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ÖZET 

COVID-19’a KarĢı Nanopartiküler AĢı Formülasyonlarının GeliĢtirilmesi ve Değerlendirilmesi 

 

ġiddetli akut solunum sendromu koronavirüs 2'nin (SARS-CoV-2) neden olduğu 2019 koronavirüs 

hastalığı salgını (COVID-19) hızlı, etkili ve güvenli aĢılara duyulan ihtiyacı dünya genelinde 

göstermiĢtir. Bu çalıĢmada subunit protein nanoaĢısı geliĢtirilmiĢ ve formülasyona iliĢkin 

parametrelerin (hazırlama yöntemi, kullanılan materyal ve yöntem basamakları) hazırlanan 

nanopartiküler taĢıyıcı sistem üzerindeki etkisi incelenerek aĢıların geliĢtirilmesi ve uygulanmasında 

karĢılaĢılan sorunları iyileĢtirmek amaçlanmaktadır. 

 

Bu çalıĢma kapsamında nanopartiküler subunit protein aĢısı çalıĢılmıĢ olup protein olarak SARS-

CoV-2 Spike proteini reseptör bağlanma alanı (RBD) kullanılmıĢtır. RBD proteini konakçı hücreler 

üzerindeki ACE2 reseptörü ile doğrudan etkileĢime girmesi ve yüksek nötralize edici epitoplar 

içermesi sebebiyle tercih edilmiĢtir.  

 

RBD yüklü PEG-PCL nanopartiküllerinin hazırlanması için modifiye su/yağ/su emülsiyon-çözücü 

buharlaĢtırma tekniği kullanılmıĢ; partikül boyutu ve dağılımı, zeta potansiyeli ve enkapsülasyon 

etkinliği değerleri ile değerlendirilmiĢtir. Nanopartiküllerin morfolojisi, geçirimli elektron mikroskobu 

(TEM) ile görüntülenmiĢtir.  Ardından optimize edilmiĢ nanopartiküller ile in vitro salım çalıĢmaları 

yapılmıĢtır. Üretim sürecinin antijen ve in vitro salım numunelerinin yapısal bütünlüğü üzerindeki 

etkisini değerlendirmek için SDS-PAGE çalıĢması yapılmıĢtır. Nanopartiküllerin fiziksel stabilitesi 1 

aylık bir süre boyunca fiziksel stabilite çalıĢmaları yapılarak belirlenmiĢtir. L929 hücre hattı 

kullanılarak yapılan MTT analizi % hücre canlılığı tayin edilmiĢ, J774 fare makrofaj hücre hattı 

kullanılarak RBD yüklü nanopartiküllerin in vitro aktivitesini gözlemlemek amacıyla Nitrik Oksit 

tayini yapılmıĢtır. 

 

Bu araĢtırmada RBD-NP‘lerin partikül boyutu, dağılımı ve zeta potansiyeli hedeflenen aralıkta 

(partikül boyutu <300 nm, PDI <0,3, Zeta potansiyel ±10–15 mV) bulunmuĢ ve antijen etkin bir 

Ģekilde kapsüllenmiĢtir. TEM görüntüleri, NP‘lerin küre Ģeklinde olduğunu ortaya çıkarmıĢtır. NP 

formülasyonları RBD‘nin %50‘sini 4 saat içinde açığa çıkarmıĢ, salım 96 saate kadar devam ederek 

etkin maddenin yaklaĢık %68‘i salındığında salım platoya ulaĢmıĢtır. SDS-PAGE sonuçları ile üretim 

sürecinin antijenin yapısında değiĢikliğe neden olmadığı ve salım süresince antijenin stabil kaldığı 

gözlenmiĢtir. Stabilite çalıĢmaları sonucunda NP‘lerin +4ºC‘de ve trihaloz ilavesi ile -20°C‘de fiziksel 

olarak stabil kaldığı bulunmuĢtur. Hücre canlılığı ve in vitro biyolojik aktivite çalıĢmaları sonucunda 

ise 72 saatlik inkübasyonlar sonunda en yüksek konsantrasyonlarda dahi toksik olmadığı ve 

immünostimülan aktivite gösterdiği tespit edilmiĢtir. 

 

Bu bulgular, geleneksel aĢılara alternatif olarak, subunit protein nanoaĢı sistemlerinin COVID-19 gibi 

gelecekte de olması muhtemel viral salgınlarda etkili taĢıyıcı sistem olabileceğini göstermektedir. 

 

Anahtar Sözcükler: aĢı, COVID-19, immünite, nanopartikül, SARS-CoV-2.  
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SUMMARY 

Development and Evaluation of Nanoparticular Vaccine Formulations Against COVID-19 

 

The 2019 coronavirus disease outbreak (COVID-19), caused by severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 2 (SARS-CoV-2), has demonstrated the need for rapid, effective and safe vaccines 

worldwide. In this study, subunit protein nanovaccine was developed and it is aimed to improve the 

problems encountered in the development and application of vaccines by examining the effects of 

formulation-related parameters (preparation method, material used and method steps) on the prepared 

nanoparticle carrier system. 

 

In this study, nanoparticular subunit protein vaccine has been studied and the SARS-CoV-2 spike 

protein receptor binding domain (RBD) has been used as a protein. The RBD protein was chosen 

because it interacts directly with the ACE2 receptor on host cells and contains highly neutralizing 

epitopes. 

 

Modified water/oil/water (W1/O/W2) emulsion-solvent evaporation technique has been used for the 

preparation of RBD-loaded PEG-PCL nanoparticles; the nanoparticles has been evaluated in terms of 

particle size and distribution, zeta potential and encapsulation efficiency. The morphology of the 

nanoparticles was visualized by transmission electron microscopy (TEM). Then, in vitro release 

studies has been carried out with optimized nanoparticles. SDS-PAGE study has been performed to 

evaluate the effect of the manufacturing process on the structural integrity of the antigen and in vitro 

release samples. The physical stability of nanoparticles has been determined by performing physical 

stability studies for 1 month. MTT analysis performed using the L929 cell line determined % cell 

viability, and Nitric Oxide determination was performed using the J774 mouse macrophage cell line to 

observe the in vitro activity of RBD-loaded nanoparticles. 

 

In this research, the particle size, distribution and zeta potential of RBD-NPs were found to be in the 

targeted range (particle size <300 nm, PDI <0.3, Zeta potential ±10–15 mV) and the antigen was 

effectively encapsulated. TEM images revealed that the nanoparticles were spherical. NP formulations 

released 50% of the RBD within 4 hours, and the release continued for up to 96 hours, reaching a 

plateau when approximately 68% of the active substance was released. SDS-PAGE results showed 

that the production process did not cause any changes in the structure of the antigen and that the 

antigen remained stable throughout the release period. As a result of stability studies, it was found that 

NPs remained physically stable at +4ºC and -20°C with the addition of trihalose. As a result of cell 

viability and in vitro biological activity studies, it was determined that it was non-toxic and showed 

immunostimulatory activity even at the highest concentrations after 72 hours of incubation. 

 

Within the scope of these findings, subunit protein nanovaccine has been successfully formulated and 

characterized. It has been seen that the subunit protein nanovaccine system, which was developed as 

an alternative to traditional vaccines, has great potential in future viral outbreaks such as COVID-19.  

 

Key words: COVID-19, immunity, nanoparticle, SARS COV-2, vaccine.  
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formülasyona iliĢkin parametrelerin (hazırlama yöntemi, kullanılan materyal ve yöntem 
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1. GĠRĠġ 

ġiddetli akut solunum sendromu koronavirüs 2'nin (SARS-CoV-2) neden olduğu 

koronavirüs hastalığı salgını (COVID-19) 2019 Aralık ayında Çin‘in Wuhan Ģehrinde 

solunum yolu rahatsızlıkları belirtileriyle ortaya çıkmıĢ ve damlacık yoluyla bulaĢarak kısa 

süre içinde dünyaya yayılmıĢtır. 2020 yılı Mart ayında ise DSÖ (Dünya Sağlık Örgütü) 

tarafından COVID-19 salgını ‗pandemi‘ olarak tanımlanmıĢtır. COVID-19 ortaya çıktığı ilk 

günden bu yana neredeyse bütün dünyayı etkisi altına almıĢ ve birçok ülkenin sağlık 

sisteminin böylesi küresel bir salgında yetersiz kaldığını göstermiĢtir. DSÖ Eylül 2023 

verilerine göre 700 milyondan fazla vaka, 7 milyona yakın ise ölüme neden olmuĢtur (WHO, 

2023b). Son yıllarda yaĢanan en büyük küresel problem olan COVID-19 salgınına karĢı 

toplumsal bağıĢıklığı sağlamak ve SARS-CoV-2'nin yayılmasını kontrol etmek için etkili, 

güvenli ve uzun süre koruyucu bir aĢı geliĢtirmek için dünya çapında yoğun çabalar sarf 

edilmiĢtir.  

Aralık 2019 tarihinden Aralık 2022 tarihine kadar Dünya‘da en az bir ülke tarafından 

50 farklı aĢı ruhsat almıĢ; bunların 11‘i DSÖ tarafından Acil Kullanım Listesine (EUL) 

eklenmiĢtir (TRACKER, 2023). Dünya Sağlık Örgütü Mart 2023 verilerine göre halihazırda 

klinik aĢamada 183, pre-klinik aĢamada ise 199 aĢıya ait çalıĢmalar yürütülmeye devam 

etmektedir (WHO, 2023a). 

2020 yılı Nisan ayı itibariyle baĢlayan aĢı geliĢtirme yarıĢı piyasaya çıkan birçok aĢı 

olmasına rağmen halen devam etmektedir. RNA aĢıları, DNA aĢıları, inaktive virüs aĢıları, 

viral vektör aĢıları, virüs benzeri partiküller, subunit protein aĢıları en sık kullanılan aĢı 

platformlarıdır. DSÖ Mart 2023 verilerine göre çalıĢmaları yürütülen aĢıların %32‘sini 

subunit protein aĢıları, %24‘ünü RNA aĢıları, %12‘sini inaktive virüs aĢıları, %14‘ünü viral 

vektör aĢıları, %9‘unu DNA aĢıları, %4‘ünü ise virüs benzeri partiküller oluĢturmaktadır 

(WHO, 2023a). Özellikle subunit protein, DNA ve RNA aĢılarında nanoteknolojik 

yöntemlerle hazırlanan antijen taĢıyıcı yeni sistemler (lipozom, polimerik nanopartikül, katı 

lipit nanopartikül, polimerik misel vb.) kullanılmaktadır. 

Ġnaktif ve canlı zayıflatılmıĢ aĢılar genellikle uzun süreli bağıĢıklık sağladıkları için 

geleneksel aĢı geliĢtirme stratejilerinde ilk akla gelen yöntemlerdir. Bununla birlikte üretim 

aĢamasında zorlukları, yüksek maliyetleri ve stabilite yönünden dezavantajlara sahiptirler. 
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Ayrıca bu tür aĢıların inakif hale getirilmesi veya zayıflatılmasının tam olarak yapılamamıĢ 

olması ile otoimmün veya alerjik reaksiyonlara neden olabilecekleri için asıl endiĢe 

güvenlikleriyle ilgilidir (Bellini ve Horvati, 2020). Subunit aĢılar bulaĢıcı virüslerin yalnızca 

belirli immünojen parçalarını içeren sentetik peptitleri veya rekombinant proteinleri 

içerdikleri için etkililik ve güvenlilik açısından daha avantajlı görülür. Ayrıca subunit 

aĢıların aĢılama bölgesinde yan etki oluĢturma olasılığı diğer aĢı türlerine kıyasla daha 

düĢüktür. Stabil formlara getirilebilmesi ve patojenin belirli parçasının kullanılması 

sebebiyle güvenilir bir üretim prosesleri vardır. Subunit aĢılar tüm bu avantajları nedeniyle 

yeni nesil aĢı geliĢtirme yarıĢında dikkat çeken bir aĢı adayı olmuĢtur (Pandey vd., 2020). 

Nanoteknolojideki geliĢmeler aĢı tasarımında büyük bir potansiyel sunar ve benzeri 

görülmemiĢ bir hızda yeni aday aĢı formülasyonlarının geliĢtirilmesine yardımcı olmuĢtur. 

Nanopartikül aĢı formülasyonu moleküler aĢıların tek baĢına uygulanmasına göre 

avantajlıdır, çünkü etkin madde bozunmadan hedefe ulaĢabilir ve makrofajlar gibi 

istenmeyen etkenlerden korunur. Ayrıca son geliĢmeler boyut, Ģekil, çözünürlük, 

hidrofiliklik, hidrofobiklik ve yüzey modifikasyonu gibi istenen fizyokimyasal özelliklere 

sahip nanopartiküllerin hazırlanmasını sağlayarak, onları aĢı dağıtımı için oldukça 

ayarlanabilir hale getirmiĢtir. Nanopartikül bazlı formülasyonlar özellikle hedefleme 

bölgeleri yüzeylerine dahil edildiğinde fagositik APC (antijen sunan hücreler)'ler tarafından 

alımını artırabilir. Adjuvanın birlikte verilmesi ise APC hedefleyen nanopartikülleri yüksek 

antikor üretimi de dahil olmak üzere T ve B hücrelerini verimli ve düzgün bir Ģekilde kontrol 

etmek için ideal aĢılar yapar (Chung vd., 2021). 

NanoaĢılar, antijenlerin bozulmadan korunması, antijenlerin nanopartikül matrisinden 

verilmesinin kontrol edilmesi, antijen alımının düzenlenmesi ve APC'ler tarafından iĢlenmesi 

gibi nanopartikül ile ilgili farklı mekanizmalar aracılığıyla aĢı etkinliğini ve immünizasyon 

stratejilerini iyileĢtirmek için tasarlanmıĢtır. Etkili aĢı cevapları için hem doğal hem de 

adaptif bağıĢıklık sistemi eĢzamanlı olarak etkinleĢtirilmelidir; bu katı lipid nanopartiküller, 

lipozomlar, polimerik nanopartiküller, protein nanopartiküller ve virüs benzeri partiküller 

(VLP) gibi yenilikçi nanoaĢı formülasyonlarının yardımıyla baĢarılı bir Ģekilde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. NanoaĢı formülasyonları doğal yapıyı sürdürerek ve proteolitik 

bozunmadan koruyarak antijen stabilitesini artırabilir. Ayrıca arttırılmıĢ lipofilisiteleri 

nedeniyle hedef antijenin sürekli salımı avantajını sunarlar (Machhi vd., 2021). 
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Adjuvanlar, hedef APC'lere antijen verilmesine yardımcı olarak ve hedef dıĢı yan 

etkileri azaltarak nanoaĢının aracılık ettiği istenen bağıĢıklık yanıtlarında hayati bir rol 

oynarlar. Hedeflenen antijen iletimi, küresel talebi karĢılamak için SARS-CoV-2 aĢılarının 

geliĢtirilmesinde önemli olan etkili immün yanıtı ortaya çıkarmak için gereken aĢı dozunu 

azaltır. Antijenler ve adjuvanların birlikte verilmesi için; i. Antijen ve adjuvanın doğrudan 

konjügasyonu, ii. Nanopartikül içinde veya üzerine tasarlanmıĢ enkapsülasyon, iii. 

Uygulama aracının adjuvan olarak kullanılması yaklaĢımları kullanılır (Machhi vd., 2021). 

Biyopolimerlerden hazırlanan partiküler sistemler, aĢı uygulaması için taĢıyıcı ve 

adjuvan olarak kullanılmak üzere umut verici özelliklere ve güvenliğe sahiptir. Bu sistemler 

üç farklı mekanizma sunabilir: Antijenlerin bağıĢıklık sisteminin ilgili antijen sunan 

hücrelerine, yani makrofajlara hedeflenmesi, bağıĢıklık sistemindeki hücrelerin (örneğin 

sitokinler) doğrudan aktivasyonu ve enkapsüle protein için kontrollü salım özellikleri 

sağlama ve vücutta immün yanıtın artmasını sağlar (Sarei vd., 2013). 

Bu bilgiler değerlendirilerek, tez kapsamında SARS-CoV-2 Spike proteini reseptör 

bağlanma alanı (RBD) subunit/protein aĢısı üzerinde antijen taĢıyıcı sistem olarak poli(etilen 

glikol) (PEG)-poli(ε- kaprolakton)(PCL) polimerik nanopartikül sistemi kullanılmıĢ ve 

formülasyona iliĢkin parametrelerin (hazırlama yöntemi, kullanılan materyal ve yöntem 

basamakları) hazırlanan nanopartiküler taĢıyıcı sistem üzerindeki etkisi incelenerek aĢıların 

geliĢtirilmesi ve uygulanmasında karĢılaĢılan sorunlara eczacılık teknolojisi bakıĢ açısıyla 

katkı sağlamak amaçlanmıĢtır. 

1.1. COVID-19 

1.1.1. Koronavirüs Filogenetik ve Taksonomisi 

Zarflı, pozitif tek sarmallı, yüzeyinde diken benzeri glikoproteinler içeren RNA virüsü 

olan SARS-CoV-2, koronavirüsler olarak bilinen bir virüs grubuna aittir. ġimdiye kadar 

insanlara bulaĢabilen altı koronavirüs türü tanımlanmıĢtır(Zhu vd., 2020). Uluslararası Virüs 

Taksonomisi Komitesince alfakoronavirüs (α-CoV), betakoronavirüs (β-CoV), 

gamakoronavirüs (γ-CoV) ve deltakoronavirüs (δ-CoV) olmak üzere dört ana grupta 

sınıflandırılırlar (Muralidar vd., 2020) (ġekil 1.1). Betakoronavirüs ailesinden zoonotik 
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orijinli türler olan SARS-CoV ve MERS-CoV insanlar için öldürücü olmuĢtur. SARS-CoV 

türüne ait yeni bir tür olan SARS-CoV-2, 2019 koronavirüs hastalığı (COVID-19) salgınına 

neden olmuĢtur (Mallick ve Duttaroy, 2022). 

 

ġekil 1.1. Uluslararası Virüs Taksonomisi Komitesi Coronaviridae taksonomisi Ģeması (Muralidar 

vd., 2020) 

1.1.2. SARS-CoV-2’nin Yapısı 

SARS-CoV-2 virüsü 120-160 nm çapta, yuvarlak veya çok Ģekilli yapıdadır. 

Koronavirüs ailesinde ortak olarak Spike (S) proteinini taĢıyan taç yaprağı Ģeklinde bir 

çıkıntıya sahiptir (Shi vd., 2020). Enfeksiyon sırasında hücrelere bağlanma ve hücre zarından 

giriĢi sağlayan Spike (S) proteini virüsün en karakterisitik parçasıdır. S proteinine ek olarak 

koronavirüsler Zarf (E), Membran (M) ve Nükleokapsid (N) proteinlerini de içerir. Zarf 

proteini, virülansın teĢvik edilmesinde yer alır ve 74-109 amino asit (aa) içerir. Membran 

proteini, O- veya N-glikan tarafından modifiye edilmiĢ N-terminal bölgeye ve hidrofilik C-

terminal kuyruğuna sahip, 218 ila 263 amino asit (aa) içeren protein kısmıdır. Nükleokapsid 

proteini, RNA'nın nükleokapside uygun Ģekilde katlanmasını kolaylaĢtıran, RNA'ya bağlı 

fosforile edilmiĢ 349 ila 470 aa içeren bir proteindir (King vd., 2011).  
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1.1.3. SARS-CoV-2’nin Yapısal Proteinleri 

 

ġekil 1.2. SARS-CoV-2‘nin yapısal proteinleri (Chung vd., 2021) 

1.1.3.1. Diken Proteini (S) 

SARS-CoV-2 diken glikoproteini, transmembran segmentiyle viral zara sabitlenmiĢ 

trimer oluĢturan tip I zar proteinidir. Alt solunum yolu hücrelerinde eksprese edilen reseptör 

anjiyotensin dönüĢtürücü enzim 2'ye (ACE2) bağlanır ve membran füzyonunu desteklemek 

için yapısal değiĢikliklere uğrar (Zhang vd., 2021). 

Ġlk salgında ortaya çıkan Wuhan-Hu-1 suĢunun tam uzunluktaki S proteini bir N-

terminal sinyal peptidi, bir reseptör bağlama bölgesi (S1) ve bir füzyon bölgesi (S2) dahil 

olmak üzere moleküler ağırlığı yaklaĢık 140 kDa olan 1273 amino asit kalıntısına sahiptir. 

S1 bölgesi ayrıca N-terminal alanı (NTD), reseptör bağlama alanı (RBD) ve C-terminal alanı 

(CTD1 ve CTD2) bölümlerini içerirken; S2 transmembran segmenti (TM), sitoplazmik 

kuyruk (CT), merkezi sarmal (CH), konektör alanı (CD), füzyon peptidi (FP), füzyon peptidi 

yakın bölge (FPPR), heptad tekrarı 1 (HR1) ve heptad tekrarı 2 (HR2) bölümlerini içerir 

(Zhang vd., 2021). S1 alt birimi konakçı hücreyi enfekte etmek için anjiyotensin dönüĢtürücü 

enzim 2'yi (ACE2) reseptör olarak kullanır. S2 alt birimi ise membran füzyon sürecine 

aracılık eder (Xia vd., 2020) 

Diken (S) proteini SARS-CoV-2‘ye karĢı aĢı geliĢtirme sürecinde en umut verici 

antijen formülasyonu olmuĢtur. Yüzey maruziyetinden dolayı konakçı bağıĢıklık sistemi 

tarafından doğrudan tanınabilir. Hedef hücrelere sonraki virüs giriĢi için gerekli olan, daha 
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sonra patojeniteye neden olan reseptör ACE2'ye bağlanır, ardından insan akciğerinde tip II 

pnömositlere girerek viral enfeksiyonun baĢlamasına neden olur. S proteininin membran 

füzyonunun yanı sıra reseptör bağlama bölgelerinin bulunması, S proteinine dayalı aĢıların 

virüsün bağlanmasını ve daha sonra zar füzyonunu önlemesi ve böylece virüs enfeksiyonuna 

karĢı koyan antikorları aktive etmesi muhtemeldir. Ayrıca homolog proteinler SARS-CoV ve 

MERS-CoV'a karĢı aĢı geliĢtirmek için zaten kullanılmıĢ ve etkili oldukları kanıtlanmıĢtır 

(Pandey vd., 2020; Shi vd., 2020; Zhang vd., 2020). SARS-CoV‘da S proteininin serum 

nötralize edici antikorlar ürettiği ve Afrika yeĢil maymunlarını ve farelerini koruduğu 

bildirilmiĢtir (Bisht vd., 2004; Yang vd., 2004). Öte yandan SARS-CoV S proteininin immün 

açıdan baskın bölgelerinde zararlı olabilecek immün yanıtları ortaya çıkarabilecek nötralize 

edici olmayan birkaç epitop da mevcut olup, bu tür epitopların tanımlanması ve ortadan 

kaldırılması zorunludur (Weingartl vd., 2004). 

1.1.3.1.1. Reseptör Bağlama Alanı (RBD) 

Reseptör bağlama alanı (RBD), S1'in 424-494 amino asit içeren bir alt alanıdır ve 

peptidaz alanı (PD) olarak bilinen ACE-2 üzerindeki hücre dıĢı bağlanma bölgesi ile 

doğrudan etkileĢime girer (Shi vd., 2020). S proteininin RBD'si, virüsün ACE2 

reseptörlerine bağlanmasını bloke ederek, çoğalmasını ve yayılmasını sınırlayarak konakçı 

hücrelere viral giriĢi önlemede SARS-CoV-2'nin antikor aracılı inaktivasyonunu nötralize 

etmek için birincil hedeftir (Chung vd., 2021).  

SARS-CoV-2 ve SARS-CoV reseptör bağlama alanları yapısal açıdan bazı farklılıklar 

göstermesine rağmen, SARS-CoV-2 reseptör bağlama alanın ACE-2 bağlama yolağı SARS-

CoV reseptör bağlama alanı ile neredeyse aynıdır (Lan vd., 2020). Ancak SARS-CoV-2 S 

proteinin RBD‘si SARS-CoV S proteini RBD‘sinden daha yüksek bir ACE2 bağlanma 

afinitesine sahiptir(Shang vd., 2020). 

SARS-CoV-2‘ ye karĢı yapılan aĢılama çalıĢmaları sonucu en önemli nötralize edici 

antikorların RBD'ye karĢı oluĢtuğu gözlemlenmiĢtir. Bu durum RBD‘nin aĢı tasarımı için 

uygun bir aday olabileceği ve virüsün konakçı hücreye giriĢini doğrudan engelleyebileceğini 

düĢündürmektedir (Ghaemi vd., 2022). Bu gözlem RBD fragmanının S proteininin diğer 

kısımlarına göre daha az glikozile olması ve antijenler için daha eriĢilebilir olması ile 

açıklanmaktadır (Gong vd., 2021). 
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SARS-CoV enfeksiyonunu önlemek için farklı genotipler ile rekombinant proteinler 

içeren RBD veya RBD'yi kodlayan vektörler kullanılabilmiĢtir. Bu nedenle SARS-CoV-2'nin 

RBD alt birimini hedefleyen antikorların üretilmesi, klinik çalıĢmalar öncesi uygun hayvan 

modellerinde test edilerek, T hücresi (CD4+ ve CD8+) yanıtları elde etmek önemli bir 

koruyucu ve tedavi edici stratejisi olacaktır (Pandey vd., 2020). 

Farklı platformlarda aĢı teknolojilerinde geliĢtirilebilen bir immünojen olarak RBD'nin 

yüksek verimli üretim ve maaliyeti düĢük, büyük ölçekli üretimi, ayrıca RBD ile aĢı üretim 

teknolojilerinde sıcaklığa dayanıklı formülasyonlar geliĢtirilebilme imkanı aĢı tasarımında 

büyük avantajlar sağlar (Kleanthous vd., 2021). 

RBD bazlı aĢılar tüm avantajlarına rağmen küçük moleküler boyutlu olması nedeniyle 

zayıf immünojenisiteye neden olabilir. Bu sebeple antikor yanıtlarını ve dayanıklılığını 

artırmak için immün güçlendirici adjuvanların kullanılması büyük önem taĢımaktadır(Wang 

vd., 2022). 

1.1.3.2. Zarf Proteini (E) 

Zarf (E) proteini, 75 amino asit dizisi uzunluğunda, SARS-CoV-2‘nin en küçük 

yapısal proteinidir. Etki mekanizması ve yapısı tamamen aydınlatılamamıĢ olmasına rağmen 

görünürde viral birleĢme, salım ve patogenezde rol oynar (Schoeman ve Fielding, 2019). 

Yapılan çalıĢmalarda E proteini içermeyen korona virüslerde viral titrelerin azaldığı, viral 

olgunlaĢmanın bozulduğu ve viral yayılmanın yetersiz olduğu gözlenmiĢtir (Mukherjee vd., 

2020). E proteini, oligomer yapıda olması ve viroporin olarak adlandırılan iyon kanalı 

proteinini oluĢturabilmesi bakımından dikkat çeker (Torres vd., 2005). 

1.1.3.3. Membran Proteini (M) 

Membran proteini, virüs oluĢumunda yer alan ve virüs yüzeyinde en çok bulunan, 

yaklaĢık 25 kDa moleküler ağırlığa sahip bir trans-membran glikoproteindir (Neuman vd., 

2011). Membran proteini yaklaĢık 220-260 amino asit uzunluğundadır ve iç kısmında COOH 

terminal bölgesi, dıĢında ise NH2 terminal bölgesinden oluĢur (Kumar vd., 2023). Virüsün 

Ģeklini koruma, diğer proteinlerle etkileĢime girme ve nükleokapsid proteinini stabilize etme 
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iĢlevine sahiptir (Pandey ve Yadav, 2022). M proteini, aĢılama sonrası etkin nötralize edici 

antikorları ortaya çıkarabilmesi, trans-membran alanının güçlü hücresel bağıĢıklık tepkisini 

indükleyebilmesi ve evrim sırasında farklı türler arasında yüksek oranda korunması 

avantajlarından dolayı SARS-CoV-2 aĢısı geliĢtirmek için aday bir antijen olarak 

kullanılabilir (Pandey vd., 2020). 

1.1.3.4. Nükleokapsid Proteini (N) 

Nükleokapsid (N) proteini, 419 aminoasit (aa) uzunluğunda, yaklaĢık 50 kDa 

moleküler ağırlığında, korona virüsünün yapısında en çok bulunan proteindir (McBride vd., 

2014). Viral RNA'ya bağlanarak nükleokapsid oluĢumunu destekleyen, virüs 

tomurcuklanmasına, RNA replikasyonuna ve mRNA replikasyonuna yardımcı olan, diğer 

yapısal proteinlerle etkileĢime giren önemli bir yapısal proteindir (Astuti, 2020). Ayırt edici 

yapısal farklılıkları olmakla birlikte, SARS-CoV-2 N proteininin SARS-CoV'a yaklaĢık %90 

oranında benzerliği çalıĢmalarla ortaya koyulmuĢtur (Zeng vd., 2020). SARS-CoV'da 

hastalığı geçirenlerin çoğu (ELISA ile %89) nükleokapsid proteinine karĢı antikor üretmiĢtir. 

Bu durum N proteininin tanı ve koruyucu tedavide virüsün önemli bir antijeni olarak öne 

çıkmasını sağlamaktadır (Leung vd., 2004). 

1.2. Sars-Cov-2 Hücrelere GiriĢ Mekanizması 

Virüs partiküllerinin hücrelere girerek konakçı üzerinde replikasyonu ve sitokin 

salınımı gibi bağıĢıklık tepkilerinin uyarılması için çoğunlukla çeĢitli reseptörlere 

bağlanması gerekir. Anjiyotensin dönüĢtürücü enzim 2 (ACE2) reseptörü SARS-CoV-2'nin 

hücre giriĢi için anahtar görevi görür (Beyerstedt vd., 2021).  

SARS-CoV-2, hücre yüzeyindeki transmembran proteinlerinin varlığına bağlı olarak 

iki farklı yolla hücrelere giriĢ yapabilir. Hücre yüzeyinde furin ve TMPRSS2 yeterli oranda 

bulunuyorsa SARS-CoV-2, S1 alt biriminin parçası olan RBD aracılığıyla ACE2 reseptörüne 

bağlanır, ardından S proteininin furin proteaz ile etkileĢimiyle S1/S2 alt birimlerine ayrılır ve 

S proteininde konformasyonel değiĢiklikler oluĢur. S1 hücre yüzeyinden koparak S2 alt 

biriminin hücreye bağlanmasını sağlar. TMPRSS2 proteazı ile etkileĢim sonrası S2 alt birimi 

S2′ bölünme bölgesini açığa çıkarır.  Ancak hedef hücre yüzeyinde TMPRSS2 yetersiz ise 
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veya virüs-ACE2 kompleksi TMPRSS2 ile karĢılaĢmazsa virüs-ACE2 kompleksi klatrin 

aracılı endositoz yoluyla endolizozomlara girer ve katepsinler aracılığıyla asidik olan 

ortamda S2′ bölünmesi gerçekleĢir. S2′ bölünmesi füzyon peptidini (FP) açığa çıkarır ve bu 

sayede konakçı hücre membranına füzyon gerçekleĢir. Membran füzyonu sonrası füzyon 

poru büyüyerek RNA‘nın replikasyon için konak hücre sitoplazmasına salınmasını sağlar 

(Bestle vd., 2020; Jackson vd., 2022; Yuan vd., 2020). Sars-CoV-2‘nin hücrelere giriĢ 

mekanizması ġekil 1.3‘de Ģematik olarak gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 1.3. SARS-CoV-2 Hücrelere GiriĢ Mekanizması (Havasi vd., 2022) 

1.3. COVID-19 Patogenezi ve Ġmmün Yanıt 

SARS-CoV-2‘nin hücrelere giriĢi ile birlikte konakçı hücrede ilk savunma hattı olarak 

doğal immün yanıt geliĢir. Doğal immün sistem virüse ait RNA ürünlerini tanıyan patojen 

iliĢkili moleküler paternleri (PAMP) ve patern tanıma reseptörleri (pattern recognition 

receptor-PRR) aracılığıyla savunma geliĢtirir (Medzhitov ve Janeway Jr, 1997; Pasare ve 

Medzhitov, 2005). 

Konak hücredeki PRR‘ler arasında doğal immün yanıtın oluĢmasında en önemlisi viral 

replikasyon sırasında oluĢan RNA‘yı tanıyan toll benzeri reseptörlerdir (toll like receptors-

TLRs). TLR‘ler antijenin nükleik asitlerini tanıyan, hücre içi veziküllerden salınan 
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reseptörler (TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9) ve protein, lipit, lipoprotein gibi viral membran 

bileĢenlerini tanıyan, hücrenin yüzeyinden salınan reseptörler (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 

TLR6 ve TLR11) olarak iki gruba ayrılır (Kawai ve Akira, 2010). 

Doğal immün yanıtın oluĢumunda bir diğer önemli faktör antijen sunan hücrelerdir 

(antigen presenting cells-APCs). Bu grupta dendritik hücreler, doğal öldürücü hücreler ve 

makrofajlar bulunur (ġekil 1.4). APC‘ler TLR‘ler aracılı lenfositlerine sunarak adaptif 

immün yanıtın uyarılmasını sağlar. Daha sonra interferon düzenleyici faktörler (interferon 

regulatory factors-IRFs) gibi hücre içi sinyal yolakları aktifleĢerek enfekte hücrelerden 

sitokinlerin ve tip I interferonların (tip I IFN) salgılanmasını sağlar (Abbas vd., 2019; 

Mohammed vd., 2022). IFN‘ler RNA bağımlı protein kinaz enzimini uyararak enfekte konak 

hücrelerde viral replikasyonu sınırlayan ve enfekte olmamıĢ hücreleri enfeksiyona karĢı 

koruyan apoptoz indüksiyonunu indükler. APC‘ler MHC-I aracılığıyla virüse ait antijenik 

yapıları CD80 T lenfositlerine sunar ve IL-12, IFN-α/β gibi sitokinlerin uyarılması ile 

sitotoksik T lenfositleri aktive edilir (Abbas vd., 2014; Mohammed vd., 2022).  

Adaptif immün yanıtta doğal immün yanıttan farklı olarak savunma mekanizması 

patojene maruz kalma ile birlikte uyarılır. Adaptif immün sistemde T hücreleri sitotoksik T 

lenfositlerine (CD8+) veya yardımcı T hücrelerine (CD4+) dönüĢerek virüs antijeni ile 

etkileĢime girer; ayrıca B hücreleri antikor üretir. Primer sitotoksik T lenfositleri (primary 

cytotoxic T lymphocytes-pTLs) enfekte hücrelerdeki MHC-1'e bağlanarak aktive olur. 

Ardından efektör CTL'ye farklılaĢarak Perforin ve Granzim üretir ve enfekte hücreleri 

parçalar. Bununla birlikte, T yardımcı hücreler (Th1) IL-2, IL-12, TGF-β ve IFN-γ 

salgılayarak pCTL'nin efektör CTL'ye farklılaĢmasını sağlar ve Th2 hücreleri de IL-4, 5, 6, 

10 ve TGF-β salgılayarak B hücrelerinin antikor üretmesine yardımcı olur (Mohammed vd., 

2022) . 
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ġekil 1.4. SARS-CoV-2‘ye karĢı doğal immün yanıt (Mohammed vd., 2022) 

 

ġekil 1.5. SARS-CoV-2‘ye karĢı adaptif immün yanıt (Mohammed vd., 2022) 

1.4. SARS-CoV-2’ye KarĢı GeliĢtirilmekte Olan AĢılar 

AĢılar; patojenlerin belirli bölgelerinden alınmıĢ antijenik materyalleri içeren, 

uygulandıklarında enfeksiyon ve/veya hastalıklara karĢı bağıĢıklık geliĢtiren biyolojik 

preparatlardır (Bozkır ve Ayçiçek, 2021). 
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SARS-CoV-2‘ye karĢı geliĢtirilmekte olan aĢılar; tüm virüs aĢıları, subunit aĢılar ve 

nükleik asit aĢıları olmak üzere üç ana grupta tasarlanır. Bu tasarımların farklılıkları bütün 

bir virüsü, patojenin sadece bağıĢıklık sistemini tetikleyen kısımlarını veya virüsün tamamını 

değil, belirli proteinleri yapmak için bilgiyi sağlayan genetik materyalin kullanılmasında 

yatmaktadır (WHO, 2021).  

1.4.1. Tüm Virüs AĢıları 

Tüm virüs aĢıları; inaktif aĢılar, canlı-zayıflatılmıĢ aĢılar ve viral vektör aĢıları olarak 

üçe ayrılır. 

1.4.1.1. Ġnaktif (Ölü) Virüs AĢıları 

Ġnaktif (Ölü) Virüs AĢıları; kimyasal yolla veya ısı ile tamamen inaktive edilerek 

üretilen, ancak immünojen olarak hareket etme yeteneğini koruyan mikroorganizmaları 

içeren aĢılardır (Pandey vd., 2020).  Ġnaktif virüs aĢılarına grip, çocuk felci, kuduz ve hepatit 

A örnek verilebilir (Yadav vd., 2020). Ġnaktif aĢılarda hedef virüsün epitoplarının yapısını 

korumak ve virüse karĢı geliĢen bağıĢıklık tepkisini farklı Ģekilde açığa çıkarmaktır (Pandey 

vd., 2020). Ġnaktif aĢıların en hassas noktası ise yetersiz inaktivasyon yapılması patojenin 

enfeksiyon yapma özelliğine devam etmesine neden olarak organizmaya uygulandığında 

hastalığa neden olabilir; bunun yanında inaktivasyon olması gerekenden fazla yapılırsa 

kullanılan antijenin immünojenik özelliğini kaybetmesine ve aĢının etkisiz olmasına neden 

olabilir (Beyazova ve AktaĢ, 2007). Ayrıca patojenin sahip olduğu yapısal olmayan 

antijenlerin varlığına bağlı olarak alerjik reaksiyon riski artabilir (Yadav vd., 2020). Bu 

sebeple inaktif aĢıların güvenliğini değerlendirmek uzun süreli gözlem gerektirir. Ayrıca 

zayıf bağıĢık yanıt oluĢturabilecekleri için adjuvant kullanımı ve tekrar doz aĢı uygulaması 

gerektirebilir. Avantajları ise; üretim yöntemi geçmiĢe dayandığı için canlı aĢıdan daha 

güven verir, buzdolabında saklanmaları gerekmez ve stabil aĢılardır (Beyazova ve AktaĢ, 

2007).  
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1.4.1.2. Canlı-ZayıflatılmıĢ AĢılar 

Hastalık etmeni olan canlı mikroorganizmaların laboratuvar koĢullarında 

zayıflatılması ile elde edilen, antijeniteleri devam eden ancak patojeniteleri kaybolmuĢ 

aĢılardır. Canlı zayıflatılmıĢ aĢılara kızamık, kabakulak, kızamıkçık aĢısı (MMR) ve su 

çiçeği aĢıları örnek olarak verilebilir (Plitnick, 2013). Canlı zayıflatılmıĢ virüs aĢıları 

neredeyse veya tamamen patojeniteden yoksun olan ancak koruyucu bağıĢıklık tepkisini 

indükleme yeteneğine sahip zayıflatılmıĢ suĢlardan hazırlanır. Canlı zayıflatılmıĢ aĢılar doğal 

bir enfeksiyona en yakın Ģey olduğundan bu aĢılar bağıĢıklık sisteminin iyi öğretmenleridir. 

ZayıflatılmıĢ aĢılar güçlü immün koruyucu hücresel ve antikor tepkileri ortaya çıkarır ve 

genellikle yalnızca bir veya iki dozla ömür boyu bağıĢıklık sağlarlar. ZayıflatılmıĢ aĢıların en 

büyük dezavantajı, ikincil mutasyonların virülansa dönüĢe yol açabilmesi ve dolayısıyla 

hastalığa neden olabilmesidir. BağıĢıklığı baskılanmıĢ, hasar görmüĢ veya zayıflamıĢ 

bağıĢıklık sistemi olan kiĢilere (kemoterapi, HIV enfeksiyonu ve hatta hamilelik nedeniyle) 

canlı aĢı yapılamaz. Diğer bir sınırlama ise canlı atenüe aĢıların etkin Ģekilde kalabilmeleri 

için genellikle soğuk zincire ihtiyaç duymalarıdır (Yadav vd., 2020).  

1.4.1.3. Viral Vektör AĢıları 

Viral vektör aĢıları, virüslerin replikasyon özelliklerinin yok edilerek antijen kodlayan 

genlerin bu virüslere eklenmesi ile geliĢtirilen aĢılardır (Vemula ve Mittal, 2010). Viral 

vektör aĢıları, hücreleri enfekte edip vücutta oldukça uzun süre kalabildikleri ve antijen 

sunan hücrelere doğrudan tepki gösterebildikleri için bağıĢıklık tepkisini tetiklemede oldukça 

etkilidir. Ayrıca bu tür aĢılardaki viral proteinler adjuvan gibi davranabilir, böylece 

bağıĢıklık tepkisini artırarak daha fazla antikor ve uzun süreli bağıĢıklık oluĢmasını, ayrıca 

gerekli antijen dozunun azalmasını sağlarlar. ÇeĢitli viral vektörlerin içlerinde SARS-CoV 

proteinlerini eksprese edecek Ģekilde genetik mühendisliğinin yapıldığı SARS-koronavirüs 

(SARS-CoV) aĢısının geliĢtirilmesi yönünde birkaç giriĢimde bulunulmuĢtur. Adenovirüs ve 

Ankara modifiye aĢı virüsü (MVA), SARS-CoV ve MERS-CoV aĢılarının geliĢtirilmesinde 

kullanılan en yaygın iki viral vektördür (Pandey vd., 2020). Viral vektör aĢılarının en önemli 

dezavantajı ise, yüksek doz öldürücü olabileceği için doz ayarı viral vektörler ile hazırlanan 

aĢılarda en kritik noktadır. Viral vektörlerin replikasyon özelliklerini yeniden kazanma 

ihtimali ise bir diğer risk faktörüdür. Ayrıca viral vektör aĢılarında etkinliği düĢebilecek 
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önemli durumlardan biri de taĢıyıcı olarak kullanılan virüslere karĢı vücut tarafından 

önceden geliĢtirilmiĢ bağıĢıklık olmasıdır (Singh vd., 2019). 

1.4.2. Protein ve Peptit Subunit (Alt birim) AĢıları 

Biyoteknolojideki geliĢmeler sayesinde viral antijenlerin ana antijenik bölgelerini 

kapsayan peptid bölgelerinin tanımlanması sağlanmıĢtır. Bu sayede bağıĢıklama için tüm 

virüsü kullanmak yerine, aĢı olarak antijenlerin bağıĢıklık sistemini en iyi uyarabilen bir alt 

birim bileĢeni kullanılması hedeflenmiĢtir. Bu tip aĢılar için antijenin spesifik olan T 

hücrelerinin veya antikorların tanıdığı ve bağlandığı kısımları kullanıldığından, yan etki riski 

önemli ölçüde azalır. Alt birim aĢıların üretim süreci diğer aĢılara göre daha hızlı olup, çok 

daha düĢük maaliyetle yüksek etkinlik elde etmeyi sağlarlar. Ayrıca bu aĢıların ticari olarak 

en önemli avantajlardan biri 2-8° C‘de saklanabilir olmasıdır (Koç vd.). Alt birim aĢılar, 

konakçıya enjekte edildiğinde koruyucu etkinlik sergileyen viral proteinlerin bir kısmını 

içerir. Bununla birlikte koruyucu etkinlik, patojenin yalnızca zayıf immünojen olma 

eğiliminde olan bazı proteinleri kullanıldığından sınırlı olabilir. Ayrıca alt birim aĢılarda 

uygulanan artan saflaĢtırma iĢlemleri immünojenisitede azalmaya yol açabilir. Bu tür 

durumlarda alt birim aĢı immünojenisitesini arttırmak için adjuvanlar kullanılabilir 

(Shanmugaraj vd., 2022). En iyi bilinen alt birim aĢıları Hepatit B, Ġnfluenza A ve B 

aĢılarıdır (Yadav vd., 2020).  

Alt birim aĢıların çoğu reseptör bağlanmasından ve membran füzyonundan sorumlu 

olduğu için SARS-CoV-2 aĢı çalıĢmalarında, S proteinine veya S proteininde bulunan RBD 

bölgesine odaklanılmıĢtır (Shanmugaraj vd., 2022). S proteinine dayalı aĢılar, viral 

bağlanmayı ve ardından membran füzyonunu önleyen antikorları aktive ederek viral 

enfeksiyonu inhibe eder. SARS-CoV-2, ACE2'yi viral S proteinine bağlanan konak reseptörü 

olarak tanır. Bu nedenle RBD  SARS-CoV-2‘ye karĢı aĢı geliĢtirilmesinde en olası kaynak 

olarak tanımlamak çok önemlidir (Tai vd., 2020). RBD bazlı aĢının bir avantajı, konak 

immüno-güçlendirmesini en aza indirme yeteneğidir. Ayrıca RBD alanı, SARS-CoV ve 

MERS-CoV aĢılarının geliĢtirilmesinde de kullanılmıĢtır. Yapılan çalıĢmalara göre SARS-

CoV ve SARS-CoV-2‘nin RBD alanlarının %80'den fazla amino asit benzerliği gösterdiği ve 

aynı ACE2 reseptörüne bağlandığına dair ilk bulgular elde edilmiĢtir (Chen vd., 2020).  
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1.4.2.1. VLP (Virüs Benzeri Parçacık) AĢıları 

Virüs benzeri parçacıklar (VLP'ler), doğal virüslerin yapısını taklit eden ancak viral 

genomdan yoksun olduğu için replike olamayan çoklu protein yapılarıdır (Roldão vd., 2010). 

VLP'ler, viral genomdan yoksun oldukları ve bu nedenle bulaĢıcı olmadıkları için daha 

yüksek güvenlik sağlarlar. VLP'ler, doğal enfeksiyöz virüsün yapısını taklit eden, 

kendiliğinden oluĢan makromoleküler yapılardır; bu nedenle, diğer alt birim aĢılarla 

karĢılaĢtırıldığında daha güçlü bağıĢıklık tepkileri oluĢturmaları beklenir (Shanmugaraj vd., 

2022). VLP'lerin B hücresi aracılı immün yanıtları uyarma yetenekleri çok yüksektir, ayrıca 

sitotoksik T lenfosit yanıtlarını uyarmada oldukça etkili olduğu gösterilmiĢtir. VLP aĢılarının 

bu özelliğinin etkinliğine büyük bir katkısı olduğu düĢünülmektedir (Noad ve Roy, 2003). 

VLP'ler güvenlikleri, basit yapıları ve hem hümoral hem de hücresel bağıĢıklık tepkilerini 

indüklemek için uygun immünolojik özellikleri nedeniyle virüslere karĢı geleneksel aĢılara 

yüksek öncelikli bir alternatif olarak geliĢtirilmektedir (Dai vd., 2018). 

1.4.3. Nükleik Asit AĢıları 

Nükleik asit bazlı yaklaĢımlarda plazmid DNA veya RNA'yı yani mRNA'yı kodlayan 

antijen kullanılır. Nükleik asit tarafından kodlanan bu antijenler hücre tarafından alınıp 

eksprese edildikten sonra antikor ve hücre aracılı yanıtı da indükler (Pandey vd., 2020). 

Nükleik asit bazlı aĢılar diğer aĢılara göre farklı bir strateji izlemektedir. Vücuda doğrudan 

protein antijeni vermek yerine, antijenin genetik kodunu vücuttaki hücrelere iletirler ve 

hücrelere daha sonra bir bağıĢıklık tepkisini uyaracak antijeni üretmeleri talimatını verirler 

(Tiboni vd., 2021).  

1.4.3.1. DNA AĢıları 

DNA aĢıları, DNA plazmitlerinin bir vektör olarak kullanılarak konakçının hücrelerine 

immünojenik antijenleri kodlayan genlerin veya fragmanlarının verilmesini kapsar. Bu 

yaklaĢım hem hümoral hem de hücresel immün yanıtları etkin bir Ģekilde indükler (Silveira 

vd., 2021). DNA aĢılaması, diğer geleneksel yaklaĢımlara kıyasla basitliği, kararlılığı, 

güvenliği ve kolay üretim kabiliyeti nedeniyle bir SARS aĢısı geliĢtirmek için çekici bir 
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yaklaĢım sunar. Koruyucu etkinlik ve güvenliliği kanıtlanmıĢ, insanda kanıtlanmıĢ ilk DNA 

aĢısı olan HIV-1 aĢılarının üretilmesiyle DNA aĢıları üzerinde son yıllarda önemli 

ilerlemeler kaydedilmiĢtir. Ayrıca, AIDS, sıtma ve grip dahil olmak üzere çeĢitli diğer DNA 

aĢıları da insanlar üzerinde denenmektedir. ġimdiye kadar iki SARS-CoV-2 DNA aĢısı faz 3 

klinik aĢamasını tamamlamıĢ, birinin ruhsatlanması onaylanmıĢtır (TRACKER, 2023; WHO, 

2023a). DNA aĢıları preklinik aĢamalarda verimli bir Ģekilde çalıĢsa da, saha koĢullarındaki 

etkinlikleri oldukça yetersizdir ve inaktive edilmiĢ ve canlı zayıflatılmıĢ virüs aĢıları gibi 

diğer aĢılara kıyasla daha düĢük immünojeniteye sahiptirler ve etkinlik açısından 

iyileĢtirmeye ihtiyaç duyulmaktadır (Pandey vd., 2020). 

1.4.3.2. m-RNA AĢıları 

mRNA aĢılarının temel ilkesi, bir veya daha fazla immünojeni kodlayan bir 

transkriptin konakçı hücre sitoplazmasına iletilmesi, daha sonra hücreye giren transkriptin 

translasyonu ve ardından oluĢan immünojenik proteinlerin eksprese edilmesi ve dıĢarı 

salınmasıdır. Burada amaç virüse maruz kalmadan hücrelerin kendi viral protein üretimini 

sağlamaktır (Kowalzik vd., 2021). Hücre içine giriĢi sağlamak için m-RNA lipid 

nanopartikül içine hapsedilir ve aĢı uygulandıktan sonra lipid nanopartiküler endositoz 

yoluyla hücre içine alınır ardından sitoplazmaya salınarak protein sentezini baĢlatır. 

Salgılanan proteinler vücutta hem hücresel hem de hümoral bağıĢıklığı tetikler (Wang vd., 

2020). mRNA aĢıları yüksek potense sahip olmaları nedeniyle, bir veya iki düĢük doz aĢı 

uygulaması ile hem CD8+ hem de CD4+ T hücrelerini aktive ederek güçlü immün yanıtları 

indükleyebilir (Knights vd., 2009). Ayrıca mRNA'nın translasyon sonrası doğal 

bozunmasına bağlı olarak, m-RNA aĢıları potansiyel enfeksiyon ve insersiyon kaynaklı 

mutagenez riskini en aza indirir (Lim ve Lee, 2015). Klinik ölçekte m-RNA aĢılarının 

tasarımı ve üretimi antijen dizisinin tespit edildiği andan itibaren çok kısa süre içinde 

mümkündür. Hızlı ve düĢük maaliyet ile büyük ölçekte üretim kapasitesine sahip olması m-

RNA aĢılarının en büyük avantajıdır. mRNA aĢılarının bu avantajları dünya çapında en çok 

uygulanan ilk SARS-CoV-2 mRNA aĢısının geliĢtirilmesini sağlamıĢtır. Ancak nadir görülen 

orta veya Ģiddetli reaksiyon vakalarına iliĢkin raporlar, ayrıca otoimmün hastalık oluĢturma 

riski güvenlik ve immünojenisite ile ilgili endiĢeler yaratmaktadır. Ayrıca m-RNA aĢılarının 

büyük çapta kullanımı COVID-19 salgını ile baĢladığı için uzun vadede yan etkileri henüz 

bilinmemektedir (Pepini vd., 2017; Wang vd., 2020). 
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1.5. AĢı Adjuvanları 

Adjuvanlar aĢı antijenlerine karĢı oluĢan bağıĢıklık sistemi tarafından kolayca tanınan 

ve aĢı formülasyonuna eklenme amacı bağıĢıklık sistemi yanıtını arttırmak, daha hızlı ve 

uzun süreli bağıĢık yanıt alınmasını sağlamak olan antijen dıĢındaki doğal veya sentetik 

maddelerdir (Bozkır ve Ayçiçek, 2022; Gupta ve Siber, 1995). 

Adjuvan kelimesi Latincede yardım etmek, arttırmak, çoğaltmak anlamına gelen 

‗adjuvare‘ terimine dayanmaktadır. 1920‘li yıllarda difteri antitoksini üretmek için atlar 

üzerinde çalıĢılırken uygulama yerinde apse oluĢan atlarda daha fazla yanıt oluĢtuğu 

görülmüĢ ve sonraki çalıĢmalarda antijenle birlikte agar, niĢasta yağı, ekmek kırıntısı gibi 

maddeler enjekte edilmiĢtir. Bu Ģekilde ‗adjuvant‘ terimi ilk kez ortaya çıkmıĢtır (Yurdakök 

ve Ġnce, 2008).  

1925 yılında ‗adjuvant‘ teriminin tanımlanmasının ardından difteri toksoidi 

alüminyum içine adsorbe edilerek alüminyum tuzlarının adjuvan etkisi gösterilmiĢtir. 

Alüminyum bileĢikleri (alüminyum hidroksit ve alüminyum fosfat tuzları) hala en sık 

kullanılan aĢı adjuvanlarıdır (Rock vd., 2005).  

Alüminyum adjuvanlar, fagositozu kolaylaĢtırarak ve antijenlerin enjeksiyon 

bölgesinden difüzyonunu yavaĢlatarak bağıĢıklık yanıtını arttırır (HogenEsch, 2013). Alum 

SARS-CoV-2 S proteini ile kombinasyon halinde kullanıldığında nötralize edici antikor 

üretimini arttırmıĢtır, ancak T hücresi aktivasyonunu desteklememiĢtir (Coleman vd., 2014).  

MF59 içerisinde skualen, Tween 80 ve sorbitol bileĢenlerini bulunduran su içinde yağ 

emülsiyonudur ve halihazırda grip aĢılarında kullanılmaktadır. MF59 enjeksiyon bölgesinde 

geçici bir bağıĢıklık ortamı yaratarak antijene özgü bağıĢıklık tepkilerini indüklemek için 

bağıĢıklık hücrelerini toplar (Tsai, 2013).  

MF95, bir su içinde yağ emülsiyon adjuvanıdır ve MERS-CoV RBD bazlı alt birim 

aĢıların immünojenisitesini arttırdığı, böylece güçlü IgG tepkilerini indüklediği ve fareleri 

viral enfeksiyona karĢı koruduğu gözlenmiĢtir. Bu nedenle, MF95'in SARS-CoV-2 alt birim 

aĢıları için uygun bir adjuvan olabileceği düĢünülmektedir (Zhang vd., 2016). 
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AS01, AS02, AS03 ve AS04 GlaxoSmithKline (GSK) tarafından geliĢtirilen bir dizi 

adjuvan sistemidir. AS01 bir lipozom adjuvanı, AS02 ve AS03 su içinde yağ emülsiyonudur. 

AS04 ise alüminyum adjuvandır ve bir insan papilloma virüsü aĢısı ve hepatit B virüsü 

aĢısında kullanılmıĢtır (Petrovsky, 2015). Bu adjuvan sistemlerinin inaktive edilmiĢ SARS-

CoV aĢı çalıĢmalarında farelerde koruyucu etkinliği arttırdığı gözlenmiĢtir (Gupta ve Gupta, 

2020). 

1.5.1. AĢı Adjuvanlarının Sınıflandırılması 

Adjuvanlar fizikokimyasal özelliklerine, kökenlerine ve etki mekanizmalarına göre 

farklı gruplarda değerlendirilebilirler. Etki mekanizmalarına bağlı olarak taĢıyıcı sistemler ve 

immünostimülanlar (bağıĢıklık güçlendirici maddeler) olarak ayrılabilir (Singh ve O'Hagan, 

2002). 

Ġmmün güçlendiriciler; TLR'ler gibi PRR'ler yoluyla doğuĢtan gelen bağıĢıklık sinyal 

yollarını hedefler. Genel olarak, PRR'lerin agonistleri tarafından aktivasyonu, APC 

aktivasyonunu indüklerler. Reseptör sinyali Th1 ve Th2 aracılı immün yanıtlarının 

oluĢmasını sağlar. Böylece sitokinler üretilerek bağıĢıklık hücrelerinin enjeksiyon bölgesine 

göç etmesi sağlanır (Reed vd., 2013). Saponinler (QS-21), Monofosforil lipid A (MPL), 

oligodeoksinükleotitler (ODN), muramil dipeptid (MDP) immünostimülan adjuvanlara örnek 

olarak verilebilir (Apostolico vd., 2016). 

TaĢıyıcı sistemler; antijenlerin iliĢkilendirilebileceği taĢıyıcılar olarak iĢlev görebilir. 

DoğuĢtan gelen bağıĢıklık hücrelerini enjeksiyon bölgesine toplayarak lokal proinflamatuar 

yanıtlar oluĢtururlar (Goto ve Akama, 1982). TaĢıyıcı sistemler mineral tuzlar, lipid 

partiküller ve mikro/nanopartiküller olarak üç temel gruba ayrılır.  

Virüs benzeri partiküller (VLP), lipid partiküller, mikro/nanopartiküller, lipozomlar, 

alüminyum tuzları, immün sistemi uyaran bileĢikler (ISCOMs) taĢıyıcı sistem adjuvanlarına 

örnek verilebilir (Apostolico vd., 2016). Partiküler adjuvanlar veya antijen taĢıyıcı sistemler 

diğer immünostimülan adjuvanlara alternatif olarak kabul edilir (Çoban vd., 2022). Son 

yıllarda antijen taĢıyıcı sistemler, rekombinant protein ekspresyon tekniklerinin seçiciliği ve 

etkinliği nedeniyle özellikle sıklıkla tercih edilen bir araĢtırma konusudur (Küçüktürkmen 

vd., 2022). 
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1.5.2. Adjuvanların AĢı Formülasyonlarına Ġlave Edilme Nedenleri 

1) Antijenlerin immün sistem hücreleri tarafından alımını kolaylaĢtırmak 

2) Uygun bağıĢık yanıtları sağlamak veya optimize etmek 

3) Koruyucu bağıĢıklık için gerekli antijen miktarını azaltmak 

4) Hücresel tipte bağıĢık yanıtları uyarmak 

5) AĢıların farklı uygulama yollarıyla veriliĢini sağlamak 

6) Rekombinant antijenlerin veya saflaĢtırma iĢlemi yüksek derecede yapılmıĢ 

antijenlerin immünojenisitesini arttırmak 

7) AĢıların özel popülasyonlarda etkinliğini arttırmak (Rock vd., 2005; Yurdakök ve 

Ġnce, 2008). 

1.5.3. Ġdeal Bir Adjuvanın Sahip Olması Gereken Özellikler 

1) Etkili olduğu doz aralığında toksik olmamalı, kısa süreli ve uzun vadede yan etki 

oluĢturmamalı 

2) Biyouyumlu ve biyoparçalanabilir olmalı 

3) Tek baĢına antijene oranla humoral ve hücresel bağıĢık yanıtı arttırmalı, uzun süreli 

bağıĢıklık sağlamalı,  

4) DüĢük antijen konsantrasyonlarında dahi aĢının etkinliğini korumalı, 

5) Uzun raf ömrüne sahip olmalı, geniĢ sıcaklık ve pH aralıklarında stabil olmalı, 

6) DüĢük maliyetli üretim sağlamalıdır (Aguilar ve Rodriguez, 2007; Marciani, 2003). 

AĢılarda adjuvan kullanımının avantaj ve dezavantajları Çizelge 1.1‘de sunulmuĢtur. 

Çizelge 1.1. AĢılarda adjuvan kullanımının avantaj ve dezavantajları (Edelman, 2000) 

Avantajları Dezavantajları 

-Ġmmün yanıt oluĢturmak için gereken antijen 

miktarını azaltırlar 

-Lokal akut veya kronik enflamasyon 

oluĢabilir 

-Peptitlerin antijenik özelliğini arttırırlar -Uygulama yerinde yara, kalıcı nodül, veya 

ağrılı apse oluĢabilir 

-Güçlü antijenlere karĢı oluĢan bağıĢık yanıtın hızı, 

etkinliği ve sürekliliğini geliĢtirirler 

-Grip benzeri ateĢli hastalık durumu olabilir 

-Antikorun antijene spesifikliğini ayarlayarak 

immün yanıtı arttırırlar 

-Doku ve organlar üzerinde kimyasal toksik 

etkiler görülebilir 

-Sitotoksik T hücre yanıtını geliĢtirerek hücresel 

bağıĢıklığı uyarırlar 

-Ig E tipi aĢırı duyarlılık veya anafilaksi 

geliĢebilir 

-Kombine aĢılardaki olası antijen yarıĢını önlerler -Otoimmün mekanizmaların uyarılmasına 

neden olabilir 
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1.6. Nanopartiküler TaĢıyıcı Sistemler 

TaĢıyıcı sistemler antijen ve adjuvan yüklerini korumak ve iletmek için 

tasarlanabilmeleri ve geliĢmiĢ bağıĢıklık tepkisi ile daha etkili aĢılamalara katkıda 

bulunabildikleri için ilaç ve aĢı formülasyonlarında sıklıkla kullanılmaktadır (Shin vd., 

2020). Nanoteknolojideki geliĢmeler aĢı tasarımında büyük bir potansiyel sağlamaktadır ve 

yeni aday aĢı formülasyonlarının çok daha hızlı geliĢtirilmesine yardımcı olmaktadır (Lurie 

vd., 2020). Nanopartiküler yapıda antiviral araĢtırmalarda araĢtırılan birçok virüs, 

koronavirüs ailesindendir veya SARS-CoV-2 ile benzer bir yapıyı paylaĢır. COVID-19 

aĢılarını nanoteknolojik yöntemlerle geliĢtirmenin potansiyel hedefleri viral enfeksiyonun 

reseptör bağlanmasını ve hücre giriĢini bloke etmek, viral replikasyonu ve proliferasyonu 

bloke etmek, virüsü doğrudan etkisiz hale getirmek, uzun süreli bağıĢıklamada aĢı 

malzemelerinin stabilitesini arttırmak, antijenin farmakokinetik ve farmakodinamik 

özelliklerini geliĢtirmek ve adjuvanlarla birlikte verilerek bağıĢıklık tepkisini geliĢtirmektir 

(Medhi vd., 2020; van Riel ve de Wit, 2020).  

Nanopartiküller boyutları 1-1000 nm arasında değiĢen, üretimi büyük ölçüde seçilen 

malzemelere (polimer, protein, lipit, metal ve hücresel veziküller), antijen yüküne (peptit, 

protein, RNA, DNA veya tüm virüs), fiziko kimyasal özelliklerine, yapılarına ve boyutlarına 

bağlı olan katı kolloidal partiküllerdir (Li vd., 2020; Youssef vd., 2019).  

Nanopartiküler aĢı formülasyonları ile antijenlerin makrofajlar gibi istenmeyen 

hedeflerden ve proteolitik bozunmadan korunması, tek baĢına moleküler aĢıların 

uygulanmasına göre en büyük avantajdır. Ayrıca boyut, Ģekil, çözünürlük, hidrofiliklik, 

hidrofobiklik ve yüzey modifikasyonu gibi istenen fizyokimyasal özelliklere sahip 

nanopartiküllerin hazırlanması aĢı taĢıyıcı sistemlerin formülasyonunda büyük kolaylıklar 

sağlamaktadır. Ayrıca nanopartiküler aĢılar liyofilize edilebildiği için soğuk zincir 

uygulamasına gerek kalmayabilir (Chung vd., 2021; Diaz-Arévalo ve Zeng, 2020).  

Nanopartiküler aĢılar fagositik APC'ler tarafından antijen alımını arttırırlar, kontrollü 

ve/veya sürekli salım ile antijen salımını sağlayabilirler. Bu sayede yüksek antikor üretimi 

uzun süreli bağıĢıklık sağlanabilir (Zhu vd., 2014). 

NP'ler kullanılan malzemeye göre organik ve inorganik nanopartiküller olarak ikiye 

ayrılır. Ornanik NP‘ler lipozomlar, polimerik nanopartiküller, miseller, dendrimerler; 
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inorganik NP‘ler metalik, silika, manyetik nanopartiküller, karbon nano tüpler ve kuantum 

noktalarıdır (Oravczová vd., 2021). Organik nanopartiküller Ģematik olarak ġekil 1.6‘da 

gösterilmiĢtir. Ayrıca Çizelge 1.2‘de COVID-19 için geliĢtirilen farklı nanopartiküler 

formülasyonların avantajları ve dezavantajları gösterilmektedir. 

 

ġekil 1.6. Organik nanopartiküllerin Ģematik olarak gösterimi (Prabhu vd., 2015) 

Çizelge 1.2. COVID-19 için geliĢtirilen farklı nanopartiküler formülasyonların avantajları ve 

dezavantajları (Yang, 2021) 

Nanopartikül 

Tipi 

Avantajlar Dezavantajlar 

Polimer 

Nanopartiküller 

-Yüksek stabilite 

-Ġlaç salınımının kontrolü ve kalıcılığı  

-Kimyasal ve fiziksel özelliklerin 

ayarlanabilirliği 

-Hidrofilik ve hidrofobik ilaçlar için 

uygunluk 

-Zor ölçeklenebilirlik 

-Yetersiz toksikolojik 

değerlendirme 

Lipozomlar -AzaltılmıĢ toksisite 

-Seçici hedef özgüllüğü 

-Patojenlere karĢı ilaç aktivitesinin 

arttırılması 

-GeliĢtirilmiĢ farmakokinetik ve 

farmakodinamik özellikler 

-Sterilizasyon zorluğu 

-Kararsızlık nedeniyle kısa raf 

ömrü 

-Kan dolaĢımından uzaklaĢtırılma 

oranı 

Dendrimerler -Yüksek hücre penetrasyonu 

-Yüksek yapısal homojenlik 

-Yüksek karıĢabilirlik ve çözünürlük  

-Kontrol edilebilir sentez ve degredasyon 

-Yüksek üretim maliyeti 

-Temel araĢtırmalarda klinik 

uygulamanın zorluğu 

-Kalite yönetiminin iyileĢtirilmesi 

ihtiyacı 

Altın 

Nanopartiküller 

-Yüksek biyouyumluluk 

-Kontrol edilebilir partikül boyutu  

-ÇeĢitli biyoaktif ajanların sentezi ve 

konjugasyonu kolaylığı 

-Nanopartikül agregasyonu  

-Biyolojik bozunma zorluğu 

-Büyük ölçekli üretimin yüksek 

maliyeti 

Virüs Benzeri 

Partiküller 

-Disülfit bağları ile stabilizasyon 

-Hücresiz protein sentezi ile üretilme 

-Küçük molekül, nükleik asit ve protein 

yükleme kapasitesi 

-Spesifik hücre hedeflemesi için antikor 

fragman gösteriminin iĢlevselleĢtirilmesi 

-DüĢük stabilite 

-Fagositik kaçınma 

-Kan damarından ekstravazasyon  
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1.7. Polimerik Nanopartiküller 

Polimerik NP'ler, terapötik maddenin polimer matris üzerinde çözündüğü, 

hapsedildiği, kapsüllendiği veya adsorbe edildiği katı koloidal sistemlerdir. NP'lerin yapısı 

hazırlanıĢ yöntemlerine bağlı olarak, polimerik nanoküreler (ilacın partiküller etrafında 

dağıldığı matris sistemleri) ve nanokapsüller (ilacın tek bir polimerik zarla çevrelenmiĢ sulu 

veya yağlı bir boĢlukla tutulduğu veziküler rezervuar sistemleri) elde edilebilir (Letchford ve 

Burt, 2007; Parveen ve Sahoo, 2008). 

Polimerik NP'ler, biyouyumluluk ve biyoparçalanabilirlik, arttırılmıĢ geçirgenlik, 

kararlılık, düĢük toksisite, arttırılmıĢ biyoyararlanım, hedefleme, kontrollü ve sürekli salım 

olanağı dahil olmak üzere avantajlı özellikleri nedeniyle bulaĢıcı ve enflamatuvar 

hastalıkların teĢhis, takip, tedavisinde ve koruyucu olarak umut verici ve yenilikçi adaylar 

olarak ortaya çıkmıĢtır (Muthu vd., 2014). 

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), polilaktik asit (PLA), polikaprolakton (PCL), 

kitosan, polietilenimin (PEI) ve PLGA–polietilen glikol (PEG) gibi polimerler geçmiĢte 

diğer koronavirüslere (SARS-CoV, MERS-CoV veya hCoV) karĢı nanopartiküler aĢı 

hazırlamak için yaygın olarak kullanılmıĢtır (Medhi vd., 2020). 

Tez kapsamında Polietilen glikol (PEG)- Poli-ϵ-kaprolakton (ε-PCL) kopolimeri 

polimerik nanopartikül sisteminde kullanılmıĢtır. 
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1.7.1 Polietilen glikol (PEG)- Poli-ϵ-kaprolakton (ε-PCL) Polimerik 

Nanopartikülleri 

 

ġekil 1.7. PEG, PCL ve PEG-PCL kopolimerinin kimyasal yapısı (Grossen vd., 2017) 

Poli-ϵ-kaprolakton (ε-PCL) ε-kaprolaktonun bir katalizör varlığında halka açma 

polimerizasyon reaksiyonuyla hazırlanan yarı kristalli bir polyesterdir (ġekil 1.7) (Sinha vd., 

2004). Biyolojik olarak geçimli bir polimer olan PCL, yüksek molekül ağırlığına sahip, 

hidrofobik ve kısmen kristal yapıda ve yavaĢ parçalanan bir polimerdir. PCL‘un erime 

sıcaklığı 58
o
C – 63

o
C ve camsı geçiĢ sıcaklığı ise -65

o
C ile -60

o
C arasındadır. Asetonda, 

kloroformda, etil asetatta, diklorometanda, tetrahidrofuranda, dimetil formamide ve 

hegzafloroizopropanolde çözünebilmektedir ("Handbook of Pharmaceutical Excipients," 

2009). PCL‘nin en önemli özellilerinden biri ise çözünme sırasında yüklü protein/peptitin 

antijenitesini olumsuz yönde etkileyebilecek asidik bir ortam oluĢturmamasıdır (Sinha vd., 

2004). PCL nanopartiküllerinin en önemli dezavantajı ise hidrofobik yüzeyi nedeniyle 

hücrelere adhezyonun düĢük olmasıdır (Dobrzański vd., 2015).  

PEGilasyon hücre içine adhezyona yardımcı olan en önemli farktörlerden biridir. 

Nanopartiküllerin yüzey yükleri hücrelerle etkileĢimi ve adhezyonu önemli ölçüde 

etkilemektedir. Hücre yüzeyi negatif yüklü olduğu için pozitif yüklü nanopartiküller hücre 

ile daha fazla etkileĢime girerek hücre içine daha iyi alınır. PEGilasyon ile negatif yüklü 

nanopartiküller nötre yakın veya pozitif yüklü hale getirilebilmektedir (Danhier vd., 2012). 

Polietilen glikol (PEG) biyouyumlu, sulu ve organik ortamlarda çözünen, toksik 

olmayan ve vücuttan kolay atılabilen FDA onaylı doğrusal veya dallı yapıda bir polieter 

dioldür (Harris vd., 2001). PEGilasyon ile proteine bağlanan PEG polimeri, her bir etilen 

glikol alt birimi için iki veya üç su molekülü ile birleĢir ve bu özellik konjuge proteini 
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enzimatik bozunmadan, immünojenik ve antijenik reaksiyonlardan koruyan, renal klirensi 

önemli ölçüde azaltan hidrofilik kalkan oluĢturur. Bu sayede peptit veya proteinlerin 

farmakokinetik ve farmakodinamik yapısını geliĢtirmeye katkıda bulunmuĢ olur (Milla vd., 

2012).  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Gereçler 

2.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

2-merkapto etanol Sigma, Almanya 

Akrilamid Sigma, Almanya 

Amonyum persülfat Sigma, Almanya 

Amonyum sülfat Merck 

Asetik asit Sigma Aldrich 

Bikinkoninik asit (BCA) Thermo Scientific, ABD 

Bromfenol mavisi Merck 

Coomassie Brilliant Blue R Sigma, Almanya 

Etanol 96º Carlo Elba, Ġtalya 

Gliserol Aklar Kimya 

Glisin Sigma, Almanya 

Hidroklorik asit Sigma, Almanya 

Karboksimetil selüloz Sigma, Almanya 

Kloroform Sigma Aldrich 

Marker Biolegend, ABD 

N,N′-Metilen-Bis-Akrilamid Sigma, Almanya 

N,N,N‘,N‘- Tetrametiletilendiamin Sigma Aldrich 

Örnek tamponu Sigma Aldrich 

Polivinil alkol (PVA) MW:13000-23000 Sigma, Almanya 

Polivinil alkol (PVA) (4-88) Fluka 

Polivinil alkol (PVA) MW: 72000 Merck 

Potasyum dihidrojen fosfat Sigma Aldrich 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Sigma, Almanya 

Sodyum hidroksit Sigma, Almanya 

Sodyum klorür Merck, Almanya 

Trehaloz Sigma, Almanya 

Tris bazı Sigma, Almanya 
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2.1.2. Kullanılan Cihazlar ve Sarf Malzemeler 

Cam malzeme Ġldam, Türkiye 

Çalkalayıcı su banyosu Jeio Tech, Kore 

Derin dondurucu Heto, Almanya 

DSC cihazı TA DSC Q2000, Çin 

Elektrikli terazi Mettler Toledo, Almanya 

Etüv Heraeus T 5042, Almanya 

Filtre Ġsolab, Türkiye 

Liyofilizatör Christ Gamma 2-16 LSC, Kanada 

Manyetik karıĢtırıcı IKA, Almanya  

Mikropipet Eppendorf, Almanya 

Mikroplak okuyucu Molecular Devices, Spectra Max 190, Ġngiltere 

Mikroplak (96 kuyucuklu) Greiner Bio-One, Almanya 

Parafilm Bemis Packaging, ABD 

Partikül büyüklüğü analizi cihazı Malvern Zetasizer, Ġngiltere 

Plastik enjektör Set inject, Türkiye 

pH metre Mettler Toledo, Ġsviçre 

Santrifüj Sigma 2-16 P, Almanya 

Santrifüj tüpleri Sigma, Almanya 

Sonikatör Bandelin Sonoplus 

Taramalı Elektron Mikroskobu FEI Tecnai G2, Japonya 

Ultrasonik banyo Ultrasonic LC 30, Almanya 

Vorteks cihazı Heidolph Reax Top, Almanya 

Zeta potansiyeli ölçüm cihazı Malvern Zetasizer, Ġngiltere 

2.2. Yöntemler 

2.2.1. Polimerik Nanopartiküler TaĢıyıcı Sistemlerin Ön Formülasyon 

ÇalıĢmaları 

Tez kapsamında polimerik nanopartiküllerin hazırlanmasında en sık tercih edilen 

yöntem olan çift emülsiyon-çözücü buharlaĢtırma yöntemi kullanılmıĢ olup su/yağ/su 
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(S/Y/S) tipi emülsiyon oluĢturularak hazırlanmıĢtır. Yöntem sulu etkin madde fazının 

organik polimer çözeltisine eklenip sonikasyon ile karıĢtırılarak s/y emülsiyonunun 

oluĢturulması, oluĢan s/y emülsiyonunun ikinci bir su fazına ilave edilerek karıĢtırılmaya 

devam edilmesi, s/y/s çoklu emülsiyonunun elde edilmesi ve oluĢan çoklu emülsiyondan 

organik çözücünün buharlaĢtırılması esasına dayanır. Organik çözücü tamamen 

buharlaĢtırıldıktan sonra polimerler santrifüj ile çöktürülür ve nanopartiküller izole edilir 

(Çomoğlu, 2010). Nanopartiküllerin hazırlanma yöntemi ġekil 2.1‘de Ģematize edilmiĢtir. 

Ön Formülasyon çalıĢmalarında model protein olarak bovin serum albümin (BSA) 

kullanılmıĢ olup çalıĢmalarda sonikasyon süresi, sonikasyon gücü, iç/dıĢ faz oranları, etkin 

madde ve polimer miktarları değiĢtirilerek farklı formülasyonlar hazırlanmıĢtır. 

Enkapsülasyon etkinlikleri, partikül boyutu ve PDI değeri açısından kıyaslanarak ideal 

formülasyona ulaĢmak hedeflenmiĢtir. Formülasyon parametreleri Çizelge 2.1‘de 

verilmektedir.   
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ġekil 2.1. Nanopartiküllerin üretim yöntemine iliĢkin akıĢ Ģeması 
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Çizelge 2.1. BSA içeren polimerik nanopartikül formülasyonlarının bileĢimi 

Kod 
BSA 

(ug) 

PEG-

PCL 

(mg) 

Ġç Faz 

PVA 

(%) 

Ġç Faz 

PVA 

(ml) 

DıĢ 

Faz 

PVA 

(%) 

DıĢ 

Faz 

PVA 

(ml) 

S1 süre 

(sn) 

S2 süre 

(sn) 

S. Güç 

(%) 

K. süre 

(sa.) 

 

 

F1 25 20 1 2,5 1 5 30 120 30 2  

F2 25 20 1 2,5 1 5 15 120 30 2  

F3 25 20 1 2,5 1 5 60 120 30 2  

F4 25 20 1 2,5 1 5 30 90 30 2  

F5 25 20 1 2,5 1 5 30 60 30 2  

F6 25 20 1 2,5 1 5 30 30 30 2  

F7 25 20 1 2,5 1 5 30 15 30 2  

F8 25 20 1 2,5 1 5 30 90 20 2  

F9 25 20 1 2,5 1 5 30 90 30 2  

F10 25 20 1 2,5 1 5 30 90 40 2  

F11 25 10 1 2,5 1 5 30 90 30 2  

F12 25 30 1 2,5 1 5 30 90 30 2  

F13 25 40 1 2,5 1 5 30 90 30 2  

F14 25 20 1 2,5 1 5 30 90 30 2  

F15 12,5 40 1 2,5 1 5 30 90 30 2  

F16 25 40 1 2,5 1 5 30 90 30 2  

F17 50 40 1 2,5 1 5 30 90 30 2  

F18 100 40 1 2,5 1 5 30 90 30 2 
 

F19 100 40 1 2,5 1 5 30 90 30 2 
 

F20 100 40 1 2,5 1 7,5 30 90 30 2 
 

F21 100 40 1 2,5 1 12,5 30 90 30 2 
 

F22 100 40 1 2,5 1 17,5 30 90 30 2 
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2.2.2. RBD Yüklü Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Ön formülasyon çalıĢmaları sonucunda belirlenen optimum formülasyon parametreleri 

kullanılarak RBD yüklü nanopartiküller hazırlanmıĢtır. 200 µl RBD tamponu (100 µg 

RBD‘nin PBS tampon içindeki çözeltisi), 20 mg PEG-PCL polimerinin kloroform içindeki 

çözeltisine eklenip %30 sonikasyon gücü ile buz banyosu içerisinde sonikatörde 30 saniye 

karıĢtırılarak s/y emülsiyonu hazırlanıĢtır. OluĢan s/y emülsiyonu %1 (a/h) konsantrasyonda, 

2,5 ml hacimde yüzey aktif maddenin (PVA) sulu çözeltisine ilave edilerek %30 sonikasyon 

gücü ile buz banyosu içerisinde sonikatörde 90 saniye karıĢtırılarak s/y/s çoklu emülsiyonu 

elde edilmiĢtir. Ardından ikincil emülsiyon 5 ml hacimde %1 PVA çözeltisine ilave edilerek, 

oluĢan çoklu emülsiyondan organik çözücünün buharlaĢtırılması amacıyla oda sıcaklığında 

(25
o
C) manyetik karıĢtırıcıda 3 saat karıĢtırılmıĢtır. Ardından nanopartiküller santrifüj 

cihazında 5
o
C‘de, 35000 rpm‘de, 1 saat santrifüj edilerek çöktürülmüĢtür. Nanopartikül 

çökeltisi steril su ile disperse edilerek +4
o
C‘de saklamıĢtır. OluĢan süpernatan ise 

karakterizasyon çalıĢmalarında enkapsülasyon etkinliği belirlemede kullanılmıĢtır.  

2.2.3. Nanopartiküllerin Karakterizasyon ÇalıĢmaları 

2.2.3.1. Partikül Büyüklüğü ve Dağılımı Ölçümü 

HazırlanmıĢ olan nanopartiküllerin partikül büyüklüğü ve dağılımını belirlemek için 

dinamik ıĢık saçılımı yöntemi (Malvern Zetasizer NanoZS) kullanılmıĢtır. 2.2.2. RBD Yüklü 

Nanopartiküllerin Hazırlanması bölümünde belirtildiği gibi hazırlanan nanopartikül 

dispersiyonu ultra saf su ile seyreltilmiĢ, ardından Malvern Mastersizer ZS cihazı 

kullanılarak 3 seri halinde ölçüm gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.2.3.2. Zeta Potansiyel Ölçümü 

Hazırlanan polimerik nanopartiküllerin yüzey yüklerini tespit etmek için zeta 

potansiyel ölçümü yapılmıĢtır. 2.2.2. RBD Yüklü Nanopartiküllerin Hazırlanması 

bölümünde belirtildiği gibi hazırlanan nanopartikül dispersiyonu ultra saf su ile seyreltilmiĢ, 
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ardından Malvern Mastersizer ZS cihazı kullanılarak 3 seri halinde ölçüm 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.2.3.3. Yükleme Etkinliğinin Tayini 

RBD antijeninin nanopartiküllere yükleme etkinliğinin belirlenmesi amacıyla dolaylı 

(indirekt) yöntem kullanılmıĢtır. 2.2.2. RBD Yüklü Nanopartiküllerin Hazırlanması 

bölümünde belirtildiği gibi santrifüj sonrası süpernatanda yüklenmeden kalan antijen miktarı 

üzerinden hesaplama yapılmıĢtır. Yükleme etkinliği ‗mikro bikinkoninik asit (mikro- BCA) 

tekniği‘ kullanılarak yapılmıĢtır.  

Bikinoninik asit yöntemi, peptit ve protein yapısındaki maddelerin miktar tayininin 

yapılmasında oldukça sık kullanılan bir yöntemdir. Çok düĢük miktarlardaki peptit ve 

proteinlerin tayininde ise çok daha hassas bir yöntem olan mikrobikinoninik asit yöntemi 

tercih edilmektedir. BCA yöntemi ile 100-1200 µg/ml‘ye kadar hassaslıkta ölçüm yapılırken, 

mikroBCA yöntemi ile 0,5-250 µg/ml‘ye kadar hassaslıkta ölçüm yapılabilmektedir (Smith 

vd., 1985; Walker, 2009). 

Yükleme etkinliğinin belirlenebilmesi için model protein olarak kullanılan BSA ve 

RBD proteinin mikroBCA yöntemi ile kalibrasyonu yapılmıĢtır. Bunun için stok protein 

çözeltisinden 0,5-50 µg/ml arasında belirlenen sekiz farklı konsantrasyonda çözeltiler 

hazırlanmıĢtır. Hazırlanan bu çözeltilerden, mikroplakada bulunan kuyucuklara üç paralel 

Ģeklinde 100‘er µl ekilmiĢtir. Ayrıca Bölüm 2.2.2‘de bahsedildiği Ģekilde süpernatanda 

yüklenmeden kalan antijen miktarını tespit etmek için süpernatanlar da aynı Ģekilde üç 

paralel Ģeklinde 100‘er µl ekilmiĢtir. Ardından analiz protokolü gereğince Reajan A ile 

Reajan B 50:1 oranında karıĢtırılmıĢ ve her bir kuyucuğa bu karıĢımdan da 100‘er µl 

eklenmiĢtir. Mikroplaka 60°C‘deki etüvde buharlaĢmayı önlemek amacıyla alüminyum 

folyoya sarılı Ģekilde 1 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ardından mikroplaka oda sıcaklığında 

15 dk soğutularak mikroplaka okuyucusunda 562 nm‘de absorbans ölçülmüĢtür. Antijen 

konsantrasyonları ve bu konsantrasyonlara denk gelen absorbans değerleri kullanılarak 

standart doğru denklemi oluĢturulmuĢtur. Süpernatanlara ait absorbans bu denklemde yerine 

konarak nanopartiküllere yüklenmeden kalan antijen miktarı bulunmuĢtur. Bu değer EĢitlik 

2.1‘de verilen formülde yerine koyularak yükleme etkinliği hesaplanmıĢtır (Smith vd., 1985; 

Walker, 2002). 
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Yükleme etkinliği aĢağıdaki eĢitlik (EĢitlik 2.1) kullanılarak hesaplanmaktadır: 

                     = (𝐴/𝐵) × 100                       (2.1)           

 

A: Nanopartiküle yüklenen etken madde miktarı (µg) – Süpernatanda bulunan antijen 

miktarı (µg) 

B: Nanopartiküle yüklenen etken madde miktarı (µg) 

2.2.3.4. GeliĢtirilen Polimerik Nanopartikül Formülasyonunun 

Tekrarlanabilirliğinin Tayini 

Hazırlanan polimerik nanopartikül formülasyonunun tekrarlanabilir olup olmadığını 

gözlemlemek için formülasyonda kullanılan maddeler ayrı ayrı hazırlanarak benzer 

koĢullarda 3 adet üretim yapılmıĢtır. Nanopartiküllerin partikül büyüklükleri, partikül 

büyüklüğü dağılımları, zeta potansiyelleri ve yükleme etkinlikleri kıyaslanarak 

formülasyonun tekrarlanabilirliği gösterilmiĢtir.  

2.2.3.5. Geçirimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizi 

Hazırlanan nanopartiküllerin partikül büyüklüğü ve yüzey yapılarının 

karakterizasyonu Geçirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ile incelenmiĢtir. 2.2.2. RBD Yüklü 

Nanopartiküllerin Hazırlanması bölümünde belirtildiği gibi hazırlanan antijen yüklü ve boĢ 

nanopartikül dispersiyonları 1:100 oranında ultra saf su ile seyreltilmiĢ ve Orta Doğu Teknik 

Üniversitesi Merkez Laboratuvarı (ODTÜ MERLAB) bünyesinde incelenmiĢtir. Örnekler 

200 mesh bakır grid üzerine damlatılarak %2 uranil asetat çözeltisi ile 2 dakika boyanmıĢ, 

ardından oda sıcaklığında kurutularak Geçirimli Elektron Mikroskopu ile görüntülenmiĢtir. 

2.2.3.6. Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) Analizi 

Diferansiyel taramalı kalorimetre (DSC) analizi ile model protein olarak kullanılan 

BSA, PEG-PCL polimeri, boĢ polimerik nanopartikül ve BSA yüklü polimerik 
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nanopartikülün camsı geçiĢ sıcaklığı, faz geçiĢ sıcaklığı ve erime noktası gibi termal 

özellikleri incelenmiĢtir. DSC analizinde numuneler ısıtılırken soğurulan enerji miktarı 

ölçülmüĢ ve elde edilen termogramlar serbest ilaç varlığını/yokluğunu belirlemek için 

kullanılmıĢtır. Ölçümler ‗ĠLKO Ġlaç San. ve Tic. A.ġ.‘ bünyesinde Q-2000 DSC (TA 

Instruments, ABD) cihazı ile yapılmıĢtır. 2-3 mg ağırlığındaki örnekler alüminyum pan içine 

yerleĢtirilerek sıkıĢtırılmıĢ, ardından örnekler 5-300°C sıcaklık aralığında 5°C/dak doğrusal 

ısıtma hızında analiz edilmiĢtir. BoĢ pan kör olarak kullanılmıĢtır. 

2.2.3.7. Kısa Süreli Fiziksel Stabilite ÇalıĢmaları 

GeliĢtirilen nanopartiküllerin saklama koĢulunu belirlemek ve saklama sırasındaki 

kararlılığını gözlemlemek amacıyla kısa süreli stabilite çalıĢması yapılmıĢtır. Model protein 

olan BSA yüklü PEG-PCL nanopartikülleri, ultra saf su içerisinde disperse edildikten sonra 1 

ay boyunca +4 °C ve -20°C 'de saklanmıĢtır. Ayrıca -20 °C‘de dondurma iĢleminden 

korumak amacıyla formülasyona kriyoprotektan olarak ‗trehaloz‘ eklenerek 

nanopartiküllerin stabilitesi gözlenmiĢtir. 0, 1, 15 ve 30. günlerde partikül dispersiyonlarının 

partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri ölçülmüĢtür. 

Ayrıca +4 °C ve -20°C 'de saklanan numuneler ve trehaloz eklenerek -20°C 'de 

saklanan numune 2. ayda alınarak partikül büyüklüğündeki ve yüzey yapısındaki değiĢim 

Geçirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ile 2.2.3.5. Morfolojik Değerlendirme bölümünde 

belirtildiği Ģekilde incelenmiĢtir. 

2.2.3.8. Ġn-vitro Antijen Salım ÇalıĢmaları 

Polimerik nanopartiküllerin salım profilinin belirlenmesi amacıyla tüp yöntemi 

(sample and seperate) kullanılmıĢtır (Maghsoudi vd., 2008). RBD proteini yüklü 

nanopartiküler 1,6 mL pH 7,4 PBS ile disperse edilmiĢtir. Dispersiyon 500‘er µL olarak 3 

ependorfa ayrılmıĢ ve çalıĢma 3 tekrarlı yürütülmüĢtür. Salım numuneleri ısıtıcılı yatay 

çalkalayıcıda 50 rpm‘de, 37°C‘de, salım için belirlenen süre boyunca inkübe edilmiĢtir. 

Belirlenen zaman aralıklarında numene alınarak santrifüj cihazında 15.000 rpm‘de 30 dk 

santrifüj edilerek nanopartiküller çöktürülmüĢtür. Sink koĢulu sağlamak amacıyla alınan 

süpernatan kadar yerine taze tampon ilave edilmiĢtir. Süpernatan salınan RBD‘lerin miktar 
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tayini için ayrılmıĢtır. Nanopartikülleri içeren çökeltiye 500 µL pH 7,4 PBS eklenerek 

ultrasonik banyoda disperse edilmiĢ ve salıma devam edilmiĢtir. Bu iĢlem her salım 

noktasında uygulanmıĢtır.  Süpernatandaki salınan RBD‘lerin miktar tayini ‗2.2.3.3. 

Yükleme Etkinliğinin Belirlenmesi‘ bölümünde belirtildiği gibi BCA analizi ile yapılmıĢtır. 

2.2.3.9. Yapısal Bütünlük Kontrolleri (SDS-PAGE) 

Antijenlerin partiküllere yüklendikten sonra ve in vitro antijen salımının ardından 

bozunmadan yapısal bütünlüğünü koruduklarını göstermek amacıyla sodyum dodesil sülfat 

poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) analizi yapılmıĢtır. SDS-PAGE yönteminde, 

ayrıĢmanın sadece molekül ağırlığına bağlı olmasını sağlamak amacıyla SDS tüm 

molekülleri negatif yükle kaplar. 

SDS-PAGE için %10‘luk poliakrilamid ayırma jeli hazırlanmıĢ, ardından mandalla 

sıkıĢtırılmıĢ iki adet cam arasına dökülmüĢ ve üzerine kuyucuklara uygulama tarağı 

yerleĢtirilmiĢtir (ġekil 2.2). Jelin donması için oda sıcaklığında 45 dakika bekletilmiĢ ve 

taraklar yavaĢça çıkartılmıĢtır.  

 

ġekil 2.2. SDS-PAGE aparatları 

40 µl antijen çözeltisi üzerine 10 µl örnek tamponu ilave edilerek vorteks ile 

karıĢtırılmıĢ ve proteinleri denatüre etmek amacıyla 95°C‘de 5 dk bekletilmiĢtir. Ardından 

ilk kuyucuğa proteinin molekül ağırlığına yakın aralıkta marker ekilmiĢ ve diğer kuyucuklara 

20 µl örnek uygulanmıĢtır. Örnek yüklenmesinden sonra 60 voltluk gerilim uygulanarak 2 

saat boyunca elektroforez iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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Bantlar jelin alt sınırının 1 cm üzerine kadar sürüklendiğinde akım durdurularak 

elektroforez iĢlemi sonlandırılmıĢtır. Jel cam plakalar arasından çıkarılarak bantların jel 

üzerinde sabitlenmesi için içeriği Çizelge 2.2‘de verilen fiksasyon çözeltisinde 1 saat, 

sensitizasyon çözeltisinde 2 saat boyunca çalkalandıktan sonra boyama çözeltisinde bir gece 

bekletilmiĢtir. Ertesi gün boyanan bantların net görünmesi için jelin yüzeyindeki boyanın 

temizlenmesi amacıyla 1 saat destaining I çözeltisinde, ardından jelin yüzeyi temizlenene 

kadar yaklaĢık 3 saat destaining II çözeltisinde çalkalanmıĢtır. Jelin görüntüsü alınarak 

saklanmak üzere %5 h/h‘lik asetik asit çözeltisinde bekletilmiĢtir. SDS-PAGE çalıĢmasında 

kullanılan çözeltiler Çizelge 2.2‘de listelenmiĢtir. 

Çizelge 2.2. SDS-PAGE çalıĢmasında kullanılan çözeltiler 

Ayırma Jeli (%10’luk) 5 ml/10 ml 

%30 Akrilamid KarıĢımı 1,7 ml 

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,3 ml 

Distile su 1,9 ml 

%10 a/h SDS 0,05 ml 

%10 a/h Amonyum persülfat 0,05 ml 

TEMED 

(TEMED ve %10 a/h amonyum persülfat polimerizasyonu baĢlattığı için en 

son ilave edilmelidir.) 

0,082 ml 

%30 Akrilamid KarıĢımı 100 ml için 

Akrilamid 29 g 

N,N‘-metilenbisakrilamid 1 g 

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 100 ml 

Tris 18,2 g 

Distile su              y.m.     

(Konsantre HCI ile pH‘sı 8,8‘e ayarlanır.) 

100 ml 

%10 SDS 100 ml 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) 10 g 

Distile su       y.m. 

(pH 7,2‘ye ayarlanır.) 

100 ml 

%10’luk Amonyum persülfat 2 ml 

Amonyum persülfat 0,2 g 

Distile su       y.m.  2 ml 

Elektroforez tamponu 1000 ml 

Tris 3 g 

Glisin 14,4 g 
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Çizelge 2.3. devam. SDS-PAGE çalıĢmasında kullanılan çözeltiler 

Fiksasyon çözeltisi 100 ml 

Etanol 40 ml 

Metanol 10 ml 

Distile su 40 ml 

Asetik asit 10 ml 

SDS 1 g 

Distile su       y.m. (pH 8,3‘e ayarlanır.) 1000 ml 

Sensitizasyon çözeltisi 100 ml 

Amonyum sülfat 10 g 

Distile su 89 ml 

Asetik asit 1 ml 

Boyama çözeltisi 100 ml 

Etanol 45 ml 

Distile su 50 ml 

CBBR-250 0,125 g 

Asetik asit 5 ml 

Destaining çözeltisi-I 100 ml 

Etanol 40 ml 

Distile su 55 ml 

Asetik asit 5 ml 

Destaining çözeltisi-II 100 ml 

Etanol 67 ml 

Distile su 30 ml 

Asetik asit 3 ml 

2.2.4. Hücre Kültürü ÇalıĢmaları 

Tez kapsamındaki hücre kültürü çalıĢmaları (hücre canlılığı, in vitro sitokin salımı) 

Yıldız Teknik Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Biyomühendislik Ana Bilim Dalı üyesi 

Doç. Dr. Emrah ġefik ABAMOR ve ekibi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.2.4.1. Hücre Canlılığı Analizi 

Nanopartiküllerin sitotoksik etkisi, L929 fare fibroblast hücreleri ile MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür) testi yapılarak değerlendirilmiĢtir. L929 

fare fibroblast hücreleri, özellikle memeliler üzerinde polimerik materyallerin toksisitesinin 
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tayin edilmesinde USP (Amerika BirleĢik Devletleri Farmakopesi) için ABD tarafından 

önerilen bir hücre hattı ve analiz yöntemidir.  

MTT analizi için L929 hücreleri 96 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuğa 1x10
4
 

hücre/ml olacak Ģekilde ekim yapılarak 24 saat boyunca 37°C‘de inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyonun ardından hücrelerle temas edecek Ģekilde belirli konsantrasyonlarda antijen 

yüklü nanopartiküller (100 µg/ml, 200 µg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml); aynı Ģekilde 

hazırlanan boĢ nanopartiküller; belirli konsantrasyonlarda saf antijen (50 µg/ml, 25 µg/ml, 

10 µg/ml, 1 µg/ml, 0,5 µg/ml); belirli konsantrasyonlarda PEG-PCL polimeri (10 µg/ml, 25 

µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml, 250 µg/ml, 1000 µg/ml) kuyucuklara ekilerek 24 saat ila 72 

saat arasında 37 °C'de nemli bir atmosferde inkübe edilmiĢtir. 

Hücrelerin canlılıklarının belirlenmesi için 72 saat inkübasyonun ardından her bir 

kuyucuğa 10 mg/ml MTT solüsyonundan 10 μl eklenerek 4 saat boyunca inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyonun ardından canlı hücrelerin içerisinde oluĢacak formazan kristallerinin 

çözülmesi için her bir kuyucuğa 100 μl DMSO aktarılmıĢtır. 30 dakika karanlık ortamda oda 

sıcaklığında tutulan mikroplakların her bir kuyucuğundaki optik yoğunluk değeri bu sürenin 

ardından 540 nm‘de ELISA Reader‘da okutulmuĢtur. Canlı hücrelerin sayısı aĢağıdaki eĢitlik 

ile hesaplanmıĢtır; 

𝐶            
                             

              
                 (EĢitlik 2.2) 

2.2.4.2. Nitrik Oksit Tayini 

Nitrik oksit (NO), virüslerde konak hücre savunmasında rol oynayan, vücutta sitokin 

üretimini uyararak makrofajlar aracılığıyla hücre içi patojenlerin yok edilmesine ve 

enfeksiyonlara karĢı bağıĢıklık tepkinin artmasına yardımcı olan önemli bir moleküldür. Bu 

özellikleri nedeniyle NO, aĢı çalıĢmalarında sıklıkla kullanılmaktadır. Antijen maruziyetinin 

ardından NO seviyelerinin artması, immün yanıtın oluĢtuğunun göstergesidir (Derman vd., 

2015).  

NO analizi, J774 fare makrofaj hücre hattı kullanılarak hücre canlılığı analizi sonrası 

belirlenen toksik olmayan konsantrasyondaki RBD antijeni ve antijen yüklü nanopartikül 

formülasyonu ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 96 kuyucuklu mikroplaklar J774 makrofaj hücre 
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hatlarıyla kaplanarak belirlenen 2 mg/ml konsantrasyondaki örneklerden 50 μl alınarak 

kuyucuklara ekilmiĢtir. Mikroplaklar 37 
0
C‘de 96 saat inkübe edilmiĢ, ardından 

kuyucuklardaki süpernatanlar yeni bir plakaya ekilmiĢtir. Analiz için hazırlanan 

standarlardan da 50‘Ģer μl kuyucuklara ekilmiĢtir. Her bir kuyucuk üzerine 50 μl Griess 

reaktifi eklenmiĢtir. Mikroplaka 10 dk karanlıkta bekletildikten sonra 540 nm‘de UV ölçümü 

yapılmıĢtır. Standart kalibrasyon eğrisi oluĢturularak her bir örnek için NO üretim miktarı 

hesaplanmıĢtır. 
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3. BULGULAR 

3.1. Ön Formülasyon ÇalıĢmalarına Dair Bulgular 

Ön Formülasyon çalıĢmalarında sırasıyla sonikasyon süresi, sonikasyon gücü, iç/dıĢ 

faz oranları, etkin madde ve polimer miktarları değiĢtirilerek ―2.2.1. Polimerik 

Nanopartiküler TaĢıyıcı Sistemlerin Ön Formülasyon ÇalıĢmaları‖ kısmında anlatıldığı 

Ģekilde farklı formülasyonlar hazırlanmıĢtır.  

DeğiĢen parametrelerle üretilen nanopartiküllere iliĢkin Zetasizer NanoZS cihazı ile 

elde edilen partikül boyutu, dağılımı ve zeta potansiyeli sonuçları; ayrıca yüzde yükleme 

etkinliği bulguları değerlendirilerek final formülasyona karar verilmiĢtir. Analizler üç 

tekrarlı gerçekleĢtirilmiĢ ve sonuçlar ortalama±SS olarak verilmiĢtir. 

Yüzde yükleme etkinliği ―2.2.3.3. Yükleme Etkinliğinin Belirlenmesi‖ bölümünde 

belirtilmiĢ yöntem doğrultusunda yapılmıĢ olup formülasyonun dıĢ fazı (%1 PVA) ile 

seyreltilen BSA ile yapılan kalibrasyona ait grafik ve denklem ġekil 3.1‘de verilmiĢtir. 

 

ġekil 3.1. %1 PVA ile hazırlanan BSA çözeltilerine ait kalibrasyon grafiği (n=3) 

Sonikasyon süresi, partikül boyutunu ve dağılımını etkileyen en önemli formülasyon 

parametrelerinden biridir. Sonikasyon emülsiyon damlacıklarını parçaladığı için genel olarak 

sonikasyon süresinin artmasıyla parçacık boyutu ve dağılımının azalması beklenir (Topal 

vd., 2023). Sonikasyon süresinin partiküllere etkisini gözlemlemek amacıyla primer 

emülsiyonu oluĢturmak için yapılan 1.sonikasyon süresi 15, 30 ve 60 saniye olarak üç farklı 

sürede ayarlanarak formülasyonlar hazırlanmıĢ ve sonuçlar Çizelge 3.1‘de verilmiĢtir. 30 sn 

sonikasyon partikül boyutu, PDI değeri ve enkapsülasyon açısından değerlendirildiğinde en 
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R² = 0,9997 
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iyi sonucu vermiĢtir. F1 kodlu formülün partikül boyutu ve dağılımına ait grafik ġekil 3.2‘de 

verilmiĢtir. ÇalıĢmalara 1. sonikasyon 30 sn olarak devam edilmiĢtir. 

Çizelge 3.1. Birinci sonikasyon süresinin partiküllere etkisi (n=3) 

Formül 

No 
Sonikasyon 1 (sn) EE (%±SS) 

Partikül Boyutu 

(nm±SS) 
PDI(Ort±SS) 

F1 30 73,51±0,003 262,7±5,335 0,226±0,008 

F2 15 76,58±0,001 378,1 ±0,008 0,272±0,007 

F3 60 68,16±0,008 288,9 ±0,005 0,209±0,003 

 

ġekil 3.2. F1 kodlu formülün partikül boyutu ve dağılımına ait grafik 

Sonikasyon süresinin partiküllere etkisini gözlemlemek amacıyla sekonder 

emülsiyonu oluĢturmak için yapılan 2.sonikasyon süresi 15, 30, 60, 90 ve 120 saniye olarak 

beĢ farklı sürede formülasyonlar hazırlanmıĢ ve sonuçlar Çizelge 3.2‘de verilmiĢtir. 90 sn 

sonikasyon partikül boyutu, PDI değeri ve enkapsülasyon açısından değerlendirildiğinde en 

iyi sonucu vermiĢtir. F4 kodlu formülün partikül boyutu ve dağılımına ait grafik ġekil 3.3‘te 

verilmiĢtir. ÇalıĢmalara 2. sonikasyon 90 sn olarak devam edilmiĢtir. 

Çizelge 3.2. Ġkinci sonikasyon süresinin partiküllere etkisi (n=3) 

Formül 

No 
Sonikasyon 2 (sn) EE (%±SS) 

Partikül Boyutu 

(nm±SS) 
PDI(Ort±SS) 

F1 120 73,51±0,003 262,7±5,335 0,226±0,008 

F4 90 94,23±0,009 265,8±2,926 0,247±0,012 

F5 60 65,61±0,001 251,2±4,398 0,228±0,013 

F6 30 71,95±0,001 271,5±7,559 0,247±0,013 

F7 15 81,29±0,004 270,0±5,033 0,242±0,019 
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ġekil 3.3. F4 kodlu formülün partikül boyutu ve dağılımına ait grafik 

Sonikasyon gücünün partiküllere etkisini gözlemlemek amacıyla primer ve sekonder 

emülsiyonu oluĢturmak için uygulanan sonikasyon gücü yüzde 20, 30 ve 40 olarak üç farklı 

güçte sonikasyon yapılarak formülasyonlar hazırlanmıĢ ve sonuçlar Çizelge 3.3‘te 

verilmiĢtir. %30 sonikasyon gücü partikül boyutu, PDI değeri ve enkapsülasyon açısından 

değerlendirildiğinde en iyi sonucu vermiĢtir. F9 kodlu formülün partikül boyutu ve 

dağılımına ait grafik ġekil 3.4‘te verilmiĢtir.  ÇalıĢmalara sonikasyon gücü %30‘a 

ayarlanarak devam edilmiĢtir. 

Çizelge 3.3. Sonikasyon gücünün partiküllere etkisi (n=3) 

Formül 

No 
Sonikasyon gücü (%) EE (%±SS) 

Partikül Boyutu 

(nm±SS) 
PDI(Ort±SS) 

F8 20 74,49±0,001 330,5±9,425 0,267±0,010 

F9 30 85,35±0,004 285,6±9,265 0,193±0,008 

F10 40 85,86±0,005 287,2±11,38 0,210±0,013 

 

ġekil 3.4. F9 kodlu formülün partikül boyutu ve dağılımına ait grafik 
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Polimer miktarının partiküllere etkisini gözlemlemek amacıyla 10, 20, 30 ve 40 mg 

olarak dört farklı miktarda polimer (PEG-PCL) ile hazırlanan formülasyonlara ait sonuçlar 

Çizelge 3.4‘de verilmiĢtir. 40 mg PEG-PCL partikül boyutu, PDI değeri ve enkapsülasyon 

açısından değerlendirildiğinde en iyi sonucu vermiĢtir. F13 kodlu formülün partikül boyutu 

ve dağılımına ait grafik ġekil 3.5‘te verilmiĢtir. ÇalıĢmalara 40 mg PEG-PCL ile devam 

edilmiĢtir. 

Çizelge 3.4. Polimer miktarının partiküllere etkisi (n=3) 

Formül 

No 
Polimer miktarı (mg) EE (%±SS) 

Partikül Boyutu 

(nm±SS) 
PDI(Ort±SS) 

F11 10 60,37±0,004 247,6±5,518 0,183±0,019 

F12 30 77,73±0,007 262,7±5,254 0,188±0,007 

F13 40 92,12±0,001 276,9±3,143 0,174±0,003 

F14 20 83,23±0,004 281,1±6,614 0,188±0,019 

 

ġekil 3.5. F13 kodlu formülün partikül boyutu ve dağılımına ait grafik 

Antijen miktarının partiküllere etkisini gözlemlemek amacıyla 12.5, 25, 50 ve 100 μg 

olarak dört farklı miktarda model protein BSA ile hazırlanan formülasyonlara ait sonuçlar 

Çizelge 3.5‘de verilmiĢtir. 100 ug/200 ul BSA miktarı partikül boyutu, PDI değeri ve 

enkapsülasyon açısından değerlendirildiğinde en iyi sonucu vermiĢtir. F18 kodlu formülün 

partikül boyutu ve dağılımına ait grafik ġekil 3.6‘da verilmiĢtir. ÇalıĢmalara 100 ug/200 ul 

BSA miktarı ile devam edilmiĢtir. 
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Çizelge 3.5. Antijen miktarının partiküllere etkisi (n=3) 

Formül 

No 

Antijen (BSA) 

miktarı (μg) 
EE (%±SS) 

Partikül Boyutu 

(nm±SS) 
PDI(Ort±SS) 

F15 12,5 36,63±0,003 354,8±7,101 0,317±0,046 

F16 25 64,57±0,005 274,8±4,215 0,186±0,011 

F17 50 80,05±0,004 360,2±5,050 0,304±0,014 

F18 100 83,06±0,004 297,5±1,015 0,227±0,010 

 

ġekil 3.6. F18 kodlu formülün partikül boyutu ve dağılımına ait grafik 

DıĢ faz hacminin partiküllere etkisini gözlemlemek amacıyla nihai emülsiyon 5, 7.5, 

12.5 ve 17.5 ml olarak dört farklı hacimde dıĢ faz (%1 PVA) ile hazırlanan formülasyonlara 

ait sonuçlar Çizelge 3.6‘da verilmiĢtir. 5 ml dıĢ faz hacmi partikül boyutu, PDI değeri ve 

enkapsülasyon açısından değerlendirildiğinde en iyi sonucu vermiĢtir. F19 kodlu formülün 

partikül boyutu ve dağılımına ait grafik ġekil 3.7‘de verilmiĢtir. ÇalıĢmalara 5 ml dıĢ faz 

hacmi ile devam edilmiĢtir. 

Çizelge 3.6. DıĢ faz hacminin partiküllere etkisi (n=3) 

Formül 

No 
DıĢ faz hacmi (ml) EE (%±SS) 

Partikül Boyutu 

(nm±SS) 
PDI(Ort±SS) 

F19 5 84,5±0,007 281,6±4,073 0,197±0,005 

F20 7,5 81,02±0,005 300,4±1,002 0,236±0,009 

F21 12,5 91,41±0,001 299,4±1,686 0,211±0,010 

F22 17,5 95,89±0,002 310,0±2,650 0,232±0,007 
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ġekil 3.7. F19 kodlu formülün partikül boyutu ve dağılımına ait grafik 

3.2. Model Protein (BSA) ile Yapılan ÇalıĢmalara Dair Bulgular 

3.2.1. Ġn-vitro Antijen Salım Bulguları 

―2.2.3.9. Ġn-vitro Antijen Salım ÇalıĢması‖ bölümünde belirtildiği gibi BSA yüklü 

nanopartiküllerin salım profilinin belirlenmesi amacıyla tüp yöntemi (sample and seperate) 

kullanılarak analiz yapılmıĢtır. RBD yüklü nanopartiküller pH 7,4 PBS ortamında, 50 

rpm‘de, 37°C‘de inkübe edilerek belirlenen zaman aralıklarında numuneler alınmıĢtır. 

Alınan örneklerdeki salınan BSA miktarı ‗mikro bikinkoninik asit (mikro- BCA) tekniği‘ 

kullanılarak hesaplanmıĢ olup salım ortamı (pH 7,4 PBS). ile seyreltilen BSA ile yapılan 

kalibrasyona ait grafik ve denklem ġekil 3.8‘de verilmiĢtir. Salım sonuçlarına ait grafik ise 

ġekil 3.9‘da verilmiĢtir. 

 

ġekil 3.8.  pH 7,4 PBS ile hazırlanan BSA çözeltilerine ait kalibrasyon grafiği (n=3) 

y = 0,033x + 0,0354 

R² = 0,9933 

0

0,5

1

1,5

2

0 10 20 30 40 50 60

A
b

so
rb

a
n

s 
(n

m
) 

Konsantrasyon (ppm) 



 

45 

 

 

ġekil 3.9. Model protein BSA ile üretilen nanopartikül formülasyonundan in vitro salım profili (n=3) 

Ġn vitro salım çalıĢmaları sonucunda BSA ile üretilen nanopartikül formülasyonlarının 

salım kinetikleriyle ilgili veriler Çizelge 3.7‘de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.7. BSA yüklü nanopartikül in vitro salım kinetikleri 

 0. derece 1.derece Higuchi Korsmeyer-Peppas Weibull 

Determinasyon 

Katsayısı (r
2
) 

0,329 0,386 0,535 0,779 0,352 

n 0,268 0,004 3,409 0,154 0,003 

BSA yüklü nanopartiküllerden yapılan in vitro salım çalıĢmaları sonucunda elde 

edilen verilerden hareketle yapılan kinetik hesaplamalar sonucunda salımın Korsmeyer-

Peppas kinetiğine uyum sağladığı görülmüĢtür. 

3.2.2. Yapısal Bütünlük Bulguları 

Üretim sürecinin antijenin yapısal bütünlüğü üzerindeki etkisini değerlendirmek ve in 

vitro salım ortamında tek baĢına antijenin ve nanopartiküllerden salınan antijenin zamanla 

bozulup bozulmadığını gözlemlemek amacıyla SDS-Poliakrilamid Jel elektroforez çalıĢması 

yapılmıĢtır. Model protein olan BSA‘nın molekül ağırlığı 66.28 kDa‘dur. 

ġekil 3.10‘da salım ortamında 8, 24, 48, 96 saat tutulan saf BSA numunelerine ait 

bantlar, kalibrasyon olarak kullanılan 500 ppm ve 250 ppm konsantrasyondaki BSA 
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numunelerine ait bantlar ile aynı hizada ve BSA molekül ağırlığına denk gelmektedir. ġekil 

3.11‘de 8, 24, 48 ve 96 saatlik in vitro salım çalıĢmalarında nanopartiküllerden salınan BSA 

numunelerine ait bantlar yine benzer hizada çıkmıĢtır.  

 

ġekil 3.10. Salım ortamında 8, 24, 48, 96 saat tutulan saf BSA numunelerine ait bantlar 

 

ġekil 3.11. 8, 24, 48, 96 saat nanopartiküllerden salınan BSA numunelerine ait bantlar 
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3.2.3. Geçirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Bulguları 

Hazırlanan nanopartiküllerin partikül büyüklüğü ve yüzey yapılarının 

karakterizasyonu Geçirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ile incelenmiĢtir. ġekil 3.12‘de 

sunulan TEM görüntüsü incelendiğinde nanopartiküllerin küresel olduğu, monodispers bir 

Ģekilde dağıldığı ve agregasyon oluĢmadığı görülmüĢtür. Ayrıca lazer ıĢık saçılımı 

yöntemiyle elde edilen bulgularla tutarlı olduğu görülmüĢtür. 

 

ġekil 3.12. Hazırlanan nanopartiküllere ait TEM görüntüleri. 

3.2.4. Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) Bulguları 

Diferansiyel taramalı kalorimetre (DSC) analizi ile model protein olarak kullanılan 

BSA, PEG-PCL polimeri, boĢ polimerik nanopartikül ve BSA yüklü polimerik 

nanopartikülün termal özellikleri incelenmiĢtir. ġekil 3.13‘te söz konusu örneklere ait DSC 

termogramları verilmiĢtir. BSA‘ya ait pikler 96,68 °C ve 218,34 °C‘de ekzortermik pik 

oluĢturmuĢtur. ġekil 3.13‘te D1 in verdiği piklere bakıldığında nanopartikül sistemi içinde 

BSA‘nın tepe noktasının kaybolduğu görülmüĢtür. 
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ġekil 3.13. DSC termogramları (B1: BoĢ polimerik nanopartikül, D1: BSA yüklü polimerik 

nanopartikül) 

3.2.5. Kısa Süreli Fiziksel Stabilite Bulguları 

GeliĢtirilen nanopartiküllerin saklama koĢulunu belirlemek ve saklama sırasındaki 

kararlılığını gözlemlemek amacıyla BSA yüklü PEG-PCL nanopartikülleri için yapılan kısa 

süreli stabilite çalıĢmasına ait veriler Çizelge 3.8, Çizelge 3.9 ve Çizelge 3.10‘da 

sunulmuĢtur.  

Çizelge 3.8‘de saf su ile disperse edildikten sonra 1 ay boyunca +4 °C'de saklanan 

numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. gün partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.8. +4 °C‘de saklanan BSA yüklü nanopartikül dispersiyonlarına ait kısa süreli stabilite 

verileri (n=3) 

Parametre Partikül Boyutu PDI Zeta Potansiyel (mV) 

BaĢlangıç 191±1,51 0,148±0,014 -25,8± 0,321 

1. gün 188,1±3,732 0,139±0,009 -21,5±5,02 

15.gün 178,1±2,060 0,119±0,018 -17,8±0,346 

30.gün 177,3±1,127 0,118±0,007 -13,2±0,265 

Çizelge 3.9‘da saf su ile disperse edildikten sonra 1 ay boyunca -20°C'de saklanan 

numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. gün partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri 

verilmiĢtir. 

Çizelge 3.9. -20 °C‘de saklanan BSA yüklü nanopartikül dispersiyonlarına ait kısa süreli stabilite 

verileri (n=3) 

Parametre Partikül Boyutu PDI Zeta Potansiyel (mV) 

BaĢlangıç 177,6±0,5859 0,146±0,009 -23,4±0,866 

1. gün 215,6±3,305 0,203±0,006 -13,4±0,231 

15.gün 229,8±2,007 0,154±0,012 -13,0±0,451 

30.gün 234,0±1,940 0,244±0,006 -14,5±0,551 

Çizelge 3.10‘da saf su ile disperse edildikten sonra dondurma iĢleminin proteine zarar 

vermesini önlemek amacıyla formülasyona kriyoprotektan olarak (%1) trihaloz eklenerek 1 

ay boyunca -20°C'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. gün partikül büyüklüğü, PDI ve 

zeta potansiyel değerleri verilmiĢtir. 

Çizelge 3.10. -20 °C‘de saklanan ‗trehaloz‘ ilave edilmiĢ BSA yüklü nanopartikül dispersiyonlarına 

ait kısa süreli stabilite verileri (n=3) 

 Parametre Partikül Boyutu PDI Zeta Potansiyel (mV) 

BaĢlangıç 218,9±2,761 0,163±0,021 -18,8±0,321 

1. gün 238,0±5,372 0,189±0,014 -14,0±0,721 

15.gün 235,2±1,124 0,252±0,006 -15,2±0,252 

30.gün 232,2±3,219 0,148±0,005 -12,5±0,173 
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+4 °C ve -20°C 'de ve trehaloz eklenerek -20°C 'de saklanan numunelerin stabilite 

süresinde değiĢen partikül boyutu ve zeta potansiyel değerlerine ait karĢılaĢtırmalı grafik 

ġekil 3.14 ve ġekil 3.15‗de sunulmuĢtur. 

 

ġekil 3.14. +4 °C ve -20°C 'de ve trehaloz eklenerek -20°C 'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. 

gün partikül boyutu sonuçları (n=3) 

 

ġekil 3.15. +4 °C ve -20°C 'de ve trehaloz eklenerek -20°C 'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. 

gün partikül boyutu sonuçları (n=3) 
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Ayrıca +4 °C ve -20°C 'de saklanan numuneler ve trehaloz eklenerek -20°C 'de 2 ay 

saklanan numune 2. Ay saklanan numunelere ait TEM analizi sonuçları ġekil 3.16, ġekil 

3.17 ve ġekil 3.18‘de verilmiĢtir. 

 

ġekil 3.16. BSA-NP‘leri +4°C‘de, 60. gün TEM görüntüleri 

 

 

ġekil 3.17. BSA-NP‘leri -20°C‘de, 60. gün TEM görüntüleri 
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ġekil 3.18. Trihalozlu BSA-NP‘leri +4°C‘de, 60. gün TEM görüntüleri 

3.3. RBD Yüklü Nanopartiküllerin Karakterizasyonuna Dair Bulgular 

3.3.1. Partikül Büyüklüğü, Dağılımı, Zeta Potansiyeli ve Yükleme 

Etkinliği Bulguları 

Ön formülasyon çalıĢmaları sonrası sonuçlar doğrultusunda karar verilen nihai 

formülasyona antijen yüklenerek ―2.2.2. RBD Yüklü Nanopartiküllerin Hazırlanması‖ 

bölümünde belirtildiği gibi üretim yapılmıĢtır. Hazırlanan nanopartiküllerin partikül 

büyüklüğü, dağılımı ve zeta potansiyelini belirlemek için dinamik ıĢık saçılımı yöntemi 

(Malvern Zetasizer NanoZS) kullanılmıĢtır. Yükleme etkinliği ise ‗mikro bikinkoninik asit 

(mikro- BCA) tekniği‘ kullanılarak tayin edilmiĢtir. 

Yüzde yükleme etkinliği ―2.2.3.3. Yükleme Etkinliğinin Belirlenmesi‖ bölümünde 

belirtilmiĢ yöntem doğrultusunda yapılmıĢ olup formülasyonun dıĢ fazı (%1 PVA) ile 

seyreltilen RBD ile yapılan kalibrasyona ait grafik ve denklem ġekil 3.19‘da verilmiĢtir. 
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ġekil 3.19. %1 PVA ile hazırlanan RBD çözeltilerine ait kalibrasyon grafiği (n=3) 

RBD yüklenerek üretilen nanopartiküllere ait veriler Çizelge 3.11‘de verilmiĢtir. RBD 

yüklü nanopartikül formülasyonuna (PB1) ait partikül boyutu ve dağılımına ait grafik ġekil 

3.20‘de, zeta potansiyeli dağılımına ait grafik ġekil 3.21‘de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.11. RBD yüklü final nanopartikül formülasyonuna ait partikül büyüklüğü, dağılımı, zeta 

potansiyeli ve yükleme etkinliği bulguları (n=3) 

Formül 

No 
EE (%±SS) 

Partikül Boyutu 

(nm±SS) 
PDI(Ort±SS) 

Zeta Potansiyel 

(mV) 

 

PB1 86,4±0,007 254,0±5,645 0,197±0,020 

 

-11,8±0,416 

 

ġekil 3.20. RBD yüklü nanopartikül formülasyonuna (PB1) ait partikül boyutu ve dağılımı grafiği 
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ġekil 3.21. RBD yüklü nanopartikül formülasyonuna (PB1) ait zeta potansiyeli dağılımı grafiği 

3.3.2 Ġn-vitro Antijen Salım Bulguları 

―2.2.3.9. Ġn-vitro Antijen Salım ÇalıĢması‖ bölümünde belirtildiği gibi RBD yüklü 

nanopartiküllerin salım profilinin belirlenmesi amacıyla tüp yöntemi (sample and seperate) 

kullanılarak analiz yapılmıĢtır. RBD yüklü nanopartiküller pH 7,4 PBS ortamında, 50 

rpm‘de, 37°C‘de toplam 312 saat inkübe edilerek belirlenen zaman aralıklarında numuneler 

alınmıĢtır. Alınan örneklerdeki salınan BSA miktarı ‗mikro bikinkoninik asit (mikro- BCA) 

tekniği‘ kullanılarak hesaplanmıĢ olup salım ortamı (pH 7,4 PBS) ile seyreltilen RBD ile 

yapılan kalibrasyona ait grafik ve denklem ġekil 3.22‘de verilmiĢtir. Salım sonuçlarına ait 

grafik ġekil 3.23‘te ve ġekil 3.24‘te verilmiĢtir. 

 

ġekil 3.22. pH 7,4 PBS ile hazırlanan RBD çözeltilerine ait kalibrasyon grafiği (n=3) 

y = 0,0144x + 0,0072 
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ġekil 3.23. RBD antijeni ile üretilen nanopartikül formülasyonundan in vitro salım profili (n=3) 

 

ġekil 3.24. Saf RBD‘ye ait salım profili (n=3) 

Çizelge 3.12. RBD yüklü nanopartikül in vitro salım kinetikleri 

 0. derece 1.derece Higuchi Korsmeyer-Peppas Weibull 

Determinasyon 

Katsayısı (r
2
) 

0,496 0,727 0,656 0,901 0,650 

n 0,132 0,003 2,638 0,113 0,001 

RBD yüklü nanopartiküllerden yapılan in vitro salım çalıĢmaları sonucunda elde 

edilen verilerden hareketle yapılan kinetik hesaplamalar sonucunda BSA yüklü 

nanopartiküllerde olduğu gibi salımın Korsmeyer-Peppas kinetiğine uyum sağladığı 

görülmüĢtür. 
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3.3.3. Yapısal Bütünlük Bulguları 

Üretim sürecinin RBD antijeninin yapısal bütünlüğü üzerindeki etkisini 

değerlendirmek ve in vitro salım ortamında tek baĢına antijenin ve nanopartiküllerden 

salınan antijenin zamanla bozulup bozulmadığını gözlemlemek amacıyla SDS-Poliakrilamid 

Jel elektroforez çalıĢması yapılmıĢtır. RBD proteininin molekül ağırlığı yaklaĢık 25 

KDa‘dur. ġekil 3.25‘te salım ortamında 24 ve 96 saatlik in vitro salım çalıĢmalarında 

nanopartiküllerden salınan RBD numunelerine ait bantlar, kalibrasyon olarak kullanılan 500 

ppm ve 250 ppm konsantrasyondaki RBD numunelerine ait bantlar ile aynı hizada ve RBD 

molekül ağırlığına denk gelmektedir.  

 

ġekil 3.25. RBD ile üretilen nanopartikül ve RBD antijenine ait SDS-PAGE jeli 

Jel uygulama sırası: 1.kuyucuk: Marker, 2.kuyucuk: BoĢ, 3.kuyucuk: 500 ppm RBD, 4. Kuyucuk: 250 ppm 

RBD, 5. Kuyucuk: 50 µg RBD içeren nanopartikül 24. Saat salım numunesi, 6. Kuyucuk: 50 µg RBD içeren 

nanopartikül 96. Saat salım numunesi, 7. Kuyucuk: BoĢ nanopartikül 96.saat numunesi, 8. Kuyucuk: BoĢ 

nanopartikül, 9. Kuyucuk: 50 µg RBD içeren nanopartikül 24. saat salım numunesi, 10. Kuyucuk: 50 µg RBD 

içeren nanopartikül 96. saat salım numunesi 

Sonuçta, nanopartikül hazırlama sürecinin proteinin yapısında bozunmaya neden 

olmadığı ve salım süresinde proteinin stabil kaldığı gözlenmiĢtir. 
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3.4. Hücre Kültürü ÇalıĢmalarına Dair Bulgular 

3.4.1. Hücre Canlılığı Bulguları 

―2.2.4.1 Hücre Canlılığı‖ bölümünde belirtilen yöntemle L929 fare fibroblast 

hücrelerinde yürütülen MTT analizine ait bulgular ġekil 3.26, ġekil 3.27, ġekil 3.28 ve ġekil 

3.29‘da verilmiĢtir. 

ġekil 3.26‘da belirli konsantrasyonlarda (50 µg/ml, 25 µg/ml, 10 µg/ml, 1 µg/ml, 0,5 

µg/ml) RBD ile yapılan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat hücre canlılığı sonuçları 

gösterilmektedir.  

 

ġekil 3.26. RBD proteinine ait farklı konsatrasyonlardaki 24. ve 72. saat hücre canlılığı sonuçları 

(n=3) 

ġekil 3.27‘de belirli konsantrasyonlarda (10 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml, 

250 µg/ml, 1000 µg/ml) PEG-PCL polimeri ile yapılan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat 

hücre canlılığı sonuçları gösterilmektedir.  
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ġekil 3.27. Polimer olarak kullanılan PEG-PCL‘ye ait farklı konsatrasyonlardaki 24. ve 72. saat hücre 

canlılığı sonuçları (n=3)  

ġekil 3.28 ve ġekil 3.29‘da belirli konsantrasyonlarda (100 µg/ml, 200 µg/ml, 2 

mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml) RBD yüklü nanopartiküller; aynı Ģekilde hazırlanan boĢ 

nanopartiküller ile yapılan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat hücre canlılığı sonuçları 

gösterilmektedir. 
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ġekil 3.28. BoĢ nanopartiküle ait farklı konsatrasyonlardaki 24. ve 72. saat hücre canlılığı sonuçları 

(n=3) 

 

ġekil 3.29. RBD proteini yüklü nanopartiküle ait farklı konsatrasyonlardaki 24. ve 72. saat hücre 

canlılığı sonuçları (n=3) 
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3.4.2. Nitrik Oksit Tayini Bulguları 

―2.2.4.2 Nitrik Oksit Tayini‖ bölümünde belirtilen yöntemle J774 fare makrofaj hücre 

hattı kullanılarak yapılan in vitro etkinlik çalıĢmasına ait bulgular ġekil 3.30‘da verilmiĢtir. 

J774 makrofaj hücreleri 24 ve 72 saat boyunca RBD, PEG-PCL polimeri, BoĢ-NP ve RBD-

NP ile muamele edilmiĢ, ardından süpernatanttaki nitrik oksit miktarları Griess reaktifi 

kullanılarak ölçülmüĢtür. NO tayinine iliĢkin sonuçlar ġekil 3.20‘de sunulmuĢtur. 

 

ġekil 3.30. NO tayin sonuçları (n=3) 
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4. TARTIġMA 

Tez kapsamında SARS-CoV-2 Spike proteini reseptör bağlanma alanı (RBD) 

subunit/protein aĢısı üzerinde antijen taĢıyıcı sistem olarak poli(etilen glikol) (PEG)-poli(ε- 

kaprolakton)(PCL) polimerik nanopartikül sistemi kullanılmıĢ ve formülasyona iliĢkin 

parametrelerin (hazırlama yöntemi, kullanılan materyal ve yöntem basamakları) hazırlanan 

nanopartiküler taĢıyıcı sistem üzerindeki etkisi incelenerek aĢıların geliĢtirilmesi ve 

uygulanmasında karĢılaĢılan sorunlara eczacılık teknolojisi bakıĢ açısıyla katkı sağlamak 

amaçlanmıĢtır. 

Polimerik nanopartiküllerin hazırlanmasında, polimer olarak biyouyumlu, 

biyoparçalanır ve FDA onaylı bir polimer olan PEG ve PCL‘un kopolimer olarak modifiye 

edilmiĢ formu kullanılmıĢ; S/Y/S çift emülsiyon-çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile üretim 

yapılmıĢtır.  

TaĢıyıcı sistemler ya doğrudan lenfatik sisteme antijen alımını teĢvik ederek ya da 

daha sonra lenf düğümlerine göç edecek hareketli APC'lere antijen alımını teĢvik ederek 

lokal lenf düğümlerindeki antijen konsantrasyonunu üst düzeye çıkarmayı hedefler. Bu 

sebeple aĢılarda taĢıyıcı sistem kullanılmasındaki temel hedeflerden biri bağıĢıklık tepkisinin 

uyarılmasından sorumlu hücrelere veya dokulara ulaĢan antijen miktarını arttırmaktır 

(O'Hagan ve Valiante, 2003). Antijenlerin APC'ler tarafından alımı, reseptör etkileĢimlerinin 

yanı sıra boyut, Ģekil, yüzey yükü, hidrofobiklik ve hidrofiliklik gibi taĢıyıcı sistemin 

özelliklerine de bağlıdır (Bachmann ve Jennings, 2010).  

Nanopartikül boyutu APC'ler tarafından etkili bir Ģekilde alınabilmeleri için önemli bir 

faktördür. Literatüre göre 300 nm‘den küçük partikül boyutuna sahip polimerik 

nanopartiküllerin daha yüksek antikor titreleri oluĢturduğu tespit edilmiĢtir (Shah vd., 2014). 

Bu nedenle nihai formülasyon için partikül büyüklüğü ˂300 nm olarak hedeflenmiĢtir. 

Polidispersite indeksi (PDI) ise nanopartiküllerin partikül büyüklüğü dağılımının geniĢliği 

hakkında bilgi vermektedir. PDI değeri  0,3‘ün altında olan formülasyonların monodispers 

dağılım gösterdiği kabul edilmektedir (Danaei vd., 2018). Bu nedenle nihai formülasyon için 

PDI değeri ˂0,3 olarak hedeflenmiĢtir. 
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Ön Formülasyon çalıĢmalarında literatür araĢtırmaları sonucu belirlenen kritik 

parametreler doğrultusunda sırasıyla sonikasyon süresi, sonikasyon gücü, iç/dıĢ faz oranları, 

etkin madde ve polimer miktarları değiĢtirilerek farklı formülasyonlar hazırlanmıĢ; değiĢen 

parametrelerle üretilen nanopartiküllere iliĢkin partikül boyutu, partikül dağılımı, zeta 

potansiyeli yüzde yükleme etkinliği bulguları literatür doğrultusunda değerlendirilerek final 

formülasyona karar verilmiĢtir. 

Çizelge 2.1‘de bileĢimi sunulmuĢ olan F19 formülasyonuna ait sonuçlar Çizelge 

3.6‘da verilmiĢ olup yükleme etkinliği %80 in üzerinde (84,5±0,007), partikül boyutu 300 

nm‘nin altında (281,6±4,073), Polidispersite indeksi (PDI) ise 0,3‘ün altında (0,197±0,005) 

bulunarak hedeflenen sonuçlara ulaĢılmıĢtır. 

Model protein ile hazırlanan nanopartiküllerin in vitro salım profillerini gözlemlemek, 

RBD ile hazırlanan nanopartikül formülasyonları arasındaki farkın değerlendirilmesini 

sağlarken in vivo salım kinetiğinin öngörülmesinde de yardımcı olmaktadır. Ayrıca 

hazırlanan formülasyonun kalitesini değerlendirmede de önemli bir parametredir (Jan vd., 

2021). 

―3.2.1. Ġn-vitro Antijen Salım Bulguları‖ bölümünde sunulan sonuçlar değerlendiğinde 

ġekil 3.9‘ da görüldüğü gibi nanopartikül formülasyonu ―patlama‖ salımı (burst release) 

sonrası 8 saat içinde enkapsüle edilmiĢ BSA‘nın yaklaĢık % 45‘ini 8 saat içinde açığa 

çıkararak 96 saatte platoya ulaĢarak yüklenen BSA‘nın ortalama %50‘sini salmıĢtır. Literatür 

araĢtırması yapıldığında Jia ve ark., tarafından yapılan çalıĢmada PCL-PEG-PCL polimeri 

kullanılarak hazırlanan BSA nanopartiküllerine ait salım profilinde de benzer Ģekilde 

patlama salımı sonrası benzer bir sürede platoya ulaĢılmıĢtır (Jia vd., 2008).  

Model protein olarak kullanılan BSA‘nın üretim sürecinde ve nanopartiküllerden in 

vitro salım sırasında bozulup bozulmadığını gözlemlemek amacıyla SDS-PAGE çalıĢması 

yapılmıĢtır. SDS-PAGE peptit ve protein yapıdaki maddelerin yapısal analizinde yaygın 

olarak kullanılan bir yöntemdir. SDS-PAGE bir elektroforez tekniği olup proteinlerin jel 

üzerinde molekül ağırlıklarına göre ayrılmasını sağlayarak yapılarının analiz edilmesini 

sağlamaktadır (Walker, 2002). 

―3.2.2. Yapısal Bütünlük Bulguları‖ bölümünde sunulan sonuçlar değerlendiğinde 

ġekil 3.10‘da in vitro salım ortamında 8, 24, 48 ve 96 saat tutulan BSA‘nın kontrol olarak 
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kuyucuklara yüklenen saf BSA ile aynı noktada bant vermesi ve markerda molekül ağırlığına 

denk gelen bölgede olması sebebiyle yapısal bütünlüğünü koruduğu anlaĢılmaktadır.  

ġekil 3.11‘de 8, 24, 48 ve 96 saatlik in vitro salım çalıĢmalarında nanopartiküllerden 

salınan BSA numunelerine ait bantlar görülmekte olup yine saf BSA ile aynı noktada ve 

markerda molekül ağırlığına denk gelen bölgede bant vermiĢ olup ek bir bölgede bant 

oluĢmamıĢtır. Bu durum hazırlama ve salım süreçleri sırasında BSA‘nın kimyasal 

polimerizasyon, kovalent olmayan agregasyon veya moleküler hidroliz gibi bozunmalara 

uğramadığını ve stabil kaldığını göstermektedir (Jia vd., 2008). 

Model protein ile hazırlanan nanopartiküllerin morfolojik özellikleri Geçirimli 

Elektron Mikroskopu (TEM) ile incelenmiĢtir. ―3.2.2. Morfolojik Değerlendirme Bulguları‖ 

bölümünde nanopartiküllerin partikül büyüklüğü ve yüzey yapılarının karakterizasyonuna ait 

sonuçlar verilmiĢtir.  ġekil 3.12‘de sunulan TEM görüntüsü incelendiğinde nanopartiküllerin 

küresel olması, monodispers bir Ģekilde dağılması ve agregasyon oluĢmaması RBD antijeni 

ile üretime baĢlamadan önce üretim yöntemi ve formülasyon parametrelerinin 

doğrulanmasını sağlamıĢtır. 

Diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC), numunelerin fiziksel özelliklerindeki 

değiĢimi ve sıcaklığın zamana karĢı değiĢimini ölçen bir termal analiz yöntemidir (Ġmamoğlu 

vd., 2022). Model protein ile hazırlanan final nanopartikül formülasyonunun DSC analizi ile 

termal özellikleri belirlenerek, enkapsülasyon doğrulanması yapılmıĢtır. ―3.2.4. Diferansiyel 

Taramalı Kalorimetre (DSC) Bulguları‖ bölümünde sunulan sonuçlar değerlendiğinde ġekil 

3.13‘te literatür ile uyumlu olarak 218,34 °C‘de BSA‘ya ait belirgin bir ekzortermik pik 

oluĢmuĢtur (Luppi vd., 2011). PEG-PCL‘ye ait termogramda 49,15ºC‘de ve 59,15ºC‘de iki 

endotermik pik görülmektedir. Bu piklerin PEG-PCL‘ye ait olduğu yapılan literatür taraması 

ile doğrulanmıĢtır (Li vd., 2018). BSA yüklü nanopartikül formülsayonunun (D1) verdiği 

piklere bakıldığında nanopartikül sistemi içinde BSA‘nın tepe noktasının kaybolduğu 

görülmüĢtür. Sonuçta BSA‘nın nanopartikül içerisine baĢarılı bir Ģekilde kapsüllendiği 

gösterilmiĢtir. 

Nanopartikül formülasyonlarının in vitro karakterizasyonunda ve kalitesini 

kanıtlamada en önemli parametrelerden biri de stabilitedir. Literatürde ―nanopartikül 

stabilitesi‖, Ģekil, boyut, bileĢim ve yüzey özellikleri gibi nanoyapı özelliklerinin 

korunmasını tanımlamaktadır (Phan ve Haes, 2019). 
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Model protein olan BSA yüklü PEG-PCL nanopartikülleri, kısa süreli fiziksel 

stabiliteyi gözlemlemek amacıyla ultra saf su içerisinde disperse edildikten sonra 1 ay 

boyunca +4 °C ve -20°C 'de saklanmıĢtır. Ayrıca -20 °C‘de dondurma iĢleminden korumak 

amacıyla formülasyona kriyoprotektan olarak ‗trehaloz‘ eklenerek nanopartiküllerin 

stabilitesi gözlenmiĢtir. Çizelge 3.8, Çizelge 3.9 ve Çizelge 3.10‘da sunulan stabilite 

çalıĢmalarına ait sonuçlar değerlendirildiğinde üç ortamda da 30. günün sonunda kritik 

parametler istenen limitlerin içinde kalmıĢtır.  

Çizelge 3.8‘de +4 °C'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. gün sonuçları 

değerlendirildiğinde partikül büyüklüğünün 200 nm altında kalarak belirgin olarak 

değiĢmediği; PDI değerinin yine 0,3 ‗ten küçük olduğu ve değiĢmediği görülmüĢtür. Zeta 

potansiyel değerinin zamanla arttığı, ancak istenen aralık olan ±10 mV‘den 30. günde dahi 

büyük olduğu görülmüĢtür. 

Literatürde ±30 mV‘den büyük zeta potansiyele sahip kolloidal dispersiyonların 

yüksek dayanıklılıkta olduğu; ±0-10 mV aralığında zeta potansiyele sahip kolloidal 

dispersiyonların ise dayanıksız olduğu belirtilmekte olup ±10–15 mV zeta potansiyel 

değerinin formülasyon stabilitesini sağlamak için yeterli olacağı belirtilmiĢtir (Bhattacharjee, 

2016).   

Çizelge 3.9‘da -20°C'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. gün sonuçları 

değerlendirildiğinde nanopartiküllerin partikül büyüklüğünün giderek arttığı görülmüĢ olup 

söz konusu durumun -20°C‘de donan nanopartiküllerin zamanla agregat oluĢturmuĢ 

olmasından kaynaklandığı düĢünülmektedir (Bhatnagar vd., 2007).  PDI değerinde belirgin 

bir değiĢim olmamakla birlikte zeta potansiyel değerinin zamanla arttığı, ancak istenen aralık 

içinde kaldığı görülmüĢtür. 

Nanopartiküler sistemler ve biyolojik materyallerde dondur-çöz ve liyofilizasyon 

iĢleminin stabiliteyi olumsuz etkilemesinin önüne geçmek için formülasyonlara 

kriyopotektan maddeler ilave edilir. Literatürde en sık kullanılan kriyoprotektan 

maddelerden biri ‗trihaloz‘dur (Fonte vd., 2014). Kriyoprotektanların nanopartiküllerin Ģekil, 

boyut ve yapısal bütünlüğünü korumada oldukça etkili oldukları yapılan çalıĢmalarla 

kanıtlanmıĢtır (Almalik vd., 2017). 
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Çizelge 3.10‘da saf su ile disperse edildikten sonra dondurma iĢleminin proteine zarar 

vermesini önlemek amacıyla formülasyona kriyoprotektan olarak (%1) trihaloz eklenerek -

20°C'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. gün sonuçları değerlendirildiğinde 

formülasyona ilave edilen kriyoprotektanın partiküllerin agregat oluĢturmasının önüne 

geçtiği ve -20°C‘de nanopartiküllerin partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerinin 

belirgin olarak değiĢmediği görülmüĢtür.  

ġekil 3.14 ve ġekil 3.15‘te sunulan karĢılaĢtırmalı partikül boyutu ve zeta potansiyel 

grafikleri de incelendiğinde üç farklı koĢulda yapılan kısa süreli stabilite çalıĢması sonunda 

antijen yüklü nanopartikül sisteminin +4ºC‘de ve trihaloz ilavesi ile -20°C‘de fiziksel olarak 

stabil kaldığı bulunmuĢtur.  

Model protein ile hazırlanan formülasyonların in vitro karakterizasyon sonuçları 

yorumlanarak bu doğrultuda seçilen final formülasyon ile RBD yüklü nanopartikül üretimi 

yapılmıĢtır. Literatüre göre 300 nm‘den küçük partikül boyutuna sahip; PDI değeri  0,3‘ün 

altında; zeta potansiyel değeri ise ±10–15 mV aralığındaki nanopartiküler sistemlerin daha 

yüksek antikor titreleri oluĢturduğu, monodispers dağılım gösterdiği ve stabilite açısından 

uygun aralıkta olduğu belirtilmektedir  (Bhattacharjee, 2016; Danaei vd., 2018; Shah vd., 

2014). 

Final formülasyonla üretilen RBD yüklü nanopartiküle ait sonuç verileri Çizelge 

3.6‘da, partikül boyutu ve dağılımına ait grafik ġekil 3.20‘de, zeta potansiyeline ait grafik 

ġekil 3.21‘de verilmiĢ olup yükleme etkinliği %86,4, partikül boyutu 254 nm, Polidispersite 

indeksi (PDI) 0,197 ve zeta potansiyeli -11,8 mV bulunarak hedeflenen aralıkta sonuçlara 

ulaĢılmıĢtır. 

Literatürde PEG polimeri yüksüz kısım, PCL ise negatif yüklü hidrofobik kısım olarak 

geçmektedir. ÇalıĢmalarda kullandığımız kopolimerin PEG:PCL oranının 25:75 olması 

sebebiyle nanopartiküle ait zeta potansiyel değeri negative çıkmaktadır (Li vd., 2009). 

Literatürde PEG-PCL kopolimerleri genelde yüksüze yakın ya da negatif yükte çıkmaktadır 

(Hu vd., 2007; Zhang vd., 2004). Bu durumda -10 mV‘den büyük zeta potansiyali elde 

etmek hedeflenmiĢ ve hedeflenen aralıkta sonuçlar elde edilmiĢtir. 



 

66 

 

Ġn-vitro salım çalıĢmaları, farmasötik ürünlerin dozaj formu, salım mekanizması ve 

salım kinetiğine iliĢkin bilgi vererek in vivo analizler öncesi in vitro-in vivo korelasyon 

(IVIVC) iliĢkisinin kurulmasını sağlamaktadır (D‘Souza, 2014). 

Tez kapsamında öncelikle model protein ile final formülsayona karar verilip, bu 

formülasyon ile nanonartiküle ait salım mekanizması ve salım kinetiğine iliĢkin bilgi 

edinilmiĢ; edinilen sonuçlar ıĢığında RBD yüklü nanopartikül üretimi yapılmıĢ, tek baĢına 

RBD ve polimerik nanopartikül sistemi içine enkapsüle edilmiĢ RBD‘nin salım profilleri 

arasındaki fark gözlemlenmiĢtir. 

―3.3.2. Ġn-vitro Antijen Salım Bulguları‖ bölümünde sunulan sonuçlar değerlendiğinde 

ġekil 3.22 ve ġekil 3.23‘te PEG-PCL polimeri kullanılarak hazırlanan S1 formülasyonundan 

RBD proteininin salımı ile saf RBD‘nin in vitro salım hızı incelendiğinde polimerik 

nanopartikül formülasyonunun antijenin açığa çıkıĢ hızını yavaĢlattığı görülmüĢtür. ġekil 

3.23‘te % kümülatif salım-zaman grafiği incelendiğinde protein çözeltisinin ―patlama‖ 

salımı (burst release) gösterdiği görülmüĢtür. ġekil 3.24‘te tek baĢına RBD proteininin 1 saat 

içinde tamamen salındığı görülürken; ġekil 3.23‘te görüldüğü gibi nanopartikül 

formülasyonları RBD‘nin %50‘sini 4 saat içinde açığa çıkarmıĢ, salım 96 saate kadar devam 

etmiĢtir ve etkin maddenin yaklaĢık %68‘i salındığında salım platoya ulaĢmıĢtır. 

SARS-CoV-2, RBD alt birimi aracılığıyla hücre yüzeyinde bulunan ACE-2 

reseptörüne bağlanarak hücrelere giriĢ yapar (Edwin ve Antony, 2023). AĢı antijenleri ile 

bağıĢıklık geliĢebilmesi için antijenin lenfatik sisteme giriĢ yapması gerekmektedir.  Lenfatik 

sisteme giriĢ makrofajlar veya dentritik hücreler aracılığıyla olmakta olup nanopartiküllerin 

partikül boyutuna bağlı olarak ortalama 24 saat sürmektedir (Reddy ve ark., 2007).  

AĢı formülasyonlarında adjuvan olarak nanopartiküler sistemlerin kullanılmasındaki 

nedenlerin en önemlilerinden biri antijenin lenfatik sisteme ulaĢana kadar vücutta stabil 

kalmasını sağlamaktır. Tez kapsamında RBD proteini nanopartiküler sistem içerisine 

enkapsüle edilerek RBD proteinini lenfatik sisteme ulaĢana kadar vücuttaki degredasyon gibi 

negatif etmenlerden korumak; ancak bu sürede yavaĢça salınmasını sağlayarak dentritik 

hücrelere ve makrofajlara ulaĢtığında serbest RBD‘nin hücre yüzeyindeki ACE-2 

reseptörlerine bağlanmasını sağlamak hedeflenmiĢtir. ÇalıĢmalar sonucunda 24 saatte 

RBD‘nin %50‘sinden fazlası salınmıĢ, böylelikle lenfatik sisteme ulaĢma süresinde NP‘lere 

yüklenen RBD‘nin yarısı serbest hale gelmiĢtir. Bu sayede baĢlangıçta hücrelere giriĢ yapan 
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RBD ile hızlı bir bağıĢıklık, 24 saat sonunda nanopartiküllerden salınan RBD ile de uzun 

süreli bağıĢılık sağlanması hedeflenmiĢtir. 

Ġn vitro salım çalıĢmalarından elde edilen verilerle yapılan kinetik hesaplamalar 

sonucunda RBD ve BSA yüklü nanopartiküllerde salım grafiklerinin r
2
 değerinin 1‘e en 

yakın olduğu model olan Korsmeyer-Peppas kinetiğine uyum sağladığı görülmüĢtür. 

Literatürde PEG-PCL polimerleri ile hazırlanan nanopartiküllerin salım kinetiğinin en çok 

Korsmeyer-Peppas‘a uyum sağladığı gözlenmiĢtir (Ramazani vd., 2018; Wadhwa vd., 2021). 

Korsmeyer-Peppas modeline göre yapılan kinetik hesaplama sonucunda n değeri 0,113 

olarak bulunmuĢtur. Bu değer 0,45‘ten küçük olduğu için salım difüzyonla 

gerçekleĢmektedir. 

Ġn vitro salım çalıĢması bulguları doğrultusunda nanopartiküllerden RBD proteininin 

salımının ortalama 96 saatte platoya ulaĢtığı görülmüĢtür. Literatür verileri doğrultusunda 

lenfatik sisteme ulaĢana kadar salınan antijenin vücutta stabil kalıp kalmadığını ve salım 

boyunca antijenin stabilitesini gözlemlemek amacıyla 24 ve 96 saatlik in vitro salım 

çalıĢmalarında nanopartiküllerden salınan RBD numuneleri ile saf RBD numunelerinin 

yapısal bütünlüğü SDS-PAGE analizi ile karĢılaĢtırılmıĢtır. 

―3.3.3. Yapısal Bütünlük Bulguları‖ bölümünde sunulan sonuçlar değerlendiğinde 

ġekil 3.25‘te in vitro salım ortamında 24 ve 96 saat tutulan RBD kontrol olarak kuyucuklara 

yüklenen saf RBD ile aynı noktada bant vermiĢ; ayrıca hem saf RBD hem de salım 

numuneleri kaynak olarak kullanılan RBD‘nin literatür verileri ile uyumlu olarak 25 kDa‘a 

denk gelen bölgede bant vermiĢtir (Kalyoncu vd., 2023). Sonuçta formülasyon sürecinin 

RBD‘nin yapısında bozunmaya sebebiyet vermediği ve aĢı enjeksiyonu sonrası 96 saate 

kadar salınan RBD‘nin vücut koĢullarında bozunmadığı ve stabil kaldığı tespit edilmiĢtir. 

RBD yüklü nanopartiküllerin hücre canlılığına etkisini gözlemlemek amacıyla L929 

fare fibroblast hücrelerinde yürütülen MTT analizine ait bulgular ―3.4.1 Hücre Canlılığına 

Dair Bulgular‖ bölümünde sunulmuĢtur. 

ġekil 3.26‘da belirli konsantrasyonlarda (50 µg/ml, 25 µg/ml, 10 µg/ml, 1 µg/ml, 0,5 

µg/ml) RBD ile yapılan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat hücre canlılığı sonuçları 

gösterilmektedir. RBD proteini tek baĢına uygulandığında incelenen tüm konsantrasyonlarda 
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L929 hücreleri üzerinde herhangi bir toksik etki göstermemiĢtir. Her iki inkübasyon süresi 

içinde de sitotoksisiteye rastlanmamıĢtır. 

ġekil 3.27‘de belirli konsantrasyonlarda (10 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml, 

250 µg/ml, 1000 µg/ml) PEG-PCL polimeri ile yapılan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat 

hücre canlılığı sonuçları gösterilmektedir. Polimer tek baĢına uygulandığında hiçbir 

konsantrasyonun incelenen zaman aralıklarında L929 hücreleri üzerinde toksik bir etkiye 

neden olmadığı görülmüĢtür. Sonuçlar litaratür verilerini doğrular nitelikte olup PEG-PCL 

polimerinin L929 hücrelerinde güvenli olduğu söylenebilir (Alami-Milani vd., 2019; Luo 

vd., 2016). 

ġekil 3.28 ve ġekil 3.29‘da belirli konsantrasyonlarda (100 µg/ml, 200 µg/ml, 2 

mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml) RBD yüklü nanopartiküller; aynı Ģekilde hazırlanan boĢ 

nanopartiküller ile yapılan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat hücre canlılığı sonuçları 

gösterilmektedir. 

RBD-NP formülasyonlarının farklı konsantrasyonlarının L929 hücreleri üzerindeki 

etkinlikleri incelendiğinde 100 µg/ml, 200 µg/ml ve 2 mg/ml konsantrasyonlarına maruz 

kalan hücrelerde canlılık oranları %90 ve üzerinde olduğu görülmektedir. Daha yüksek 

konsantrasyonlara bakıldığında 24 saatin sonunda hücre canlılık seviyesi % 80‘in altına 

inmiĢtir ancak 72 saatlik inkübasyonun ardından bu konsantrasyonlardaki hücre canlılık 

değerlerinin yine %80‘in üstünde olduğu görülmektedir.  Ayrıca ISO 10993-5'e (2009) göre, 

in vitro sitotoksiste testinde güvenli olarak kabul edilebilir minimum hücre yaĢayabilirliği 

sınırı %70 olup hiçbir konsantrasyonda canlılık bu seviyeye düĢmemiĢtir. Sonuç olarak 

PEG-PCL polimeri kullanılarak hazırlanan RBD yüklü nanopartikül formülasyonunun 

güvenilirliği in vitro hücre canlılığı çalıĢmaları ile kanıtlanmıĢtır. 

RBD yüklü nanopartiküllerin in vitro aktivitesi Nitrik oksit (NO) tayini ile 

gözlemlenmiĢtir. Nitrik oksit tayini ile antijenin in vitro ortamda immünostimülan etkinlik 

oluĢturup oluĢturmadığı belirlenebilmektedir. SARS-CoV-2 aĢı çalıĢmalarında in vitro 

analizlerde tercih edilen bir yöntemdir (Uehara vd., 2015; Vijayanand vd., 2023). 

ġekil 3.30‘da sunulan sonuçlar değerlendirildiğinde kontrol grupları ile 

kıyaslandığında BoĢ NP formülasyonu ve PEG-PCL polimeri uygulanan grupta 

makrofajlardan salgılanan nitrik oksit miktarında kayda değer artıĢ olmadığı görülmüĢtür. 
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Tek baĢına RBD proteinine maruz kalan gruplarda nitrik oksit seviyesinin yüksek düzeyde 

olduğu görülmektedir. Bu grupta NO seviyesi 24 saatin sonunda yaklaĢık 2,5 kat ve 72 saatin 

sonunda ise yaklaĢık 3 kat artıĢ göstermiĢtir. RBD yüklü nanopartiküle ait sonuçlar 

incelendiğinde 72 saatin sonunda serbest haldeki RBD proteini içeren grup ile benzer 

sonuçlar gösterdiği görülmüĢtür. 24 saatlik süre içerisinde RBD-NP‘lere ait NO sonuçları 

serbest RBD proteinine göre daha düĢük olmasına rağmen, 72 saatin sonunda benzer 

düzeyde immünostimülan etki oluĢtuğu görülmüĢtür. Bu durum nanopartiküler sistem içine 

enkapsüle halde olan RBD‘nin zamanla salınarak serbest RBD‘ye göre daha uzun süreli 

immünostimülan etki oluĢturabileceğini düĢündürmektedir. Sonuç olarak RBD-NP‘lerin 

non-toksik konsantrasyonlarının J774 makrofaj hücreleri üzerinde kayda değer bir düzeyde 

immünostimülan aktivite gösterdikleri ve uzun süreli bağıĢıklık için fayda sağlayacağı tespit 

edilmiĢtir.    
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Tez çalıĢmaları kapsamında, SARS-CoV-2‘nin sebep olduğu COVID-19 salgınına 

karĢı aĢı geliĢtirme sürecine eczacılık teknolojisi bakıĢ açısıyla yaklaĢılarak, PEG-PCL 

polimerik nanopartikül sistemi içine virüsün hücre giriĢinde en etkili alt birimi olan RBD 

proteini enkapsüle edilmiĢtir. Tez kapsamında yapılan çalıĢma bulgularına ait sonuç ve 

öneriler Ģu Ģekilde özetlenebilir: 

 S/Y/S çift emülsiyon-çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile PEG-PCL polimerik 

nanopartikülleri üretilmiĢ ve antijenlerin APC‘ler tarafından alımını sağlayacak 

ölçüde partikül boyutu ve dağılımı (partikül boyutu < 300 nm, PDI < 0,3) elde 

edilmiĢtir.  

 Model protein olarak kullanılan BSA ile yapılan çalıĢmalar sonucunda 

nanopartiküllerden beklenen salım kinetiğinde antijen salındığı; morfolojik olarak 

incelendiğinde partiküllerin küresel olduğu, monodispers Ģekilde dağıldığı ve 

agregasyon oluĢmadığı; termal olarak incelendiğinde ise BSA‘nın NP 

formülasyonu içine tamamen enkapsüle edildiği doğrulanmıĢtır. 

 Yapılan kısa süreli stabilite çalıĢmaları sonucunda nanopartiküllerin +4 °C ve -20 

°C‘de 30 gün boyunca fiziksel olarak stabil kaldığı gösterilmiĢtir. 

 RBD yüklü NP‘ler ile yapılan miktar tayini analizleri ile RBD‘nin polimerik 

nanopartikül içine yüksek oranda (˃%80) enkapsüle edildiği gösterilmiĢ ve in vitro 

salım çalıĢmaları ile istenen salım kineği ve istenen sürede uzatılmıĢ salım elde 

edilmiĢtir. 

 SDS-PAGE çalıĢmaları ile nanopartikül üretim prosesinin RBD‘nin yapısında 

herhangi bir bozunmaya neden olmadığı gösterilmiĢtir. Ayrıca 24 ve 96 saatlik in 

vitro salım numunelerinin yapısal bütünlüğünü koruması, uygulama sonrası 

lenfatik sisteme ulaĢıncaya kadar RBD‘nin stabilitesini koruyacağını 

düĢündürmektedir. 
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 L929 hücre hattı kullanılarak yapılan MTT analizi ile RBD proteini ve PEG-PCL 

kopolimerinin farklı konsantrasyonlardaki % hücre canlılığı tayin edilerek ideal 

polimer-antijen kosantrasyonunu belirlemek hedeflenmiĢtir. 72 saatlik inkübasyon 

sonunda RBD proteini ve PEG-PCL kopolimeri uygulanan tüm konsantrasyonlar 

%80‘in üzerinde canlılık gözlenmiĢtir. PEG-PCL polimeri kullanılarak hazırlanan 

RBD yüklü nanopartikül ile yapılan MTT analizi sonucunda ise artan 

konsantrasyonlarda hücre canlılığında azalma gözlenmiĢ ancak 72 saatlik 

inkübasyon sonunda en yüksek konsantrasyonda dahi hücre canlılığı %80 in altına 

düĢmemiĢ ve formülasyonunun in vitro koĢullarda üvenilirliği kanıtlanmıĢtır. 

 J774 fare makrofaj hücre hattı kullanılarak RBD yüklü nanopartiküllerin in vitro 

aktivitesini gözlemlemek amacıyla NO tayini yapılmıĢtır. NO seviyesi 

makrofajlardaki immün yanıt ile doğru orantılı olup RBD-NP‘lerde 24. saat ve 72. 

saat NO seviyelerine bakıldığında immün yanıtın giderek arttığı görülmüĢtür. Bu 

durum nanopartiküler sistem içine enkapsüle halde olan RBD‘nin zamanla 

salınarak serbest RBD‘ye göre daha uzun süreli immünostimülan etki 

oluĢturabileceğini doğrulamaktadır. Ayrıca 72 saatlik inkübasyon sonunda RBD-

NP ve serbest RBD NO seviyesinin benzer düzeyde sonuç vermesi, RBD‘nin 

NP‘lere yüksek verimle enkapsüle edildiğini ve NP‘lerden RBD salımının yüksek 

düzeyde olduğunu doğrulamaktadır. 

Tez kapsamında yapılan in vitro karakterizasyon çalıĢmaları ve hücre kültürü 

çalıĢmaları sonucunda elde edilen veriler tez çalıĢmasının hedeflenen baĢarıya ulaĢtığını 

göstermektedir. Bu bulgular, geleneksel aĢılara alternatif olarak, subunit protein nanoaĢı 

sistemlerinin COVID-19 gibi gelecekte de olması muhtemel viral salgınlarda etkili bir 

taĢıyıcı sistem olabileceğini göstermektedir. Ancak söz konusu nanoaĢı sisteminin etkililik 

ve güvenliliğini kanıtlamak için RBD proteini ile hazırlanan formülasyonların uzun süreli 

stabilite çalıĢmalarının yapılarak biyolojik aktivitesinin stabilite süresince kontrol edilmesi; 

ayrıca hücre kültürü çalıĢmaları doğrultusunda uygun hayvan modelinde in vivo etkinliğin 

test edilmesi gerekmektedir. Söz konusu çalıĢmaların ilerleyen sürede yapılması 

hedeflenmektedir.  
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