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Amac: Son yillarda pulmoner bagisiklama parenteral agilamaya iligkin sorunlart ortadan kaldirmasi,
hem sistemik hem de mukozal bagisikligi indiiklemesi ile ilgi odagi olmugstur. Bu derlemede, inhale alt birim
ast ¢calismalari ve gelismeleri ele alinmuigtir.

Sonuc¢ ve Tartisma: Tiim patojen bazli asilara kiyasla daha giivenli olan alt birim asilar, karmagik
vapuli patojenlerin neden oldugu hastaliklarda spesifik ve koruyucu bagisikitk yamiti olusturmaktadir. Bu
asuarin, ¢esitli tasiyict sistemler ve adjuvanlarla formiile edildiklerinde, solunum sisteminde hedeflenen
bélgede spesifik immiin yanit olusturdugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistiv. Son yillarda konu ile ilgili
yapilan arastirmalar stabil, invazif olmayan, soguk zincir gerektirmeyen, kitlesel asilamaya uygun kuru toz
inhale agilarm formiilasyonlarimin gelistirilmesi ve bu asilara uygun tek kullanimiik cihaz tasarimi tizerine
odaklanmaktadir.

Anahtar kelimeler: Alt birim asi, inhale asi, pulmoner bagisiklama

ABSTRACT

Objective: In recent years, pulmonary immunization has been the center of interest as it eliminates the
problems related the parenteral vaccination and induces both systemic and mucosal immunity. In this review,
the inhaled subunit vaccination studies and recent developments have been discussed.

Result and Discussion: Subunit vaccines, which are safer compared to whole pathogen-based vaccines,
have provided a specific and protective immune response in diseases caused by complex pathogens. It has
been shown that the formulations of these vaccines with carrier systems and adjuvants, obtain a specific
immune response in the targeted area of the respiratory system. The recent studies focus on the formulation
development of stable, non-invasive, dry powder inhaled vaccines that do not require cold chain storage and
suitable for mass vaccination, also disposable devices which are suitable for this vaccines.
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GIRIS

As, hastalik etkeni viriis, bakteri vb. mikroorganizmalarin hastalik yapma 6zelliklerinin ortadan
kaldirilmasi ile gelistirilen biyolojik bir iirtindiir. Viicudun savunma mekanizmasini uyararak kisinin
hastalik etkenine karsi bagisiklik kazanip direncli hale gelmesini saglar [1]. Ulkemizde ilk asilama
uygulamasi, ¢icek hastasi bir kisinin cildindeki kabarciklarindan toplanan canli ¢igek virilisiiniin bir
baskasina aktarilmasi yoluyla 18. yiizyilda yapilmistir. Leydi Mary W. Montagu, Tiirkiye’de yasarken,
cigek hastaligina kars1 yapilan as1 uygulamalarini gézlemlemistir. Bati {ilkeleri, bu yontemi Dr. Timoni
ve Lady Mary W. Montagu’nun yazilari aracihgiyla 6grenmistir. Ulkemiz bu tedavi ydnteminin Bat1’ya
aktarilmasinda, medeniyetler arasinda bir kdprii olarak kilit bir rol oynamustir. Enfeksiyon riski tagiyan
bu yontem, ilk kez Edward Jenner (1789) tarafindan daha giivenli ve bilimsel bir asilama olarak
gelistirilmistir [2].

Bagisiklik sisteminin patojenlere karsi ii¢ 6zelligi vardir; indiiklenebilirlik, 6zgiilliik ve hafiza
ozellikleri. Bu ozellikler as1 tasarimi ve gelisiminde oldukca énemlidir. Indiiklenebilirlik, pasif olan
bagisik yanitin ancak enfeksiyon veya agilama ile hizli ve etkili sekilde harekete gececegini ifade
etmektedir. Ozgiilliik, bagisiklik sisteminin belirli patojenlere (veya asilara) cevap verme yetenegini
ifade eder ve boylece bagisiklik yanitinin belirli bir enfeksiyonla savagsmak i¢in ideal olmasini saglar.
Bagisiklik yanitinin hafiza bileseni ise, bir enfeksiyona tekrar maruz kalindiginda daha hizli ve etkili
sekilde tepki verilmesidir. As1 ¢alismalarinda karsilasilan temel sorunlar, patojenlerin karmasik yapilari,
patojenlerin yiiksek mutasyon oranlar1 ve dogru tipte bagisiklik yanit1 liretme yetenegi olarak ii¢ ana
simifa ayrilabilir. Cigek hastaligi gibi canli virlis asilarinin etkinligi yiiksek olmasina ragmen tasidigi
riskler, arastirmacilari orijinal patojene benzer bir bagisik yanit indiikleyebilen, bulasici organizmanin
sadece bazi boliimlerini kullanarak as1 gelistirme ¢alismalarina yonlendirmistir. Bu derlemede, daha
giivenli bir yaklagim olarak goriilen alt birim asilarin pulmoner uygulamasi iizerine yapilan ¢alismalar

incelenmistir.

Asilarin Simflandirilmasi

Asilar, tiretim teknolojilerine gore geleneksel ve biyoteknolojik asilar olarak siniflandirilabilir.
Geleneksel olarak asilar, canli zayiflatilmis patojenler, tamamen inaktive edilmis organizmalar veya
inaktive edilmis bakteriyel toksinlerden olugsmakta olup, genellikle yeterince immunojeniktirler. Tim
patojeni iceren geleneksel asilar, uzun siireli koruyucu bagisiklik saglamalarina ragmen hafif veya
oliimciil etkilere neden olmaktadir. Giivenlik, as1 gelistirmede biiyiik bir sorun kaynagidir. Geleneksel
asilarin kullanimi, bagisiklik sistemi zayif olan bireylerde hastaliga neden olabilirligi ve tekrar viriilans
kazanma riski nedeniyle sinirlidir. Bu sinirlamalar dogrultusunda, as1 tasarimi i¢in yeni stratejiler ortaya

cikmakta ve as1 gelisimi, canli zayiflatilmis veya inaktive asilarin tam hiicre temelli yaklasimindan daha
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giivenli olan split ve alt birim as1 teknolojisine dogru ilerlemektedir. Split agilar, tam patojenin daha
kiigiik bilesenlere fiziksel olarak ayrilmasi ile elde edilir. Bu atilimlara 6énemli bir katki, antijen liretimi
problemini ¢ézen rekombinant DNA teknolojisinin gelistirilmesiyle saglanmistir. Ayrica konjuge
agilarin, alt birim asilarin ve replike edici olmayan rekombinant viriis benzeri partikiillerin (VLP’ler)

gelistirilmesi, bagarili ag1 gelistirme ¢aligmalarina biiyiik katki saglamustir [3].

Canh Zayiflatilnus (Ateniie) Asilar

Geleneksel asilarin temeli canli zayiflatilmig asilara dayanmaktadir. Hastalia neden olan
patojenin laboratuvar kosullarinda zayiflatilmasiyla elde edilen canli zayiflatilmig asilar, viicutta dogal
enfeksiyon olusumunu taklit etmeleri sayesinde etkili bir agilama stratejisi olusturur. Bu asilarin avantaji
hem gii¢lii bir hiicresel yamt hem de antikor yanit olusturmalaridir. Genellikle uzun siireli koruma
sagladiklar1 i¢in tek doz asilama yeterli olmaktadir [4]. Virlis kaynakli canli ve zayiflatilmig asi
gelistirmek bakterilere kiyasla daha kolaydir. Ciinkii virlisler daha az gene sahiptir ve bu nedenle viral
Ozelliklerini kontrol etmek daha kolaydir. Tiiberkiiloza kars1 kullanilan BCG asis1, sugicegi, kizamik,
kabakulak ve kizamikgik karma (KKK) asisi canli zayiflatilmis asilara 6rnek olarak verilebilir. Priorix

®, piyasada bulunan KKK agisidir. As1 zayiflatilmis KKK viriisleri igerir [5].

Inaktive Edilmis Asilar

Inaktif asilar patojenin kimyasal, 1s1, radyasyon gibi islemlerle inaktive edilmesiyle
hazirlanirlar. Bu inaktivasyon mikroorganizmay:1 daha stabil hale getirmektedir. Olii veya inaktive
edilmis asilarin zayiflatilmis asilara gére temel avantaji daha giivenli olmalaridir. Tekrar virtilans
kazanma riskleri azdir. Ote yandan olii/inaktif asilar, patojenik bilesenlerin yapisimn korunmasi
nedeniyle yeni alt birim asilara kiyasla daha karmasik veya daha biiyiik bir enflamatuar bagisiklik
yanitina yol agar. Ancak replikasyon ozelliklerinin olmamasi, viicuttan hizla uzaklastirilmalarina ve

canli asilara kiyasla etkinliklerinin azalmasina neden olur [6].

DNA Asilar:

DNA asilar1 geleneksel asilara kiyasla bir¢ok avantaja sahip yeni nesil asilardir. DNA asilamasi
ya da genetik asilama olarak adlandirilan bu yontemin temel prensibi, protein veya peptit formunda
antijen enjekte etmek yerine konakg1 hiicreleri, antijeni kodlayan plazmid DNA (pDNA) ile transfekte
ederek bagisik yamit olusturmaktir. DNA asilamasi ile konaker hiicreler, DNA tarafindan kodlanan
proteini (antijen) {iretir ve bu 6zel proteine karsi bagisiklik indiiklenir. DNA asilar1 genellikle kas i¢i
(im) ve intradermal (id) yolla uygulanir. Kas i¢i uygulama ile daha yiiksek antijen ekspresyonu elde
edilmesine ragmen, bu uygulama yolu intradermal uygulamaya gore daha az immunojeniktir. Bunun

nedeni kas dokusunda antijen sunan hiicre sikliginin deriye gére daha az olmasidir. Bu intradermal
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uygulamalarda gen tabancasi, elektroporasyon, jet enjeksiyon, ultrason ve mikroigne yoOntemleri
kullamlmaktadir. Nispeten diisiik maliyetlerle kolay iiretilebilir olmalar1 ve hem hiicresel hem humoral
yanit olusturabilmeleri dnemli avantajlarindandir. Intraseliiler patojenlere (viriis gibi) ve kansere karsi
hiicresel bagisiklik olusturma yetenegine sahiptirler. DNA asilar1 vektdr sistemine dayanan asilara
kiyasla avantajlidir. Ciinkii vektor sistemine dayanan agilarda vektore ait bagisiklik gelisebilmektedir.
Bu durum esas olarak ilgili antijene karsi olusan bagisiklik yanitta azalmaya neden olabilir. Modifiye
viriis Ankara (MVA) ve adenoviriis asilamada kullanilan vektorlere ornektir. MVA, ¢icek asisinda
kullanilmis ve su anda bulasici hastalik ve kanser asilarinda rekombinant viral vektor olarak kullanilmak
amaciyla gelistirilen zayiflatilmis bir tiirevdir. MVA, bir veya daha fazla yabanci antijeni kodlayabilme
ozelligiyle ¢ok degerlikli bir as1 islevi gorebilir. Vektor, intrinsik adjuvan 6zelliklere sahip olup humoral
ve hiicresel immiin yanit1 indiikler [7]. DNA agilari ise sadece ¢iplak DN A’dan olusur. Bazi durumlarda
sentetik tasiyicilarla formiile edilmelerine ragmen asla baska antijen icermezler [8]. DNA asilamasi
sadece istenen bagisiklik yanitina 6zgii proteinlerin iiretilmesini saglar. Boylece vektore 6zgii bagisik
yanit veya istenmeyen etkiler goriilmez. Ayrica pPDNA oda sicakliginda oldukga stabildir, bu sayede
DNA agilarmin saklanmasi igin soguk zincir gerekliligi ortadan kalkar. Su ana kadar higbir DNA asis1
insan kullanimi i¢in onaylanmamigtir. Veteriner kullanimi i¢in onayli ve kayitli bazi DNA asilar

bulunmaktadir [9].

Alt Birim Asilar

Alt birim asilar hastaliga neden olan bakteri, viriis ve parazitlerin bilesenlerinin kullanildigi ve
bu etkenlere karsi edinsel (6zgiil) bagisiklik saglayan asilardir [10]. Antijen olarak adlandirilan bu
patojen bilesenleri genellikle spesifik protein ya da sentetik peptitlerdir. Son yillarda peptit ve protein
yapida antijen iceren bircok asi klinik calismalarla test edilmistir. Bu asilarin bazilar1 diinya ¢apinda
ticari olarak bulunmaktadir. Alt birim asilar, tim organizmay1 igceren asilara kiyasla ¢ok daha giivenli
olup, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri daha iyi tanimlanmistir. Bu asilar yiiksek oranda saflagtirilmig
antijenler icermelerine ragmen, antijenin taninmasi i¢in gerekli olan patojenle iligkili molekiiler
modellerin (PAMP) eksikligi ve boyutlarinin kii¢lik olmasi zayif immunojeniteye neden olur [11]. Bu
nedenle, formiilasyonlarina immiin yaniti uyarmak ya da artirmak amaciyla adjuvanlar dahil edilir. Alt
birim asilar immunojenite, giivenlik ve stabilite gibi ¢esitli hususlar dogrultusunda gelistirilmistir. Bu
asilarin tasariminda en 6nemli nokta, asilama ile indiiklenen bagisiklik yanitlarmin nicel ve nitel
ozelligidir. Bagisiklik yanitinin koruyuculuk olusturacak diizeyde ve spesifik olmas1 amaglanmaktadir.
Alt birim agilarm olusturdugu bagisiklik yanitin1 etkileyen temel faktdrler; immunojenlerin dogasi ve
dozu, formiilasyonda kullanilan adjuvan veya tasiyicilar, immunizasyon programi, uygulama yolu,
asinin uygulandigr konagin bagisiklik durumudur. Diger faktorler ise alt birim asi tasarimi ve

formiilasyon optimizasyonu ile iligkilidir.
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Bakteriyel alt birim asilarin iki tipi bulunmaktadir. Ilk tip, hastaliga neden olan bakteriyel
toksinlere karsi firetilen toksoid asilaridir. Toksinler, formaldehit uygulanmasi gibi kimyasal
yontemlerle detoksifiye edilerek toksoidlere doniistiiriiliirler. Toksoidin toksine benzerligi, bagisiklik
sisteminin anti-toksoid antikorlarini iiretmesiyle dogal toksinleri nétralize etmesini saglar. Difteri,
tetanoz ve bogmaca hastaliklarma karsi yaygin olarak kullanilan toksoid asilar, bu tiir agilarin en bilinen
ornegidir. ikinci bakteriyel alt birim as1 tipi, kapsiillii bakterilerin kapsiiler polisakkaritlerinden iiretilen
asilardir. Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis ve Haemophilus influenzae tip b (Hib)
enfeksiyonlarma karsi asilar bu gruba ornektir. Bu tip asilarin bir ¢esidi de konjuge asilardir. Konjuge
asilar, bir antijenin (genellikle bakteri polisakkaritleri) tastyict proteine kimyasal olarak baglanmasi ile
olusur. Bu agilar polisakkarit asilartyla elde edilen immiin yanit1 artirmak i¢in gelistirilmis daha etkili
asilardir. Virus alt birim agilar1 ise virlslerin yapisinin parcalanarak, cesitli viral bilesenlerin

karigimindan hazirlanan split viral agilardir [6].

Alt Birim Asilarda Adjuvanlarin Rolii

As1 tasarimi ve gelisiminde karsilasilan en 6nemli zorluklardan biri, yiiksek derecede
saflastirilmig rekombinant proteinlerine dayanan birgok yeni alt birim aginin zayif immunojeniteye sahip
olmast ve koruyucu bagisiklik igin yetersiz yanit olusturmasidir. Bu durum adjuvan kullanimi
gerekliligini ortaya ¢ikarmustir. As1 adjuvani, bir antijene karsi immiin yanit1 kuvvetlendiren ve/veya
istenen immiin yanit1 diizenleyen bilesen olarak tammlanir. Adjuvan terimi, Latince yardimci olmak
anlamina gelen adjuvare kelimesinden tiiretilmistir. Aliiminyum uzun yillar boyunca tek onayli adjuvan
olarak kullanilmistir. Aliiminyum tuzlar1 (Alum) kii¢iik ¢ocuklar, yaslilar, hamile kadinlar1 da igermek
iizere farkli popiilasyonlarda kabul edilebilir gilivenlik profiline sahiptir. Zamanla asilarda adjuvan
olarak sadece aliiminyum tuzlarinin kullaniminin daha giiclii ve gelismis bagisiklik gerektiren bazi
karmasik patojenlere (Herpes viriisii, Malaria plasmodium, Insan Bagisikhik Yetmezligi Viriisii-HIV,
Mycobacterium tuberculosis gibi) karsi yetersiz kaldigi 6ne siiriilmiistiir [12]. Son yillarda, alt birim
asilar icin yeni etkili adjuvanlarin kesfiyle 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir ve bunlardan birkagi
onaylanmis lisansh as1 bilesenleri olarak piyasada bulunmaktadir (Tablo 1). Spesifik hastalifa kars1
hiicresel veya mukozal bagisikligi veya bunlarin kombinasyonlarini uyarabilen etkili ve giivenli
adjuvanlara ilgi artmaktadir [13].

Adjuvanlar, etki mekanizmalarina goére tasiyici sistemler ve immunpotensiyator gruplar olarak
smiflandirilabilirler. Adjuvanlar tasiyici sistem olarak, antijenlerin antijen sunan hiicrelere (APC)
bozunmaya ugramadan iletilmesini saglarlar. Adjuvan ve tasiyici sistemler as1 gelistirme alaninda artik
birbiri ile biitiinlesmis terimlerdir. Tasiyict sistemler, genellikle partikiiler formda olup, antijen sunan
hiicreler i¢cin dogal bir hedef olan patojenlere benzer boyutta ve sekilde olduklar igin patojenleri taklit

niteligindedirler. Yapilan klinik 6ncesi pek ¢ok ¢alismada lipozom, emiilsiyon, viriis benzeri partikiil,
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virozom, immiin uyarict kompleksler (ISCOM), polimer bazl partikiiler sistemler adjuvan olarak
kullanilmistir. Bozkir ve Hayta, yaptiklar1 ¢alismada Hemagliitinin antijeni (influenza viriisii ylizey
antijeni) igeren ¢oklu emiilsiyon formiilasyonu gelistirmislerdir. Gelistirilen bu emiilsiyon
formiilasyonu 3 ay boyunca stabilitesini korumus ve siganlarda geleneksel agidan daha etkili bir immiin
yanit olusturmustur. Yapilan karakterizasyon ve immunizasyon ¢aligmalar1 sonucunda ¢oklu emiilsiyon
sistemlerinin etkili bir adjuvan olabilecegi gosterilmistir [14]. Yapilan bir diger ¢alismada Saym ve
arkadaslari, mukozal asilamada immunojenitenin artirilmasinda kitozani adjuvan/tagiyici sistem olarak
kullanmiglardir. Kitozan biyobozunur, biyouyumlu ve diisiik toksisite dzelliklerine sahip hem adjuvan
hem tasiyici sistem olarak kullanilabilen bir biyopolimerdir. Bu c¢alismada nanopartikiilleri ve
dispersiyonlar1 hazirlanarak mukozal immiin yamti artirdigir gézlenmistir. Bu ¢alisma negatif yiiklii
kitozan tilirevi olan Mono-N-karboksimetil kitozan (MCC) nanopartikiillerinin mukozal immunizasyon
saglamak amaciyla tasiyici sistem olarak kullanildigi ilk ¢alismadir [15]. Lipozomlar tasiyici sistem
olarak protein yapisindaki maddelerin par¢alanmasini 6nleme, asilarin mukozal membrandan gegcisini
artirma ve antijenlerin hiicrelere optimum diizeyde sunulmasini saglama gibi istiinliiklere sahiptir.
Kaplan ve Celebi, nazal yoldan uygulanmak iizere antijen ovalbumin (OVA) igeren lipozom-jel asi
formiilasyonlari gelistirmislerdir. Calisma sonucunda, formiilasyonlarmin 7 ay boyunca stabilitesinin ve
antijen yapisal biitiinliigliiniin korundugu goézlenmistir. Ayrica jellerin mekanik ve mukoadhezif
Ozelliklerinin nazal mukozaya uygun oldugu gosterilmistir. Jel-lipozom formiilasyonlarinin nazal
yoldan uygulanacak asilar i¢in uygun tasiyici sistemler oldugu sonucuna ulasilmistir [16]. Antijenler,
tagiyic1 sisteme yilizeye adsorpsiyon veya enkapsiilasyon yoluyla dahil olurlar. Tasiyici sistemler;
antijenin stabilizasyonunda, APC’lere hedeflendirilmesinde, hiicre igine alinmasiin kontroliinde,
bagisiklik sistemi hiicrelerine maruziyet siiresinin uzatilmasinda rol oynarlar. Ayrica, immiin yaniti
artirici  6zelliklere sahip olabilirler veya adjuvanlarla kombine edilerek istenilen profilde
Ozellestirilebilirler.

Adjuvanlar immiin yanit1 artwrmak i¢in; depo etkisi, sitokinlerin ve kemokinlerin up-
regiilasyonu, enjeksiyon bolgesinde hiicresel iyilestirme, antijen aliminin ve APC’lere sunumunun
artirtlmasi, APC’lerin aktivasyonu ve sonrasindaolgunlasarak lenf nodlarina go¢ etmesi, enflamasyon
aktivasyonu gibi mekanizmalardan yararlanir [17]. Immiin yaniti artiric1 bilesikler dogal taninma
reseptorleri aracihifiyla (PPRs) antijen sunan hiicrelerle etkilesime girerek dogal bagisiklik sisteminin
aktiflesmesini saglarlar. Yani immiin yanit1 artiran bu bilesikler dogal immiin reseptor ligandlaridir.
Dogal taninma reseptdrleri membran proteinleri olarak adlandirilirlar. Toll benzeri reseptorler (TLR),
NOD benzeri reseptorler (NLR), C tipi lektin reseptorleri (CLP), RIG-I (retinoik aside bagli gen-I)
benzeri reseptorler (RLR) bunlara 6rnektir. Bu dogal taminma reseptorleri sitokin salimini tetikleyen
patojen iligkili molekiiler modelleri (PAMP) tanirlar [4]. Lipopolisakkarit (endotoksin), peptidoglikan
(bakterilerin hiicre duvari), lipoproteinler (bakteri kapsiillii), bakteriyel flagellin, RNA, bakteriyel
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DNA'da metillenmemis CpG motifleri patojen iligkili molekiiler modellere ornektirler [18,19]. TLR
agonistleri ise siklikla kullanilan giiclii as1 adjuvanlaridir. Monofosforil lipit A (MPL), as1
uygulamalarinda en ¢ok c¢aligilan TLR agonistidir. MPL, gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda

bulunan lipopolisakkaritlerden elde edilir [20].

Tablol. Insanlarda kullanimi onaylanmis adjuvanlar

Adjuvant ad1 | Tastyic sistem Asinin ticari adi | Kullanildig1 hastalik Immun yanit tipi Referans
Aliiminyum Mineral tuzu Various Difteri, tetanoz, | Th2 [21]
hidroksit/fosf hepatit vb.
at Tfh
IgG1/IgE 1
MF59 Yag/su Fluad Influenza, kus gribi Polifonksiyonel [21]
emiilsiyonu

IgG1/1gG2a 1

Th1/Th2

Tth
AS03 Yag/su Arepanrix Influenza Th1/Th2 [22]

emiilsiyonu

1gG1/1gG2a 1
AS04 MPL + Alum Fendrix Hepatit B Th1/Th2 [23]
Viriis benzeri Gardasil HPV Th2 [24]
partikiil
(VLP) + IgG?
Alum
VLP + MPL + Cervarix HPV Th1/Th2 [24]
Alum

IgG?

MPL: Monofosforil lipid A; VLP: Virus benzeri partikiil; HPV: Insan papilloma virusii; Tth: Folikiiler yardime1 T hiicreleri

Mukozal As1 Uygulamalar
Asilarin verilis yolu, elde edilen bagisiklik yanitinin tipini ve siddetini 6nemli olgiide

etkileyebilmektedir. As1t uygulama yollar1 su sekilde siniflandirilabilir [25]:
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e Parenteral yol: Intramuskiiler (kas igi), subkiitan (deri alt1), intradermal (deri i¢i), intraperitonal
(karmn i¢i bosluk) uygulamalar

e Mukozal yol: Oral, nazal, pulmoner, vajinal, rektal uygulamalar

e Deriyolu

e Diger yollar: Okiiler, sublingual uygulamalar

Mukozal as1 ¢aligmalari, parenteral olmayan as1 uygulamalar1 arasinda dikkat ¢ekmektedir. Cogu
patojen insan konagina solunum, sindirim ve genital sistemlerin mukozasindan girer. Enfeksiyon ve
bulasmanin meydana geldigi yerde mukozal bagisiklik olusturmak avantajli bir durumdur. Mukozal
asilamanin agriya neden olan enjeksiyon uygulamasi gerekliligini ortadan kaldirmas, kitlesel asilamaya
uygun olmasi ve parenteral uygulamaya kiyasla daha az sistemik yan etki olusturmasi gibi avantajlari
vardir. Hem mukozal boélgede hem de sistemik seviyede koruyucu bagisiklik saglamak i¢in mukozal
bolgelerin hedeflenmesi ilgi odagi olmustur. Son on yilda, yiiksek immunojeniteye sahip uygun
antijenlerin, mukozal uygulama yollarinin (oral, nazal, pulmoner ve vajinal), immiin uyarict adjuvan
molekiillerin ve tagiyicilarin segilmesiyle yeni mukozal as1 adaylarinin gelistirilmesinde ilerleme
kaydedilmistir. Mukozal immiinizasyonla, genellikle parenteral uygulamadan farkli olarak IgA salimi
daha fazladir [26]. Muttil ve arkadaslari, difteri CRM-197antijeni (CrmAg) yiiklenmis poli laktik-ko-
glikolik asit (PLGA) nanopartikiilleri gelistirmiglerdir. L-16sin ile piiskiirtiilerek kurutma iglemine tabi
tutulan formalin ile muamele edilmis ve muamele edilmemis CrmAg nanopartikiilleri kobaylara
parenteral ve pulmoner yolla uygulanmustir. Intramuskiiler yoldan asilamada en yiiksek serum IgG
antikor titresi elde edilirken, pulmoner uygulamada en yiiksek IgA titresi elde edilmistir. Bu ¢alisma,
difteriye kars1 korunmada kuru toz asilari ile pulmoner immiinizasyonun, solunum yolunda yiiksek bir
mukozal bagisiklik yanit ve sistemik dolasimda yeterli nétralize edici antikor olusumu ile saglandigin
gostermistir [27]. Ballester ve arkadaslari, yeni anti-tiiberkiilloz asilarinin gelistirilmesi {izerine
yaptiklari ¢alismada, inhale asinin konvansiyonel intradermal uygulanan asiya kiyasla daha iyi koruma
sagladigim gostermislerdir. Ozellikle, NP-Ag85B ve Th1’i uyaric1 bir adjuvan olan oligoniikleotid CpG
kullanilarak yapilan pulmoner yoldan agilama, pulmoner bagisiklik yamtini degistirerek Mycobacterium
tuberculosis’e (Mtb) karsi koruma saglamistir [28]. Aerosollerin en umut verici ¢aligmalar1 paranteral
yolla uygulanmayan kizamik agis1 iizerinedir ve etkinliklerinin enjekte edilen as1 ile karsilastirilabilir
diizeyde oldugu diisiiniilmektedir. Wongh-Chew ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢alismada, aerosolize
kizamik asisinin, 9 aylik ve daha biiyiik ¢ocuklara uygulandiginda subkiitan asiya esit derecede veya
daha fazla immunojenik oldugu sonucuna ulagilmistir [29]. Tiim bu avantajlara ragmen mukozal
asilama, yeterli sistemik bagisik yanit ortaya ¢ikaramayabilir, ¢linkii mukozal dokularda bulunan bir¢ok
enzim, a1 immunojenlerinin yapisini kolayca bozabilir. Bu nedenle, gelistirilen tasiyici sistemlerin

hedef bolgeye ulasana kadar tagidiklar1 antijenin yapisin1 koruyabilmesi ve stabilitesi hayati 6nem tasir.
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Akciger Bagisikhik Sistemi

Solunum sistemi anatomik olarak burun, agiz boslugu ve bogazi iceren list kisim ile trake ve

akcigerlerden olusan alt kistm olmak iizere iki kisitmdan meydana gelir. Bu iki kisim glottis ad1 verilen
akcigerler ve agiz arasinda birincil kapak olarak bilinen agiklik ile ayrilir [30]. Solunum sisteminde
iletken hava yollar1 boyunca, kalin bir mukus tabakasi ile kaplanmis silyali epitel hiicreleri
bulunmaktadir.[31]. Solunum yollarinda mikroorganizmalara karsi ilk savunma hattt mukosililer
Klirenstir. Istilaci mikroorganizmalarm yam sira diger partikiiller de mukus ile agizdan atilirlar ya da
yutulurlar. Mukus ayrica lizozim, laktoferrin, defensinler ve ylizey aktif madde gibi bir dizi
antimikrobiyal madde igerir [32]. Mikroorganizmalara karsi solunum yollarindaki bir sonraki savunma
hatt1 hiicresel bilesenler, epitel hiicreleri ve 6zellikle alveoler makrofajlardan olusur [30].
Hava yollarinin epitel hiicreleri, mikroorganizmalarin varlhigini algilayabilecek TLR gibi bir dizi tanima
reseptorii eksprese eder. Buna cevap olarak bir dizi proinflamatuar kemokin ve sitokinlerin yani sira
defensinler {iretebilir, boylece nétrofiller ve dogal oldiiriicii (NK) hiicreler indiiklenirler. Alveoler
makrofajlar, akcigerlerdeki en biiylik 16kosit popiilasyonunu olusturur. Cok aktif olarak alveoler bosluga
ulasan her tiirlii pargacigi fagosite ederler. Akcigerin dogal bagisiklik yanitindan sorumludurlar. Adaptif
immiin yanitlarn uyarilmasina katkida bulunmazlar [33].

Solunum sisteminin adaptif bagisiklik mekanizmasi, T-yardime1 (Th) hiicrelerinin ve sitotoksik
T lenfositlerinin (CTL) CD4 +, CD8 + gibi ¢esitli alt smiflarinin genel antikorlarmi igerir.
Immiinoglobulin A (IgA) ile immiinoglobulin G (IgG) solunum yollarinda bulunan yaygin ve énemli
antikor alt tipleridir [34]. Solunum sistemindeki antikorlar lokal B hiicreleri tarafindan tiretilir. Alternatif
olarak, kemik iliginde uzun Omiirlii plazma hiicreleri tarafindan {iretilen antikorlar, serumdan
transudasyon ile alt hava yollarina ulasabilir. Saglikli konagin solunum yollarinda az miktarda lokal T
hiicresi bulunur. T hiicreleri birincil enfeksiyondan sonra akciger parankimasinda 6-7 giinde ortaya
cikmaya baglar, enfeksiyondan 10 giin sonra sayilar1 zirveye ulasir ve sonrasinda azalmaya baslar.
Ancak sinirli sayida hafiza T hiicresi kalir. Daha sonra akcigerde azalan hafiza T hiicreleri, dolasimdan
alian T-hiicreleri ile desteklenir. Hafiza T hiicreleri tekrar enfekte olma durumunda ¢ok hizli yanit
vererek enfeksiyonun erken evresinde viriis replikasyonunu sinirlar [35].

Antijenin aktive edilmis dendritik hiicreler (DC’ler) tarafindan T hiicrelerine sunulmasi,
bagisiklik yanitinin baslatilmasinda 6nemli bir adimdir. Submukozal dokuda veya hava yolunda,
alveoler liimende solunum yolu boyunca farkli DC popiilasyonlar1 bulunur. Solunan antijenler veya
antijen partikiilleri, alveoler epitelyuma yayilmig dendritik hiicre agiyla karsilasir ve alveoler sividan
hiicreye alinirlar. Daha sonra antijenler islenir ve antijenik peptit parcalari, T hiicresi reseptorleri
tarafindan tamnmak tizere MHC (Biiyiik Doku Uyum Kompleksi) simif I ve II yollartyla T hiicrelerine
sunulur. Bu antijen sunumu ve T hiicre aktivasyonu lenf nodunda gergeklesir. DC’lerin lenf diigitimlerine

gocilinde, dendritik hiicreler 'olgunlagsmamis' durumdan (antijen alimi i¢in yiliksek kapasite, T hiicresi
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aktivasyonu i¢in diisiik kapasite) 'olgun' hale (antijen alimi i¢in diisiik kapasite, T hiicresi aktivasyonu
icin yliksek kapasite) doniigiirler. DC’ler saf T hiicrelerinin ¢esitli spesifik efektor/hafiza T hiicresi

popiilasyonlarna farklilasmasini baglatir [36].

Pulmoner Uygulamada As1 Tasarim

Akciger, genis yiizey alan1 (80 m?), yogun damarlanma ag1, hemen etki istenen durumlarda hizli
emilim saglamasi, ince alveoler epitele barsaklara kiyasla daha az enzimatik aktiviteye ve ¢ozlinen
madde degisimi icin yiliksek kapasiteye sahip olmasi gibi 6zellikleri ile hem lokal hem de sistemik
asilarin uygulamasi i¢in ideal bir segenektir [37]. Akcigerde, alveoler makrofajlar (AM’ler), dendritik
hiicreler ve B hiicreleri gibi antijen sunan hiicrelerin yiiksek yogunlukta bulunmasi, hem mukozal hem
de sistemik olarak gii¢lii ve spesifik bir bagisiklik tepkisi olusturmak i¢in 6nemli bir hedefi temsil ederler
[38]. Ozellikle, solunum yollarmin farkli bélmelerindeki DC’lerin hedeflenmesi, DC popiilasyonlarinin
bolgesel farkliliklar1 ve islevleri nedeniyle dikkat c¢ekmektedir. Mukoza dokularindaki immiin
indiikleyici bolgelere mukoza ile iligkili lenfoid doku (MALT) denir. Brons ile iligkili lenfoid doku
(BALT) son zamanlarda solunum yolu dendritik hiicre ve T hiicre etkilesimleri igin etkili bir bolge
olarak tamimlanmigtir. BALT, solunum yolu enfeksiyonuyla indiiklenir ve iBALT olarak adlandirilir.
Optimum pulmoner ag1 tasariminda iBALT’in uyarilmasmin avantajli olabilecegi, antijen aliminin
makrofajlar yerine dendritik hiicreler tarafindan saglanmasi ve gelistirilen formiilasyonlarin dendritik
hiicreleri uygun sekilde aktive etmesi gerektigi sonucuna ulasilmustir [36,39].

Pulmoner as1 tasarimda bir diger 6nemli faktor ise partikiil blyiikliigiidir. Akcigerde pasif
hedefleme, inhalasyon yoluyla uygulanan formiilasyonlarin 6nemli bir parametresi olan aerosol
damlaciklarmin veya partikiillerinin biiyiikliiklerine bagl birikimi ile gergeklestirilir. Partikiil
biiyilikliigli sadece farkli solunum yolu bélmelerinde birikmeyi degil, ayn1 zamanda bir antijenin ve
tasiyicisinin akciger doku bilesenleri ve bagisiklik hiicreleriyle nasil etkilesime girecegini de belirler.
Ayrica, antijenin akciger parankimasina, kan dolasimina, lenfatik sisteme ve spesifik APC
popiilasyonuna translokasyon etkinligini, hizin1 ve yoniinii belirler. Alt iinite asilarin akcigerlere basaril
bir sekilde iletilebilmesi i¢in, as1 igeren uygun boyut araligindaki toz partikiil veya damlacik aerosolii,
agiz yoluyla solunmalidir. Toz partikiiller veya damlaciklar ¢ok kiigiik oldugunda nefes yoluyla disar1
atilacaktir. Diger taraftan, partikiiller ¢ok biiyiik oldugunda, trakenin {ist kismini, bogazin arkasindaki
keskin kivrimi gecemezler. Aerodinamik partikiil biiyilikliigiiniin 1 ile 5 pm arasinda olmasinin pulmoner
uygulama icin ideal oldugu diisiiniilmektedir. inhalasyon manevras1 dogru yapildiginda, bu biiyiikliik
araligindaki partikiillerin ¢ogunun akcigerlerde birikecegi oOngoriilmektedir. Yapilan c¢aligmalar
dogrultusunda inhale as1 uygulamasiyla optimal immiin yanit eldesi i¢in akcigerlerin hangi béliimiiniin
hedeflenmesi gerektigi agik olmamakla birlikte, derin akciger iletiminin optimum immiin yanita neden

oldugu bildirilmistir [40,41].
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Gelenceksel as1 hazirlamada kullanilan antijenlerin boyutlar1 degisiklik gosterir. En kiiglik
antijenler (<10 nm), daha biiyiik partikiiller veya agregatlar olusturmak igin siklikla adjuvanlarla
kombine edilen protein veya viral alt birim antijen asilardir. Virlis benzeri partikiiller (VLP) ve
nanopartikiiller gibi supramolekiiler partikiil antijenleri daha biiyiiktiir ve antijen boyutlar1 100-200
nm’dir. Mikropartikiiller, lipozomlar, yag i¢inde su emiilsiyonlart (Freund adjuvani), su i¢inde yag
emiilsiyonlar1 (MF59 adjuvani), mineral tuzlari (sap) ile formiile edilmis antijenler ve tiim patojen agilari
ise en biiylikleridir (100 nm - 20 um) [42]. Antijen bilyiikliigli de antijen sunan hiicreler tarafindan
alimda 6nemli belirleyici faktordiir. Tam hiicre asilari, virozomlar ve VLP’ler gibi partikiil antijenleri
veya lipozomlar ve mikropartikiiller gibi partikiiler adjuvanlar ile formiile edilmis antijenler, yiikli,
hidrofobik veya reseptor ile etkilesebilen biiyiik yiizeylere sahiptir. DC’ler tarafindan antijen alimi
makro-pinositoz, reseptor aracili endositoz ve/veya fagositoz ile gergeklesir [36].

Foged ve arkadaslari, antijenin hem partikiil boyutunun hem de yiizey yiikiiniin, insan DC’leri
tarafindan aliminin belirlenmesinde dnemli bir rol oynadigini gostermistir. Ayrica, DC’ler tarafindan
optimal alim i¢in tercih edilen partikiil boyutunun 0.5 pum (¢ap) oldugu kabul edilmistir. Pozitif yiizey
yiikiine sahip olduklarinda, biiyiik partikiillerin (~ 1 wm) aliminin bilyiik 6l¢iide arttigi gosterilmistir
[38].

Pulmoner Asilamada Kullanilan Cihaz ve Formiilasyonlar

Etkili bir pulmoner asilama; formiilasyonun akcigerde hedeflenen bélgede birikimine,
formiilasyonun uygulanacagi cihaz ve hedeflenen popiilasyon ile uyumuna baghdir. Formiilasyonun
hedef bolgede birikmesinde, bolgeye 6zgii partikiil biiylikliigline sahip partikiillerin {iretilmesi ve dogru
nefes teknigi ile dogru dozda inhale edilmesi yani inhalasyon manevrasinin dogru yapilmasi en énemli
faktorlerdendir. Astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), kistik fibrozis gibi akciger
hastaliklarinda lokal etkili tedavi yaklagimlari uzun yillardir calisiimaktadir. Bu hastaliklarin tedavisinde
kullanilmak iizere gelistirilmis {i¢ tip geleneksel inhalasyon cihazi bulunmaktadir. Bunlar kuru toz
inhalerler, nebulizatorler (jet, ultrasonik) ve basingh &l¢iilii doz inhalerlerdir. [43]. Inhalasyon cihazlar1
tek dozlu ve ¢ok dozlu olarak veya tek kullanimlik ve tekrar kullanilabilir inhalerler olarak
simiflandirilabilir. Solunum yolu enfeksiyonlarinda etkili asilar genellikle uzun siirelerle, sik uygulama
gerektirmeksizin uygulanir. Takviye dozlari ise ilk asilamadan 3 ila 6 ay sonra uygulanmaktadir. Bu
nedenle tekrar kullanilabilir ve c¢oklu doz cihazlarin pulmoner asilama i¢in uygun olmadig:
diistiniilmektedir. Cok kullanimlik cihazlar kitlesel agilama programlari i¢in kullanilabilir, ancak
hastaliklarin kisiler arasinda bulasim oOnlemek i¢in her kullanimdan sonra detayli bir sekilde
temizlenmesi gerekir. Cok kullanimlik cihazlar, agiin kontaminasyonunu 6nleyebilecek tek kullanimlik
ara yiizey ile de kullanilabilir [44]. Bu ii¢ cihazin pulmoner agilamada birbirlerine kiyasla avantaj ve
dezavantajlari bulunmaktadir. Alt birim agilarin pulmoner uygulamasinda formiilasyon ve cihaz tasarimi

calismalar1 devam etmektedir. Bu ¢alismalar Tablo 2°de dzetlenmistir.
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Nebulizatorler

Nebulizatorler sulu ¢ozeltilerin veya siispansiyonlarin aerosol olarak uygulanmasina olanak
saglayan cihazlardir. Temel olarak, ultrasonik ve jet nebulizatorler olmak iizere iki klasik nebulizator
tiirii vardir. Ultrasonik nebulizatorler, ¢ozeltiyi kiigiik damlaciklara dagitmak icin yiiksek frekansh
dalgalar kullanir. Bu dalgalar, salinimli bir piezo elemanindan sulu ¢ozeltiye veya silispansiyona yiiksek
frekansli darbeler uygulanarak tretilir. Jet nebulizatorrlerde, aerosol {iretmek igin iki akigkanl bir baglik
kullanir. Kompresor veya basingla olusan hava, damlaciklarin olustugu iki kanali gecer. Boyut
dagilimini daraltip 1-5 pm gibi istenen araliga ayarlamak igin, biiyiik pargaciklari sivi haznesine geri
toplayan bir bélme baslik iizerine yerlestirilir [44].

Nebulizasyon, alt birim asilar da dahil olmak iizere asilarin pulmoner uygulanmasina yonelik
klinik ¢aligmalarin ¢ogunda kullanilir. Bunun temel nedeni basit formiilasyon gerekliligi ve neredeyse
tiim s1v1 Girtinler igin kullanilacak nebiilizatorlerin mevcut olmasidir. Her ne kadar nebiilizasyon bir¢ok
caligmada kullanilsa da bu tiir cihazlarin toplu agilama programlarinda kullanimini sinirlayan birkag
dezavantaj1 vardir. Hem ultrasonik hem de jet nebulizatorlerin iirettigi aerosol, soluk alip verme ile
uygulanir. Her inhalasyonda, nebulizatoriin ¢ikis hizina bagli olarak dozajin sadece kii¢iik bir kismi
akcigerlerde birikir. Bu nedenle, tam doz solunma 10-15 dakika kadar siirebilir. Bu durum yaslilar ve
kiigiik cocuklar gibi baz1 hedef popiilasyonlar i¢in sorun olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin as1
programlar1 6zellikle ¢ocuklara odaklanmaktadir. 6 ila 12 ayliktan kiigiik bebekler sadece burundan
nefes alirlar ve gocuklar 4 ile 6 yasindan itibaren verilen inhalasyon talimatina uyabilir. Kiigiik cocuklar
icin her iki tipteki nebulizatér de burnu ve agzi kaplayan bir yiiz maskesi ile uygulanabilir [45].
Meksikali ¢ocuklarda kizamik asisinin pulmoner uygulamasina iliskin ¢alismada, “Classical Mexican
Device” olarak adlandirilan bir jet nebulizatér kullanilmistir. Bu ¢alismalarda, liyofilize kizamik agis1
sulandirilmis ve uygulama sonuna kadar kirilmis buz iizerine tutulmustur. Cocuklara as1 uygularken bir
yliz maskesi yoluyla solunan aerosoliin {iiretilmesi i¢in bir giic kaynagina bagli olan kompresor
kullanilmistir. Maskenin kontaminasyonunu dnlemek i¢in tek kullanimlik bir kagit koni tercih edilmistir
[46].

Ilag ¢bzeltisinin fizikokimyasal dzellikleri, jet basmci ve inhalasyon manevrasi gibi birgok
degisken nebulizatorden ¢ikan damlacik biyiikligi dagilmini ve ¢ikis hizini etkileyebilir. Avrupa
Farmakopesi’ne gore inhale edilebilir sivi formiilasyonlar, 3 ile 8.5 pH araliginda, tercihen steril ve
izotonik olmalidir [47]. Saklama sirasinda steriliteyi korumak i¢in koruyucu maddeler eklenebilir. Uzun
uygulama siiresi, nebulizatér kabindaki biiyiik kalinti hacmi ve bdylece artan doz ihtiyaci
nebulizatorlerin dezavantajlarmdandir. Ultrasonik nebulizatérlerde uygulanan yiiksek frekansh darbeler
ve artan sicakligin, protein yapisinda bozulma ve agregasyona neden olabildigi gosterilmistir [48]. Cogu
antijen, protein veya peptit yapisina sahip oldugundan, ultrasonik nebulizatorlerin as1 uygulamalarinda

uygun olmadig diisiiniilmektedir. Cogu nebulizator, tek kullanimlik olacak sekilde tasarlanmis olsa da
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tekrar kullanilabilir cihazlardir. Bu nedenle, diizenli olarak temizlenmesi ve dezenfekte edilmesi
gerektiginden, farkli hastalar tarafindan kullanilacagi durumlarda tercih edilmezler. Cesitli tek
kullammlik jet nebulizatorler mevcut olsa da bunlarin hepsi damlacik biiylikligi dagilim ve ¢ikis hizi
acisindan yeniden kullanilabilir cihazlar kadar etkili olmayabilir ve yine de basingli temiz bir hava
sistemi gerektirirler. Ayrica giic kaynagi da gerektirmesi tagmabilirlik sorunu yaratir ve uygulama

alanlarini hastaneler ile siirlar [44].

Basinch Olgiilii Doz inhalerler (ODI)

Basinghi dl¢iilii doz inhaler, 6l¢iilii valf, aktiiator (aktive edici kisim), siispansiyon veya ¢ozeltiyi
iceren basingli tagiyici kap ve agizliktan olusur. Tastyici kap, basing altinda bir itici gaz iginde ¢éziinmiis
veya siispande edilmis asi1 igerir. Kap asagi dogru bastirildiginda belirli miktarda formiilasyon digari
cikar. Itici gazin hizli bir sekilde genlesmesi, as1 formiilasyonunu kiiciik, solunabilir parcaciklara
dagilmasimi saglar. ODI’ler tasarimlar1 nedeniyle ¢ok dozlu cihazlardir. Aerosol, ODI’den yiiksek hizda
(5 m/s) salinir. Bu nedenle, dozun salinmasi ve solunmasi ayni anda olmalidir. Solunum geciktiginde,
tim doz agzin arka kisminda kalabilir. Dozu akcigerlere uygun sekilde uygulamak igin, iyi el-akciger
koordinasyonu gereklidir [45]. ODI seklinde tasarlanan as1 formiilasyonlar: itici gaz ve antijenden
olusur. Glinliimiizde itici gaz olarak hidrofloroalkan kullanimina izin verilmistir. Antijen itici gaz i¢inde
siispanse edildiginde, antijenin ¢cokme veya asili kalmasina bagl doz dalgalanmalar1 olusabilmektedir.
Bu nedenle, kutu kullanilmadan once iyice ¢alkalanmali ve siispansiyon fiziksel olarak stabil olmalidir.
Diger bir segenek ise yiizey aktif maddeler veya yardimei ¢oziiciiler kullanarak antijeni itici gaz iginde
¢ozmektir [49]. ODI’ler igin as1 formiilasyonlarimn gelistirilmesindeki temel zorluk, proteinin itici gaz
icerisindeki biitiinliigii ve stabilitesidir. Itici gazin hidrofobik yapisi, protein bazli antijenlerin
denatiirasyonuna neden olabilir. Asilarin pulmoner uygulamasi i¢in ODI’ler kullamlarak yapilan
calisma sayis1 olduk¢a azdir. Her ne kadar ucuz ve tagmabilir olsalar da stabil as1 formiilasyonlari
gelistirmenin zorluklar1 onlar1 bu uygulama i¢in daha az uygun kilmaktadir. Ayrica, yanlis el-akciger
koordinasyonu durumunda yanlis dozlamaya sebebiyet verebilecekleri i¢in kullanimlar1 verimli degildir

[44].

Kuru Toz inhalerler (KTI)

Kuru toz inhaler as1 formiilasyonu, cihazin tasarimiyla uyumlu fizikokimyasal 6zellikleri olan,
hedeflenen bolgeye uygun aerodinamik partikiill biiylkligi dagilimina sahip ve aerosole
doniistiiriilebilen toz formiilasyonunu ifade eder. KT1’nin asilarin pulmoner uygulamasinda diger
cihazlara kiyasla daha uygun oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii KTI’ler genellikle nebulizatorler ve
Ol¢iili doz sivi inhalerlere kiyasla daha az karmasik ve daha ucuzdur, dolayisiyla tek kullanimlik

cihazlar olarak kullanimlar1 miimkiin olup soguk zincir gerekliligini ortadan kaldirirlar. Bunlara ek
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olarak, tozlar, stv1 formiilasyonlara kiyasla genellikle daha immunojenik ve stabil olma avantajina da
sahiptir. Amorij ve arkadaslari, piliskiirtmeli-dondurarak kurutma yontemiyle influenza alt birim asis1
hazirlamiglardir. Fareler {izerinde yapilan ¢aligmada, hazirladiklar1 kuru toz formiilasyonun pulmoner
uygulamasi, alt tinite aginin sulu ¢dzeltisinin pulmoner uygulamasi ile karsilastirilmistir. Kuru toz
aerosollerin aerodinamik partikiil biiyiikligii, sivi aerosol igindeki damlaciklardan daha kiigiik
bulunmustur (sirasiyla 5.3 ve 25 pm). Sonuglarda kuru toz asimin uygulandigi grupta serum IgG titreleri
ve lokal IgA titrelerinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Immiin yanittaki farkin, aerodinamik partikiil
biiyiikliigliniin ve cihaz farkimin bir sonucu olarak birikme boélgesine bagl olabilecegi ifade edilmistir
[50].

Kuru toz as1 formiilasyonundaki kiigiik parcaciklar birbirlerini Van der Waals kuvvetleri ile
ceker ve akcigerlerde birikmeyecek kadar biiyiik aglomeratlarin olusumuna neden olurlar. Bu nedenle
KTIi, bu aglomeratlar1 pargalamak ve tasarlanan boyutta toz partikiilleri olusturmak icin bir dagilma
mekanizmasina sahip olmalidir. KTT’lerin ¢ogu pasif cihazlardir. Inhalasyon manevrasi ile cihaz aktive
olarak olusan aglomeratlar dagilir. Tek bir inhalasyon manevrasi ile ¢alistirildigi i¢in uygulama siiresi
kisadir [44,51].

Kuru toz as1 formiilasyonlar1 gelistirilirken antijenler sulu ¢ozelti halinde hazirlanirlar.
Sonrasinda puskiirterek kurutma, puskiirtmeli-dondurarak kurutma ve stiperkritik akiskanla kurutma
gibi islemlerden gegirilerek kuru toz haline getirilirler. Alt birim asilar, protein yapilar1 nedeniyle sert
kurutma kosullarinda kolayca bozunabilecek nitelikte molekiillerdir. Bu nedenle kurutma sirasinda
antijenin immunojenitesini korumak igin stabilize edici yardimc1 maddeler kullanilmalidir. Protein
yapili ilag etkin maddelerini stabilize etmek icin genellikle seker tiirevleri (iniilin, trehaloz, dekstran)
kullamlir. Dondurarak kurutma isleminin aksine, piiskiirterek kurutma, suda veya tuzlu suda kolayca
dagilabilen daha diizgiin bir sekilde kurutulmus, pulmoner uygulama icin ideal ince tozlarm eldesine
olanak saglar. Daha da 6nemlisi, kuru toz asilar akciger parankimasinda iltihaplanma olmaksizin
pulmoner bolgelere giivenle uygulanabilir [52]. Saluja ve arkadaslari, influenza alt tinite asisin
puskiirterek kurutma ve piskiirtmeli-dondurarak kurutma yontemleriyle stabilizan olarak inulin
kullanarak gelistirmistir. iki yontemle hazirlanan formiilasyonlar fizikokimyasal ve immunojenite
ozellikleri agisindan karsilastirilmig ve her iki formiilasyonunun da, pulmoner uygulamadan sonra
immiin yanit olusturdugu ve bu yanitin asinin intramiiskiiler uygulamasina gore ¢ok daha yiiksek oldugu
ifade edilmistir. Piiskiirterek kurutma yontemiyle elde edilen toz partikiillerin dondurarak kurutma

yontemine kiyasla daha kiiciik boyutta ve non-pordz yapida oldugu belirtilmistir [53].
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Tablo 2. Alt tinite agilarin pulmoner uygulama c¢aligmalari

Antijen Formiilasyon Hazirlanma Uygulama sekli Uygulanan Referans
Yontemi hayvan tiirii
Antijen 85B Antijen igeren PLGA | Piskiirterek kurutma | Toz olarak | Kobay [56]
(Mycobacterium mikropartikiilleri Insufflator
tuberculosis) aracihigiyla
Antijen 85B | Antijen  nanopartikiil | Emiilsiyon S1v1 formda; Fare [28]
(Mycobacterium konjugati polimerizasyonu, Konjugat PBS
tuberculosis) icinde disperse
edilmis
FlveV Antijen iceren PLLA | Emiilsifikasyon S1v1 formda; Fare [57]
alt linite ag1s1 mikropartikiilleri Mikropartikiiller
(Yersinia pestis) PBS icinde
siispande edilmis
HBsAg Antijen iceren | Emiilsifikasyon ve | Toz olarak | Kobay [58]
(Hepatitis B) PLGA/PEG puskiirterek kurutma | Insufflator
nanopartikiilleri araciligiyla
HBsAg Antijen igeren PLGA | Emiilsifikasyon- Sivi formda; Sigan [59]
(Hepatitis B) mikropartikiilleri ¢oziicii partikiiller PBS
buharlastirma icinde disperse
edilmis
HBsAg Antijen iceren | Emiilsifikasyon- Sivi formda; Sigan [60]
(Hepatitis B) PLA/PLGA ¢oziicii partikiiller PBS
nanopartikiilleri buharlastirma icinde disperse
edilmis
Influenza alt iinite | Iniilin  ile  antijen | Piiskiirterek Toz olarak | Fare [61]
agis1 enkapsiilasyonu kurutma-dondurma Insufflator
(H3N2) aracihigiyla
Influenza alt {inite | Iniilin  ile  antijen | Piiskiirterek kurutma | Toz olarak | Fare [53]
asist enkapsiilasyonu Insufflator
(H3N2) araciligtyla
Influenza alt inite | ISCOMATRIX Antijen Sivi formda; | Koyun [62]
agis1 (adjuvan) enkapsiilasyonu bronoskop ile
uygulama
MVAS85A Antijenin PBS iginde Sivi formda; Maymun [63]
(Mycaobacterium slispansiyonu - Titresimli ag
tuberculosis) nebulizatori ile
Difteri toksoidi Kitozan ve dekstran | Piiskiirterek Toz olarak | Kobay [64]
mikropartikiillerine kurutma-dondurma Insufflator
antijen enkapsiilasyonu araciligiyla
Influenza alt tUnite | Lipid Puskiirterek kurutma | Toz olarak | Sigan [65]
agis1 mikropartikiillerde Insufflator
(H1IN1) antijen enkapsiilasyonu araciligiyla
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Nebulizator ile uygulanmasi dngoriilen sivi ag1 formiilasyonlari, raf 6mriinii arttirmak ve soguk
zincir gerekliligini ortadan kaldirmak icin tiretimden sonra seker varliginda kurutularak kullanimdan
once sulandirilacak sekilde tasarlanabilir. Yapilan bir ¢alismada inhale Tiiberkiiloz as1 formiilasyonu
gelistirmek amaciyla alt birim ag1 antijeni H56’min katyonik lipozom formiilasyonu (H56/CAF01)
hazirlanmis ve piiskiirterek kurutma yontemiyle kuru toz partikiilleri elde edilmistir. Rekonstitiiye
edilerek uygulanan bu formiilasyonun, piiskiirterek kurutma islemi uygulanmamis formiilasyon ile
benzer hiicresel ve humoral bagisiklik yanit olusturdugu sonucu elde edilmistir. Calismada piiskiirterek
kurutma yonteminin elde edilen kuru toz formiilasyonun fizikokimyasal 6zelliklerinde ve olusturdugu
immiin yanitta degisiklige neden olmadigi sonucuna varilmstir [54].

Bugiine kadar pulmoner as1 uygulamasinda KTI teknolojisinin kullanildig1 klinik ¢alisma
yaymlanmamig olmasina ragmen ¢ok sayida klinik dncesi arastirma yapilmustir. Bir ¢alismada, kuru toz
kizamik asisinin uygulanmasi, Puffhaler (Aktiv-Dry) ve Solovent (BD Technologies) cihazlari
kullanilarak incelenmistir. Cogu KT1’nin aksine hem Puffhaler hem de Solovent aktif cihazlardir. Her
iki cihaz da yeniden kullanilabilir cihazlar olmalarina ragmen tek kullanimlik kullanici ara yiiziine
sahiptir. Canli zayiflatilmis kizamik viriisiiniin siiperkritik akiskan kurutma ile tretilen kuru toz
formiilasyonu maymunlar {izerinde test edilmistir [55]. Sonuglar, her iki cihazin da immiin yanitin
indiiklenmesinde esit derecede iyi performansa sahip oldugunu gostermistir. KT1 kullanilarak yapilan
klinik Oncesi as1 ¢alismalarinin ¢ogunda, tozu deney hayvanlarmin akcigerlerine uygulamak igin bir
Kuru Toz Insufflator™ kullanilmustir. Baska bir prototip cihaz ise, tek kullanimlik bir inhaler olan ii¢
plastik plaka ve aliiminyum blisterden olusan Twincer™’dir. Twincer™, basit bir tasarima sahip oldugu
icin liretim maliyeti daha disiiktiir. Saluja ve arkadaslari, influenza alt {inite asis1 iizerine yaptiklari
calismada, uygun partikiil biiyiikliigiinde pulmoner uygulama icin Twincer™ kullanilabilecegini
gostermislerdir. Friebel ve Steckel, TwinCaps (Hovione), Conix One (3M) ve DirectHaler Pulmoner
(Direct-Haler A/S) dahil olmak iizere tek kullammlik KTi’lere kapsaml1 bir genel bakis acis1 sunmustur.
S6z konusu cihazlarin, diisitk maliyetleri sayesinde pulmoner asilamada uygun bir alternatif

olabilecekleri ifade edilmistir [44].

SONUC VE TARTISMA

Bircok calismada gosterildigi gibi alt birim asilarin pulmoner uygulamasi parenteral
uygulamaya kiyasla iyi bir alternatif olabilir. Alt birim asilarm uygun tasiyici sistem ve
immunpotensiyator 6zellikteki adjuvanlar ile formiilasyonu spesifik immiin yanit olusturulmasinda
umut vadetmektedir. Literatiirde optimum immiin yanit i¢in derin akciger birikiminin gerekliligi kabul
edilmis olsa da son zamanlarda yapilan ¢alismalarda inhale edilen her antijen i¢in bunun gerekli
olmadig: tartisilmaktadir. Optimum yanit i¢in solunum sisteminin hangi kismimin ideal oldugu heniiz

aydinlatilmamustir [39]. Optimum birikim bdlgesinin, antijenin tipine ve solunum yolundaki spesifik
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reseptorlerin, baglanma bdlgelerinin varligima bagh olarak degisebilecegi disiiniilmektedir [66]. Son
zamanlarda kuru toz asilarin pulmoner uygulamasi yiiksek stabilite ve etkili immiin yanit 6zellikleriyle
ilgi cekmekte olup devam eden klinik 6ncesi ¢aligmalar bulunmaktadir. Pulmoner as1 formiilasyonlar
ile ilgili daha ¢ok klinik ¢calismaya ihtiya¢ duyulmakta olup, ¢aligmalarin hedef patojene, bolgeye ve
popiilasyona 6zgii cihaz tasarimi ile paralel sekilde planlanmasinin daha dogru sonuglarin alinmasina

olanak saglayacagi diistiniilmektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu yazi i¢in gercek, potansiyel veya algilanan g¢ikar gatigmasi olmadigimi beyan

etmislerdir.
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