendigi
sekilde, 1/50 sulandirmada farelerin yarisi 6lmustar. 1/16 sulandirrmda ise higbir
farenin 6lmedigi gorlimustir. Boylece kullandigimiz tetanoz toksininin etkinligi de

yeniden ispatlanmistir.

Pek ¢ok memeli taru difteri toksinine duyarli olmasina ragmen, fare ve ratlar dogal
olarak difteri toksinine direncglidir. Cha ve ark. transgenik olarak Urettikleri farelere
difteri toksininin baglanabilecedi bir reseptdér genini aktararak duyarli hale
getirmislerdir [288]. DSO de difteri agilarinin tretim ve kalite kontrol asamalarinda
test etmek icin, difteri toksininin fareler Uzerinde test edilmesinin mimkin
olamayacagini ve kobaylar uzerinde denenmesi gerektigini sdylemektedir. Letal ya
da non-letal difteri toksin calismalarinin kobaylar Gzerinde yapilmasinin yaninda,
difteri toksininin VERO hucreleri Uzerindeki sitopatik etkisi sebebiyle alternatif
yontem olarak kullanilabilecegini belitmektedir. Toksoid aslilar ile immunize edilen
farelerin serumlar ile difteri toksini nétralize edilerek VERO hicrelerinde sitopatik
etkileri belirlenmektedir. Oncelikle minimum sitopatik doz (MSD) belirlenerek
toksinin etki dozu saptanir. Difteri toksini ile 6 gin boyunca inkiibe edilen VERO
hlcrelerinde saptanan sitopatik etki MTT yontemi kullanilarak belirlenmektedir.
[152]. Hoy ve ark. 1994 yilinda yaptiklari galismada difteri toksininin sitopatik etkisini
bu yéntemi kullanarak 20 pg/ml olarak saptamis ve etkinligini gostermislerdir [289].
Calismamizda kullanilan difteri toksininin minimum sitopatik dozu (MSD) MTT

yontemi ile 0,016 Lf/ml olarak bulunmustur.

Calismamizda kullanilan antijenlerin miktar belirleme c¢alismalari amaciyla
kullanilan Lowry protein yontemi, en ¢ok kullanilan protein tayin yontemlerinden
biridir. Oliver H. Lowry tarafindan bulunan bu yontemde, bazik ortamda proteinlerin
peptit baglarindaki azotlarin bakir iyonlariyla mor renkli kompleks olusturmasi
ilkesine dayanir. Olusan renk ile kantitatif 6lcim yapilabilmektedir. Calismamizda
kullanilan toksinlerin konsantrasyonlar difteri toksini igin 1,34 mg/ml, tetanoz toksini

igin ise 1,49 mg/ml bulunmustur.
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DSO difteri, tetanoz ve bogmaca asilarinin Uretim ve kalite kontrol klavuzunda
toksoidlerin ve toksinlerin antijenik glctu ve saflidi ve ayrica antijen igerigi,
flokUlasyon (Lf) birimleriyle ifade edildigini, tanim olarak da 1 Lf birimi, 1 Lf esdegeri
spesifik antitoksin ile en kisa surede flokulasyon olusturan toksoid (veya toksin)
miktari olarak belitmektedir. Flokulasyonun ilk goruldugu ana kadar gegen zaman
ise Kf de@eri olarak belirlenmistir [152, 226]. Lf ve Kf degerleri her Uretim
asamasinda ve lotlarda farkli sekilde olabilir. Chellamani ve ark. tetanoz toksin
uretiminin standardizasyonu g¢alismalarinda farkli besiyeri ortamlarini test ederken
cesitli zamanlarda Uretip saflastirdiklari toksinlerin Lf cinsinden konsantrasyonlarini
30 Lf/ml ile 70Lf/ml arasinda degisen miktarlarda saptamislardir. Toksinlerin Kf
degerleri ise 9-40 dakika arasinda degisen zamanlar olarak belirlenmistir [290]. Bu
tez calismada DSO tarafindan 6nerildigi sekilde yapilan flokilasyon testleri ile difteri
ve tetanoz toksinlerinin Lf cinsinden degeri tetanoz toksini igin 50Lf/ml, difteri toksini
icin 60Lf/ml olarak bulunmustur. Ozcengiz ve ark. yaptiklari adsorbe tetanoz asisi
proses gelistirme ve Uretim calismalarinda DSO 6nerdigi sekilde 40-200 Lf/ml
arasinda degisen miktarlarda ve 15-45 dk arasinda degdisen zamanlarda Lf ve Kf
degerleri bulmuslardir [291]. Calismamizda da tetanoz toksini 50 Lf/ml ve Kf degeri
5 dakika olarak bulunurken, difteri toksini 60Lf/ml ve Kf degeri 15 dakika olarak

mevcut literatur ile uyumlu bulunmustur.

Sodyum dodesil silfat poliakrilamit jel elektroforezi farkh molekuler agirliktaki
proteinlerin gosterilebilmesi i¢in siklikla laboratuvarlarda kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde proteinler bir gu¢ kaynagi yardimi ile yuklerine gore ayristirilir. Bir belirte¢
yardimi ile molekdl agirliklari saptanabilir. Biz de c¢alismamiz kapsaminda
antijenlerimizi gosterebilmek amaci ile SDS-Page Jel elektroforezi gergeklestirdik.
Helting ve ark. yaptiklari ¢alismada tetanoz toksininin indirgenmemis kosullarda
150kD agirhginda bir protein oldugunu, yaklagik 100kD ve 50kD agirliklarinda alt
Uniteleri oldugunu SDS-PAGE jelde gostermistir [292]. Guilhen ve ark. ise 2014
yihinda yaptiklar tetanoz ve difteri toksinlerinin Uretim proseslerinin karakterize
ettikleri bir diger calismada farkli Uretim zamanlarinda elde ettikleri tetanoz
toksidlerini SDS-PAGE jelde goruntilemis ve olusan bantlari géstermislerdir. Bu
¢alismada da 150kD, 55kD, 60kD, 70kD ve 50kD altinda farkh agirliklarda protein
bantlari saptanmistir. Guilhen ve ark. 150kD, 100kD ve 50kD agirhdindaki bantlarin

tetanozun daha 6nce de tanimlanan agir zincir, hafif zincir ve tum toksine ait bantlar
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oldugunu, olusan diger bantlarin da U¢ sebebi olabilecegini agiklamislardir. Birincisi
bu bantlar toksin digindaki C.tetani proteinleri ile ilgili olabilir, ikincisi toksin hafif
zincirinin - olusturuldugu besiyerindeki diger baska molukellerle kompleksler
olusturabilecegi, uUcgUncusu de toksin agir zincirinin pargalanmig formlari
olabilecegidir. Bu parcalanmanin uretim ya da izolasyon asamalarinda olabilecegi
disundlmustir [293]. Calismamizda da benzer sekilde tetanoz toksini
indirgenmemig kosullarda 150 kD agirliginda bir bant ve 75-40 kD arasinda degisen
agirliklarda bantlar olarak gérilmustir. Indirgenmis kosullarda 150kD agirhginda
silik bir bant ve 100-37kD agirliklari arasinda degisen agirliklarda bantlar olustugu
gorulmustir. Tetanoz standart toksoidi de indirgenmemis kosullarda 150-250kD
belirtecler arasinda silik bir bant ve 100-75kD belirtegler arasinda bir bant olarak
g6rilmistir. indirgenmis kosullarda ise toksoid 150kD agirliginda tek bant olarak
saptanmistir. Calismamizda kullanilan toksinlerin ve standart toksoidin SDS-PAGE
jelde olusturdugu bantlarin tetanoz toksinine ait oldugunu dogrulamak amaciyla
western blot analizi yapimigtir. Tetanoz toksinine karsi gelisen insan
immunoglobulinlerinden olusturulan DSO standartinin  primer antikor olarak
kullanildigi analizde gorulen tum bantlarin tetanoz toksin ve toksoidine ait oldugu
teyid edilmigtir. Western blot yonteminde kullanilan, aranilan proteine 6zgu

antikorlar sayesinde proteinlerin spesifik olarak gosterilmesini saglanmaktadir [268].

Difteri toksini yaklasik olarak 58-62 kDa agirhidindadir. Collier ve ark. difteri toksinini
yapl ve aktivitesini arastirdiklari galismalarinda saflastirma sonrasi toksinin yaklasik
63kD agirhginda bir bant olarak goéruldiguni séylemiglerdir [294]. Yine Guilhen ve
ark. difteri toksoidini SDS-PAGE’de gosterdikleri galismalarinda 53kD agirliginda bir
bant ve cgesitli agirliklarda bagskaca bantlar saptamislardir. Western blot ile
dogrulamasini yaptiklari analizlerinde 53kD’luk bantin toksoide ait oldugunu
gOstermislerdir [293]. Biz de ¢alismamizda difteri standart toksoidi ve toksinini SDS-
PAGE jelde 50-75kD belirtegler arasinda saptadik. Ayrica difteri toksoidi yUksek
molekiler agirlikta bir bant olarak gériilmistir. indirgenmemis kosullarda olusan bu
yuksek molekil agirhgindaki bantin toksoid olusturmada kullanilan formaldehitin
proteinleri kompleks hale getirmesinden kaynaklandigi dusunulmektedir.
Formaldehit fikse edici, stabilize edici ve ¢apraz-baglayici (crosslinking) bir ajan
olarak protein ile karistiridiginda, metilen kopraleri ile molekul igi ve molekuller arasi

capraz baglanmalara sebep olarak etki gostermektedir. Formaldehit ile muamele
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edilen toksoidler bu nedenle muamele edilmemis toksinlere gore daha yuksek
molekuller agirlikta goérilebilmektedir [295]. Western blot galismasiyla yapilan
dogrulamada, kullanilan DSO insan anti difteri imminoglobunlerinden olusan

antitoksin ile saptanan bantlarin difteri toksin ve toksoidine ait oldugu ispatlanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Eriskin tip tetanoz ve difteri (Td) asilari ile elde edilen sonuclar

Erigkin Tip Difteri-Tetanoz toksoid asisinin aliminyum hidroksit ve kalsiyum fosfat
adjuvanlari igeren formlari ile piyasada mevcut olan Eriskin tip Difteri tetanoz asisi
(Td-VAC) ile olusan immun yanitlar kargilastirildi. Asilarin 30 gun ara ile yapilan Gg
doz subkutan ve ¢ doz intraperitonel uygulama sonuglari elde edildi. Td+Alum ve
Td+CAP gruplarinda dalak agirliklarinda ve elde edilen dalak mononikleer hticre
sayllarinda SF enjeksiyonu yapilan kontrol grubuna goére artis saptandi. Asilara
kargl olusan immun yanitta rol alan T hucrelerin CD4 ve CD8 ve B hucrelerdeki
CD19 molekul ekspresyon oranlari akim sitometri yontemi ile g0sterildi.
intraperitoneal enjeksiyon yapilan asi gruplarinda kontrole gére artan CD4* T hiicre
orani ve artan CD19* B hiicre orani saptandi. Subkitan enjeksiyon yapilan
gruplarda da kontrol grubuna goére artan CD19* B hucre orani gosterildi. Hem SK
hem de IP enjeksiyonlarda tiim asi gruplarinda hem difteri hem de tetanoz
toksoidlerine karsi olusan igG tipinde antikor yanitlari ELISA ydntemi ile gésterildi.
Ayrica tetanoz toksini ile yapilan “challenge” testi ve difteri toksini ile yapilan in vitro
toksin noétralizasyon testi ile tim asilarin koruyucu etkinlikleri saptandi. Boylece
geligtirilen asilarin olusturdugu immun yanitlar gosterildi. Yapilan bu preklinik
calismalar dogrultusunda, gelistirilen asilarin faz calismalarinin yapilabilecegi
dusunulmektedir. Ayrica elde edilen veriler dogrultusunda gelistirilen agilarin patent

basvurulari EK-2'de sunulmustur.

Antijenler ile elde edilen sonuclar

Tetanoz toksininin miktari Lowry protein yontemi ve flokllasyon testi ile saptanarak,
1.49+0.3 mg/ml ve 50 Lf/ml olarak bulundu. Toksinin safligi ve molekiler agirhgi
SDS-PAGE yontemi ile standart toksoid ile karsilagtirmali olarak gosterildi. Toksinin
150kD agirhgindaki agir zinciri ve 100kD ve 50kD agirligindaki hafif zincirleri
gosterildi. Western blot yontemi ile bantlarin timunin toksine ait bantlar oldugu
tesbit edildi. Tetanoz toksininin etkinligi hem LDso belirleme ¢alismasinda hem de
“challenge” deneyi sirasinda gosterildi. Toksinin LDso degeri 1,2ng/ml, PDso degeri
ise 0,1ng/ml olarak saptandi. Bulunan LDso degeri agilarin etkinliginin gosterilmesi
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calismalarinda 50X LDso dozu olarak kullanildi. Difteri toksininin de tetanoz toksini
ile benzer sekilde miktari Lowry protein yontemi ve flokllasyon testi ile saptanarak,
1.34£0.1 mg/ml ve 60 Lf/ml olarak bulundu. Toksinin safligi ve molekuler agirligi
SDS-PAGE yontemi ile standart toksoid ile karsilastirmali olarak gdsterildi. Difteri
toksininin indirgenmemis kosullarda yaklasik 58kD agirliginda tek bir bant oldugu
gosterildi. Western blot yonteminde kullanilan anti difteri toksin insan
immunoglobulinlerinden olusan standart antitoksin ile SDS-PAGE yonteminde
gosterilen bantin toksine ait oldugu gosterildi. Difteri toksininin  VERO-E6
hlcrelerindeki sitopatik etkisi MTT yontemi ile gdsterildi ve MSD 0,016Lf/ml olarak
bulundu. Bulunan bu konsantrasyon ile 4XMSD konsantrasyonu kullanilarak
agilarin etkinlik belirleme galigmalar gerceklestirildi. Boylece kullanilan antijenlerin

de etkinlikleri gosterildi.
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BULUS SAHIPLERI

Ad Soyad/Unvan
TC Kimlik/Vergi No
Uyruk

Telefon

Adres

Ad Soyad/Unvan

EMIN UMIT BAGRIAGIK

35944149324 Gizlilik Beyani Hayir
TURKIYE Bagvuru Hakki Beyani Hizmet iligkisi
5443705770 E-Posta eubagriacik@yahoo.com

GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESi IMMUNOLOJI ANABILIM DALI YENIMAHALLE ANKARA TURKIYE

NiHAN ORUKLU

TC Kimlik/Vergi No 14857024034 Gizlilik Beyani Hayir

Uyruk TURKIYE Basvuru Hakki Beyani Hizmet iligkisi

Telefon 5367616431 E-Posta nihanoruklu@gmail.com

Adres GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI IMMUNOLOJI ANABILIM DALI YENIMAHALLE ANKARA TURKIYE

Ad Soyad/Unvan MELEK YAMAN

TC Kimlik/Vergi No 51337300912 Gizlilik Beyani Hayir

Uyruk TURKIYE Basvuru Hakki Beyani Hizmet iliskisi

Telefon 5579075025 E-Posta yamanmelek84@hotmail.com

Adres GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI IMMUNOLOJI ANABILIM DALI YENIMAHALLE ANKARA TURKIYE
VEKIL BILGisi

Unvan FARMAPATENT LIMITED SIRKETI.

Vergi Numarasi

3850515764

FATURA DUZENLENECEK BASVURU SAHIBI

Ad Soyad/Unvan
Tc Kimlik/Vergi No

FARMAPATENT LIMITEDSIRKETI
3850515764



EK-2. (devam) Patent Basvurusu Formlari

DEKONT BILGILERI
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Dekont Numarasi

33470412464-636842

UCRET BILGILERI

Hizmet
Patent Bagvuru Ucreti
Arastirma Raporu Diizenlenmesi Ucreti

(Gergek Kisiler icin 10, Universiteler igin
100 Basvuruya Kadar)

okutarak kontrol edebilirsiniz.

Miktar

B.Fiyat
TRY 50.00
TRY 350.00

GENEL TOPLAM

# * Bu evrak Tiirk Patent ve Marka Kurumu tarafindan olusturulmustur.
« ** Evrakin dogrulugunu https://epats.turkpatent.gov.tr/run/TP/DOGRULA/goruntule?ID=B7AAF22D88CA7D56E0535A01A8C017D7 adresinden veya QR kodu

Tutar
TRY 50.00
TRY 350.00

TRY 400.00

2020.625042 30-12-2020
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler:

Adi Soyadi : Nihan ORUKLU

Uyrugu ' T.C

Dogum Tarihi ve Yeri :17.11.1984 Denizli

Medeni Hali : Bekar

Tel : 0536 761 64 31 /

E-mail : nihanoruklu@gmail.com

Egitim

Derece Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi

Doktora Gazi Universitesi Tip  Fakiltesi Devam ediyor
Immunoloji Anabilim Dall

Yuksek lisans Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi 2010
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal

Lisans Abant izzet Baysal (_Jniversitesi Fen- 2007
Edebiyat Fakultesi Ingilizce Biyoloji
Bolumu

Lise

is Deneyimi

Yil Yer Gorev

2019-Halen Gazi Universitesi Tip Fakultesi immunoloji Ogretim Gérevlisi
Anabilim Dali

2013-2019 Gazi Universitesi Tip Fakdiltesi immUnoIojiAra§t|rma Asistani
Arastirma Laboratuvari

Mart 2012-Ekim 2012 Salubris A.$ Ar-Ge Personeli

2007-2011 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Ggniillii Arastirma
Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Hacettepe agistani
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarlari

Mart-Nisan 2007 Nobelfarma ilag Sanayi ve Ticaret A.S.  Mikrobiyoloji

Laboratuvari
Stajyeri
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Yayinlar

Uluslararasi SCI/SCIE indeksleri tarafindan taranan hakemli dergilerde

yayinlanan makaleler:

. Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome in Children with Nonmalignant

Organomegaly, Chronic Immune Cytopenia and Newly Diagnosed Lymphoma.
Kaya Z, Isik M, Oruklu N, Kirkiz S, Bagriacik EU, Allende LM, Diaz-Madrofiero
MJ, Ruiz-Garcia R, Pinarli FG, Gogun Uyar P, Kocak U. Turkish Journal of
Hematology. 2020 Dec 30. doi: 10.4274/tjh.galenos.2020.2020.0618.

. Design and synthesis of some new carboxamide and propanamide derivatives

bearing phenylpyridazine as a core ring and the investigation of their inhibitory
potential on in-vitro acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase. Kilic B,
Gulcan HO, Aksakal F, Ercetin T, Oruklu N, Umit Bagriacik E, Dogruer DS.
Bioorganic Chemistry. 2018 Sep;79:235-249.

Evaluation of serum procollagen C-proteinase enhancer 1 level as a fibrosis
marker in patients with chronic hepatitis B. Gokce O, Ozenirler S, Atak Yucel A,
Oruklu N, Yilmaz Esendagli G, Karahan S. European Journal of Gastroenterology
& Hepatology. 2018 Aug;30(8):918-924.

Design, Synthesis and Investigation of New Diphenyl Substituted Pyridazinone
Derivatives as Both Cholinesterase and AB-Aggregation Inhibitors. Kilic B,
Erdogan M, Gulcan HO, Aksakal F, Oruklu N, Bagriacik EU, Dogruer DS. Journal
of Medicinal Chemistry. 2018 May 23.

The Effects of Local and Systemic Growth Hormone Treatment on Germ Cell
Population and Fertility in an Experimental Unilateral Testicular Torsion and
Orchiectomy Model. Ates U, Gollu G, Bingol-Kologlu M, Billur D, Kucuk G, Oruklu
N, Bagriacik U, Hasirci N, Dindar H. Journal of Urology. 2015 Dec;194(6):1816-
22.

Kitap Bolumii

1.

iptestinal Homeostaz: Mikrobiyota ve immi]n Sistem Etkilesimleri. Bagriacik EU,
Oruklu N. Karakus R, editor. Mikrobiyota Immunolojisi. Ankara: Turkiye Klinikleri;
2018. p.70-5.

. COVID-19 ve T lenfosit cevaplari. Bagriagik EU, Yaman M, Oriikli N. Atak Yiicel

A, editér. immiinoloji ve COVID-19. 1. Baski. Ankara: Turkiye Klinikleri; 2020. p.9-
14.

COVID-19 ve B lenfosit cevabi. Yaman M, Oriikli N, Bagriagik EU. Atak Yiicel
A, editor. Immunoloji ve COVID-19. 1. Baski. Ankara: Turkiye Klinikleri; 2020.
p.22-7.
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Ulusal ve Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitaplarinda

Basilan Bildiriler:

. Oriikli N, SENER B. Kistik Fibrozis (KF) Olgularindan Izole Edilen Pseudomonas

Aeruginosa Suslarindahipermutasyon: Kronik Enfeksiyon Ve Antibiyotik Direnci
lle lliski, Poster Sunumu, 10.antimikrobik Kemoterapi Gunleri, 20 Nisan 2012.

. Tan G, Yaman M, Oriikli N, Saglam N, Bagriagik EU. In vitro cytotoxicity of gold

ions and gold nanopatrticles on human bone marrow-derived mesenchymal stem
cells. Journal of Biotechnology 208 (2015) S5-S120

. Tan G, Saglam N, Yaman M, Orikli N, Bagriagik EU. Toxic effects of gold

nanoparticles and gold ions in human umbilical cord derived mesenchymal stem
cells. Journal of Biotechnology 208 (2015) S5-S120.

Bagriactk EU, Bagriagik Y, Orikli N, Yaman M. Development and
characterization of monoclonal antibodies specific for human leptin. Journal of
Biotechnology 208 (2015) S5-S120.

Bagriacik EU, Orukli N, Yaman M, Bagriagik Y. Development of a quantitative
immunoassay for measuring surface antigen of hepatitis B virus in human serum
and plasma by using two new monoclonal antibodies. Journal of Biotechnology
208 (2015) S5-S120.

Aluminum hydroxide and calcium phosphate adjuvants in adsorbed tetanus and
diphtheria vaccines: Immunologic vs histopathologic effects. Emin Umit
Bagriacik, Nihan Oruklu, Melek Yaman and Resul Karakus. J Immunol May 1,
2020, 204 (1 Supplement) 166.28.

. Neoantigens derived from differential mutations of invasive ductal carcinomas

with axillary lymph node metastasis. Emin Umit Bagriacik, llker Ermis, Ozgur
Ekinci, Cansu Girgin, Nihan Oruklu and Orhan Bayram J Immunol May 1, 2020,
204 (1 Supplement) 242.52.

Ulusal ve Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan Sozlu Bildiriler

1.

Bayram M, Ozek A, Yaman M, Oriikli N, Bagriacik EU. TSHR Expression on
Mesenchymal Stem Cells Isolated from Umblical Cord of a Baby Born with
Congenital Hypothyroidism. TMFM-P Perinatal Medicine 2015, Istanbul, Turkey.

. Bagriacik EU, Yaman M, Orikli N. Development and characterization of

monoclonal antibodies specific for vascular endothelial growth factor. European
Biotechnology Congress May 2017.
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