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Ozet: Bu calismada, koyunlarin enfeksiyéz nekrotik hepatitis hastaligina karsi aliiminyum hidroksit ve poli (D,
L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA) adjuvantlar1 kullanilarak tiretilen asilarin kobaylarda olusturdugu bagisiklik dii-
zeyleri karsilastirildi. Clostridium novyi tip A kiiltiiriiniin formol ile inaktivasyonundan sonra, aliiminyum hidrokside
adsorbe edilmis ve ¢ift emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma yontemi uygulanarak PLGA (laktid/glikolid orani: (50/50), mo-
lekdiler agirlik: 30.000-60.000 dalton) ile enkapsiile edilmis antjen igeren iki farkli toksoid as1 hazirland1. Asilarmn olus-
turdugu bagisiklik diizeyini belirlemek i¢in 5-6 aylik ve agirliklar1 400-500 gr olan erkek kobaylar kullanildi. Her biri 10
kobaydan olusan 3 grup olusturuldu. Birinci gruptakilere 21 giin arayla ¢ift doz (2 ml+2ml) aliiminyum hidroksitli as1,
ikinci gruptakilere PLGA mikrosferli as1 tek doz (2 ml) ve tigiincii gruptakilere PLGA mikrosferli as1 yarim doz (1ml)
derialt1 yolla verildi. Birinci gruptaki kobaylardan rapel asilamadan, ikinci ve {igilincii gruptaki kobaylardan tek doz
astlamadan sonraki 15, 30 ve 45’inci giinlerde kalpten kan 6rnekleri alinarak havuzlanmis serum drnekleri elde edildi.
Kan serumlarindaki antikor diizeyi fare Toksin Nétralizasyon Test (TNT) ile belirlendi. Tek doz mikrosferli as1 ile cift
doz aliminyum hidroksitli as1 uygulamalarindan sonraki 30’uncu ve 45’inci giinlerde ayni diizeyde antikor (8 IU/ml)
saptand1. Ancak 15’inci glinde ¢ift doz aliiminyum hidroksitli asinin antikor diizeyi 4 IU/ml iken, tek doz PLGA mikros-
ferli aginin antitor diizeyi 2 IU/ml olarak bulundu. Yarim doz PLGA mikrosferli as1 verilen kobaylarda yeterli diizeyde
(antikor titresi<2.5 [U/ml) bagisiklik elde edilemedi. Sonug olarak, tek dozlu veteriner asilarin gelistirilmesi amaciyla
farkl1 polimer tipi ve enkapsulasyon yontemleri kullanilarak daha genis kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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Investigation of Adjuvant Effect of Poly (D, L-Lactic-Co-Glycolic Acid) (PLGA)
Biopolymer in the Vaccine Production Against Infectious Necrotic Hepatitis

Abstract: In this study, immunity levels of the vaccines produced by using aluminum hydroxide and Poly (D, L-Lactic-
Co-Glycolic Acid) (PLGA) adjuvants against infectious necrotic hepatitis of sheep were compared in guinea pigs. After
the culture of Clostridium novyi tip A was inactivated by formaldehyde, the two different toxoid vaccines containing an-
tigen adsorbed onto aluminum hydroxide and encapsulated in PLGA (lactide/glycolide ratio: (50/50), molecular weight:
30.000-60.000 dalton) were prepared. Encapsulation of antigen in PLGA particles was performed by double emulsion
solvent evaporation method. Male guinea pigs (400-500 g, 5-6 months old) were used to determine the immune re-
sponse to vaccination. Animals were divided into 3 groups with 10 in each group. The first group received double dose
aluminum hydroxide-adsorbed vaccine (2 ml + 2 ml) with 21 days intervals, the second group received a single PLGA
microsphere vaccine (2 ml) and the third group received a half dose PLGA microsphere vaccine (1 ml) subcutaneously.
At 15th, 30th and 45th days after booster dose in the first group and a single dose in the other groups, blood samples
were taken from the heart and pooled serum samples were obtained. Antibody levels in the pooled serum samples were
determined by the mouse Toxin Neutralization Test (TNT). The same antibody level (8 IU /ml) was determined at 30th
and 45th days after vaccination with double dose aluminum hydroxide-adsorbed vaccine and a single dose PLGA mi-
crosphere vaccine. However, on day 15, the antibody level of the double dose aluminum hydroxide-adsorbed vaccine
was 4 [U/ml and the antibody level of the single dose PLGA microsphere vaccine was found to be 2 IU/ml. A half dose
of PLGA microsphere vaccine did not produce a sufficient immun response (antibody titer < 2.5 IU/ml). In conclusion,
more extensive studies should be done to develop single-dose veterinary vaccines by using different polymer types and
encapsulation methods.
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Giris

Asilar, insan ve hayvanlari enfeksiyonlara karsi
koruyan biyolojik maddelerdir [34]. 1lk as1 1796
yilinda Edward Jenner tarafindan ¢igek hastaligi-
na karst uygulanmistir [29]. Asilama, enfeksiyon
hastaliklardan korunmak i¢in maliyeti en disiik ve
etkili yontemlerden biri olarak kabul edilir [8, 25].
Bir as1 tipik olarak hastalik etkenlerinin 6lii ya da
hastalik yapma giicii zayiflatilmis formlari, mikro-
organizmalarin toksinleri veya yiizey proteinlerini
icermektedir [34]. Konvansiyonel yontemlerle ha-
zirlanan canli (atenue), 6li (inaktif) ve toksoid asi-
lar halen basarili bir sekilde uygulanmaktadir [5].
Son yillarda molekiiler biyoloji ve immiinolojide-
ki gelismelere paralel olarak DNA asilari, rekom-
binant DNA asilar1 ve rekombinant subunit asilar
gibi biyoteknolojik asilar gelistirilmistir [8]. Canli
asilar hem hiicresel hem de humoral immun yaniti
uyararak daha gii¢lii bagisiklik olustururlar. Ancak
bagisiklik sistemi zayif canlilarda as1 igerisindeki
mikroorganizmanin hastaliga yol agmasi ve apato-
jen susun yeniden patojen 6zellik kazanmasi deza-
vantaj olusturmaktadir [10]. Olii asilarmn hastaliga
yol agma riski yoktur fakat canli agilara gére daha
kisa siireli bir yanit olustururlar. Ozellikle hiicresel
bagisiklik daha zayif sekillenir [26]. Uzun siireli ve
yeterli bir bagisikligin elde edilebilmesi i¢in 6lii ag1-
larin adjuvantlarla birlikte verilmesi ve rapel dozla-
rin uygulanmasi gerekir [25].

Adjuvantlar as1 antijenlerinin immunojenik
ozelligini artiran maddelerdir [39]. ilk adjuvant
1920 yilinda kesfedilmistir. Daha sonraki yillarda
adjuvant etkisi gosteren bir¢ok madde kesfedilme-
sine ragmen toksik etkilerinden dolay1 as1 ile kulla-
nimi kabul gérmemistir. Aliiminyum tuzlari, MF59,
ASO3, ASO4 ve virozomlar insan asilarinda kulla-
nilan lisansli adjuvantlardir [26]. Adjuvantlar depo
etkisi gostererek antijenlerin yavas saliimini sag-
larlar ve bagisikligin sekillenmesinde gorev alan an-
tijen sunan hiicreler, B ve T lenfositlerinin nonspe-
sifik aktivasyonuna yol acarlar [13]. Adjuvantlarla
birlikte alinan antijenlerin ¢ogu dendtritik hiicreler
tarafindan lenf nodiillerine tasinir. Dendritik hiic-
reler, makrofajlar ve B lenfositleri gibi antijen su-
nan hiicreler antijeni igler ve bilyiik doku uyusum
kompleks molekiilleri igerisinde T hiicrelerine su-
narlar [39]. Aliiminyum tuzlari, adjuvant olarak
hem insan hem de hayvan asilarinda uzun zaman-

dan beri yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle
Th2 hiicrelerinin uyarilmalarin1 sagladiklarindan
humoral bagisikligin sekillenmesinde etkindirler
[26]. Bu adjuvantlar giivenlidir, ancak nadir de olsa
alerjik reaksiyonlar ve granulomlarin olusumuna
yol agabilirler [39].

Nanopartikiiller yaklagik 40 yil 6nce asilarin
ve kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin taginmasi
amaciyla gelistirilmistir. Dogal veya sentetik poli-
merlerle hazirlanan nanopartikiillerin boyutlar1 10-
1000 nm arasinda degismektedir [24]. Polimerler
as1 antijenini korur ve depo gorevi yaparak antije-
nin kontrollii salinimini saglarlar. Polimerik parti-
kiillerin tek doz asilarin ve mukozal asilarin gelis-
tirilmesinde etkili oldugu bildirilmistir [29]. Klasik
adjuvantlarla karsilastirildiginda toksik olmamalari,
biyouyumlu ve biyobozunur olmalar1 énemli bir
avantaj saglamaktadir. Polimerler hem hiicresel
hem de humoral bagisik yanit1 uyarirlar [35]. PLGA
doku miihendisliginde ve asilarin kontrolli salini-
mi i¢in en fazla kullanilan ve FDA (Amerikan Gida
ve Ilag Dairesi) tarafindan onaylanan bir polimerdir
[20]. Son yillarda insan [16, 17, 21, 28, 32, 33, 36,
43] ve hayvan [37, 38, 40] asilarmin gelistirilmesin-
de PLGA biyopolimerinin etkinligi {izerinde bir¢ok
calisma yapilmustir.

Ulkemizde koyun yetistiriciliginde ekonomik
kayiplara neden olan enfeksiydz nekrotik hepati-
tis hastalig1 akut, toksemik ve karaciger nekrozlar
ile karakterize, oldiiriicii bakteriyel bir hastaliktir.
Hastalik bazen sigirlarda da goriilir. Hastaligin
etkeni Clostridium novyi tip B’dir. Hastaligin olu-
sumunda bakterinin trettigi Ozellikle alfa toksin
onemli bir rol oynamaktadir [3]. Hastaliktan korun-
mada iilkemizde 6zel sektor tarafindan iiretilen veya
ithal edilen toksoid asilar kullanilmaktadir. Ancak
yeterli bagisiklik elde etmek i¢in 21 giin arayla asi-
nin ikinci dozunun verilmesi gerekir. Tek doz as1
hayvanlar korumamaktadir [22]. Literatiir bilgisi-
ne gore, insan toksoid asilarmin gelistirilmesinde
PLGA kullanilmig olmakla birlikte, bir hayvan asis1
olan enfeksiyoz nekrotik hepatitis toksoid asisinin
gelistirilmesinde PLGA’nin etkisi daha dnce arasti-
rilmamistir. Bu galigmada, enfeksiy6z nekrotik he-
patitis hastaligina kars1 klasik yontemlerle {iretilen
aliminyum hidroksitli aginin ¢ift dozu ile PLGA
kullanilarak iiretilen aginin tek dozunun etkinliginin
karsilastirilmasi amaglanmastir.
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Materyal ve Metot

Bu calisma i¢in Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Bagkanligi’nin 05.10.2016 tarih,
2016/17 say1 ve 160 nolu karari ile etik kurul onay1
alindi.

Bakteri Susu ve Standart Toksin: As1 iireti-
minde kullanilan C. novyi tip A (UK) susu ve Toksin
Notralizasyon Testinde (TNT) kullanilan C. novyi
tip A alfa () standart toksin (L+/20, Diltisyon Orant:
1/6) Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’'nden satin
alind.

Deney Hayvanlari: Uretilen asinin bagisiklik
giiclinii 6lgmede kullanilan 5-6 aylik, 400-500 gr
agirligindaki 30 adet erkek kobay (Guinea pig) ile
toksin titresinin belirlenmesi, detoksifikasyon kont-
rolii ve TNT testinde kullanilan 4 haftalik 18-20 gr
agirh@indaki erkek fareler (Balb/c) Firat Universite-
si Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin edil-
di. Kobaylardan deneme dncesi kan 6rnekleri alindi
ve TNT testi ile kan serumlarinda antikor olmadig1
belirlendi.

Poli (D, L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA):
Antijenin kapsiillenmesinde PLGA (Sigma, lactide/
glycolide: (50/50), MW: 30.000-60.000) biyopoli-
meri kullanildi.

As1 Uretim Calismalar: Liyofilize C. nov-
yi tip A susu 1 ml Tarrozi buyyon sivisi ile sulan-
dirtlldi. Bu sulandirmadan 0.5’er ml alinarak daha
once kaynatilip sogutulmus iki adet Tarrozi buyyon
tiiplerine ekim yapildi ve 37°C’de 24 saat anaero-
bik ortamda inkubasyona birakildi. Tarrozi buyyon
kiiltiirinden Gram boyama yapildi ve besiyerlerine
ekimler yapilarak sugun saf olup olmadigi kontro-
li edildi. C. novyi disinda herhangi bir mikroorga-
nizma iiremedi. Saflik kontroliinden sonra Tarrozi
buyyon kiiltiirleri, icerisinde bir litre Ardehali be-
siyeri bulunan siseye aktarildi. Bu besiyeri anaero-
bik gaz paketi iceren anaerobik jar icerisine kondu
ve 37°C’de 72 saat anaerobik ortamda inkubasyo-
na birakildi. Fareler (Balb/c) kullanilarak Ardehali
besiyerinde iireyen C. novyi kiiltiirliniin alfa toksin
titresi belirlendi ve minimal letal doz (MLD, /ml)
degerleri saptandi. Inaktivasyon i¢in kiiltiire %0.6
oraninda formol katildi ve 10 giin 37°C’de bekletil-
di. Inaktivasyon islemini takiben kiiltiirden numune
almarak canlilik ve detoksifikasyon kontrolii yapil-
di. Canlilik kontrolii i¢in kiymali buyyon, Tarrozi

buyyon, nutrient buyyon (LAB068, LAB M) ve
nutrient agara (LAB008, LAB M) ekim yapild1 ve
besiyerleri 37°C’de 1 hafta inkubasyona birakildi.
Kiiltiirtin detoksifikasyon kontrolii farelerde yapil-
di. Daha sonra 1 litrelik kiiltiiriin yaris1 aliminyum
hidroksit ile adjuvantlama i¢in ayrildi. Diger yarisi
ise PLGA mikrosferlerinin hazirlanmasi igin ayri
bir siseye aktarildi.

Aliiminyum Hidroksit ile Adjuvantlama:
Herhangi bir bakteri ve aktif toksin icermedigi be-
lirlenen anakdiltiir ve toksoid karisimina aliiminyum
hidroksit %20 oraninda ve %80’lik fenol soliisyo-
nu %0.32 oraninda katildi. Oda 1sisinda bekletilen
ana kiltiir ve toksoid karisimi 2 giin siire ile ¢al-
kalayic1 (Mipro) ile 50 rpm’de karistirilarak adju-
vanta adsorbe edildi. Sterilite kontroli i¢in; acrobik
bakteriler yoniinden kanli agara, anaerobik bakteri-
ler yoniinden kiymali buyyona, mikoplazmalar yo-
niinden PPLO agara (Difco) ve mantarlar yoniinden
sabouraud dextrose agara (Difco) ekim yapildi. Za-
rarsizlik kontrolii i¢in 2 adet kobaya derialt1 yolla
0.5 ml as1 verilerek agilandi ve yan etkiler yoniinden
gbzlem altina alindi. As1 +4°C’de buzdolabinda sak-
landi [6].

PLGA Mikrosferlerinin  Hazirlanmasi:
PLGA mikrosferleri ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buhar-
lastirma metoduna gore hazirlandi [17]. Kisaca, 2
ml toksoid igerisine %1.5 oraninda trehaloz ve %2
oraninda Mg(OH), katildi. Bunun iizerine metilen
klorid igerisinde hazirlanmis %5°lik PLGA soliisyo-
nundan 25 ml ilave edilerek siispanse edildi. Daha
sonra 50 W ve 10 saniye siire uygulanarak ultraso-
nik homojenizatorde (Bandelin) homojenize edildi.
Bu emiilsiyona %1°lik polivinil alkolden (PVA)
100 ml eklendi ve homojenizator (Heidolph Silent
CrusherS) ile yiiksek hizda (30.000 rpm) 10 saniye
stireyle karistirildi. Bu emiilsiyon 125 ml %0.3’liik
PVA igerisine bosaltildi ve 1 saat karistirildi. Daha
sonra santrifij islemi uygulanarak mikrosferler
topland1 ve distile su ile yikandi. Mikrosferler va-
kumlu desikatdrde kurutuldu ve +4 °C’de buzdola-
binda saklandi. Bir ag1 dozu (2 ml) toksoid miktar
(1/4000 MLD, /ml) kullamldi§inda yaklagik 1 gr
kurutulmus mikrosfer elde edildi. Tiim hayvanlar
asilayacak miktarda mikrosferler hazirlandi.

Taramal Elektron Mikroskop ile
Mikrosferlerin  Incelenmesi: ~ Mikrosferlerin
biiyiikliigii ve sekli Firat Universitesi Merkez
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Laboratuvari’nda bulunan Zeiss EVO MA10 marka
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile incelendi.

PLGA Mikrosferlerinin I¢indeki Antijen
Miktarmin Belirlenmesi: PLGA mikrosferlerinin
i¢indeki yiiklii protein miktari Lowry metodu ile be-
lirlendi [30].

Bagisiklik Kontrolii: Hayvanlari bagisiklamak
icin, kurutulmus mikrosferler (15 gr) 30 ml PBS ile
sulandirildi. Aliminyum hidroksit adjuvantli ve
PLGA mikrosferli aginin bagisiklik testleri igin her
biri 10 kobaydan (5-6 aylik, 400-500 gr) olusan 3
grup olusturuldu. Birinci gruptaki kobaylara 21 giin
ara ile 2 ml alliminyum hidroksit adjuvantli as1 deri
alt1 yolla cift doz verildi. ikinci gruptaki kobaylara
PLGA mikrosferli asidan 2 ml, {igiincii gruptaki ko-
baylara PLGA mikrosferli asidan 1 ml deri alt1 yolla
tek doz enjekte edildi. Birinci gruptaki hayvanlar-
dan ikinci agilamadan, ikinci ve liglincli gruptaki
hayvanlardan tek doz asilamadan 15, 30 ve 45 giin
sonra kalpten kan alinarak serumlar elde edildi. Her
gruptaki hayvanlarin serumlart havuzlanarak bir
tiipte toplandi. Kobay kan serumlarinda en az 2.5
[U/ml diizeyinde antitoksinin varligi farelerde Tok-
sin Notralizasyon Test (TNT) ile belirlendi [6, 22].

2 um

EHT =15.00 kV
WD = 85mm

Signal A = SE1
Mag= 10.00 KX

Date :8 Oct 2018
Time :11:19:28

Bulgular

Tarrozi buyyonda {ireyen ana tohum susu kiiltiiriin-
den yapilan Gram boyamada Gram pozitif, gomak
seklinde bazilar1 sporlu C. novyi bakterileri goriil-
dii. Saflik kontoliinde susun saf oldugu belirlendi.
Toksin tretim ortami olarak kullanilan Ardehali
besiyerinde tlireyen kiiltiirdeki C. novyi alfa toksin
titresinin 1/4000 MLD, /ml oldugu tespit edildi. As1
kiiltiirliniin inaktivasyonundan sonra yapilan canli-
lik testinde herhangi bir mikroorganizma tiremesi
ve detoksifikasyon kontroliinde farelerde 6liim goz-
lemlenmedi. Deneysel olarak iiretilen aginin aerobik
ve anaerobik bakteriler, mikoplazmalar ve mantar-
lar yoniinden yapilan sterilite testinde herhangi bir
ireme saptanmadi. Kobaylarda yapilan zararsizlik
testi sonucunda, hayvanlarda herhangi bir olumsuz
reaksiyon gozlemlenmedi.

PLGA biyopolimeri ile kapsiilleme iglemi son-
rasinda antijenin %88 oraninda mikrosferler icerisi-
ne yiiklendigi saptandi. Taramali elektron mikros-
kop analizinde mikrosferlerin ¢ogunun diizgiin yu-
varlak sekilli oldugu goriildii. Baz1 alanlarda kirik
ve delik mikrosferler tespit edildi. Mikrosfer ¢apla-
riin Ol¢imi sonucunda ¢ogunun 1-5 um capinda
oldugu belirlendi (Sekil 1).

Sekil 1. PLGA mikrosferlerinin SEM goriintiisi.
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Aliiminyum hidroksit adjuvant1 katilmis as1 ile
cift doz (2 ml+2 ml) asilanmis kobaylarin kan se-
rumlarinda antikor diizeyi 15’inci giinde 4 IU/ml,
30’uncu ve 45’inci gilinlerde 8 1U/ml olarak belir-
lendi. Bununla birlikte PLGA mikrosferli asi1 ile tek
doz (2 ml) asilanmis kobaylarin kan serumlarinda
antitoksin diizeyi 15’inci giinde 2 1U/ml, 30’uncu
ve 45’inci glinlerde 8 [U/ml, PLGA mikrosferli as1
ile yarim doz (1 ml) asilanmis kobaylarin kan se-
rumlarinda antikor diizeyi 15’inci glinde 1 IU/ml,

30’uncu giinde ve 45’inci giinde 2 IU/ml olarak
tespit edildi. Aliminyum hidroksit adjuvantli as1 ile
ikinci asilamadan ve PLGA mikrosferli asinin tek
doz uygulanmasindan sonra hayvanlardaki bagisik-
lik diizeyi, uluslararasi standartlara gére minimum
olmasi gereken diizeyin (2.5 IU/ml) tizerinde bu-
lundu. Bununla birlikte 1 ml PLGA mikrosferli as1
verilen hayvanlarda yeterli bagisiklik diizeyi sapta-
namadi (Sekil 2).
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0] 15. gln 30. giin 45, glin

—— Aluminyum hidroksitli agt (2 m1 +2 m1)

~~#~-PLGA mikrosferli ag 2 ml)

—— PL GA mikrosferli a1 (1 m1)

Sekil 2. PLGA mikrosferli ve aliminyum hidroksitli asilar ile agilama sonrast olusan antikor titreleri.

Tartisma ve Sonug¢

Insan ve hayvan asilarinin gelistirilmesinde nano-
teknolojinin kullanimi1 son yillarda 6nem kazanmis-
tir [23]. PLG ve PLGA gibi sentetik polimerler mii-
kemmel biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerdir.
Bu nedenle nanopartikiil hazirlamada yaygin olarak
kullanilmaktadirlar [1, 31]. Sentetik polimerlere
ilave olarak aljinat ve kitosan gibi polisakkarit ya-
pidaki dogal polimerler de nanopartikiillii asilarin
hazirlanmasinda kullanilmistir [12, 17, 27].

Bu ¢alismada, laboratuvarda kiiciik 6l¢ekte en-
feksiy6z nekrotik hepatitis hastaligi asisi iiretilmis

ve adjuvant olarak aliminyum hidroksit ve PLGA
biyopolimeri kullanilmigtir. Kobaylar1 asilamadan
sonraki 15’inci glinde aliiminyum hidroksit adju-
vanth ¢ift doz asinin antikor titresi 15’inci giinde
4 TU/ml iken, tek doz verilen PLGA mikrosferli
asinin antikor titresi 2 [U/ml olarak belirlenmistir.
Ancak 30’uncu ve 45’inci giinlerde ¢ift doz alii-
minyum hidroksit adjuvantli as1 ile tek doz PLGA
mikrosferli agmin antikor titresi ayni seviyede (8
[U/ml) bulunmustur. PLGA mikrosferli as1 yarim
doz (1 ml) verildiginde uluslararas1 kabul edilen
titrenin (2.5 IU/ml) altinda bir titre elde edilmistir.
Bu ¢alismanin sonuglari, PLGA mikrosferli enfek-
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siy0z nekrotik hepatitis agisinin tek dozunun yeterli
bir bagisiklik olusturdugunu gostermektedir. Daha
once PLGA mikrosferli enfeksiyoz nekrotik hepa-
titis asis1 ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmadi-
gindan tespit edilen antikor titrelerini karsilastirmak
mimkiin olmamistir. Bununla birlikte bu ¢alismaya
benzer bir sekilde tek doz PLGA mikrosferli insan
tetanoz [17], difteri [43] ve hepatit B [16] asilarinda
da yeterli bir bagisiklik diizeyi elde edilmistir.

Bu ¢alismanin sonuglari, kapsiilleme esnasinda
bir miktar antijeninin kaybina ragmen 30 uncu giin-
den sonra tek doz PLGA mikrosferli ve ¢ift doz alii-
minyum hidroksitli aginin ayni diizeyde bagisiklik
seviyesine ulastigini gostermektedir. 15’inci giinde
PLGA mikrosferli asinin antikor titresinin diisiik
olmasi mikrosferler igerisinden ilk giinlerde antije-
nin yavag salmimindan kaynaklanabilir. Polimerik
partikiil biiyiikliigli, polimerin molekiil agirhigt ve
hidrofobisitesi gibi faktdrler antijen salinim siiresini
etkilemektedir. Diisiik hidrofobisite ve daha kiiglik
partikil biiyiikliigiine sahip mikrosferden daha hizli
antjen salinimi gergeklesir. Hidrofobisitesi yiiksek
ve daha bliylik partikiillii mikrosferden antijen sali-
mimi ¢ok yavastir [ 18]. PLGA polimerinin bozunma
yar1 Omriiniin polimerin monomer kompozisyonuy-
la iliskili oldugu, glikolid/laktid oran1 50/50 oldu-
gunda bozunma yari dmriiniin minimum diizeyde
gergeklestigi bildirilmistir [9]. Bununla birlikte lak-
tid/glikolid oran1 75/25 olarak arttiginda PLGA’nin
bozunma oranimin laktid/glikolid oran1 50/50 olan
PLGA’dan daha hizli oldugu saptanmistir [15].
Diger bir calismada ise, en yavas hepatit B antijeni
salinimi, laktid/glikolid oran1 50/50 olan PLGA po-
limeri kullanildiginda elde edilmistir [36]. Partikiil
biiylikligi 10 um’den kiigiik mikrosferler hemen
antijen sunan hiicreler (dendritik hiicreler ve makro-
fajlar) tarafindan alinir ve adjuvant etkisi hemen
baslar. Bundan daha biiyiik mikrosferler enjeksiyon
yerinde kalir, yavas yavas antijen salinimi gergekle-
sir [19]. Thomas ve ark. [41] tarafindan yapilan bir
calismada, Sum ¢apindaki hepatit B antijeni yiikli
mikrosferlerin 12 pm g¢apindakilerden daha giiclii
bir immun yanit olusturdugu saptanmistir. Eldridge
ve ark. [11] tarafindan yapilan ¢alismada ise, stafi-
lokok enteroksin B toksoidi yiiklii 10 pm’den kiigiik
PLGA mikrosferlerinin daha gii¢lii immune yanit
olusturdugu belirlenmistir. Gutierro ve ark. [14],
200, 500 ve 1000 nm biiylkligiindeki BSA yiiklii

PLGA partikiillerinin farelerde olusturdugu antikor
miktarlarini karsilagtirmislar, kiigtik partikiillerden
baslangicta antijen saliniminin daha yavas oldugu
fakat 1000 nm biiytikliigiindeki partikiillerin daha
yiiksek IgG olusumuna yol ac¢tigini bildirmislerdir.
Yapilan bu ¢alismada ise, antijenin kapsiillenmesin-
de laktid/glikolid oran1 50:50 ve molekiil agirlig
30.000-60.000 dalton olan PLGA biyopolimeri kul-
lanilmig ve mikrosferlerin ¢ogunun ¢ap1 5 pm’den
kiiciik bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglar laktid/
glikolid oran1 50:50 olan PLGA polimerin C. novyi
toksoidinin enkapsiilasyonu i¢in kullanilabilecegini
gostermektedir.

Koyunlarin enfeksiy6z nekrotik hepatitis has-
talig1 etkeni olan C. novyi tip B ekstraseliiler tok-
sinler (alfa, beta, zeta ve eta) tretir. Bu toksinler
letal, 6damat6z ve sitotoksik aktiviteye sahiptir.
Bu bakterinin sebep oldugu hastaliktan korunmada
toksoid asilardan yararlanilmaktadir. Alfa toksini en
etkili toksin olup bu toksini igeren asilarin koruyu-
cu etki gosterdigi bildirilmistir [3, 7]. Bu ¢aligma-
da saptanan antikor titreleri, ayni sus kullanilarak
Bas ve Alp [6] tarafindan hazirlanan monovalan
ve kombine asidan elde edilen alfa antitoksin (an-
tikor) degerinden (>10) biraz diisiik bulunmustur.
Bu farklilik as1 hazirlama tekniginin farkliligindan
kaynaklanabilir. Bas ve Alp [6], asiy1 hazirlarken
ultrafiltrasyon yontemiyle konsantrasyon gergek-
lestirmislerdir. Arastiricilar ultrafiltrasyon cihazi ile
10.000-30.000 dalton biiyiikliigiindeki molekiilleri
filtre etmek suretiyle kiiltiirii 3 kat konsantre ede-
rek, kiiltiiriin hacmini diisiirmiislerdir. Fakat bizim
calismamizda konsantrasyon islemi uygulanmamis-
tir. Konsantre edilmis asi1 igerisindeki antijen mikta-
rinin fazla olmasi daha yiiksek oranda antikor olu-
sumuna neden olabilir. Nitekim Amitoo ve ark. [2],
C. novyi tip B toksoid asisinin kobaylara verdikleri
as1 miktarini azalttiklarinda antikor titresinin diistii-
glind belirlemislerdir.

As1 bagisiklik ¢aligmalarinda elde edilen anti-
kor titreleri hayvan tiirlerine gore degisebilmekte-
dir. C. novyi asisinin bagigiklik ¢aligmalari tavsan-
larda yapildiginda elde edilen titreler, kobaylarda
elde edilen titrelere gore 3-10 kat daha disiik bu-
lunmustur [42]. Bas ve Alp [6], alliminyum hid-
roksitli C. novyi asisinin bagisiklik testini hem ko-
baylarda hem de koyunlarda yapmislar, kobaylarda
10 IU/ml’nin tizerinde ve koyunlarda 2.5-5 TU/ml
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titre elde etmislerdir. Kili¢ ve Kiling [22], aliimin-
yum hidroksit adjuvantli enfeksiydz nekrotik hepa-
titis asis1 uygulanan koyunlarda asinin olusturdugu
bagisiklik diizeyini arastirmislar, ¢ift doz asinin 2.
ayda antikor titresini 16 IU/ml diizeyinde tespit et-
mislerdir. Her iki calismada da havuzlanmis serum
ornekleri kullanilmustir.

Onceki ¢alismalar PLGA ile kapsiilleme is-
leminde ilave edilen trehalozun toksoid igindeki
antijenin stabilitesini artirdigin1 - géstermektedir.
PLGA’nimn hidrolizi sonucu laktik ve glikolik asit
aciga ciktigindan mikrosferler i¢inde pH 3’{in altina
diiser. Asidik pH’y1 notralize etmek i¢in Mg(OH),
katilir. Trehaloz kapsiilleme esnasinda organik
coziiciilerden antijenik proteini korur. Trehaloz
sulu ortamda kayda deger ¢oziniirlige sahiptir.
Trehalozlu ortamda antijen salinimi daha hizlidir
[16]. Protein stabilizatorii olarak sigir serum al-
blimin (BSA), manntitol ve siikroz kullanilmasina
ragmen antijenin yapisinin korunmasi ve daha iyi
salinim i¢in sadece trehalozun etkili oldugu, kapsiil-
leme isleminde trehaloz konsantrasyonu % 0.5’den
%2’ye artirildiginda, antijen salinimimin da %80-
90 oranina ulastigi, trehalozsuz mikrosferlerdeki
yiiklii protein miktarinin %30-40 oraninda oldugu
bildirilmistir [17]. Bununla birlikte, Quintilio ve
ark. [32] tarafindan yapilan bir ¢alismada, prote-
in stabilizatorlii icermeyen PLGA mikrosferleriyle
kapsullenmis tetanoz ve difteri asilar1 uygulanan
fare ve kobaylarda yeterli diizeyde bagisiklik elde
edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada, mikrosferlerin ha-
zirlanmasinda antijen kaybini 6nlemek igin toksoid
icerisine %1.5 oraninda trehaloz ve %?2 oraninda
Mg(OH), katilmistir. Mikrosferler hazirlanirken ek-
lenen toksoid igerisindeki proteinin yaklasik %88’
mikrosferler icerisine yiiklenmistir. Protein mikta-
rinda yaklagik % 12 oraninda bir kayip goriilmesine
ragmen ¢ift doz aliminyum hidroksitli asiyla ayni
seviyede bagisiklik elde edilmistir. Jaganathan ve
ark. [17], trehaloz ilave ederek tetanoz antijenini
PLGA ve kitosan ile kapsiillediklerinde mikrosfer-
ler i¢ine protein yiikklenme oraninin %90’a ¢iktigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte yapilan bir ¢alis-
mada [43] daha diisiik protein yiiklenme orani sap-
tanmustir. Protein yiiklenme oranlarindaki bu farkli-
liklar, kullanilan polimerin tipi, antijenin 6zelligi ve
mikrosfer hazirlama yontemlerinin farkli olmasin-
dan kaynaklanabilir.

Sonug¢ olarak, PLGA mikrosferli enfeksiyoz
nekrotik hepatitis agisinin tek dozunun aliiminyum
hidroksitli aginin ¢ift dozu ile ayn1 diizeyde bagisik-
lik olusturdugu ortaya konmustur. Veteriner alanda
daha ekonomik olmasi i¢in maliyeti diigiik polimer-
ler iiretilmelidir. Farkli biyopolimerlerin veteriner
asilarimin iiretiminde kullanilabilirligi arastirilma-
lidir. Polimer kullanilarak iiretilen asilarin bagisik-
lik diizeyleri, mikrosferleri hazirlamada kullanilan
yontem, polimerin tipi, solventlerin ¢esidi, protein
stabilizatorleri gibi bir¢ok faktorden etkilendigi icin
daha kapsamli ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ du-
yulmaktadir.
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