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OZET

COVID-19’a Kars1 Nanopartikiiler As1 Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi ve Degerlendirilmesi

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2'nin (SARS-CoV-2) neden oldugu 2019 koronaviriis
hastaligi salgimi (COVID-19) hizli, etkili ve giivenli agilara duyulan ihtiyact diinya genelinde
gostermistir. Bu calismada subunit protein nanoasist gelistirilmis ve formiilasyona iliskin
parametrelerin (hazirlama yontemi, kullanilan materyal ve yontem basamaklar1) hazirlanan
nanopartikiiler tagiyict sistem {izerindeki etkisi incelenerek asilarin gelistirilmesi ve uygulanmasinda
karsilagilan sorunlart iyilestirmek amaglanmaktadir.

Bu calisma kapsaminda nanopartikiiler subunit protein agisi ¢alisilmig olup protein olarak SARS-
CoV-2 Spike proteini reseptor baglanma alani (RBD) kullanilmistir. RBD proteini konakg1 hiicreler
tizerindeki ACE2 reseptorii ile dogrudan etkilesime girmesi ve yiiksek nétralize edici epitoplar
icermesi sebebiyle tercih edilmistir.

RBD yiiklii PEG-PCL nanopartikiillerinin hazirlanmasi igin modifiye su/yag/su emiilsiyon-¢oziicii
buharlastirma teknigi kullanilmis; partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon
etkinligi degerleri ile degerlendirilmistir. Nanopartikiillerin morfolojisi, ge¢irimli elektron mikroskobu
(TEM) ile goriintiilenmistir. Ardindan optimize edilmis nanopartikiiller ile in vitro salim ¢aligmalari
yapilmistir. Uretim siirecinin antijen ve in vitro salim numunelerinin yapisal biitiinliigii iizerindeki
etkisini degerlendirmek icin SDS-PAGE c¢alismast yapilmistir. Nanopartikiillerin fiziksel stabilitesi 1
aylik bir slire boyunca fiziksel stabilite ¢alismalart yapilarak belirlenmistir. 1929 hiicre hatt
kullanilarak yapilan MTT analizi % hiicre canlilig1 tayin edilmis, J774 fare makrofaj hiicre hatti
kullanilarak RBD yiiklii nanopartikiillerin in vitro aktivitesini gézlemlemek amaciyla Nitrik Oksit
tayini yapilmigtir.

Bu arastirmada RBD-NP’lerin partikiil boyutu, dagilimi ve zeta potansiyeli hedeflenen aralikta
(partikiil boyutu <300 nm, PDI <0,3, Zeta potansiyel £10-15 mV) bulunmus ve antijen etkin bir
sekilde kapsiillenmistir. TEM goriintiileri, NP’lerin kiire seklinde oldugunu ortaya ¢ikarmistir. NP
formiilasyonlar1t RBD’nin %50’sini 4 saat i¢inde agiga ¢ikarmis, salim 96 saate kadar devam ederek
etkin maddenin yaklasik %681 salindiginda salim platoya ulagmistir. SDS-PAGE sonuglart ile iiretim
stirecinin antijenin yapisinda degisiklige neden olmadigi ve salim siiresince antijenin stabil kaldigt
gbzlenmistir. Stabilite ¢alismalari sonucunda NP’lerin +4°C’de ve trihaloz ilavesi ile -20°C’de fiziksel
olarak stabil kaldig1 bulunmustur. Hiicre canlilig1 ve in vitro biyolojik aktivite ¢alismalar1 sonucunda
ise 72 saatlik inkiibasyonlar sonunda en yiiksek konsantrasyonlarda dahi toksik olmadigr ve
immiinostimiilan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Bu bulgular, geleneksel asilara alternatif olarak, subunit protein nanoasi sistemlerinin COVID-19 gibi
gelecekte de olmas1t muhtemel viral salginlarda etkili tagiyici sistem olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: asi, COVID-19, immiinite, nanopartikiil, SARS-CoV-2.



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 +4°C 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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ONSOZ
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diinya genelinde gostermistir. Bu c¢aligmada subunit protein nanoasist gelistirilmis ve
formiilasyona iliskin parametrelerin (hazirlama yontemi, kullanilan materyal ve yontem
basamaklar1) hazirlanan nanopartikiiler tasiyici sistem iizerindeki etkisi incelenerek asilarin

gelistirilmesi ve uygulanmasinda karsilagilan sorunlari iyilestirmek amaglanmaktadir.
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1. GIRIS

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2'nin (SARS-CoV-2) neden oldugu
koronaviriis hastaligi salgini (COVID-19) 2019 Aralik ayinda Cin’in Wuhan sehrinde
solunum yolu rahatsizliklar1 belirtileriyle ortaya ¢ikmis ve damlacik yoluyla bulasarak kisa
siire icinde diinyaya yayilmustir. 2020 yili Mart aymda ise DSO (Diinya Saglhk Orgiitii)
tarafindan COVID-19 salgin1 ‘pandemi’ olarak tanimlanmigtir. COVID-19 ortaya ¢iktig1 ilk
giinden bu yana neredeyse biitiin diinyay:1 etkisi altina almig ve bir¢ok iilkenin saglik
sisteminin bdylesi kiiresel bir salginda yetersiz kaldigini gostermistir. DSO Eyliil 2023
verilerine gére 700 milyondan fazla vaka, 7 milyona yakin ise 6liime neden olmustur (WHO,
2023b). Son yillarda yasanan en biiyiik kiiresel problem olan COVID-19 salginina karsi
toplumsal bagisikligi saglamak ve SARS-CoV-2'nin yayilmasini kontrol etmek igin etkili,
giivenli ve uzun siire koruyucu bir as1 gelistirmek i¢in diinya ¢apinda yogun cabalar sarf

edilmistir.

Aralik 2019 tarihinden Aralik 2022 tarihine kadar Diinya’da en az bir lilke tarafindan
50 farkli as1 ruhsat almis; bunlarm 11°i DSO tarafindan Acil Kullanim Listesine (EUL)
eklenmistir (TRACKER, 2023). Diinya Saglik Orgiitii Mart 2023 verilerine gére halihazirda
klinik agamada 183, pre-klinik asamada ise 199 asiya ait ¢alismalar yiiritiilmeye devam
etmektedir (WHO, 2023a).

2020 yili Nisan ay1 itibariyle baslayan as1 gelistirme yarisi1 piyasaya ¢ikan bir¢ok ast
olmasina ragmen halen devam etmektedir. RNA asilari, DNA asilari, inaktive viriis asilari,
viral vektor asilari, viriis benzeri partikiiller, subunit protein asilari en sik kullanilan ast
platformlaridir. DSO Mart 2023 verilerine gore caligmalari yiiriitiilen asilarmn %32’sini
subunit protein asilari, %24 tinii RNA asilari, %12’sini inaktive viriis asilari, %14’ tini viral
vektor asilari, %9’ unu DNA asilari, %4’tini ise virlis benzeri partikiiller olusturmaktadir
(WHO, 2023a). Ozellikle subunit protein, DNA ve RNA asilarinda nanoteknolojik
yontemlerle hazirlanan antijen tasiyici yeni sistemler (lipozom, polimerik nanopartikiil, kati

lipit nanopartikiil, polimerik misel vb.) kullanilmaktadir.

Inaktif ve canli zayiflatilmis asilar genellikle uzun siireli bagisiklik sagladiklar icin
gelencksel asi gelistirme stratejilerinde ilk akla gelen yontemlerdir. Bununla birlikte tiretim

asamasinda zorluklari, yiikksek maliyetleri ve stabilite yoniinden dezavantajlara sahiptirler.



Ayrica bu tiir agilarin inakif hale getirilmesi veya zayiflatilmasinin tam olarak yapilamamis
olmas1 ile otoimmiin veya alerjik reaksiyonlara neden olabilecekleri i¢in asil endise
giivenlikleriyle ilgilidir (Bellini ve Horvati, 2020). Subunit asilar bulasici viriislerin yalnizca
belirli immiinojen parcalarin1 iceren sentetik peptitleri veya rekombinant proteinleri
icerdikleri i¢in etkililik ve giivenlilik agisindan daha avantajli goriiliir. Ayrica subunit
asilarin asilama bolgesinde yan etki olusturma olasiligi diger asi tiirlerine kiyasla daha
diistiktiir. Stabil formlara getirilebilmesi ve patojenin belirli pargasimin kullanilmasi
sebebiyle giivenilir bir liretim prosesleri vardir. Subunit asilar tiim bu avantajlar1 nedeniyle

yeni nesil ag1 gelistirme yariginda dikkat ¢eken bir as1 aday1 olmustur (Pandey vd., 2020).

Nanoteknolojideki gelismeler as1 tasariminda biiylik bir potansiyel sunar ve benzeri
goriilmemis bir hizda yeni aday as1 formiilasyonlarinin gelistirilmesine yardimci olmustur.
Nanopartikiil as1 formiilasyonu molekiiler asilarin tek basina uygulanmasina gore
avantajlidir, ¢iinkii etkin madde bozunmadan hedefe ulasabilir ve makrofajlar gibi
istenmeyen etkenlerden korunur. Ayrica son gelismeler boyut, sekil, ¢ozinirlik,
hidrofiliklik, hidrofobiklik ve ylizey modifikasyonu gibi istenen fizyokimyasal 6zelliklere
sahip nanopartikiillerin hazirlanmasin1 saglayarak, onlar1 as1 dagitimi i¢in oldukca
ayarlanabilir hale getirmigtir. Nanopartikiil bazli formiilasyonlar 6zellikle hedefleme
bolgeleri yiizeylerine dahil edildiginde fagositik APC (antijen sunan hiicreler)'ler tarafindan
alimini artirabilir. Adjuvanin birlikte verilmesi ise APC hedefleyen nanopartikiilleri yiiksek
antikor tiretimi de dahil olmak tizere T ve B hiicrelerini verimli ve diizgiin bir sekilde kontrol

etmek i¢in ideal agilar yapar (Chung vd., 2021).

Nanoagilar, antijenlerin bozulmadan korunmasi, antijenlerin nanopartikiil matrisinden
verilmesinin kontrol edilmesi, antijen aliminin diizenlenmesi ve APC'ler tarafindan islenmesi
gibi nanopartikiil ile ilgili farkli mekanizmalar aracilifiyla as1 etkinligini ve immiinizasyon
stratejilerini iyilestirmek igin tasarlanmistir. Etkili as1 cevaplari igin hem dogal hem de
adaptif bagisiklik sistemi eszamanli olarak etkinlestirilmelidir; bu kat1 lipid nanopartikiiller,
lipozomlar, polimerik nanopartikiiller, protein nanopartikiiller ve viriis benzeri partikiiller
(VLP) gibi yenilikgi nanoasi formiilasyonlariin yardimiyla basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. Nanoast formiilasyonlar1 dogal yapiyr siirdiirerek ve proteolitik
bozunmadan koruyarak antijen stabilitesini artirabilir. Ayrica arttirilmis lipofilisiteleri

nedeniyle hedef antijenin siirekli salim1 avantajint sunarlar (Machhi vd., 2021).



Adjuvanlar, hedef APC'lere antijen verilmesine yardimci olarak ve hedef dis1 yan
etkileri azaltarak nanoasimin aracilik ettigi istenen bagisiklik yanitlarinda hayati bir rol
oynarlar. Hedeflenen antijen iletimi, kiiresel talebi karsilamak i¢in SARS-CoV-2 asilarinin
gelistirilmesinde 6nemli olan etkili immiin yanit1 ortaya ¢ikarmak i¢in gereken as1 dozunu
azaltir. Antijenler ve adjuvanlarin birlikte verilmesi igin; i. Antijen ve adjuvanin dogrudan
konjligasyonu, ii. Nanopartikiil iginde veya Tlzerine tasarlanmig enkapsiilasyon, iii.

Uygulama aracinin adjuvan olarak kullanilmasi yaklasimlar1 kullanilir (Machhi vd., 2021).

Biyopolimerlerden hazirlanan partikiiler sistemler, asi uygulamasi igin tasiyici ve
adjuvan olarak kullanilmak iizere umut verici 6zelliklere ve giivenlige sahiptir. Bu sistemler
iic farkli mekanizma sunabilir: Antijenlerin bagisiklik sisteminin ilgili antijen sunan
hiicrelerine, yani makrofajlara hedeflenmesi, bagisiklik sistemindeki hiicrelerin (6rnegin
sitokinler) dogrudan aktivasyonu ve enkapsiile protein igin kontrollii salim 6zellikleri

saglama ve viicutta immiin yanitin artmasini saglar (Sarei vd., 2013).

Bu bilgiler degerlendirilerek, tez kapsaminda SARS-CoV-2 Spike proteini reseptor
baglanma alan1 (RBD) subunit/protein asis1 lizerinde antijen tasiyici sistem olarak poli(etilen
glikol) (PEG)-poli(e- kaprolakton)(PCL) polimerik nanopartikiil sistemi kullanilmis ve
formiilasyona iligkin parametrelerin (hazirlama yontemi, kullanilan materyal ve yontem
basamaklari) hazirlanan nanopartikiiler tasiyici sistem iizerindeki etkisi incelenerek asilarin
gelistirilmesi ve uygulanmasinda karsilagilan sorunlara eczacilik teknolojisi bakis agisiyla

katki saglamak amaglanmustir.

1.1. COVID-19

1.1.1. Koronaviriis Filogenetik ve Taksonomisi

Zarfly, pozitif tek sarmalli, yiizeyinde diken benzeri glikoproteinler iceren RNA viriisii
olan SARS-CoV-2, koronaviriisler olarak bilinen bir viriis grubuna aittir. Simdiye kadar
insanlara bulagabilen alt1 koronaviriis tiirii tanimlanmistir(Zhu vd., 2020). Uluslararas1 Viris
Taksonomisi  Komitesince  alfakoronaviriis  (a-CoV), Dbetakoronaviriis  (p-CoV),
gamakoronaviriis (y-CoV) ve deltakoronaviriis (6-CoV) olmak iizere dort ana grupta

siiflandirilirlar (Muralidar vd., 2020) (Sekil 1.1). Betakoronaviriis ailesinden zoonotik



orijinli tlirler olan SARS-CoV ve MERS-CoV insanlar i¢in 6ldiiriicii olmustur. SARS-CoV
tiirline ait yeni bir tiir olan SARS-CoV-2, 2019 koronaviriis hastaligi (COVID-19) salginina
neden olmustur (Mallick ve Duttaroy, 2022).

insan Koronavirusu-229E
) ] . Alpha-Koronavirus [ (HCoV-229E)
— | Arteriviridae | [ —re— ] (a-CoV) L, insan Koronavirusu-NL63
(HCoV-NL63)
+—+ | Coronaviridae Beta-Koronavirus e insan Koronavirusu-0C43
_ L, -
Nidovirales '_ __________________________ (B-CoV) (HCoV-0C43)
S ) ) [ Coronavirinae -
|— | Mesoniviridae | ,| Insan Koronavirusu-HKU1
' ’ (HCoV-HKU1)
|, Gamma-Koronavirus
— {y-CoV) - Agir Akut Solunum
—*|_Roniviridae Sendromu-CoV (SARS-CoV)
|, Agir Akut Solunum
| Delta-Koronavirus Sendromu-CoV-2 (SARS-CoV-2)
(6-CoV)
Orta Dogu Solunum
| Sendromu-CoV (MERS-CoV-2)

Sekil 1.1. Uluslararas1 Virlis Taksonomisi Komitesi Coronaviridae taksonomisi semasi (Muralidar
vd., 2020)

1.1.2. SARS-CoV-2’nin Yapisi

SARS-CoV-2 wviriisii 120-160 nm ¢apta, yuvarlak veya cok sekilli yapidadir.
Koronaviriis ailesinde ortak olarak Spike (S) proteinini tasiyan tag¢ yapragi seklinde bir
cikintrya sahiptir (Shi vd., 2020). Enfeksiyon sirasinda hiicrelere baglanma ve hiicre zarindan
girisi saglayan Spike (S) proteini viriisiin en karakterisitik pargasidir. S proteinine ek olarak
koronavirisler Zarf (E), Membran (M) ve Niikleokapsid (N) proteinlerini de igerir. Zarf
proteini, viriilansin tesvik edilmesinde yer alir ve 74-109 amino asit (aa) i¢erir. Membran
proteini, O- veya N-glikan tarafindan modifiye edilmis N-terminal bolgeye ve hidrofilik C-
terminal kuyruguna sahip, 218 ila 263 amino asit (aa) igeren protein kismidir. Niikleokapsid
proteini, RNA'nin niikleokapside uygun sekilde katlanmasini kolaylastiran, RNA'ya bagh
fosforile edilmis 349 ila 470 aa igeren bir proteindir (King vd., 2011).



1.1.3. SARS-CoV-2’nin Yapisal Proteinleri

¥ Diken Proteini (S)

S1/S2 82’
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Niikleokapsid Proteini (N)

Sekil 1.2. SARS-CoV-2 nin yapisal proteinleri (Chung vd., 2021)

1.1.3.1. Diken Proteini (S)

SARS-CoV-2 diken glikoproteini, transmembran segmentiyle viral zara sabitlenmis
trimer olusturan tip I zar proteinidir. Alt solunum yolu hiicrelerinde eksprese edilen reseptdr
anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2'ye (ACE2) baglanir ve membran fiizyonunu desteklemek

icin yapisal degisikliklere ugrar (Zhang vd., 2021).

[k salginda ortaya ¢ikan Wuhan-Hu-1 susunun tam uzunluktaki S proteini bir N-
terminal sinyal peptidi, bir reseptér baglama bolgesi (S1) ve bir fiizyon bdlgesi (S2) dahil
olmak iizere molekiiler agirligi yaklagik 140 kDa olan 1273 amino asit kalintisina sahiptir.
S1 bolgesi ayrica N-terminal alan1 (NTD), reseptor baglama alani1 (RBD) ve C-terminal alani
(CTD1 ve CTD2) boliimlerini igerirken; S2 transmembran segmenti (TM), sitoplazmik
kuyruk (CT), merkezi sarmal (CH), konektor alani1 (CD), fiizyon peptidi (FP), flizyon peptidi
yakin bolge (FPPR), heptad tekrar1 1 (HR1) ve heptad tekrar1 2 (HR2) boliimlerini igerir
(Zhang vd., 2021). S1 alt birimi konake1 hiicreyi enfekte etmek i¢in anjiyotensin doniistiiriicii
enzim 2'yi (ACE2) reseptor olarak kullanir. S2 alt birimi ise membran flizyon siirecine
aracilik eder (Xia vd., 2020)

Diken (S) proteini SARS-CoV-2’ye karsi as1 gelistirme siirecinde en umut verici

antijen formiilasyonu olmustur. Yiizey maruziyetinden dolay1 konak¢i bagisiklik sistemi



sonra patojeniteye neden olan reseptér ACE2'ye baglanir, ardindan insan akcigerinde tip II
pnomositlere girerek viral enfeksiyonun baglamasina neden olur. S proteininin membran
flizyonunun yan sira reseptdr baglama bolgelerinin bulunmasi, S proteinine dayali asilarin
viriisiin baglanmasini ve daha sonra zar flizyonunu 6nlemesi ve bdylece viriis enfeksiyonuna
kars1 koyan antikorlar1 aktive etmesi muhtemeldir. Ayrica homolog proteinler SARS-CoV ve
MERS-CoV'a karsi ag1 gelistirmek i¢in zaten kullanilmis ve etkili olduklar kanitlanmistir
(Pandey vd., 2020; Shi vd., 2020; Zhang vd., 2020). SARS-CoV’da S proteininin serum
noétralize edici antikorlar iirettigi ve Afrika yesil maymunlarini ve farelerini korudugu
bildirilmistir (Bisht vd., 2004; Yang vd., 2004). Ote yandan SARS-CoV S proteininin immiin
acidan baskin bolgelerinde zararli olabilecek immiin yanitlari ortaya ¢ikarabilecek notralize
edici olmayan birkag¢ epitop da mevcut olup, bu tiir epitoplarin tanimlanmasi ve ortadan

kaldirilmasi zorunludur (Weingartl vd., 2004).

1.1.3.1.1. Reseptor Baglama Alam1 (RBD)

Reseptor baglama alani (RBD), S1'in 424-494 amino asit igeren bir alt alanidir ve
peptidaz alam1 (PD) olarak bilinen ACE-2 iizerindeki hiicre disi baglanma bélgesi ile
dogrudan etkilesime girer (Shi wvd., 2020). S proteininin RBD'si, virtisin ACE2
reseptorlerine baglanmasini bloke ederek, cogalmasini ve yayilmasini siirlayarak konakei
hiicrelere viral girisi 6nlemede SARS-CoV-2'nin antikor aracili inaktivasyonunu nétralize

etmek i¢in birincil hedeftir (Chung vd., 2021).

SARS-CoV-2 ve SARS-CoV reseptor baglama alanlar1 yapisal agidan bazi farkliliklar
gostermesine ragmen, SARS-CoV-2 reseptor baglama alanin ACE-2 baglama yolagi SARS-
CoV reseptor baglama alani ile neredeyse aymidir (Lan vd., 2020). Ancak SARS-CoV-2 S
proteinin RBD’si SARS-CoV S proteini RBD’sinden daha yiiksek bir ACE2 baglanma
afinitesine sahiptir(Shang vd., 2020).

SARS-CoV-2’ ye karsi yapilan asilama ¢aligmalari sonucu en 6nemli notralize edici
antikorlarin RBD'ye karsi olustugu gozlemlenmistir. Bu durum RBD’nin ag1 tasarimi igin
uygun bir aday olabilecegi ve viriisiin konakg1 hiicreye girisini dogrudan engelleyebilecegini
diisindiirmektedir (Ghaemi vd., 2022). Bu gozlem RBD fragmaninin S proteininin diger
kisimlarina gore daha az glikozile olmas1 ve antijenler igin daha erisilebilir olmasi ile

aciklanmaktadir (Gong vd., 2021).



SARS-CoV enfeksiyonunu 6nlemek i¢in farkli genotipler ile rekombinant proteinler
iceren RBD veya RBD'yi kodlayan vektorler kullanilabilmistir. Bu nedenle SARS-CoV-2'nin
RBD alt birimini hedefleyen antikorlarin {iretilmesi, klinik ¢alismalar 6ncesi uygun hayvan
modellerinde test edilerek, T hiicresi (CD4+ ve CD8+) yanitlar1 elde etmek onemli bir

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

Farkl1 platformlarda as1 teknolojilerinde gelistirilebilen bir immiinojen olarak RBD'nin
yiiksek verimli tiretim ve maaliyeti diistik, bliyiik 6l¢ekli iiretimi, ayrica RBD ile as1 iiretim
teknolojilerinde sicakliga dayanikli formiilasyonlar gelistirilebilme imkani as1 tasariminda

biiylik avantajlar saglar (Kleanthous vd., 2021).

RBD bazli asilar tiim avantajlarina ragmen kiigiik molekiiler boyutlu olmas1 nedeniyle
zaylf immiinojenisiteye neden olabilir. Bu sebeple antikor yanitlarini ve dayanikliligini
artirmak i¢in immiin giiglendirici adjuvanlarn kullanilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir(Wang

vd., 2022).

1.1.3.2. Zarf Proteini (E)

Zarf (E) proteini, 75 amino asit dizisi uzunlugunda, SARS-CoV-2’nin en kii¢iik
yapisal proteinidir. Etki mekanizmasi ve yapisi tamamen aydinlatilamamis olmasina ragmen
goriiniirde viral birlesme, salim ve patogenezde rol oynar (Schoeman ve Fielding, 2019).
Yapilan ¢aligmalarda E proteini igermeyen korona viriislerde viral titrelerin azaldigi, viral
olgunlagsmanin bozuldugu ve viral yayilmanin yetersiz oldugu gézlenmistir (Mukherjee vd.,
2020). E proteini, oligomer yapida olmasi ve viroporin olarak adlandirilan iyon kanali

proteinini olusturabilmesi bakimindan dikkat ¢eker (Torres vd., 2005).

1.1.3.3. Membran Proteini (M)

Membran proteini, viriis olusumunda yer alan ve virilis ylizeyinde en ¢ok bulunan,
yaklagik 25 kDa molekiiler agirliga sahip bir trans-membran glikoproteindir (Neuman vd.,
2011). Membran proteini yaklasik 220-260 amino asit uzunlugundadir ve i¢ kisminda COOH
terminal bolgesi, disinda ise NH2 terminal bdlgesinden olusur (Kumar vd., 2023). Viriisiin

seklini koruma, diger proteinlerle etkilesime girme ve niikleokapsid proteinini stabilize etme



islevine sahiptir (Pandey ve Yadav, 2022). M proteini, asilama sonrasi etkin nétralize edici
antikorlar1 ortaya ¢ikarabilmesi, trans-membran alaninin giiclii hiicresel bagisiklik tepkisini
indiikleyebilmesi ve evrim sirasinda farkli tiirler arasinda yliksek oranda korunmasi
avantajlarindan dolayr SARS-CoV-2 asis1i gelistirmek igin aday bir antijen olarak
kullanilabilir (Pandey vd., 2020).

1.1.3.4. Niikleokapsid Proteini (N)

Niikleokapsid (N) proteini, 419 aminoasit (aa) uzunlugunda, yaklasik 50 kDa
molekiiler agirhiginda, korona viriisiiniin yapisinda en ¢ok bulunan proteindir (McBride vd.,
2014). Viral RNA'ya Dbaglanarak niikleokapsid olusumunu destekleyen, viriis
tomurcuklanmasina, RNA replikasyonuna ve mRNA replikasyonuna yardimci olan, diger
yapisal proteinlerle etkilesime giren 6nemli bir yapisal proteindir (Astuti, 2020). Ayirt edici
yapisal farkliliklar1 olmakla birlikte, SARS-CoV-2 N proteininin SARS-CoV'a yaklasik %90
oraninda benzerligi calismalarla ortaya koyulmustur (Zeng vd., 2020). SARS-CoV'da
hastaligi gecirenlerin cogu (ELISA ile %89) niikleokapsid proteinine karsi antikor {iretmistir.
Bu durum N proteininin tani1 ve koruyucu tedavide virlisiin 6nemli bir antijeni olarak one

¢ikmasini saglamaktadir (Leung vd., 2004).

1.2. Sars-Cov-2 Hiicrelere Giris Mekanizmasi

Viriis partikiillerinin hiicrelere girerek konak¢i iizerinde replikasyonu ve sitokin
salimm gibi bagigiklik tepkilerinin uyarilmasi igin ¢ogunlukla gesitli reseptorlere
baglanmasi gerekir. Anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2) reseptoric SARS-CoV-2'nin

hiicre girisi i¢in anahtar gorevi goriir (Beyerstedt vd., 2021).

SARS-CoV-2, hiicre ylizeyindeki transmembran proteinlerinin varligina baglh olarak
iki farkli yolla hiicrelere giris yapabilir. Hiicre yilizeyinde furin ve TMPRSS2 yeterli oranda
bulunuyorsa SARS-CoV-2, S1 alt biriminin pargast olan RBD araciligiyla ACE2 reseptoriine
baglanir, ardindan S proteininin furin proteaz ile etkilesimiyle S1/S2 alt birimlerine ayrilir ve
S proteininde konformasyonel degisiklikler olusur. S1 hiicre yiizeyinden koparak S2 alt
biriminin hiicreye baglanmasini saglar. TMPRSS2 proteazi ile etkilesim sonrasi S2 alt birimi

S2' boliinme bolgesini agiga ¢ikarir. Ancak hedef hiicre yiizeyinde TMPRSS?2 yetersiz ise



veya virlis-ACE2 kompleksi TMPRSS2 ile karsilasmazsa viriis-ACE2 kompleksi Klatrin
aracili endositoz yoluyla endolizozomlara girer ve Katepsinler araciligiyla asidik olan
ortamda S2' boliinmesi gerceklesir. S2' boliinmesi fiizyon peptidini (FP) agiga ¢ikarir ve bu
sayede konake1 hiicre membranina fiizyon gergeklesir. Membran flizyonu sonrasi fiizyon
poru biiyliyerek RNA’nin replikasyon i¢in konak hiicre sitoplazmasma salimmasim saglar
(Bestle vd., 2020; Jackson vd., 2022; Yuan vd., 2020). Sars-CoV-2’nin hiicrelere giris
mekanizmasi Sekil 1.3’de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 1.3. SARS-CoV-2 Hiicrelere Giris Mekanizmas: (Havasi vd., 2022)

1.3. COVID-19 Patogenezi ve Immiin Yamt

SARS-CoV-2’nin hiicrelere girisi ile birlikte konake1 hiicrede ilk savunma hatti olarak
dogal immiin yanit gelisir. Dogal immiin sistem virlise ait RNA {riinlerini taniyan patojen
iligkili molekiiler paternleri (PAMP) ve patern tanima reseptorleri (pattern recognition

receptor-PRR) araciligiyla savunma gelistirir (Medzhitov ve Janeway Jr, 1997; Pasare ve
Medzhitov, 2005).

Konak hiicredeki PRR’ler arasinda dogal immiin yanitin olusmasinda en énemlisi viral
replikasyon sirasinda olusan RNA’y1 taniyan toll benzeri reseptorlerdir (toll like receptors-

TLRs). TLR’ler antijenin niikleik asitlerini taniyan, hiicre i¢i vezikiillerden salinan



reseptorler (TLR3, TLR7, TLRS ve TLRY) ve protein, lipit, lipoprotein gibi viral membran
bilesenlerini tantyan, hiicrenin yiizeyinden salinan reseptorler (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS,
TLR6 ve TLR11) olarak iki gruba ayrilir (Kawai ve Akira, 2010).

Dogal immiin yanitin olusumunda bir diger 6énemli faktdr antijen sunan hiicrelerdir
(antigen presenting cells-APCs). Bu grupta dendritik hiicreler, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve
makrofajlar bulunur (Sekil 1.4). APC’ler TLR’ler aracili lenfositlerine sunarak adaptif
immiin yanitin uyarilmasini saglar. Daha sonra interferon diizenleyici faktorler (interferon
regulatory factors-IRFs) gibi hiicre igi sinyal yolaklari aktifleserek enfekte hiicrelerden
sitokinlerin ve tip | interferonlarin (tip I IFN) salgilanmasini saglar (Abbas vd., 2019;
Mohammed vd., 2022). IFN’ler RNA bagimli protein kinaz enzimini uyararak enfekte konak
hiicrelerde viral replikasyonu sinirlayan ve enfekte olmamis hiicreleri enfeksiyona karsi
koruyan apoptoz indiiksiyonunu indiikler. APC’ler MHC-I araciligiyla viriise ait antijenik
yapilar1 CD80 T lenfositlerine sunar ve 1L-12, IFN-o/B gibi sitokinlerin uyarilmasi ile
sitotoksik T lenfositleri aktive edilir (Abbas vd., 2014; Mohammed vd., 2022).

Adaptif immiin yanitta dogal immiin yanittan farkli olarak savunma mekanizmasi
patojene maruz kalma ile birlikte uyarilir. Adaptif immiin sistemde T hiicreleri sitotoksik T
lenfositlerine (CD8+) veya yardimct T hiicrelerine (CD4+) doniiserek viriis antijeni ile
etkilesime girer; ayrica B hiicreleri antikor tiretir. Primer sitotoksik T lenfositleri (primary
cytotoxic T lymphocytes-pTLs) enfekte hiicrelerdeki MHC-1'e baglanarak aktive olur.
Ardindan efektéor CTL'ye farklilasarak Perforin ve Granzim {iretir ve enfekte hiicreleri
parcalar. Bununla birlikte, T yardimer hiicreler (Thl) IL-2, I1L-12, TGF-f ve IFN-y
salgilayarak pCTL'nin efektér CTL'ye farklilasmasini saglar ve Th2 hiicreleri de IL-4, 5, 6,
10 ve TGF-P salgilayarak B hiicrelerinin antikor tiretmesine yardimei olur (Mohammed vd.,
2022) .

10



a

Monosit/Makrofaj

Notrofil

Dogal éldiiriicii ©
~ interferon (NK) hiicre j, 5
s ey .
°
. ’\ " _/ Dentritik hiicre
G °
e © o
IFN reseptoru’ EMHC | =

g e

Enfekte Enfekte olmayan hiicreler
Hiicre ivi in i

antiviral protein iiretmeye baslar

Sekil 1.4. SARS-CoV-2"ye kars1 dogal immiin yanit (Mohammed vd., 2022)

&

ey ¢8
3 {@ Enfekte hiicrelerin
i ® | par¢alanmas: -
@ Antikor

Perforin ve
granzim B °
-~

: 2
B _ » <
Efektir CTL Mz] (‘> < ¥
5 TGF-a aof i

S 3
a.l

’
°
.

______ = [IFNy e @
4" Th1 hiicresi ( o ‘ ’
A A i
. Bellek B hiicresi Plazma hiicreleri
pCTL Tho hiicresi
Q IL-4
/ ) IL-5
ST [ — .
CD28 L.
.\‘7}3?:*. Ic:g CD4+ TCR “ ! cp2s \ TGF-B
A MHC Il + Ag
IR y CD4+ TCR
- —]
CD80/ 86
CcD28 ?

Enfekte hiicre Th2 hiicresi B hiicresi %

Sekil 1.5. SARS-CoV-2"ye kars1 adaptif immiin yanit (Mohammed vd., 2022)

1.4. SARS-CoV-2’ye Karsi Gelistirilmekte Olan Asilar

Asilar; patojenlerin belirli bolgelerinden alinmis antijenik materyalleri igeren,
uygulandiklarinda enfeksiyon ve/veya hastaliklara karsi bagisiklik gelistiren biyolojik
preparatlardir (Bozkir ve Aygicek, 2021).
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SARS-CoV-2’ye karsi gelistirilmekte olan agilar; tiim virilis asilari, subunit asilar ve
niikleik asit agilar1 olmak {izere ii¢ ana grupta tasarlanir. Bu tasarimlarin farkliliklan biitiin
bir viriisli, patojenin sadece bagisiklik sistemini tetikleyen kisimlarini veya viriisiin tamamint
degil, belirli proteinleri yapmak icin bilgiyi saglayan genetik materyalin kullanilmasinda

yatmaktadir (WHO, 2021).

1.4.1. Tiim Viriis Asilan

Tim viriis agilari; inaktif asilar, canli-zayiflatilmis asilar ve viral vektor asilari olarak

tice ayrilir.

1.4.1.1. inaktif (Olii) Viriis Asilar

Inaktif (Olii) Viriis Asilari; kimyasal yolla veya 1s1 ile tamamen inaktive edilerek
iiretilen, ancak immiinojen olarak hareket etme yetenegini koruyan mikroorganizmalari
iceren asilardir (Pandey vd., 2020). Inaktif viriis asilarma grip, cocuk felci, kuduz ve hepatit
A 6rnek verilebilir (Yadav vd., 2020). Inaktif asilarda hedef viriisiin epitoplarmin yapisini
korumak ve viriise karsi1 gelisen bagisiklik tepkisini farkli sekilde agiga ¢ikarmaktir (Pandey
vd., 2020). inaktif asilarin en hassas noktas: ise yetersiz inaktivasyon yapilmas: patojenin
enfeksiyon yapma 6zelligine devam etmesine neden olarak organizmaya uygulandiginda
hastaliga neden olabilir; bunun yaninda inaktivasyon olmasi gerekenden fazla yapilirsa
kullanilan antijenin immiinojenik 6zelligini kaybetmesine ve asinin etkisiz olmasina neden
olabilir (Beyazova ve Aktas, 2007). Ayrica patojenin sahip oldugu yapisal olmayan
antijenlerin varligina bagh olarak alerjik reaksiyon riski artabilir (Yadav vd., 2020). Bu
sebeple inaktif asilarin giivenligini degerlendirmek uzun siireli gozlem gerektirir. Ayrica
zayif bagisik yanit olusturabilecekleri i¢in adjuvant kullanimi ve tekrar doz as1 uygulamasi
gerektirebilir. Avantajlar ise; liretim yontemi ge¢mise dayandigi i¢in canli asidan daha
giiven verir, buzdolabinda saklanmalar1 gerekmez ve stabil asilardir (Beyazova ve Aktas,
2007).
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1.4.1.2. Canh-Zayiflatilmis Asilar

Hastalik etmeni olan canli mikroorganizmalarin laboratuvar kosullarinda
zayiflatilmas: ile elde edilen, antijeniteleri devam eden ancak patojeniteleri kaybolmus
agilardir. Canli zayiflatilmig asilara kizamik, kabakulak, kizamikg¢ik asist (MMR) ve su
cicegi asilart Ornek olarak verilebilir (Plitnick, 2013). Canli zayiflatilmig viriis asilart
neredeyse veya tamamen patojeniteden yoksun olan ancak koruyucu bagisiklik tepkisini
indiikleme yetenegine sahip zayiflatilmis suslardan hazirlanir. Canli zayiflatilmis asilar dogal
bir enfeksiyona en yakin sey oldugundan bu asilar bagisiklik sisteminin iyi 6gretmenleridir.
Zayiflatilmig asilar giiclii immiin koruyucu hiicresel ve antikor tepkileri ortaya cikarir ve
genellikle yalnizca bir veya iki dozla dmiir boyu bagisiklik saglarlar. Zayiflatilmis asilarin en
biiyliik dezavantaji, ikincil mutasyonlarin viriilansa doniise yol acabilmesi ve dolayisiyla
hastaliga neden olabilmesidir. Bagisikligi baskilanmis, hasar gérmiis veya zayiflamig
bagisiklik sistemi olan kisilere (kemoterapi, HIV enfeksiyonu ve hatta hamilelik nedeniyle)
canli as1 yapilamaz. Diger bir simirlama ise canli ateniie asilarin etkin sekilde kalabilmeleri

icin genellikle soguk zincire ihtiya¢ duymalaridir (Yadav vd., 2020).

1.4.1.3. Viral Vektor Asilari

Viral vektor asilari, viriislerin replikasyon 6zelliklerinin yok edilerek antijen kodlayan
genlerin bu viriislere eklenmesi ile gelistirilen asilardir (Vemula ve Mittal, 2010). Viral
vektor asilari, hiicreleri enfekte edip viicutta oldukca uzun siire kalabildikleri ve antijen
sunan hiicrelere dogrudan tepki gosterebildikleri i¢in bagisiklik tepkisini tetiklemede oldukca
etkilidir. Ayrica bu tiir asilardaki viral proteinler adjuvan gibi davranabilir, bdylece
bagisiklik tepkisini artirarak daha fazla antikor ve uzun siireli bagisiklik olusmasini, ayrica
gerekli antijen dozunun azalmasini saglarlar. Cesitli viral vektorlerin i¢lerinde SARS-CoV
proteinlerini eksprese edecek sekilde genetik miihendisliginin yapildigi SARS-koronaviriis
(SARS-CoV) agisinin gelistirilmesi yoniinde birkag¢ girisimde bulunulmustur. Adenoviriis ve
Ankara modifiye as1 viriisii (MVA), SARS-CoV ve MERS-CoV asilarinin gelistirilmesinde
kullanilan en yaygin iki viral vektordiir (Pandey vd., 2020). Viral vektor asilarinin en dnemli
dezavantaji ise, yiiksek doz oldiiriicii olabilecegi icin doz ayar1 viral vektorler ile hazirlanan
agilarda en kritik noktadir. Viral vektorlerin replikasyon Ozelliklerini yeniden kazanma

ihtimali ise bir diger risk faktoriidiir. Ayrica viral vektor asilarinda etkinligi diisebilecek
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onemli durumlardan biri de tasiyict olarak kullanilan viriislere karsi viicut tarafindan

onceden gelistirilmis bagigiklik olmasidir (Singh vd., 2019).

1.4.2. Protein ve Peptit Subunit (Alt birim) Asilari

Biyoteknolojideki gelismeler sayesinde viral antijenlerin ana antijenik bolgelerini
kapsayan peptid bolgelerinin tanimlanmasi saglanmistir. Bu sayede bagisiklama igin tim
viriisii kullanmak yerine, as1 olarak antijenlerin bagisiklik sistemini en iyi uyarabilen bir alt
birim bileseni kullanilmasi hedeflenmistir. Bu tip asilar igin antijenin spesifik olan T
hiicrelerinin veya antikorlarin tanidig1 ve baglandigi kisimlar1 kullanildigindan, yan etki riski
onemli Olcilide azalir. Alt birim agilarin iiretim siireci diger asilara gore daha hizli olup, ¢ok
daha diisiik maaliyetle yiiksek etkinlik elde etmeyi saglarlar. Ayrica bu asilarin ticari olarak
en Oonemli avantajlardan biri 2-8° C’de saklanabilir olmasidir (Kog¢ vd.). Alt birim asilar,
konake¢rya enjekte edildiginde koruyucu etkinlik sergileyen viral proteinlerin bir kismini
icerir. Bununla birlikte koruyucu etkinlik, patojenin yalnizca zayif immiinojen olma
egiliminde olan bazi proteinleri kullanildigindan sinirh olabilir. Ayrica alt birim agilarda
uygulanan artan saflastirma islemleri immiinojenisitede azalmaya yol agabilir. Bu tiir
durumlarda alt birim ag1 immiinojenisitesini arttirmak i¢in adjuvanlar kullanilabilir
(Shanmugaraj vd., 2022). En iyi bilinen alt birim asilar1 Hepatit B, Influenza A ve B
agilaridir (Yadav vd., 2020).

Alt birim agilarin ¢ogu reseptdr baglanmasindan ve membran flizyonundan sorumlu
oldugu i¢in SARS-CoV-2 as1 galigmalarinda, S proteinine veya S proteininde bulunan RBD
bolgesine odaklanmilmustir (Shanmugaraj vd., 2022). S proteinine dayali asilar, viral
baglanmay1 ve ardindan membran filizyonunu Onleyen antikorlari aktive ederek wviral
enfeksiyonu inhibe eder. SARS-CoV-2, ACE2'yi viral S proteinine baglanan konak reseptori
olarak tanir. Bu nedenle RBD SARS-CoV-2’ye karsi as1 gelistirilmesinde en olast kaynak
olarak tanimlamak ¢ok onemlidir (Tai vd., 2020). RBD bazli asinin bir avantaji, konak
immiino-giliglendirmesini en aza indirme yetenegidir. Ayrica RBD alani, SARS-CoV ve
MERS-CoV agilariin gelistirilmesinde de kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalara gore SARS-
CoV ve SARS-CoV-2’nin RBD alanlarinin %80'den fazla amino asit benzerligi gosterdigi ve
ayn1 ACE2 reseptoriine baglandigina dair ilk bulgular elde edilmistir (Chen vd., 2020).
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1.4.2.1. VLP (Viriis Benzeri Parcacik) Asilar

Virilis benzeri parcaciklar (VLP'ler), dogal virilislerin yapisini taklit eden ancak viral
genomdan yoksun oldugu i¢in replike olamayan ¢oklu protein yapilaridir (Roldao vd., 2010).
VLP'ler, viral genomdan yoksun olduklar1 ve bu nedenle bulasici olmadiklari i¢in daha
yiiksek giivenlik saglarlar. VLP'ler, dogal enfeksiyoz viriisiin yapisini taklit eden,
kendiliginden olusan makromolekiiler yapilardir; bu nedenle, diger alt birim agsilarla
karsilagtirlldiginda daha giiglii bagisiklik tepkileri olusturmalar1 beklenir (Shanmugaraj vd.,
2022). VLP'lerin B hiicresi aracili immiin yanitlar1 uyarma yetenekleri ¢ok yiiksektir, ayrica
sitotoksik T lenfosit yanitlarint uyarmada oldukga etkili oldugu gosterilmistir. VLP asilarinin
bu ozelliginin etkinligine biiyiik bir katkis1 oldugu diistiniilmektedir (Noad ve Roy, 2003).
VLP'ler giivenlikleri, basit yapilar1 ve hem hiimoral hem de hiicresel bagisiklik tepkilerini
indiiklemek i¢in uygun immiinolojik 6zellikleri nedeniyle viriislere kars1 geleneksel agilara

yiiksek oncelikli bir alternatif olarak gelistirilmektedir (Dai vd., 2018).

1.4.3. Niikleik Asit Asilari

Niikleik asit bazli yaklagimlarda plazmid DNA veya RNA'y1 yani mRNA'y1 kodlayan
antijen kullanilir. Niikleik asit tarafindan kodlanan bu antijenler hiicre tarafindan alinip
eksprese edildikten sonra antikor ve hiicre aracili yaniti da indiikler (Pandey vd., 2020).
Niikleik asit bazli agilar diger asilara gore farkli bir strateji izlemektedir. Viicuda dogrudan
protein antijeni vermek yerine, antijenin genetik kodunu viicuttaki hiicrelere iletirler ve
hiicrelere daha sonra bir bagisiklik tepkisini uyaracak antijeni iiretmeleri talimatini verirler

(Tiboni vd., 2021).

1.4.3.1. DNA Asilan

DNA agilari, DNA plazmitlerinin bir vektor olarak kullanilarak konake¢inin hiicrelerine
immiinojenik antijenleri kodlayan genlerin veya fragmanlarmin verilmesini kapsar. Bu
yaklagim hem hiimoral hem de hiicresel immiin yanitlar1 etkin bir sekilde indiikler (Silveira
vd., 2021). DNA asilamasi, diger geleneksel yaklasimlara kiyasla basitligi, kararliligi,
giivenligi ve kolay iiretim kabiliyeti nedeniyle bir SARS asis1 gelistirmek i¢in ¢ekici bir
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yaklasim sunar. Koruyucu etkinlik ve giivenliligi kanitlanmis, insanda kanitlanmig ilk DNA
agis1 olan HIV-1 asilarmin iiretilmesiyle DNA asilar1 iizerinde son yillarda onemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Ayrica, AIDS, sitma ve grip dahil olmak {izere ¢esitli diger DNA
asilar1 da insanlar iizerinde denenmektedir. Simdiye kadar iki SARS-CoV-2 DNA agsis1 faz 3
klinik agamasin1 tamamlamus, birinin ruhsatlanmasi onaylanmigtir (TRACKER, 2023; WHO,
2023a). DNA agilar1 preklinik agamalarda verimli bir sekilde caligsa da, saha kosullarindaki
etkinlikleri oldukga yetersizdir ve inaktive edilmis ve canli zayiflatilmig viriis asilart gibi
diger asilara kiyasla daha diisiik immiinojeniteye sahiptirler ve etkinlik agisindan

iyilestirmeye ihtiya¢ duyulmaktadir (Pandey vd., 2020).

1.4.3.2. m-RNA Asilari

mRNA asilarinin temel ilkesi, bir veya daha fazla immiinojeni kodlayan bir
transkriptin konake1 hiicre sitoplazmasina iletilmesi, daha sonra hiicreye giren transkriptin
translasyonu ve ardindan olugsan immiinojenik proteinlerin eksprese edilmesi ve disari
salinmasidir. Burada amag viriise maruz kalmadan hiicrelerin kendi viral protein Gretimini
saglamaktir (Kowalzik vd., 2021). Hiicre igine girisi saglamak i¢in m-RNA lipid
nanopartikiil i¢ine hapsedilir ve as1 uygulandiktan sonra lipid nanopartikiiler endositoz
yoluyla hiicre igine alinir ardindan sitoplazmaya salinarak protein sentezini baglatir.
Salgilanan proteinler viicutta hem hiicresel hem de hiimoral bagisiklig: tetikler (Wang vd.,
2020). mRNA agilan yiiksek potense sahip olmalar1 nedeniyle, bir veya iki diisiik doz as1
uygulamasi ile hem CD8+ hem de CD4+ T hiicrelerini aktive ederek gii¢lii immiin yanitlari
indiikleyebilir (Knights vd., 2009). Ayrica mRNA'nin translasyon sonrast dogal
bozunmasia bagli olarak, m-RNA asilar1 potansiyel enfeksiyon ve insersiyon kaynakli
mutagenez riskini en aza indirir (Lim ve Lee, 2015). Klinik dlgekte m-RNA asilarinin
tasarimi ve Uretimi antijen dizisinin tespit edildigi andan itibaren ¢ok kisa siire iginde
miimkiindiir. Hizl1 ve diisiik maaliyet ile biiyilik 6lgekte iiretim kapasitesine sahip olmasi m-
RNA asilarinin en biiyiik avantajidir. mRNA asilarmin bu avantajlar diinya capinda en ¢ok
uygulanan ilk SARS-CoV-2 mRNA agisinin gelistirilmesini saglamistir. Ancak nadir goriilen
orta veya siddetli reaksiyon vakalarma iliskin raporlar, ayrica otoimmiin hastalik olusturma
riski glivenlik ve immiinojenisite ile ilgili endiseler yaratmaktadir. Ayrica m-RNA asilarinin
biiyiik ¢apta kullanimi COVID-19 salgini ile basladigi i¢in uzun vadede yan etkileri heniiz
bilinmemektedir (Pepini vd., 2017; Wang vd., 2020).
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15. As1 Adjuvanlan

Adjuvanlar ag1 antijenlerine karsi olusan bagisiklik sistemi tarafindan kolayca taninan
ve as1 formiilasyonuna eklenme amaci bagisiklik sistemi yanitimi arttirmak, daha hizli ve
uzun siireli bagisik yanit alinmasini saglamak olan antijen digindaki dogal veya sentetik
maddelerdir (Bozkir ve Aygicek, 2022; Gupta ve Siber, 1995).

Adjuvan kelimesi Latincede yardim etmek, arttirmak, ¢ogaltmak anlamina gelen
‘adjuvare’ terimine dayanmaktadir. 1920°li yillarda difteri antitoksini iiretmek i¢in atlar
iizerinde calisilirken uygulama yerinde apse olusan atlarda daha fazla yanit olustugu
goriilmiis ve sonraki ¢aligmalarda antijenle birlikte agar, nisasta yagi, ekmek kirintis1 gibi
maddeler enjekte edilmistir. Bu sekilde ‘adjuvant’ terimi ilk kez ortaya ¢ikmistir (Yurdakok
ve Ince, 2008).

1925 yilinda ‘adjuvant’ teriminin tanimlanmasinin ardindan difteri toksoidi
aliminyum igine adsorbe edilerek aliiminyum tuzlarinin adjuvan etkisi gosterilmistir.
Aliiminyum bilesikleri (aliiminyum hidroksit ve aliiminyum fosfat tuzlari) hala en sik

kullanilan as1 adjuvanlaridir (Rock vd., 2005).

Aliiminyum adjuvanlar, fagositozu kolaylastirarak ve antijenlerin enjeksiyon
bolgesinden diflizyonunu yavaslatarak bagisiklik yanitini arttirir (HogenEsch, 2013). Alum
SARS-CoV-2 S proteini ile kombinasyon halinde kullanildiginda nétralize edici antikor

iretimini arttirmigtir, ancak T hiicresi aktivasyonunu desteklememistir (Coleman vd., 2014).

MF59 igerisinde skualen, Tween 80 ve sorbitol bilesenlerini bulunduran su iginde yag
emiilsiyonudur ve halihazirda grip asilarinda kullanilmaktadir. MF59 enjeksiyon bolgesinde
gecici bir bagisiklik ortami yaratarak antijene 6zgl bagisiklik tepkilerini indiiklemek igin
bagisiklik hiicrelerini toplar (Tsai, 2013).

MF95, bir su i¢ginde yag emiilsiyon adjuvanidir ve MERS-CoV RBD bazli alt birim
agilarin immiinojenisitesini arttirdigi, boylece giiclii IgG tepkilerini indiikledigi ve fareleri
viral enfeksiyona kars1 korudugu gézlenmistir. Bu nedenle, MF95'in SARS-CoV-2 alt birim
asilar1 i¢in uygun bir adjuvan olabilecegi diigiiniilmektedir (Zhang vd., 2016).
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AS01, AS02, ASO3 ve AS04 GlaxoSmithKline (GSK) tarafindan gelistirilen bir dizi
adjuvan sistemidir. ASO1 bir lipozom adjuvani, AS02 ve AS03 su iginde yag emiilsiyonudur.
AS04 ise aliminyum adjuvandir ve bir insan papilloma viriisii asist ve hepatit B viriisi
agisinda kullanilmustir (Petrovsky, 2015). Bu adjuvan sistemlerinin inaktive edilmis SARS-
CoV as1 caligmalarinda farelerde koruyucu etkinligi arttirdigi gézlenmistir (Gupta ve Gupta,
2020).

1.5.1. As1 Adjuvanlarinin Siniflandirilmasi

Adjuvanlar fizikokimyasal 6zelliklerine, kokenlerine ve etki mekanizmalarina gore
farkli gruplarda degerlendirilebilirler. Etki mekanizmalarina bagli olarak tasiyici sistemler ve
immiinostimiilanlar (bagisiklik gliglendirici maddeler) olarak ayrilabilir (Singh ve O'Hagan,
2002).

Immiin gii¢lendiriciler; TLR'ler gibi PRR'ler yoluyla dogustan gelen bagisiklik sinyal
yollarimi hedefler. Genel olarak, PRR'lerin agonistleri tarafindan aktivasyonu, APC
aktivasyonunu indiiklerler. Reseptor sinyali Thl ve Th2 aracili immiin yanitlarmin
olusmasini saglar. Boylece sitokinler iiretilerek bagisiklik hiicrelerinin enjeksiyon bolgesine
g6¢ etmesi saglanir (Reed vd., 2013). Saponinler (QS-21), Monofosforil lipid A (MPL),
oligodeoksiniikleotitler (ODN), muramil dipeptid (MDP) immiinostimiilan adjuvanlara 6rnek

olarak verilebilir (Apostolico vd., 2016).

Tasiyict sistemler; antijenlerin iliskilendirilebilecegi tasiyicilar olarak islev gorebilir.
Dogustan gelen bagisiklik hiicrelerini enjeksiyon bdlgesine toplayarak lokal proinflamatuar
yanitlar olustururlar (Goto ve Akama, 1982). Tasiyici sistemler mineral tuzlar, lipid

partikiiller ve mikro/nanopartikiiller olarak ii¢ temel gruba ayrilir.

Viriis benzeri partikiiller (VLP), lipid partikiiller, mikro/nanopartikiiller, lipozomlar,
aliminyum tuzlari, immiin sistemi uyaran bilesikler (ISCOMS) tastyici sistem adjuvanlarina
ornek verilebilir (Apostolico vd., 2016). Partikiiler adjuvanlar veya antijen tastyici sistemler
diger immiinostimiilan adjuvanlara alternatif olarak kabul edilir (Coban vd., 2022). Son
yillarda antijen tasiyici sistemler, rekombinant protein ekspresyon tekniklerinin segiciligi ve
etkinligi nedeniyle 6zellikle siklikla tercih edilen bir arastirma konusudur (Kiiciiktiirkmen
vd., 2022).
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1.5.2. Adjuvanlarin As1 Formiilasyonlarina ilave Edilme Nedenleri

1) Antijenlerin immiin sistem hiicreleri tarafindan alimini kolaylastirmak

2) Uygun bagisik yanitlari saglamak veya optimize etmek

3) Koruyucu bagisiklik i¢in gerekli antijen miktarini azaltmak

4) Hiicresel tipte bagisik yanitlari uyarmak

5) Asilarin farkli uygulama yollariyla veriligini saglamak

6) Rekombinant antijenlerin veya saflagtirma islemi yiiksek derecede yapilmis
antijenlerin immiinojenisitesini arttirmak

7) Asilarin 6zel popiilasyonlarda etkinligini arttirmak (Rock vd., 2005; Yurdakok ve
Ince, 2008).

1.5.3. ideal Bir Adjuvanin Sahip Olmas1 Gereken Ozellikler

1) Etkili oldugu doz araliginda toksik olmamali, kisa siireli ve uzun vadede yan etki
olusturmamali

2) Biyouyumlu ve biyopargalanabilir olmali

3) Tek basina antijene oranla humoral ve hiicresel bagisik yanitt arttirmali, uzun siireli
bagisiklik saglamali,

4) Disiik antijen konsantrasyonlarinda dahi aginin etkinligini korumali,

5) Uzun raf 6mriine sahip olmali, genis sicaklik ve pH araliklarinda stabil olmali,

6) Diisiik maliyetli iiretim saglamalidir (Aguilar ve Rodriguez, 2007; Marciani, 2003).

Asilarda adjuvan kullaniminin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 1.1’de sunulmustur.

Cizelge 1.1. Asilarda adjuvan kullanimimin avantaj ve dezavantajlar1 (Edelman, 2000)

Avantajlan Dezavantajlan

-Immiin yamt olusturmak icin gereken antijen -Lokal akut veya kronik enflamasyon

miktarmi azaltirlar olusabilir

-Peptitlerin antijenik 6zelligini arttirirlar -Uygulama yerinde yara, kalic1 nodiil, veya
agrili apse olusabilir

-Giiglii antijenlere karsi olusan bagigik yanitin hizi,  -Grip benzeri atesli hastalik durumu olabilir

etkinligi ve siirekliligini gelistirirler

-Antikorun antijene spesifikligini ayarlayarak -Doku ve organlar tizerinde kimyasal toksik

immiin yanit arttirirlar etkiler goriilebilir

-Sitotoksik T hiicre yanitim gelistirerek hiicresel -Ig E tipi asir1 duyarlilik veya anafilaksi

bagigiklig1 uyarirlar gelisebilir

-Kombine asilardaki olas1 antijen yarisini dnlerler -Otoimmiin mekanizmalarin uyarilmasina
neden olabilir
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1.6. Nanopartikiiler Tasiyici Sistemler

Tastyict  sistemler antijen ve adjuvan yiiklerini korumak ve iletmek igin
tasarlanabilmeleri ve gelismis bagisiklik tepkisi ile daha etkili agilamalara katkida
bulunabildikleri i¢in ila¢ ve as1 formiilasyonlarinda siklikla kullanilmaktadir (Shin vd.,
2020). Nanoteknolojideki gelismeler asi tasariminda biiyiik bir potansiyel saglamaktadir ve
yeni aday ag1 formiilasyonlarinin ¢ok daha hizli gelistirilmesine yardimci olmaktadir (Lurie
vd., 2020). Nanopartikiiler yapida antiviral arastirmalarda arastirilan birgok viriis,
koronaviriis ailesindendir veya SARS-CoV-2 ile benzer bir yapiy1 paylasir. COVID-19
asilarim1 nanoteknolojik yontemlerle gelistirmenin potansiyel hedefleri viral enfeksiyonun
reseptor baglanmasini ve hiicre girisini bloke etmek, viral replikasyonu ve proliferasyonu
bloke etmek, virlisi dogrudan etkisiz hale getirmek, uzun siireli bagisiklamada as1
malzemelerinin stabilitesini arttirmak, antijenin farmakokinetik ve farmakodinamik
ozelliklerini gelistirmek ve adjuvanlarla birlikte verilerek bagisiklik tepkisini gelistirmektir

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

Nanopartikiiller boyutlar1 1-1000 nm arasinda degisen, liretimi biiyiik 6l¢lide secilen
malzemelere (polimer, protein, lipit, metal ve hiicresel vezikiiller), antijen yiikiine (peptit,
protein, RNA, DNA veya tiim viriis), fiziko kimyasal 6zelliklerine, yapilarina ve boyutlarina

bagli olan kati kolloidal partikiillerdir (Li vd., 2020; Youssef vd., 2019).

Nanopartikiiler as1 formiilasyonlar1 ile antijenlerin makrofajlar gibi istenmeyen
hedeflerden ve proteolitik bozunmadan korunmasi, tek basina molekiiler asilarin
uygulanmasina gore en biiyiik avantajdir. Ayrica boyut, sekil, ¢oziiniirliik, hidrofiliklik,
hidrofobiklik ve yilizey modifikasyonu gibi istenen fizyokimyasal ozelliklere sahip
nanopartikiillerin hazirlanmasi ag1 tasiyict sistemlerin formiilasyonunda biiyiik kolayliklar
saglamaktadir. Ayrica nanopartikiiler asilar liyofilize edilebildigi i¢in soguk zincir

uygulamasina gerek kalmayabilir (Chung vd., 2021; Diaz-Arévalo ve Zeng, 2020).
Nanopartikiiler asilar fagositik APC'ler tarafindan antijen alimini arttirirlar, kontrollii
ve/veya siirekli salim ile antijen salimini saglayabilirler. Bu sayede yiiksek antikor {iretimi

uzun siireli bagisiklik saglanabilir (Zhu vd., 2014).

NP'ler kullanilan malzemeye gore organik ve inorganik nanopartikiiller olarak ikiye

ayrilir. Omnanik NP’ler lipozomlar, polimerik nanopartikiiller, miseller, dendrimerler;
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inorganik NP’ler metalik, silika, manyetik nanopartikiiller, karbon nano tiipler ve kuantum
noktalaridir (Oravczova vd., 2021). Organik nanopartikiiller sematik olarak Sekil 1.6°da
gosterilmistir. Ayrica Cizelge 1.2’de COVID-19 igin gelistirilen farkli nanopartikiiler

formiilasyonlarin avantajlar1 ve dezavantajlar1 gosterilmektedir.

Polimerzom Polipleks Polimer-Lipid hibrit ~ Polimer-protein konjugati

Antiien A Ligand

Sekil 1.6. Organik nanopartikiillerin sematik olarak gésterimi (Prabhu vd., 2015)

Cizelge 1.2. COVID-19 igin gelistirilen farkli nanopartikiiler formiilasyonlarin avantajlart ve
dezavantajlan (Yang, 2021)

Nanopartikiil Avantajlar Dezavantajlar
Tipi

Polimer -Yiiksek stabilite -Zor 6lceklenebilirlik

Nanopartikiiller ~ -Ilag saliniminin kontrolii ve kalicilig1 -Yetersiz toksikolojik
-Kimyasal ve fiziksel 6zelliklerin degerlendirme
ayarlanabilirligi
-Hidrofilik ve hidrofobik ilaglar ig¢in
uygunluk

Lipozomlar -Azaltilmig toksisite -Sterilizasyon zorlugu
-Segici hedef 6zgiilligii -Kararsizlik nedeniyle kisa raf
-Patojenlere karsi ilag aktivitesinin omrii
arttirilmasi -Kan dolagimindan uzaklagtirilma
-Gelistirilmis farmakokinetik ve orant
farmakodinamik 6zellikler

Dendrimerler -Yiiksek hiicre penetrasyonu -Yiiksek iiretim maliyeti
-Yiiksek yapisal homojenlik -Temel aragtirmalarda klinik
-Yiiksek karigabilirlik ve ¢oziiniirliik uygulamanin zorlugu
-Kontrol edilebilir sentez ve degredasyon -Kalite yonetiminin iyilestirilmesi

ihtiyaci

Altin -Yiiksek biyouyumluluk -Nanopartikiil agregasyonu

Nanopartikiiller ~ -Kontrol edilebilir partikiil boyutu -Biyolojik bozunma zorlugu
-Cesitli biyoaktif ajanlarin sentezi ve -Biiylik 6lgekli liretimin yiiksek
konjugasyonu kolayligi maliyeti

Viriis  Benzeri -Disiilfit baglar ile stabilizasyon -Diisiik stabilite

Partikiiller -Hiicresiz protein sentezi ile liretilme -Fagositik kaginma

-Kiigiik molekiil, niikleik asit ve protein -Kan damarindan ekstravazasyon
yiikleme kapasitesi

-Spesifik hiicre hedeflemesi i¢in antikor

fragman goOsteriminin islevsellestirilmesi
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1.7. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik NP'ler, terapotik maddenin polimer matris iizerinde ¢6ziindiigi,
hapsedildigi, kapsiillendigi veya adsorbe edildigi kat1 koloidal sistemlerdir. NP'lerin yapist
hazirlanis yontemlerine bagli olarak, polimerik nanokiireler (ilacin partikiiller etrafinda
dagildig1 matris sistemleri) ve nanokapsiiller (ilacin tek bir polimerik zarla ¢evrelenmis sulu
veya yagli bir boslukla tutuldugu vezikiiler rezervuar sistemleri) elde edilebilir (Letchford ve
Burt, 2007; Parveen ve Sahoo, 2008).

Polimerik NP'ler, biyouyumluluk ve biyoparcalanabilirlik, arttirilmis gecirgenlik,
kararlilik, diisiik toksisite, arttirilmis biyoyararlanim, hedefleme, kontrollii ve siirekli salim
olanagi dahil olmak iizere avantajli Ozellikleri nedeniyle bulasict ve enflamatuvar
hastaliklarin teshis, takip, tedavisinde ve koruyucu olarak umut verici ve yenilik¢i adaylar
olarak ortaya ¢ikmustir (Muthu vd., 2014).

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), polilaktik asit (PLA), polikaprolakton (PCL),
kitosan, polietilenimin (PEI) ve PLGA-polietilen glikol (PEG) gibi polimerler gecmiste
diger koronaviriislere (SARS-CoV, MERS-CoV veya hCoV) karsi nanopartikiiler asi
hazirlamak i¢in yaygin olarak kullanilmistir (Medhi vd., 2020).

Tez kapsaminda Polietilen glikol (PEG)- Poli-e-kaprolakton (e-PCL) kopolimeri

polimerik nanopartikiil sisteminde kullanilmistir.
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1.7.1  Polietilen glikol (PEG)- Poli-e-kaprolakton (e-PCL) Polimerik

Nanopartikiilleri
Polietilen glikol o} Poli-e-kaprolakton
(PEG) (e-PCL)

Polietilen glikol (PEG)- Poli-e-kaprolakton (g-PCL)
Sekil 1.7. PEG, PCL ve PEG-PCL kopolimerinin kimyasal yapis1 (Grossen vd., 2017)

Poli-e-kaprolakton (e-PCL) e-kaprolaktonun bir katalizor varhiginda halka agma
polimerizasyon reaksiyonuyla hazirlanan yari kristalli bir polyesterdir (Sekil 1.7) (Sinha vd.,
2004). Biyolojik olarak gec¢imli bir polimer olan PCL, yiiksek molekiil agirligina sahip,
hidrofobik ve kismen kristal yapida ve yavas parcalanan bir polimerdir. PCL un erime
sicaklig1 58°C — 63°C ve camsi gecis sicakhig ise -65°C ile -60°C arasindadir. Asetonda,
kloroformda, etil asetatta, diklorometanda, tetrahidrofuranda, dimetil formamide ve
hegzafloroizopropanolde ¢oziinebilmektedir ("Handbook of Pharmaceutical Excipients,”
2009). PCL’nin en 6nemli ozellilerinden biri ise ¢dziinme sirasinda yiiklii protein/peptitin
antijenitesini olumsuz yonde etkileyebilecek asidik bir ortam olusturmamasidir (Sinha vd.,
2004). PCL nanopartikiillerinin en onemli dezavantaji ise hidrofobik yilizeyi nedeniyle

hiicrelere adhezyonun diisiik olmasidir (Dobrzanski vd., 2015).

PEGilasyon hiicre icine adhezyona yardimci olan en 6nemli farktorlerden biridir.
Nanopartikiillerin ylizey yiikleri hiicrelerle etkilesimi ve adhezyonu o©nemli Olciide
etkilemektedir. Hiicre yiizeyi negatif yiiklii oldugu i¢in pozitif yiiklii nanopartikiiller hiicre
ile daha fazla etkilesime girerek hiicre icine daha iyi alinmir. PEGilasyon ile negatif yiiklii
nanopartikiiller nétre yakin veya pozitif yiikli hale getirilebilmektedir (Danhier vd., 2012).

Polietilen glikol (PEG) biyouyumlu, sulu ve organik ortamlarda ¢6ziinen, toksik
olmayan ve viicuttan kolay atilabilen FDA onayli dogrusal veya dalli yapida bir polieter
dioldiir (Harris vd., 2001). PEGilasyon ile proteine baglanan PEG polimeri, her bir etilen

glikol alt birimi i¢in iki veya {i¢ su molekiilii ile birlesir ve bu 6zellik konjuge proteini
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enzimatik bozunmadan, immiinojenik ve antijenik reaksiyonlardan koruyan, renal klirensi
onemli oOl¢lide azaltan hidrofilik kalkan olusturur. Bu sayede peptit veya proteinlerin
farmakokinetik ve farmakodinamik yapisini gelistirmeye katkida bulunmus olur (Milla vd.,
2012).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Geregler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-merkapto etanol

Akrilamid

Amonyum persiilfat

Amonyum siilfat

Asetik asit

Bikinkoninik asit (BCA)
Bromfenol mavisi

Coomassie Brilliant Blue R
Etanol 96°

Gliserol

Glisin

Hidroklorik asit

Karboksimetil seliiloz

Kloroform

Marker
N,N’-Metilen-Bis-Akrilamid
N,N,N’,N’- Tetrametiletilendiamin
Ornek tamponu

Polivinil alkol (PVA) MW:13000-23000
Polivinil alkol (PVA) (4-88)
Polivinil alkol (PVA) MW: 72000
Potasyum dihidrojen fosfat
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum hidroksit

Sodyum klortir

Trehaloz

Tris bazi

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Merck

Sigma Aldrich

Thermo Scientific, ABD

Merck

Sigma, Almanya
Carlo Elba, italya
Aklar Kimya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma Aldrich
Biolegend, ABD
Sigma, Almanya
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma, Almanya
Fluka

Merck

Sigma Aldrich
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Cam malzeme [ldam, Tiirkiye

Calkalayict su banyosu Jeio Tech, Kore

Derin dondurucu Heto, Almanya

DSC cihazi TA DSC Q2000, Cin
Elektrikli terazi Mettler Toledo, Almanya
Etiv Heraeus T 5042, Almanya
Filtre Isolab, Tiirkiye

Liyofilizator Christ Gamma 2-16 LSC, Kanada
Manyetik karistirici IKA, Almanya

Mikropipet Eppendorf, Almanya
Mikroplak okuyucu Molecular Devices, Spectra Max 190, Ingiltere
Mikroplak (96 kuyucuklu) Greiner Bio-One, Almanya
Parafilm Bemis Packaging, ABD
Partikdl biiylikliigii analizi cihazi Malvern Zetasizer, Ingiltere
Plastik enjektor Set inject, Tiirkiye

pH metre Mettler Toledo, Isvigre
Santrifiij Sigma 2-16 P, Almanya
Santrifiyj tiipleri Sigma, Almanya

Sonikator Bandelin Sonoplus

Taramal1 Elektron Mikroskobu FEI Tecnai G2, Japonya
Ultrasonik banyo Ultrasonic LC 30, Almanya
Vorteks cihazi Heidolph Reax Top, Almanya
Zeta potansiyeli 6l¢tim cihazi Malvern Zetasizer, Ingiltere

2.2. Yontemler

2.2.1. Polimerik Nanopartikiiler Tasiyic1 Sistemlerin On Formiilasyon

Cahismalan

Tez kapsaminda polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda en sik tercih edilen

yontem olan ¢ift emiilsiyon-¢6ziicii buharlastirma yontemi kullanilmis olup su/yag/su
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(S/Y/S) tipi emiilsiyon olusturularak hazirlanmistir. Yontem sulu etkin madde fazinin
organik polimer c¢ozeltisine eklenip sonikasyon ile karigtirilarak s/y emiilsiyonunun
olusturulmasi, olusan s/y emiilsiyonunun ikinci bir su fazina ilave edilerek karistirilmaya
devam edilmesi, s/y/s ¢oklu emiilsiyonunun elde edilmesi ve olusan ¢oklu emiilsiyondan
organik ¢Oziiciiniin  buharlastirilmas1  esasmma dayamir. Organik ¢Oziici tamamen
buharlastirildiktan sonra polimerler santrifij ile ¢oktiiriilir ve nanopartikiiller izole edilir

(Comoglu, 2010). Nanopartikiillerin hazirlanma yontemi Sekil 2.1°de sematize edilmistir.

On Formiilasyon c¢alismalarinda model protein olarak bovin serum albiimin (BSA)
kullanilmis olup calismalarda sonikasyon siiresi, sonikasyon giicii, i¢/dis faz oranlari, etkin
madde ve polimer miktarlar1 degistirilerek farkli formiilasyonlar hazirlanmistir.
Enkapsiilasyon etkinlikleri, partikiil boyutu ve PDI degeri agisindan kiyaslanarak ideal
formiilasyona ulasmak hedeflenmistir. Formiilasyon parametreleri Cizelge 2.1°de

verilmektedir.
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Cizelge 2.1. BSA iceren polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin bilesimi

Kod  BSA ':E:?_' i;g:’ i;g:’ llr)éi Il:)z;i Slsiire S2sire S.Giig K. siire
(ug) (mg) (%) (mi) PVA PVA (sn) (sn) (%) (sa.)
(%) (ml)
F1 25 20 1 2,5 1 5 30 120 30 2
F2 25 20 1 25 1 5 15 120 30 2
F3 25 20 1 25 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
FI0 25 20 1 2,5 1 5 30 90 40 2
Fi1 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 125 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 Yiiklii Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

On formiilasyon galigmalari sonucunda belirlenen optimum formiilasyon parametreleri
kullanilarak RBD yiiklii nanopartikiiller hazirlanmistir. 200 ul RBD tamponu (100 ng
RBD’nin PBS tampon i¢indeki ¢ozeltisi), 20 mg PEG-PCL polimerinin kloroform igindeki
cozeltisine eklenip %30 sonikasyon giicii ile buz banyosu igerisinde sonikatdrde 30 saniye
karistirllarak s/y emiilsiyonu hazirlanistir. Olusan s/y emiilsiyonu %1 (a/h) konsantrasyonda,
2,5 ml hacimde yiizey aktif maddenin (PVA) sulu ¢ozeltisine ilave edilerek %30 sonikasyon
giici ile buz banyosu icerisinde sonikatérde 90 saniye karistirilarak s/y/s ¢oklu emiilsiyonu
elde edilmistir. Ardindan ikincil emiilsiyon 5 ml hacimde %1 PV A ¢ozeltisine ilave edilerek,
Olusan ¢oklu emiilsiyondan organik ¢oziiciiniin buharlastirilmasi amaciyla oda sicakliginda
(25°C) manyetik kanistiricida 3 saat karnistirilmistir. Ardindan nanopartikiiller santrifiij
cihazinda 5°C’de, 35000 rpm’de, 1 saat santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Nanopartikiil
cokeltisi steril su ile disperse edilerek +4°C’de saklamigtir. Olusan siipernatan ise

karakterizasyon caligmalarinda enkapsiilasyon etkinligi belirlemede kullanilmstir.

2.2.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Calismalari

2.2.3.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilim Olciimii

Hazirlanmig olan nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve dagilimmi belirlemek i¢in
dinamik 151k sa¢ilimi yontemi (Malvern Zetasizer NanoZS) kullanilmistir. 2.2.2. RBD Yiiklii
Nanopartikiillerin Hazirlanmas1 boliimiinde belirtildigi  gibi hazirlanan nanopartikiil
dispersiyonu ultra saf su ile seyreltilmis, ardindan Malvern Mastersizer ZS cihazi

kullanilarak 3 seri halinde dl¢lim gerceklestirilmistir.

2.2.3.2. Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Hazirlanan polimerik nanopartikiillerin yiizey yiiklerini tespit etmek igin zeta
potansiyel Olgiimii  yapilmustir. 2.2.2. RBD Yiikli Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanan nanopartikiil dispersiyonu ultra saf su ile seyreltilmis,
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ardindan Malvern Mastersizer ZS cihaz1 kullanilarak 3 seri halinde Olglim

gerceklestirilmistir.

2.2.3.3. Yiikleme Etkinliginin Tayini

RBD antijeninin nanopartikiillere yiikleme etkinliginin belirlenmesi amaciyla dolayli
(indirekt) yontem kullanilmistir. 2.2.2. RBD Yiikli Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
boliimiinde belirtildigi gibi santrifiij sonrasi siipernatanda yiiklenmeden kalan antijen miktar:
tizerinden hesaplama yapilmistir. Yiikleme etkinligi ‘mikro bikinkoninik asit (mikro- BCA)

teknigi’ kullanilarak yapilmustir.

Bikinoninik asit yontemi, peptit ve protein yapisindaki maddelerin miktar tayininin
yapilmasinda olduk¢a sik kullanilan bir yontemdir. Cok diisiik miktarlardaki peptit ve
proteinlerin tayininde ise ¢ok daha hassas bir yontem olan mikrobikinoninik asit yontemi
tercih edilmektedir. BCA yontemi ile 100-1200 pg/ml’ye kadar hassaslikta 6l¢iim yapilirken,
mikroBCA yontemi ile 0,5-250 pg/ml’ye kadar hassaslikta 6l¢tim yapilabilmektedir (Smith
vd., 1985; Walker, 2009).

Yiikleme etkinliginin belirlenebilmesi i¢cin model protein olarak kullanilan BSA ve
RBD proteinin mikroBCA yontemi ile kalibrasyonu yapilmistir. Bunun i¢in stok protein
¢ozeltisinden 0,5-50 pg/ml arasinda belirlenen sekiz farkli konsantrasyonda c¢ozeltiler
hazirlanmigtir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden, mikroplakada bulunan kuyucuklara ¢ paralel
seklinde 100°er ul ekilmistir. Ayrica Bolim 2.2.2°de bahsedildigi sekilde siipernatanda
yiikklenmeden kalan antijen miktarini tespit etmek igin siipernatanlar da aym sekilde ii¢
paralel seklinde 100’er pul ekilmistir. Ardindan analiz protokolii geregince Reajan A ile
Reajan B 50:1 oraninda karistirilmis ve her bir kuyucuga bu karigimdan da 100’er pl
eklenmistir. Mikroplaka 60°C’deki etiivde buharlasmayi Onlemek amaciyla aliiminyum
folyoya sarili sekilde 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan mikroplaka oda sicakliginda
15 dk sogutularak mikroplaka okuyucusunda 562 nm’de absorbans Olgiilmistiir. Antijen
konsantrasyonlar1 ve bu konsantrasyonlara denk gelen absorbans degerleri kullanilarak
standart dogru denklemi olusturulmustur. Siipernatanlara ait absorbans bu denklemde yerine
konarak nanopartikiillere yiiklenmeden kalan antijen miktar1 bulunmustur. Bu deger Esitlik
2.1°de verilen formiilde yerine koyularak yiikleme etkinligi hesaplanmistir (Smith vd., 1985;
Walker, 2002).
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Yiikleme etkinligi asagidaki esitlik (Esitlik 2.1) kullanilarak hesaplanmaktadir:

Yiikleme Etkinligi (%)= (A/B) x 100 (2.2)

A: Nanopartikiile yiiklenen etken madde miktari (pg) — Siipernatanda bulunan antijen
miktar1 (ng)
B: Nanopartikiile yiiklenen etken madde miktar1 (ug)

2.2.3.4. Gelistirilen Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonunun

Tekrarlanabilirliginin Tayini

Hazirlanan polimerik nanopartikiil formiilasyonunun tekrarlanabilir olup olmadigini
gozlemlemek icin formiilasyonda kullanilan maddeler ayri ayr1 hazirlanarak benzer
kosullarda 3 adet iiretim yapilmistir. Nanopartikiillerin partikiil biyiikliikleri, partikdil
biliylikligii dagilimlari, zeta potansiyelleri ve yiikleme etkinlikleri kiyaslanarak

formiilasyonun tekrarlanabilirligi gosterilmistir.

2.2.3.5. Geg¢irimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizi

Hazirlanan  nanopartikiillerin ~ partikiil ~ biliylikligih ve yiizey yapilarinin
karakterizasyonu Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ile incelenmistir. 2.2.2. RBD Y iklii
Nanopartikiillerin Hazirlanmasi bdliimiinde belirtildigi gibi hazirlanan antijen yiikli ve bos
nanopartikiil dispersiyonlari 1:100 oraninda ultra saf su ile seyreltilmis ve Orta Dogu Teknik
Universitesi Merkez Laboratuvart (ODTU MERLAB) biinyesinde incelenmistir. Ornekler
200 mesh bakir grid iizerine damlatilarak %?2 uranil asetat ¢ozeltisi ile 2 dakika boyanmis,

ardindan oda sicakliginda kurutularak Gegirimli Elektron Mikroskopu ile goriintiilenmistir.

2.2.3.6. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizi ile model protein olarak kullanilan

BSA, PEG-PCL polimeri, bos polimerik nanopartikil ve BSA yiiklii polimerik
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nanopartikiilin cams1 gegis sicakligi, faz gecis sicakligt ve erime noktasi gibi termal
ozellikleri incelenmistir. DSC analizinde numuneler 1sitilirken sogurulan enerji miktari
Olciilmiis ve elde edilen termogramlar serbest ilag varligini/yoklugunu belirlemek igin
kullanilmistir. Olgiimler ‘ILKO Ilag San. ve Tic. A.S.” biinyesinde Q-2000 DSC (TA
Instruments, ABD) cihazi ile yapilmistir. 2-3 mg agirligindaki 6rnekler aliiminyum pan igine
yerlestirilerek sikigtirilmig, ardindan 6rnekler 5-300°C sicaklik araliginda 5°C/dak dogrusal

1sitma hizinda analiz edilmistir. Bos pan kor olarak kullanilmistir.

2.2.3.7. Kisa Siireli Fiziksel Stabilite Calismalari

Gelistirilen nanopartikiillerin saklama kosulunu belirlemek ve saklama sirasindaki
kararliligin1 gézlemlemek amaciyla kisa siireli stabilite ¢aligmasi yapilmistir. Model protein
olan BSA yiiklii PEG-PCL nanopartikiilleri, ultra saf su igerisinde disperse edildikten sonra 1
ay boyunca +4 °C ve -20°C 'de saklanmustir. Ayrica -20 °C’de dondurma isleminden
korumak amaciyla formiilasyona  kriyoprotektan olarak ‘trehaloz’  eklenerek
nanopartikiillerin stabilitesi gozlenmistir. 0, 1, 15 ve 30. giinlerde partikiil dispersiyonlarinin

partikiil bityiikliigii, PDI ve zeta potansiyel degerleri dl¢iilmiistiir.

Ayrica +4 °C ve -20°C 'de saklanan numuneler ve trehaloz eklenerek -20°C 'de
saklanan numune 2. ayda almarak partikiil biiyiikliigiindeki ve yiizey yapisindaki degisim
Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ile 2.2.3.5. Morfolojik Degerlendirme boliimiinde
belirtildigi sekilde incelenmistir.

2.2.3.8. In-vitro Antijen Salim Cahsmalar:

Polimerik nanopartikiillerin salim profilinin belirlenmesi amaciyla tiip ydntemi
(sample and seperate) kullanilmigtir (Maghsoudi vd., 2008). RBD proteini yiikli
nanopartikiiler 1,6 mL pH 7,4 PBS ile disperse edilmistir. Dispersiyon 500’er puL olarak 3
ependorfa ayrilmig ve calisma 3 tekrarli yiiritiilmiistiir. Salim numuneleri 1siticilt yatay
calkalayicida 50 rpm’de, 37°C’de, salim i¢in belirlenen siire boyunca inkiibe edilmistir.
Belirlenen zaman araliklarinda numene alinarak santriflij cihazinda 15.000 rpm’de 30 dk
santrifiij edilerek nanopartikiiller ¢oktiiriilmiigtiir. Sink kosulu saglamak amaciyla alinan

siipernatan kadar yerine taze tampon ilave edilmistir. Stipernatan salinan RBD’lerin miktar

33



tayini i¢in ayrilmistir. Nanopartikiilleri igeren ¢okeltiye 500 uL pH 7,4 PBS eklenerek
ultrasonik banyoda disperse edilmis ve salima devam edilmistir. Bu islem her salim
noktasinda uygulanmistir.  Siipernatandaki salman RBD’lerin miktar tayini ‘2.2.3.3.

Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi’ boliimiinde belirtildigi gibi BCA analizi ile yapilmstir.

2.2.3.9. Yapisal Biitiinliik Kontrolleri (SDS-PAGE)

Antijenlerin partikiillere yiiklendikten sonra ve in vitro antijen saliminin ardindan
bozunmadan yapisal biitiinligiinii koruduklarini gostermek amaciyla sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) analizi yapilmistir. SDS-PAGE yonteminde,
ayrismanin  sadece molekiil agirhgima bagli olmasimmi saglamak amaciyla SDS tim

molekiilleri negatif yiikle kaplar.

SDS-PAGE i¢in %10’luk poliakrilamid ayirma jeli hazirlanmis, ardindan mandalla
sikistirtlmig iki adet cam arasina dokiilmiis ve lizerine kuyucuklara uygulama taragi
yerlestirilmistir (Sekil 2.2). Jelin donmasi igin oda sicakliginda 45 dakika bekletilmis ve

taraklar yavasca gikartilmustir.

Sekil 2.2. SDS-PAGE aparatlari

40 pul antijen ¢ozeltisi tizerine 10 pl 6rnek tamponu ilave edilerek vorteks ile
karistirilmig ve proteinleri denatiire etmek amaciyla 95°C’de 5 dk bekletilmistir. Ardindan
ilk kuyucuga proteinin molekiil agirligina yakin aralikta marker ekilmis ve diger kuyucuklara
20 ul 6rnek uygulanmustir. Ornek yiiklenmesinden sonra 60 voltluk gerilim uygulanarak 2

saat boyunca elektroforez islemi gergeklestirilmistir.
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Bantlar jelin alt simirinin 1 cm iizerine kadar siiriiklendiginde akim durdurularak
elektroforez iglemi sonlandirilmigtir. Jel cam plakalar arasindan ¢ikarilarak bantlarin jel
tizerinde sabitlenmesi igin igerigi Cizelge 2.2°de verilen fiksasyon ¢ozeltisinde 1 saat,
sensitizasyon ¢ozeltisinde 2 saat boyunca ¢alkalandiktan sonra boyama ¢6zeltisinde bir gece
bekletilmistir. Ertesi giin boyanan bantlarin net goriinmesi i¢in jelin ylizeyindeki boyanin
temizlenmesi amaciyla 1 saat destaining I ¢6zeltisinde, ardindan jelin yiizeyi temizlenene
kadar yaklagik 3 saat destaining II ¢ozeltisinde g¢alkalanmustir. Jelin goriintiisti alinarak
saklanmak tizere %5 h/h’lik asetik asit ¢ozeltisinde bekletilmistir. SDS-PAGE c¢alismasinda
kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 2.2°de listelenmistir.

Cizelge 2.2. SDS-PAGE calismasinda kullanilan ¢6zeltiler

Ayirma Jeli (%10’luk) 5 ml/10 ml
%30 Akrilamid Karisimi 1,7 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,3ml
Distile su 1,9 ml
%10 a/h SDS 0,05 ml
%10 a/h Amonyum persiilfat 0,05 ml
TEMED 0,082 mi

(TEMED ve %10 a’/h amonyum persiilfat polimerizasyonu baglattig1 i¢in en
son ilave edilmelidir.)

%30 Akrilamid Karisim 100 ml icin
Akrilamid 299
N,N’-metilenbisakrilamid 1lg

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 100 ml
Tris 18,2 ¢
Distile su y.m. 100 ml
(Konsantre HCI ile pH’s1 8,8’¢ ayarlanir.)

%10 SDS 100 ml
Sodyum dodesil siilfat (SDS) 10g
Distilesu  y.m. 100 ml
(pH 7,2’ye ayarlanir.)

%10’luk Amonyum persiilfat 2ml
Amonyum persiilfat 0249
Distilesu  y.m. 2ml
Elektroforez tamponu 1000 ml
Tris 39
Glisin 1449
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Cizelge 2.3. devam. SDS-PAGE ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler

Fiksasyon ¢ozeltisi 100 ml
Etanol 40 ml
Metanol 10 ml
Distile su 40 ml
Asetik asit 10 ml
SDS lg
Distilesu  y.m. (pH 8,3’¢ ayarlanir.) 1000 ml
Sensitizasyon ¢ozeltisi 100 ml
Amonyum siilfat 109
Distile su 89 ml
Asetik asit 1ml
Boyama cozeltisi 100 ml
Etanol 45 ml
Distile su 50 ml
CBBR-250 0,125¢g
Asetik asit 5ml
Destaining ¢ozeltisi-| 100 ml
Etanol 40 ml
Distile su 55 ml
Asetik asit 5ml
Destaining ¢ozeltisi-11 100 ml
Etanol 67 ml
Distile su 30 ml
Asetik asit 3ml

2.2.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Tez kapsamindaki hiicre kiiltiirii ¢alismalart (hiicre canliligi, in vitro sitokin salimi)

Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik Ana Bilim Dal1 iiyesi

Dog. Dr. Emrah Sefik ABAMOR ve ekibi ile gerceklestirilmistir.

2.2.4.1. Hiicre Canhihgi Analizi

Nanopartikiillerin sitotoksik etkisi, L929 fare fibroblast hiicreleri ile MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) testi yapilarak degerlendirilmistir. L929

fare fibroblast hiicreleri, 6zellikle memeliler iizerinde polimerik materyallerin toksisitesinin
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tayin edilmesinde USP (Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi) i¢in ABD tarafindan

onerilen bir hiicre hatt1 ve analiz yontemidir.

MTT analizi igin 1929 hiicreleri 96 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuga 1x10*
hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilarak 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan hiicrelerle temas edecek sekilde belirli konsantrasyonlarda antijen
yiiklii nanopartikiiller (100 pg/ml, 200 pg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml); aym sekilde
hazirlanan bos nanopartikiiller; belirli konsantrasyonlarda saf antijen (50 pg/ml, 25 pg/ml,
10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml); belirli konsantrasyonlarda PEG-PCL polimeri (10 pg/ml, 25
ug/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 1000 pg/ml) kuyucuklara ekilerek 24 saat ila 72

saat arasinda 37 °C'de nemli bir atmosferde inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesi i¢in 72 saat inkiibasyonun ardindan her bir
kuyucuga 10 mg/ml MTT soliisyonundan 10 pl eklenerek 4 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan canli hiicrelerin igerisinde olusacak formazan kristallerinin
¢oziilmesi icin her bir kuyucuga 100 pl DMSO aktarilmistir. 30 dakika karanlik ortamda oda
sicakliginda tutulan mikroplaklarin her bir kuyucugundaki optik yogunluk degeri bu siirenin
ardindan 540 nm’de ELISA Reader’da okutulmustur. Canli hiicrelerin sayis1 asagidaki esitlik

ile hesaplanmistr;

Canlilik (%) — Antijen/formilasyon OD degeri %100 (Esitlik 2.2)

Toplam antijen

2.2.4.2. Nitrik Oksit Tayini

Nitrik oksit (NO), viriislerde konak hiicre savunmasinda rol oynayan, viicutta sitokin
iretimini uyararak makrofajlar araciligiyla hiicre ici patojenlerin yok edilmesine ve
enfeksiyonlara kars1 bagisiklik tepkinin artmasina yardimci olan 6nemli bir molekiildiir. Bu
Ozellikleri nedeniyle NO, as1 ¢caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Antijen maruziyetinin
ardindan NO seviyelerinin artmasi, immiin yanitin olustugunun gostergesidir (Derman vd.,
2015).

NO analizi, J774 fare makrofaj hiicre hatt1 kullanilarak hiicre canlilig1 analizi sonrasi

belirlenen toksik olmayan konsantrasyondaki RBD antijeni ve antijen yiiklii nanopartikiil

formiilasyonu ile gerceklestirilmistir. 96 kuyucuklu mikroplaklar J774 makrofaj hiicre
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hatlariyla kaplanarak belirlenen 2 mg/ml konsantrasyondaki orneklerden 50 pl alinarak
kuyucuklara ekilmistir. Mikroplaklar 37 °C’de 96 saat inkiibe edilmis, ardindan
kuyucuklardaki siipernatanlar yeni bir plakaya ekilmigtir. Analiz i¢in hazirlanan
standarlardan da 50’ser pl kuyucuklara ekilmistir. Her bir kuyucuk iizerine 50 pl Griess
reaktifi eklenmistir. Mikroplaka 10 dk karanlikta bekletildikten sonra 540 nm’de UV &l¢iimii
yapilmigtir. Standart kalibrasyon egrisi olusturularak her bir 6rnek i¢in NO iiretim miktari

hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. On Formiilasyon Calismalarma Dair Bulgular

On Formiilasyon calismalarinda sirastyla sonikasyon siiresi, sonikasyon giicii, ic/dis
faz oranlari, etkin madde ve polimer miktarlar1 degistirilerek “2.2.1. Polimerik
Nanopartikiiler Tastyici Sistemlerin On Formiilasyon Calismalari” kisminda anlatildig

sekilde farkli formiilasyonlar hazirlanmigtir.

Degisen parametrelerle iiretilen nanopartikiillere iliskin Zetasizer NanoZS cihaz ile
elde edilen partikiil boyutu, dagilimi1 ve zeta potansiyeli sonuglari; ayrica yilizde yiikleme
etkinligi bulgularnn degerlendirilerek final formiilasyona karar verilmistir. Analizler ii¢

tekrarlt gerceklestirilmis ve sonuglar ortalama+SS olarak verilmistir.

Yiizde yiikleme etkinligi “2.2.3.3. Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi” bdoliimiinde
belirtilmis yontem dogrultusunda yapilmis olup formiilasyonun dis fazi (%1 PVA) ile
seyreltilen BSA ile yapilan kalibrasyona ait grafik ve denklem Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. %1 PVA ile hazirlanan BSA ¢6zeltilerine ait kalibrasyon grafigi (n=3)

Sonikasyon siiresi, partikiil boyutunu ve dagilimini etkileyen en énemli formiilasyon
parametrelerinden biridir. Sonikasyon emiilsiyon damlaciklarini pargaladig igin genel olarak
sonikasyon siiresinin artmasiyla pargacik boyutu ve dagiliminin azalmasi beklenir (Topal
vd., 2023). Sonikasyon siiresinin partikiillere etkisini gozlemlemek amaciyla primer
emiilsiyonu olusturmak i¢in yapilan 1.sonikasyon siiresi 15, 30 ve 60 saniye olarak ti¢ farkli
stirede ayarlanarak formiilasyonlar hazirlanmig ve sonuglar Cizelge 3.1°de verilmistir. 30 sn

sonikasyon partikiil boyutu, PDI degeri ve enkapsiilasyon acgisindan degerlendirildiginde en
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iyi sonucu vermistir. F1 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik Sekil 3.2’de

verilmistir. Caligmalara 1. sonikasyon 30 sn olarak devam edilmistir.

Cizelge 3.1. Birinci sonikasyon siiresinin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil . Partikiil Boyutu
Sonikasyon 1 (sn) EE (%=SS) PDI(Ort+SS)
No (nm=SS)
F1 30 73,510,003 262,7+£5,335 0,226+0,008
F2 15 76,58+0,001 378,1 £0,008 0,272+0,007
F3 60 68,160,008 288,9 +0,005 0,209+0,003
Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.2. F1 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik

Sonikasyon siiresinin partikiillere etkisini gdzlemlemek amaciyla sekonder
emiilsiyonu olusturmak i¢in yapilan 2.sonikasyon siiresi 15, 30, 60, 90 ve 120 saniye olarak
bes farkli siirede formiilasyonlar hazirlanmis ve sonuglar Cizelge 3.2’de verilmistir. 90 sn
sonikasyon partikiil boyutu, PDI degeri ve enkapsiilasyon agisindan degerlendirildiginde en
iyi sonucu vermistir. F4 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik Sekil 3.3’te

verilmistir. Caligsmalara 2. sonikasyon 90 sn olarak devam edilmistir.

Cizelge 3.2. ikinci sonikasyon siiresinin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil . Partikiil Boyutu

Sonikasyon 2 (sn) EE (%=SS) PDI(Ort£SS)
No (nm=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+0,001 251,244,398 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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Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.3. F4 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik

Sonikasyon giiciiniin partikiillere etkisini gdzlemlemek amaciyla primer ve sekonder
emiilsiyonu olusturmak i¢in uygulanan sonikasyon giicii yiizde 20, 30 ve 40 olarak ii¢ farkli
giicte sonikasyon yapilarak formiilasyonlar hazirlanmis ve sonuglar Cizelge 3.3’te
verilmistir. %30 sonikasyon giicli partikiil boyutu, PDI degeri ve enkapsiilasyon a¢isindan
degerlendirildiginde en iyi sonucu vermistir. F9 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve
dagilimma ait grafik Sekil 3.4’te verilmistir. Caligmalara sonikasyon giicii %30’a

ayarlanarak devam edilmistir.

Cizelge 3.3. Sonikasyon giiciiniin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil Partikiil Boyutu
Sonikasyon giicii (%) EE (%=SS) PDI(Ort£SS)
No (nm=SS)
F8 20 74,49+0,001 330,5+9,425 0,267+0,010
F9 30 85,35+0,004 285,619,265 0,193£0,008
F10 40 85,860,005 287,2+11,38 0,210+0,013

Size Distribution by Intensity

ZD_ ................. .................. . ................. .................
T 154
=
' ¥}
L
= 104
w 4
5
E 5

0 : .

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 3.4. F9 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik
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Polimer miktarinin partikiillere etkisini gézlemlemek amaciyla 10, 20, 30 ve 40 mg
olarak dort farkli miktarda polimer (PEG-PCL) ile hazirlanan formiilasyonlara ait sonuglar
Cizelge 3.4’de verilmistir. 40 mg PEG-PCL partikiil boyutu, PDI degeri ve enkapsiilasyon
acisindan degerlendirildiginde en iyi sonucu vermistir. F13 kodlu formiiliin partikiil boyutu
ve dagilimina ait grafik Sekil 3.5’te verilmigtir. Caligmalara 40 mg PEG-PCL ile devam

edilmistir.

Cizelge 3.4. Polimer miktarinin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil Partikiil Boyutu
Polimer miktar1 (mg)  EE (%=SS) PDI(Ort£SS)
No (nm=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+0,004 281,116,614 0,188+0,019
Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.5. F13 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik

Antijen miktarmin partikiillere etkisini gdzlemlemek amactyla 12.5, 25, 50 ve 100 pg
olarak dort farkli miktarda model protein BSA ile hazirlanan formiilasyonlara ait sonuglar
Cizelge 3.5’de verilmistir. 100 ug/200 ul BSA miktar1 partikiil boyutu, PDI degeri ve
enkapsiilasyon agisindan degerlendirildiginde en iyi sonucu vermistir. F18 kodlu formiiliin
partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik Sekil 3.6°da verilmistir. Calismalara 100 ug/200 ul

BSA miktari ile devam edilmistir.
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Cizelge 3.5. Antijen miktarinin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil Antijen (BSA) Partikiil Boyutu
EE (%=+SS) PDI(Ort£SS)
No miktar1 (png) (nm=SS)
F15 12,5 36,63+0,003 354,847,101 0,317+0,046
F16 25 64,57+0,005 274,8+4,215 0,186+0,011
F17 50 80,05+0,004 360,245,050 0,304+0,014
F18 100 83,06+0,004 297,5+1,015 0,227+0,010

Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.6. F18 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik

Di1s faz hacminin partikiillere etkisini gézlemlemek amaciyla nihai emiilsiyon 5, 7.5,
12.5 ve 17.5 ml olarak dort farkli hacimde dis faz (%1 PVA) ile hazirlanan formiilasyonlara
ait sonuglar Cizelge 3.6’da verilmistir. 5 ml dig faz hacmi partikiil boyutu, PDI degeri ve
enkapsiilasyon agisindan degerlendirildiginde en iyi sonucu vermistir. F19 kodlu formiiliin
partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik Sekil 3.7°de verilmistir. Calismalara 5 ml dig faz

hacmi ile devam edilmistir.

Cizelge 3.6. D1s faz hacminin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil Partikiil Boyutu
Dis faz hacmi (ml) EE (%=+SS) PDI(Ort+SS)
No (nm=SS)
F19 5 84,5+0,007 281,6+4,073 0,197+0,005
F20 7,5 81,02+0,005 300,441,002 0,236+0,009
F21 12,5 91,41+0,001 299,441,686 0,211+0,010
F22 17,5 95,89+0,002 310,0+2,650 0,232+0,007
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Sekil 3.7. F19 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik

3.2. Model Protein (BSA) ile Yapilan Calismalara Dair Bulgular

3.2.1. In-vitro Antijen Salim Bulgular

“2.2.3.9. In-vitro Antijen Salim Calismas1” béliimiinde belirtildigi gibi BSA yiiklii
nanopartikiillerin salim profilinin belirlenmesi amaciyla tiip yontemi (sample and seperate)
kullanilarak analiz yapilmistir. RBD yiiklii nanopartikiiller pH 7,4 PBS ortaminda, 50
rpm’de, 37°C’de inkiibe edilerek belirlenen zaman araliklarinda numuneler alinmugtir.
Alinan orneklerdeki salinan BSA miktar1 ‘mikro bikinkoninik asit (mikro- BCA) teknigi’
kullanilarak hesaplanmis olup salim ortami (pH 7,4 PBS). ile seyreltilen BSA ile yapilan
kalibrasyona ait grafik ve denklem Sekil 3.8’de verilmistir. Salim sonuglarina ait grafik ise

Sekil 3.9°da verilmistir.

2
B y = 0,033x + 0,0354
< 15 *=0,9933
c 1
2
] 0,5
o]
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Sekil 3.8. pH 7,4 PBS ile hazirlanan BSA ¢6zeltilerine ait kalibrasyon grafigi (n=3)
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Sekil 3.9. Model protein BSA ile iiretilen nanopartikiil formiilasyonundan in vitro salim profili (n=3)

In vitro salim ¢alismalar1 sonucunda BSA ile iiretilen nanopartikiil formiilasyonlarinin

salim Kinetikleriyle ilgili veriler Cizelge 3.7 de verilmistir.

Cizelge 3.7. BSA yiiklii nanopartikiil in vitro salim kinetikleri

0.derece  l.derece Higuchi Korsmeyer-Peppas  Weibull
Determinasyon 0,329 0,386 0,535 0,779 0,352
Katsayisi (r°)
n 0,268 0,004 3,409 0,154 0,003

BSA yiiklii nanopartikiillerden yapilan in vitro salim calismalari sonucunda elde
edilen verilerden hareketle yapilan kinetik hesaplamalar sonucunda salimin Korsmeyer-

Peppas kinetigine uyum sagladigi goriilmiistir.

3.2.2.  Yapisal Biitiinliik Bulgular:

Uretim siirecinin antijenin yapisal biitiinliigii iizerindeki etkisini degerlendirmek ve in
vitro salim ortaminda tek basina antijenin ve nanopartikiillerden salinan antijenin zamanla
bozulup bozulmadigimi gézlemlemek amaciyla SDS-Poliakrilamid Jel elektroforez ¢aligmasi

yapilmistir. Model protein olan BSA’nin molekiil agirligr 66.28 kDa’dur.

Sekil 3.10’da salim ortaminda 8, 24, 48, 96 saat tutulan saf BSA numunelerine ait
bantlar, kalibrasyon olarak kullanilan 500 ppm ve 250 ppm konsantrasyondaki BSA
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numunelerine ait bantlar ile ayn1 hizada ve BSA molekiil agirligina denk gelmektedir. Sekil
3.11°de 8, 24, 48 ve 96 saatlik in vitro salim ¢aligmalarinda nanopartikiillerden salinan BSA

numunelerine ait bantlar yine benzer hizada ¢ikmistir.

Marker 8 saat 24 saat 48 saat 96 saat 500 ppm_ 250 ppm

250 kD-
150 kD-
100 kD-

50 kD-

37 kD-

25 kD-

15 kD-
10 KD- —

Sekil 3.10. Salim ortaminda 8, 24, 48, 96 saat tutulan saf BSA numunelerine ait bantlar

Marker ~ 8saat 24 saat 48 saat 96 saat 500 ppm 250 ppm 100 pmm
250 kD- & _
150 kD- & P

Sekil 3.11. 8, 24, 48, 96 saat nanopartikiillerden salinan BSA numunelerine ait bantlar
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3.2.3.  Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Bulgulari

Hazirlanan  nanopartikiillerin ~ partikiil ~ biiytikligi ve ylizey yapilarinin
karakterizasyonu Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ile incelenmistir. Sekil 3.12°de
sunulan TEM goriintiisii incelendiginde nanopartikiillerin kiiresel oldugu, monodispers bir
sekilde dagildigi ve agregasyon olusmadigi goriilmistir. Ayrica lazer 1s1k sagilimi

yontemiyle elde edilen bulgularla tutarli oldugu goriilmiistiir.

Sekil 3.12. Hazirlanan nanopartikiillere ait TEM goriintiileri.

3.2.4. Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC) Bulgular

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizi ile model protein olarak kullanilan
BSA, PEG-PCL polimeri, bos polimerik nanopartikil ve BSA yiiklii polimerik
nanopartikiiliin termal 6zellikleri incelenmistir. Sekil 3.13’te s6z konusu 6rneklere ait DSC
termogramlari verilmistir. BSA’ya ait pikler 96,68 °C ve 218,34 °C’de ekzortermik pik
olusturmustur. Sekil 3.13’te D1 in verdigi piklere bakildiginda nanopartikiil sistemi i¢inde
BSA’nin tepe noktasinin kayboldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.13. DSC termogramlar1 (B1l: Bos polimerik nanopartikiil, D1: BSA yiiklii polimerik
nanopartikiil)

3.2.5. Kisa Siireli Fiziksel Stabilite Bulgular:

Gelistirilen nanopartikiillerin saklama kosulunu belirlemek ve saklama sirasindaki
kararliligin1 g6zlemlemek amaciyla BSA yiiklii PEG-PCL nanopartikiilleri i¢in yapilan kisa
stireli stabilite c¢alismasina ait veriler Cizelge 3.8, Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10°da

sunulmustur.
Cizelge 3.8’de saf su ile disperse edildikten sonra 1 ay boyunca +4 °C'de saklanan

numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. giin partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyel degerleri

verilmistir.

48



Cizelge 3.8. +4 °C’de saklanan BSA yiiklii nanopartikiil dispersiyonlarina ait kisa siireli stabilite
verileri (n=3)

Parametre Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyel (mV)
Baslangic 191+1,51 0,148+0,014 -25,8+ 0,321
1. giin 188,1+3,732 0,139+0,009 -21,5+5,02
15.giin 178,1£2,060 0,119+0,018 -17,8+0,346
30.giin 177,3+1,127 0,118+0,007 -13,2+0,265

Cizelge 3.9°da saf su ile disperse edildikten sonra 1 ay boyunca -20°C'de saklanan
numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. giin partikiil biiyiikliigli, PDI ve zeta potansiyel degerleri

verilmistir.

Cizelge 3.9. -20 °C’de saklanan BSA yiiklii nanopartikiil dispersiyonlarina ait kisa siireli stabilite
verileri (n=3)

Parametre Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyel (mV)
Baslangi¢ 177,6+£0,5859 0,146+0,009 -23,4+0,866
1. giin 215,6+3,305 0,203+0,006 -13,4+0,231
15.giin 229,842,007 0,154+0,012 -13,0+0,451
30.giin 234,0+1,940 0,244+0,006 -14,5+0,551

Cizelge 3.10°da saf su ile disperse edildikten sonra dondurma isleminin proteine zarar
vermesini onlemek amaciyla formiilasyona kriyoprotektan olarak (%1) trihaloz eklenerek 1
ay boyunca -20°C'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. giin partikiil bityiikliigi, PDI ve

zeta potansiyel degerleri verilmistir.

Cizelge 3.10. -20 °C’de saklanan ‘trehaloz’ ilave edilmis BSA yiiklii nanopartikiil dispersiyonlarina
ait kisa siireli stabilite verileri (n=3)

Parametre Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyel (mV)
Baslangi¢ 218,9+2,761 0,163+0,021 -18,8+0,321
1. giin 238,045,372 0,189+0,014 -14,0+0,721
15.giin 235,2+1,124 0,252+0,006 -15,2+0,252
30.giin 232,243,219 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

siiresinde degisen partikiil boyutu ve zeta potansiyel degerlerine ait karsilagtirmali grafik

Sekil 3.14 ve Sekil 3.15°de sunulmustur.
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1. GUN
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15.GUN
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30.GUN

Sekil 3.14. +4 °C ve -20°C 'de ve trehaloz eklenerek -20°C 'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30.
giin partikiil boyutu sonuglari (n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

10,00
5,00
0,00

-5,00

-10,00
-15,00
-20,00
-25,00

-30,00

0. giin

+4°C

1. giin

-20 °C

15.giin

Zaman

-20 °C (Trehalozlu)

30.giin

Sekil 3.15. +4 °C ve -20°C 'de ve trehaloz eklenerek -20°C 'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30.
giin partikiil boyutu sonuglar1 (n=3)
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Ayrica +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 sonuglar1 Sekil 3.16, Sekil

3.17 ve Sekil 3.18de verilmistir.

Sekil 3.16. BSA-NP’leri +4°C’de, 60. giin TEM goriintiileri

b 200 nm i 500 nm

Sekil 3.17. BSA-NP’leri -20°C’de, 60. giin TEM goriintiileri
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Sekil 3.18. Trihalozlu BSA-NP’leri +4°C’de, 60. giin TEM gérintiileri

3.3. RBD Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonuna Dair Bulgular

3.3.1. Partikiil Biiyiikliigii, Dagilimi, Zeta Potansiyeli ve Yiikleme
Etkinligi Bulgular

On formiilasyon c¢alismalar1 sonrasi sonuglar dogrultusunda Karar verilen nihai
formiilasyona antijen yiiklenerek ‘“2.2.2. RBD Yiiklii Nanopartikiillerin Hazirlanmas1”
boliimiinde belirtildigi gibi iiretim yapilmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin  partikiil
biiylikliigli, dagilimi ve zeta potansiyelini belirlemek i¢in dinamik 151k sagilimi ydntemi
(Malvern Zetasizer NanoZS) kullanilmistir. Yiikleme etkinligi ise ‘mikro bikinkoninik asit
(mikro- BCA) teknigi’ kullanilarak tayin edilmistir.

Yiizde yiikleme etkinligi “2.2.3.3. Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi” bdliimiinde

belirtilmis yontem dogrultusunda yapilmis olup formiilasyonun dis fazi (%1 PVA) ile
seyreltilen RBD ile yapilan kalibrasyona ait grafik ve denklem Sekil 3.19’da verilmistir.
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Sekil 3.19. %1 PVA ile hazirlanan RBD ¢ozeltilerine ait kalibrasyon grafigi (n=3)

RBD yiiklenerek iiretilen nanopartikiillere ait veriler Cizelge 3.11°de verilmistir. RBD

yiiklii nanopartikiil formiilasyonuna (PB1) ait partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik Sekil

3.20°de, zeta potansiyeli dagilimina ait grafik Sekil 3.21’°de verilmistir.

Cizelge 3.11. RBD yiiklii final nanopartikiil formiilasyonuna ait partikiil biyiikliigi, dagilimi, zeta
potansiyeli ve yiikleme etkinligi bulgular1 (n=3)

Formiil Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel
EE (%=SS) PDI(Ort+SS)
No (nm=SS) (mV)
PB1 86,440,007 254,045,645 0,197+0,020 -11,8+0,416
Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.20. RBD yiiklii nanopartikiil formiilasyonuna (PB1) ait partikiil boyutu ve dagilimi grafigi
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Zeta Potential Distribution

1 R SEEEEETEEEE TR SEREEETEEET R SEREEEEEEE TR :
‘muuun.... ......................
RILIIE SR .................... ...................... ......................

QDDDDD. ...................... ...................... ...................... ......................

Total Courts

-10[”:”:”]. ...................... ................ ...................... ......................

0 } } t } } + |
-100 0 100 200

Apparent Zeta Potential (mV)

Sekil 3.21. RBD yiiklii nanopartikiil formiilasyonuna (PB1) ait zeta potansiyeli dagilimi grafigi

3.3.2  In-vitro Antijen Salim Bulgular1

“2.2.3.9. In-vitro Antijen Salim Calismas1” béliimiinde belirtildigi gibi RBD yiiklii
nanopartikiillerin salim profilinin belirlenmesi amaciyla tiip yontemi (sample and seperate)
kullanilarak analiz yapilmistir. RBD yiiklii nanopartikiiller pH 7,4 PBS ortaminda, 50
rpm’de, 37°C’de toplam 312 saat inkiibe edilerek belirlenen zaman araliklarinda numuneler
almmustir. Alinan 6rneklerdeki salinan BSA miktar1 ‘mikro bikinkoninik asit (mikro- BCA)
teknigi’ kullanilarak hesaplanmig olup salim ortami (pH 7,4 PBS) ile seyreltilen RBD ile
yapilan Kalibrasyona ait grafik ve denklem Sekil 3.22’de verilmistir. Salim sonuglarina ait

grafik Sekil 3.23’te ve Sekil 3.24’te verilmistir.

0,8
B y = 0,0144x + 0,0072
£06 R* = 0,999
S04
=
g3 02
Qo
< 0

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.22. pH 7,4 PBS ile hazirlanan RBD ¢ozeltilerine ait kalibrasyon grafigi (n=3)
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Sekil 3.23. RBD antijeni ile iiretilen nanopartikiil formiilasyonundan in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 3.24. Saf RBD’ye ait salim profili (n=3)

Cizelge 3.12. RBD yiiklii nanopartikiil in vitro salim kinetikleri

0. derece  1l.derece Higuchi Korsmeyer-Peppas  Weibull
Determinasyon 0,496 0,727 0,656 0,901 0,650
Katsayisi (r°)
n 0,132 0,003 2,638 0,113 0,001

RBD yiiklii nanopartikiillerden yapilan in vitro salim g¢alismalart sonucunda elde
edilen verilerden hareketle yapilan kinetik hesaplamalar sonucunda BSA yiiklii
nanopartikiillerde oldugu gibi salimin Korsmeyer-Peppas kinetigine uyum sagladigi

gOriilmiistir.
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3.3.3.  Yapisal Biitiinliik Bulgular:

Uretim siirecinin RBD  antijeninin  yapisal biitiinliigii {izerindeki etkisini
degerlendirmek ve in vitro salim ortaminda tek basina antijenin ve nanopartikiillerden
salinan antijenin zamanla bozulup bozulmadigini gézlemlemek amaciyla SDS-Poliakrilamid
Jel elektroforez c¢alismast yapilmistir. RBD proteininin molekiil agirhigr yaklasik 25
KDa’dur. Sekil 3.25’te salim ortaminda 24 ve 96 saatlik in vitro salim ¢alismalarinda
nanopartikiillerden saliman RBD numunelerine ait bantlar, kalibrasyon olarak kullanilan 500
ppm ve 250 ppm konsantrasyondaki RBD numunelerine ait bantlar ile ayn1 hizada ve RBD
molekiil agirligina denk gelmektedir.

270 kDa
150 kDa

95 kDa

66 kDa

52kDa

32kDa

28 kDa

Sekil 3.25. RBD ile iiretilen nanopartikiil ve RBD antijenine ait SDS-PAGE jeli

Jel uygulama sirasi: 1.kuyucuk: Marker, 2.kuyucuk: Bos, 3.kuyucuk: 500 ppm RBD, 4. Kuyucuk: 250 ppm
RBD, 5. Kuyucuk: 50 pg RBD igeren nanopartikiil 24. Saat salim numunesi, 6. Kuyucuk: 50 pg RBD igeren
nanopartikiil 96. Saat salim numunesi, 7. Kuyucuk: Bos nanopartikiill 96.saat numunesi, 8. Kuyucuk: Bosg
nanopartikiil, 9. Kuyucuk: 50 pg RBD igeren nanopartikiil 24. saat salim numunesi, 10. Kuyucuk: 50 pg RBD
iceren nanopartikiil 96. saat salim numunesi

Sonugta, nanopartikiill hazirlama siirecinin proteinin yapisinda bozunmaya neden

olmadig1 ve salim siiresinde proteinin stabil kaldig1 gézlenmistir.
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3.4. Hiicre Kiiltiirii Cahismalarina Dair Bulgular

3.4.1. Hiicre Canlihig1 Bulgular:

“2.2.4.1 Hiicre Canlihi@” boliiminde belirtilen yontemle L929 fare fibroblast
hiicrelerinde yiiriitiilen MTT analizine ait bulgular Sekil 3.26, Sekil 3.27, Sekil 3.28 ve Sekil
3.29°da verilmistir.

Sekil 3.26’da belirli konsantrasyonlarda (50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5
pg/ml) RBD ile yapilan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat hiicre canliligi sonuglari

gosterilmektedir.
120 E24.5a E725a
100 = .
= = E=
S = EE §
i° B “E -
5 = = =
= = —= =
=9 B =
n = EE E
0 = = =
Kontrol  0,5pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL
RBD Konsantrasyonu

Sekil 3.26. RBD proteinine ait farkli konsatrasyonlardaki 24. ve 72. saat hiicre canliligi sonuglari
(n=3)

Sekil 3.27°de belirli konsantrasyonlarda (10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml,
250 pg/ml, 1000 pg/ml) PEG-PCL polimeri ile yapilan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat

hiicre canlilig1 sonuglar1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.27. Polimer olarak kullanilan PEG-PCL’ye ait farkli konsatrasyonlardaki 24. ve 72. saat hiicre
canliligt sonuglar1 (n=3)

Sekil 3.28 ve Sekil 3.29°da belirli konsantrasyonlarda (100 pg/ml, 200 pug/ml, 2
mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml) RBD yiiklii nanopartikiiller; ayni sekilde hazirlanan bos
nanopartikiiller ile yapilan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat hiicre canlilig1 sonuglari

gosterilmektedir.
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Sekil 3.28. Bos nanopartikiile ait farkli konsatrasyonlardaki 24. ve 72. saat hiicre canlilii sonuglari
(n=3)
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Sekil 3.29. RBD proteini yiiklii nanopartikiile ait farkli konsatrasyonlardaki 24. ve 72. saat hiicre
canliligt sonuglart (N=3)
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3.4.2. Nitrik Oksit Tayini Bulgular:

“2.2.4.2 Nitrik Oksit Tayini” bolimiinde belirtilen yontemle J774 fare makrofaj hiicre
hatt1 kullanilarak yapilan in vitro etkinlik ¢aligmasina ait bulgular Sekil 3.30’da verilmistir.
J774 makrofaj hiicreleri 24 ve 72 saat boyunca RBD, PEG-PCL polimeri, Bos-NP ve RBD-
NP ile muamele edilmis, ardindan siipernatanttaki nitrik oksit miktarlar1 Griess reaktifi

kullanilarak 6l¢iilmiistiir. NO tayinine iligskin sonuglar Sekil 3.20’de sunulmustur.
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4. TARTISMA

Tez kapsaminda SARS-CoV-2 Spike proteini reseptdr baglanma alam (RBD)
subunit/protein agisi lizerinde antijen tasiyici sistem olarak poli(etilen glikol) (PEG)-poli(e-
kaprolakton)(PCL) polimerik nanopartikiil sistemi kullanilmigs ve formiilasyona iliskin
parametrelerin (hazirlama yontemi, kullanilan materyal ve yontem basamaklari) hazirlanan
nanopartikiiler tasiyict sistem {izerindeki etkisi incelenerek asilarin gelistirilmesi ve
uygulanmasinda karsilasilan sorunlara eczacilik teknolojisi bakis acisiyla katki saglamak

amaclanmustir.

Polimerik  nanopartikiillerin  hazirlanmasinda, polimer olarak biyouyumlu,
biyoparcalanir ve FDA onayli bir polimer olan PEG ve PCL’un kopolimer olarak modifiye
edilmis formu kullanilmig; S/Y/S ¢ift emiilsiyon-¢6ziicii buharlastirma yontemi ile tiretim

yapilmistir.

Tastyict sistemler ya dogrudan lenfatik sisteme antijen alimini tesvik ederek ya da
daha sonra lenf diiglimlerine go¢ edecek hareketli APC'lere antijen alimini tesvik ederek
lokal lenf diigiimlerindeki antijen konsantrasyonunu st diizeye ¢ikarmayi hedefler. Bu
sebeple asilarda tasiyici sistem kullanilmasindaki temel hedeflerden biri bagisiklik tepkisinin
uyarilmasindan sorumlu hiicrelere veya dokulara ulasan antijen miktarini arttirmaktir
(O'Hagan ve Valiante, 2003). Antijenlerin APC'ler tarafindan alimi, reseptor etkilesimlerinin
yani sira boyut, sekil, yilizey yiikii, hidrofobiklik ve hidrofiliklik gibi tasiyic1 sistemin
ozelliklerine de baglidir (Bachmann ve Jennings, 2010).

Nanopartikiil boyutu APC'ler tarafindan etkili bir sekilde alinabilmeleri i¢in 6nemli bir
faktordiir. Literatiire gore 300 nm’den kiiglik partikiill boyutuna sahip polimerik
nanopartikiillerin daha yiiksek antikor titreleri olusturdugu tespit edilmistir (Shah vd., 2014).
Bu nedenle nihai formiilasyon igin partikiil biiytikligii <300 nm olarak hedeflenmistir.
Polidispersite indeksi (PDI) ise nanopartikiillerin partikiil biyiikligii dagilimimnin genisligi
hakkinda bilgi vermektedir. PDI degeri 0,3’iin altinda olan formiilasyonlarin monodispers
dagilim gosterdigi kabul edilmektedir (Danaei vd., 2018). Bu nedenle nihai formiilasyon igin
PDI degeri <0,3 olarak hedeflenmistir.
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On Formiilasyon ¢alismalarinda literatiir arastirmalari sonucu belirlenen Kritik
parametreler dogrultusunda sirasiyla sonikasyon siiresi, sonikasyon giicii, i¢/dis faz oranlari,
etkin madde ve polimer miktarlar1 degistirilerek farkli formiilasyonlar hazirlanmis; degisen
parametrelerle iiretilen nanopartikiillere iliskin partikiil boyutu, partikiil dagilimi, zeta
potansiyeli yiizde yiikleme etkinligi bulgularn literatiir dogrultusunda degerlendirilerek final

formiilasyona karar verilmistir.

Cizelge 2.1’de bilesimi sunulmus olan F19 formiilasyonuna ait sonuglar Cizelge
3.6’da verilmis olup yiikleme etkinligi %80 in iizerinde (84,5+0,007), partikiil boyutu 300
nm’nin altinda (281,6+4,073), Polidispersite indeksi (PDI) ise 0,3’iin altinda (0,197+0,005)

bulunarak hedeflenen sonuglara ulasilmstir.

Model protein ile hazirlanan nanopartikiillerin in vitro salim profillerini gozlemlemek,
RBD ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 arasindaki farkin degerlendirilmesini
saglarken in vivo salim kinetiginin Ongoriilmesinde de yardimci olmaktadir. Ayrica
hazirlanan formiilasyonun kalitesini degerlendirmede de onemli bir parametredir (Jan vd.,

2021).

“3.2.1. In-vitro Antijen Salim Bulgular1” bdliimiinde sunulan sonuglar degerlendiginde
Sekil 3.9 da goriildiigii gibi nanopartikiil formiilasyonu “patlama” salimi (burst release)
sonrast 8 saat i¢inde enkapsiile edilmis BSA’nin yaklasik % 45’ini 8 saat i¢inde aciga
¢ikararak 96 saatte platoya ulasarak yiiklenen BSA’nin ortalama %50’sini salmistir. Literatir
aragtirmasi yapildiginda Jia ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada PCL-PEG-PCL polimeri
kullanilarak hazirlanan BSA nanopartikiillerine ait salim profilinde de benzer sekilde

patlama salimi sonrasi benzer bir siirede platoya ulasilmistir (Jia vd., 2008).

Model protein olarak kullanilan BSA’nin iiretim siirecinde ve nanopartikiillerden in
vitro salim sirasinda bozulup bozulmadigin1 gézlemlemek amaciyla SDS-PAGE ¢alismasi
yapilmigtir. SDS-PAGE peptit ve protein yapidaki maddelerin yapisal analizinde yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. SDS-PAGE bir elektroforez teknigi olup proteinlerin jel
iizerinde molekiil agirliklarma gore ayrilmasimi saglayarak yapilariin analiz edilmesini

saglamaktadir (Walker, 2002).

“3.2.2. Yapisal Biitiinlik Bulgular1” boliimiinde sunulan sonuglar degerlendiginde

Sekil 3.10’da in vitro salim ortaminda 8, 24, 48 ve 96 saat tutulan BSA’nin kontrol olarak
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kuyucuklara yiiklenen saf BSA ile ayn1 noktada bant vermesi ve markerda molekiil agirligina

denk gelen bolgede olmasi sebebiyle yapisal biitiinliigiinii korudugu anlasilmaktadir.

Sekil 3.11°de 8, 24, 48 ve 96 saatlik in vitro salim ¢alismalarinda nanopartikiillerden
salinan BSA numunelerine ait bantlar goriilmekte olup yine saf BSA ile aym1 noktada ve
markerda molekill agirhigma denk gelen bdlgede bant vermis olup ek bir bdlgede bant
olusmamigtir. Bu durum hazirlama ve salim siregleri sirasinda BSA’nin  kimyasal
polimerizasyon, kovalent olmayan agregasyon veya molekiiler hidroliz gibi bozunmalara

ugramadigini ve stabil kaldigini géstermektedir (Jia vd., 2008).

Model protein ile hazirlanan nanopartikiillerin morfolojik 6zellikleri Gegirimli
Elektron Mikroskopu (TEM) ile incelenmistir. “3.2.2. Morfolojik Degerlendirme Bulgular1”
boliimiinde nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve yiizey yapilarinin karakterizasyonuna ait
sonuglar verilmistir. Sekil 3.12’de sunulan TEM goriintiisii incelendiginde nanopartikiillerin
kiiresel olmasi, monodispers bir sekilde dagilmasi ve agregasyon olusmamasi RBD antijeni
ile iretime baslamadan Once iiretim yontemi ve formiilasyon parametrelerinin

dogrulanmasini saglamstir.

Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), numunelerin fiziksel o&zelliklerindeki
degisimi ve sicakligin zamana kars1 degisimini dlgen bir termal analiz yontemidir (Imamoglu
vd., 2022). Model protein ile hazirlanan final nanopartikiil formiilasyonunun DSC analizi ile
termal ozellikleri belirlenerek, enkapsiilasyon dogrulanmasi yapilmistir. “3.2.4. Diferansiyel
Taramali Kalorimetre (DSC) Bulgular1” boliimiinde sunulan sonuglar degerlendiginde Sekil
3.13’te literatiir ile uyumlu olarak 218,34 °C’de BSA’ya ait belirgin bir ekzortermik pik
olusmustur (Luppi vd., 2011). PEG-PCL’ye ait termogramda 49,15°C’de ve 59,15°C’de iki
endotermik pik goriilmektedir. Bu piklerin PEG-PCL’ye ait oldugu yapilan literatiir taramasi
ile dogrulanmigtir (Li vd., 2018). BSA yiiklii nanopartikiil formiilsayonunun (D1) verdigi
piklere bakildiginda nanopartikiil sistemi i¢cinde BSA’nin tepe noktasinin kayboldugu
goriilmiigtiir. Sonucta BSA’nin nanopartikiil igerisine basarili bir sekilde kapsiillendigi

gosterilmistir.

Nanopartikiil formiilasyonlarmm in vitro karakterizasyonunda ve Kkalitesini
kanitlamada en Onemli parametrelerden biri de stabilitedir. Literatiirde ‘nanopartikiil
stabilitesi”, sekil, boyut, bilesim ve ylizey Ozellikleri gibi nanoyapi 06zelliklerinin

korunmasini tanimlamaktadir (Phan ve Haes, 2019).
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Model protein olan BSA yiiklii PEG-PCL nanopartikiilleri, kisa siireli fiziksel
stabiliteyi gozlemlemek amaciyla ultra saf su igerisinde disperse edildikten sonra 1 ay
boyunca +4 °C ve -20°C 'de saklanmistir. Ayrica -20 °C’de dondurma isleminden korumak
amaciyla formiilasyona kriyoprotektan olarak ‘trehaloz’ eklenerek nanopartikiillerin
stabilitesi gozlenmistir. Cizelge 3.8, Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10°da sunulan stabilite
caligsmalarina ait sonuclar degerlendirildiginde {i¢ ortamda da 30. giiniin sonunda kritik

parametler istenen limitlerin i¢inde kalmustir.

Cizelge 3.8°de +4 °C'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. giin sonuglar
degerlendirildiginde partikiil biiytikliginin 200 nm altinda kalarak belirgin olarak
degismedigi; PDI degerinin yine 0,3 ‘ten kiiclik oldugu ve degismedigi goriilmiistiir. Zeta
potansiyel degerinin zamanla arttig1, ancak istenen aralik olan £10 mV’den 30. giinde dahi

biiylik oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde +30 mV’den biiyiik zeta potansiyele sahip kolloidal dispersiyonlarin
yiiksek dayaniklilikta oldugu; +0-10 mV aralifinda zeta potansiyele sahip kolloidal
dispersiyonlarin ise dayaniksiz oldugu belirtilmekte olup +10-15 mV zeta potansiyel
degerinin formiilasyon stabilitesini saglamak igin yeterli olacagi belirtilmistir (Bhattacharjee,
2016).

Cizelge 3.9°da -20°C'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. giin sonuglari
degerlendirildiginde nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigiiniin giderek arttigi goriilmiis olup
s6z konusu durumun -20°C’de donan nanopartikiillerin zamanla agregat olusturmus
olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Bhatnagar vd., 2007). PDI degerinde belirgin
bir degisim olmamakla birlikte zeta potansiyel degerinin zamanla arttig1, ancak istenen aralik

iginde kaldig1 goriilmiistiir.

Nanopartikiiler sistemler ve biyolojik materyallerde dondur-¢éz ve liyofilizasyon
isleminin stabiliteyi olumsuz etkilemesinin Oniine ge¢mek icin formiilasyonlara
kriyopotektan maddeler ilave edilir. Literatiirde en sik kullanilan kriyoprotektan
maddelerden biri ‘trihaloz’dur (Fonte vd., 2014). Kriyoprotektanlarin nanopartikiillerin sekil,
boyut ve yapisal biitlinliiglini korumada oldukga etkili olduklar1 yapilan caligmalarla

kanitlanmigtir (Almalik vd., 2017).
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Cizelge 3.10°da saf su ile disperse edildikten sonra dondurma igleminin proteine zarar
vermesini énlemek amaciyla formiilasyona kriyoprotektan olarak (%1) trihaloz eklenerek -
20°C'de saklanan numunelere ait 0, 1, 15 ve 30. giin sonuglar1 degerlendirildiginde
formiilasyona ilave edilen Kriyoprotektanin partikiillerin agregat olusturmasinin Oniine
gectigi ve -20°C’de nanopartikiillerin partikiil biiylikligii, PDI ve zeta potansiyel degerinin

belirgin olarak degismedigi goriilmiistiir.

Sekil 3.14 ve Sekil 3.15’te sunulan karsilagtirmali partikiil boyutu ve zeta potansiyel
grafikleri de incelendiginde ii¢ farkli kosulda yapilan kisa siireli stabilite ¢calismas1 sonunda
antijen yiiklii nanopartikiil sisteminin +4°C’de ve trihaloz ilavesi ile -20°C’de fiziksel olarak

stabil kaldig1 bulunmustur.

Model protein ile hazirlanan formiilasyonlarin in vitro karakterizasyon sonuglari
yorumlanarak bu dogrultuda secilen final formiilasyon ile RBD yiiklii nanopartikiil tiretimi
yapilmigtir. Literatiire gére 300 nm’den kiiciik partikiil boyutuna sahip; PDI degeri 0,3’iin
altinda; zeta potansiyel degeri ise £10-15 mV araligindaki nanopartikiiler sistemlerin daha
yiiksek antikor titreleri olusturdugu, monodispers dagilim gosterdigi ve stabilite agisindan
uygun aralikta oldugu belirtilmektedir (Bhattacharjee, 2016; Danaei vd., 2018; Shah vd.,
2014).

Final formiilasyonla iiretilen RBD yiiklii nanopartikiile ait sonu¢ verileri Cizelge
3.6’da, partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik Sekil 3.20°de, zeta potansiyeline ait grafik
Sekil 3.21°de verilmis olup yiikleme etkinligi %86,4, partikiil boyutu 254 nm, Polidispersite
indeksi (PDI) 0,197 ve zeta potansiyeli -11,8 mV bulunarak hedeflenen aralikta sonuglara

ulagtimisgtir.

Literatiirde PEG polimeri yiiksiiz kisim, PCL ise negatif yiiklii hidrofobik kisim olarak
gegmektedir. Calismalarda kullandigimiz kopolimerin PEG:PCL oraninin 25:75 olmasi
sebebiyle nanopartikiile ait zeta potansiyel degeri negative ¢ikmaktadir (Li vd., 2009).
Literatiirde PEG-PCL kopolimerleri genelde yiiksiize yakin ya da negatif yiikte ¢ikmaktadir
(Hu vd., 2007; Zhang vd., 2004). Bu durumda -10 mV’den biiyiik zeta potansiyali elde

etmek hedeflenmis ve hedeflenen aralikta sonuglar elde edilmistir.
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In-vitro salim caligmalari, farmasétik iiriinlerin dozaj formu, salim mekanizmasi ve
salim kinetigine iliskin bilgi vererek in vivo analizler 6ncesi in vitro-in vivo korelasyon
(IVIVC) iliskisinin kurulmasini saglamaktadir (D’Souza, 2014).

Tez kapsaminda Oncelikle model protein ile final formiilsayona karar verilip, bu
formiilasyon ile nanonartikiile ait salim mekanizmasi ve salim kinetigine iliskin bilgi
edinilmis; edinilen sonuglar 1518inda RBD yiiklii nanopartikiil iiretimi yapilmis, tek basina
RBD ve polimerik nanopartikiil sistemi i¢ine enkapsiile edilmis RBD’nin salim profilleri

arasindaki fark gozlemlenmistir.

“3.3.2. In-vitro Antijen Salim Bulgular1” bdliimiinde sunulan sonuglar degerlendiginde
Sekil 3.22 ve Sekil 3.23’te PEG-PCL polimeri kullanilarak hazirlanan S1 formiilasyonundan
RBD proteininin salimi ile saf RBD’nin in vitro salim hizi incelendiginde polimerik
nanopartikiil formiilasyonunun antijenin ac¢iga ¢ikis hizini1 yavaslattigr goriilmistiir. Sekil
3.23’te % kiimiilatif salim-zaman grafigi incelendiginde protein ¢o6zeltisinin “patlama”
salimi (burst release) gosterdigi goriilmiistiir. Sekil 3.24’te tek bagina RBD proteininin 1 saat
icinde tamamen salindigi goriliirken; Sekil 3.23’te goriildiigli gibi nanopartikiil
formiilasyonlar1 RBD’nin %50’sini 4 saat iginde acgiga ¢ikarmis, salim 96 saate kadar devam

etmistir ve etkin maddenin yaklagik %68’ salindiginda salim platoya ulasmistir.

SARS-CoV-2, RBD alt birimi araciligiyla hiicre yiizeyinde bulunan ACE-2
reseptoriine baglanarak hiicrelere giris yapar (Edwin ve Antony, 2023). Asi antijenleri ile
bagisiklik gelisebilmesi i¢in antijenin lenfatik sisteme giris yapmasi gerekmektedir. Lenfatik
sisteme giris makrofajlar veya dentritik hiicreler araciligiyla olmakta olup nanopartikiillerin

partikiil boyutuna bagli olarak ortalama 24 saat siirmektedir (Reddy ve ark., 2007).

As1 formiilasyonlarinda adjuvan olarak nanopartikiiler sistemlerin kullanilmasindaki
nedenlerin en 6nemlilerinden biri antijenin lenfatik sisteme ulasana kadar viicutta stabil
kalmasini saglamaktir. Tez kapsaminda RBD proteini nanopartikiiler sistem igerisine
enkapsiile edilerek RBD proteinini lenfatik sisteme ulasana kadar viicuttaki degredasyon gibi
negatif etmenlerden korumak; ancak bu siirede yavasca salmmmasini saglayarak dentritik
hiicrelere ve makrofajlara ulastiginda serbest RBD’nin hiicre ylizeyindeki ACE-2
reseptorlerine baglanmasini saglamak hedeflenmistir. Caligmalar sonucunda 24 saatte
RBD’nin %50’sinden fazlasi salinmig, boylelikle lenfatik sisteme ulagma siiresinde NP’lere

yiiklenen RBD’nin yaris1 serbest hale gelmistir. Bu sayede baslangicta hiicrelere giris yapan
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RBD ile hizli bir bagisiklik, 24 saat sonunda nanopartikiillerden salinan RBD ile de uzun

stireli bagisilik saglanmasi hedeflenmistir.

In vitro salim ¢alismalarindan elde edilen verilerle yapilan kinetik hesaplamalar
sonucunda RBD ve BSA yiiklii nanopartikiillerde salim grafiklerinin r* degerinin 1’¢ en
yakin oldugu model olan Korsmeyer-Peppas kinetigine uyum sagladigr goriilmiistiir.
Literatiirde PEG-PCL polimerleri ile hazirlanan nanopartikiillerin salim kinetiginin en ¢ok
Korsmeyer-Peppas’a uyum sagladigi gézlenmistir (Ramazani vd., 2018; Wadhwa vd., 2021).
Korsmeyer-Peppas modeline gore yapilan kinetik hesaplama sonucunda n degeri 0,113
olarak bulunmustur. Bu deger 0,45’ten kiicik oldugu icin salim difiizyonla
gerceklesmektedir.

In vitro salim calismas1 bulgular1 dogrultusunda nanopartikiillerden RBD proteininin
saliminin ortalama 96 saatte platoya ulastigi goriilmiistiir. Literatiir verileri dogrultusunda
lenfatik sisteme ulasana kadar salinan antijenin viicutta stabil kalip kalmadigini ve salim
boyunca antijenin stabilitesini gozlemlemek amaciyla 24 ve 96 saatlik in vitro salim
caligmalarinda nanopartikiillerden salinan RBD numuneleri ile saf RBD numunelerinin

yapisal biitiinligii SDS-PAGE analizi ile karsilastirilmistir.

“3.3.3. Yapisal Biitiinliik Bulgular1” boliimiinde sunulan sonuglar degerlendiginde
Sekil 3.25°te in vitro salim ortaminda 24 ve 96 saat tutulan RBD kontrol olarak kuyucuklara
yiiklenen saf RBD ile ayni noktada bant vermis; ayrica hem saf RBD hem de salim
numuneleri kaynak olarak kullanilan RBD’nin literatiir verileri ile uyumlu olarak 25 kDa’a
denk gelen bolgede bant vermistir (Kalyoncu vd., 2023). Sonugta formiilasyon siirecinin
RBD’nin yapisinda bozunmaya sebebiyet vermedigi ve asi enjeksiyonu sonrasi 96 saate

kadar salinan RBD’nin viicut kosullarinda bozunmadigi ve stabil kaldig1 tespit edilmistir.

RBD yiiklii nanopartikiillerin hiicre canliligina etkisini gézlemlemek amaciyla L929
fare fibroblast hiicrelerinde yiiriitiilen MTT analizine ait bulgular “3.4.1 Hiicre Canliligina

Dair Bulgular” boliimiinde sunulmustur.

Sekil 3.26°da belirli konsantrasyonlarda (50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5
pg/ml) RBD ile yapilan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat hiicre canlilig1 sonuglar

gosterilmektedir. RBD proteini tek basina uygulandiginda incelenen tiim konsantrasyonlarda
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L929 hiicreleri {izerinde herhangi bir toksik etki gostermemistir. Her iki inkiibasyon siiresi

icinde de sitotoksisiteye rastlanmamistir.

Sekil 3.27°de belirli konsantrasyonlarda (10 pug/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml,
250 pg/ml, 1000 pg/ml) PEG-PCL polimeri ile yapilan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat
hiicre canliligi sonuglart gosterilmektedir. Polimer tek bagma uygulandiginda hicbir
konsantrasyonun incelenen zaman araliklarinda L1929 hiicreleri iizerinde toksik bir etkiye
neden olmadig goriilmiistiir. Sonuglar litaratiir verilerini dogrular nitelikte olup PEG-PCL
polimerinin 1929 hiicrelerinde giivenli oldugu sdylenebilir (Alami-Milani vd., 2019; Luo
vd., 2016).

Sekil 3.28 ve Sekil 3.29°da belirli konsantrasyonlarda (100 pg/ml, 200 ug/ml, 2
mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml) RBD yiiklii nanopartikiiller; ayni sekilde hazirlanan bos
nanopartikiiller ile yapilan MTT analizine ait 24. saat ve 72. saat hiicre canlilig1 sonuglari

gosterilmektedir.

RBD-NP formiilasyonlarinin farkli konsantrasyonlarinin L1929 hiicreleri iizerindeki
etkinlikleri incelendiginde 100 pg/ml, 200 pg/ml ve 2 mg/ml konsantrasyonlarina maruz
kalan hiicrelerde canlilik oranlar1 %90 ve iizerinde oldugu goriilmektedir. Daha yiiksek
konsantrasyonlara bakildiginda 24 saatin sonunda hiicre canlilik seviyesi % 80’in altina
inmistir ancak 72 saatlik inkiibasyonun ardindan bu konsantrasyonlardaki hiicre canlilik
degerlerinin yine %80’in iistiinde oldugu goriilmektedir. Ayrica ISO 10993-5'e (2009) gore,
in vitro sitotoksiste testinde giivenli olarak kabul edilebilir minimum hiicre yasayabilirligi
sinirt %70 olup higbir konsantrasyonda canlilik bu seviyeye diismemistir. Sonug olarak
PEG-PCL polimeri kullanilarak hazirlanan RBD yiiklii nanopartikiill formiilasyonunun

giivenilirligi in vitro hiicre canlih@i ¢alismalari ile kanitlanmigtir.

RBD yiiklii nanopartikiillerin in vitro aktivitesi Nitrik oksit (NO) tayini ile
gbzlemlenmistir. Nitrik oksit tayini ile antijenin in vitro ortamda immiinostimiilan etkinlik
olusturup olusturmadigi belirlenebilmektedir. SARS-CoV-2 as1 caligmalarinda in vitro
analizlerde tercih edilen bir yontemdir (Uehara vd., 2015; Vijayanand vd., 2023).

Sekil 3.30’da sunulan sonuglar degerlendirildiginde kontrol gruplart ile

kiyaslandiginda Bos NP formiilasyonu ve PEG-PCL polimeri uygulanan grupta

makrofajlardan salgilanan nitrik oksit miktarinda kayda deger artis olmadig goriilmiistiir.
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Tek basina RBD proteinine maruz kalan gruplarda nitrik oksit seviyesinin yiiksek diizeyde
oldugu goriilmektedir. Bu grupta NO seviyesi 24 saatin sonunda yaklagik 2,5 kat ve 72 saatin
sonunda ise yaklasik 3 kat artis gostermistir. RBD yiiklii nanopartikiile ait sonuglar
incelendiginde 72 saatin sonunda serbest haldeki RBD proteini igeren grup ile benzer
sonuclar gosterdigi goriilmiistiir. 24 saatlik siire i¢erisinde RBD-NP’lere ait NO sonuglari
serbest RBD proteinine gore daha diisiik olmasina ragmen, 72 saatin sonunda benzer
diizeyde immiinostimiilan etki olustugu goriilmiistiir. Bu durum nanopartikiiler sistem igine
enkapsiile halde olan RBD’nin zamanla salinarak serbest RBD’ye gore daha uzun siireli
immiinostimiilan etki olusturabilecegini diislindiirmektedir. Sonu¢ olarak RBD-NP’lerin
non-toksik konsantrasyonlarinin J774 makrofaj hiicreleri {izerinde kayda deger bir diizeyde
immiinostimiilan aktivite gosterdikleri ve uzun siireli bagisiklik igin fayda saglayacagi tespit

edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez caligmalar1 kapsaminda, SARS-CoV-2’nin sebep oldugu COVID-19 salginina
kars1 as1 gelistirme siirecine eczacilik teknolojisi bakis acisiyla yaklagilarak, PEG-PCL
polimerik nanopartikiil sistemi i¢ine virilisiin hiicre girisinde en etkili alt birimi olan RBD
proteini enkapsiile edilmistir. Tez kapsaminda yapilan ¢alisma bulgularina ait sonug ve

Oneriler su sekilde Ozetlenebilir:

— S/Y/S ¢ift emiilsiyon-¢oziicii buharlagtirma yontemi ile PEG-PCL polimerik
nanopartikiilleri tretilmis ve antijenlerin APC’ler tarafindan alimini saglayacak
Olciide partikiil boyutu ve dagilimi (partikiil boyutu < 300 nm, PDI < 0,3) elde

edilmistir.

— Model protein olarak kullanilan BSA ile yapilan c¢aligmalar sonucunda
nanopartikiillerden beklenen salim kinetiginde antijen salindigi; morfolojik olarak
incelendiginde partikiillerin kiiresel oldugu, monodispers sekilde dagildigr ve
agregasyon olusmadigi; termal olarak incelendiginde ise BSA’min NP

formiilasyonu i¢ine tamamen enkapsiile edildigi dogrulanmistir.

— Yapilan kisa siireli stabilite ¢aligsmalar1 sonucunda nanopartikiillerin +4 °C ve -20

°C’de 30 giin boyunca fiziksel olarak stabil kaldig1 gosterilmistir.

— RBD vyiiklii NP’ler ile yapilan miktar tayini analizleri ile RBD’nin polimerik
nanopartikiil igine yiiksek oranda (>%80) enkapsiile edildigi gosterilmis ve in vitro
salim galigmalari ile istenen salim Kinegi ve istenen siirede uzatilmig salim elde

edilmistir.

— SDS-PAGE calismalar ile nanopartikiil iiretim prosesinin RBD’nin yapisinda
herhangi bir bozunmaya neden olmadig1 gosterilmistir. Ayrica 24 ve 96 saatlik in
vitro salim numunelerinin yapisal bitiinliigiinii korumasi, uygulama sonrasi
lenfatik  sisteme ulasincaya kadar RBD’nin stabilitesini  koruyacagini

diisindiirmektedir.
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— L1929 hiicre hatt1 kullanilarak yapilan MTT analizi ile RBD proteini ve PEG-PCL
kopolimerinin farkli konsantrasyonlardaki % hiicre canlilig1 tayin edilerek ideal
polimer-antijen kosantrasyonunu belirlemek hedeflenmistir. 72 saatlik inkiibasyon
sonunda RBD proteini ve PEG-PCL kopolimeri uygulanan tim konsantrasyonlar
%80’in tizerinde canlilik gozlenmistir. PEG-PCL polimeri kullanilarak hazirlanan
RBD yiikli nanopartikiil ile yapilan MTT analizi sonucunda ise artan
konsantrasyonlarda hiicre canliliginda azalma go6zlenmis ancak 72 saatlik
inkiibasyon sonunda en yliksek konsantrasyonda dahi hiicre canliligi %80 in altina

diismemis ve formiilasyonunun in vitro kosullarda iivenilirligi kanitlanmustir.

— J774 fare makrofaj hiicre hatt1 kullanilarak RBD yiiklii nanopartikiillerin in vitro
aktivitesini gozlemlemek amaciyla NO tayini yapilmistir. NO seviyesi
makrofajlardaki immiin yanit ile dogru orantili olup RBD-NP’lerde 24. saat ve 72.
saat NO seviyelerine bakildiginda immiin yanitin giderek arttigi goriilmiistiir. Bu
durum nanopartikiiler sistem igine enkapsiile halde olan RBD’nin zamanla
salinarak serbest RBD’ye gore daha uzun sireli immiinostimiilan etki
olusturabilecegini dogrulamaktadir. Ayrica 72 saatlik inkiibasyon sonunda RBD-
NP ve serbest RBD NO seviyesinin benzer diizeyde sonug vermesi, RBD’nin
NP’lere yiiksek verimle enkapsiile edildigini ve NP’lerden RBD saliminin yiiksek

diizeyde oldugunu dogrulamaktadir.

Tez kapsaminda yapilan in vitro karakterizasyon c¢alismalari ve hiicre kiiltiirii
caligmalari sonucunda elde edilen veriler tez ¢alismasinin hedeflenen basariya ulastigini
gostermektedir. Bu bulgular, geleneksel asilara alternatif olarak, subunit protein nanoasi
sistemlerinin COVID-19 gibi gelecekte de olmasi muhtemel viral salginlarda etkili bir
tastyict sistem olabilecegini gostermektedir. Ancak s6z konusu nanoasi sisteminin etkililik
ve giivenliligini kanitlamak i¢in RBD proteini ile hazirlanan formiilasyonlarin uzun siireli
stabilite ¢aligmalarmin yapilarak biyolojik aktivitesinin stabilite siiresince kontrol edilmesi;
ayrica hiicre kiiltiri caligmalar1 dogrultusunda uygun hayvan modelinde in vivo etkinligin
test edilmesi gerekmektedir. S6z konusu c¢aligmalarin ilerleyen siirede yapilmasi

hedeflenmektedir.
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