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ONSOZ

Hepatit B ylzey antijeni i¢eren mannan kapl lipozomlarin adjuvant ozelliklerinin
arastirilmast ile lenfosit altgruplarinin tayini adh bu projede farkli sekerlerle kaplanmis
degisik lipozomal formulasyonlarin hucresel ve sivisal badisikhik uzerindeki etkiler
incelenmis, ayrica T-lenfosit altgruplarinin 151k mikroskopisi yoluyla yine lipozom igeren bir
sistemle sayilmalarina yonelik bir sistem gelistirilmeye ¢aligilmistir. Bu projede yer alan
calismalarin tamami TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje No: TBAG-1584) ve tiim
deneyler ODTU Biyoloji Bolimii, Biyoteknoloji Arastirma Unitesi, Biomateryal
Laboratuvarinda yuritilmuistir.

Raporun ilk bolimiinde konuya yonelik Iiteratur bigisi, ikinci boluminde Materyal ve
Metodlar, tginci bolumde ise sonuglar sunulmaktadir.

Projenin ilk asamasindaki stabilite tayini deneylerinde aktif yer alan lisans
ogrencilerimiz Sahru Yiksel ve Baris E. Davang'a gostermis olduklar titiz ¢alismadan dolayt
tesekkiir edernim. Projenin son asamasini olusturan lenfosit altgruplarinin tayini deneylerinde
kan oreklerinin toplanmasinda ve incelenmesinde son derece yardimer olan ODTU Saglik
Merkezi Mikrobiyoloji Uzman: Sayin Nusret Taheri ve ¢alisma arkadaslarina i¢ten tesekkur
ederim.

Son olarak da bu projenin gerceklestirilmesindeki her asamadaki degerli katkilarindan
dolay1 Prof. Dr. Vasif Hasiret’ya igten tesekkur edenm.

Dr. Mayda Gursel
Proje Yoneticist

Eviul 1998, Ankara
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Sentetik peptid ve rekombinant asilarin kullamma girmesiyle birlikte yeni iminolojik
adjuvant sistemlerine duyulan ihtiyag bu tiir agilara karsi ozellikle hicresel bagisiklik
yeterince saglanamadigindan artmistir. Bu sebeple, bu projede daha once yapilan calismalarda
adjuvant ozelligi kanitlanmis lipozomal sistemin kullamiminin yanisira hiicresel bagisikhg
arttirabilecek yeni bir ajarun (oksitlenmis mannan) da bu sisteme kombine edilerek denenmesi
amaglanmistir. Bu tur bir adjuvant formulasyonunun basanli olmas: halinde degisik tip
antijenlere kargi hicresel imuniteyi ayn: anda arttirmak mimkiin olacaktir. Ayrica bu
formiilasyon kanser asilart i¢in de uygun bir adjuvant sistem olarak disiniilebilir. Elde edilen
sonuglar, oksitlenmis mannan kaph lipozomlarin sivisal degil de hicresel bagisikhigi
indikledigini gostermistir.

Projenin ikinct kisminda ise T hucrelerinin alt popilasyonlarinin tayini amaciyla yeni bir
metod gelistirilmesi amaglanmistir. Bu metod, ylizeylerinde lenfosit altgruplarina karsi
gelistirilmis monoklonal antikor bagh igeride de renkli ¢6ziinmeyen urin olusturabilecek
enzimlerin enkapsule edildigi lipozomlarin kullanimiyla lenfositlerin ¢evresinde lipozom
rozetlerinin olusturulup bunlarin mikroskop altinda sayimini esas almaktadir. Her bir
monoklonal antikor tipi igin lipozom igerisine farkli bir enzim (veya boya) enkapsile
edilmistir. Bu yontemle lenfosit altgruplarinin géruntillenmesine yonelik calismalar da bu

raporda ver almaktadir
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ABSTRACT

With the development of synthetic peptide and recombinant vaccines, the need for new
immunological adjuvants also increased due to especially the lack of generation of cell-
mediated immunity to such vaccines. For this reason, in this project use of liposomes as
previously established immunological adjuvants together with a new agent (oxidized mannan)
that can augment cell-mediated immunity is aimed. If this adjuvant system proves to be
successful, it would be possible to increase the cell-mediated immunity to a variety of
antigens simultaneously. The results show that oxidized mannan coupled liposomes are
capable of stimulating only the cell-mediated immunity, but not humoral immunity.

In the second half of the project, development of a new method for the determination of T-
lymphocyte subsets is aimed. The method is based on the enumeration of lymphocytes under
the microscope that are rosetted with liposomes which contain surface linked monoclonal
antibodies to lymphocyte surface antigens and encapsulating enzymes capable of producing
insoluble, colored products. For each monoclonal antibody tvpe, a different enzyme (or stain)

is encapsulated within the liposomes. Results of these studies are also included in this report.




BOLUM 1: GiRiS

1.1. Amag

Projenin tlk bolumuntn amaci, hepatit B yuzey antijeni model olarak kullanilarak, bir antijene
karst olan Thl agirlikli imun yanitin lipozom ve mannan'in bir arada adjuvant olarak
kullanimiyla artinlmasidir. Bu formilasyonun basarili olmasi halinde, ¢zellikle hicresel
bagisikhigin indiklenmesiyle, koruyucu olabilecek asilar igin farkli antyenler ayni anda
lipozom igerisinde tutuklanabilecek ve g¢oklu asi tasiyici sistem olarak, enjekte edilen antijenin
tiplerinin timine birden imin yanit artabilecektir.

Projenin ikinci kisminda ise lenfosit altgruplarinin tayini i¢in bir kit gelistirilmes:
dusinilmektedir. Mutlak lenfosit altgruplarinin sayimi igin ginimiizdeki en gegerli yol akim
sitometrik yontemdir. Ancak bu aletin ¢ok pahali olmasi ve konuya o6zel teknil eleman
kullammint gerektirmesi, bu metodun ancak tam tesekulli belirh bazi merkezlerde
uygulanabilmesiyle kisitli kalmaktadir. Bu sebeple, mikroskobik ve basit bir yontemin lenfosit
altgruplarinin belirlenmesinde kullanilabilirliginin test edilmest bu projede yer almistir.

1.2. Literatiir Ozeti ve Konunun Onemi:

Lipozomlarin iminolojik adjuvant olarak davrandiklarinin ilk defa 1974'te gosterilmesinden
(Allison ve Gregonadis) sonra, pek ¢ok calisma bu tasiyicilarin degisik antyenler 1gin hem
sivisal hem de hucresel bagisikhigr arttirdiklanim gostermistir (Gregoriadis, 1990) Adjuvant
dzellikleri goz onune alindiginda digerlerine tamamen tstun olabilecek belirli bir lipozom
formiilasyonu yoktur. Lipozomlarin adjuvant olarak davranabilmelerindeki tek sart antijenin
lipozomla enkapsulasyon, pasif adsorpsiyon veva kovalent baglanma yoluyla fiziksel bir

tligkiye girmesidir (Shahum ve Therten, 1988) Ancak lipozomlarin tek baslarina kullanimi




imin yanitt serbest antijene gore arttirmakla birlikte, olusan antikor altgruplarini
degistirememektedir.

Enfeksiyoz bir ajana kars: basanli bir imin yanit olusabilmesi igin hiicresel veya sivisal
(bazen de her ikisi birden) gibi belirli bir tip imin effektor fonksiyonunun aktivasyonu
gerekmektedir. Bagigiklik yanitinin bu iki kolu (hucresel ve sivisal) birbirinden farkl iki tip
yardimci T-hicresi tarafindan regile edilmektedir. Thl tipi hiicresel bagisikhiga yardimci
olurken Th2 tipi ise sivisal bagisikliga yardimer olmaktadir ve bu iki tip birbirlerinden
salgiladiklan sitokin tipleri bakimindan kolayca ayirilabilmektedir (Romagnani, 1997).Thl
tipi klon tipik olarak interliikin-2 (IL-2), interferon gama (IFN-y) ve transforme eden biiyiime
taktorii beta (TGF-B) salgilar ve bu faktorler de hiicresel bagigikhigin karakteristigi olan
gecikmis tip hipersensitivite reaksiyonlarinin gelismesine yardimci olur (O'Garra ve Murphy,
1994). Th2 tipi klonlar ise sivisal bagisiklig: indikleyen IL-4, IL-6, IL-10 ve IL-13 gibi
sitokinler salgilamaktadirlar (Seder ve Paul, 1994). Genelde Thl ve Th2 klonlarinin
salgiladiklar sitokinler birbirlerine karsi olarak calismaktadirlar. Farede immiinoglobiilin
izotip degisiminde temel rol oynayan ug¢ sitokin 1L-4, IFN-v ve TGF-B dir (Snapper ve Mond,
1993). [L-4'4n 1gG, ve IgE uretimine, IFN-v'nin 1gGs, olusumuna, TGE-B'nin ise IgGay ve IgA
tiplerinin sentezlenmesine yardimei olduklari disunilmektedir.

Daha 6nce de belirtildigi gibi lipozomlarin tek baslarina adjuvant olarak kullanimi imiin yanti
serbest antijene gore artirmakla birlikte, Th2 agirhkls bir yaniti (farede yuksek 1gG
seviyesiyle gozlenen) Thl agirlikli bir yone (farede yiksek IgG,. seviyesiyle gozlenen)
cekememektedir. Thl agirlikh bir yanit, sitotoksik T-hiicrelerinin (CTL) aktivasyonu ve
dolayisiyla pek ¢ok hicre igi buylyen patojenin kontrol altina alinmast i¢in gereklidir
(O'Garra ve Murphy, 1994). 1995 yilinda yayinlannus bir ¢alismada (Apostopoulos ve

arkadaslan), bir peptid antjjene Thl (yuksek CTL, dustk antikor) veya Th2 tip (dusiik CTL,




yuksek antikor) yamitlar, antijeni karbohidrat polimeri mannan'a konjige ederek elde
edilmigstir. Kisaca, Thl tip yanit, oksitlenmis mannan kullanildiginda artmis, Th2 tip yanit ise
konjugatta indirgenmis mannan kullanilarak elde edilmistir. Oksitlenmis mannan'in makrota)
uzerindekr aldehit gruplan ve yardimer T-hucreler arasinda Schiff-bazlar olusturarak guglu bir
adjuvant olarak davranabilecegi dusunulmektedir (Rhodes, 1996) Apostopoulos ve
arkadaslarinin ¢alismasinda tek bir antijen mannan'a baglanmistir. Biz ise lipozomlarin
yuzeyine mannan baglayarak hem oksitlenmis mannanin hem de lipozomun adjuvant
ozelliklerini birlestirerek lipozom igerisinde tutuklanabilecek bir veya birden ¢ok antijen
tipine karst olan Thl agirlikli imiin yanit: arttirmay: hedefledik. Imiinizasyon galigmalarinda
model antijen olarak ise Hepatit B ylizey Antjjenini (HBsAg) kullandik.

Lenfositlerin, 6zellikle de CD4 markoru tagiyvan T hicre yuzdeleri, HIV ile enfekte olmus
hastalarda hastaligin asamalarinin tayini, transplantasyon sonrasi hasta takibi ve birincil ve
ikincil imiin yetersizlik diyagnozunda 6nemli bir laboratuvar olgiim yontemidir (Mercolino,
1995). Lenfosit altgruplari, florokom-konjuge edilmis monoklonal antikorlarla isaretlenmis
hiicrelerin akim sitometrisiyle olgulmesiyle tayin edilebilmektedir (Johnson ve arkadaslan,
1995). Bu teknik en gecerli ve hassas yontem olarak kabul edilmekle birlikte bazi teknik
problemleri de vardir Ornegin, mutlak lenfosit sayimlarinda spesimen vasi degisikliklere vol
acmakta, alyuvarlarin vyetersiz pargalanmalari, lenfosit gateinin diger hicrelerle
kontaminasyonu, sonuglarn etkileyebilmektedir. Akim sitometreye alternatif olusturabilecek
daha ucuz ve basit bazi yontemler gelistiriimeye c¢alisiimaktadir (Denny ve arkadaslari, 1995.
Johnson ve arkadaslari, 1995)

T-lenfosit altgruplarinin tayininde kullamilan bir baska yontem de kan filmlerinin enzim igeren
monoklonal antikorlarla incelenmesine dayanmaktadir (Gooi ve Chapel, 1990) Bu yontem

sadece bir 151k mikroskobu ile yapilabilmesine karsin boyanin hiicreler etratinda birikimin
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arttirmak igin yiksek miktarlarda antikor kullanimi gerekliligi ve buna ragmen yetersiz
boyanma ylzinden hassas olmamakta ve tercih edilmemektedir. Bu sebeple, biz, monoklonal
antikorlan lipozom viizeyine konjuge ederek ve lipozomlarin igerisine renkli ¢ozinmeyen
rtin olusturabilecek bir enzim enkapsule ederek boya sinvalini neredeyse 1 milyon kat

arttirmayt amagladik.




BOLUM 2: MATERYAL VE METODLAR

Rekombinant Hepatit B yiizey antijeni (ayw alttipi) Rhein Biotech’ten (Almanya) alinmistir
Mannan, dekstran (17,500 molekiiler agirlik), 3-[(cholamidopropyl)dimethvlammonio]-1-
propanesulphonate (CHAPS) ve kolesterol Sigma Chem Co’dan (Amerika) alinmistir
Peroksidaz konjuge edilmis anti-fare I1gG,. 1gGa, ve 1gGay Sera-Lab (ingiltere) urunleridir

Fare 1L-4 ve IFN-y ELISA kitleri Amersham Life Sciences’tan alinmistir.

2.1. N-(p-aminofenil)stearilamid (APSA) sentezi

APSA’in sentezi Snyder ve Vannier’in (1984) proseduriine uygun olarak gergeklestirilmistir.
iki g p-nitrofenil stearat (NPS) 30 mL dimetilsulfoksil (DMSO) igerisinde 50°C “ta ¢ozilmus
ve bu kansima 0.8 g p-fenilendiamin (PPD) eklenmistir. Bir damla trietilamin (TEA)
ilavesinden sonra soliisyon 50°C ‘ta 2 saat inkibe edilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti 200
mL’lik 2 mL 6 M NaOH ilavesiyle alkalinlestirilmig buzlu distile suyla karistinlmistir. Olusan
san cokelek filtrasyonla toplanmis ve g kere 100 mL absoliit etanol igerinde rekristalize
edilerek saflastirilmistir. Elde edilen son urin kurutulduktan sonra APSA’in varlig
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (APSA 1hik kloroformda ¢ozuldugunde maksimum

dalga bovu 385 nm olarak olgiilmektedir). Prosedur Sekil 2.1°de 6zetlenmistir

S0 C
CH;3 mIJ:olﬂlt HoN NHy ———»
TEA
CH3(CH2) @[ml7 NH, + OH NO>
APSA p-NITROPHENOL

Sekil 2.1. APSA sentezlenme semasi




2.2. Multilamellar lipozomlarin (MLV) hazirlanmas)

MLV ler tipik olarak fosfatidil kolin (16 umol), kolesterol (16 umotl) ve fosfatidiletanolamin
veya APSA’den (3.2 umol)olusacak sekilde asagida belirtildigi gibi hazirlanmistir. Kisaca
kloroform igerisindeki lipid karigimi rotari evaporator yardimiyla ince bir lipid filmine
donustiirilmus, residuel organik solvent lipid filminin nitrojen gazina taabi tutulmasiyla
uzaklastiritlmustir. Lipid filminin rehidrasyonu 2 mL distile suyla gergeklestirilmis ve MLV
olusumu lipid filminin cam kirecikler araciifiyla bozulmasiyla saglanmistir. Lipozom

olusumunun tamamlanmast i¢in oda sicakliginda 1 saat beklenmistir.

2.3. Kii¢iik tek katmanh lipozomlarin (SUV) hazirlanmasi

Yukarida m,am:_a_w_ gibi hazirlanan MLV’ler 19 mm’lik proba sahip sonikatorde 10 adet 1
dakika calisma-30 saniye bekleme dongusinden gegirilerek SUV’ler olusturulmustur.
Hazirlanan SUV’ler 2,500 rpm’de 7 dakika santrifiy edilmis ve boylelikle sonikasyon

sirasinda probdan dokiilen titanyum partikulleri uzaklastinimistir.

2.4. Dehidrasyon-rehidrasyon lipozomlarinin (DRY) hazirlanmasi

DRV hazirlanmasi Kirby ve Gregoriadis’in (1984) metoduna gore gergeklestirtimistir. Kisaca,
vukarida belirtildigi gibi hazirlanan SUV’ler 1 mL tostat tamponlu salin (PBS, 0.1 M, pH 7.4)
icerisinde yer alan enkapsule edilecek malzemeyle (antijen veva enzim gibi) kanstinlmis, -
20°C’ta dondurulmus ve bir gece boyunca tamamen kurumug bir toz olusana kadarfreeze-dry
edilmistir. Olusan toz 0.1 mL distile su kullamlarak rehidre edilmis ve bu oda sicakliginda
yarim saat bekletilmistir. Bu surenin sonunda 0.1 mL PBS ilave edilmis ve yine ayni
sicakhkta bir yanim saat daha beklenmistir 0.8 mL’lik PBS ilavesinden sonra enkapsule

edilmemis malzeme lipozomal fraksiyondan ultrasantrifu) yoluyla (27,300xg, 20 dakika)




uzaklastinlmistir. Lipozom peleti iki kere PBS ile (6 mL) yikanmustir. Enkapstlasyon veya
ylizeye baglanma verimleri yikama suyundan proteyinler i¢in bigingoninik asit protein tayin

yontemiyle, polisakkaritler igin 1se fenol-silfirik asit yontemiyle gerceklestirilmistir.

2.5. PolisakKkaritlerin lipozom yiizeyine kovalent baglanmasi

Oksitlenmis polisakkaritlerin lipozom yuzeyine baglanmasi, bu sekerlerin lipozomlarla
inktibasyonu yontemiyle gergeklestirilmistir Kisaca, mannan veya dekstran (20 mg) sitrat
tamponlu salin (1 mL, 0.05 M, pH 5.5) igerisinde ¢o6ziilmiis ve NalO, (200 pl, 0.6 M) ilavesi
ve 30 dakika oda sicakliginda, karanlikta m_swccmmwo:cﬁm oksitlenmistir. Reaksiyon 30 upL
etilen glikol 1lavesiyle durdurulmus ve oksitlenmis polisakkaritler reaksiyon karisimindan
minikolon santrifiigasyon yontemiyle (Fry ve arkadaslari, 1978) borat tamponlu salin (0.05 M,
pH 9.0) ile ekulibre edilmis Sephadex G-25 kolon materyali araciligiyla uzaklastirilmigtir.
Oksitlenmis bu polisakkaritler (kolon eldatindan 0.5 mL) Kisim 23’te anlatildigi gibi
hazirlanmis olan 4 ayni tip SUV (PC:kolesterol: PE oranlar1 1:1:02) ile 2 gun boyunca oda
sicakliginda inkibe edilmislerdir. Bu surenin sonunda mannan veva dekstran ile konjuge
edilmis olan 2 SUV preparasyonu “oksitlenmis grup” olarak tutulmus. diger iki ornek ise
“indirgenmis  kontrol”ler1  olusturmak izere 2.8 mg sodvum borohidrit 1lavesiyle
indirgenmistir. Tum lipozom preparatlarni 90,000xg ‘de 1 saat santnifujlenerek ¢oktirilmus,
PBS ile yikanmis ve seker baglanma yuzdeleri yvikama suyundan tenol-sultirik asit seker

tayini araciligiyla hesaplanmistir.

2.6. Lipozom yiizeyvine monoklonal antikorlarin kovalent olarak baglanmast

Kullanilan metod Garcon ve arkadaslarindan (1986) uvarlanmistir 16 umol PC, l1éumol
kolesterol ve 075 umol APSA’den olusan SUV ler, sirastyla buzlu.NaNQO- (0 16 mL, 1M) ve
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HCUNaCl (0.16 mL, 1 M) ilavesiyle aktive edilmis ve kangim buz tuzerinde 5 dakika
bekletilmistir. SUV’ler reaksiyon kangimindan hizla minikolon santrifigasyon yontemiyle
anindiriimistir. Aktive olmus bu lipozomlar 1 ml’lik monoklonal antikorla kanstinlmigtir (0.1
mg/mL, 005 M pH 10’luk borat tamponu igerisinde) Karisim buz banyosuna yerlestiriimis
ve gece boyunca bekletilmisti. Yuzeve baglanmis protein serbest antikordan
ultrasantrifligasyonla ayristiritlmigtir (90,000xg. | saat). Baglanma yiizdeleri yine yikama
suyundan protein tayiniyle belirlenmistir. Proteinlerin lipozomun yiizeyine baglanma

mekanizmasi Sekil 2.2°de gosterilmektedir.

2.7. Fenol-siilfirik asit seker tayin yontemi

Seker tayini Weissig ve arkadaglarinin (1989) belirttigi gibi yapilmugtir. 25-125 pg/mlL
arahginda su igerisinde hazirlanmig mannoz standartlarindan  200°er pl (veya analiz
soliisyonlarinda ayni miktarlar) pyrex tiipler igerisine konulmusg ve tizerlerine 400 puL % 2’lik
fenol (su icerisinde) eklenmistir. Bu karigima 1| mL konsantre silfirik asit solisyonun
ylzeyine hizla temas edecek sekilde ilave edilmisve tupler oda sicakliginda yanm saat
bekletilmislerdir. Renk olusumu 485 nm’de kuantite edilmis ve orneklerdeki seker miktan

¢izilen kalibrasyon egrisinden hesaplanmistir

2.8. Bicinconinik asit protein tayin yontemi

Protein tavini Smith ve arkadaslarinin (1985) tanif ettikleri mikro-metoda gore yapilmistir %o 8
Na,C0O;.2H,0, % 1.6 NaOH ve % 1.6 Na-K tartarat igeren solisyonun pH’st 11.25 “e toz
NaHCOj ilavesiyle ayarlanmistir (Solisvon A) Solusyon B deney giinii hazirlanmistir (su
icerisinde% 4’lik bigingoninik asit (sodyum tuzu)) %o 4’luk bakir sulfat gozeltisi solusyon C

olarak adlandinlmistir. Calisma soliisyonu oncelikle 4 hacim solisyon C’nin 100 hacim

T

e

&y
o

.

o

s

=

o



®_ .6
APSA NS CL
MNH» HEH
CHOLESTEROL
OH
o}
o) NH NaNO2 NH
—_—

c—t HCl c—=—0

Sekil 2.2. Proteinlerin lipozom Uzerine kovalent baglanma semasi

.
|
|
¢

e



solusyon B ile ve bunun da asit hacimdeki solisyon A ile kanstinlmasiyla olusturulmustur.
Protein standartlan (2-12 png/mL) ve 6rnekler ayni hacimde ¢aligma solusyonuyla kanstiriimis

ve 60°C’da 1 saat inkiibe edilmistir. Renk olusumu 562 nm’de tayin edilmistir

2.9. immiinizasyon calismalari

Tum immunizasyon ¢alismalarinda 20-25 g agirhiginda erkek fareler (4’erli gruplar halinde)
kullanilmistir (Refik Saydam Hifzi Sihha Enstutusi). Asilama sol arka bacak on kasi igerisine
25 gauge’lik igne instlin ignesiyle 0.1 mL’lik hacimlerde 0 ve 29. ginlerde
gerceklestirilmistir. Kan ornekleri kuyruk damanndan 28. (birincil yanit) ve 38. (ikincil yanit)
ginlerde toplanmistir. Plasma eldesinden sonra ornekler kullanilana kadar -20°C’ta

saklanmustir.

2.10. ELISA ile sivisal yamit ol¢iimii

96 kuyucuklu duz tabanli ELISA plakalarn 0.05 M pH 9.6°lik karbonat tamponu igerisindeki
antijenle (2 pg/ml. HBsAg; 60 pl/kuyucuk) kaplanmis, oda sicakliginda 1 saat inkibe
edilmis ve 3 kere PBS-Tween 20 (Yikama tamponu) (% 0.05 v/v) tamponuvla yikanip
kurutulmustur. Spesifik olmayan baglanmalan engellemek tizere tim kuyucuklara bovi serum
albumin (BSA) eklenmis (yikama tamponunda s 1, 60uL/kuyucuk) ve daha sonra uygun
sekilde seyreltilmis her plasma plakalardaki 8 dizili kuyucuk dizisinin birinct kuyucuguna
eklenmis ve iki kat seri dilisyon dizisiyle seyreltilmistir. Plakalar oda sicakliginda 2-3 saat
bekletilmis, yukaridaki gibi 3 kere yikanip kurutulmustur. Peroksidaz konjuge anti-fare
immunoglobulini (3 altsiniftan bir1) kuyucuklara eklenmis (% 1 BSA ve % S fetal kalf serum

iceren vikama suyu igerisinde;50 ub/kuvucuk) ve plakalr 2-3 saat oda sicakhginda

inkiibasyon sonrasi 3 kere yikanip kurutulmustur Kuyucuklara substrat (40 pL hidrojen

.
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peroksit igeren sitrat-fosfat tamponu igerisinde 40 mg o-fenilendiamin; 200 plL/kuyucuk)
ilavesi ve yarim saatlik inkiibasyon sonrasi reaksiyon 25 pL 1.5 M H;SOy ilavesiyle
durdurulmus ve renk olusumu bir mikroplak okuyucu aracihigivia 492 nm’de
gergeklestiriimistir.

2.11. Sitokin ekstraksyon ve tavini

Fare dalak homojenatlarindaki endogenez IL-4 ve IFN-y seviyeleri bu sitokinler igin
gelistiriimis olan iki ayri ELISA kit’1 aracih@iyla uretici firmanin onerdigi sekilde tayin
edilmistir. Dalak homojenatlari Nakane ve arkadaglarinin (1992) metoduna gore de Souza ve
Playfair’in modifikasyonlari da dahil edilerek hazirlanmistir. Kisaca, kontrol ve agilanmig
farelerden alinan dalaklar tartilmis ve buzlu, % 1 CHAPS igeren PBS igerisinde homojenize
edilmistir (% 10 (w/v homojenatlar). Homojenatlar 1 saat buz uzerinde bekletilmis, 2000xg de
20 dakika santrifiijlenmis ve supernatantlar ELISA ile IL-4 ve interferon gama igerikleri

agisindan incelenmistir.

2.12. Kanda lenfosit altgruplarinin tayvinine yonelik ¢alismalar

0.1’er mL’lik anticoagulanh kan ornekleri ti¢ ayri tiip igerisine yerlestirilmig ve her birine 50
uL yizeyinde anti-CD4, anti-CDS8 veva anti-CD3 bulunan lipozom preparat: eklenmistir
Karisim 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 10 pL’lik bir ormek mikroskop
Lam’ina aktanilmis ve normal hematolojk analiz igin kullanilmak uzere vavma vapilmistir
Yaymalar kuruduktan sonra kullanilan lipozom igerisinde yer alan enzime uygun bir substrat
solisyonuyla kaplanmis, 2-3 dakika bekletme ve yikama sonrasi mikroskop altinda
incelenmistir.

Mutlak deger tayini igin ise anticoagulanli kan ornegi Monopoly Resolving Medium adli

fenfosit izolasyon sivisi uzerine dikkatlice uygulanmis ve 300xg’de 30 dakika oda




sicakhiginda santrifiij sonucunda periferal kan mononikleer hicreleri elde edilmistir. Santrifij

sonucu elde edilen fraksiyonlar ve toplanan kisim (FR1 olarak gosterilmis) Sekil 2.3’te

gosteriimektedir.

73
> 5 0 o) PLASHM

3 FRIcontaining mononuclear leuk ocgtes

FR2 containing polymorphonucie ar leukocytes

Sekil 2.3. Periferal kan ¢rneginin lenfosit izolasyon sivisi izerine uygulanip snatrifiijii sonras
elde edilen fraksiyonlar

Sekil 2.3'te FR1 olarak gosterilen kisim aspire edilmis ve toplanan hicreler iki kere PBS ile
250xg’de 10 dakika santrifij suretiyle ytkanmistir. Hucre sayist Tripan mavisi boya alhim testi
sonrast 1 x 10°/mL ‘ve ayarlanmuistir (PBS igerisinde) 0 1 mL hiicre kan yaymasinda oldugu gibi
0.05 mL uvgun lipozom preparatiyla kanstirilip 10 dakika inkibe edilmis, 0.1 mL substrat ilavesi

sonrast lenfositler PBS ile 3 kere yikamp 0.1 mlL'de suspanse edilerek mikroskop altinda

incelenmislerdir




BOLUM 3: SONUCLAR

Projenin ilk bolimiinde hayvan deneylerinde ast olarak kullanilacak formulasyonlarin
hazirlama sartlarinin optimizasvonu ve formiilasyonlarin karakterizasyonu ile ilgili ¢aligsmalar
vurutillmus ve daha sonra da imunizasyon ¢alismalarina baslanmistur

Projenin ilk doneminde ongorilen ¢alisma evrelerinden elde edilen sonuglar asagida

verilmektedir:

3.1. Asida kullanilacak formiilasyonlarin hazirlanma sartlarinin optimizasyonu

Proje galigma planinin ilk G¢ ayint olusturan formiilasyon hazirlanma sartlarinin
optimizasyonu boliimiinde daha 6nce 6ngoriilmemis olan bir ekleme yapilmistir. Bu eklemeye
duyulan gereksinimin nedeni kisaca agagida belirtilmistir:

Hayvan deneylerinde kullanilacak asi formilasyonunda yuzeyi oksitlenmis mannan
kapli, igerisinde hepatit B antijeni igeren lipozomlarin adjuvant etkisine bakilmas
ongorulmustu. Literatir bilgiler: oksitlenmis mannan’in bagisiklik sistemini uyaran ozellikleri
oldugunu gostermekteydi. Bu adjuvant etkinin sadece oksitlenmis mannan’a ait bir 6zellik mi
oldugunu yoksa oksitleme sonucu olusturulan aldehid gruplarinin mi bu etkiye yol agtigini
belirlemek igin deneylerde mannan’in yam sira baska bir tip polisakkarit olan dekstran da
kullanilmistir. Mannan mannoz polimeri, dekstran ise glikoz polimeridir Mannan’in
makrofajlar Gzerindeki mannoz reseptoriine baglanabilme ozelligi varken dekstran sadece
glikozdan olustugu i¢in bu reseptore baglanamamaktadir Kisacas: oksitlenmis mannan’in

adjuvant etkisinin incelenmesinde etki mekanizmasina agiklik getirebilecek farkh bir sekerin

kontrol olarak kullaniimasina gerek duyulmustur




Floresan bir boya olan FITC ile isaretlenmis ve oksitlenmis mannan ve dekstran,
hazirlanmig olan lipozomlarin yiizeyine degisik ortam sartlarinda baglanmis ve baglanma
verimlert spektroflorimetrik yvontemle tayin edilmistir.

Yapilan on cahigmalarda inkiibasyon zamanimin ve kullamilan lipozom tipinin
baglanma verimi Uzerindeki etkilert incelenmistir Tablo 3 1’de bu ¢alismanin sonuglari
verilmektedir.

Tablo 3.1 den de anlasilacag: Uzere inkubasyon stresinin uzamasi baglanma verimini
¢ok fazla degistirmemistir. Buyuk tip lipozomlar (DRV) kiguk tip’e oranla daha yiiksek
verimde seker baglanmasini saglamistir. Ancak hayvan deneylerinde lipozom igerisine antijen
tutturulacag igin ve sekerle kaplama sonrasi enkapsiilasyon isleminin freeze-drying yéntemi
ile yapilmasinda sadece SUV kullamlabilecegi i¢in diger deneyler bu lipozom tipi kullamlarak
yuritiimistar.

Baglanma veriminin arttirilabilmesi i¢in lipozom kompozisyonundaki APSA
fosfatidiletanolamin ile degistirilmistir. Bu degisiklik sonucunda Baglanma verimi %
5.57larda % 9.3’e ¢ikmustir. Bu sebeple ¢alismanin devaminda APSA yerine lipozomlarda PE
kullanilmasina karar verilmistir. Baglanma verimini daha fazla arttirmak igin ek deneylere
gerek acw&wama_m:h Bunun sebebi de % 8-9 civan baglanan oksitlenmis sekerin iizerindeki
aldehid miktarinin gerekli ko-stimulan sinyah olusturacak kadar yeterli olmasidir.

Ortam pH’simin baglanma verimi uzerindeki etkisi 2 farkli pH’'da incelenmistir.
Mannan baglanma verimi pH 7 4’luk fosfat tamponlu salin’de % 296 iken pH 9.0°hik

karbonat tamponunda % 9.01 olarak bulunmustur. Diger ¢alismalarda karbonat tamponu

kullaniimistir,




Tablo 3.1. Lipozom tipi ve inkiibasyon zamaninin viizeye baglanan seker verimi tizerindeki

Etkileri
Lipozom tipine gore elde edilen mannan baglanma verimi (%)
Inkiibasyon DRV SUV
zamani (saat) 1:1:0.05 1:1:0.1 1:1:0.2 1:1:0.2
24 6.88 5.80 7.35 583
48 6.85 7.66 8.39 543

Bu galismada 16 pumol fosfatidilkolin (PC), 16 pumol kolesterol ve degisen molar oranlarda

aminofeni stearilamid (APSA) kullamlmistir. APSA laboratuanimizda kimyasal yontemlerle

sentezlenmistir. Aynca c¢ok katmanh buyuk lipozomlar (DRV) ve tek katmanh kicuk

lipozomlar (SUV) kullanilarak yuzeye baglanma verimi (mannan i¢in) tayin edilmistir.

ta
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1:1:0.2 (PC: kolesterol:PE) molar oranda hazirlanan SUV’ler 3 ayr1 sefer pH 9.0'hik
ortamda 24 saat boyunca mannan ve dekstran ile inkiibe edilmis ve baglanma verimler: tavin
edilmistir. Buna gore mannan’in baglanma verimi % 8 17 + 1.19 ve dekstran’in baglanma
verimi ise % 4.78 + 0.33 olarak bulunmustur Standart kayma degerlerinden de anlasilacag
gibi baglanma islemi guvenilir ve tekrarlanabilir niteliktedir. Mannan’in dekstran’a oranla

daha yiksek bir verimle baglandigt da gozlenmektedir.

3.2. Asida kullanilacak formiilasyonlarin stabilitelerinin belirlenmesi:

Mannan ve dekstran kapli lipozomlann stabiliteleri seker ile kaplanmis ve
kaplanmamis (kontrol) bos SUV’lerin floresan bir boya olan karboksifloresan (CF) ile
kanistinilip freeze-dry edilmesi ve daha sonra kontrollu sartlarda rehidre edilerek olusturulan
DRV’lerde CF saliminin spektroflorimetrik yontemle takip edilmesi ile belirlenmistir. Salim
ortami % 10’luk insan serumu i¢eren pH 7 4’luk fosfat tamponlu salin ve ortam sicakligi da
37°C olarak secilmistir. Sekil 3 1°de kontrol (ylzeye seker baglanmamis) ve yuzey
modifikasyonu vapilmig DRV tipi lipozomlardan CF salim profili gosterilmektedir.

Sonuglar, 6 saatin sonunda daha dusuk baglanma verimine sahip olan dekstran’in
lipozom stabilitesini mannan’a oranla ¢ok daha fazla arttirdigini gostermektedir. Yizey
modifikasvonu yapilmamis kontrol DRV ler 6 saatin sonunda igeriklerinin % 727sin1 ortama
salarken, mannan kaplanmis DRV’ ler % 47, dekstran kaplilar 1se % 22’sini divaliz ortamina
salmaktadirlar Stabilitedeki bu artis plasmada bulunan disik dansitehi lipoproteinlerin (LDL)
ylizeyi seker kapli lipozom yapisina ulasamamas: ve boylelikle lipozom vapisinda bulunan
fosfolipidlerin LDL lerle degis tokusa giremeyisiyle agiklanabilir. Seker ile kaplama hpozom

yuzeyini hidrofilik hale getirdigi i¢in LDL ler bu hpozomlari destabilize edememektedir.
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Sekil 3.1. Kontrol (yuzeye seker baglanmamis) ve yiizey moditikasyonu vapilmis DRV tipi

lipozomlardan CF salhim profili.




3.3. Lipozom bazh as1 formiilasyonlarimin hazirlanmasi:
On galismada elde edilen bilgiler dogrultusunda yiizevi oksitlenmis veva indirgenmis mannan
ya da dekstran ile kaplanan kugiik lipozomlar (SUV) Hepatit B vuzey antijeni ile karistiriimis
ve dehidrasyon-rehidrasyon yontemt ile antijen igeren hipozomlar elde edilmistir. Hayvanlara
enjekte edtlen formulasyonlardaki seker baglanma yuzdesi ve antijen enkapsulasyon verimleri
Tablo 3.2°de gosterilmektedir. Tablodan da anlasilacag: tzere mannan ve dekstran baglanma
verimleri sirastyla % 11.9 ve % 4.1 olarak bulunmustur. Antijen enkapsilasyonu ise seker
baglanmamis lipozomlarda % 47.82, oksitlenmis mannan kapli lipozomlarda % 57.14 ve
indirgenmis mannan kaplt grupta ise % 71.58 olarak bulunmustur. Ayni degerler oksitlenmis
ve indirgenmis dekstran kapli lipozomlarda sirasiyla % 40.83 ve 53 41 olarak bulunmustur.

Kisaca, fareler 4'erli gruplar halinde toplam 6 degisik formiilasyon kullanilarak
asilanmistir. Tablo 3 2'de bu formilasyonlarin hazirlama kosullan ve 6zellikleri verilmektedir.

Tablo 3.2'den de gorulebilecegi gibi hepatit B yuzev antijemi enkapstilasyonu oldukga
yuksek dizeydedir. Mannan ile kaplamanin enkapsulasyonu olumlu yonde arttirdig:
bulunmustur. Ozellikle indirgenmis mannan % S50lerde olan bu verimi % 70'ler diizeyine
cikartmistir.

Projenin bundan sonraki bolumunde farelerden toplanacak olan kan orneklerinden
antikor vanit: olgulecek ve boylelikle kullanilan formulasvonlanin sivisal bagisikhik Gizerindeka
etkisi incelenmistir. Hucresel bagisiklik ise toplanan dalak homojenatlanindan yapilan sitokin

tayiniyle behrlenmistir.
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Tablo 3.2. Farelere enjekte edilen formiilasyonlarin 6zellikleri

Preparat SUV'lerle HBsAg SUV'erle Mannan veva | Fare basina | Fare bagina |
kanstirlan enkapsiilas- karistunlan dekstran enjekte enjekie
HbsAg yon verimi | mannan veya  baglanma edilen antijen | edilen seker
mikian {ug) | (%) dekstran verimi (%) miktan (i1g) | mikian (ug)
miktan (pg) ,
S Ag - - - ,V - 1 -
S Ag - - - - 3 -
E Ag 135 47.82 - - 1 -
E Ag 135 47.82 - : - 3 -
Ox-Man 135 57.14 820 11.95 1 10.62
Ox-Man 135 57.14 820 _ 11.95 3 31.86
]
Red-Man 135 71.58 820 11.95 1 8.48
Red-Man 135 71.58 820 , 11.95 3 2545
Ox-Dx 133 30,83 70 410 I 189
Ox-Dx 135 40.83 270 , 410 3 14.69
Red-Dx 135 5341 270 410 1 374
Red-Dx 135 5341 270 4.10 3 1123
!

PC kolesterol: PE (1:1:0.2) den olusturulmus. oksitlenmis veya indirgenmis sekerle kaplanan

veya vuzeyl modifiye edilmemis bos SUV'ler hepatit B yluzey antijeni tle karsunimus.
dondurarak kurutulmus ve rehidrasyonla antijen enkapsule eden DRV’ler elde ediimistir
Seker baglanma verimi SUV’lerin ultrasantrifiiju sonrasi baglanmamuis fraksiyondan (vani
yikama suyundan) fenol-sulfirik asit yontemivle hesaplanmistir Antijen enkapsiilasvonu ise
DRV’lerin vikama suyundan bisingoninik asit protein taviniyle belirlenmistir. Elde edilen tum
formulasvonlar fosfat tamponlu salin i¢erisinde fare basina 0.1 mL’lik hacimde 3 pug HBsAg'

disecek sekilde seyreltilmistir.




Tablo 3.2 ile ilgili aciklamalar:

Fareler 6 degisik tip formulasvon kullanilarak asilanmistir. Bunlar sirasiyla asagida

verilmistir:

wn

Sebest antijen (S Ag): hepatit B yuzey antijeni fosfat tamponlu salin'de sevreltilerek 1 ve 3
g fare basina disecek sekilde iki farkli dozda enjekte edilmistir

Enkapstile antijen (E Ag): antyjen yluzey modifikasyonu yapilmamis SUV'lerle karistinlip
olusturulan DRV'ler igerisine enkapsile edilmis, tutuklanmamis serbest antijenden
ayristirilarak yine 2 doz halinde enjekte edilmistir. Enkapsiilasyon verimi bisingoninik asit
protein tayini yontemi ile hesaplanmistir.

Oksitlenmis mannan kapli enkapstle antijen (Ox-Man): Oksitlenmis mannan kaph
SUV'ler antijenle karigtinnirms ve olustural DRV'ler 2 farkli dozda enjekte edilmistir.
Mannan kaplama verimi fenol-sulfirik asit saker tayini yontemine gore hesaplanmigtir.
Indirgenmis mannan kapli enkapsiile antijen (Red-Man): Bu formulasyon 3 No'da
belirtilenin aynisidir. Tek fark: seker kaplama isleminden sonra vuzevdeki mannan
sodyum borohidrit ile indirgenmistir.

Oksitlenmis dekstran kaph enkapsule antijen (Ox-Dx)  Oksitlenmis dekstran kaph
SUV'ler antijenle kanstiriimis ve olustural DRV'ler 2 tarkh dozda enjekte edilmistir.
Dekstran kaplama verimi fenol-stlfirik asit saker tayini yontemine gore hesaplanmistir.
Indirgenmis dekstran kapli enkapsiile antijen (Red-Dx) Bu formulasyon 5 No'da
belirtilenin aymistdir. Tek farki seker kaplama isleminden sonra vuzevdeki dekstran

sodyum borohidnt ile indirgenmistir.




3.4. Lipozomal Hepatit B yiizey antijeni ile asilanmis havvanlardaki antikor yamitlar:
Lipozomal formiilasyonlarla asilanmis olan hayvanlardan elde edilen antikor yanitlant ELISA
ile  olglilmus ve sonuglar serbest antijenle agpilanmis olan  hayvan grubuyla da
karsilagtinnlmistir. Bu amagla fareler 4’erli gruplar halinde sifir ve 29 giinlerde kas igi
uygulamayla hayvan basina 1 veya 3 pg serbest veva lipozomal antijenle immiinize
edilmiglerdir. 39. Gun kuyruk damarindan alinan kan orneklerinden ELISA ile antikor
yanitlart olgulmugtir.

Elde edilen IgG,, IgG2. ve IgGyp, anti-HBsAg antikor yanitlan 3 pg antijen dozu igin
sirastyla Sekil 3.2, 3.3 ve de 3.4’te gosterilmektedir. 1 pg antijenle yeterince yitksek diizeyde
antikor elde edilemedigi (dozun dusiiklugu sebebiyle) i¢in bu galismanin sonucu grafik olarak
bulunmamaktadir. 3 pgantijen kullanildiginda oksitlenmis mannan ile kaplanmig lipozom
grubu disindaki tim lipozomal formulasyonlar serbest antijene gore IgG ikincil yamitim
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde arttirmustir (P<0.05-0.001) Oksitlenmis mannan igeren
formilasyon serbest antijenle ayni diizeyde yanit vermistir. Indirgenmis mannan iceren
formulasyon ise bu IgG altgrubu igin en yiiksek titrevi (4. 25 = 0 3) vermis ve ayn1 zamanda da
oksitlenmis dekstran kapli lipozomdan da daha tstun olarak bulunmustur (P<0.05).
1¢G;,  altgrup yanitlan incelendiginde tum DRV formulasyonlari serbest antijene oranla
basarili olarak bulunmustur (P<0.05-0.001). Bunun vam sira, oksitlenmis dekstran kapli
lipozomlar diger seker kapli formilasyonlarda da daha ustin titreler vermistir (P<0.03).

IgGap altgrup yanitlarinda da yine tum lipozomal formulasyonlar serbest antijene oranla

antikor titrelerini istatistiksel olarak anlamii bir sekilde arttirnuslardir (P<0.05-0.001).
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3.5. Lipozomal Hepatit B yiizey antijeni ile asilanmis hayvanlardaki sitokin yanitlan
Asilanmig veya kontrol tarelerin dalak homojenatlarindaki IFN-v ve IL-4 miktarlart 6zel bir
kit aracthgiyla sirasiyla Thl ve Th2 hicresel yanit isaretlevicisi olarak olcilmistir. Bu
sonuglar sirasiyla Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da gostenlmektedir Buna gore, oksitlenmis seker
kapli veya kaplanmamis lipozomlarin IFN-y turetimini artirdigi gozlenmistir. Bu sitokin
tipinin  salgilanmasini arttiran en basarili formilasyonun oksitlenmis mannan oldugu
anlasiimaktadir. Ancak, ayni formiilasyonun IL-4 aretimini hi¢bir sekilde arttiramadigi da bir
baska oneml bulgudur.

Tam bu sonuglar bir araya getirildiginde, oksitlenmis mannan kapli lipozomlarin sadece Thi
tipt bir yanita yol agtigi (IgG, altgrubunda etkisiz olmasi ve IL-4 iretimini inditklememest)

asikardir. Diger tiim lipozomal popiilasyonlar ise hem Thl hem de Th2 tip bir yanita yol

agmaktadirlar.




Log, Seri Dilusyon
w
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Sekil 3.2. Serbest ya da lipozomal HbsAg ile enjekte edilmis tarelerdek: 1gG, altgrup antikor
vanitlart. Fareler 4’erli gruplar halinde 3 g antijen igeren formulasyonla 4 hafta arayla 2 kez
kas i¢t uygulamayla astlanmistir.  Kan ahmi  tkinct  asilamadan 10 gin sonra

gerceklestirilmistir. Kan orneklerindeki anti-HBsAg antikor vamitlart ELISA ile olgtlmustir.
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Sekil 3.3. Serbest ya da lipozomal HbsAg ile enjekte edilmis farelerdeki 1gG-, altgrup antikor
yanitlar. Fareler 4’erli gruplar halinde 3 pg antijen igeren formiilasyonla 4 hatta arayla 2 kez
kas i¢i uygulamayla astlanmistir.  Kan alm: ikinct  astlamadan 10 gun  sonra

gerceklestirilmistir. Kan orneklerindeki anti-HBsAg antikor yanitlart ELISA ile olgulmustur
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‘Sekil 3.4. Serbest ya da lipozomal HbsAg ile enjekte edilmis farelerdeki IgG:y altgrup antikor

yanitlari. Fareler 4’erli gruplar halinde 3 ug antijen igeren formilasyonla 4 hatia arayla 2 kez

faten

kas 11 uygulamayla asilanmistir Kan alimi  ikinct  asilamadan 10 gun  sonra

gerceklestirilmistir. Kan orneklerindeki anti-HBsAg antikor yanitlan ELIS A ile olgulmustar.
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Sekil 3.5. Immiinize edilmis ve kontrol (asilanmamis) farelerim dalak homojenatlarindaki IL-
4 seviyeleri. Kontrol ve immunize farelerden elde edilen dalaklar tartiimis ve % 1 CHAPS
iceren soguk fosfat tamponlu salin igerisinde %o 10 {w.v) homojenatlar olusturacak sekilde
homojenize edilmistir. Santrifijle elde edilen berrak ¢ozeltideki IL-4 miktan ozel bir kit

aracihi@ivla ureticinin onerdigr metoda uygun olarak tavin edilmistir

-
R




” | |
” A , ,,
_. 400" ‘ LJ |
= ] A . |
> — N
c « oo 1 |
~ | i -
% 300 | | ! - |
9 : N |
Q : ‘
S i
© 4, , W ,
g 2007 Pl : A
@ IR H |
c | | o | |
100 | ! |
L — — W D — Ry —
0 — ;

CTR FREE DRV OXM REDM OXDX REDDX

-

e
.

7

Sekil 3.6. Immunize edilmis ve kontrol (agilanmamis) farelerim dalak homojenatlarindaki

M

IFN-y seviyeleri Kontrol ve immunize farelerden elde edilen dalaklar tartilmig ve % 1 WW
N

CHAPS iceren soguk fosfat tamponlu salin igerisinde % 10 (w/v) homojenatlar olusturacak %Mw
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sekilde homojenize edilmistir. Santrifiijle elde edilen berrak ¢ozeltideki IFN-y miktar: 6zel bir

kit araciligiyla dreticinin 6nerdigi metoda uygun olarak tayin edilmistir.

3.6. Degisik Lipozom popiilasyonlart kullamlarak lenfosit altgruplarnnin tayinine yonelik

calismalar:

Lenfosit altgruplarinin lipozomlarla tanimlanabilmesine yonelik ¢alismalarda 3 farkli lipozom

formillasyonu hazirlanmistir. Bunlar:

a) Yuzeyinde anti-CD4 monoklonal antikor bagli, igerisinde peroksidaz enkapsiile olmus
popiilasyon. Bu lipozomlanin yardimc: T-lenfositleri isaretlemesi beklenmekteydi.

b) Yizeyinde anti-CD8 monoklonal antikor bagli, igerisinde alkalan fosfataz enkapsiile
olmus popiilasyon. Bu lipozomlarin sitotoksik T-lenfositleri isaretlemesi beklenmekteydi.

¢) Yizeyinde anti-CD3 monoklonal antikor bagli, icerisinde karboksifloresan enkapsiile
olmus popilasyon. Bu lipozomlarin her iki lenfosit populasyonunu isaretlemesi
beklenmekteydi.

Bu lipozomlar i¢in bulunan antikor baglanma ve enzim veya boya enkapsulasyon ytizdeleri

Tablo 3 3’te gosterilmistir. Tabloda yer alan bu degerler daha once DRV lipozomlarinin

kullanildigi deneylerde elde edilen sonuglarla paralellik gostermektedir (Gursel ve

Gregoriadis, 1997a ve 1997b).

Ancak lenfosit yuzde tavini igin hazirlanan kan orneklerinin incelenmesi (yayma tipt),

lipozomlu orneklerin bu sistemde ¢aligmadigini gostermistir. Bunun sebebinin lipozom-kiicre

karisiminin mekanik bir islemle yayilmasi, fiksasyonu (metanol igerisinde) ve kurutulmas

islemlerinin lipozomlarin yapisimi bozduguna yonelik bulgular oldugu dusiunilmektedir.

Lipozomlarin standart hucre fiksasyon solusyonlarinda ve kontrolsiz kurutmalarda stabil

kalamayacaklari, membran ozelliklerini kaybedecekleri asikardir. Bu sebeple yizde tayini
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yerine absolit sayr elde edilmesi yoluna gidilmistir. Bu yontemde kandan aynstinlan
lenfositler PBS tamponu igerisinde lipozomlarla inktibe edilmig ve lipozom tipine gore uygun
bir substrat eklenmesivie eldeki karisim kurutulmadan mikroskop altinda incelenmistir. Bu
¢alismadan elde edilen mikroskop altindaki goruntiler anti-CD4 konjiige lipozomlar i¢in

Tablo 3.3. Lenfosit altgrup tayininde kullanilan lipozomlarin hazirlanma kosullari ve

ozellikleri
Formiilasyon SUV ite kanstinlan Yiizeyve baglanan SUYV ile kanstunlan Enzim veya bova
antikor miktart (ug) antikor yizdesi enzim veya boya enkapsiilasvon
miktan (mg) viizdest
Anti-CD4 ve 100 17.3 0.1 325
peroksidaz
Anti-CDS8 ve 100 14.1 0.1 22.8
alkalan fosfataz
Anti-CD3 ve 100 12.7 2.5 303
karboksifloresan ?

PC:kolesterol. APSA (1:1:0.2) den olusturulmus, yiizeve anti-CD4, anti-CD8 veya anti-CD3
konjige edilmis bos SUV'ler enzim veya floresan boya ile karstinlmus, dondurarak

kurutulmus ve rehidrasvonla enzim veya boya enkapsule eden DRV ler elde edilmistir.

Sekil 3.7°de. anti-CD8 bagli lipozomlar igin $Sekil 3.8"de ve anti-CD3 konjuge lipozomlar igin
ise Sekil 39'da (ultravivole 1stk altinda) gostenlmustir.  Sekil 3 7°deki  gortntiler
incelendiginde lenfositler etrafinda minik kabarciklar seklinde rozetlenmis lipozomlar

gormek mumkundur Ancak peroksidaz’in substrati gozunmez lirune donusturdikten sonra

gozlenmest beklenenkahverengi boya birikimini takip etmek mumkun olmamistur Faz-
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konstrat-floresan mikroskobu ile fotograflanan aymi ornekler standart 15tk mikroskobu ile
incelendiginde olusan kahverengi rengi gozlemek mumkin olmus ama rengin yogun
olmamasi sebebiyle ¢ok hafif bir boyanmaya sahip hiicreleri boyasizlardan ayirip saymak
mimkin olamamistir. Normal 1sik mikroskobu igin fotograf atagman: olmadigi igin bu
bulgular belgelenememistir.  Sekil 3.8’de ise alkalan fosfataz igeren anti-CD8 kaplh
lipozomlar kullanilarak ¢ekilmis fotograflar yer almaktadir. Burada lenfositlerin gevresinde
olusan mor-mavi renkli tGriini gérmek mimkiindir. Ancak yine tGrinun sinyali saghkl bir
sayim yapilmasi igin yeterli degildir. Sekil 3.9°da da da anti-CD3 konjige edilmis
karboksifloresan igeren lipozomlar kullamilarak elde edilen goruntiler gosterilmektedir.
Buradaki goruntiler UV 1gtk kullanilarak ahnmustir ve yine digerleri gibi saglikli bir sayim
yapmak igin yeterli gorilmemistir. Bu sistemin enzim veya boya igeriklerinin arttirilmasi.
lipozom tipinin daha biiyiik bir tiple degistirilmesi ve baglanan antikor miktarinin arttinlmasi
ile calisir hale getirilmesi mumkiin olabilir ancak bunu destekleyecek ya da guriitecek
deneylerin yapilmasi i¢in yeterli malzeme elimizde kalmamistir (her bir antikor zaten 0.1 mg
olarak alinmis ve tamami bu dneylerde kullamilmustir). Yapilacak degisikliklerle birlikte
sistem ¢alisir hale getirilse bile yine de akim sitometreden elde edilecek sonuglar kadar hassas

ve givenilir sonuglarin elde edilecegi oldukga stiphelidir.
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Sodldil 3.7, Anti(OD4 tonjiige edilmigs iperdksidaz igeren

ipozomiamnn lsnfositletle we substratla

imikiibasyonu sonucu @lde edilen gorintiiler (40 X, mormal 1gik)
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Sekil 3.8. Anti-CD konjiige edilmis alkalan fosfataz igeren lipozomlarin lenfositlerle ve

substratla inkiibasyonu sonucu elde edilen goruntiiler (40 ve 60 X, normal 151k)

39




Sekil 3.9. Anti-CD3 konjige edilmis karboksifloresan igeren lipozomlarin lenfositlerle

inkiibasyonu sonucu elde edilen gorintiler (60 X, UV g1k altinda)
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3.7. Sonuclarla :mE Tartisma ve Oneriler

Projenin ilk boliimina olusturan agilama caligmalart oksitlenmis polisakkarit kapli DRV’lerin
Th1 agirhikli bir yamt, indirgenmis formilasyonlarin ise Th2 agirhikli bir yamt verdiklerine
isaret etmektedir. Oksitlenmis mannan kaph lipozomlarin IFN-y sevivesini arttirirken IL-4
miktanmn bu tip lipozomlarla asilanmis farelerde gok dasik olmasi bu polisakkaridin
oksitlenmis halde sadece Thl agirlikli bir imman yamitt indikledigini gostermektedir. Bu
sonuglar projede 6ngorilmug olan amaca uygundur.

Projenin son kismini olusturan lenfosit altgruplarinin lipozomlar araciligiyla tayini deneyleri
basarili olamamustir. Bu, sistemin tamamen ¢aligmamasi anlamina gelmemektedir. Hazirlanan
formiilasyonlar lenfositlerin etrafimi gevrelemis ancak saglikli bir sayim yapacak kadar hassas
bir sistem gelistirilememistir.  Bu sayim sisteminin mikrokiire gibi daha kolay
goruntilenebilen, daha buyik ve stabil tasiyicilarla denenmesi buyiik bir olasilikla daha

olumlu sonuglar verecektir.
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