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Amag: Bu calismada, lipozomlarin kolesterol icerigi ve katyonik karakterinin immiin yanit tizerindeki
etkisi arastirildi.

Gerec ve yontemler: Yuksek miktarda 3B-[N-(N’,N’-dimetilaminoetan)-karbamoil] kolesterol hid-
roklorid (DC-kolesterol) iceren lipozomlar hazirlanarak, iclerine dehidrasyon-rehidrasyon (DRV)
yontemiyle K- veya D-tipi CpG oligoniikleotid (CpG-ODN) yiuiklendi. Dalak hiicreleri ve lipopoli-
sakkarit (LPS) ile on muamele edilmis periton eksudat hiicreleri (PEC), farkli dozlarda serbest ve
lipozomda yukli CpG-ODN’lerle inkiibe edildikten sonra stipernatantlar toplandi ve sitokin (IFN-vy,
IL-12 ve IL-18) ELISA’sinda kullanildi. Ayrica, LPS ile on muamele edilmis PEC hucreleri, farkl
dozlarda DC-kolesterol iceren lipozomlarla uyarilarak siipernatantlarindan IL-16 tayini yapildi.

Bulgular: Dusuk doz CpG-ODN igeren lipozomal formiilasyonlarin, ayn1 doz serbest CpG-ODN’den
daha fazla immiin etkinlesmeye neden oldugu belirlendi. Yuksek doz lipozomal formuilasyonlarin, dalak
hiicrelerinde proinflamatuvar sitokin uretimini azaltirken IL-16 salgilattirdigr bulundu. LPS ile on
muamele edilen PEC’ler, bos lipozomlarla inkiibe edildiklerinde, kendi baslarina inflamazomu lipozom
miktarina bagl olarak artirdig1 goruldii. Degisik lipid molar oranlarinda DC-kolesterol igerigi bulunan
lipozomlarin IL-18 uretimini lipid molar oranlarina bagli olarak artirdig1 gosterildi.

Sonug: Bu caligsma, lipozomdaki lipid orani ve lipozomun tipine gore, icerisine yuiklenen immiin uyarici
ajanin huicresel etkinligini degistirebilecegini ve inflamazomu etkinlestirme kabiliyetinin oldugunu ortaya
koymustur.

Anahtar sozciikler: CpG-ODN; DC-kolesterol; immiin yanit; inflamazom; lipozom.

Objectives: This study aims to investigate the effects of cholesterol content and cationic property of
liposomes on immune response.

Materials and methods: Liposomes containing high amounts of 3B-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-
carbamoyl] cholesterol hydrochloride (DC-cholesterol) were prepared and loaded with K- and D-type CpG
oligonucleotide (CpG-ODN) via dehydration-rehydration (DRV) method. After splenocytes and peritoneal
exudate cells (PECs) primed with lipopolysaccharide (LPS) was incubated either with free or liposomal
CpG-ODN counterparts, supernatants were collected and used in cytokine (IFN-y, IL-12 and IL-18)
ELISA. Additionally, supernatants of PECs primed with LPS and stimulated with liposomes containing
different doses of DC-cholesterol were collected and used in IL-18 ELISA assay.

Results: Low-dose CpG-ODN loaded liposomal formulations induced higher immune activation
than free CpG-ODN at the same dose. While high-dose liposomal CpG-ODN formulations
decreased pro-inflammatory cytokine production in splenocytes, they increased the secretion of
IL-18. Inflammasome activation was increased in a dose dependent manner when PECs primed with
LPS were incubated with only liposomes. Varying lipid molar ratios of DC-Cholesterol containing
liposomes increased IL-16 production based on increasing lipid molar ratio.

Conclusion: This study revealed that type and lipid ratio of liposomes may alter the cellular efficacy of
the loaded immune-stimulatory agent and may initiate inflammasome activation.

Key words: CpG-ODN; DC-cholesterol; immune response; inflammasome; liposome.
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Dogal bagisiklik sistemi, kendinden olanla kendin-
den olmayani patojenle iligkili molekiiler desenleri (pat-
hogen-associated molecular patterns; PAMPs) tanima
reseptorleri (pattern recognition receptors; PRRs) saye-
sinde taniyarak ayirt eder.™ Toll-benzeri reseptorler
(TLRs), en genis kapsamda ¢alisilmis olan PRR’lerdir.
Bu reseptorler hiicre membraninda ve endozomda bulu-
nurlar. Endozomal TLR’ler niikleik asitleri algilamak
icin ozellesmistir. Gligli bir dogal bagisiklik etkin-
lesmesini baglatmasinin yani sira yardimer T hiicre 1
(T helper 1; Thl) ast adjuvani, anti-kanser veya anti-
alerjen veya immiin koruyucu ajan olarak da kullanim
potansiyellerinin yiiksek oldugu gosterilmistir.®*! Ancak,
niikleik asitlerin klinikte kullanimi niikleazlarca hizla
yikilim veya serum proteinlerince absorpsiyonu nedeniy-
le sorun olusturmaktadir.” Bu sorunu ¢ozebilmek icin,
polimer tabanli nanopartikiiller, polisakkarit kompleks-
ler, katyonik peptidler ve lipozomlar gibi birgok tastyici
sistemler denenmistir.!

Katyonik lipozomlar, transfeksiyon ajani, ila¢ tasima
arac1 veya asilarda ko-adjuvan olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Daha onceki ¢alismalarda, metillen-
memis CpG oligoniikleotid (CpG-ODN) katyonik, poli-
etilen glikol (PEG) polimeri kapli lipozom (sterically sta-
bilized cationic liposome; SSCL) igerisine yiiklendiginde,
CpG-ODN’nin immiin tetikleyici 6zelliginin arttig1 gos-
terilmistir.'? Ayrica CpG-ODN ile birlikte model antijen
olan ovalbumin lipozoma yiiklendiginde, antijene 6zgii
interferon gama (IFN-y) ve IFN-y’ya bagl antijene 6zgii
immiinoglobulin G (IgG)2a tiretimleri artmigtir.'2"!

Lipozomun boyutu, yiikil ve ylizey 6zellikleri farkli
tip lipidler kullanilarak ya da antikor gibi farkli molekiil-
ler ile lipidler karistirilarak degistirilebilir. Lipid tipi ve
miktari, lipozomun hiicre i¢ine alinis yolunu ve lipozo-
mun aktive ettigi yolaklar1 degistirebilir.'*'*! Bazi katyo-
nik lipozomlar sitokin ve kemokin iiretimini tetikler ve
NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acti-
vated B cells) veya inflamazom yolaklarini etkinlestirebi-
lirler." Bu ¢alismada, 38-[N-(N’,N’-dimetilaminoetan)-
karbamoil] kolesterol hidroklorid (DC-kolesterol) molar
orani artirilarak modifiye edilmis SSCL kullanild: ve bu
lipozoma, K- veya D-tipi CpG-ODN yiiklendi. Modifiye
olmus katyonik lipozomun, CpG-ODN’nin immiin tetik-
leyici 6zelligi tizerine etkisi ve inflamazomu etkinlegtirici
ozelligi arastirildi.

GEREC VE YONTEMLER
Materyaller

Tim hiicre kaltiirii besiyeri malzemeleri Hyclone
(Thermo Fisher Scientific/Hyclone Laboratories, Inc.,
Logan, Utah, USA) firmasindan temin edildi. Sitokin
ELISA reaktifleri; isaretsiz ve biyotinli interlokin (IL)-12,
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IL-1p ve IFN-y monoklonal antikorlari sirasiyla Biolegend
(Biolegend, San Diego, CA, USA) ve Pierce Endogen
(Pierce Endogen Inc., Rockford, IL, USA) firmalarindan
temin edildi. Rekombinant sitokin ve streptavidin-alka-
len fosfataz (SA-ALP) da sirasiyla Biolegend ve Endogen
firmalarindan, p-nitrofenil fosfat, disodyum tuzu (PNPP;
alkalen fosfatazin substrati) Thermo Scientific (Thermo
Fisher Scientific, Inc. Logan, Utah, USA) firmasindan
elde edildi.

3B3-[N-(N’,N’-dimetilaminoetan)-karbamoil] koleste-
rol hidroklorid (DC-kolesterol), 1,2-Dioleoil-sn-glisero-
3-fosfoetanolamin-N-[metoksi(polietilen glikol)-2000]
(amonyum tuzu) (PEG-PE), 1,2-Dioleoil-sn-glisero-3-
fosfoetanolamin (DOPE) ve L-a-fosfatidilkolin (PC)
Avanti Polar Lipids (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster,
AL, USA) firmasindan temin edildi.

Lipozom yapimi

Kullanilan tiim fosfolipidlerin stogu (20 mg/ml)
kloroform icerisinde hazirlandi ve kullanilana kadar
-20 °C’de saklandi. Lipidler farkli oranlarda kullanilarak
onceki ¢aligmalarda anlatildig: gibi lipozomlar hazirlan-
dil12B3 Kisaca, kloroform icerisindeki lipid karigimlari
doner evaporatér ILMVAC, GmbH, Ilmenau, Germany)
kullanilarak kloroformdan uzaklastirildi ve lipid film
olusturuldu. Coziiciiden arindirilmis lipid filmler argon
veya nitrojen gazina maruz birakilarak ortamdaki eser
miktardaki klorofom ile oksijen uzaklagtirildi. Bog mul-
tilamellar kesecikler (MLV), 20 umol kuru lipid igerisine
cam boncuklar ve 1 ml fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
eklenerek olusturuldu. Bu vezikiiller, kii¢iik unilamellar
kesecikler (SUV) olusturmak i¢in bes kez Vibra Cell
sonikasyon (Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT,
USA) cihazi 30 saniye acik, 30 saniye kapali kullanila-
rak pargalara ayrildi. Ligandlar1 yiiklemek igin, SUV’ler
TLR ligandlar1 (TLRLs, 1 mg/ml) ile karistirildi ve sivi
nitrojende donduruldu. Bu karisgim daha sonra gece
boyunca liyofilize edildi (VirTis Company, Gardiner, NY,
USA). Kurutulmus lipozom/TLR ligandlar1 karigimina
steril dH>O (100 pl; orijinal hacmin 1/10 orani) eklen-
di ve 15 saniye oda sicakliginda karigtirildi. Bu siireg,
3-5 dakika araliklarla, 30 dakika boyunca tekrarlanarak
sirdiiriildii. On dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra, bu karigima PBS (900 pl) eklendi. Lipozom formii-
lasyonlar: kullanilana kadar +4 °C’de saklandi.

Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) ve dinamik
151k sagilimi (DLS) ile lipozom karakterizasyonu

Silikon plakanin tizerine lipozomlar aktarildi ve kuru-
tuldu. AFM goriintiileri temas olmayan mod kullanilarak
(XE-100E; PSIA Corp., Suwon, South Korea) elde edildi.
Lipozomlarin boyutlari, Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, UK) cihaz ile incelendi.
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In vitro dalak hiicrelerinin serbest ve lipozomal
ligandlar ile uyarilmasi

Serbest veya lipozoma yiiklii CpG-ODN’ler, 96 kuyu-
cuklu/plaka igerisinde 2x10° dalak hiicresi/kuyucuk tize-
rine eklendi ve 36 saat 37 °C’de %5 CO; inkiibatériinde
bekletildi. Inkiibasyondan sonra, siipernatantlar toplandi
ve sitokin ELISA’sinda kullanildi.

Inflamazom etkinlik diizeyinin belirlenmesi

Farelere, %4 tiyoglikolat intraperitoneal yolla enjek-
te edildi ve dort giin sonra periton eksiidat hiicreleri
(PEC) steril PBS ile toplandi. Doksan alti-kuyucuklu
plakalara, 2.5x10° hiicre/kuyucuk ekildi. Dort saat LPS
(100 ng/ml) ile 6n muameleden sonra, hiicreler uyarici ile
20 saat 37 °C’de %5 CO; inkiibatériinde inkiibe edildi.
Hiicrelerdeki IL-1f iiretimi, sitokin ELISA y6ntemi ile
tayin edildi.

ELiSA analizi

Immulon 2 HB plakalar: (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Logan, Utah, USA), anti-sitokin (IL-12; 4 pg/ml,
IL-13; 6 pg/ml, veya IFN-y; 10 ug/ml) antikorlar: ile
kapland: ve bir gece +4 °C’de (veya 4 saat oda sicak-
liginda) bekledikten sonra bovin serum albumin
(%5 BSA) soliisyonuyla bloklandi. Plakalar bes kez
(~5 dakika ara ile Tween/PBS, son yikama ise sadece
dH>O ile) yikandiktan sonra, seri olarak seyreltilen
standartlar ve hiicre kiiltiirli siipernatantlar1 plakalara
eklendi. Stipernatantlardaki sitokin miktary; plakalari,
iki saatligine 6nce biyotinli anti-sitokin antikorlar:
(1/1000 seyreltilmis) sonra bir saatligine de alkalen
fosfataz-streptavidin (1/5000 seyreltilmis) ile bekleti-
lip, son yikamadan sonra da PNPP substrat1 eklenerek
OD405 nm’de 4-6 saatlik bir siirede ELISA Biotek
pQuant plate reader (BioTek, Winooski, Vermont, USA)
cihazinda okunarak tayin edildi.

A

Ortalama Partikiil Boyutu (nm)
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istatistiksel analiz

GraphPad version 5.03 programu ile tek yonlit ANOVA
ve Tukey’s post hoc analizleri yapilarak gruplar arasinda
istatistiksel olarak belirgin bir farkin olup olmadig: belir-
lendi. P<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Lipozom karakterizasyonu

SSCL, DC-kolesterol, DOPE, PEG-PE lipidleri, 6: 1:
0.06 lipid oraninda karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan
lipozomlara, CpG-ODN, rehidrasyon-dehidrasyon yon-
temi ile yiliklendi. Bu yontem ile lipozomlarin icerisine
CpG-ODN'nin ¢ok etkili bir sekilde yiiklendigi (%75-
95 yiikkleme oraniyla) daha onceki ¢aligmalarimizda
gosterilmistir."'? Lipozomlar1 karakterize etmek icin
boyutu ve sekli DLS ve AFM kullanilarak incelendi. Bos
lipozomlar yuvarlak ve 512.1498.6 nm boyutunda iken
(Sekil 1a) igerisine K- veya D-ODN yiiklendiginde bos
lipozoma gore boyutunun kiiglildiigii gozlemlendi. Buna
gore ODN vyiikli SSCLnin boyutlar: sirasi ile 324.8+23.2
(K-ODN i¢in) ve 184.5t14.1 (D-ODN icin) olarak elde
edildi (Sekil 1b).

K- ve D-tipi CpG-ODN yiiklii SSCL’in immiin

tetikleyici etkileri

Fare dalak hiicreleri, farkli dozlarda, serbest ya da
lipozomda yiiklenmis CpG-ODN ile uyarilarak, hiicre-
lerin Grettikleri IL-12, IFN-y ve IL-1p gibi Thl-karakterli
sitokin salgilama diizeyleri ELISA y6ntemi ile tayin edil-
di. Serbest K-tipi ODN, IL-12 iiretimini doza bagli olarak
artirirken (Sekil 2a), lipozomal K-ODN, IL-12 salimini
sadece diisitk doz ODN vyiikli halinde serbest K-ODN’ye
gore daha fazla artirdig1 goralda (Sekil 2b). Yiiksek doz
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Sekil 1. (a) Atomik kuvvet mikroskopisi ve (b) dinamik isik sacilimi analizleri ile, bos ve CpG-ODN yiiklu steril olarak stabilize katyonik
lipozomun (DC-cholesterol: DOPE: PEG-PE; lipid oranlari: 6:1:0.06) boyut ve sekil analizleri.
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K-ODN (3 uM) yikli lipozomal formiilasyonlar, ayni
doz serbest K-ODN’ye gore 3.5 kat daha az IL-12 salimina
neden olurken, diisitk doz lipozomal K-ODN (0.1 uM),
ayni dozda serbest K-ODN’den iki kat daha fazla IL-12
iretimine neden oldu. D-ODN igeren lipozomlarla yapi-
lan deneyde ise; 3 pM lipozomal D-ODN ile hiicreler
muamele edildikten sonra serbest D-ODN uygulamasiy-
la karsilastirildiginda IL-12 seviyesi 10 kat daha az idi.
Bununla birlikte, 0.1 uM D-ODN yiikli lipozom, ayni
doz serbest D-ODN’ye gore yaklasik dort kat IL-12 diize-
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yini artirdi. Th1 yanitinin olusumunu destekleyen 6nem-
li bir sitokin olan IFN-ynin ODN uyarimindan sonraki
miktarlarini kargilagtirmali olarak analiz ettigimizde,
beklenildigi gibi serbest K-ODN, hiicrelerden IFN-y sali-
mina yol agmazken; serbest D-ODN, sadece en yiiksek iki
dozda IFN-y salimina yol act1 (Sekil 2¢, sag panel, 3 uM
serbest D-ODN= 20+3.1 ng/ml; 1 pM= 3.5%1.6 ng/ml).
Lipozomal CpG-ODN’lerde ise IL-12’de gézlemledigi-
miz egilime benzer bir tablo ortaya cikt1 (Sekil 2b’ye
karsin 2d). Diisiik dozlarda, hem K- (0.3 ve 0.1 uM)
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Sekil 2. Serbest, K- veya D-tipi CpG ODN yiikli SSCL ile uyarilan dalak hiicrelerinden
sitokin salimi. Dalak hucreleri degisik dozlarda serbest ve lipozoma yulklenmis
CpG-ODN'lerle 36 saat uyarildiktan sonra, slipernantantlardan, IL-12 (a, b) ve IFN y
(¢, d) miktarlari ELISA yéntemiyle belirlenmistir.
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hem de D-tipi (0.1 uM) CpG-ODN ile yiiklenmis lipo-
zomlardan IFN-y {iretimi elde edildi (Sekil 2d). Diisiik
doz (0.1 uM) K-ODN yiiklii lipozom, ayn1 dozda serbest
K-ODN ile kargilagtirildiginda, 12 kat daha fazla IFN-y
tiretimine neden oldugu goriildii. D-ODN karsilastirmasi
sonunda, 0.1 uM lipozomal D-ODN, serbest D-ODN’ye
gore 25 kat fazla IFN-y salinima neden oldu.

CpG-ODN yiiklii lipozomlarin inflamazom
aktivitesi

Sadece diisiik dozlarda stimiile edildiginde K- veya
D-ODN yiikla lipozomlar IL-12 ve IFN-y iretimini,
serbest CpG-ODN’den daha fazla artirirken serbest
CpG-ODN’ler yiiksek dozda daha etkin uyarmaya yol
actig1 sonucunu elde edince yiiksek dozlarda bu lipo-
zomlarin sitotoksik olabilecegi yargisi giindeme gelmis-
tir. Bir hiicre 6liimii ¢esidi olan pyroptosis, inflamazom
kompleksinin olusumu ile tetiklenir."”® Inflamazomu
ise kolesterol ya da silika gibi kristaller, lipidler veya
kitosanin etkinlegtirdigi bildirilmistir.?*?? Bu neden-
le, galismamizda yiiksek dozda K- veya D-ODN yiikli
lipozomlarin inflamazomu tetikleyip tetiklemediginin
incelenmesine karar verildi. Bu deneylerde, inflamazom
olusumunu gostermek icin %4 tiyoglikolat enjekte edil-
mis fare PEC’leri kullanildi. Intraperitonel tiyoglikolat
enjeksiyonundan dort giin sonra, PEC’ler toplandi. Pro-
IL-1p iiretimi i¢in gerekli olan sinyal, LPS ile olusturuldu
(100 ng/ml, 4 saat inkiibasyonla), IL-1p iiretiminin sag-
lanmasi i¢in (ikinci sinyal olarak) serbest ya da lipozom-
da yiiklit K- veya D-ODN’li formiilasyonlarla hiicreler
muamele edildi. Ne serbest K-ODN ne de D-ODN, IL-1p
tiretimine neden oldu. Ote yandan, lipozomlara yiiklen-
mis olan K-ODN (10, 3 pM) ve D-ODN (10, 3, 1 uM) IL-1P
tiretimine yol agt1. Sadece LPS ile muamele edilen hiicre-
ler ile yiiksek dozlardaki K- ve D-ODN vyiiklii lipozomal
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formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi (Sekil 3; p<0.05).

DC-kolesterol iceren lipozomlarin inflamazom
etkinlestirici 6zellikleri

CpG-ODN'nin hiicrelere serbest halde ve yiiksek
dozda dahi verildiginde inflamazom kompleksinin olu-
sumunu (LPS’ye ragmen) tetiklememesi ve buna karsin
yiiksek dozda lipozomal formiilasyonlarla inflamazom
etkinliginin olugmasi (Sekil 3), bizi bos lipozomlarin
inflamazomu tek baslarina etkinlestirip etkinlegtireme-
digini arastirmaya yonlendirdi. Periton eksiidat hiicreleri
plakalara aktarildiktan sonra daha 6nce belirtildigi gibi
LPS ile muamele edildi, daha sonra hiicrelere degisik
miktarlarda lipid iceren farkli dozlardaki lipozomlar
ilave edildi. Higbir uyarana maruz kalmamis (naif grup)
veya sadece LPS ile inkiibe edilmis hiicreler beklendigi
gibi IL-1P tiretimine yol agmazken, yiiksek DC-kolesterol
iceren SSCL, doza bagl olarak IL-1B tretimini artird
(Sekil 4a). Bu gruplar arasindaki fark, istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.05).

Bu set deneylerde kullanilan modifiye SSCLler diigitk
miktarda DOPE ve PEG-PE igerir iken yiiksek miktarda
DC-kolesterol igermektedir. Inflamazomu, lipozomun
icerdigi lipid tipi ve miktarinin etkileyip etkilemedi-
ginin anlagilmas: icin, PEC’ler, farkli molar oranlarla
DC-kolesterol ve nétral bir lipid olan PC kullanila-
rak hazirlanmig lipozomlarla muamele edildi ve IL-1§
salimi belirlendi. Bu deneylerin sonunda lipozomdaki
DC-kolesterol miktarina goreceli olarak inflamazom
etkinlesmesinin arttig1 dolayisi ile IL-1p saliminin ¢ok
daha fazla tretildigi belirlendi (Sekil 4b). Bu sonuglara
gore 16:1 ile 1:1 molar oranlar: arasinda anlaml bir fark
saptandi (p<0.05). Bu sonuglar bize, lipozom igerisinde
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Sekil 3. K- veya D- tipi CpG ODN yiiklu lipozomlarin inflamazomu tetikleme diizeyleri. Farelere, %4 tiyoglikolat
enjekte edildikten dort glin sonra periton ekstidat hiicreleri steril olarak toplandi. 2.5x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde plakalara eklendi ve dort saat LPS ile 6n muamele edildikten sonra, serbest veya lipozomal
CpG-ODN'ler, hiicrelerle 20 saat siire ile uyarildi. Sipernatantdaki IL-1B diizeyi ELISA yontemiyle analiz edildi.
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Sekil 4. Lipozom icerisindeki katyonik lipid molar oraninin inflamazomu etkinlestirme kabiliyeti. Periton
ekstdat hucreleri, LPS 6n muamelesinden sonra farkli total lipid (umol) miktarlariyla hazirlanan modifiye
SSCL ile (a) veya farkli DC-kolesterol lipid molar oranlaryla hazirlanan lipozomlarla muamele edildi.

(b) Stipernatantlardaki IL-13 duzeyi ELISA ile analiz edildi. SSCL: Sterically stabilized cationic liposome; ODN: Oligoniikleotid;
DC-kolesterol: 3B-[N-(N’,N’-dimetilaminoetan)-karbamoil] kolesterol hidroklorid; PC: Fosfatidilkolin; LPS: Lipopolisakkarit.

bulunan DC-kolesterol miktarinin IL-1f tiretimini yon-
lendirdigini agiklamaktadir (Sekil 4b).

TARTISMA

Memeli DNA’sinda nadiren rastlanan ve ¢ogunlukla
bakteri ve viriis genomunda bulunan farkli sekanslar-
daki ve yiiksek frekansta ifade edilen CpG motiflerinin
(TLRY ligandi), dogal immiin yaniti artirdigr bilin-
mektedir. D-ODN (CpG-A olarak da adlandirilir), tip I
ve tip II-IFN’lerin iiretimlerini, dogal 6ldiriicti (natu-
ral killer; NK) ve pDC hiicrelerinde baslatirken, antijen
sunum hiicrelerinin ko-stimiilan molekiillerini artirip
ayni zamanda olgunlasmalarini MyD88 bagli NF-«xB
tizerinden etkinlestirir. K-tipi CpG DNA (CpG-B tipi
ODN olarak da adlandirilir), fosforotiyoat omurgasin-
dan olugur ve birden ¢ok CpG motifi icerir. IL-12, IL-6
ve timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) gibi inflamatu-
var sitokinlerin salgilanmasini ve hiicre ¢ogalmasini
saglar.! Bu ligandlar, bir¢ok terapétik uygulama icin
klinik denemelerde degisik faz agamasina girmektedir.
Maalesef bu ligandlarin biyokararliliklar ve biyoya-
rarliliklarinin diisitk olmasi klinikteki kullanimlarini
ciddi diizeyde tehlikeye sokmaktadir.*” Lipozomlar,
farkli fizikokimyasal 6zellikleri olan lipidler ile olustu-
rulan dogala yakin nano-keseciklerdir ve daha 6nceki
calismalarda CpG-ODN’nin immiin tetikleyici etki-
lerini artirdig in vitro ve in vivo kosullarda gosteril-
mistir.'»"® Bu c¢aligmada, daha 6nce CpG-ODN’nin
etkisini artirdig: bilinen bir lipozom tipi yiiksek mik-
tarlarda DC-kolesterol (katyonik lipid) icerecek sekilde
SSCL tipi lipozom olarak hazirlandi. Bu lipozoma,
K- ve D-tipi CpG-ODN yiiklenerek immiin tetikleyi-
ci oOzellikleri aragtirildi. Serbest CpG-ODN gruplar:
ile kargilastirildiklarinda, diigiik miktarda lipozomal
CpG-ODN’nin, yliksek miktardaki lipozomal formii-

lasyonlarina gore ¢ok daha fazla proinflamatuvar
sitokin tretimini yonlendirdigi bulundu. Bu beklen-
medik sonug, yiiksek miktardaki lipozomun hiicre
6limiine neden olabilecegi sonucunu diisiindiirdi.
Hiicre 6limlerinden biri olan pyroptosis, inflamazom
kompleksinin olusumu ve IL-1f sitokinin ortaya ¢ikist
sonrasinda gerceklesmektedir.l'!#!

Inflamazom, NALP, PYD, ASC, kaspaz-1 veya kas-
paz-5 igeren sitozolik multiprotein oligomerik komp-
leksidir. NLRP1, NLRP3 ve NLRC4 gibi NLR’ler veya
AIM-2, hasar ile iligkili molekiiler desenler (damage-
associated molecular patterns; DAMPs) ve patojenle
iligkili molekiiler desenler (PAMP) iceren ligandlar:
sitozolde tanirlar. ATP, partikiiller ve kristal haldeki
steril molekiillerin yani sira PAMP iceren molekiiller
de inflamazom olusumunu baglatir.’® Inflamazom
kompleksinde, pro-kaspaz 1, CARD (caspase recruit-
ment domain) yardimi ile NLR’lerle etkilesime girer.
Prokaspaz 1, inflamazom kompleksine geldiginde
otoproteolitik ayrilma gergeklesir ve aktif kaspaz 1
enzimine doniisiir. Bu, sitoplazmada tiretilmeye bagla-
nan pro-IL-1B ve pro-IL-18 sitokinlerini pargalayarak
etkin formdaki IL-1B ve IL-18 sitokinlerinin hiicre
dis1 salimina yol ag¢ar. Bunun yaninda, hiicrelerdeki
apoptozis ve nekrozis gibi bir bagka programli hiicre
olimi tipi olan pyroptosisin de gerceklesmesine neden
olur.'”'® Aciklandig: gibi inflamazom etkinligi ile
aktif IL-1P tretiminin gerceklesmesi i¢in iki sinyale
ihtiya¢ duyulmaktadir. PEC’lerle yaptigimiz deney-
lerde, birinci sinyal LPS muamelesi ile olusturuldu
ve pro-IL-1p sentezine yol agildi. Aktif IL-1f olu-
sumuna neden olacak kaspaz etkinlesmesi ise ikin-
ci sinyal ile olugmaktadir. Bu islevi CpG-ODN’nin
ya da lipozomlarin yerine getirmesi gerekmekteydi.
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Bu c¢aligmada, serbest CpG-ODN’nin degil de lipo-
zomal K- ve D-ODN’lerin IL-1p iiretimini tetikledigi
gosterildi. Bir PAMP olan CpG-ODN motiflerinden
bagimsiz (Sekil 3), lipozomlardaki katyonik karakterli
DC-kolesteroliin (Sekil 4) bu siirece ikinci sinyali olus-
turan etmen olarak katki sagladigini bu galigmadaki
bulgularimiza dayanarak iddia etmekteyiz. Bu durum,
bos lipozomun belki de hiicre i¢i dagilimini degisti-
rerek, endozomu destabilize ederek inflamazomu tek
basina etkinlestirdigini diisiindiirmektedir.

Polimerik implantlar ve nanopartikiiller gibi bazi
biyomalzemelerin, inflamazom kompleksinin olus-
masina neden olduklar1 bildirilmistir.?*-?! Poli(laktid-
ko-glikolid) (PLG) mikropartikiillerini kullanan bir
calismada gosterildigi gibi; partikiiller, hiicre igerisi-
ne alinirken endozomda/lizozomda sizintiya neden
olabilir veya zarar verebilirler.?” LPS kullanmadan
CpG-ODN bazi polimerik partikiillerle birlikte hiic-
relere verildiginde, hiicre i¢ine alimdan, lizozomal
asidifikasyondan ve katepsin B aktivitesinden dolay:
inflamazom kompleksine neden olan partikiillerin
IL-1f dretimini artirdig: gosterilmistir.? Bizim galis-
mamizda, CpG-ODN vyiiklii veya bos lipozomal for-
miilasyonlar arasinda bahsedildigi gibi inflamazom
etkinlesmesinde bir artis gézlemlenmedi. Bunun nede-
ni ise LPS 6n muamelesi sirasinda iretilen pro-IL-1§
miktarinin fazla olmas: olabilir. CpG-ODN ile lipid
ya da lipozomlar arasinda béyle bir sinerjinin olup
olmadigini arastirmak i¢in LPS kullanmadan hiicreler
sadece lipozomal formiilasyonlarla inkiibe edilebilirdi.
Bunun yaninda, alum, kitosan ve bazi emiilsiyonlar
gibi adjuvanlarin dogal bagisiklik sistemini tetikledigi
ve immiin yanit ile inflamazomu birlikte yonlendirdigi
de literatiirde bildirilmistir.?>?” Ancak, bizim calig-
mamizda, IL-1B artis1 sonucu Thl sitokin iiretiminde
azalma goriildi. Thl yollu immiinitenin yiiksek doz-
larda serbest ODN’lere gore daha diisitk olmas: ve bu
dozlarda lipozom yollu inflamasyonun etkinlestigini
belirlememiz $6yle yorumlanabilir: IL-1p salimi Thl
yollu immiiniteyi engellemektedir. Bu duruma yol agan
neden ise inflamazomla etkinlesmisg hiicrelerin pyrop-
tosise girisidir.

Sterol bir lipid molekilii olan kolesterol, NLRP3 inf-
lamazomunu, lizozomu destabilize ederek ve katepsin
B sizintisina yol agarak aktive eder.?®) DC-kolesterol,
katyonik bir kolesteroldiir ve ¢ogunlukla potent bir
ko-adjuvan ve DNA, antijen ve adjuvan tagima araci
olan katyonik lipozom yapiminda kullanilir.l'2:1329
Inflamazom kompleksinin olusumunu yénlendirici
ozelligi bu caligmaya kadar bildirilmemistir ancak
katyonik partikiillerin inflamazoma neden olabilecegi
bilinmektedir.'*?!! Ornegin, DiC14’iin, inflamazomu
tetikledigi ve alum’un adjuvan 6zelligini sinerjik ola-
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rak artirdig1 bildirilmistir.?V Bu nedenle, lipozomun
igerisindeki yiiksek miktardaki katyonik lipidin inf-
lamazomu tetikledigi bu ¢alismadaki verilerle ilk kez
gosterilmigtir.

Sonu¢ olarak, lipozomlar ¢ok farkli ve degisik
lipidlerle farkli oranlarda karigtirilarak hazirlanabilir.
Lipozoma eklenen her lipidin veya degistirilen lipid
oranlarinin, lipozomun hiicre i¢ine alinmasini ve
hiicre i¢indeki kaderini ve hiicre i¢i dagilimini etki-
leyebilmektedir. Degisik hiicre ici yolaklar1 da etkin-
lestirebilmektedir. Bazi durumlarda igine yiiklenen
ligand ya da ajanlarla sinerjik olarak etkilesip hiicrenin
davranigini ve ortaya ¢ikacak tepkilerin yelpazesini
bu yiizden degistirebilecegi gézden kagmamalidir. Bu
nedenle, ila¢ tagima araci olarak ya da transfeksiyon
ajani olarak da sik sik kullanilan lipozomlarin immiin-
tetikleyici etkileri, ko-adjuvan ya da antijen ve adjuvan
tasima araci olarak asilarda kullanilmadan 6nce goz
oniine alinarak lipozomlar tasarlanmalidir.
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