Ankara Ecz. Fak. Derg. J. Fac. Pharm, Ankara
32 (3) 175-193, 2003 32 (3) 175-193,2003

ASILARIN NAZAL YOLDAN UYGULANISI
NASAL DELIVERY OF VACCINES

Feray SAATCI Asuman BOZKIR

Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology
06100 Tandogan, Ankara-TURKEY

OZET
Bu derlemede asilarin mukozal yollardan uygulanisi, nazal bagisiklik sistemi, nazal asilamadan

sonra bagisik yanitin olusmasi ve mukozal adjuvanlar degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Nazal asi, NALT, mukozal adjuvan, biyoadezif mikropartikiiler sistem.

In this review; mucosal administration of vaccines, nasal immune system, the immune response

Jfollowing nasal vaccination and mucosal adjuvants were evaluated.

Key Words:Nasal vaccine, NALT, mucosal adjuvants, bioadhesive microparticulate system.

GIRIS
Tip biliminin en Onemli basarilarindan bir tanesi olan asilama sayesinde pek c¢ok
enfeksiyoz hastalikla miicadele edilebilmekte ancak bagisiklamanin sistematik bir sekilde
yurutiilemedigi tlilkelerde bu hastaliklar hala ciddi bir sorun teskil etmektedir. Enfeksiyonlarin
pek cogu mukozal ylizeylere etkir veya mukozal ylizeylerden yayilmaya baslar. Bundan dolayi;
bu enfeksiyoz ajanlara karsi aktif bir bagisiklama saglamak basarili bir mukozal bagisik yanitin

olusturulmasina baghdir.

Pek cok antijenik molekiil epitel bariyerlerden zayif transport Ozelligi gosterirler ve bu
yuzden biiyilkk cogunlugu parenteral olarak uygulanir. Sistemik bagisiklama; enfeksiyoz
hastaliklarin yok edilmesinde gosterdigi gozardi edilemez basarisina ragmen giinden giline
biiyiiyen bir takim sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Parenteral yola alternatif bir yol olan
mukozal bagisiklama; tasidigi pek c¢ok avantajla klinik olarak genis bir arastirma konusu

olmustur.
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Asilarin Mukozal Yollardan Uygulanisi

Mukozal bagisiklamanin orjini binlerce yil oncesine dayanir ve ilk kez Cinli tip bilginleri
tarafindan uygulanmustir. Cinli bilim adamlar1 frengiyle olusan yaralarin kurutulmus kabuklarini
inhale toz haline getirerek kiiciik cocuklari bu hastaliga karst bagisiklamislardir. Bu kadar
eskiye dayanmasina ragmen mukozal asilama gunimiizde genis bir uriin grubuyla temsil
edilememektedir. Giuinumiizde kullanimda olan hemen hemen tiim asilar parenteral yoldan

uygulanmaktadir. Istisna olarak ancak birkag uygulama érnek verilebilir (1):

» Canl attentie polio ve salmonella asilar1 (oral yoldan)

+ Influenza agis1 (nazal yoldan)

Mukozal bagisiklamanin, sistemik bagisiklamanin yerini almasiyla gelismekte olan
iilkelerde enfekte olmus ignelerin bir seferden fazla kullanimiyla ortaya ¢ikan hastalik yayilma

riski Onlenebilecektir.

Mukozal bagisiklamanin en oOnemli avantaji; lokal ve sistemik bagisikligi birlikte
uyarabilmesidir. Aynt zamanda mukozal bagisiklama, pek c¢ok patojenin organizmaya giris
yaptig1 mukozal bolgelerde lokal uzun donem immiinolojik hafizanin uyarilmasinda en etkili
yaklagimdir. Son yillarda yapilan pek ¢ok arastirma ile "ortak mukozal bagisiklik sistemi" nin
varlig1 ortaya konulmustur. Bunun anlami; viicudun herhangi bir mukozal yiizeyinden yapilan
ast uygulamasinin bu bolgeye cok uzak mukozal bolgelerde dahi bagisik yaniti uyarabilmesidir
(2,3). Solunum, intestinal ve jenital yolda enfeksiyoz hastaliklara yol acan hemen hemen tiim
viral, bakteriyel ve parazitik ajanlar mukozal zarlar tarafindan uygun hale getirilen genis

yuzeyler vasitasiyla organizmaya giris yaparlar (4).

Lokal bagisiklama igin uygun olan mukozal yollar; oral, nazal, vajinal ve rektal yolu

kapsamaktadir.

Nazal Bagisiklamanin Onemi

Nazal yol mukozal bagisiklik sisteminin cok Onemli bir uygulama yoludur c¢iinki
inhalasyonla organizmaya alinan antijenler icin ilk temas noktasidir ve boylelikle nazal
bagisiklama ile patojenler organizmaya ilk girdikleri noktada notralizasyona ugrarlar. Bunun
sonucu olarak intranazal bagisiklama hem periferal hem de mukozal bagisiklama igin ¢ok etkin

bir yoldur. Nazal uygulama yolunu tstiin kilan nitelikler sunlardir (2,5-8):



Ankara Ecz. Fak. Derg., 32 (3) 175-192, 2003 177

* Kolaylikla uygulanabilir.

* Nazal mukoza damar ag1 acisindan zengindir.

» Nazal mukoza ¢ok sayida mikrovilusa bagli olarak genis bir absorpsiyon alanina
sahiptir.

*+  Hem mukozal hem sistemik immun cevabi uyarabilir.

»  Nazal mukozanin diger mukozal yapilara oranla gecirgenligi daha fazladir.

« Insan topluluklarinin bagisiklanmasinda kullanilabilir kolay bir yéntemdir.

« Igne ve siringa kullanimi olmadig1 icin enfeksiyon yayilma riski yoktur.

* Uygulanan asilarin ilk gecis etkisine ugrama sorunu yoktur.

*  Mukozal bagisiklik sistemik bagisikliktan daha once olustugu igin ¢ok erken
yaslarda bagisiklama icin iyi bir yaklasimdir.

* Nazal asilarin tretimi sistemik asilarda oldugu kadar zor sartlari gerektirmez bu
acidan tretimleri daha ucuzdur.

* Ortak mukozal bagisiklik sistem sayesinde uzak mukozal bolgelerde dahi immiin

yanit olusturulabilir.

Nazal yoldan uygulanan asilarin "ortak mukozal bagisiklik sistemi" nin varlig1 sayesinde
daha uzak mukozal bolgelerde de bagisik yanit olusturabildigine dair degisik ¢alismalar vardir.
Yapilan bir calismada Herpes simplexe ait glikoprotein B'yi eksprese eden rekombinant bir
adenoviriis vektorii intranazal olarak farelere uygulandiginda mukozal bagisik yanit
indiiklenmis ve farelerin bu hastaliga karst uzun déonem korunmalari mimkiin olmustur. Bu
vektoriin nazal yoldan uygulanmasiyla ayn1 zamanda jenital yolda da spesifik bir immiin cevap
gozlenmistir. Intravajinal bagistklamada ise ayni antijen icin vajinal sekresyonlarda diisiik
seviyelerde IgA (Immunglobulin A) ve Ig G (Immunglobulin G) olusumuna rastlanmustir (9,10).
Bu sonuclar nazal yoldan verilen ve immiinojenik antijenleri eksprese eden adenovirls
vektorlerin, HIV (Human Immunodeficiency Syndrome) ve HSV (Herpes Simplex Viris) ile
miicadele icin milkemmel aday asilar olduklarint gostermektedir. Buna benzer pek cok antijenin
nazal uygulanmasiyla vajinal sekresyonlarda yiiksek seviyelerde spesifik Ig A ve Ig G olusumu
gozlenmistir. Diger mukozal yollarla karsilastirildiginda nazal yol bir takim Ustiinliiklere

sahiptir (1). Bunlar:

1) Nazal bagisiklama icin kullanilan antijen dozu oral yola gore cok azdir. Nazal yolun
distik enzimatik aktiviteye sahip bir mukoza yapisinda olmasindan dolay1 nazal yolla uygulanan
antijenler oral yolda oldugu gibi diisik pH degerlerine ve enzimlerin parcalayict ozelliklerine
maruz kalmazlar. Disik dozda antijen kullanimi 6zellikle rekombinant DNA teknolojisiyle
uretilen ve cogu kez turetimleri oldukca pahali olan antijenlerin kullanimi sirasinda buiyiik bir

avantaj getirir.
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2) Asilarin pulmoner yolla uygulanmasi cok daha zor bir islemdir, daha ileri teknolojilere
ihtiya¢ vardir ve asir1 duyarlilik gibi, potansiyel toksisiteye bagli onemli sorunlar da kullanimini

sinirlar.

3) Nazal yolu jenital ve rektal yolla karsilastirdigimizda ise; nazal yol lokal ve sistemik
bagisik yanitlart daha ¢ok indiikleyebilen, kullanimi daha kolay ve kabul edilebilir bir uygulama
yoludur. Bu nedenlerden dolayr giiniimiizde pek ¢ok degisik tipte nazal asi formiilasyon ve
uygulamalar1 lzerinde caligmalar siirmektedir. Bunlarin bir kismi Faz 12 asamalarinda, bir
kisminda ise Faz 3 klinik asamaya ulasilmus bir kismi ise pazarlanmaktadir (11-13). Ornegin
lipozom seklinde formiile edilmis nazal bir influenza asis1 Avrupa'da yakin bir zamandan bu
yana pazarlanmaktadir. Ayrica Aviron tarafindan gelistirilmis olan canli atteniie bir influenza

asisinin da son asamalarina gelinmistir.

Nasal Bagisiklik Sistemi
Ust ve alt solunum yoluna ait bagisiklik sistemi;

1 )Epitel dokuyu kaplayan bir kompartman ve hemen altinda immunokompetent hiicreleri

iceren birlestirici doku,

2)Burna ve bronglara ait lenfoid dokular. NALT(Burna bagh lenfoid doku),
BALT(Bronslara bagh lenfoid doku), LALT(Larinkse bagli lenfoid doku),

3)Solunum sistemine drenaj yapan lenf diigiimleri

olmak tlizere 3 kistmda incelenebilir (2).

Solunum yolundaki epitel bariyerler ise 4 tip hiicreden olugsmaktadir. Bunlar:
* Alveolar makrofajlar,
*  Dendritik hiicreler,
* M hiicreleri,
+ Intraepitel lenfositler

olarak siralanabilir.
Mukozal bagisik yanitlarin cogunlukla MALT da olusturulduguna inanilmaktadir.

MALT (Mukozaya bagh lenfoid doku) ve onun degisik formlart olan GALT(Barsaklara
baghh lenfoid doku) ve BALT'in tanimlanmasiyla birlikte "mukozal bagisiklama" ve onun
uygulamalari olan "mukozal asilar" genis bir sekilde arastirilma olanagina kavusmustur. Genel

terimlerle MALT B hiicre folikiilleri ve bunlara komsu T hiicre alanlarini igeren lenfoit
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agregatlardan olugmustur. Folikiillerin Uzeri epitel dokuyla cevrilidir ve bu epitel antijenleri
secici olarak absorplama oOzelligine sahiptir (Sekil 1). Temel membranin tizerinde, epitel
dokunun icinde intraepitel B ve T lenfositleri bulunur. Bu yapilar arasindaki kompleks
etkilesmeler mukozadaki homeostazisi diizenler ve etkin bir koruma saglar. Mukozal
bolgelerdeki savunma mekanizmasin prensibi dogal olarak {retilen slgA (salgisal IgA)
etkinligine baglidir. Mukozal bagisiklamadan slgA etkinligi sorumludur. Bunlar proteolize
direnirler, antikor bagli T hiicre aracili sitotoksiteye aracilik ederler, mikrobiyal baglanma,
kolonizasyon ve penetrasyonunu inhibe ederler, biyolojik olarak aktif antijenleri notralize eder

ve komplementi aktive ederler (14,15).

Uygun bir hayvan modelinin bulunamamasi nedeniyle baslangicta daha cok alt solunum
yolu ve BALT fzerinde calismalar yapilmustir. Spit ve arkadaslart (16) si¢anlarin nazal
mukozalarinin morfolojisi ve fonksiyonlar1 lizerine calismalar yapmislar ve burada yer alan
lenfoit agregatlarin MALT'a ait lenfoit dokuya benzer Ozellikler gosterdiklerini bulmuslardir.
Burada da M hiicrelerinin varlig1 gozlenmis, yapilarin Peyer Plaklarina ve BALT'taki lenfoit
yapilara benzerligi esas alinarak bu olusumlara GALT'a ve BALT'a analog olmak tizere NALT

ismini vermiglerdir.

NALT, M hiicrelerini igeren limfoepitel dokuyla kapli mukozal bir bolgedir ve nazal
bagisik yanitin olusturulmasindan sorumludur. Siganlarin NALT yapist B ve T hiicre alanlari
ile M hiicrelerini iceren bir epitel tabakayla kapli cok iyi organize olmus yapilardir. Insanlarda
NALT'a esdeger dokular Waldeyer halkasi olarak bilinir. Waldeyer halkasi; nazofaringeal
tonsil, bir ¢ift palatin tonsil, bir cift tubal tonsil ve linguinal tonsilden olusmaktadir (17).
Tonsiller lenfoid hiicre agregatlanndan olusmuglardir ve yapi1 olarak barsaklardaki Peyer
plaklarina benzerler. Insan tonsillerinin essiz dogas1 onlarin ¢ok cesitli kompleks immiinolojik
fonksiyonlar1 yerine getirmesine olanak vermektedir. Tonsiller lokal bagisikliktan sorumlu
organlardir, nazofaringeal ve palatin tonsiller immiin goézetim ve Kkoruma gorevinden
sorumludurlar (2). Tonsillerin mukozal immiin savunma isleminde onemli rol oynamalari
onlarin inhalasyonla alman antijenlere karsi yakin temas kurabilecekleri bir bolgede yer
almalarindan kaynaklanmaktadir. Tliim hayvan tiirlerinde insan tonsillerine esdeger tonsil yapisi
yoktur bu yilizden hayvanlardan elde edilen bulgulara ait karsilastirmalar daha gercekci

yapilmalidir.
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EPITELYUM — -_—

B FOLIKIIL

Lamina propria

Sekil I:NALT'in yapist.B-B hiicresi; M-M hiicresi; Mcp-makrofajlar;
DC-dentritik hiicre; FDC-folikiiler dendritik hiicreler; HEV; yiiksek endotelial veniiller (3).

Intranazal Bagisiklama Sonrasi1 Bagisik Yanitin Olusmasi

Intranazal bagisiklamadan sonra hem humoral hem de hiicresel tipte bagisik yanit
olusabilir. Antijen submukozadaki lenfoit hiicrelere gecer. Buralarda antijenin islenmesi
gerceklesir. Antijenle nazal mukoza ve NALT arasindaki etkilesme pek cok faktore baghdir
ama esasen antijenin fiziksel dogasi, dozu ve uygulama sikligi rol oynar. Antijenin fiziksel
ozelikleri onun MALT ile etkilesim tarzini belirler. Partikiiler haldeki antijenler M hiicreleri
tarafindan alinirlar ve posterior lenf digiimlerine asinirlar. Kiigiik molekiil agirlikli ¢oziiniir

haldeki antijenler nazal epitelden penetre olurlar.

Bu tip antijenler dendritik hiicreler, makrofajlar ve lenfositler gibi antijen sunucu
hiicrelerle etkilesir, siiperfasial servikal lenf diiglimlerine oradan da posterior lenf diigiimlerine

drenajla tasinirlar (Sekil 2).
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Sekil 2: Antijen uyarmmnin mekanizmasi ve NALT'm antijenik uyarimindan sonra bagisik
yanitin  olusmasi.  Ag-Antijen; APC-Antijien sunucu hiicreler; M-M hiicreleri;
PCLN-posterior servikal lenf diigtimii; SCLN-superfasyal servikal lenf diigiimii(3).

Cozinmis haldeki antijenler servikal lenf diigiimlerinde sistemik bir bagisik yanita veya
toleransa sebep olurlar. Posterior lenf diigiimleri ise salgisal bagisik yanitin olugmasinda rol
oynarlar. Coziinmis haldeki antijenler bu tip bagisikligi da uyarabilirler (11,17). Mukozal
bagistk yanit antijenin temas ettigi bolgede meydana gelen lokal bir fenomen olarak
degerlendirilmekteydi. Son arastirmalarda ise "ortak mukozal bagigiklik sistemi” nin varligi
kanitlanmis, bazi mekanizmalart agiklanmis ve bilinen bulasici hastaliklar icin mukozal yolun
en ustin yol oldugu dogrulanmistir. Ortak mukozal bagisiklik sistemi sayesinde uygulama
yapilan mukozal bolge hari¢ diger mukozal bolgelerde de bir bagisik yanit olusabilir. M
hiicreleri tarafindan alinarak lenfoit agregatlara giren antijenler buradan T ve B lenfositleri ile
antijen sunucu hiicreleri (makrofajlar, dendritik hiicreler ve B hiicreleri) iceren lenfoit dokuya
taginirlar. Antijenik uyaridan sonra B ve T hiicreleri lenf diiglimleri civarma gog¢ ederler ve
sonra farklilasarak gogiis kanali icinden dolasima gecerler. Neticede degisik mukozal yiizeylere
ve ekzokrin bezlere yerlesirler.Ornegin BALT, tiikriik bezleri,gdgiis bezleri ve iirojenital
mukozaya yerlesirler. Burada spesifik salgisal IgA tretimine baslarlar. Boylelikle bu mukozal

bolgelerde bagisik yanit saglanmis olur (15).
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Antijen Formiilasyonlar1 ve Nazal Bagisiklama Icin Kullamlan Tasiyic1 Sistemler

Bir asinin immiin yanit olusturabilmesi pek cok etkene baglidir. Bunlart soyle
siralayabiliriz:

* Antijenin fiziksel dogasi,

*  Verilis dozu ve verilis yolu,

* Adjuvanlarin kullanimai,

*  Konagin immiinite durumu.

Bu grupta eczacilik yoniinden as1 formiilasyonunda Onem tasiyan konularin
basinda adjuvanlar gelmektedir. Ast antijenlerinin olusturdugu bagisik yaniti artirmak tzere
asilara eklenen maddelere adjuvan denir. Adjuvanlar immiinomodiilasyonu arttirarak, antijen
sunucu hiicrelerin iglevlerini gelistirerek, antijenlerin hedef bolgelere ulagsmalarini saglayarak ve
uzun sureli-yavas salimli depo etki olusturarak bagisik yanitin artmasini saglarlar (18). Nazal
asilarin atteniie canli hiicrelerden hazirlandigi veya antijenin uygun bir immunostimiilator
maddeyle ve/veya uygun bir tasiyict sistemin adjuvan niteliginden yararlanilarak
uygulandiginda humoral ve hiicresel diizeyde bagisik yaniti uyardigi kanitlanmistir (19). Peptit
ve proteinlerin mukozal yollardan uygulanisinda sinirli bir basar1 elde edilebilmistir.Buna
sebepler:

*  Makromolekiillerin mukozal bariyerlerden sinirli diflizyonlar,

* Antijenlerin ¢ok hizli mukosliyer klerense ugramalari,

* Nazal sivilardaki enzimatik aktivitenin varligi,

Bu sebeplerden dolayr basarili bir mukozal asillama etkili mukozal adjuvanlarin

kullanimiyla saglanabilir (20).

Nazal Yolla Uygulanan Asi Formiilasyonlarinda Kullamilan Adjuvanlar

Nazal yolla uygulanan as1 formiilasyonlarinda kullanilan as1 adjuvanlarim, tastyici

sistemler ve molekiiler sistemler olarak 2 gruba ayirmak miimkiindiir:

Tasiyici sistemler:

Lipozomlar (21,22)
Mikrokiireler,Nanokiireler (23-25)
Emiilsiyonlar (26)

Iscomlar (Bagisikhig1 uyaran kompleks) (27)
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Molekiiler sistemler:

Sitokinler (28)

Bakteriler (29)

Bakteriyel toksinler (30,31)

Virtsler (32)

Membran partikiilleri (33)

Plazmid DNA (34)

Lipitler, Gliseridler+Yag asitleri (35)

Noniyonik blok polimer (20)

Nazal As1 Uygulamalarinda Adjuvan Olarak Kullamilan Tasiyic1 Sistemler

Lipozomlar biyoparcalanabilir ve immiinolojik olarak inert olmalari nedeniyle mukozal
asillamada ideal sistemler olarak uygulanmiglardir. Lipozomlar antijeni yavas salan depo
sistemler olarak adjuvan etki gosterirler ve partikiler oOzellikleri antijen sunumunda rol

oynamalarin saglar (21,22).

Polimerik mikropartikiiler sistemlerin mukozal bagisiklamada kullanilmasi ile asilarin
etkinligi pek cok yonden arttirdmaktadir. Partikiiller sistem; antijenleri enzimatik
degradasyondan korur, daha iyi bir antijen alimi icin mukozal dokuda sistemin yogunlagmasini
saglar, vucutta kalig suiresini uzatir ve NALT gibi antijen aliminin gergeklesti§i bolgelere
hedeflenmeyi saglar. Ozellikle degredasyon ozelliklerinin bilinmesiyle antijen salimi
ayarlanarak istenilen diizeyde bagisik yanita ulasmak miimkiin olabilecektir. Guinimuzde nazal
partikiiler tastyict sistemlerin hazirlanmasinda siklikla poli (laktid) (PLA) ve PLGA polimerleri
tercih edilmektedir. Biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik olarak gecimli olmalari ve uzun
yulardir kontrollii salim sistemleri seklinde insanlarda kullanimlarinin olmasi onlan asilar igin

birincil tercih yapmustir (23,36,37).

Agilarin  nazal olarak uygulanmalarinda biyoadezif polimer sistemlerle tasarlanmis
mikropartikiiler sistemlerin kullanimiyla asi sisteminin nazal boslukta kalis siiresi arttirilmistir.
Uygulanan bir as1 formiilasyonunun fiziksel 6zelliklerinin ve nazal dokularda yaptig1 hiicresel
islemlerin bilinmesinin yanisira nazal fizyolojinin daha dogrusu mukosilyer klerensin
incelenmesi son derece onemlidir. Mukosilyer klerens viicudun solunum ile alinan yabanci
maddelere karst korunmasi igin gelistirilmis non spesifik fizyolojik bir solunum yolu savunma

mekanizmasidir. Mukus siirekli bir film tabakasi olusturur. Silyalar bu jelimsi tabakay1 siirekli
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nazaofarenkse tasirlar. Mukus taginma hizi 8 mm/dak olarak bulunmustur. Mukus tabakasi ve
silyalarin bu kombine hareketine mukosilyer klerens denir. insanda nazal yolla uygulanan basit
bir toz veya sivi bir formiilasyon yaklasik 15-20 dakikalik bir yar1 omiirle nazal bosluktan
temizlenir (38). Nazal bosluktaki bu klerens formiilasyonun istenen bagisik yanit1 olusturacak
zamani bulmasini engeller. Bu siire antijenlerin doku ve hiicreler tarafindan aliminin saglanmasi
icin oldukca kisadir. Biyoadezif a1 sistemlerinin kullanimi mukosilyer klerensi yavaslatacak
boylece formiilasyon nazal mukozadan uzun siirede gecis yaparak antijeni nazal bosluktaki
dokulara ve tonsiller gibi lenfoid yapilara sunma sansini1 daha fazla bulacaktir. 80'li yillardan bu
yana sistemik ve lokal ilac verilisini arttirmak amaciyla biyoadezif veya mukoadezif sistemler
uizerinde calisiimaktadir. Genel terimlerle biyoadezif sistem cok cesitli doku ylizeylerine

ozelikle de mukozal epitele yapismak tizere tasarlanmis sistemlerdir.

Biyo veya mukoadezyon elektrostatik ve hidrofobik etkilesmeler, Van der Waals glicleri

veya hidrojen baglar gibi fiziksel ve kimyasal etkilesimleri icerir (39).

Bir biyoadezif sistemin getirdigi 6nemli avantajlar sOyle siralanabilir:
« llac tasiyici sistemin etki gdsterecegi bolgede kalis siiresinin artmast,
»  Secili bir bolgeye lokal hedeflenmenin saglanabilmesi,

*  Mukozal epitelle etkilesimin artirilmasidir.

Protein yapisindaki etken maddelerin absorpsiyonlarini arttirmak tzere son yillarda
lizerinde en ¢ok caligma yapilan biyoadezif polimerler kitosanlar, metakrilik asitler, nisasta,

jelatin, hyallironik asit ve seliiloz tlirevleri olarak siralanabilir.

Biyoadezif polimer olarak as1 formilasyonlarinda sik¢a c¢alisilan bir polimer
kitosandir.Kitosan biyolojik olarak gecimli ve parcalanabilir bir katyonik polisakkarittir. Pozitif
yukli olusu hiicre yiizeyi ve mukus gibi negatif yiiklii materyallere cok gii¢lii baglanabilme
ozelligini getirir. Aym1 zamanda kitosanin paraseliiler absorpsiyonu arttirdigr hayvan deneyleri
ve hiicre kultiri calismalariyla kanitlanmistir (40). Klerens stiresini uzatma ve paraseliiler
transportu arttirma ozelligiyle kitosan nazal olarak uygulandiginda bagisik yaniti arttiran ve
mukozal asilama i¢in son derece uygun polimerik bir materyaldir. Son yillarda mukozal asilama
konusunda kitosan kullanilarak hazirlanmig mikropartikiiler sistemler tzerinde durulmaktadir

(25,41,42).

Yapilan bir c¢alismada difteri toksoidi (DT) ile iki farkli mikrokiire formiilasyonu
hazirlanmis ve adjuvan nitelikleri bakimindan karsilastirilmislardir. Ik formiilasyon PLA

polimeri ve PVA stabilizeriyle hazirlanmis mikrokiirelerdir (PLAMS PVA). Ikinci
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formiilasyonda ise pozitif yiiklii mikrokiirelerin, klasik PLA mikrokiirelerinden daha fazla
bagisik yanmit olusturacagr fikrinden dolayi, kitosanla hazirlanmis PLA mikrokiireler
kullanilmistir(PLAMS CHI) (43). PLAMS PVA, PLAMS CHI ve sadece DT igeren ¢ozelti
deney hayvanlarina intranazal olarak uygulanmig, biyoadezif polimer olan kitosanla hazirlanmis
PLAMS CHI nm bagisik yaniti daha fazla arttirdign bulunmustur (Grafik 1). Intranazal

bagisiklamadan sonra elde edilen antikor titrelerinden iki sonuca varmak mumkiindiir:

* Cozunur haldeki bir antijeni enkapstile haldeki bir immiinojene cevirmek adjuvan
niteligin artisina sebep olmaktadir.
* Mukozal vyiizeyle temasin Kkitosan gibi pozitif yiikli polimerik materyallerle

arttirrlmast  ile antijen alm artmakta boylelikle bagistk yanit fazlasiyla

induklenebilmektedir.
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Grafik 1 :intranazal bagisiklamadan sonra Anti-DT spesifik IgG
Titreleri (Toksoid 1. ve 49. glinlerde 10 LF uygulanmustir) (43).

Singh ve arkadaglart (39) nazal bir influenza ast formiilasyonu tizerinde caligmglar,
antijeni biyoadezif tasiyict bir sistemle spesifik antijen alim bolgelerine hedeflemiglerdir.
Calismada biyoadezif sistemin etkinligi mukozal bir adjuvanin varliginda incelenmistir. LTK63
E. Coli'den genetik olarak detoksifiye edilmis bir enterotoksindir. Biyoadezif polimer olarak
hyaltironik asit se¢ilmistir. Hyaltironik asidin karboksil gruplarinin alkollerle esterlestirilmesiyle

elde edilen biyodegradabl polimere HYAFF adi verilmistir. Bu polimerlerle elde edilen
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mikrokiireler cok kuvvetli biyoadezif Ozelliklere sahiptir. Deney hayvanlarina hemagliitinin
(HA) IM olarak tek basina, nazal olarak HA+LTK63 ve HA+LTK63+HYAFF seklinde
uygulanmustir. Biyoadezif mikrokiirelerin kullanimiyla birlikte serum ve nazal sivilarda olciilen
antikor titrelerinde anlamli bir artis olmustur. En onemlisi nazal yolla elde edilen bagisik yanit
IM yolla elde edilenden ¢ok daha yiiksek bulunmustur (Grafik 2). Bu da mukozal asilarin zaman

icinde parenteral asilarin yerini alabilecegine dair umut verici bir gostergedir.
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Grafik 2: IM olarak HA, IN olarak HA ve LTK63 ve IN olarak HA, LTK63 ve HYAFF ile bagisklanan
deney hayvanlarmin nazal salgilarindaki Anti-HA Ig A titreleri (1).

Nazal Asi Formiilasyonlarinda Adjuvan Olarak Kullanilan Molekiiller

Mukozal bagisiklama igin en potent adjuvanlar Vibrio cholerae'den elde edilen kolera
toksini ve Escherichia coli'den elde edilen 1siya dayanikli  enterotoksin ve bunlarin
altbirnmleridir. Fakat bu maddeler insanlar i¢in son derece toksiktirler ve kullanimlart giivenlik
acisindan uygun bulunmamistir. Ayni sekilde rekombinant attentie virtisler veya bakterilerle de
hayvan deneyleriyle ¢ok uygun bagisik yanitlar alinmig fakat bunlar da toksik Ozellikler
gostermeleri nedeniyle insanlarda kullanilmadan once gilivenlik sorunlarinin ¢oziilmesi

gerekmektedir. Bu sebeple bu maddelerin genetik olarak detoksifiye edilerek kullanimlar:

saglanmaya calisiilmaktadir (3,18,30,31).

Bagka bir bakteriel kaynakli iiriin olan ve Salmonella minnesota R595'den elde edilen
MPL (monofosforil Lipid A), hepatit yiizey antijeni, tetanoz toksoidi ve influenza antijenleri ile
nazal olarak uygulanmis ,nazal mukozada ve diger uzak mukozal bolgelerde de lokal

bagisikligin arttigr gozlenmistir (44,45)
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Mukozal bagisiklamayla yeterli derecede immiin yanitin alinabilmesi icin insanlarda
kullanimi  uygun olabilecek adjuvan sistemler Tlizerinde c¢ok yogun caligmalar
surmektedir.Bakteriyel kaynakli olmayan ve adjuvan nitelik gosterebilecek maddeler lizerinde

caligmalar stirmektedir.

Penetrasyon arttiricilar genel olarak mukozal ylizeyleri modifiye ederek normalde
absorpsiyonu zayif olan molekiillerin gegisini arttiran maddelerdir. Diger taraftan bu
absorpsiyon artisindan penetrasyon arttiricilarin epitel hiicreler, mukus ve silyalar tizerindeki
zararl etkileri sorumludur. Pek ¢ok penetrasyon arttirici ylizey aktif ozellige sahiptir ve bu
ozelikleri onlardan beklenen etkilerinin yanisira membran veya intraseliiler organellere geri
donuigimstiz zararlar vermelerine neden olabilir. Mukozal bagisiklamanin amaclart dahilinde bu
penetrasyon arttiricilarin mukozaya uygulanmalart ¢ok sik olmaz ve de kronik bir nazal
uygulama gerektiren durumlarla karsilastirildiginda basarili bir bagisikligin saglanabilmesi bu
olumsuzluklarin gozardi edilebilmesine neden olur. Alpar ve arkadaglari (43) dimetil P
siklodekstrin, deoksikolik asit, poly-ornitin ve vitamin E derivesinin (D-alfa tokoferil polietilen
glikol 1000 siiksinat) nazal bagisiklamada adjuvan etkileri lizerine bir calisma yapmuislardir
.Calismada tetanos toksoidi ve difteri toksoidi penetrasyon arttiricilarin toksik olmayan c¢esitli
dozlanyla cozelti seklinde formiile edilmis ve nazal olarak deney hayvanlarina uygulanmistir.
Bu amagla dimetil p siklodekstrin % 2.5-5 w/v, deoksikolik asit % 0.5-1 w/v, poly-ornitin %
0.5-1 w/v ve vitamin E % 0.5-20 oranlarinda kullanilmislardir.Bu penetrasyon arttiricilarin

kullanimiyla bagisik yanitin arttigi bulunmustur.

Klinguer ve arkadaglar1 (46) ise lipofilik bir kuarterner amonyum tuzu olan
dimetildioktadesilamonyum bromid (DDA) nmn mukozal adjuvan olarak kullanilmasini
incelemiglerdir. DDA insan deneyleriyle parenteral olarak non toksik ozelligi kanitlanmis bir
yiizey aktif maddedir. Calismada model antijenik madde olarak tetanoz toksoidi, difteri toksoidi
ve BBG2Na secilmistir. BBG2Na RSV (Respirotary Synctial Virtis) nin G proteininin
rekombinant bir fragmamidir .Calismada adjuvan etkinligi oldugu disiiniilen DDA, adjuvan
niteligi son derece giiclii fakat insanlarda kullanimi olmayan Kkolera toksini (CTB) ile
karsilastirmalr olarak verilmistir. Sonug olarak DDA ile elde edilen antikor titreleri CTB ile elde

edilen antikor titrelerine son derece yakin bulunmustur .
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SONUC

Geleneksel sistemik bagisiklama basta lokal bagisitk yanitlart uyaramama ve hasta
uyuncunun Yyetersizligi olmak tizere pek cok problemi tasimaktadir. Gelecegin asi uretim
stratejisi; ucuz, kolaylikla dagitilabilir ve uygulanabilir as1 sistemlerini olusturabilmektir. Bu da
hastanin kendisi tarafindan uygulanabilen mukozal asilar sayesinde gerceklesebilir.Mukozal bir
aginin etkinligi; antijen tasiyici as1 sisteminin antijeni MALT gibi spesifik dokulara yeteri kadar

sunabilmesine baghdir.

Bu da koruyucu bagisikligin uyarilmasindan sorumlu antijenlerin uygun tasiyict
sistemlerle ve etkili adjuvanlarin varliginda formiile edilmesiyle gerceklesebilir. Biyoadezif
nitelikli ve gucli adjuvan oOzelligi tastyan asi sistemlerinin hazirlanmasiyla nazal yoldan
uygulanabilir ve parenteral yola esdeger olabilecek mukozal asilara ulasmak miumkiin

olabilecektir.
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