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ONSOZ

Bu tez calismasi kapsaminda RBD yiiklii nanopartikiiller gelistirilmis ve bu
formiilasyonlar in vitro olarak degerlendirilmistir. Ayrica mikroigne formiilasyonlari
gelistirilmis ve in vitro karakterizasyonlar1 yapilmistir. Boylece COVID-19’a kars1

alternatif bir as1 platformu gelistirilmesi amaglanmustir.
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analizlerinde ve tez ¢alismasi sirasinda siirekli destegini hissettigim Dr. Ogr. Uyesi
Ozge INAL’a, mikroigne formiilasyonlarndaki yardimi i¢in Dr. Ecz. Ozge Giin

ESIM’e, nanopartikiil formiilasyonundaki yardimlari i¢in Dog. Dr. Ozgiir ESIM’e,
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1. GIRIS

11 Mart 2020'de DSO, elli milyondan fazla insanin dliimiine neden olan 1918
Ispanyol gribinin (HIN1), bir milyondan fazla insanin &liimiine neden olan 1957
Asya gribinin (H2N2), 1968 Hong bir milyondan fazla insanin 6limiine neden olan
Kong gribi (H3N2) ve ii¢ yiiz bin insanin 6liimiine neden olan 2009 pandemik grip
(H1N1) ardindan SARS-CoV-2'yi bir salgin olarak ilan etti (Hillary & Ceasar, 2023).

COVID-19 pandemisi ve buna bagli olarak gelisen rahatsizliklar ortaya ¢iktigi
giinden itibaren 24 Mayis 2023 tarihine 766.895.075 vaka olgusuna ve 6.935.889
oliime sebep olmustur (World Health Organization, 2023).

Pandemi ortaya c¢ikti§1 giinden itibaren bilim insanlar1 tarafindan bu

enfeksiyona karsi ilag ve as1 gelistirme ¢aligsmalar: biiyiik bir hiz kazanmastir.

Asilama, bulasici hastaliklar1 onlemek i¢in en basarili stratejilerden biri olarak
kabul edilir. Bir pandemi veya salgin durumunda, asinin hizli bir sekilde
gelistirilmesi ve niifusa dagitilmasi, 6liim, hastalik ve bulasma oranini azaltmak icin
esastir. COVID-19 pandemisi sirasinda goriildiigii gibi, asilarin iiretimi ve dagitim,
ozellikle kaynaklara ulagimin kisith oldugu bolgelerde zorlayici olmustur ve
asilamanin kiiresel boyutta etkin bir sekilde yapilma siirecini yavaslatmistir. Yiiksek
gelirli iilkelerde gelistirilen c¢esitli asilarin fiyatlandirma, depolama, nakliye ve
dagitim gereklilikleri, diisiik ve orta gelirli iilkeler i¢in sinirli erisime neden olmustur.
Bolgesel olarak asi iiretme kapasitesinin artirilmasi, kiiresel asi erigimini biiyiik

oOlglide artiracaktir (Peletta ve ark., 2023).

Salginin basindan beri bu pandemi ile miicadelede farkli asi platformlar
gelistirilmistir. Inaktif viriis, mRNA tabanl ve viral vektdr platformlar: 6ne ¢ikmus
ve SARS-CoV-2'ye karst onaylanmig ilk asilar olmustur. SARS-CoV-2
varyantlarinin hizla ortaya ¢ikmasi, endise verici varyantlarin olusmasina ve bazi

varyantlarin mevcut asilara farkli derecelerde diren¢ gostermesine neden olmustur.



Cesitli platformlarin gelistirilmesi, diinya capinda daha hizli ve daha verimli as1

kapsamini kolaylastirmaktadir (Bayani ve ark., 2023).

Etkili antijenler ile iretilen asilar, dogal ve adaptif bagisiklik yanitimi
uyarabilir, boylece viral istilaya kars1 direnci tesvik edebilir. Koronaviriis asilarinin
antijenik hedefleri, SARS-CoV ve MERS-CoV agsilart iizerinde yapilan preklinik
arastirmalarla daha net hale gelmistir. Spike proteinine, 6zellikle reseptor baglama
alanina (RBD) baglanan antikorlarin, konak¢1 hiicreye baglanmalarini 6nleyebildigi

ve virilisii notralize edebildigi goriilmistiir (Miao ve ark., 2023).

RBD bazli asinin tam uzunluktaki S proteinine kiyasla potansiyel iiretim
avantajlari, bu asiy1 6zellikle disiik ve orta gelirli iilkeler i¢in uygun bir maliyetle
uygun bir se¢im haline getirmektedir. Farkli RBD bazli immiinojen platformlarinin,
hayvan modellerinde ve insanlarda anti-RBD nétralize edici antikorlar1 indiikledigi
gosterilmigtir.  Bu nedenle RBD, terapdtik virlis baglanma inhibitorlerinin
gelistirilmesi, notralize edici antikorlarin indiiklenmesi ve as1 tasarimi igin en olasi

hedef olarak tanimlanmaktadir (Bayani ve ark., 2023).

COVID-19'un yiiksek morbidite ve mortalitesini azaltmak icin birden fazla as1
gelistirilmis ve acilen kullanim onay1 almis olsa da zorluklar devam etmektedir.
Ornegin, mRNA asilarmin stabilitesini saglamak igin etkin soguk zincir lojistiginin
saglanmas1 gerekir, inaktive wvirlis asilart siki Uretim kosullar1 gerektirir ve
rekombinant adenovirlis asilarimin nadir fakat ciddi yan etkilere neden oldugu
bulunmustur. Ote yandan, subunit agilar, daha iyi stabilite, daha kolay iiretim ve daha

diisiik maliyet nedeniyle bir alternatif saglayabilir (Chen ve ark., 2021).

SARS-CoV-2 spike (S) proteininin reseptor baglanma alani1 (RBD), viriistin
hiicresel girigini kolaylagtiran insan anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2’ye (ACE2)
baglanir. Bu nedenle RBD, viriise karsi antikorlari nétralize etmenin birincil
hedefidir. Cok sayida SARS-CoV-2 aday asis1 arasinda, RBD'yi hedefleyen asilarin,
S-tam uzunlukta proteini hedefleyenlerden daha gii¢lii oldugu ve hatta hastalik

gelistirme riskini dnleyebildigi gosterilmistir (Du ve ark., 2020).



Subunit asilar, en giivenli ve en yaygin kullanilan agilar arasindadir ve ¢esitli
yas gruplarinda hepatit B, difteri, bogmaca, tetanoz ve zona gibi ¢esitli bulasici
hastaliklara karsi oldukg¢a etkilidir. Bu ylizden, SARS-CoV-2'ye kars1 etkin ve
giivenli bir alt birim asmin gelistirilmesi, COVID 19 pandemisini kontrol etmede

onemli bir adimi temsil edecektir (Arunachalam ve ark., 2021).

S proteininin RBD'si, konak¢r hiicreler lizerindeki ACE2 reseptorii ile
dogrudan etkilesime girdiginden, RBD immiinizasyonunun neden oldugu spesifik
antikorlar bu tanimay1 bloke edebilir ve bdylece viriisiin istilasini etkili bir sekilde
Onleyebilir. Calismalar, rekombinant RBD'nin, SARS-CoV-2'ye kars1 yiiksek titrede
noétralize edici antikorlar indiikleyebilen ¢oklu yapisal nétralize edici epitoplardan
olustugunu gostermistir. Ayrica, RBD alaninin, S1 alt birimi ile karsilastirildiginda
nispeten korunur ve ¢oklu konformasyonel nétralize edici epitoplar icerir bu da onu
as1 gelistirme icin daha uygun hale getirmektedir. Su anda gelistirilmekte olan
SARS-CoV-2 alt birim agilariin ¢ogu, antijen olarak RBD'yi kullanmaktadir (Zhang
ve ark., 2020).

Alt birim asilar genellikle giivenlidir ve patojenle miicadele, viriilans geri
kazanim1 ve zararli bagisiklik tepkilerinin indiiklenmesi ile iligkili riskleri azaltir.
Bununla birlikte, bu asilar genellikle giig¢lii veya uzun siireli bagisiklik tepkilerini
indiiklemez ve uygun adjuvanlar ve tekrarlanan dozlar gerektirir (Bayani ve ark.,
2023).

Kiiresel enfeksiyonlara karsi korumanin bagisiklik bagintilarina iligkin sinirlt
bir anlayis da dahil olmak iizere, yeni asilar gelistirmenin O6niinde ¢ok sayida engel
vardir. Patojenlere kars1 tekrarlanabilir, giiclii bir bagisiklik tepkisi olusturmak ig¢in
gelismis nanoasi teknolojileri aragtirilmaktadir. Geleneksel asilarin aksine nanoasilar,
lenf diigiimlerine gelismis erisim, antijenlerin optimal enkapsiilasyonu ve sunumu ve
kalic1 bir bagisiklik tepkisinin indiiklenmesini saglar. Polimerik nanoasilar benzersiz
avantajlar sunar: biyokimyasal olarak karakterize edilebilirler; canli veya inaktive

viriis asilarindan daha az reaktojenik olabilir ve kiiltlir ortaminin diger bilesenleri ile



karsilastirildiginda nispeten biiylik boyuttaki nanopartikiiller sayesinde yiiksek
derecede saflastirilabilirler (Singh, 2021).

Nanopartikiiller viriislerle boyut dagilimini paylasir ve bu nedenle viriisler gibi
nanopartikiiller de viriis hedefli hiicrelere girebilir. Nanopartikiiller, antijen ile
niikleik asitler (DNA ve mRNA) veya protein alt birimleri seklinde yiiklenebilir ve
bu nedenle hedeflenen ekspresyona veya viral antijenin dogrudan iletilmesine izin
verir. Nanoasilar ayrica gelismis lipofilikliklerinden dolayr hedef antijenin siirekli
salimi avantajim1  sunar. Benzersiz fizikokimyasal o6zelliklere ek olarak,
nanopartikiiller, hiicre hedefli peptitleri, proteinleri veya polimerleri yiizeylerine

dahil ederek yiizey miithendisliginin esnekligine izin verir (Machhi ve ark., 2020).

Nanoasilar, enfeksiyonlar1 kontrol etmek veya 6lim ve hastaliklar1 6nlemek
icin giiglit bir bagisiklik tepkisi olustururlar. Nanopartikiiller antijenin tasiyici
sistemin yiizeyinde veya icerisinde enkapsiile olabilecegi etkili bir uygulamaya izin
verecek sekilde tasarlanmiglardir. Boylece, kapsiillenmis bir antijen kolayca
bozulmaz ve salim, hedef bolgede daha uzun siire kontrollii kalir. Kontrollii antijen
salimi, alevlenen tepkiyi Onler ve takviye dozlarina olan ihtiyaci ortadan kaldirir.
Antijenlerin kontrollii saliminda rol oynayan nanoasilar, bagisiklik hiicreleri ile asiya
maruz kalma siiresini artirmistir. Nanoagilar, hem hiimoral hem de hiicresel
bagisiklik sistemini aktive etme potansiyeline sahiptirler. Ayrica nanoasilar, partikiil
boyutu nedeniyle periferik dendritik hiicrelere ihtiya¢ duymadan lenf diiglimlerine
erisebilir. Alt birim asilar, protein/peptit bazli olanlar1 icerir ve su anda bulasici
hastaliklar1 onleme ve kontrol etmede ana stratejidir. Alt birim antijenlerinin
rekombinant teknikler kullanilarak iretilmesi kolaydir. Bu asilar, protein antijen
dizisini modiile ederek bagisiklik tepkisinin gliglendirilebilecegini gdstermistir. Ek
olarak, alt birim agilar, bagisiklig1 baskilanmis hastalar i¢in giivenligi artirabilir ve

yan etkileri azaltabilir (Rodrigues ve ark., 2021).

COVID-19 pandemisi, hastaligin kontrolii i¢in hizli as1 gelistirmeyi gerekli
kilmistir. Su anda COVID-19 i¢in onaylanmis olanlar da dahil olmak iizere ¢cogu as,

intramiskiiler ve intradermal uygulanmaktadir. Bununla birlikte, agr1 ve igne batma



korkusu, iki doz gerekliligi, as1 uygulamasi igin egitimli saglik uzmanlarina ihtiyag
duyulmasi ve soguk tedarik zinciri ihtiyac1 gdz Oniine alindiginda kiiresel dagitimin
ontindeki engeller gibi ¢esitli dezavantajlar vardir. Son zamanlarda, COVID-19 dahil
asilar i¢in transdermal teknikler arastirilmaktadir. Mikroigne teknolojisi, asiy1 deri
tizerine yerlestirilen bir yama seklinde uygulayan bir plakadan ¢oklu mikroskobik
projeksiyonlar kullanir ve gelismis bagisiklik tepkisi ile agrisiz antijen uygulamasina

izin verir (Lee ve ark., 2021).

Deri, genis bir bagisiklik hiicresi popiilasyonu ve kan dolasimina ve lenfatik
sisteme yakin erigimi ile en biiyiik insan organidir ve hedeflenen asi1 uygulamasi igin

muazzam bir potansiyel tasimaktadir (Cordeiro ve ark., 2021).

Intradermal asilama ile bagisiklama igin ¢6ziinen mikroigneli yamalar, saglik
sistemlerine ve bireysel son kullanicilara ¢esitli lojistik ve ekonomik faydalar sunar,
bunlar: kullanim kolaylig1; asinin rekonstitiic edilmesi gerekliligin olmamasi; soguk
zinciri ortadan kaldirarak daha verimli ve uygun maliyetli lojistik; ignelerin,
siringalarin ve tehlikeli atiklarin ortadan kaldirilmasi; ve kiigiik paket boyutudur
(Flynn ve ark., 2021).

Mikroignelerin  bagisiklik  tepkilerini  indiikledigi mekanizma, derideki
benzersiz immiinolojik bdlgeden yararlanir. Uygulandiktan sonra yamalara
yiiklenmis olan antijenin dermal ve epidermal katmanlara difiizyonuna izin veren
mikroskobik gozenekler olusturur. Deride, mikroignelerden salinan antijenler,
bagisiklik tepkilerini baglatmak i¢in lenf diiglimlerine giden dokuda yerlesik olarak
bulunan antijen sunan hiicreler (APC'ler) tarafindan alinir. APC'lerin deride
zenginlestirildikleri ve etkili hedeflemelerinin koruyucu bagisiklik elde etmek igin
kritik oldugu goz Oniine alindiginda, deri yoluyla agilamanin daha kii¢iik miktarlarda
antijen kullanan diger uygulama yollarindan daha verimli olduguna inanilmaktadir.
Bu, "doz koruyucu fayda" olarak bilinir ve mikroignelerin nispeten kiigiik yiikleme
kapasitelerinin potansiyel engelinin iistesinden gelmelerini saglar. Mikroigne

asilarinin bir bagka benzersiz 6zelligi de, mikroignelerin derideki agr1 reseptorlerine



ulasmamas1 ve neredeyse agrisiz bir as1 uygulama yolu saglamasidir (Kapnick,

2021).

Bu bilgiler degerlendirilerek, tez calismasi kapsaminda SARS-CoV-2 RBD
subunit/protein agis1 polimerik nanopartikiil seklinde hazirlanmasi amaglanmistir.
Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda biyouyumlu, biyopargalanabilir ve
insanda kullanimi1 i¢in FDA tarafindan onay almis polimerlerden PEG-b-PCL
(polietilenglikol-blok-poli(e-kaprolakton))  biyomateryal olarak  kullanilmistir.
Formiilasyon degiskenlerinin hazirlanan polimerik nanopartikiillerin in vitro
ozellikleri tizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Mikroigneler ile asi
uygulamasinin avantajlarindan hareketle tez c¢alismast kapsaminda ¢dziinen
mikroigne formiilasyonlar1 hazirlanarak COVID-19 pandemisine karsi prototip asi
platformlar1 gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla hazirlanan mikroigne

formiilasyonlarinin karakterizasyon caligsmalari ger¢eklestirilmistir.

1.1. Agsilar

Asilar, belirli bir hastaliga kars1 kazanilmis bagisiklik tepkisini indiikleyen ve
bu tepkiyi giivenli bir sekilde baglatmak icin kullanilabilen biyolojik bir triindiir
(Jose ve ark., 2022; Pollard & Bijker, 2021). Bagisiklik sistemi ayn1 hastalik etkeni
tarafindan uyarildiginda, hastalik etkenini ortadan kaldirmak ve bireyi enfeksiyondan
korumak i¢in daha giiclii bagisiklik tepkisi olusumunu saglar. Asilar, insan bagisiklik
sisteminin hastalik etkenlerine yanit olusturma ve bunlara karsi immiinolojik bellek
olugturma konusundaki yeteneginden yararlanir (Pollard & Bijker, 2021 ; Sheng ve
ark., 2021). Bulasici hastaliklar kiiresel biyogiivenlik i¢in artan bir tehdittir. Agilama,
bulasici hastaliklar1 6nlemek igin basit, etkili ve ekonomik bir yol olarak kabul edilir
ve bulasici hastaliklara bagli hastalik ve oliim oranlarmi 6nemli oranda azaltir.
Asilama sadece bireylere dogrudan koruma saglamakla kalmaz, ayni zamanda
toplumda siirii bagisiklig1 olusturarak bulasici hastaliklarin yayilmasini yavaslatir ve
enfeksiyon riskini azaltir (Li ve ark., 2022 ; Sheng ve ark., 2021). Asilar yasam
sliresini uzatir ve ¢ocuklarda bulasici hastaliklarin yayilma oranini diisiiriir. Yiiksek

as1 programi kapsamina sahip iilkelerde, daha once cocuk yastaki Oliimlerin



cogundan sorumlu olan hastaliklarin ¢ogu eradike edilmistir. Diinya Saglk Orgiitii
(WHO), mevcut asilama programlariyla her yil 2-3 milyon kisinin bulasici hastalik
kaynakli 6liimlerden korundugunu tahmin etmektedir (Pollard & Bijker, 2021).

1.2. Asilari Siiflandiriimasi

Kiiresel ¢apta en ¢ok kullanilan as1 tiirleri, niikleik asit asis1, protein alt birim
asisi, canli ateniie asi, inaktive asi, viral vektor asilari ve viriis benzeri partikiil
asisidir (Miao ve ark., 2023). Asilar canli ya da inaktive edilmis hastalik etkeni
mikroorganizmalardan hazirlanir. Son yillarda, DNA ve rekombinant vektor asilar

da dahil olmak iizere bir¢ok as1 tiirii gelistirme asamasindadir (Jose ve ark., 2022).

1.2.1. Canh Atteniie Asilar

Canli zayiflatilmis asilar, viicutta ¢cogalma yetenegini koruyan ve smirli dlgiide
hastaliga neden olan zayiflatilmis canli mikroorganizmalardan hareketle hazirlanr,
giiclii bagisiklik tepkisi ve uzun siireli bagisiklik hafizasi olustururlar (Miao ve ark.,
2023). Bu as1 stratejisi, saglikli bireylerde hastalifa neden olmadan dogal
enfeksiyonu taklit eden gercek patojenin zayiflatilmis canli suslarinin uygulanmasina
dayanmaktadir. Patojenik suslarin zayiflatilmasi, geleneksel olarak viriilans
genlerinin mutasyonuna veya kaybina yol agan in vitro gecis yoluyla elde edilir.
(Nwagwu ve ark., 2022) Bir veya iki doz uygulandiktan sonra canli zayiflatilmisg
agilar, genellikle omiir boyu devam eden giiglii bagisiklik saglar (Bayani ve ark.,
2023).

1.2.2. inaktive Asilar

Oldiiriilmiis olarak da bilinen inaktive edilmis asilar, genetik materyalleri
fiziksel olarak (1s1 veya radyasyon yoluyla) veya kimyasal olarak yok edilmeden

(formalin veya fenol) once kiiltiirde yetistirilen bakteri, viriis partikiilleri veya diger



patojenlerden iiretilir. Sonug olarak ¢ogalamazlar, ancak bagisiklik sistemi tarafindan
tespit edilebilirler (Bayani ve ark., 2023). Inaktivasyon islemi sirasinda, bu as1
suslarindan bazilar1 immiinojenikliklerini kaybeder ve bu durum bu asilama
stratejisini canli zayiflatilmis asilardan daha az verimli hale getirir ve genellikle
¢oklu dozlara ve immiinolojik adjuvanlara ihtiya¢ duyulur (Bayani ve ark., 2023 ;

Nwagwu ve ark., 2022).

1.2.3.Viral Vektor Asilari

Viral vektor asilari, as1 gelistirme i¢in en yeni platformlardan biridir. Bu
asilama stratejisinde patojenin genetik materyalini konak hiicreye iletmek icin
zararsiz virlisler kullanilir. Konak hiicreye aktarilan genetik materyal bagisiklik
tepkisini indiikleyen antijenlerin {iretilmesini ve bunun sonucunda bagisiklik
tepkisinin olusturulmasimi saglar (Bayani ve ark., 2023). Bu amagla yaygin olarak
kullanilanlar, adenoviriis, kizamik ve vesikiiler stomatit virtisii (VSV) vektorleridir
(Nwagwu ve ark., 2022). Su anda mevcut viral vektorler arasinda en ¢ok dikkat

¢eken ve uygulanan adenovirtislerdir (Bayani ve ark., 2023).

1.2.4. Niikleik Asit Asilar:

Diger as1 platformlarina gore yeni bir teknoloji olan niikleik asit asilari,
hastalik etkeninden elde edilen genetik materyalleri (DNA veya mRNA) igerir.
Antijenin genetik kodu hiicrelere iletilir ve alici hiicre transkripsiyon mekanizmasi
kullanilarak bir proteine doniistiiriiliir. Uretilen protein, antijen sunan hiicreler
tarafindan islenir ve bagisiklik hiicrelerine sunulur. Niikleik asit asilari, hem hiimoral
hem de hiicresel bagisiklik tepkilerinin giiglii bir sekilde olusturulmasini saglar

(Miao ve ark., 2023 ; Nwagwu ve ark., 2022).



1.2.4.1. DNA Asilan

DNA agilarinin iiretiminde antijen sekansi, rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak plazmitlere eklenir ve olusturulan rekombinant plazmit, bir bakteriye
verilir. Bakteriler uygun ortamda kiiltiirlenir. Dairesel plazmitler diger bakteri hiicre
bilesenlerinden saflagtirildiktan sonra as1 olarak kullanilmaya hazir hale gelir. DNA
sekansinda kolay manipiilasyon avantaji nedeniyle, bu as1 platformunun potensi kisa
stirede artirilabilir ve yeni ortaya ¢ikan enfeksiyonlarda veya mevcut enfeksiyonlarda
yeni mutasyonlara adaptasyon i¢in énemli bir potansiyele sahiptir (Bayani ve ark.,
2023).

1.2.4.2. mRNA Asilan

mRNA agsilar, bagisiklik tepkisini indiikleyecek olan ilgili antijeni kodlayan
sentetik mRNA molekiillerinden olusur (Bayani ve ark., 2023). mRNA, konakg1
hiicrelerin sitoplazmasina girdikten sonra karsilik gelen immiinojenik proteinleri
sentezleme yetenegine sahiptir ve niikleik asit asilar1 tarafindan kodlanan protein,
konake1 hiicreler tarafindan salgilandiktan sonra bagisiklik tepkisini indiikler (Miao
ve ark., 2023).

1.2.5. Subunit Asilar

Protein alt birim asilar1, patojen bakteri veya viriislerden izole edilmis spesifik
proteinlerden olusur (Nwagwu ve ark., 2022). Protein alt birim asilari, rekombinant
teknoloji, protein izolasyonu ve saflastirma yontemleriyle iiretilir. Uretimde
patojenin tamami yerine, bagisiklik sistemini uyaran bir alt birimi kullanilir
(Nwagwu ve ark., 2022). Rekombinant alt birim asida, bir patojenin bir veya daha
fazla antijenik proteininin (tim segmenti veya bir kismi) kodlama sekansi,
prokaryotik veya Okaryotik iiretim hiicrelerine (bakteri veya maya gibi) yerlestirilir.

Daha sonra bu hiicrelerden izole edilir. Canli zayiflatilmis veya etkisizlestirilmis



asilar gibi diger platformlarla karsilastirildiginda, alt birim asilarin rekombinant
tiretimi, endiistriyel liretim i¢in hizli 6lgek biiylitmeyi kolaylastirir (Bayani ve ark.,
2023).

Tek basina proteinler veya peptitler, giiclii bir immiin yanit olusturmada
yetersizdir. Bu nedenle hem adjuvan hem de asmin birden fazla dozda uygulanmasi
gerekir. Bu platform, ciddi advers etki olasiligin1 ortadan kaldirir, ancak etkili ve
uzun siireli bagisiklik olusturmak i¢in bir adjuvanin tekrar tekrar uygulanmasina

ve/veya dahil edilmesine ihtiyag¢ duyulur (Nwagwu ve ark., 2022).

1.3. Adjuvanlar

Adjuvanlar, bir antijene karsi bagisiklik tepkilerini iyilestirmek igin asilara
eklenen bilesenler olarak tanimlanir. Ek olarak, adjuvanlarin as1 dozu basina antijen
miktarmi ve asilama sayisini azaltmak gibi bir¢ok faydasi vardir ve bazi durumlarda
antijen bileseninin stabilitesini artirarak yar1 Oomriinii uzatir ve dolayli olarak

immiinojenikligini artirir (Facciola ve ark., 2022).

Adjuvanlarin agilarin formiilasyonlarindaki etkisinin daha iyi anlasilmasiyla
birlikte, yeni hastaliklara karsi yeni adjuvanlarin gelistirilmesine acil bir ihtiyag¢
vardir. Yeni nesil ag1 adjuvanlarinda amaglanan, zayif antijenlerin bagisiklik yaniti
olusturmasinda artis saglamasi, istenen tipte gelistirilmis T lenfosit yanitinin
olusturulmas1 ve giivenli c¢ok yonli giliclendirilmis bagisiklik tepkilerinin

olusturulmasidir. Asilarda kullanilan adjuvanlar iki gruba ayrilir:

1. Spesifik reseptorlerle etkilesime girerek immiin yanitlart uyaran bakteriyel
toksinler, sitokinler ve Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) gibi immiinojenik

molekiiller;

2. Polimerik mikropartikiiller, nanopartikiiller ve lipozomlar i¢inde enkapsiile

olmus antijenleri in vivo bozunmadan koruyabilen ve spesifik 6zelliklerine
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dayali olarak immiin yanit1 gelistirebilen tasiyict sistemler ve mineral tuzlar
(Facciola ve ark., 2022 ; Jin ve ark., 2019).

As1 adjuvanlari, hedef bagisiklik tepkilerinin ihtiyaclarina ve hedef hiicredeki

etkilerinin zamansal ve uzamsal konumuna gore segilebilir. Ayni1 zamanda

lipozomlar, emiilsiyonlar, kalsiyum fosfat nanopartikiiller, silika partikiiller vb. gibi

bazi as1 tastyici vektorler adjuvan etkiye sahiptir (Hou ve ark., 2023).

1.3.1. Adjuvan Tiirleri

Adjuvanlar, fizikokimyasal 6zellikleri, kokenleri ve etki mekanizmalart gibi

farkli kriterlere gore gruplandirilabilir.

En c¢ok yapilan smiflandirma,

etki

mekanizmalarina dayanir ve adjuvanlar tasiyici sistemler (partikiil) ve bagigiklik

gliclendiriciler olarak iki ana kategoriye ayirir (Facciola ve ark., 2022).

ABD Gida ve llag Idaresi (FDA, ABD), asagida Cizelge 1.1°de verilen

insanlarda kullanilan adjuvanlar1 ve bunlarin kullanildigi bazi asilar1 onayladi

(Patarroyo, 2023).

Cizelge 1.1. FDA tarafindan onaylanan adjuvanlar.

Adjuvan Icerigi Etki mekanizmasi Asilar
Alum Alum  hidroksit  oksit/ | Depo etkisi, NLRP3 enflamatuar | Sarbon, difteri, hepatit A
Alum hidroksi fosfat aktivasyonu ve agilama bolgesinde | ve B, japon ensefaliti,
indiiklenen hiicre 6liimii. pnémokok hastaligt,
digerleri.
MF59 Squalene, Tween 80 & | Sitokin ve kemokin indiiksiyonu ve | Influenza
Span 85 RIPK3 stimiilasyonu
AS01 MPL, QS21 & | TLR4 ve Kkaspaz-1 bagisiklik | Zona hastaligt
Lipozomlar uyarimi
AS03 Squalen, o-Tocoferol & | Sitokin  (IL-6) ve  kemokin | Domuz gribi
Tween 80 (CXCL10) indiiksiyonu
AS04 Alum & MPL Asilama yerinde depo etkisi, | HPV
NLRP3 inflamatuar aktivasyonu,
TLR4 immiin stimiillasyonu ve
hiicre 6liimii indiiksiyonu.
CpG 1018 Tek sarmalli DNA TLR9 bagisiklik uyarimi ve IFN-y Hepatit B
Matrix M* QS 21 saponin, kolesterol | Bilinmiyor. COVID-19 Novavax
ve fosfolipidler

* Acil kullanim onay1 verilmistir.
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1.4. Nanoasi

Yillar boyunca agilarin gelistirilmesinde ¢esitli nano boyutlu formiilasyonlar
arastirtlmistir.  Asilarin  gelistirilmesinde nano tabanli sistemlerin kullanilmasi,
geleneksel molekiiler formiilasyonlara gore ¢esitli faydalar gostermistir. Bu faydalar,
nano-sistemlerin, kapsiillenmis antijenlerin erken bozunmadan ve makrofajlar gibi
hedef olmayan bolgelerden korunmasimi saglarken ¢esitli  as1 tiirlerinin
verilebilmesini igerir. Ayrica nanoteknolojinin boyut, morfoloji, ¢oziiniirliik gibi
gerekli fizikokimyasal ve biyolojik Ozelliklere sahip nano boyutlu malzemelerin
tasarimina ve gelistirilmesine izin vermesi, onu asi tastyict Sistemlerinin
gelistirilmesinde olduk¢a faydali kilmaktadir. Bu nano boyutlu malzemelerin
hedefleme pargalariyla yiizey modifikasyonunun fagositik antijen sunan hiicreler
tarafindan alimi arttirdig1 bilinmektedir. Bu sistemler ayni zamanda antijenlerin ve
adjuvanlarim immiinojenikligini gelistirirken antijen toksisitesini azaltabilir. Ayrica,
asilara karst bagisiklik tepkilerini giiclendiren adjuvanlar olarak da hareket
edebilirler. Bu nano boyutlu formiilasyonlar ayrica termostabiliteyi saglamak,
boylece asmin etkinligini artirmak ve as1 basarisizliklarinm1 azaltmak i¢in
kullanilmistir. Termo-stabiliteye ek olarak, nano-boyut, bu formiilasyonlara, istenen
hiicrelerde veya dokularda kolay hedefli alim yetenegi saglar ve bdylece viriise karsi

optimal bir bagisiklik tepkisini tetikler.

Antijen iletimi i¢in nano-tagtyicilarin kullanimi genellikle iki sekilde yapilir;
antijenleri nanotastyicilarin igine veya yiizeyine yiikleyerek. Iki secenek arasindaki
secim genellikle antijenlerin biyolojik stabilitesine, fizikokimyasal O6zelliklerine,
hedef bolgelerine ve gerekli immiinojen salimina baghdir. Polimerlere, ilag
yiikklenmesi ve uygulamasi kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Biyouyumluluk ve
biyobozunurluk, ila¢ salim1 i¢in polimer se¢iminde ¢ok aranan iki temel 6zelliktir.
Bu sistemler, antijenlerin ve adjuvanlarin kontrollii salimini saglama yeteneklerinden

dolayi agilar i¢in tastyici sistemler olarak da kullanilmigtir (Nwagwu ve ark., 2022).

As1 antijeninin polimerik partikiiller tarafindan taginmasi, kapsamli bir sekilde

incelenmis ve as1 tasariminda kullanilmistir. Rekombinant proteinler gibi ¢oziiniir
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antijenlerin, kisa yar1 omiirleri nedeniyle nispeten daha az immiinojenik olduklar
bilinir. Bunun yerine, ¢6ziiniir antijenin biyolojik olarak pargalanabilen bir polimerik
matris i¢inde kapsiillenmesi, antijenin degredasyondan korunmasmi ve etkili bir
sekilde sunumunu saglamasi nedeniyle antijen sunan hiicreler (APC'ler) tarafindan

artan hiicresel alim1 sergilemistir (Patil ve ark., 2023).

Nanopartikiiller viriislerle ayn1 boyut dagilimina sahiptir ve bu nedenle viriisler
gibi nanopartikiiller de viriis hedefli hiicrelere girebilir. Nanopartikiiller, antijenle
niikleik asitler (DNA ve mRNA) veya protein alt birimleri bi¢giminde yiiklenebilir ve
bu nedenle viral antijenin hedeflenen ekspresyonuna veya dogrudan taginmasina izin
verir. Son zamanlarda nanopartikiiller, SARS-CoV-2 dahil olmak iizere cesitli
patojenlere karsi etkili asilarin gelistirilmesi i¢in biiyilik ilgi g&rmiistiir. Etkili as1
yanitlart i¢in, hem dogal hem de adaptif bagisiklik sisteminin senkronize olarak
aktive edilmesi gerekir; bu, simdi kati-lipid nanopartikiiller, lipozomlar, polimerik
nanopartikiiller, protein nanopartikiiller ve virlis benzeri partikiiller (VLP) gibi
yenilik¢i nanoast formiilasyonlarinin yardimiyla basarili bir sekilde elde edilmistir.
Adjuvanlar, hedef antijen sunan hiicrelere antijen verilmesine yardimci olur ve hedef
dis1 yan etkileri azaltir boylece nanoasi aracili istenen bagisiklik tepkilerinde hayati
bir rol oynar. Hedefli antijen iletimi, etkili bagisiklik tepkisini ortaya ¢ikarmak igin
gereken as1 dozunu azaltir. Nanoasilar ayrica, gelismis lipofiliklikleri nedeniyle
hedef antijenin siirekli salinmasi avantajini sunar. Essiz fizikokimyasal 6zelliklere ek
olarak, nanopartikiiller, yiizeylerine hiicre hedefli peptitler, proteinler veya
polimerler dahil ederek yiizey miihendisliginde esneklik saglar. Antijenin lenfatik
sisteme 1letilmesi, ast etkinligi icin en On gerekliliktir. Nanoasilarin bagirsak

boslugunu gegme ve lenfatik dokuya ulagsma yetenegi vardir (Machhi ve ark., 2020).

Antijenleri/ilaglart zorlu {retim slirecleri sirasinda olusan olast fiziksel
baskilardan korumak i¢in onlara ek bir koruyucu tabaka saglamak cok onemlidir.
Bunun, depolama ve nakliye sirasinda fonksiyonel etkinliklerini en iist diizeye
cikarmast beklenmektedir. Farkli asilarin/ilaglarin mikro/nano formiilasyonlarinin
ana yapi iskelesi polimeri i¢inde kapsiillenmesi, dogal islevselliklerini korumak i¢in

1yl arastirilmis bir stratejidir. Korumanin (fiziksel baskilara karsi) yani sira, ilaglar
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mikro/nano formiilasyonlarda kapsiillemek ayrica istenen etkin madde saliminin

saglanmasina yardimci olur (Pahal ve ark., 2021).

Nanopartikiil asilari, antijenleri siirdiiriilebilir bir sekilde salma yetenegine
sahiptir, bu da antijenlerin bagisiklik sistemine daha uzun siire maruz kalmasina izin
verir, boylece nanoasilarin adjuvan Ozellikleriyle birleserek siirekli ve giiglii bir
bagisiklik tepkisi ile sonuglanir ve antijen sunan hiicreler tarafindan etkin bir sekilde

alinmalarii saglar (Sheng ve ark., 2021).

Polimerik nanopartikiiller, genis bir boyut araligina (10-1000 nm) sahip
koloidal sistemlerdir. Polimerik nanopartikiiller, ¢ekirdek igine yiiklenebilen ve
yiizeye konjlige edilebilen antijenin verimli kapsiillenmesi ve gosterilmesi igin
yiiksek immiinojenisiteye ve stabiliteye sahiptir. Ayrica kontrol edilebilir boyutlara
sahiptirler ve kendi kendilerine adjuvan olabilirler ve fagositoz veya endositoz
yoluyla antijen sunan hiicreler tarafindan antijen aliminin etkinligini artirabilir.
Nanoagilarin ~ gelistirilmesi i¢in kitosan ve dekstran gibi dogal polimerik
nanomalzemeler ve PLA ve PLGA gibi sentetik polimerik nanomalzemelerin her

ikisi de faydali araglardir (Feng ve ark., 2022).

Pek ¢ok as1, tam bagisiklamay1 tamamlamak icin birden fazla doz gerektirir, bu
da ekonomik acidan dezavantajli ve tibbi kaynagin yetersiz oldugu bolgelerde daha
onemli olan enjeksiyona bagli agri, nispeten yiiksek maliyet ve karmasik enjeksiyon
plani nedeniyle ekonomik yiike ve diisiik hasta uyumuna neden olabilir. Polimerik
nanopartikiillere dayali as1 tasiyic1 sistemler, benzersiz avantajlar gostermektedir. Tlk
olarak, polimer yapilarinin g¢esitliligi, c¢oklu bagisiklik molekiillerinin birlikte
tesliminin gergeklestirilmesi icin bir temel saglar. Cevreye duyarl bilesenlerin dahil
edilmesinin, farkli hastaliklarin patolojik ozelliklerine dayali akilli bir as1 tasiyici
sistemi olusturmas1 beklenmektedir. Ikincisi, baz1 polimerler, bagisiklik modiilasyon
ozelliklerinden dolayr bagisiklik adjuvanlar1 olarak islev gorebilir. Ayrica, boyut,
sertlik, yliik ve kimyasal bilesimi ayarlayarak polimerik nanopartikiilleri tasarlama
esnekligi, etkili as1 tasiyict platformu optimize etmeyi kolaylastirir (Ding ve ark.,
2021).
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1.5. Nanopartikiil Uretim Yontemleri

Genel olarak, polimerik nanopartikiiller, 6nceden olusturulmus polimerlerden
veya monomerlerin dogrudan polimerizasyonu ile sentezlenir (Castro ve ark., 2022).
Polimerik nanopartikiillere yiiklenecek etken maddenin tipine ve uygulama yoluna
bagl olarak, nanopartikiillerin iretimi i¢in farkli yontemler kullanilabilir. Genel
olarak, onceden sentezlenen polimerlerin dispersiyonu veya polimeri olusturan
monomerlerin polimerizasyonu olmak iizere iki ana metod kullanilir (Zielinska ve
ark., 2020). Onceden olusturulmus polimerlerden kullanilan  ydntemler,
emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma, tuzlama, diyaliz, iyonik jellestirme ve ¢oziicii
emiilsifikasyon-difiizyondur. Ote yandan, polimerik nanopartikiiller, mikro/nano
emiilsiyon, siirfaktan icermeyen emiilsiyon ve arayiizey polimerizasyonu gibi ¢esitli
teknikler kullanilarak monomerlerin polimerizasyonu ile dogrudan sentezlenebilir.
Sentez metodunun se¢imi, polimerik yapimin tiirii, uygulama yolu ve partikiil boyutu
gereksinimi gibi ¢esitli parametrelerin modifikasyonuyla yapilmalidir. Kural olarak,
sentez yonteminin se¢imi, aktif maddenin ¢oziiniirliik 6zelliklerine goére belirlenir
(Castro ve ark., 2022). Onceden sentezlenen polimerlerin kullanildigi yéntemlerin
cogunda, polimeri ¢ozmek icin genel olarak organik ¢oziiciiler kullanilir. Organik
¢oziiciiler, gevresel risk ve toksisite ile ilgili problemler olusturabilir. Ayrica nihai
formiilasyondan organik ¢oziicii kalintilarinin uzaklastirilmasi gerekir (Zielinska ve
ark., 2020).

Onceden olusturulmus polimerler kullanilarak sentez, monomerlerin
polimerizasyonundan polimerik nanopartikiillerin iiretimine kiyasla kontrol kolaylig
ve daha yiiksek verim sunar (Castro ve ark., 2022). Monomerlerin polimerizasyonu
kullanilarak {iretilen nanopartikiil formiilasyonlar1 daha yiiksek verim ve tek bir
adimda yiikleme avantaji ile etken maddelerin yiiklenmesine izin verir. Kullanilan
hazirlama yonteminden bagimsiz olarak, trlinler genellikle sulu koloidal

stispansiyonlar olarak elde edilir (Zielinska ve ark., 2020).
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1.5.1. Solvent Evaporasyon Y ontemi

Solvent evaporasyon, onceden sentezlenmis hazir bir polimerden polimerik
nanopartikiil olusturmak i¢in kullanilan ilk yontemdir. Bu yontemde, 6ncelikle bir
su/ yag emiilsiyonu hazirlanir. ilk adim olarak, polimer organik bir ¢dziiciide ¢oziiliir
ve etken madde eklenir. Organik ¢ozelti, sulu fazda bir siirfaktan ile emiilsifiye edilir
ve daha sonra yiiksek hizli homojenizasyon veya ultrasonikasyon kullanilarak islenir.
Emiilsiyonun dis fazinin evaporasyonu ile bir nanopartikiil siispansiyonu elde edilir.
Coziicii ya oda sicakliginda siirekli karistirilarak veya yavas bir diisiik basing
isleminde buharlagtirilir. Cozilicii buharlastiktan sonra, katilagmis nanoparcgaciklar
yikanabilir ve santrifiijleme yoluyla toplanabilir, ardindan uzun siireli depolama i¢in

dondurarak kurutma yapilabilir (Castro ve ark., 2022 ; Zielinska ve ark., 2020).

1.5.2. Emiilsifikasyon/Solvent Difiizyonu Yontemi

Emiilsifikasyon/solvent difiizyonu yontemi, polimer ve etken madde igeren
kismen suyla karisabilen bir ¢6ziicii ile siirfaktan igeren sulu bir ¢dzelti arasinda bir
y/s emiilsiyonunun olusturulmasidir. Bu emiilsiyonun i¢ fazi, Onceden suyla
karigtirllmig bir organik solvandir. Bu yontemde fazla miktarda su ile seyreltme
yapilarak olusan damlaciklardan dis faza organik ¢oziicli diflizyonununda artis olur
ve sonug olarak kolloidal partikiiller elde edilir. Son asamada buharlastirma veya
siizme yapilabilir. Bu yontemin dezavantajlar1 kolloidal dispersiyondan yiiksek
miktarda sulu faz ¢ikarilmasi gerekmesi ve hidrofilik etken maddenin sulu faza gegisi

ve miktarindaki azalma riskidir (Zielinska ve ark., 2020).

1.5.3. Emiilsifikasyon/ Tuz Etkisiyle Coziiniirliik Azalmasi (Salting Out)

Yontemi

Emiilsifikasyon/coziicii  diflizyon yontemi, emiilsifikasyon/ters tuzlama

yonteminin bir modifikasyonu olarak distiniilebilir. Tuz etkisiyle ¢oztniirlik
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azalmas1 yontemi, su ile karisabilen bir ¢oziiciiniin sulu bir ¢o6zeltiden,
nanopartikiillerin olusumuyla sonuglanabilecek bir tuz etkisi yoluyla ayrilmasina
dayanir. Bu yontemi diger metoddan ayiran aseton veya etanol vb. suyla karisabilen
organik ¢oziicii ile olusturulan y/s emiilsiyonunun yapisidir. Dig faz bir jel, tuzlama
maddesi ve bir koloidal stabilizator igerir. Bu yontemde kullanilan tuzlama
maddelerinin 6rnekleri arasinda magnezyum kloriir (MgCl,), kalsiyum kloriir
(CaCly) veya magnezyum asetat [Mg(CH3COO)2] gibi elektrolitlerin yani sira
elektrolit olmayan maddeler 6rnegin sukroz bulunur. Aseton ve su birbiriyle
karisabilir ve bu da sulu fazi doyurarak azaltir, bu durum diger su ile karisabilen
fazlardan bir y/s emiilsiyonunun olugmasini saglar. y/s emiilsiyonu, yiiksek hizda
karistirma  altinda, oda sicakliginda hazirlanir. Daha sonra emiilsiyon,
nanopartikiillerin olusumuna izin vermek i¢in uygun hacimde deiyonize su veya sulu
bir ¢6zelti kullanilarak seyreltilir. Kalan organik ¢6ziicii ve tuzlama maddesi, ¢apraz
akislt filtrasyonla elimine edilir (Zielinska ve ark., 2020). Yiiksek sicaklik artist
gerektirmediginden, 1siya duyarli bilesikleri korumak i¢in yararli bir tekniktir. Bir
dezavantaj olarak, nanopargaciklarin ve safsizliklarin ¢oziiniirliigii birbirine yakin

olabilir ve bu da etkinligi azaltir (Castro ve ark., 2022).

1.5.4. Nanopresipitasyon Yontemi

Nanopresipitasyon veya ¢oziicli yer degistirme yontemi olarak da bilinen bu
yontem ile nanopartikiil {iretimi i¢in iki karisabilir ¢dziicii gerektirir. I¢ faz, aseton
veya asetonitril gibi diger organik ¢oziiciilerle karigabilen ve bir organik ¢oziicii
icinde ¢Ozllmiis polimerden olusur. Aseton veya asetonitril vb. ¢oziiciiler su ile
karismadigi igin, evaporasyonla kolayca uzaklastirilabilir. Bu metodda, organik

¢oziicii lipofilik bir ¢ozeltiden sulu faza gecis yaparken polimer arayiizeyde ¢oker.

Polimer, suyla karisabilen bir ¢dziicii i¢cinde ¢oziiliir ve bu ¢ozelti, sulu bir
¢Ozeltiye karistirma altinda (damla damla) veya kontrollii ekleme hiziyla adim adim

eklenir.
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Polimer ¢ozeltisi sulu faza hizla difiize olur ve bu nedenle nanopartikiiller su
molekiillerinden kaginmak i¢in aninda nanopartikiil olusturur. Coziicii olusan nano
boyuttaki damlaciklardan disar1 yayilirken, polimer nanokapsiil veya nanokiire yapisi
olusturarak ¢oker. Genel olarak, organik faz sulu faza eklenir, ancak protokol ayrica
nanopartikiil olusumundan 6diin vermeden tersine c¢evrilebilir. Genellikle, yiizey
aktif maddeler koloidal slispansiyonun stabilitesini garanti etmek i¢in siirece dahil
edilebilir, ancak nanopartikiillerin olusumunu saglamak i¢in bunlarin varlig1 gerekli

degildir (Zielinska ve ark., 2020).

1.5.5. Tyonik Jellesme Yontemi

Iyonik jellesme, aljinat veya kitosan gibi hidrofilik iyonojenik polimerlere
dayanan basit bir yontemdir. Genellikle polielektrolitlerin zit yiiklii polielektrolitlerle
komplekslestirilmesi sonucunda proteinler, peptitler ve oligoniikleotidler gibi
makromolekiilleri kapsiillemek i¢in kullanilan bir siiregtir. Coziicli emiilsifikasyon-
difiizyon yontemi, ¢oziicli buharlastirma yonteminin degistirilmis bir versiyonudur.
Polimer, kismen suda ¢oziinlir bir ¢oziicli i¢inde ¢oziliir ve her iki sivinin da
termodinamik dengesini saglayarak suyla doyurulur. Polimer c¢okelmesi ve
nanoparcacik olusumunun meydana gelmesi igin, organik ¢oOziicii suyla kismen
karigabilir oldugunda, dagilmis faz ¢oziicliniin fazla su ile yayilmasi gerekir.
Avantajlar1 arasinda basit olmasi, iyi partikiil boyutu dagilimi, iyi verim ve
homojenlestirmeye gerek olmamasi yer alir. Dezavantaji, stispansiyondan ¢ikarilmasi

gereken biiyiik miktarda sudur (Castro ve ark., 2022).

1.6. Tez Cahismasinda Kullanilan Polimer ve Nanopartikiil Uretim Yontemi

Poli(etilen  glikol)-blok-poli(e-kaprolakton)  (PEG-b-PCL), biyomedikal
uygulamalar i¢in kullanilan FDA onayli nontoksik ve biyouyumlu polimerdir (Deng
ve ark., 2019). (PEG-b-PCL) kopolimeri, biyobozunurlugu, biyouyumlulugu ve
yiikleme verimliligi sayesinde ila¢ verme uygulamalarinda kullanilan iyi bilinen bir

amfifilik kopolimer smifidir. Ayrica, bazi kimyasallarin kullanimi ve karmasik
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adimlar atlandigindan, suda dagilabilen nanopartikiiller olusturmak i¢in bu
kopolimerin kullanilmasi konusunda kesinlikle biiyiik bir avantaj sunar (Risangud ve
ark., 2022).

PEG monomer birimi, hem polar oksijen atomundan hem de polar olmayan
(CHy); biriminden olusur. Bu nedenle, PEG hem polar hem de polar olmayan
¢oziiclilerin genis bir yelpazesinde ¢oziiniir ve suda ¢oziiniirliiglinii veya par¢alanma
Ozelliklerini gelistirmek igin hidrofobik ilaglar i¢in bir tasiyici sistem olarak yaygin
kullanima sahiptir. Poli (PEG-PCL) kopolimerleri biyolojik olarak pargalanabilir,
amfifiliktir, sentezlenmesi kolaydir ve ilag tasiyict sistemlerinde potansiyel
uygulamalara sahiptir. PEG-PCL'nin iki bloklu kopolimerinde, PEG'in hidrofilik
dogas1 ve PCL'min hidrofobik dogasi nedeniyle PEG dis kabugu ve PCL bir ig
cekirdegi olusturur. PCL (poli e-kaprolakton), yar1 kristal 6zelligi nedeniyle diizenli
bir yapiya sahiptir ve viicutta implante edilebilir bir biyomateryal olarak
kullanilmasimna yardimci olan ester baglarmin hidrolizi ile insan viicudunda
bozunmaya ugrar. Uzun siireli implante edilebilir yapilar, PCL'nin yavas bozunma
profili 6zelligine sahip olarak hazirlanabilir. PCL'nin yiiksek erime noktas1 ve diisiik
cam gecis sicaklig, amorf bolgenin kaucuksu durumda olmasi nedeniyle insan
sisteminde yiiksek dayaniklilik ile sonuglanan yari kristal yapi ile sonuglanir. Ayrica
PCL'nin biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi 6zellikleri, kontrollii ilag verme
uygulamalari i¢in ¢ok uygundur. PCL genis bir ilag yelpazesiyle afiniteye sahip
oldugundan, ilaglar formiilasyon matrisinde esit olarak dagilir, boylece ilag salimimin
birka¢ giin/aya varan uzun vadeli bozunmasini kolaylastirir. PCL'nin bozunmasi, bir
asidik yan {riin ile sonuglanmaz bu da onu diger polimerlerden daha iistiin kilar.
Yavas bozunma ve yumusak dokularla daha az biyouyumluluk, PCL'yi klinik
uygulamalarda c¢ok yetkin kilar. PCL'nin iyilestirilmesi, istenmeyen uzun vadeli
bozunmasini artiran PEG gibi hidrofilik polimerlerle kopolimerizasyon seklinde
yapilmistir. PEG-PCL diblok kopolimerleri, hem PEG hem de PCL'nin avantajlarina
sahiptir; biyoyararlanimda artis, yiiksek ilag yiikleme ve kapsiilleme etkinligi, hedef
bolgeye ulasirken molekiiler boyutta diisiis ve patlama desarji, kanda maksimum

kullanim i¢in mevcut ilac1 disar1 ¢ekme ve goriinmezlik yetenegi. PEG-PCL koblok
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polimerik nanopartikiiller, proteinler igin tasiyicilar olarak da kullanilmistir (Behl ve
ark., 2020).

Yukarida bahsedilen avantajlar1 sebebiyle nanopartikiil tiretimi i¢in Poli(etilen
glikol)-blok-poli(e-kaprolakton) (PEG-b-PCL) kullanilmstir.

Nanopartikiil iretim metodu olarak da solvent evaporasyon metodu

kullanilarak su/yag/su emiilsiyonu olusturulmustur.

1.7. Cilt Anatomisi

Deri, sahip oldugu 1.8 m®lik alanla insan viicudunun en biiyiik organidir. Cok
yonlii bir organdir. Viicudu su kaybina, kimyasallara, mikroorganizmalara,
ultraviyole (UV) 1sinlara ve patojenlere karsi korur. Yapisinda bulunan antijen sunan
birimler sayesinde, ayni1 zamanda immiinolojik yanitlar i¢in bir atesleme pimi gorevi
gortir (Karim ve ark., 2022 ; Sheng ve ark., 2021; Yu ve ark., 2022). Derinin {i¢ ana
tabakasi, stratum corneum, dermis (orta tabaka) ve hipodermis (en i¢ tabaka)
barindiran epidermistir. Bu tabakalar, i¢ organlar1 mekanik basing ve toksinler gibi

cesitli digsal etkilerden korur (Karim ve ark., 2022).

Deri, ii¢ énemli katmandan olusan gok boyutlu bir organdir. Ilk deri tabakast,
epidermis tabakasi, yaklasik 150-200 mm kalinligindadir ve canli hiicrelerden olusur.
Hiicre keratinizasyon derecesine gore bes tabakadan olusur: stratum corneum (SC,
boynuz katman), stratum lucidum (berrak katman), stratum granulosum (graniiler
katman), stratum spinosum (dikenli katman) ve stratum germinativum (bazal
katman). En distaki tabaka stratum corneum (SC) (10-20 pum), olarak adlandirilir.
Stratum corneum tabakasinin altinda, keratinositleri ve melanositleri igeren canli
epidermis tabakasi bulunur. Bu katman, ilaca baglanma, metabolizma, aktif tasima
gibi eylemlerin ¢ogundan sorumludur. Bu katman ayrica Merkel ve Langerhans
hiicreleri gibi 6zel hiicreler igerir. Ikinci cilt tabakas1 dermistir (3-100 mm). Bu

tabakada bag dokusu, damar dokusu, lenfatik damar agi, ter ve sebum bezleri, sag
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kokleri ve makrofajlar gibi farkli islevlere sahip hiicreler bulunur. Bu katman ayni
zamanda fibroblastlarin varligi nedeniyle cilde yapisal destek saglar. Uciincii deri
tabakasi, hipodermis (subcutis), gevsek bag dokusu igeren dermis tabakasini takip
eder. Burada bulunan baslica hiicreler, sogukta viicut 1s1sinin regiilasyonunda ve dis
etkenlere karsi korumada gorevi alan yag depolama islevi goren adipositlerdir

(Guillot ve ark., 2020).

1.8. Intradermal Asilama

Epidermis ve dermiste bulunan keratinositler, Langerhans hiicreleri, dermal
dendritik hiicreler, makrofajlar, mast hiicreleri ve derideki lenf diigiimlerindeki T ve

B lenfositleri cildin bagisiklik sistemini olustururlar (Sheng ve ark., 2021).

Intradermal bagisiklama, olumsuz sistemik bagisiklik tepkisini azaltmak icin
cilde lokal olarak antijen ve adjuvan verilmesine olanak saglayan yeni bir asilama
stratejisidir. Bu yontem, enjeksiyon ile agilamanin dezavantajlarini asabilir. Bununla
birlikte, stratum corneum'un bariyer islevi nedeniyle antijenlerin stratum
corneum'dan gecerek aktif epidermal tabakaya ulagsmasi zordur. Transdermal etkiyi
artirmaya yonelik yontemler arasinda kimyasal yontemler olarak yiizey aktif
maddeler ve ozmotik arttiricilar olarak lipozomlar kullanilirken fiziksel yontemler
arasinda iyontoforez, elektroporasyon ve mikroigne yer alir. Mikroigne teknolojisi,
stratum corneumun bariyer fonksiyonunun iistesinden gelebilir ve makromolekiiler

yapidaki antijenlerin etkili transdermal iletimini tesvik edebilir (Yu ve ark., 2022).

Ast intradermal yolla uygulandiginda, epidermis ve dermisteki antijen sunan
hiicreler etkili bir sekilde onu alir ve T hiicrelerinin hazirlanmas: i¢in yardimci
hiicrelerin yardimiyla lenf diiglimlerine go¢ eder. Daha sonra, T hiicreleri, B
hiicrelerini aktive eder ve B hiicrelerini plazma hiicrelerine doniistiiriir. Plazma
hiicreleri ¢ogalir ve biiyiik miktarlarda antikor salgilar. B hiicreleri ayrica, hedef
antijenle yeniden temasa gegerek ve ardindan patojene karsi hedef alan antikorlar

hizla salgilayarak etkinlestirilen bir bellek tipi tiretir (Sheng ve ark., 2021).
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1.9. Mikroigneler

Mikroigneler tipik olarak, bir destek tabaninin veya yamanin tek bir tarafina
yerlestirilmis, yiiksekligi 2000 um’den kisa olan ¢oklu mikroskobik cikintilardan
olusur. Literatiirde mikroigne dizileri veya mikro dizi yamasi olarak da adlandirilirlar
(Vora ve ark., 2021). Mikroigneler cilt bariyeri igine ila¢ penetrasyonunu artirmak
icin en yaygin olarak arastirilan fiziksel cilt penetrasyon aracidir. Geleneksel
hipodermik ignelerin aksine, mikroigneler, cildin en dis tabakasini, ilaglarin
transdermal penetrasyonu i¢in birincil bariyer gérevi géren stratum corneum'u kiran
minimal invaziv cilt delme cihazlaridir. Mikroigneler, stratum corneum boyunca
mikrokanallar olusturarak, ilag molekiillerini epidermal tabaka boyunca agri hissi
olusturmadan iletme potansiyeline sahiptir. Bu, deriden absorpsiyonu sinirli olan
ilaglar da dahil olmak {izere genis bir ila¢ yelpazesinin intradermal yolla hedef
bolgelere iletilmesine izin verir. Mikroigneler ayrica, enkapsiile olmus ilaglar
biyolojik degredasyondan koruyarak stabilitesini arttirabilir, steril uygulama ve
soguk zincir depolama ihtiyacini azaltabildigi icin de ¢ok ¢esitli uygulamalar igin

umut verici bir tagiyici sistem haline gelmistir (Ali ve ark., 2022).

Mikroigneler, agriy1 en aza indirme, diisiik maliyetli ve daha ucuz iiretim, igne
fobisini ortadan kaldirma, daha hizli ilag verme, kontrollii ila¢ verme ve kendi

kendine uygulama gibi bir¢cok avantaja sahiptir (S.B.V.J. & Mannayee, 2022).

Mikroigneler, kiiciik molekiiler ilaglar, peptidler/proteinler ve niikleik asitler
gibi kiicik boyutlu ilaglardan biiyiik boyutlu nanopartikiillere, viriislere,
eksozomlara, mikropargaciklara ve hatta yiizlerce mikrometre boyutundan dolay:
hiicrelere kadar ¢ok ¢esitli etken maddenin iletilmesine yardimci olabilir (Le ve ark.,
2022).
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1.9.1. Mikroignelerin Simiflandiriimasi

Mikroignelerin  smiflandirilmasi, gergeklestirdigi isleve gore yapilmistir.

Mikroigneler genel olarak bes kategoride siniflandirilabilir:

. Kat1 mikroigneler,
. Kaplanmis mikroigneler,

1
2
3. Coziinen mikroigneler,
4. 1¢i bos mikroigneler ve
5

. Hidrojel olusturan mikroigneler (Guillot ve ark., 2020).

1.9.1.1. Kat1 Mikroigneler

Kati mikroigneler cildin stratum corneum (SC) tabakasini delerek ve
epidermisin en derin katmanlarina ulasarak gegici mikrokanallar olusturur.
Mikroigneler tarafindan cilt bariyerinin bozulmasinin ardindan, bu mikro kanallardan
pasif diflizyon icin bir harici ilag rezervuar olarak cilde geleneksel bir transdermal
yama, ila¢ soliisyonu veya jel uygulanir. Bu uygulamanin birincil dezavantaji, iKi
asamal1 bir uygulama gerektirmesidir. Ek olarak, mikroigneler tarafindan iiretilen
mikro gozenekler hizla kapanarak ila¢ gegirgenliginin azalmasina neden olur. Kati
mikroigne iiretmek icin kullanilan suda ¢oziinmeyen ve mekanik olarak saglam
malzemeler klasik olarak silikon, metaller ve polimerlerdir. Silikon ve metal bazl
mikroigneler hastanin cildinden ¢ikarildiktan sonra kati kalabilir, bu da uygunsuz
yeniden kullanim tehlikelerine ve kontaminasyona neden olabilir (Vora ve ark.,
2021).

1.9.1.2. Kaplanmis Mikroigneler

Iki asamal1 bir uygulama siirecinden kaginmak igin, kaplanmis mikroigneler

elde etmek i¢in kat1 mikroignelerin yiizeyi ilag formiilasyonuyla kaplanir. Kaplanmis
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mikroigneler, transdermal ilag iletimi i¢cin daha uygun ve kontrol edilebilir bir yol
saglar. Kaplanmis mikroigneler yerlestirildiginde, kaplama tabakasi ¢oziiliir ve etkin
maddeleri cilde birakir, uygulamanin ardindan mikroigneler ¢ikarilabilir. Kaplanmis
mikroigneler tipik olarak metal veya silikondan hazirlanir. Biyouyumlu
malzemelerin kullanilmasini artirmak amactyla, polimerik kaplanmis mikroigneler
de genis c¢apta arastirtlmistir. Bu amacgla hazirlanan mikroigneler, cilde
yerlestirildiginde yapisal biitiinliigiinii koruyabilen gii¢lii mekanik dayanikliliga sahip

bir polimer tarafindan hazirlanir (Liu ve ark., 2021).

1.9.1.3. Coziinen Mikroigneler

Cozlinen mikroigneler, ilaglar1 veya partikiilleri suda ¢oziiniir bir polimer
matrise enkapsiile edecek sekilde ve cilde uygulandiktan sonra, formiilasyona gore
degisen bir ¢oziinme siiresiyle tamamen ¢oziinecek sekilde tasarlanmistir Kaplanmis
mikroignenin aksine, c¢ozlinen mikroigneler, kullanimdan sonra herhangi bir
biyolojik olarak tehlikeli kesici atik birakmadan ciltte ¢6ziinecek sekilde
olusturulmustur. Bu yaklasimda, ila¢ formiilasyonlar1 deriye yerlestirildikten sonra
¢oziinen mikroigne matrisinden polimer bilesimine bagli olarak yavas veya hizl
olarak zamanla salinabilir (Vora ve ark., 2021). Coziinebilir transdermal
mikroigneler, ¢ok ¢esitli aktif bilesikleri cilde tasimak i¢in kullanilan umut verici
mikro cihazlardir (Ali ve ark., 2022).

Cozinen mikroigneler genellikle, igne matrisinin ¢oziilmesiyle ilaglari cilde
etkili bir sekilde iletebilen, ignelere dahil edilen terapdtik maddelerle birlikte
¢oziinebilir malzemelerden hazirlanir. Dekstran, karboksimetilseliilloz sodyum tuzu,
hyaluronik asit (HA), kondroitin siilfat, polivinilpirolidon (PVP) ve polivinilalkol
(PVA) dahil olmak iizere diisiik molekiiler agirlikli karbonhidratlardan yiiksek
molekiiler biyolojik olarak pargalanabilir polimerlere kadar ¢6ziinen mikroigneleri

hazirlamak igin birgok malzeme kullanilir (Liu ve ark., 2021).
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1.9.1.4. ici Bos Mikroigneler

Gelismis miihendislik tekniklerinin yardimiyla, i¢i bos mikroigneler, ilaglari
kontrollii bir basingla yonlendirilen akis yoluyla intradermal olarak vermek igin
tasarland1. I¢i bos mikroigne yaklasimi, bir ilag soliisyonunu veya partikiillerini
mikroignelerle agrisiz bir sekilde deriye vermek icin tasarlandi. Bu tiir mikroigneler,
basing veya difiizyon veya elektrikle aktive edilen akis gibi farkli teknikler
kullanilarak ilaglarin mikroigne yoluyla deri veya okiiler bosluk boyunca siirekli
olarak verilmesine izin verir. Bu sistem kati, kaplanmis ve ¢oziinen mikroignelere
kiyasla daha biiyilk miktarlarda ilag maddesi verme yetenegine sahiptir. Bununla
birlikte, kullanimlarindaki 6nemli bir kisitlama, dermal doku girisi sirasinda igne
acikliklarinin potansiyel olarak tikanmasi ve akis direncidir, dolayisiyla bu durum
ila¢ salimini azaltir. Bu nedenle, mikroigne tasarimlari cilde yerlestirildikten sonra
igneleri ttkamadan optimum iyi bir s1v1 akis modeli elde etmek igin arastirilmstir. i¢i
bos mikroigneler, silikon ve metal, cam, polimerler ve seramik dahil olmak iizere
cesitli malzemelerden iiretilir (Vora ve ark., 2021). I¢i bos mikroignelerin daha
karmasik bir {iretim teknolojisine ihtiyag duymasi ve ilag rezervuari ile birlestirilmesi

gerekliligi dezavantajlari arasindadir (Liu ve ark., 2021).

1.9.1.5. Hidrojel Olusturan Mikroigneler

Hidrojel olusturucu mikroigneler, hidrojel olusturucu polimerlerden hazirlanan
yeni gelistirilmis bir mikroigne tiirlidiir. Hidrojel olusturan mikroigne sistemi,
mikroigne taban plakasinin iistiinde bir ilag rezervuar (film veya tablet seklinde) ile
entegre edilmistir ve ila¢ uygulamasi, mikroignede yiiklii olanla sinirli degildir. Bu
nedenle, miligram dozda etkin maddeler bile nispeten kiiciik bir yama araciligiyla
bile verilebilir. Entegre ila¢ rezervuari-mikroigne yamasinin cilde uygulanmasindan
sonra, igne uclart intradermal bosluktan interstisyel siviy1 hizla emer ve ardindan
ilacin sismis mikroigneden yayilmasina izin verir. Ayrica, hidrojel olusturan
mikroignelerden ilacin interstisyel siviya absorpsiyon hizi ve salim kinetigi, hidrojel

olusturan mikroignelerin polimerik bilesimi ve sisme 6zellikleri degistirilerek kontrol
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edilebilir. Bu tiir mikroignelerin ¢arpici 6zelligi, deriden bozulmadan ¢ikarilmalari ve
geride Olgiilebilir bir polimer kalintist birakmamasidir. Bununla birlikte, yeniden
uygulamayr engelleyecek kadar yumusak bir hal alirlar, boylece c¢apraz
kontaminasyon riskini azaltirlar. Bu sistemler, Gantrez® AN-139 (metil vinil eter ve
maleik anhidrit), Gantrez® S-97 (metil vinil eter ve maleik asit) ve polivinil alkol
(PVA) dahil olmak iizere ¢esitli polimerik malzemelerin sulu karigimlart kullanilarak

tiretilir (Vora ve ark., 2021).

1.9.2. Mikroignelerin Uretim Yontemleri

Mikroigneleri tiretmek i¢in kullanilan malzemeler, immiinojenik, tahris edici,
korozif olmayan; biyouyumlu ve yiiksek gerilme ve mekanik dayanima sahip
olmalidir. Su anda silikon, cam, seramik, metal (titanyum, nikel), polimer ve diger
malzemeler mikroignelerin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Malzemeye
bagl olarak, mikroigneleri liretmek icin en yaygin kullanilan yontemler lazerle
kesme, atomize piiskiirtme, mikro kaliplama, damlacikla tasinan hava iifleme, g
boyutlu (3D) baski, sicak kabartma, derin reaktif iyon agindirma ve elektrokimyasal
islemedir (Jin ve ark., 2022).

Silikon, cam, metal, seramik, polisakkarit ve c¢esitli polimerler (¢6ziinen,
biyodegredabl ve ¢apraz baglanan polimerler) dahil olmak {izere mikroigneleri

iiretmek i¢in genis ¢apta test edilmis alt1 ana malzeme tiirli vardir.

Polimer malzemelerin esnekligi, diisiik liretim maliyeti ve tiretim kolayligi
nedeniyle mikroigne iiretimi icin silikon, cam, metal, seramik ve seker
malzemelerine gore polimer kullanmanin avantajlart vardir. Polimerler agirlikli
olarak kati, ¢coziinen/biyobozunur ve hidrojel olusturucu mikroigneler iiretmek icin
kullanilir.  Coziinen/biyobozunur polimerler arasinda sentetik polimerler, dogal
polisakkaritler, polipeptitler ve ¢esitli protein polimerleri bulunur. Dogal
polimerlerin metabolitleri toksik degildir ve insan viicudundan giivenli bir sekilde

elimine edilebilir. Yaygin olarak kullanilan polisakkaritler arasinda kitosan,

26



hyaluronik asit (HA), kondroitin siilfat, pullulan, karboksimetil selilloz ve
hidroksiproil metil seliiloz bulunur. Jelatin, kollajen, zein ve ipek fibroinin
polipeptitleri ile de mikroignelerin tiretimi rapor edilmistir. Dogal polimerlere ek
olarak, poli( laktik asit) (PLA), poli(metilvinil eter-ko-maleik asit) (PMVE/MA),
poli(vinil alkol) (PVA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli(vinil pirolidon)
(PVP) ve poli(glikolik asit) (PGA) yogun bir sekilde arastirllmistir (Le ve ark.,
2022).

Deri, Onemli bir gerilme mukavemetine sahip elastik bir organdir.
Mikroignelerin etkili bir sekilde niifuz edebilmesi icin, yerlestirme sirasinda
catlamadan veya kirilmadan niifuz etmek i¢in optimum giice sahip olmalar1 gerekir.
Bu nedenle, mikroignelerin iiretimi zorlu bir istir. Uretim metodolojisi, segilen
malzemeye, mikroigne geometrisine ve yiizey derinligi gereksinimine gore degisir.
Omegin, polimerik mikroigneler i¢in solvent dokiimii uygun olabilirken, metal
mikroigneleri tasarlamak i¢in mikroelektromekanik sistemler daha iyi bir secenektir.
Uretim teknikleri, iiretim igin kullamlan teknolojiye gdre smiflandirilmistir

(Nagarkar ve ark., 2020).

1.9.2.1. Céziicii (Solvent) Kullamlarak Polimerik Mikroigne Uretimi

1.9.2.1.1. Mikro Kaliplama

Mikro kaliplama yontemi, kolay liretimi, maliyet etkinligi ve sanayilesme
potansiyeli nedeniyle mikroigne imalatinda en ¢ok kullanilan yontemdir. Mikro

kaliplama yontemi alt1 ana adimdan olusur:

1. MN'lerin erkek kalibinin tretilmesi;

2. Bir disi MN kalibinin hazirlanmasi;
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3. Polimer soliisyonunu disi kaliplara dokmek ve polimer soliisyonunu
santrifiijleme veya polimer sollisyonunu disi kaliplarin oyuklarina dogrudan
vakumlayarak deliklere dolmaya zorlamak;

4. Santrifiijleme veya vakumla kabarciklarin ¢ikarilmast,

5. Mikroigneleri kurutma veya ¢apraz baglama yoluyla kiirleme;

6. Mikroignelerin disi kaliplardan ¢ikarilmasi.

Adim 2'de disi mikroigne kalibin1 hazirlamak i¢in en yaygin kullanilan
malzeme, milkemmel stabilitesi, iyi kopyalama yetenegi ve diisiik derecede
yapigsmast (Mikroigneleri disi kaliptan soymak i¢in faydalidir) temelinde
polidimetilsiloksandir (PMDS). 1Ilag veya ila¢ yiiklii mikropartikiiller ve
nanopartikiiller polimer c¢ozeltisiyle karistirarak ve ardindan karisimi kaliba

zorlayarak yiiklenebilir (Yang ve ark., 2022).

Mikro kaliplama, pektinden (dogal polimerler) PVA ve PVP'ye (sentetik veya
yar1 sentetik polimerler) kadar ¢esitli polimerleri imal etmek i¢in kullanilir. Teknik,
bir siv1 polimerik ¢ozeltiyi kaliba diizglin bir sekilde dokmek ve ardindan hava
bosluklarin1 ortadan kaldirmak icin ¢oklu yaklasimlardan yararlanir. Hava
bosluklarinin ¢ikarilmasi, bir vakum (veya alternatif olarak bir santrifiij) kullanilarak,
ardindan bir etlivde kurutma ve nihai olarak kaliptan ¢ikarma ile

kolaylastirilabilir(Nagarkar ve ark., 2020).

1.9.2.1.2. Kaliplar1 Doldurmak icin Atomize Piiskiirtme

Mikro kaliplama teknikleriyle siirekli mikro igne iiretimi, santrifiijleme veya
vakumlama adimi nedeniyle zor olabilir. Bunun iistesinden gelmek igin polimer
¢ozeltisinin kaliplara atomize piiskiirtiilmesi yontemi gelistirilmistir (Nagarkar ve
ark., 2020).
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1.9.2.1.3. Damlacik Kaynakh Hava Ufleme (DAB)

Bu yontemde, polimer damlacigina hava tifleme kullanilarak mikroigne sekli
verilir ve 1s1 ve UV 1s1mas1 gibi harici sert kosullar kullanilmadan yumusak kosullar
saglanir. Islem, ¢dzeltinin iist ve alt olmak iizere iki farkli plakaya dagitilmasiyla
baslar. iki plaka temas halinde tutulur ve kademeli olarak birbirinden ayrilir, bdylece
viskoz ¢ozelti uzar. Uzatilmis viskoz ¢ozelti daha sonra kontrollii kosullar altinda
iifleme havasina maruz birakilir. Bu kurutma asamasinda gerekli sekil verilir.
Mikroigne basina tek bir polimer damlasi, damlacigin boyutunu ve
konsantrasyonunu ve ayrica ila¢g kaybi olmadan kontrollii ilag yiiklemesini kontrol

etmek icin kullanilir (Nagarkar ve ark., 2020).

1.9.2.1.4. Pipet Cekme

Pipet cekme teknigi yalnizca i¢i bos cam mikroignelerin {iretimi i¢in gegerlidir.
Cam yiiksek sicakliklara maruz birakildiktan sonra sicak cam mikropipet cekici ile
¢ekilerek mikroigne dizileri olusturulur. Bu teknik, ¢ekme isleminin programlanabilir

hali kullanilarak daha saglam ve tutarli hale getirilebilir (Nagarkar ve ark., 2020).

1.9.2.2. Elektromanyetik/Mikrosistem/Lazer Teknolojisi

1.9.2.2.1.Mikroelektromekanik Sistemler (MEMYS)

Mikroelektromekanik sistemler ya da kisaca MEMS geleneksel olarak entegre
devre teknolojisinin olusturulmast i¢in kullanilmigtir. MEMS, (1) biriktirme, (2)

desenleme, (3) asindirma olmak {izere asagidaki ana islemlere ayrilir (Nagarkar ve
ark., 2020).
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1. Biriktirme, substrat adi verilen bir temel malzeme iizerinde film olusumunu
icerir. Filmler fiziksel veya kimyasal bir islemle olusturulur. Fiziksel
biriktirme tekniginde, malzemeler kaynaktan uzaklastirilir ve alt tabaka
tizerinde biriktirilirken, kimyasal biriktirme tekniginde sicak alt tabaka ve
tastyict gazlar haznede kimyasal olarak reaksiyona sokulur.

2. Modelleme islemi, mikroigne geometri modelinin aktarilmasini igerir, 6rn.
film ftzerinde yiikseklik, taban genisligi, u¢ agisi, delik boyutu vb.
parametreleri ayarlanir. Litografi, desenleme igin kullanilan yaygin bir
islemdir. Kisaca, 151k gibi bir radyasyon kaynagi, 1s18a duyarl bir substrat
izerine ¢arparak bir mikroigne deseni aktarir. Radyasyon kaynagi elektron
1s1n1 litografisi, iyon 1sin1 litografisi veya X-isimi litografisi gibi farkli
olabilir. Yaygin olarak kullanilan fotolitografidir. Isiga duyarli kaplanmig

substrat lizerine aktarimda genellikle agsagidaki sirali adimlar yer alir:

[Ik adim, buhar veya nemlendirilmis oksijen varliginda isitilarak oksit
tabakasinin olusturulmasimi icerir. Bunu, 1s18a duyarli/fotorezist veya direngli
malzeme (UV radyasyona duyarli) olarak bilinen ince bir organik polimer
tabakasiin dondiiriilerek kaplanmasi takip eder. Daha sonra solventi uzaklastirmak
icin direngli tabakaya 1s1 uygulanir. Bunu, UV 1s1nina maruz birakma takip eder ve
bu goriintiiniin direngli kapl gofrete benzeyen yapi iizerine neredeyse mitkemmel bir

sekilde aktarilmasina/ basilmasina olanak tanir.

1. Asindirma, ilgilenilen bir mikroigne tasarimi olusturmak icin alt tabakanin
korumasiz kisimlarimi asindirmak i¢in sert bir yakict madde kullanilmasi
islemidir. Asindirma 1slak ve kuru bir teknikle yapilabilir.

e Kuru islem, reaktif iyon veya iyon 1sm1 Oglitme gibi asindirma
yontemlerini igerebilir. Kuru agindirma iglemi ile kat1 ve i¢i bos mikro

igneler tretilir.

e Islak agindirma igleminde, alt tabaka kimyasal siviya daldirilir ve bu da
ekstra maddenin ortadan kaldirilmasina yardimei olur. Metalik ve silikon

mikroigneleri tiretmek i¢in kullanilir (Nagarkar ve ark., 2020).
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1.9.2.2.2. Lazer Kesim

Bu yontemde, metalik levhalari mikroigneler seklinde kesmek i¢in kizilGtesi
bir lazer kullanilir. AutoCAD yazilimi, mikroignenin geometrisini tasarlamak igin
kullanilir. Lazer 1sim1 daha sonra, diizlem mikroigne iireten tasarima gore metal
levhayr kaldirir. Uretilen mikroigneler temizlenir ve sacin 90° agisinda biikiiliir.
Uglar daha sonra elektro-parlatma ile ayarlanir. Bu yontem, metalik mikroignelerin
imalat1 i¢in kullanilir. En sik kullanilan malzeme paslanmaz celiktir (Nagarkar ve
ark., 2020).

1.9.2.2.3. Lazer Ablasyonu

Adindan da anlasilacagi gibi, bu yontemde lazer bir metal plakaya ¢arparak bir
cikint1 olusturur. Bir mikroigne olusturmak ve ¢ikintiya tanimlanmis bir sekil vermek
icin 151k darbeleri kullanilir. Lazer kesmeye benzer sekilde, kat1i metalik dizilerin
tiretilmesi i¢in lazer ablasyon da kullanilir. Tantal gibi metaller de tiretilir (Nagarkar
ve ark., 2020).

1.9.2.2.4. Derin Rontgen Litografisi

Bu teknikte, bir polimer ¢ozeltisi kaplanir ve silikon gofret yapisindaki madde
tizerinde kiirlenir. Silikon gofret dikey derin rontgen 1sinina maruz birakilarak bir
dizi tiggen slitun ve kanal olusturulur. X-151n1 maskesi ve substrat, istenen mikroigne
geometrisini saglamak icin siirekli olarak ayarlanir ve hizalanir. Bu teknik, yiiksek
hassasiyetli i¢i bos mikroigneler i¢in kullanilir. Metalik, polimerik ve seramik ve

cam mikroigne dizileri tiretilebilir (Nagarkar ve ark., 2020).
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1.9.2.3. Katmanh Uretim

1.9.2.3.1. ki Foton Polimerizasyonu

Iki fotonlu polimerizasyon, diisiikk maliyetle yiiksek verim sunan ii¢ boyutlu
yapilarin katman katman {retim siirecidir. Reginelerin mikroigne yapisina
polimerizasyonu icin femtosaniye veya pikosaniye lazer darbeleri uygulanir.
Polimerizasyon, lazer odak noktasinda ortalanmis bir enerji iireten iki foton
absorpsiyonu ile baslatilir. istenen yap1 dncelikle bilgisayar destekli tasarim (CAD)
modeli yardimiyla dilimlenir. Daha sonra, her katman i¢in doldurulacak kontur i¢in
lazerin yolunu eski haline getirerek 1s18a duyarli regineye yazilir. Mikroignenin
imalatindan sonra, recine bir ¢oziicii ile yikanir ve ultraviyole 1sik kullanilarak

sertlestirilir (Nagarkar ve ark., 2020).

1.9.2.3.2.Mikrostereolitografi (nSL)

Mikro-stereolitografi (uSL), yiiksek verimli bir iiretim teknigidir. Asagidan
yukariya ekleme tarzinda 3D mikro yapilar olusturur. Bu teknoloji, biyomedikal ve
doku miihendisliginde yaygin olarak kullamlmaktadir. Uretim, bir sivinin
fotopolimerizasyon yoluyla uzamsal olarak katilagmasinin kontrol edilmesiyle
yapilir. Lazer 1sin1, bir recinenin yiizeyinde, recinenin belirli bir derinlige sahip
olmasina neden olan mikroigne deseni olusturur. Bu, bir destek platformuna bagh
kalmaya yardimci olur. Birinci katmanin foto-polimerizasyonunu ayirma ve yeniden
hizalama takip eder ve bundan sonra ilk insa edilen katmanin yeniden kaplanmasi
gerceklesir. Desen bu ikinci katmanda kiirlenir. Bu adimlar kati, ii¢ boyutlu bir nesne

olusturmak i¢in tekrarlanir (Nagarkar ve ark., 2020).
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1.9.2.3.3. Siirekli Siv1 Arayiizii (CLIP)

Stirekli sivi araylizii, mikroigneleri sayisal olarak tasarlamak i¢in kullanilir.
Yukarida belirtilen geleneksel katman katman yaklagimina karsi siirekli ekleme
yontemini kullanan yeni bir yaklasimdir. Siirekli siv1 arayiizi yonteminin geleneksel
yaklagima gore ana avantaji, dnemli Ol¢lide daha yiiksek ¢oziintirliikte mikroigneler
tiretmesidir. Siirekli s1v1 arayiizii islemi temel olarak herhangi bir mikroigneli yamay1
iki ila 10 dakikada tasarlamak i¢in kullanilabilir. Bu yaklasim, mikroigne tasarimi ve
boyut, sekil ve bilesim gibi gesitli sayida farkli parametrelerin bir liretim siirecinde
arastirtlmasini saglayan hizli prototipleme igin biiylik esneklik saglar (Nagarkar ve
ark., 2020).

1.9.3. Mikroigne ve As1 Uygulamasi

Asilarin hastaliklart 6nlemede etkili olmasina ragmen, hala pek c¢ok insan
asilamay1 reddetmekte veya ertelemektedir (Sheng ve ark., 2021). Cogu as1, bir igne
ile intradermal veya intramiiskiiler uygulanir ve bu da hastalar1 ignelerden ve
enjeksiyon yerlerinde agridan korkutur (Rai ve ark., 2023). Parenteral
enjeksiyonlarin yaygin kullanimina ragmen, igne fobisi ve atilan ignelerin neden
oldugu sorunlar da dahil olmak iizere igneler ve siringalarla ilgili sorunlar
artmaktadir (Jose ve ark., 2022). Bu sorunlari ele almak i¢in arastirmacilar
dikkatlerini, ilaglar1 deriden agrisiz ve minimal invaziv bir sekilde tasiyarak oral
veya subkutan enjeksiyonlara bir alternatif olarak ortaya g¢ikan transdermal ilag
tastyict sistemlerine vermislerdir (Sheng ve ark., 2021). Deride makrofajlar, dermal
dendritik hiicreler ve Langerhans hiicreleri gibi ¢ok sayida antijen sunan hiicre
popiilasyonlar1 vardir ve bu da cildi immiinomodiilasyon i¢in benzersiz bir hedef

haline getirir (Liu ve ark., 2021).

As1 uygulamast i¢in mikroignelerin kullanilmasi yeni bir yaklasimdir. Genel
olarak, kendi kendine uygulanan mikroigne bazli asilar, pandemiler sirasinda biiyiik

Olcekli asilamalar icin ¢ekici olan bir teknik olasiligini sunar. Hasta dostu olmanin
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yant sira, mikroigneler bir dizi viral ve bakteriyel enfeksiyona karsi gilicli bir

bagisiklik tepkisini gelistirmede etkilidir (Jose ve ark., 2022).

Mikroigneler kullanilarak as1 uygulamasiyla indiiklenen bagisiklik tepkisi,
geleneksel as1 uygulamasiyla (kas i¢i enjeksiyon) saglanandan onemli 6l¢iide daha
iyidir. Bunun nedeni, Langerhans hiicreleri ve dermal dendritik hiicreler gibi insan
derisinde bulunan ¢ok sayida antijen sunan hiicredir. Antijen sunan hiicreler olarak,
her iki hiicre tipi de yabanci antijenler tarafindan uyarildiginda antijeni alir ve sonra
drenaj yapan lenf diiglimlerine go¢ eder, boylece T lenfositlerini aktive eder ve giiclii

bir bagisiklik etkisi gosterir (Jin ve ark., 2022).

Asilarin verilmesi i¢in mikroignelerin kullanilmasi, derinin yapist nedeniyle
nadiren agriya veya kanamaya neden olur. Deri alti, deri i¢i veya kas i¢i olsun,
siringa igneleri dermisteki veya deri alti dokudaki sinirleri ve kan damarlarini
uyararak agriya ve kanamaya neden olabilir. Bununla birlikte mikroigneler, asiyi
belirli bir derinlikte deriye vermek icin epidermise niifuz eder. Kii¢iilk boyutlari
nedeniyle, mikroigneler daha az kan damari ve siniri uyararak herhangi bir agr1 veya

kanama olasiligini en aza indirir (Jin ve ark., 2022).

Mikroigne dizisinin bagparmak veya bir presleme cihazi ile kol derisine veya
baska bir yere birka¢ dakika basilmasiyla asilama tamamlanir. Ayni zamanda
mikroigneler ¢cocuklar i¢in idealdir ¢linkii agri minimaldir. Mikroigneler yalnizca tek
kullanimliktir ve kiigiik bir yara olusturur, bu da ¢apraz enfeksiyon veya kan yoluyla

bulasan hastalik riskini en aza indirir (Jin ve ark., 2022).

Birkag¢ intradermal ilag verilis yonteminden, ¢oziinen mikroigneler, minimal
invaziv bir intradermal yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir. Burada kullanilan
mikroigneler, derinin en dis tabakasini (stratum corneum) fiziksel olarak kirmak i¢in
mekanik olarak giiglii yapida suda ¢oziiniir polimerlerden gelistirilir ve uygulama
sonucunda etkin madde/maddeleri derinin alt boliimlerine iletmek igin alttaki canli

epidermis ve dermiste hizla ¢oziiniir (E. Kim ve ark., 2020).
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Coziinen mikroigneler, potansiyel olarak geleneksel asilama yontemlerinin
sinirlamalarinin istesinden gelebilir ve daha iyi bir bagisiklik yaniti olusturabilir.
Siirekli salim kinetigine sahip adjuvan ile formiile edilmis mikroignelerin, antijenleri
bozunmaya karsi koruyarak ve bagisiklik hiicrelerine sunumlarimi gelistirerek uzun
stireli bagisiklik tepkisi olusturdugu bilinmektedir. Enkapsiile edilmis adjuvanlar,
bagisiklik sisteminin aktivasyonuna yol agan yerlesik dendritik hiicreler, makrofajlar

ve notrofiller tizerinde hareket eder (Pahal ve ark., 2021).

Coziinebilir mikroignelerin  bilesiminde, ilag ¢oziinme profilini, salim
kinetigini, mikroignelerin ¢6ziinme hizini, cildin penetrasyonunu kontrol etmek ve
cilt dokularindaki biyouyumlulugu artirmak g¢esitli modifikasyonlar yapilabilir (Ali
ve ark., 2022).

Mikroignelere dayali asilar1 gelistirmek igin siirekli yeni c¢alismalar
yapilmaktadir. Asinin nano formiilasyonlarinin kapsiillenmesi, hiimoral ve hiicre
aracilt immiinomodiilator sinyallerin iiretilmesinde etkili olan akilli bir yaklagimdir.
Preklinik ¢aligmalar, siirekli salimli mikroigneler ile uygulanan asilarmn, tekrarlayan
dozlar1 ve kliniklere tekrarlanan ziyaretleri ortadan kaldirma potansiyeline sahip
oldugunu gostermistir. Ek olarak, mikroignelere dayali asilarin implante edilebilir
formatlar1, as1 dozlarinin hizli, dogru ve daha giivenli bir sekilde verilmesini de

saglar (Pahal ve ark., 2021).

Mikroigneler araciligiyla as1 iletimi, lokal deri mikrogevresinde yiiksek
konsantrasyonlarda as1 bilesenlerinin birikmesiyle sonuglanir, bdylece etkili
bagisiklama igin gerekli as1 dozlarmi, maliyeti ve toksisiteyi Onemli Olgilide
azaltabilecek bir doz koruyucu etkiye katkida bulunur. Mevcut literatiir, mikroigne
ile uygulanan asilarin, pahali "soguk zincir" gereklilikleri olmadan uzun siire stabil
kalma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, 6nceki hayvan ve klinik
arastirmalar, mikroignelerin etkili agilama stratejileri i¢in giivenli ve iyi tolere edilen

bir tasiyici platformu saglayabilecegini gostermektedir (E. Kim ve ark., 2020).

35



Mikroignelerin gelistirilmesi, as1 tasarimi ve gelistirme diinyasinda ¢ok giicli
bir ara¢ haline geldi. Bunun baslica nedeni, bu cihazlarin siirekli bir as1 antijeni
salimin1 ortaya ¢ikarma yetenegine sahip olmasi ve bdylece ¢oklu doz ihtiyacini
ortadan kaldirmasidir. Bu, Ozellikle siirekli salimli polimerlerle yapilan veya
nanopartikiillerle gomiilii mikroigneler i¢in daha da dnem kazanmaktadir (Nwagwu
ve ark., 2022).

1.10. COVID-19

2019 yilinin sonunda Diinya Saglik Orgiiti (WHO), Cin'in Wuhan sehrinde
ortaya cikan bulagici hastalik siipheleri konusunda uyarida bulundu. Bu solunum
yolu hastaligi semptomlar1 viral pndmoni gibiydi ve Oksiiriik, nefes darlig1 ve ates
olarak kendini gosteriyordu. Kisa bir siire sonra, bilim adamlar1 bu bilinmeyen viriisii
izole ettiler, Aralik 2019'da yiiksek verimli dizileme gergeklestirdiler ve yeni bir Beta
tipi koronaviriis (B-CoV) susu belirlediler. Bu yeni CoV susu, mevcut SARS-CoV-1
ve Orta Dogu solunum sendromuna (MERS) kalitsal olarak paraleldi. Onceki CoV
suslartyla genetik benzerligi nedeniyle, Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi
(ICTV) ve DSO bu yeni B-CoV susunu yeni bir SARS-CoV-2 viriisii tiirii olarak
resmen ilan etti (Hillary & Ceasar, 2023).

SARS-CoV-2, insanlarin alt solunum yollarini (nefes borusu ve akcigerler) ve
ist solunum yollarini (siniis, burun ve bogaz) dogrudan enfekte eder. SARS-CoV-2
enfeksiyonu olan hastalar tipik olarak akut solunum yolu hastalig1 ve bas agrisi, mide
bulantisi, oksiiriikk, kusma, ishal ve ates gibi semptomlar gosterir. SARS-CoV-2
enfeksiyonunun siddeti ¢ogu insanda hafiftir, ancak bazi yashlar ve baska saglik
sorunlart olan kisiler ¢oklu organ islev bozuklugu ve akut solunum sikintisi
sendromu (ARDS) gibi biiyiik sorunlarla karsi karsiyadir. SARS-CoV-2"nin hastalik
siddeti de asemptomatik kisiden semptomatik kisiye farklilik gosterir. Yiiksek vaka-
6lim orani ve sik goriilen SARS-CoV-2 salginlari, etkili ilaglar veya asilar gelistirme
cagrilarini tetikledi. Bu nedenle bilim adamlari, diinya ¢apinda SARS-CoV-2 ile

miicadele etmek i¢in baglica hafifletme stratejisi olarak acil durum asilar1 gelistirdiler
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ve halen yeni SARS-CoV-2 varyantlari igin asilar ve ilaglar gelistirmeye caligiyorlar
(Hillary & Ceasar, 2023).

SARS-CoV-2, 30 kbp'lik Coronaviridae ailesine ait genoma sahip kapali,
kiiresel, segmentsiz, pozitif tek sarmalli bir RNA'dir (ssRNA). SARS-CoV-2,
niikleokapsid (N) proteini tarafindan yapilan sarmal kapsid tarafindan korunur ve bir
zarf proteini (E) tarafindan c¢evrelenir. SARS-CoV-2 proteininin yapisi, viris
olusumuna yardimci olan E ve zar (M) proteinlerini igerir ve spike (S) proteini,
viriisiin konakgilara girmesine izin verir. Bu E, M ve S proteinleri arasinda S protein
boyutu ¢ok biiyiiktiir (180—200 kDa) ve bir ta¢ gibi goriiniir. Arastirmacilar, "tag
benzeri" bagak goriinimii nedeniyle yeni SARS-CoV-2 susunu bir koronaviriis
olarak adlandirdi. (Latince korona kelimesi “ta¢” anlamia gelir). SARS-CoV-2,
yapisal proteinlere (S, E, M ve N) ek olarak, cesitli islevlerde yer alan yapisal
olmayan proteinler (nsp 1 ila 16) de igerir. nspl, viral RNA'nin islenmesine ve
replikasyonuna yardimci olur. nsp2, konake1 hiicrenin hayatta kalma sinyal yolunu
diizenler. nsp3, c¢evrilmis proteini boler. nsp4, endoplazmik retikulum zarlarini
degistiren transmembran alan 2'yi (TM2) igerir. nsp5, poliproteinlerin
replikasyonunda 6nemli bir rol oynar. nsp6, bir transmembran olarak iglev goriir.
Hem nsp7 hem de nsp8 proteinleri, nsp12 RNA'nin diizenini 6nemli 6l¢iide gelistirir.
nsp9, bir ssRNA baglayict protein gorevi goriir. nsplO, viriise ait MRNA
metilasyonunu igerir. nspll Oziinde diizensiz bir proteindir ve nspl2, viriis
replikasyonu ve transkripsiyonunun hayati bir bileseni olan RNA'ya bagimli RNA
polimerazi1 (RdRp) igerir. nsp13, ATP ve ¢inko baglayict alanlar ile etkilesime girer
ve RNA transkripsiyonu ve viriis replikasyonunda yer alir. nsp14, viral RNA sentezi
sirasinda bliylik Olclide prova okumasini igeren bir eksoriboniikleazdir (EXoN).
nspl5, Mn'ye (2+) bagimli olan bir endoriboniikleaz aktivitesine sahiptir. nsp16, bir
2'-O-riboz metil transferazdir ve mRNA eklenmesini onlemek i¢in SARS-CoV-2
enfeksiyonu sirasinda Ul ve U2 snRNA'larin mRNA tanima alanlartyla etkilesime

girer (Hillary & Ceasar, 2023).

SARS-CoV-2, bir beta-koronaviriis ve CoV'lerin genomundaki (27-32 kb)
diger RNA viriislerinden daha biiyiik olan tek sarmalli bir pozitif sens RNA'dir
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(+ssRNA). Genomun disindaki kapsid, niikleokapsid proteini (N) tarafindan
olusturulur ve genom ayrica ii¢ yapisal proteinden olusan bir zarftan olusur: zar
proteini (M), spike proteini (S) ve zarf proteini (E). SARS-CoV-2’nin genetik
yapisinda, dort yapisal protein (S, E, M ve N) ve on alt1 yapisal olmayan protein
(nsp1-16) bulunur. M proteini, virionlar1 (zarfi) sekillendiren ve zarin kivrilmasini
tesvik eden ve niikleokapsidi sabitlemeye yardimci olan ii¢ transmembran bdlgeden
olusan en bol proteindir. E proteini ise en kii¢lik yapisal proteindir ve viriislerin bir

araya gelmesinde ve atilmasinda 6nemli roller iistlenir (Nwagwu ve ark., 2022).
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Sekil 1.1. SARS-CoV-2 Viriisiiniin Yapisi. (Hillary & Ceasar, 2023)
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1.10.1. SARS-CoV-2 giris yollari

SARS-CoV-2'nin konakgr hiicrelere girisi, viral bulasma ve patogenezin hayati
bir nedenidir. Viriis konakg1 hiicrelere giris yapabilmek igin S glikoproteini kullanir.
S glikoproteini, enfekte olmus hiicrelerde S1 ve S2 olmak {izere iki alt birimden
olusur. SARS-CoV-2 S1 alt birimi, anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2)
reseptoriine baglanan bir reseptor baglama alan1 (RBD) ve N-terminal alan1 (NTD)
igerir ve SARS-CoV-2 S2 alt birimi viriise baglanir parcaciklar konake1 hiicre zarina

girer.

SARS-CoV-2'nin S proteini, énce SI RBD yoluyla konake¢i hiicrelerin
yiizeyindeki ACE2 reseptoriine baglanir. S1 daha sonra viral yiizeyden salinir ve
S2'nin konakg1 hiicre zarina kaynasmasina izin verir. Bu islem, iki proteaz furin ve
TMPRSS2'nin  yardimiyla iki bolgede (S1/S2) yarilarak S proteininin aktive
edilmesini gerektirir. Furin, S1/S2 sitlerinde bdliiniir ve viral S proteinlerinde
konformasyonel degisiklikler yaratir ve S1/S2 sitlerinde TMPRSS2 boliinmesi,
viriisiin konakg1 hiicrelere girmesine izin verir. Bu siire¢ sirasinda SARS-CoV-2,
konakgei hiicrelere girer ve enfekte kisilerde hizli yayilmasina, siddetli semptomlara

ve yiiksek 6liim oranlarina katkida bulunur (Hillary & Ceasar, 2023).

1.10.2. COVID-19 Patogenezi

SARS-CoV-2, COVID-19 hastaligina neden olan etkendir. (Nwagwu ve ark.,
2022) COVID-19 hastaliginin altinda yatan mekanizma kismen, transmembran
proteaz TMPRSS2 tarafindan basak bdliinmesine neden olan spike glikoproteini ile
virlislin girmesi nedeniyle ACE2'nin (anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2) azalmasiyla
iligkilidir. TNF-alfa-donistiiriicii enzim (TACE) tarafindan ACE2'nin C-terminali
boliinmesi yoluyla iltihaplanmaya, TNF-a iiretimine ve doku hasarina yol agan bir
kaskad1 tetikler. Sodyuma bagimli ndtr amino asit tasiyict (SLC6A19 veya BOAT1),
C-terminal boliinme bolgesini isgal eder ve TACE'in ACE2 iizerindeki etkilerini

inhibe eder. TACE'nin, renin-anjiyotensin yolunun, ACE2'nin C-terminal
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boliinmesinin, TNF-a'nin ve enflamatuar inhibitorlerin inhibisyonu, viriis
enfeksiyonu ve doku hasari seviyesini azaltacaktir. Viriis, hedef hiicrelerin hiicre
yiizeyindeki ACE2 reseptoriine baglanarak girer ve konakg1 hiicreleri enfekte eder.
Bununla birlikte, SARS-CoV ve MERS-CoV'nin en Onemli patogenez
mekanizmalarindan biri, konak¢ida dogustan gelen bagisikligin azalmasina yol agan

gecikmeli interferon, TNF-a ve proinflamatuar yanitlardir (Tavakol ve ark., 2021).

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun {i¢ asamasi, etkilenen hiicrelere bagli olarak
COVID-19 hastahiginin farkli klinik asamalariyla eslesir. ilk asama asemptomatik
durumdur, bu noktada solunan SARS-CoV-2 viriisii burun boslugundaki epitel
hiicrelerine baglanir ve replike olmaya baslar. Virlisiin viicuttaki varligi, burun
boslugundan siiriintii alinarak dogrulanabilir. Bu asamadaki viral yiik, ¢ok diisiik
olmasina ragmen ¢ok bulasicidir ve siirli bir dogustan gelen bagisiklik tepkisi sunar.
Bu noktada viriis, semptomlar ortaya ¢ikmadan dnce bile bulasabilir. ikinci asama,
viriisiin ¢ogaldigr ve solunum yolunda ilerledigi zamandir. Bu, dogustan gelen
bagisiklik tepkisinde bir artisi tetikler. Dogustan gelen bagisiklik sisteminin viriis ve
erken belirtegleri, burun siiriintiileri veya balgam ile tespit edilebilir. Bu asamada,
COVID-19'un hafif bir klinik tezahiiri vardir. Bu noktada etkilenen bireyler,
hastalarin semptomlarinin geleneksel tedavisi ile evde yonetilebilir. SARS-CoV-2, T
hiicreleri i¢inde ¢ogalarak, hiicreleri kaspaz aracilt hiicre 6liimiiyle karsilasmaya ve
Olmeye tesvik eden ¢ok miktarda viral partikiil yayar. Bu asama, akut solunum
sikintis1 (ARD), pnémoni, bobrek yetmezligi ve 6liime kadar ilerleyebilen siddetli
grip benzeri semptomlari baslatir (Nwagwu ve ark., 2022).
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Sekil 1.2. Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis-2’nin viicuda (SARS-CoV-2) giris
yollar1. (Nwagwu ve ark., 2022)

1.10.3. SARS-CoV-2 varyantlan

Viriisle iligkili genomdaki adaptif mutasyonlar, viriisiin patojenik potansiyelini
degistirebilir. Tek bir amino asit varyasyonu bile virilisiin bagisiklik sisteminden
kagcma yetenegini Onemli Ol¢iide bozabilir ve wvirlise karsi as1 gelistirmeyi
zorlagtirabilir. SARS-CoV-2 gibi viriisler, bir veya daha fazla mutasyonun etkisiyle
yeni insan konakgilara alisirken kalitsal evrime yatkindir, bu da atasal suslardan
farkl1 Ozelliklere sahip ¢ok sayida yeni varyantin ortaya c¢ikmasina neden olur.
SARS-CoV-2'nin birden fazla yeni varyanti bulundugundan, Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezi ve Diinya Saglik Orgiitii SARS-CoV-2'nin ortaya ¢ikan varyantlara
(VOCl'ler) ve ilgili varyantlarin alt tiplerine (VOI'ler) ayirmak icin bir kataloglama
sistemi olusturmustur. DSO'niin yakin tarihli raporlarmna gére, Alpha (B.1.1.7), Beta
(B.1.351), Gamma (P.1) ve Delta (B.1.617.2) ve Omicron (B. 1.1.529) ve Epsilon
(B.1.427 ve B.1.429), Eta (B.1.525), Kappa (B.1.617.1), Mu (B.1.621), Lambda (C)
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gibi sekiz varyanti, Theta (P.3), Zeta (P.2) ve Lota (B.1.526) gibi alt varyantlar
bulunmaktadir (Hillary & Ceasar, 2023).

1.10.4. COVID-19 Asilar ve Karsilastirmalar:

As1, insanlart zararli virlislerin  veya Dbakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlardan koruyan organik bir maddedir. Bu zararli patojenlere (viriisler veya
bakteriler) karsi yeni asilar gelistirmek yaklasik 10 ila 15 yil siirer. Bu nedenle,
mevcut SARS-CoV-2 tiiriine karst bir as1 gelistirmek, arastirmacilar i¢in ¢ok 6nemli
bir zorluk haline gelmistir. Ancak cesitli lilkelerden bilim insanlar1 SARS-CoV-2'ye
karst acil durum asilari gelistirdiler ve acil kullanim izni onay1 aldilar. (Hillary &
Ceasar, 2023) Mevcut onayli COVID-19 asilari, hastaneye yatis ve Oliime karsi
onemli Olciide etkinlik gdstermistir. Bununla birlikte, pandeminin iki yildan fazla bir
siiredir devam etmesi ve asilamanin kiiresel olarak yayginlasmasina ragmen yeni
suslarin ortaya ¢ikma olasiligi, asilarin gelistirilmesine ve iyilestirilmesine yonelik

acil ihtiyacin altin1 ¢izmektedir (Bayani ve ark., 2023).

COVID-19 olduk¢a bulasicidir ve bagisiklik sistemi icin yikicidir.
Immiinoterapinin bulasic1 hastaliklar1 6nlemede etkili oldugu dogrulanmustir.
Asilama, immiinoterapinin ¢ok onemli bir parcasidir ve asi, virlisiin bir kisminin
veya tamaminin immiinojenik O6zelliklerini simiile ederek bagisiklik sisteminin
islevini diizenler. Immiinojenik proteinlerin yan1 sira, COVID-19'un RNA veya
DNA's1, konakta immiin proteinlerin veya peptitlerin heterolog ekspresyonunu
indiikleyerek ortaya ¢ikan antijenik 6zelliklere de sahiptir. Salgiin basindan beri bu
pandemi ile miicadelede farkli as1 platformlar1 {izerinde ¢alisilmustir. inaktif viriis,
MRNA tabanli ve viral vektor platformlart SARS-CoV-2'ye karsi onaylanmig ilk
nesil asilar olmustur. Bununla birlikte, mevcut asilara farkli derecelerde direng

gosteren varyantlar ortaya ¢ikmistir (Miao ve ark., 2023).
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Cizelge 1.2. COVID-19’a kars1 gelistirilen asilarin Karsilastirilmasi1 (Bayani ve ark., 2023;
Peletta ve ark., 2023).

As tipi

Avantajlari

Dezavantajlari

Subunit as1

Bagisikligt baskilanmis hastalara
uygulanabilir

Daha az yan etki olasilig1 ile nispeten giivenli
Inaktif virlis asilarma kiyasla yiiksek
ndtralize edici antikor titresi

Toplu agilama i¢in soguk zincir depolamaya
gerek yoktur.

Bazi alt birim asilarla heterolog veya
homolog booster doz yoluyla olumlu

immiinojenisite ve mRNA asilarina benzer
etkinlik.

Canli zayiflatilmis asilardan daha az
immiinojeniktir ve immiin yanitlar
uyarmak i¢in adjuvana ihtiya¢ duyar
Uygun etkinlik i¢in yiiksek immiinojenik
antijen(ler)in tanimlanmasi gerekir.

Uzun siireli bagisiklik i¢in ¢oklu dozlar
gerekir.

Canh
zayiflatilmis
(atteniie) as1

Bagisiklik sistemi ig¢in iyi bir Ogrenme
saglayan dogal enfeksiyonun en yakin taklidi
Genellikle hiicresel ve hiimoral bagigikligin

giiclii indiiksiyonu ile dmiir boyu bagisiklik
saglar.

Bagisiklama i¢in adjuvan igermeyen bir veya
birkag¢ doz

Burun i¢i sprey yoluyla uygulama ve
mukozal antikor bagisiklik tepkilerini uyarir

Geri mutasyonlar nedeniyle viriilansin
tersine donme riski

Potensi korumak igin kritik saklama
kosullar1 gerektir (6r. sicaklik)

Bagisiklig1 baskilanmis  hastalarda
uygulanmasi uygun degildir.

Oldiiriilmiis/ina | Zayiflanus  asilara  kiyasla bagisiklign | Canli  atenile  asilardan daha az
ktive as1 baskilanmig  hastalarda  kullanim  i¢in | immiinojeniktir, hiicresel tepkileri
giivenlidir indiikleme  kapasitesi  digiiktir  ve
Canli ateniie asilara kiyasla daha az seviyede | bagisikligl giiclendirmek i¢in adjuvana
depolama kosullar1 gerektirir ihtiyag duyar.

Istenen bagisikligr elde etmek igin biiyiik
miktarlarda antijen ve giiclendirici

dozlarm kullanilmasini gerektirmesi
Inaktivasyon, zaman alic1 ve maliyetli bir
stirectir ve inaktivasyondan sonra tiim

virtisler immiinojenik hale gelmez.
DNA asis1 Tasarim ve gelistirme kolayligi, nispeten | Konak genomuna entegrasyon riski

ucuz ve Olgeklenebilir, depolama ve nakliye
i¢in oda sicakliginda nispeten kararlidir

Hem MHC I hem de II molekiilleri tarafindan
antijen sunumu ve hiimoral ve hiicresel
bagisiklik tepkilerini indiikler.

vardir.

Konak viicut igindeki ekspresyon,
immiinolojik toleransi indiikleyebilir.

Ciplak DNA agilarinin niikleazlar ve
farkli biyolojik bariyerler tarafindan hizla
bozunmast nedeniyle diisiik etkinlik
olasilig1 riski vardir.
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Cizelge 1.2. Devam. COVID-19’a kars1 gelistirilen asilarin karsilastirilmasi (Bayani ve ark.,
2023; Peletta ve ark., 2023)

As tipi

Avantajlari

Dezavantajlari

RNA agsisi

Antijenler, tipki bir RNA viriisiiniin dogal
enfeksiyonu gibi konakgi hiicreler tarafindan
iretilir.

Asilanmis konakgida tiretim sirasinda daha
az biyolojik degisiklik olasilig1

Viicutta kisa siirede parcalanir ve genomu zar
zor degistirme sans1 vardir.

mRNA agsilar1, gii¢lii Thl hiicre yanitlarini ve
GC B hiicre yanitlarini ortaya ¢ikarabilir ve
ayrica, sonu¢ olarak SARS-CoV-2 nétralize
edici antikorlar1 ortaya c¢ikarabilen uzun
Omiirli plazma hiicreleri ve hafiza B
hiicreleri tiretir.

Zamaninda gilincellemeyi basitlestirmek i¢in,
mRNA agilar1 dogrudan orijinal sekans
iizerinde degistirilebilir.

RNA molekiillerinin yiiksek sicakliklarda
diisiik  stabilitesi, kiiresel  dagilimi
zorlagtirir.

Miyokardit dahil olmak iizere mRNA
asilarindan kaynaklanan komplikasyonlar
meydana gelebilir.

Viral Vektor
Asis1

Pek ¢ok canli zayiflatilmig viriis asisindan
daha iyi giivenlik profillerine sahiptir ve
etkisizlestirilmis viriis agilarindan daha fazla
immiinojeniktir. Tastyici, B hiicrelerine ve T
hiicrelerine kars1 iyi bir uyarici tepkiye
sahiptir ve bagisiklig1 artirabilir.

Istenen antijenleri bagisiklik sistemine dogal
konformasyonda sunun

Yiiksek verimli viral vektor transdiiksiyonu,
DNA agisina kiyasla in vivo olarak daha
yiiksek miktarlarda antijen iiretimine yol agar

Inaktive asilarla karsilastirildiginda, viral

vektor agilarinin iiretim siireci, canli SARS
CoV-2 igermedigi igin nispeten glivenlidir.

Konake¢1 genom entegrasyonu riski Daha
once virlise maruz kalma ve nétralize
edici antikorlarin  iiretimi nedeniyle
vektore  Onceki  bagisiklik,  asmin
etkinligini azaltabilir

Adenoviriis bazli viriis vektor asilari,
trombositopeni  dahil  yan etkileri
tetikleyebilir.

Viriis benzeri
parcacik (VLP)
asis1

Rekombinant protein ile karsilastirildiginda,
VLP'ler dogal wiriislere benzer adaptif
epitoplar gosterir ve bagisiklik tepkilerini
daha etkili bir sekilde indiikler.

Kendinden adjuvan 6zelligi vardir.

VLP'ler, iiretim kosullar1 agisindan esnek
olmalarin1 saglayan ¢ok g¢esitli iiretim
sistemlerinde iiretilebilir.

VLP agilari, i¢lerinde viral genom olmadigi
icin bulasict degildir.

Agizdan verilen agilar, bitki bazli VLP
asilarindan yapilabilir.

Zor downstream
iretim maliyeti

islemler ve yiiksek

VLP agsilari aym1 anda bir¢ok protein
yiikliidiir ve bunun neden oldugu
bagisiklik tepkisinin derecesi net olarak
bilinmemektedir.
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Koronaviriis asilarinin antijenik hedefleri, SARS-CoV ve MERS-CoV asilari
tizerinde yapilan preklinik arastirmalarla daha net hale gelmistir. Spike proteinine,
Ozellikle reseptdr baglama alanina (RBD) baglanan antikorlar, konakg¢i hiicreye
baglanmalarini Onleyebilir ve viriisii notralize edebilir. Mevcut arastirmalar, spike
proteinine yonelik antikorlarin, RBD'yi veya S proteininin diger bolgelerini hedef
almalarindan bagimsiz olarak, viriisii notralize ettigini ileri stirmiistiir (Miao ve ark.,

2023).

SARS-CoV-2'ye karst klinik deneylerde bulunan veya bazi iilkelerde
onaylanmis birka¢ protein alt birim as1 aday1 vardir. Bu tiir asilarin basarisi, segilen

antijene ve ekspresyon sisteminin se¢imine baglidir (Bayani ve ark., 2023).

SARS-CoV-2, S proteinindeki S1 alt biriminin RBD alam1 (331 ila 524
kalintilar1) araciligiyla konak hiicrelerdeki ACE2 reseptoriinii tanir. RBD, "asag1" ve
"yukar1" durumlar1 olarak adlandirilan iki konformasyon arasinda gecici olarak
dalgalanir ve ACE2'ye yalnizca agikta olan durum olan yukari konformasyonunda
baglanir. Rekombinant RBD uygulamasinin hayvan modellerinde ve insan
caligmalarinda notralize edici antikorlar1 ve uzun vadeli koruyucu bagisiklig
indiikledigi gosterilmistir. Ayrica, RBD'nin disinda bulunan potansiyel ADE'yi tesvik
eden S proteini epitoplarinin silinmesi, onu daha giivenli bir as1 aday1 yapabilir. RBD
bazli asinin tam uzunluktaki S proteinine kiyasla potansiyel iiretim avantajlari, bu
asty1 Ozellikle diistik ve orta gelirli {ilkeler i¢in uygun bir maliyetle uygun bir se¢im
haline getiriyor. Antijen g0steriminin monomerik, dimerik veya multimerik
formlarina sahip farkli RBD bazli immiinojen platformlarinin, hayvan modellerinde
ve insanlarda anti-RBD nétralize edici antikorlari indiikledigi gosterilmistir. Bu
nedenle RBD, terapdtik virlis baglanma inhibitorlerinin gelistirilmesi, notralize edici
antikorlarin indiiklenmesi ve asi1 tasarimi ig¢in en olast hedef olarak tanimlanir

(Bayani ve ark., 2023).

As1 antijeninin sonraki bagisiklik basamaklarini baslatmak i¢in APC'ler
tarafindan verimli bir sekilde igsellestirilmesi gerekir. APC'ler tarafindan alim,

boyut, yiizey yiiki, sekil, piiriizliiliikk, hidrofobiklik, hidrofiliklik ve reseptorler ile
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ligandlar arasindaki etkilesimler gibi parametrelere baghdir. Pargacik boyutu,
APC'ler tarafindan etkili antijen igsellestirmesi icin ¢ok Onemlidir. Antijenler,
patojen boyutlu parcaciklar veya protein kiimeleri olusturabilen nano/mikro
pargaciklar halinde kapsiillenir. APC'ler onlar1 ¢oziiniir antijenlerden daha verimli bir
sekilde alabilir (Hou ve ark., 2023).

Akut enfeksiyonun, antijen sinyallerinin siirekli olarak bagisiklik sistemini
uyardig1 bagisiklik tepkilerini uyandirmasi genellikle haftalar alir. Antijenik kinetik,
potansiyel olarak koruyucu etkiye sahip efektdr T hiicrelerini ve hafiza T hiicrelerini
indiiklemek icin gereklidir. Genel olarak, hizli ilk replikasyonun ardindan viriisiin
yetersiz bir miktara indirgenmesinin, koruyucu antiviral bagisiklig1 giiclendirmek ve
stirdliirmek i¢in genellikle cok dnemli oldugu diisiintilmektedir. Bu nedenle, koruyucu
bagisiklig1 gergeklestirmek icin asilarin alt birim antijen salim kinetikleri dikkate
alinmalidir. Son aragtirmalar, yavas ve siirekli antijen maruziyetinin diizenlenmesinin

bagisiklik yanitlarin1 6nemli 6l¢iide artirdigini gostermistir.

Koruyucu bagisikligin indiiksiyonu genellikle enjeksiyon agrisina ve kotii
uyuma neden olan ¢oklu bagisiklamalar gerektirir. Bu nedenle, yeterli asilama
etkinligine sahip tek enjeksiyonlu asilar, as1 kapsamini artirmak ve kiiresel olarak
bulasict hastaliklarla savasmak i¢in miikemmel bir se¢im olacaktir. Polimerlerin
siirekli bozunma o6zellikleri ve antijen aktivitesi, tek enjeksiyonlu as1 tasariminda
onemli zorluklardir. FDA tarafindan onaylanan spesifik materyallerin secilmesi bu
durumu asmaya yardimci olabilir. Son zamanlarda, mikroigneler, farkli salma
davraniglarina sahip pargaciklari yiikleyebilen antijen salma hizini1 tam olarak kontrol

eden mitkemmel tagiyicilardir (Hou ve ark., 2023).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Akrilamid

Amonyum persiilfat

Amonyum siilfat

Asetik asit

BCA reajanlart

Brilliant Blue R

Centrisart santrifiij tiipii

Polisiloksan kit

Eudragit RS100

Etanol 96°

Fetal Bovine Serum (FBS)

Glisin

Hidroklorik asit

Karboksimetil seliiloz

Kloroform

MTT

Marker

N,N’-Metilen-Bis-Akrilamid
N,N,N’.N’- Tetrametiletilendiamin
N-(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir
Ovalbumin

Ornek tamponu
Penisilin-streptomisin
Polidimetilsiloksan kalip

Polivinil alkol (PVA) MW:13000-23000
Polivinil alkol (PVA) (4-88)

Polivinil alkol (PVA) MW: 72000
Polivinil pirolidon K 90 MW: 360000
Potasyum dihidrojen fosfat

Roswell Park Memorial Institute

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Merck

Sigma Aldrich
Thermo Scientific, ABD
Sigma, Almanya
Sartorius, Fransa
Zhermack Zetaplus
Rohm, Almanya
Carlo Elba, italya
Biomatik, ABD
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma,Almanya
Sigma Aldrich
Biomatik,ABD
Biolegend, ABD
Sigma, Almanya
Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Capricorn, Almanya
Smicna, Singapur
Sigma, Almanya
Fluka

Merck

Fluka

Sigma Aldrich
Capricorn, Almanya
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(RPMI) besiyerleri

Sodyum aljinat (Yiiksek viskoziteli) Sigma, Almanya
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma, Almanya
Sodyum hidroksit Sigma, Almanya
Sodyum kloriir Merck, Almanya
Trehaloz Sigma, Almanya
Trietil sitrat Merck

Tris bazi Sigma, Almanya

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
Filtre Isolab, Tiirkiye

Gegirimli Elektron Mikroskobu ZEISS EVO 40

Laminar flow Holten 1.2, ABD
Liyofilizator Christ Gamma 2-16 LSC, Kanada
Manyetik karistiric IKA,Almanya

Mikropipet Eppendorf, Almanya
Mikroplak okuyucu Molecular Devices, Spectra Max 190, Ingiltere
Mikroplak (96 kuyucuklu) Greiner Bio-One, Almanya
Mikroskop Leica DM 4000B

Parafilm Bemis Packaging, ABD
Partikiil biiyiikliigii analizi cihazi Malvern Zetasizer, ingiltere
Plastik enjektor Set inject, Tiirkiye

pH metre Mettler Toledo, Isvigre
Santrifiij Sigma 2-16 P, 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¢iim cihazi Malvern Zetasizer, Ingiltere
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2.1.3. Cahismalarda Kullanilan Tamponlar

Etken maddelerin iiretilen formiilasyonlardan agiga ¢ikisinin incelenmesinde
pH 7,4 fosfat- salin tamponu (PBS) kullanilmistir. Tampon Avrupa Farmakopesi 9’a
(EP 9) gore hazirlanmistir (EP9, 2016).

» pH 7,4 Fosfat-Salin Tamponu (PBS)

Disodyum hidrojen fosfat.................. 2,389
Potasyum dihidrojen fosfat............... 0,199
Sodyum klorlir............ccooeieiiiiin.t. 8¢
Distile su............ 1| PO 1000 ml

2.2. Yontemler

2.2.1. Model Protein ve RBD Antijeninin MikroBikinkoninik Asit
(MikroBCA) Yontemiyle Kalibrasyonu

Bikinkoninik asit yontemi, protein ve peptid yapisinda bulunan maddelerin
kantitatif analizinde yogun olarak kullanilan bir yontemdir. Cok az miktarda bulunan
protein ve peptit yapili maddelerin miktar tayininde ¢ok daha hassas olan
mikrobikinkoninik asit yontemi tercih edilmektedir. BCA yontemi ile 100-1200
png/ml konsantrasyona kadar hassaslikta 6l¢tim yapilirken, mikroBCA yontemi ile 5-
250 pg/ml hassasiyete kadar toplam protein miktar tayini yapilabilmektedir (Smith
ve ark., 1985).

Ovalbumin ve RBD proteinlerinin, PBS (pH 7,4 fosfat salin tamponu) ile
hazirlanan ve igerdigi protein miktar1 bilinen ¢ozeltilerinin mikroBCA yontemi ile
miktar tayini yapilmigtir. Stok protein ¢ozeltisinden (500 upg/ml) diliisyonlar
yapilarak 0,5-50 pg/ml konsantrasyonlar arasinda sekiz farkli konsantrasyonda

¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢o6zeltilerden, mikroplakada bulunan
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kuyucuklara ti¢ paralel seklinde 100’er pl koyulmustur. Ardindan analiz protokolii
geregince Reajan A ile Reajan B 50:1 oraninda karistirilmis ve her bir kuyucuga bu
karisimdan da 100°er pl eklenmistir. Mikroplaka 60°C’deki etiivde buharlasmayi
onlemek amaciyla aliiminyum folyoya sarili sekilde 1 saat inkiibasyona birakilmustir.
Bu siire sonunda plak oda sicakligina kadar sogutulmus ve mikroplaka
okuyucusunda (Molecular Devices, Spectra Max 190) 562 nm’de ¢ozeltilerin
absorbanslar1 dlgiilmiistiir. Igerdigi protein miktar1 bilinen ¢ozeltilerden okunan
absorbans degerleri ile kalibrasyon denklemleri hesaplanmistir. Bu denklemlerden

hareketle 6rneklerin toplam protein miktarlar1 hesaplanmustir.

2.2.2. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda solvent evaporasyon yontemi kullanilmistir

(Spiers ve ark., 2010).

Kullanilacak polimer miktarina literatiirdeki formiilasyondan hareketle karar
verilmistir. (Volpatti ve ark., 2021) Ayrica nanopartikiil formiilasyonu i¢in Fievez ve
ark., kullandig1 metodda bazi degisiklikler yapilarak formiilasyonlar {retilmistir.
(Fievez ve ark., 2009) Bu calismada nanopartikiillerin hazirlanmasit su sekilde
gerceklestirilmistir: Oncelikle ¢alismada kullanilan 20 mg PEG-PCL polimeri
kloroformda ¢6ziilmiis, tlizerine etkin madde c¢ozeltisi eklenmis ve %30 giicte buz
tizerinde 1 dakika boyunca sonike edilmistir. Daha sonra bu karisim enjektorle %1
sodyum kolat iceren flakona aktarilmistir. %30 giigte buz tizerinde 2 dakika boyunca
sonike edilmistir. Elde edilen su/yag emiilsiyonu manyetik karistirict {izerinde 600
rpm’de karisan %0,3 sodyum kolat iceren behere enjektorle aktarilmistir. Nihai
formiilasyon 3 saat boyunca 600 rpm’de karistirilmistir. Daha sonra su/yag/su
emiilsiyonu 35000 rpm’de 5°C’de 1 saat boyunca Santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda elde edilen siipernatan enkapsiilasyon etkinligi ve miktar tayininde
kullanilmak tizere +4 °C’de muhafaza edilmistir. Elde edilen ¢okelti ise nanopartikiil

karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.
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2.2.3. Nanopartikiil Gelistirmek Uzere Yapilan OnFormiilasyon Calismalari

2.2.3.1. Model Protein ile Hazirlanan Nanopartikiiller icin On

Formiilasyon Calismalari

On formiilasyon ¢alismalarinda i¢ ve dis fazda kullanilacak olan sodyum
kolatin miktar1 ve % konsantrasyonu, sonikasyon siiresi ve sonikasyon giicii gibi
parametrelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Formiilasyon parametreleri Tablo 1°de
verilmektedir. Bu formiillerden hareketle enkapsiilasyon etkinligi ve partikiil boyutu
sonuclarina goére nihai formiil secilmis ve RBD proteini kullanilarak nihai

formiilasyon tiretilmistir.

Kullanilan RBD susu olarak diger varyantlara gore daha fazla hastaneye yatisa

sebep olan Delta Plus se¢ilmistir (Kalyoncu et al., 2023).
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Cizelge 2.1. Model protein ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar

Formiil | Ovalbumin | PEG-PCL | i¢ Faz Sodyum | i¢ Faz Sodyum gol gfuaé So d?tljsrrl:ilgolat 1. Sonikasyon | 2. Sonikasyon SOI’I(i;EEiSﬁyOH Ka:ésrt;:;lla
No (ng) (mg) Kolat (%0) Kolat (ml) Kolat (%) (mi) (sn) (sn) (%) (saat)
NP 1 50 ug 20,39 1 2 0,3 17 30 120 30 3
NP 2 50 pg 20,56 1 25 0,3 5 30 120 30 3
NP 3 100 pg 20,03 1 2 0,3 17 30 120 30 3
NP 4 100 pg 20,09 1 2,5 0,3 5 30 120 30 3
NP 5 50 ug 20,07 1 2 1 17 30 120 30 3
NP 6 50 pg 20,32 1 2 0,5 17 30 120 30 3
NP 7 50 ug 20,18 1 2 0,3 10 30 120 30 3
NP 8 50 ug 20,39 1 2 0,3 17 30 90 30 3
NP 9 50 ug 20,4 1 2 03 17 30 60 30 3
NP 10 50 pg 20,33 1 2 0,3 17 30 120 30 3
NP 11 50 pg 20,13 1 2 0,3 17 60 120 30 3
NP 12 50 pg 20,1 1 2 0,3 17 90 120 30 3
NP 13 50 pg 20,25 1 2 0,3 10 30 120 60 3
NP 14 50 pg 20,51 1 2 0,3 17 30 120 90 3
NP 15 50 pg 20,08 1 2 0,3 17 60 120 30 3
NP 16 50 pg 20,06 1 2 0,3 17 60 120 30 3
NP 17 50 pg 20,18 1 2 0,3 17 60 120 90 3




2.3. Nanopartikiillerde Yapilan Kontroller

2.3.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagiliminin Saptanmasi

Elde edilen nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve dagilimin1 saptamak i¢in
dinamik 151k sa¢ilimi  yontemi (Malvern Zetasizer NanoZS) kullanilmustir.
Nanopartikiiller distile su ile 50 pg/mL konsatrasyon elde edilecek sekilde
seyreltilmigtir. Pipetaj ile disperse edildikten sonra, 6lgiim kiivetine alinmis ve 3 seri

seklinde dl¢limler gerceklestirilmistir.

2.3.2. Hazirlanan Formiilasyonlarda Etken Madde Miktar Tayini

Nanopartikiil formiilasyonlarinda etken madde miktar tayini indirekt yontemle
hesaplanmistir. Bu amagla formiilasyon 35000 rpm’de 1 saat santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra siipernatanda yer alan etken madde microBCA yontemi

kullanilarak 3 seri seklinde mikroplaka okuyucuda ol¢iilmiistiir.

2.3.3. Enkapsiilasyon Etkinligi Tayini

Boliim 2.5.2°de anlatilan sekilde indirekt yontem kullanilarak elde edilen
ornekler, Bolim 2.2.1°de anlatilan miktar tayini metoduna gore Olciilmiistiir ve

Esitlik 2.1°e gore enkapsiilasyon etkinligi (EE) hesaplanmistir.

% EE =(A/B) x 100 (2.1)
A: Nanopartikiile yliklenen etken madde miktar1 (ug) — Siipernatanda bulunan etken

madde miktar1 (ug)
B: Nanopartikiile yliklenen etken madde miktar1 (nug)
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2.3.4. Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Nanopartikiillerin ylizeyinde bulunan yiiklerin degisimi belirlemek icin zeta
potansiyel Ol¢iimii yapilmistir. Calismalarda {iiretimi yapilan farkli nanopartikiil
formiilasyonlarinin zeta potansiyelinin 6l¢iimii i¢in Malvern Zetasizer NanoZS cihazi
kullanilmistir. Nanopartikiiller distile su ile 50 ug/mL konsatrasyon elde edilecek
sekilde seyreltilmistir. Pipetaj ile disperse edildikten sonra, dl¢iim kiivetine alinmis

ve 3 seri seklinde Ol¢timler gergeklestirilmistir.

2.3.5. In Vitro Etken Madde Salim Cahsmalari

in vitro etken madde salim calismalarinda numune alma ve ayirma ydntemi
kullanilmistir. (Y. Kim ve ark., 2021) in vitro etken madde salim hiz1 ¢alismalar1 i¢in
membran kullanilmayan bir ¢6ziinme yontemi kullanilmistir. C6ziinme ortami olarak
pH 7,4 fosfat salin tamponu kullanilmigtir. Santrifiij sonras1 olusan ¢okelti pH 7.4
fosfat salin tamponuyla disperse edilip eppendorf tiiplere 500 pl hacimde dispersiyon
aktarilmistir. Eppendorf tiipler hizi 50 rpm'e ve sicakligt 37 °C’ ye Onceden
ayarlanmis c¢alkalayiciya yerlestirilmistir. 30. dakika, 1 saat, 2 saat, 4. saat, 6. saat, 8.
saat, 24. saat, 48. saat ve 72. saatlerde eppendorf tiipler 15000 rpm’de 30 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatan alinmistir. Sink kosulu saglamak amaciyla alinan
stipernatan kadar yerine taze tampon ilave edilmistir. Alinan 6rnekler mikroBCA
yontemiyle hesaplanmis ve bu verilerden hareketle in vitro etkin madde salim hizi

grafigi hazirlanmistir.

2.3.6. SDS-PAGE Analizi

Proteinler genel olarak pozitif veya negatif bir yiik igerir; bu, bir protein
molekiiliiniin, molekiiliin net yiikiiniin olmadig: izoelektrik noktaya dogru hareketini
saglar. Proteinleri denatiire ederek ve onlara tekdiize bir negatif yiik vererek, pozitif

elektrota dogru go¢ ederken boyutlarina gére ayirmak miimkiindiir. Bu amagla SDS-
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PAGE analizi yapilmistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), nanopartikiil yapisint ve formiilasyon

asamasinda proteinlerin bozunup bozunmadigini anlamak i¢in yapilmistir.

SDS-PAGE i¢in %10’luk ayirma jeli hazirlanmig ve cam kasetler arasina
dokiilmiistiir. Hazirlanan jelin bekletilerek donmasi saglanmistir. In vitro salim hizi
caligmalarindan elde edilen verilerden hareketle nanopartikiil formiilasyonlar1 24 ve
96 saat boyunca salim ortaminda bekletilmistir. 24. ve 96. saat sonunda eppendorf
tiiplerdeki ornekler santrifiij edilmis ve slipernatan ayrilmistir. Ayrilan siipernatanlar
-40 °C’de bir gece dondurulmustur. Sonra liyofilize edilmistir. Liyofilize tozlar
distile su ile disperse edilmis ve dispersiyondan 20 pl alinmis, tizerine 5 pl 6rnek
tamponu ilave edilmis ve 100 °C’de 5 dakika bekletilerek rediiksiyon islemi
yapilmistir. Rediiksiyon isleminden sonra her bir formiilasyon i¢in 20 ul ornek
kuyucuklara uygulanmistir. Ornekler jele uygulandiktan sonra cam kasetler igindeki
jel, elektroforez tankina yerlestirilmistir. I¢ ve dis rezervuarlar elektroforez tamponu
ile gerekli yerlere kadar doldurulmustur. Bu islemlerin ardindan ilk 20 dakika 30
volt, daha sonra 20 dakika 60 volt ve sonrasinda bromfenol mavisine ait bandin cam
kasete ait alt siirmm 1 cm iizerinde durdugu gozlenene kadar 100 volt gerilim
uygulanarak elektroforez islemi gerceklestirilmistir. Siiriikleme islemi yaklasik iKi
saat stirdiirilmiis ve bromfenol mavisine ait bandin cam kasetin alt sinirmin 1 cm
tizerinde durdugu gozlendiginde gii¢ kaynagi kapatilmigtir. Jel, cam kasetler
arasindan dikkatlice ¢ikartilarak bir saat fiksasyon, iki saat sensitizasyon ¢ozeltisiyle
calkalanmis ve sonrasinda boyama ¢ozeltisinde bir gece bekletilmistir. Bir sonraki
giin jel, bir saat destaining I ¢ozeltisinde (boyay1 geri alma ¢ozeltisi), jelin arka plan
temiz olana kadar da yaklagik 2 saat boyunca destaining II ¢ozeltisinde bekletilmistir.
Boyanin uzaklastirilmasinin ardindan jelin fotografi ¢ekilmis ve %35 h/h’lik asetik

asit ¢cozeltisinde aylarca saklanmustir.

SDS-PAGE ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 2.2’de listelenmistir.
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Cizelge 2.2. SDS-PAGE ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler.

Ayirma Jeli (%10°luk) 5 mi/20 ml
%30 Akrilamid Karigim1 1,7ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,3ml
Distile su 1,9ml
%10 a/h SDS 0,05 ml
%10 a/h Amonyum persiilfat 0,05 ml
TEMED 0,082 ml
TEMED ve %10 a/h amonyum persiilfat polimerizasyonu baslattig1 i¢in en son

ilave edilmelidir.

%30 Akrilamid Karigimi 100 ml igin
Akrilamid 29¢g
N,N’-metilenbisakrilamid 1lg

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 100 mi
Tris 1829
Distile su y.m. 100 mi
Konsantre HCI ile pH’s1 8,8’¢ ayarlanir.

%10 SDS 100 mi
Sodyum dodesil siilfat (SDS) 109
Distilesu  y.m. 100 mi
pH 7,2’ye ayarlanir.

%10’luk Amonyum persiilfat 2ml
Amonyum persiilfat 029
Distilesu  y.m. 2ml
Elektroforez tamponu 1000 ml
Tris 39
Glisin 14,49
SDS 1lg
Distilesu  y.m. 1000 ml
pH 8,3’e ayarlanir.

Fiksasyon ¢ozeltisi 100 ml
Etanol 40 ml
Metanol 10 ml
Distile su 40 ml
Asetik asit 10 ml
Sensitizasyon ¢ozeltisi 100 mi
Amonyum siilfat 109
Distile su 89 ml
Asetik asit 1ml
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Cizelge 2.2. Devam. SDS-PAGE ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler.

Boyama ¢ozeltisi 100 ml
Etanol 45 ml
Distile su 50 ml
CBBR-250 0,125¢g
Asetik asit 5ml
Destaining ¢ozeltisi-| 100 mi
Etanol 40 ml
Distile su 55 ml
Asetik asit 5ml
Destaining ¢ozeltisi-1| 100 ml
Etanol 67 ml
Distile su 30 ml
Asetik asit 3ml

2.3.7. Nanopartikiil Formiilasyonunun Stabilitesi

Nanopartikiillerin stabilitesi icin {i¢ ayr1 fomiilasyon hazirlanmig ve +4 °C ve
-20 °C’de 90 giin boyunca takip edilmistir. Bunun i¢in su/yag/su ¢ift emiilsiyonu
santrifiij edildikten sonra elde edilen ¢okelti distile su ile disperse edilmis ve bu

fomtilasyonun stabilitesi +4 °C ve -20 °C’de 90 giin boyunca takip edilmistir.

Asilar sicaklik degisimlerine karsi hassas yapidadirlar. Bu nedenle
formiilasyona kriyoprotektan ilavesi asilarin stabilitesini artirmaya yardimer olabilir
(Kiictiktirkmen & Bozkir, 2018). Sefidi ve ark., tarafindan yapilan calismada
trehalozun agi stabilitesi tizerinde etkili oldugu bulunmustur (Sefidi ve ark., 2017).
Bu bilgilerden hareketle kriyoprotektan maddenin stabiliteye etkisini gormek igin
elde edilen ¢okelti %1 a/h oraninda trehaloz iceren distile su ile disperse edilmis bu
dispersiyon -20 °C’de 90 giin siireyle takip edilmistir. Her stabilite 6l¢iim zamaninda
her bir numunenin partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli

Olgtilmiistiir.
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2.3.8. Hazirlanan Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramah Kalorimetre

(DSC) Analizi

Ovalbumin, bos nanopartikiil, ovalbumin yiiklii nanopartikiil ve PEG-PCL
kopolimerinin termal 6zellikleri TA Q2000 DSC cihazi ile incelenmistir. Yaklagik 2
mg agirligindaki drnekler aliminyum pana yerlestirilerek preslenmistir. Azot gazi 50
ml/dakika akis hizinda kullanilarak, 6rnekler 20-300 °C sicaklik araliginda 5°C/dak

dogrusal 1sitma hizinda analiz edilmistir. Analizde kor olarak bos pan kullanilmstir.

2.3.9. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Nanopartikiil formiilasyonu distile su ile disperse edilmistir. Daha sonra 200
mesh bakir grid iizerine damlatilarak oda sicakliginda kurumasi beklenmistir. FEI

Tecnai G2 marka TEM (120 Kw) cihazi ile goriintiilenmistir.

2.3.10. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

2.3.10.1. Hiicre Canlhihg Testi

Fibroblastlar immiin sistemde pek ¢ok gorev almaktadirlar (Bautista-hernandez
ve ark., 2017). Bu nedenle hiicre canliligi ¢alismalarinda fibroblastlardan tiretilen
L929 hiicre hatt1 kullanilmistir. RBD yiiklii nanopartikiil, bos nanopartikiil, PEG-
PCL polimeri ve saf RBD’nin farkli konsantrasyonlarinin, 1929 hiicre hattinda
hiicrelerin canliligina olan etkisi MTT adi verilen yontem ile test edildi. MTT analizi
hiicre canlilig: testleri i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir. (Pinar Erkekoglu
& Terken Baydar, 2021) MTT analizi i¢in 96 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuga
1x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilip 24 saat inkiibasyona birakildi. Segilen
konsantrasyon araliklar1 bu hiicrelerin iizerine ekildi. Hiicrelerin canliliklarinin
belirlenmesi i¢in 72 saat inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 10 mg/ml MTT

solisyonundan 10 pl eklendi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan canli hiicrelerin
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icerisinde olusacak formazan kristallerinin ¢ozlilmesi i¢in her bir kuyucuga 100 pl
DMSO aktarildi. 30 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda tutulan mikroplaklarin
her bir kuyucugundaki optik yogunluk degeri bu siirenin ardindan 540 nm’de ELISA
Reader’da okutuldu.

2.3.10.2. Nitrik Oksit (NO) Tayini

Nitrik oksit (NO), viicutta sitokin iiretimini uyarir ve makrofajlar araciligiyla
hiicre i¢i patojenlerin yok edilmesini ve enfeksiyonlara karst bagisiklik tepkinin
artmasina yardimci olur. Bu nedenle NO, as1 c¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Antijen ile etkilesimin ardindan NO seviyelerinde artis goriilmesi,

bagisiklik yanitinin olustugunun gostergesidir (Derman ve ark., 2015).

NO analizi, J774 fare makrofaj hiicre hatt1 kullanilarak hiicre canlilig1 analizi
sonrast belirlenen toksik olmayan konsantrasyondaki RBD antijeni ve antijen yiikli
nanopartikiil formiilasyonu ile gergeklestirilmistir. 96 kuyucuklu mikroplaklar J774
makrofaj hiicre hatlariyla kaplanarak belirlenen 3 farkli konsantrasyondaki ornekten
50 pl alnarak kuyucuklara ekilmistir. Mikroplaklar 37 ‘C’de 72 saat inkiibe edilmis,
ardindan kuyucuklardaki silipernatantlar yeni bir plakaya ekilmistir. Analiz igin
hazirlanan standarlardan da 50’ser ul kuyucuklara ekilmistir. Her bir kuyucuk
tizerine 50 ul Griess reaktifi eklenmistir. Mikroplaka 10 dakika karanlikta
bekletildikten sonra 540 nm’de UV 0lgiimii yapilmistir. Standart kalibrasyon egrisi

olusturularak her bir 6rnek i¢in NO {iretim miktar1 hesaplanmistir.
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2.4. Mikroigne Formiilasyonlari

2.4.1. Mikroigne Onformiilasyon Calismalari

Coziinen mikroigne iiretimi i¢in mikro kaliplama yontemi kullanilmistir. On
formiilasyon ¢alismalarinda mikroigne kalibin1 olusturmak igin polisiloksan yapili kit
olan Zhermack ZetaPlus C Tipi Silikon Takim kullanilmistir. Kalib1 olusturmak igin
polisiloksan ve aktivator 10:1 a/a oraninda karistirilmistir (Aykag K., 2020)

Hamur haline getirilen karisim cam bir flakona koyulmus ve yiizeyi diizgiin
hale getirilmistir. Daha sonra kaliba 10*10 igneye sahip dermapen ignesi batirilmis
ve kalip sertlesene kadar (yaklasik 30 dakika) bekletilmistir. Daha sonra dermapen
ignesi kaliptan ¢ikarilmistir. Flde edilen mikroigne kalibi oda sicakliginda

desikatorde saklanmustir.

Mikroigne kalibina Cizelge 2°de belirtilen kaynak literatiirlerden hareketle
cesitli polimer c¢ozeltileri ignesiz insiilin enjektorii ile uygulanmis ve cesitli
rpm’lerde santrifiij uygulanarak polimer c¢ozeltisinin mikroigne kalibindaki
bosluklara dolmasi saglanmistir. Daha sonra kurutma islemi yapilmistir. Kurumadan
sonra destek tabaka olarak ikinci bir polimer ¢ozeltisi ayn1 kalip {izerine uygulanmis
ve ikinci bir santrifiij islemi uygulanmistir. Daha sonra kurutma islemi
uygulanmistir. Kurutma isleminin ardindan mikroigneler ¢ift tarafli bant kullanilarak

kaliptan ¢ikarilmistir. Mikroigneler oda sicakliginda desikatorde saklanmistir.
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izelge 2.3. Polisiloksan kit ile iiretilen mikroigne formiilasyonlari.
g g Y
e § "S = ou = o = c = E = © < R4
Z = Q oL =~ = = o { ‘? S = £z
AL PP =2 ZE2 REE | pEfE | E | EP - 2] €
s|l27 |27 £% £8 5 88 8853 £ = 2 52 53 g
¥ |3 < 2o 2 = a o = 3 vz vz X
o o)
%87-89 0 ) 0 25°C, 3 bar basingla | 24 saat+ | (Ziesmer ve
11169 10169] ;4 ksillenmis PVA %30 a/h PVP K-90 %40 a/h 3500rpm | 30dk | Tl etiivde | 24 saat | ark., 2021)
Kuwentrai
Sodyum 25°C, 3 bar basingla | 24 saat+ (
0 0, 5
2 |169(016g| Sodyum hyaluronat % 20 a/h hyaluronat % 20 a/h 4000 rpm | 30dk vakumlu etiivde 24 saat vzeo.s;rf).,
3 |140g/013g| Yiksek viskoriteli %3 ah viskc?ililtléT?lEMC 063 ah 4000 pm | 30k | 25°C: 3 bar basmsla | 24 saat+ | (Aykag K.
' ' CMC sodyum tuzu sodyum tuzu vakumlu etiivde 24 saat 2020)
%87-89 0 ) 0 o 24 saat+ | (Ziesmer ve
4 11,89¢g|0,19¢ hidroksillenmis PVA %30 a/h PVP K-90 %40 a/h 3500 rpm | 30 dk +4°C 24 saat | ark., 2021)
%87-89 0 ) 0 a0 24 saat+ | (Ziesmer ve
5 12,069|0,21¢9 hidroksillenmis PVA %30 a/h PVP K-90 %40 a/h 3500 rpm | 30 dk 20°C 24 saat | ark., 2021)
. Eudragit RS100 + %40
Eudragit RS100 / PVP ) . ) . 25°C, 3 bar basingla (Aung ve
6 (2599|0,25¢9 K-90 i(i)/rf;ndz)\/P K-90 (14 3000 rpm | 30 dk vakumlu etiivde 48 saat ark., 2021)
L . 40°C, 3 bar basingla (Aykag K.,
0, 0,
7 12,639|0,27 g| Karboksimetil seliilloz | %3 a/h CMC %3 a/h 4000 rpm | 30dk vakumlu etiivde 2 saat 2020)
. Sodyum aljinat
Sodyum aljinat " . (Sodyum
. . . (Sodyum aljinat+ (yiiksek .. o (Y. Zhang
8 [371g|038g| (LSKVIKOZEDE | Maltoz =0,97 g) (CaCl, | viskoziteli)+ _"‘(')"5‘7"‘“) 'Egg’lzz 4000 rpm | 30k | 2,3 barbasingla | 24880k Ty oy
éze;’ﬁsi 2| cozeltisi= 24 pl) Maltoz + %15 | = tigi= 24l 2018)
¢ CaCl, cozeltisi | © H
Sodyum aljinat "
. . . (Sodyum aljinat+ o (Y. Zhang
9 [1619/0,17¢g m‘l‘tzezkfgjkl"szggr Maltoz =0,97 g) (CaCl, - - 1;50“20 12dk | 2 S(’irﬁarg?“ggla 24saat | veark.,
géze?tisi 2 | cozeltisi= 24 pl) P vakumiu etiv 2018)
Sodyum aljinat (Sodyum aljinat= 412,1 o (Y. Zhang
10 |1,759|0,17 g| (yiksek viskoziteli)+ | mg) (Maltoz= 750,51 - - 1?020 30dk | 2 Ck iflar ??Slg‘?la 16saat | veark,
Maltoz mg) (5 ml'de) P vakumiu etuvde 2018)
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Cizelge 2.3. Devam. Polisiloksan kit ile iiretilen mikroigne formiilasyonlart.

e C &c: 5 5 @ <
) c = o 55 _ < = = = = - X
1 8| 5 2 g 2E3 s3I 8 z | £% £z £% -
=| 2| ¢ 2= g3 £ g o= K7 £ E 5 2z = 5
S|z | 2 58 58 S asg 2 £ E | 3° g = g ¥
g | 2 - i
%87-89 0 (Y. Zhang ve
. . . %30 a/h PVA + 25°C, 3 bar basingla 25 saat+
11 |1,619(017g hldrokjlll\l/le;ltlélzs PVA 915 2/h Maltos PVP K90 | %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk ekl et ot sat | &K 2018)
%87-89 o 25°C, 3 bar basingla 25 saat+ | (Ziesmer ve
12 |1,549|0,16¢g hidroksillenmis PVA %40 a/h PVA PVP K90 %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk vakumlu ctiivde 24 saat |ark., 2021)
%87-89 0 (Y. Zhang ve
. . . %30 a/h PVA+ 25°C, 3 bar basingla 24 saat+
13 |1,999|0,19¢g h;(gZﬁSl&Z?g? 9615 a/h Maltoz PVP K90 %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk vakumlu etiivde 24 saat ark., 2018)
%87-89 0 25°C, 3 bar basingla | 24 saat+ | (Ziesmer ve
14 12,439|0,24¢g hidroksillenmis PVA %40 a/h PVA PVP K90 %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk vakumlu ctiivde 24 saat ark., 2021)
%87-89 o (Y. Zhang ve
. . . %30 a/h PVA+ o o 48 saat+
15 {2,12g|0,22¢g hldmk:l:\l/g}?;]; PVA %15 a/h Maltoz PVP K90 %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk 25°C, desikatorde 48 saat ark., 2018)
%87-89 0 0 ° o 48 saat+ | Ziesmer ve
16 {2,96g| 0,3g hidroksillenmis PVA %40 a/h PVA PVP K90 %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk 25°C, desikatorde 48 saat ark., 2021
60 °C,3 bar basingta (Nguyen ve
17 |2,5519(0,25¢ PVA (4-88) %50 a/h PVA - - 4000 rpm | 20 dk Al e 722t | L org)
Sodyum aljinat o . (W. Chen ve
18 |2,589|0,25g| (yiiksek viskoziteli)+ /"21%/(;‘ z??y;‘/[mcz'&”:“ - - 2500 rpm | 30dk | 25°C, desikatorde | 48saat | ark., 2017)
1M CaCl,
19 | 259 025 PVP K90 940 a/h PVP K90 PVP K90 | %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30dk |  25°C, desikatérde 458?:;: (';ké.2€27§e
%87-89 48 (Y. Zhang ve
20 | 259 [0,25g| hidroksillenmis PVA ;J//:fSO ://f:] I\F;I\zilfz)-; PVP K90 %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk 25°C, desikatorde saat+48 ark., 2018)
+ Maltoz saat
%87-89 o o o . 48 saat+ | (Ziesmer ve
21 | 259 (0,25¢g hidroksillenmis PV A %40 a/h PVA PVP K90 %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk 25°C, desikatorde 48 saat ark., 2021)
60 °C,vakum olmadan (Nguyen ve
22 259 (0,259 PVA (4-88) %50 a/h PVA - - 4000 rpm | 20 dk vakumlu etiivde 48 saat ark., 2018)
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Cizelge 2.3. Devam. Polisiloksan kit ile iiretilen mikroigne formiilasyonlart.

Trietil sitrat

agirlikta Trietil sitrat

CHC
=) c ~ = o = - — - = = _ © < _ «
ARAE: 28 2E £38 $%8s | £5 | %% £z £% -
=| =5 | B 2= 235 £ 8 o= 8o= L £ = £ = S5 5}
2| 2 | € B3 e ° cgs ass g g7 < = g’ X
S| <
o
PVA (%87-89 (Gadhave ve
PVA (%87-89 | hidroksillenmis) (2,24 ark., 2019)
hidroksillenmig)+ g)+ Glutaraldehit 48
Glutaraldehit (%50 | (%50 a/h suda) (0,13 %40 a/h PVP o o
23 1259 |0,25¢g alh suda)t Glukoz | g) + Glukoz PVP K90 K90 3500 rpm | 30dk 25°C, desikatorde sag;;—:lS
monohidrat + Misir | monohidrat (0,45 g)+
nigastasi Misir nigastast (0,45
9)
750,2 mg PVA( (Arshad ve
. 7502 ‘mg PVA + | pyasp- MA=72000)+ e 48 | ark., 2021;
24 | 259 (0,259 | PVA + D-Sorbitol 112,13 mg D- bitol 1121 D 4500 rpm | 30dk 25°C, desikatorde saat+48 Zaf
Sorbitol/5 ml su Sorbito 13 mg D- saat atar ve
Sorbitol/5 ml su ark., 2021)
200 mg PVA (Chellathura
200 mg PVA (%87-89 - (%87-89 i ve ark.,
PVA (%87-89 | hidroksillenmis)+ 300 hfgﬁﬁ(giﬁizrfig) hidroksillenmi) 48 2021)
25 | 259 |0,25g| hidroksillenmis)+ mg  PVP  K-90+ | T oU0 K-90+$ +300mgPVP | 4500rpm | 30dk | 25°C, desikatorde | saat+48
PVP K90+ PEG 400 158,02 mg PEG400/5 PEG 400 K90+ 158,02 saat
ml suda mg PEG400/5
ml suda
%40 PVA (%87-89 (Kigiiktiirk
%40 PVA (%87-89 | hidroksillenmis) + 940 a/h PP 48 men ve ark.,
26 | 2,59 0,25 g | hidroksillenmis) + | %40k PVAnm PVP K90 K90 4500 rpm | 30dk 25°C, desikatorde saat+24 2021)
Trietil sitrat %S50'si agirlikta Trietil saat
sitrat
5 T —
27 | 2,59 [0,25 g | hidroksillenmis) + 04,40k PVA'IN %1'i PVP K90 K90 4500 rpm | 30dk 25°C, desikatorde Sa;iét‘;t24 2021)




2.4.2. PDMS (Polidimetilsiloksan) Kahlip ile Gelistirilen Mikroigne

Formiilasyonlar:

Polisiloksan Kit ile olusturulan mikroigne kalibiyla iiretilen formiilasyonlardan
kaliptan ¢ikma ve sertlik parametrelerine gore en iyi sonug verenleri se¢ilmistir. Bu
formiilasyonlar PDMS kaliba yiiklenmis ve buradan hareketle nihai mikroigne
formiilasyonu  seg¢ilmistir. Mikroigne formiilasyonunun sertligini  etkileyip
etkilemedigini anlamak icin PDMS kalip ile iiretilen tim formiilasyonlara model
protein cozeltisinden eklenmistir. Polimer ¢ozeltisini belirli bir konsantrasyonda
hazirlarken kullanilan distile su miktarindan model protein ¢ozeltisinin miktari
disiilmigtir. Kaliptan c¢ikarilan mikroigneler +4 °C’de bulunan desikatorde

saklanmustir.

Gelistirilen formiilasyonlar Cizelge 2.4°te verilmistir.
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Cizelge 2.4.

PDMS mikroigne kalib1 ile gelistirilen mikroigne formiilasyonlart.

Foﬁlmﬁl Igne ucu polimer Ova]bumin Destek fggia polimer Santrifiij hiz1 Santrifiij siiresi Kurutma siiresi Kurutma kosulu

0 orani miktari orani
1 %15 a/h PVA 50 ug %40 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 48 saat+48 saat +4°C'de desikatorde
2 %17,5 a/h PVA 50 pug %40 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 48 saat+48 saat +4°C'de desikatorde
3 %20 a/h PVA 50 ug %40 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 48 saat+48 saat +4°C'de desikatorde
4 %30 a/h PVA 50 ug %40 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat +4°C'de desikatorde
5 %35 a’h PVA 50 ug %40 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat +4°C'de desikatorde
6 %40 a/h PVA 50 ug %40 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat +4°C'de desikatorde
7 %1;15; Z{Eé‘;‘g“m 50 ug mﬁyg{g;‘i}‘g“m 4500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat +4°C'de desikatorde
8 %i%'fusrgﬂﬁm 50 ug %i)%Tusrgﬂ):tjm 4500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat +4°C'de desikatorde
9 %i%:‘uigﬂigm 50 ug %i%rl‘ui‘;%‘t’m 4500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat +4°C'de desikatorde




PDMS kalip ile mikroigne formiilasyonlar1 gelistirilirken ignesiz insiilin
enjektorii ile 0,02 , 0,04 , 0,06 , 0,08 ve 0,1 ml polimer ¢ozeltisi kaliba uygulamis ve
santrfiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda madde kaybinin en az oldugu ve kalip
yiizeyinin diizgiin sekilde kaplanmasi1 pararmetrelerine bakilarak en iyi sonucun 0,1
ml polimer ¢ozeltisi ile elde edildigi goriilmistiir. Bu nedenle daha sonra gelistirilen

mikroigne formiilasyonlarinda kaliba hep 0,1 ml polimer ¢o6zeltisi uygulanmaistir.

PDMS kalip ile gelistirilen mikroigne formiilasyonlarindan kaliptan ¢ikma ve
mikroskop goriintiilerinde en iyi sonu¢ verenleri secilmis ve mikroignelere

nanopartikiil formiilasyonu ytiklenmistir.

2.4.3. Mikroigne Formiilasyonlarimin Optik Mikroskop ile Goriintiilenmesi

Mikroigne formiilasyonlar1 Leica DM 4000B mikroskop ile 4 ve 10’luk

objektif ile goriintiilenmistir.

2.4.4. Mikroignelerin Tekstiir Analizi

Mikroignelerin tekstiir analizi igin TA.XT Plus Cihaz1 kullanilmistir. Analiz 10
mm capa silindir P/10 probuyla gerceklestirilmistir. Mikroignelerin dayanakliligini
test etmek icin mikroigne dizisi, igneler asag1 bakacak sekilde cift tarafli bir bant
kullanilarak proba tutturulmustur. Tekstir analizi cihazi sikistirma moduna
ayarlanmugtir. P/10 prob, 0,049 N'lik bir tetikleme kuvveti ile metal yiizeye ulasmak
icin 1 mm/s hizla asag1 dogru hareket ettirilmistir (Panda ve ark., 2022).

Ayrica aynm1 analiz cilt dokusunu simiile edecek sekilde sekiz katman
olusturacak sekilde kesilmis parafilm kullanilarak tekrarlanmistir. Parafilm tabakasi
metal ylizey lizerine ¢ift tarafli bant kullanilarak sabitlenmis ve cihaz ayni ¢alisma

prensibiyle ¢alistirilarak analiz tekrarlanmistir (Paredes ve ark., 2022).
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Her iki analiz de hem 5 kg’lik hem de 30 kg’lik yiik hiicresine sahip TA.XT
Plus Cihaz1 ile tekrarlanmistir. Elde edilen verilerden hareketle kuvvet- yer
degistirme grafigi olusturularak mikroignelerin dayaniklilig: ile ilgili degerlendirme
yapilmistir. Elde edilen grafiklerden en dayanikli mikroigne formiilii segilmesi ve

ileriki deneylerde bu formiil iizerinden ilerlenmesi amaglanmaistir.

2.4.5. Mikroigne Formiilasyonlarimin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Analizi

Secilen mikroigne numuneleri, dairesel diskler lizerine monte edildi ve ETD
dedektorii kullamlarak 10 mbar 15 kV ile yiiksek vakum modlu ¢evresel taramali
elektron mikroskobu ZEISS EVO 40 ile morfolojik olarak karakterize edildi.
Ornekler 6nce K550X piiskiirtmeli altin kaplayici ile 0,33 nm/saniye hizla altin ile
kaplandi. Ardindan 15 kV ile yiiksek vakum modlu cevresel taramali elektron
mikroskobu ile incelendi.
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3. BULGULAR

3.1. Nanopartikiil Formiilasyonunda Yapilan Kontroller

3.1.1. Etken Maddelerin Miktar Tayinleri i¢cin Kullanilan Yoéntemlerin

Kalibrasyonun Ait Bulgular

Ovabumin’in sodyum kolat ve pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki 6l¢iimii
2.2.1’de agiklanan sekilde yapilmis ve kalibrasyona ait grafik ve denklem
bulunmustur. Grafikler sirasiyla sodyum kolat i¢in Sekil 3.1 ‘de ve pH 7,4 fosfat-
salin tampon i¢in Sekil 3.2°de verilmistir. Dogrulara ait parametreler Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

1,2

0,8
0,6

Absorbans

0.4 y =0,0232x - 0,037
0,2 R?=0,9997

0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 3.1. Ovalbuminin sodyum kolat ile kalibrasyon grafigi.
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0,8
0,7 y =0,0136x + 0,0088
0,6 R2=0,99
€05
5 0,4
-:i 0,3
0,2
0,1

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.2. Ovalbuminin pH 7,4 fosfat-salin tamponu ile kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.1. Ovalbumin’in kalibrasyon dogrusuna ait parametreler.

Ortam Sodyum kolat pH 7,4 fosfat-salin tamponu
Egim 0,0232 0,0136
Kesisim 0,037 0,0088
Dogru Denklemi y =0,0232x - 0,037 y = 0,0136x + 0,0088
Determinasyon Katsayist (r%) 0,9997 0,99

RBD’nin sodyum kolat ve pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki dl¢timii 2.2.1°de
aciklanan sekilde yapilmis ve kalibrasyona ait grafik ve denklem bulunmustur.
Grafikler sirasiyla sodum kolat i¢in Sekil 3.3‘te pH 7,4 fosfat-salin tampon igin Sekil

3.4.’de verilmigstir. Dogrulara ait parametreler Cizelge 3.2°de verilmistir.

0,8
0,7
0,6 y =0,0094x - 0,0095

[%2] —
% 0’5 R2—0,9918

o]
5 04
3203

0,2

0,1

0 10 20 30 40
Konsantrasyon (ng/ml)
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Sekil 3.3. RBD’nin sodyum kolat ile kalibrasyon grafigi.

0.6 y = 0,0246x - 0,001
0,5 R?=0,9985
U)O!4
8
30,3
(@}
80,2
<
0,1

0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon

Sekil 3.4. RBD’nin pH 7,4 fosfat-salin tamponu ile kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.2. RBD’nin kalibrasyon dogrusuna ait parametreler.

Ortam Sodyum kolat pH 7,4 fosfat-salin tamponu
Egim 0,0094 0,0246
Kesigsim 0,0095 0,0001
Dogru Denklemi y = 0,0094x - 0,0095 y =0,0246x - 0,001
Determinasyon Katsayist (1%) 0,9918 0,9985

3.1.2. Model Protein fle Hazirlanan Nanopartikiillerin On Formiilasyon

Sonuclan

Model protein ile hazirlanan nanopartikiillerin 6n formiilasyon sonuglari
Cizelge 3.3’te listelenmistir. Nanopartikiil formiilasyonu segerken enkapsiilasyon
etkinligi ve partikiil blyiikliigli parametreleri degerlendirilmistir. Enkapsiilasyon
etkinliginin 50 pg protein yiiklendiginde daha yiiksek oldugu bulunmustur. I¢ faz
sodyum kolat oraninin %1, miktarinin 2 ml ve dis faz sodyum kolat oraninin %0,3 ve
miktarinin 17 ml oldugu formiilasyonun enkapsiilasyon etkinligi daha yiiksek
bulunmustur. Nihai formiil secilirken sadece enkapsiilasyon etkinligi degil aym
zamanda partikiil biliytikligl verileri de dikkate alinmistir. Antijen sunan hiicreler

tarafindan antijenin daha etkili bir sekilde alinabilmesi i¢in partikiil biiytikliigi 200
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nm’nin altinda olan daha kii¢iik partikiil boyutuna sahip formiilasyon se¢ilmistir. Bu
sonuca da sonikasyon giicii %30 ve birinci sonikasyon siiresi 60 saniye, iKinci
sonikasyon siiresi 120 saniye olan formiille ulasilmistir. Bu parametreler
degerlendirilerek NP 11 formiilasyonu nihai formiilasyon olarak secilmistir. RBD

antijeni igeren formiilasyon NP 11 formiilasyonundan hareketle hazirlanmistir.
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Cizelge 3.3. Model protein ile hazirlanan nanopartikiillerin 6n formiilasyon sonuglari.

= £ g E _ g = - g~ 2

2 s | E | 22| 2= |28 | 2= | & s | S = 5 =S =

- £ 1 - TE | B & B E 7 & g £EZ Sz 2= —

= ~ ) S E oy »n O @ o s X c Q) s> :a‘a =% a

E s 2 s | 3= | 3ES| 3L | E2 | 52| 8% | £% &g 2z o

- O o =8 =Y | =2 =¥ ) @ = S 5 22 £3

a =g | = a a i o & “ = A £

NP1 | 50pg 20,39 1 2 0,3 17 30 120 30 2 101,91%5,33 151,941,652 0,174+0,017
NP2 | 50pg 20,56 1 2,5 0,3 5 30 120 30 2 61,49+3,68 * *
NP3 | 100pg 20,03 1 2 0,3 17 30 120 30 2 93,599,041 148,441,873 0,174+0,016
NP4 | 100ug 20,09 1 2,5 0,3 5 30 120 30 2 60,56+2,41 167,842,818 0,236+0,012
NP5 | 50pg 20,07 1 2 1 17 30 120 30 2 118,93+5,62 229,742,425 0,183+0,030
NP6 | 50pg 20,32 1 2 0,5 17 30 120 30 2 89,72+2.80 162,8+1,790 0,173+0,005
NP7 | 350pg 20,18 1 2 0,3 10 30 120 30 2 52,63+22,44 185,844,293 0,242+0,002
NP8 | 50pg 20,39 1 2 0,3 17 30 90 30 2 * 206,4+10,37 0,428+0,035
NP9 | 50pg 20,4 1 2 0,3 17 30 60 30 2 o 237,5+4,800 0,33120,040
NP 10 | 50nug 20,33 1 2 0,3 17 30 120 30 2 80,3+8,94 227,24+0,7000 0,2800,024
NP 11 | 50 ng 20,13 1 2 0,3 17 60 120 30 2 98,81+0,68 156,442,974 0,231+0,014
NP12 | 50ug 20,1 1 2 0,3 17 90 120 30 2 116,88+3,52 213,03+0,5000 0,305+0,036
NP 13 | 50ng 20,25 1 2 0,3 17 30 120 60 2 75,55+7,96 201,241,595 0,266+0,009
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Cizelge 3.3. Devam. Model protein ile hazirlanan nanopartikiillerin 6n formiilasyon sonuglari.

> < = £ =1 = o~ 2
s - g ES | Eo | Bz 5S_ | s 5 3 — °g 5 _
z g = % E ZE | TE TE & 2 = E 3 z< gs
3 < O 2 £ 7o | 29| @< g<c g Sy £ < i 2 &)
E g q <o T8 | ygS| 8B =5 | & ZS zz 23 g 2 g
g o ¢ | £8 | £€ |=g | =8¢ | & 3 E 3 5 ZE =R
o | 22 | 2 |4 A - o 3 s | & £
NP 14 | 50 pg 20,51 1 2 0,3 17 30 120 90 2 83,99+3,33 191,741,724 0,295+0,050
NP 15 | 50 pg 20,08 1 2 0,3 17 60 120 30 2 101,6+4,03 185,0+1,664 0,251+0,004
NP 16 | 50 pg 20,06 1 2 0,3 17 60 120 30 2 106,93+8,47 189,243,623 0,247+0,012
NP 17 | 50 pg 20,18 1 2 0,3 17 60 120 90 2 106,4+12,43 181,743,139 0,254+0,007
* ile igaretli formiilasyonun partikiil biiyiikliigii nm boyutundan biiyiik gelmistir.
** ile isaretli formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri ¢ok diisiik bulunmustur.
Cizelge 3.4. RBD antijeni ile iiretilen nanopartikiile ait sonuglar
a E ’0\6\ E ?U‘ *C-G' c o g — g o E
—_~ = —~ -_~ _ - N = - —
sl g | £ ZF | 25| se€(se_ |2 | 2. |G| B3| % | E: 2
- = | e = S = < < < ~ © ~ T ~ S ~ = = T 0B = _ © S
= O a = R = =] £ = = EE| X5 X c >0 ez = — g o v C
< a a = < o5 5 s E| &8 cL S = a 2= = = a N S
= ) : S = S°S ASE |A&> S =} 2 5@ = = = 3 =
2 [v4 U] = = Y kele) i) %] AN = 2 5 2 £ =) =
w o O o o o o . = 7 = © - o
o — o— wn wn ~N (2 SRl &
RBD 95,58308+ 192,8+ 0,331+ i
NP 50 ug 20,39 1 2 0,3 17 30 120 30 2 1107371 03215 0,058 17,2+1,349
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Sekil 3.5. NP 11 kodlu formiile ait partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik.

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

Zeta Potential Distribution
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Sekil 3.7. RBD NP kodlu formiiliin zeta potansiyeli dagilimina ait grafik.
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3.1.3. In Vitro Etkin Madde Sahm Calismalar

3.1.3.1. Model Protein ile Uretilen Nanopartikiil Formiilasyonuyla Yapilan

In Vitro Salim Calismasina Ait Bulgular

Bolim 2.5.5.°te anlatildigi sekilde 6rnek al ve ayir yotemiyle yapilan in vitro

salim ¢alismas1 sonucu elde edilen sonuglar Sekil 3.8.’de gosterilmistir.

100

% ACEM
a1l
o
_|

0 20 40 60 80
Saat

Sekil 3.8. Model protein ile iiretilen nanopartikiil formiilasyonundan in vitro salim profili.

In vitro salim calismalarindan elde edilen veriler sonucunda salimin 24. saate
kadar hizli bir sekilde gergeklestigi ve platoya ulastigi goriilmiistiir. Daha sonrasinda
ise salimin 72 saate kadar devam ettigi bulunmustur. Salim caligmalari ii¢ paralel

olarak yiriitilmiistiir.
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3.1.3.2. RBD Antijeni ile Uretilen Nanopartikiil Formiilasyonuyla Yapilan
in Vitro Sahm Calismasina Ait Bulgular

Boliim 2.5.5.°te anlatildig1 sekilde 6rnek al ve ayir yotemiyle yapilan in vitro

salim ¢alismasi sonucu elde edilen sonuglar Sekil 3.9°da gdsterilmistir.
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Sekil 3.9. RBD antijeni ile iiretilen nanopartikiil formiilasyonundan in vitro salim profili.

In vitro salim calismalarindan elde edilen veriler sonucunda salimim 24. saate
kadar hizl1 bir sekilde gerceklestigi ve platoya ulastigi goriilmiistiir. Daha sonrasinda
ise salimin 72 saate kadar devam ettigi bulunmustur. Salim calismalar1 ii¢ paralel

olarak yiirtitilmiistiir.

In vitro salim ¢alismalarindan elde edilen veriler sonucunda model protein ve
RBD antijeni ile iiretilen nanopartikiil formiilasyonlarin salim profillerinin birbiri
ile uyumlu oldugu goriilmistiir. Salim kinetikleriyle ilgili veriler Cizelge 3.5°te

verilmistir.
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Cizelge 3.5. RBD yiiklii nanopartikiil in vitro salim kinetikleri.

0. derece 1.derece Higuchi Korsmeyer-Peppas Weibull
Determinasyon 0,675 0,931 0,870 0,914 0,942
Katsayisi (r°)
Kesisim 0,291 0,011 4,710 0,232 0,371

RBD yiiklii nanopartikiillerden yapilan in vitro salim caligmalar1 sonucunda
elde edilen verilerden hareketle yapilan kinetik hesaplamalar sonucunda salimin
birinci derece, Korsmeyer-Peppas ve Weibull kinetiklerine uyum sagladig

gorilmiustir.

Yukarida bahsedilen ii¢ kinetige de uyum goriilmesine karsin en yiiksek uyum
Weibull kinetiginde goriilmiistiir. In vitro salim grafiklerinden elde edilen sonuglarin

kinetik sonuglariyla uyumlu oldugu gorilmiustiir.

3.1.4. SDS-PAGE Analizi Sonuclar:

3.1.4.1. Model protein ile iiretilen nanopartikiill SDS-PAGE Analizi

Sonuglar

Boliim 2.3.6’da anlatildig1 bigimde SDS-PAGE c¢alismalart yiiriitiilmiistiir.
Kuyucuklara sirasiyla birinci jel i¢in marker, 500 ppm Ovalbumin, 100 ppm
Ovalbumin, 50 ppm Ovalbumin, 100 ppm Ovalbumin 24. saat humunesi, 100 ppm
Ovalbumin 96. saat numunesi, 50 ppm Ovalbumin 24.saat numunesi ve 50 ppm
Ovalbumin 96. saat numunesi uygulanmstir. Ikinci jel icin 100 pg Ovalbumin igeren
nanopartikiil 24. saat salim numunesi, 100 pg Ovalbumin igeren nanopartikiil 96.
saat salim numunesi, 50 pg Ovalbumin igeren nanopartikiil 24. saat salim numunesi
ve 50 pg Ovalbumin igeren nanopartikiil 96. saat salim numunesi Uygulanmustir.
Analiz sonucunda ovalbuminin molekiil agirligmma ait 44 kDa’lik bantlar tiim
numunelerde goriilmiistiir. Nanopartikiillere etkin bir sekilde ovalbumin yiiklendigi

goriilmiistir.
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8.

270 kDa
150 kDa
130 kDa
95 kDa

66 kDa
52 kDa

32 kDa

28 kDa

Sekil 3.10. Model proteinle iiretilen nanopartikiil ve saf model proteine ait SDS-PAGE jeli.

1. jel uygulama sirasi: 1.kuyucuk: Marker , 2.kuyucuk: Bos , 3.kuyucuk: Bos , 4. Kuyucuk: 500 ppm Ovalbumin , 5. Kuyucuk: 100 ppm Ovalbumin , 6. Kuyucuk: 50
ppm Ovalbumin , 7. Kuyucuk: 100 ppm Ovalbumin 24.saat numunesi , 8. Kuyucuk: 100 ppm Ovalbumin 96.saat numunesi , 9. Kuyucuk: 50 ppm Ovalbumin 24.saat
numunesi , 10. Kuyucuk: 50 ppm Ovalbumin 96.saat numunesi. 2.jel uygulama sirasi: 1. Kuyucuk: Bos , 2.kuyucuk: 100 pg Ovalbumin igeren nanopartikiil 24. Saat
salim numunesi , 3. Kuyucuk: 100 ug Ovalbumin igeren nanopartikiil 96. Saat salim numunesi , 4.kuyucuk: 50 pg Ovalbumin igeren nanopartikiil 24. Saat salim
numunesi , 5. Kuyucuk: 50 ug Ovalbumin igeren nanopartikiil 96. Saat salim numunesi, 6.,7.,8.,9. Ve 10. Kuyucuklar: Bos



3.1.4.2 RBD ile Uretilen Nanopartikiil SDS-PAGE Analizi Sonuglar

Boliim 2.3.6’da anlatildigr sekilde SDS-PAGE ¢alismalart yiiriitilmiistiir. Jele
sirastyla marker, 500 ppm RBD, 250 ppm RBD, 50 pug RBD igeren nanopartikiil 24.
saat salim numunesi, 50 pg RBD igeren nanopartikiil 96. saat salim numunesi, bos
nanopartikiil 96.saat numunesi, bos nanopartikiil, 50 pg RBD igeren nanopartikiil 24.
saat salim numunesi ve 50 pg RBD iceren nanopartikiil 96. saat salim numunesi
uygulanmistir. Analiz sonucunda RBD antijeninin molekiil agirligina ait 25 kDa’lik
bantlar tiim numunelerde goriilmiistiir. Nanopartikiillere etkin bir sekilde RBD
yiiklendigi goriilmiistiir. Bos nanopartikiillerin jelde herhangi bir kirlilik
olusturmadigi ve elde edilen sonuglara gore goriilen bantlarin sadece antijene ait

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.11. 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 ug RBD igeren
nanopartikiil 24. Saat salim numunesi , 6. Kuyucuk: 50 pug RBD igeren nanopartikiil 96. Saat salim numunesi, 7. Kuyucuk: Bos nanopartikiil 96.saat
numunesi , 8. Kuyucuk: Bos nanopartikiil , 9. Kuyucuk: 50 pg RBD igeren nanopartikiil 24. saat salim numunesi , 10. Kuyucuk: 50 ug RBD igeren
nanopartikiil 96. saat salim numunesi.



3.1.5. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Stabilite Sonuclar:

Stabilite ¢aligmalart Boliim 2.3.7°de anlatildigi sekilde gerceklestirilmis ve
Cizelge 3.6, 3.7 ve 3.8’de verilen sonuglar elde edilmistir. Stabilite degerlendirmesi

partikiil bliyiikliigli ve zeta potansiyel sonuglarina gore yapilmistir.

Cizelge 3.6. +4 °C’de yapilan stabilite ¢aligmas1 sonuglarina ait bulgular.

. Partikiil bityiikligii )
Giinler (nm)£SS Zeta potansiyel (mV)+SS PDI+SS
0 179+2,621 -17,94+0,950 0,271+0,008
1 150,5+1,069 -19,5+0,306 0,252+0,006
5 169,9+0,5508 -17,60,874 0,264+0,003
7 121,043,122 -20,5+1,00 0,114+0,004
15 196,042,371 -16,120,100 0,264+0,018
30 130,3+0,5774 -19,145,50 0,138+0,009
45 122,1£1,286 -12,440,702 0,121+0,031
60 127,1+1,53 -15+0,2 0,137+0,004
90 166+0,8718 -13,9+1,75 0,271+0,010
o
+4°C +4 °C
T 300 S 30
< 250 E 20
%” 200 S 10
= =
1 (72}
:? 50 S 0
2 100 5 400 50 100
= a8 -
= 50 o]
£ 2 -20
nc: 0 N
0 50 100 -30
Giinler Giinler

Sekil 3.12. +4°C’de gerceklestirilen stabilite ¢aligmalarina ait partikiil buytkligli ve zeta
potansiyel bulgularinin grafiksel gosterimi.
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Cizelge 3.7. -20 °C’de yapilan stabilite ¢aligmas1 sonuglarina ait bulgular.

Giinler Pa”“gg:n‘;igg”ﬁgﬁ Zeta potansiyel (MV)+SS PDILSS
0 183,20,8083 117,540,681 0,192:0,013
1 166,441,872 219,140,874 0,135:£0,002
5 184,747,622 1944231 0,241£0,010
7 201,6+3,500 2534144 0,208+0,021
15 159,341,308 218,140,755 0,1030,007
30 179,141,677 -17.241,50 0,227:£0,009
45 257,245 380 1424104 0,2330,032
60 208,310,094 -10,442,30 0,2740,032
90 277443927 214,940,721 0,172£0,013

300
250
200
150
100

50

Partikiil Bityiikliigii (nm)

-20 °C

50
Giinler

100

-20°C

=N W
o O O

o

50

i
[}

N
o

3

Zeta Potansiyel (mV)
o

oy
o

Giinler

100

Sekil 3.13. -20 °C’de gergeklestirilen stabilite calismalarina ait partikiil bliytkligli ve zeta
potansiyel bulgularimin grafiksel gésterimi.

Cizelge 3.8. -20 °C’de trehaloz eklenerek yapilan stabilite ¢aligmasi sonuglarina ait bulgular.

Giinler Partilzg:ﬂ‘;:g‘;“ﬁgﬁ Zeta potansiyel (MV)£SS PDILSS
0 211,942,291 116,640,153 0,30820,032
1 196,940,4163 117,120,173 0.279£0,015
5 175,641,387 117,240,513 0.279+£0,022
7 149.4+7.016 2120,100 0,18120,015
15 151,042,926 116,840,346 0,1540,029
30 187,649,532 -16,142.46 0.32120,031
45 156,7:0,9713 113,840,529 0,199:0,011
60 173£0,8083 14,520,757 0.252+0,009
90 153342312 -113£1,06 0,1720,011
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-20 °C + Trehaloz

BoR N N W
U o U o u o
© & © © o o

Partikiil Biiyiikliigii (nm)
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0 50
Giinler

100

Zeta Potansiyel (mV)

30

20

10

-10

-20

-30

-20 °C + Trehaloz

Giinler

100

Sekil 3.14. -20 °C’de trehaloz eklenerek gerceklestirilen stabilite caligsmalarina ait partikiil
biiyiikliigli ve zeta potansiyel bulgularinin grafiksel gosterimi.

Elde edilen sonuglara goére tiim ortam kosullar

altinda nanopartikiil

formiilasyonlarinin 90 giin boyunca yapilan stabilite caligmalarinda partikiil

biiyiikliigii 150-300 nm araliginda bulunmustur.

Elde edilen sonuglara gore nanopartikiil formiilasyonlarmin 90 giin boyunca

yapilan stabilite ¢alismalarinda zeta potansiyel degerleri (-10) - (-25) mV araliginda

bulunmustur.
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3.1.6. Hazirlanan Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramah Kalorimetre

(DSC) Analizi Sonugclari

Bolim 2.5.8’de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen Diferansiyel Taramali
Kalorimetre (DSC) analizi sonuglar1 Sekil 3.15°de gosterilmistir.

57.33°C

—
Z)‘* ]
[o !
=4 ] w
< 78.94°C
2 Sl B
— - s e e
49.15°C | x
-4 [
|
-6 [
——— NPBOS
— NP
59.15°C —— OVA
-8 ———— PEG-PCL
-10 T T T T T
(] 50 100 150 200 250 300
o
Sicaklik (°C)

Sekil 3.15. Nanopartikiil formiilasyonu ve formiilasyonda bulunan maddelere ait DSC
termogramlari. Yukaridan asagiya; Bos nanopartikiil, nanopartikiil, Ovalbumin ve PEG-
PCL’ye ait DSC termogramlari.

Sekil 3.15°te verilen sonuglara gore iiretilen nanopartikiil formiilasyonunda
sadece nanopartikiile ait sicaklik degerlerine sahip pikler goriilmiistiir.
Formiilasyonda yer alan model protein, polimer ve dis faza ait pikler goriilmemistir.
Bu sonu¢ formiilasyondaki maddelerin bir araya gelerek nanopartikiil yapisini

olusturdugu ve yapiya enkapsiile olduklarini gostermektedir.

84



3.1.7. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi Sonug¢lar:

Bolim 2.3.9°da anlatildigr sekilde Gegirimli Elektron MikroskobuTEM)

Analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglara ait goriintiiler asagida verilmistir.

Sekil 3.16. Hazirlanan nanopartikiillere ait TEM goriintiileri.
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3.1.8. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

3.1.8.1. Hiicre Canlihg1 Calismalar1 Sonug¢lar:

Boliim 2.3.10.1°de anlatildig1 gibi gerceklestirilen ¢aligma sonucu elde edilen

sonuglar Sekil 3.17, Sekil 3.18 ve Sekil 3.19°da verilmistir.

110
m 24 saat

105 m 72.saat

100

RBD
95
90
85
80

Kontrol 0,5 pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL
Etken Madde Konsantrasyonu

Hiicre canhhg (%)

Sekil 3.17. RBD hiicre canlilig1 sonuglari.

Polimer

J|||||L

10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL250 pg/mL500 pg/mL 1000
pg/mL

= e
©® ©W © O O Kk
o o o & 4O o

Hiicre Canhihig (%)

[0}
o

Polimer konsantrasyonu

Sekil 3.18. Polimer hiicre canlilig1 sonuglari.
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120 = BOS NP 24 .saat
= BOS NP 72.saat

100 RBD-NP 24. saat
‘ RBD-NP 72.saat

200 pg/mL 400 pg/mL.  4mg/mL 10 mg/mL 20 mg/mL
Nanopartikiil Konsantrasyonu

o]
o

Hiicre Canlihig: (%)
5 3

N
o

o

Sekil 3.19. Nanopartikiil hiicre canliligi sonuglari.

Sentezlenen oOrneklerin 1929 hiicreleri {izerindeki sitotoksisiteleri MTT
yontemi ile incelenmistir. Orneklerin farkli konsantrasyonlar1 ile muamele edilen
hiicrelerin 24. saat ve 72. saatlik inkiibasyonlar1 sonucu canlilik degerleri
Ol¢iilmiistiir. Buna gore RBD proteini tek basina uygulandiginda incelenen tiim
konsantrasyonlarda 1.929 hiicreleri lizerinde herhangi bir toksik etki gostermemistir.
Her iki inkiibasyon siiresi i¢inde de sitotoksisiteye rastlanmamustir. Polimerin 10 ila
1000 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarinin etkinligi incelendiginde higbir
konsantrasyonun incelenen zaman araliklarinda 1929 hiicreleri iizerinde toksik bir

etkiye neden olmadig: goriilmektedir.

Bos NP’ler 6zellikle 24 saat sonrasinda 20 mg/ml konsantrasyonunda ve 72
saatlik inkiibasyon sonrasinda ise hem 10 hem de 20 mg/ml konsantrasyonlarda
hiicre canliliginda azalma gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 20 mg/ml
uygulanana gruplarda hiicre canliligt % 52 seviyelerine diismiistiir. 72 saatlik
uygulama sonrasinda ise 10 mg/ml ve 20 mg/ml konsantrasyonlarina maruz kalan
hiicrelerde canlilik oran1 % 40 seviyelerinde 6l¢iilmiistiir. Benzer bir durum RBD-NP
formiilasyonlarinda da yasanmistir. Incelenen yiiksek konsantrasyonlarda bu
formiilasyonlara maruz kalan hiicrelerin canlilik oranlar1 % 40 seviyelerindedir. Bu

konsantrasyona maruz kalan gruplarda hiicre morfolojilerindeki degisim mikroskobik
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olarak da gozlenmistir. Bu nedenle nitrik oksit tayini uygulamalarinda RBD-NP i¢in
toksik etki gostermeyen en yiiksek konsantrasyon olan 4 mg/ml konsantrasyonunun

kullanilmasina karar verilmistir.

3.1.8.2. NO Tayini Sonuglar1

Calisma 2.3.10.2°de belirtildigi sekilde yapilan Nitrik Oksit (NO) tayini

sonucunda elde edilen verilen Sekil 3.20°da verilmistir.

1 NO 24. saat
8 uNO 72.saat
6
4
2
0

Kontrol Bos NP RBD-NP Polimer

L
N A O @

Nitrik oksit miktar1 (ng/ml)
=
o

Sekil 3.20. NO tayin sonuglari.

J774 makrofaj hiicreleri 24 ve 72 saat boyunca Bos-NP, RBD, RBD-NP ve
polimer formiilasyonlar1 ile muamele edilmis ve silipernatanttaki nitrik oksit
miktarlar1 Griess reaktif kullanilarak Slgiilmiistiir. Yapilan incelemelerde Bos NP ve
polimer formiilasyonlarinin kontrol gruplar1 ile kiyaslandiginda makrofajlardan
salgilanan nitrik oksit miktarinda herhangi bir kayda deger artisa neden olmadiklar1
goriilmistiir. Sonuglar incelendiginde tek basina RBD proteinine maruz kalan
gruplarda nitrik oksit seviyesinin en yliksek diizeyde oldugu goriilmektedir. Bu
grupta nitrik oksit seviyesi 24 saatin sonunda yaklasik 2,5 kat ve 72 saatin sonunda

ise yaklagik 3 kat artig gostermistir. Diger taraftan RBD-NP sonuglar1 incelendiginde
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buradan elde edilen sonuglarin serbest haldeki RBD proteinini igeren gruptaki
sonuclar ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. 72 saatlik inkiibasyonun ardindan
makrofajlarin iiretmis olduklar nitrik oksit seviyelerinin kontrol grubuna gore 2,5
katlik bir artis gosterdigi belirlenmistir. 72 saatlik inkiibasyon sonras1 RBD-NP'lere
maruz kalan gruplardaki nitrik oksit seviyelerinin RBD proteinine maruz kalan

gruplara oldukga yakin olduklar1 tespit edilmistir.

3.2. Mikroignelerde Yapilan Kontroller

3.2.1. Mikroigne Onformiilasyon Calismalari

3.2.1.1. Polisiloksan Kit ile Uretilen Kahp ile Uretilen Mikroignelere Ait

Onformiilasyon Sonuclar

Boliim 2.4.1°de anlatildigr sekilde iiretilen mikroignelere ait onformiilasyon

sonuglar1 Cizelge 3.9°da verilmistir.
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Cizelge 3.9. Polisiloksan kit ile iiretilen mikroignelere ait 6nformiilasyon sonuglari.

=) . =
A-NE R o S 5 S5 = |E3 EZ Eg |£g =
=l £ | 23 = s 5 S5 £ = 5% S: | 2B £
5| 2 | ET 53 5 E T E E s 3 5 g 55 |53 &
= 2 < —_- e == B = = @ 2 ¥ M
o = o = @
%87-39 hi i i °
1| 169 | 0169 | 78787 h;fiﬁ‘““enmls %30 a/h %40 a/h 3500 rpm | 30 dk 25V§£u3n3f‘lr;°£i‘ggla 2;4?2;: P
2 | 169 | 016g | Sodyum hyaluronat % 20 ath % 20 a/h 4000 rpm | 30k | 27, 3 barbaswacla | 28satk
Yiiksek viskoziteli o o 25°C, 3 bar basingla | 24 saat+ )
3 | 1499 | 0139 CMC sodyum tuzu %3 alh %3 alh 4000 rpm | 30 dk vakumlu etiivde 24 saat *
__CMC sodyum tuzu
4 | 1899 | 019g | 7878 h;,‘g"’;f““enm‘s %30 a/h %40 a/h 3500 rpm | 30 dk +4°C 2;4?2;: P
VA
5 | 2069 | 0219 | “07 hidrosillenmis %30 a/h %40 a/h 3500 rpm | 30 dk 20°C Al v | 4
Eudragit RS100/ | Eudragit RS100 + %40 a/h PVP 25°C, 3 bar basingla 1
6 ] 2599 | 0259 PVP K90 K90 (1:4 oranda) - 3000rpm | 30dk | Tl etiivde | 48 S88L
7 | 2639 | 0279 | Karboksimetil seliiloz %3 alh %3 alh 4000 rpm | 30k | 40°C 3 barbasiacla g gy ||
Sodyum aljinat (yiiksek (Sodyum aljinat+ (Sodyum aljinat+ o
8 | 3,719 | 0,38 | viskoziteli)+ Maltoz + Maltoz =0,97 g) Maltoz =097 g) | 4000 rpm |30k | 2 .3 barbasincla | 27 saate
%15 CaCl, ¢ozeltisi (CaCl, ¢ozeltisi= 24 pl) (CaCl, ¢ozeltisi= 24 ul)
Sodyum aljinat (yiiksek (Sodyum aljinat+ o
9 | 161g | 0179 | viskoziteli)+ Maltoz + Maltoz =0,97 g : 15000 rpm | 12.dk | 25°C: 3 barbasmela | oy g0 1|
vakumlu etiivde
%15 CaCl, cozeltisi (CaCl, gozeltisi= 24 ul)
Sodyum aljinat (yiiksek (Sodyum aljinat= 412,1 mg) ) 25°C, 3 bar basingla ) )
1011759 | 0179 | " ickoziteli)+ Maltoz | (Maltoz= 750,51 mg) (5 ml'de) 15000 rpm | 30dk | T i etiivde | 18 2
%87-89 hidroksillenmis o o 25°C, 3 bar basingla | 25 saat+
11 | 1619 | 0179 ol %30 a/h PVA + %15 a/h Maltoz | %40 ah PVP K90 | 3500 rpm |30k | 25 C 3 bar bastagla | 25 $aate )y
%87-89 hidroksillenmis 0 o 25°C, 3 bar basingla | 25 saat+
12 | 1549 | 0,16 ¢ o %40 alh PVA %40 alh PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk | 2> 03 barbasinela | 2 Saate |y
%87-89 hidroksillenmis %30 a/h PVA+ o 25°C, 3 bar basingla | 24 saat+
13 | 1,999 | 0,19¢ o Ao oo P 640 N PVP K90 | 3500 rpm [ 30 dk | 22 ¢ 3 bar basnela | 2FSaaE |y
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Cizelge 3.9. Devam Polisiloksan kit ile tiretilen mikroignelere ait 6nformiilasyon sonuglari.

2| § | S5 g5 S5 = |E73 EZ Eg |E3| &
e | X S > E 5 = = = £ 5 2 SE |2E| E
= | 2 £ £5 = £ % £ £ 3 52 53 |23 8
X |z | 4 2o == g = £ @ 2 2 e
s (=] [ <
o = a = @
%87-89 hidroksillenmis o o 25°C, 3 bar basingla | 24 saat+
14 | 2439 | 0,244 ool 9540 alh PVA 640 A PVP K90 | 3500 rpm | 30 dk | 2 3 barbasinela | 28saatk |y,
_____PVA____
15 | 2129 | 0,22¢ /"87P83 Klfr&k;‘tﬁ“mls %30 alh PVA+%15 a/h Maltoz | %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm |30 dk | 25°C, desikatorde 4f8322;: T
___PVA* Maltoz__
16 | 2069 | 03g | 078 hidroksillenmis %40 a/h PVA %40 PVP K0 | 3500 pm |30dk | 25°C, desikatorde | ‘g0t |+ | 4t
17 | 2519 | 0,25 ¢ PVA (4-88) %50 a/h PVA - 4000 rpm | 20 d | 60 "3 barbasincta | op 1y
vakumlu etiivde
Sodyum aljinat (yiiksek | %2 a/h sodyum aljinat + 100 pl 1 ) o -
18 | 258g | 0,259 viskoziteli)+ 1M CaCl, M CaCl, 2500 rpm | 30dk | 25°C, desikatorde 48 saat + +
19| 259 | 0.25¢ PVP K90 %40 a/h PVP K90 %40ah PVP K-90 | 3500 pm |30dk | 25°C. desikatorde | ‘ot |+ | 4+
—
20 | 259 | 025 | OTI0NAOSICNNS | 9030 an PyvA+15 ath Maltoz | %40ah PVP KOO | 35001pm | 30dk | 25°C, desikatorde | ot |4 | s
___PVA+ Maltoz__
21| 259 | 0259 | 78789 h;,‘ij‘i“‘“enmls 940 a/h PVA %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm | 30dk | 25°C, desikatorde 4f8s§;;: T
60 °C,vakum
22 | 259 | 0,259 PVA (4-88) %50 a/h PVA - 4000 rpm | 20dk | olmadan vakumlu 48 saat - -
etiivde
0, -
PVA (%87-89 PVA (%87-89 hidroksillenmis)
hidroksillenmis)+ -
(2,24 g)+ Glutaraldehit (%50 a/h 48 saat+

1 0,
Glutaraldehit (%50 a/h suda) (0,13 g) + Glukoz %40 a/h PVP K90 | 3500 rpm |30 dk | 25°C, desikatorde R

mcfrl:g}?;ril-l:k]\c/ﬁsw monohidrat (0,45 g)+ Misir 48 saat
nigastas1 (0,45 g)

nigastast

23 | 259 | 0,25¢

750,2 mg PVA+ 48 saat+

112,13 mg D-Sorbitol/5| 4500 rpm | 30dk | 25°C, desikatorde + -
ml su 48 saat

750,2 mg PVA + 112,13 mg D-

24 | 259 | 0,25¢ PVA + D-Sorbitol Sorbitol/5 ml suda
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Cizelge 3.9. Devam. Polisiloksan kit ile iiretilen mikroignelere ait dnformiilasyon sonuglart.

s 0§ | £ g5 - |Ez| E:z FREFE-
2| X >3 s £ s 5 i £ £ £ 52 SE |2E| T
§l 2 | 5° 23 2 3 2 Eo|E% s o2 (3% B
X 2 < o 20 = n = = o) ¥ ¥ - @
= e = ]
S = [a =" 2
0, - 0, -
PVA (%87-89 hidrc?l?soilqggii\;ﬁ S0 71118ggPVP i?grg;(%iiglﬁn(igfggg 48 saat+
25| 25g | 0.25g | hidroksillenmisyt PVP | g0, 155 0 mg PEG400/5 ml | mg PVP K-90+ 158,02 | 4200 PM | 30dk | 25°C. desikatorde | jgcqp |+ | ¥
K-90+ PEG 400
suda mg PEG400/5 ml suda
0, 0, -
%40 PVA (%87-89 hidrflfsoilllae\t/lﬁli(sf)fz/i%’hk 48 saat+
. . . .. ( 0 ° e .
26 | 259 | 0259 hldroksﬂlesriltr;lalts) +Trietil | b anin %50'si agirlikta Tricti] %40 a/h PVP K90 4500 rpm | 30dk | 25°C, desikatorde 24 saat +
sitrat
0, 0, -
%40 PVA (%87-89 hidrfﬁs?l?ezﬁli(s)/ofz/i%'hk 48 saat+
. . . . . 0 0, o, . .
27 | 259 | 0259 hldmksﬂ]e;iltr;l;t;) + Trietil PV A'in %1 agirlikta Trietil %40 a/h PVP K90 4500 rpm | 30dk | 25°C, desikatorde 24 saat + ++
sitrat

Mikroigne formiilasyonlarinin sertligi ampirik olarak degerlendirilmistir.

+++ = sert, ++= yumusak , += ¢cok yumusak , - = igne olusmamis

Kaliptan ¢ikma ve sertlik parametreleri degerlendirildiginde en iyi sonug¢ veren formiilasyonlar PVA, sodyum hyaluronat ve PVP

polimerleri kullanilarak elde edilmistir. PDMS kalip ile mikroigne formiilasyonu iiretimi i¢in bu polimerler kullanilmastir.




3.2.1.2. PDMS Kahp Ile Hazirlanan Mikroigne Formiilasyonlarina Ait

Sonuclar

Bolim 2.4.2°de anlatildigt gibi PDMS kalibi kullanilarak mikroigne

formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.10’da verilmistir.
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Cizelge 3.10. PDMS kalip ile hazirlanan mikroigne formiilasyonlarina ait sonuglar .

Formiil | igne ucu polimer Ovalbumin Destek tabaka Santrifiij Santrifiij . Kurutma Kaliptan .
. . . Kurutma siiresi Sertlik
No orani miktari polimer orani hiz1 siiresi kosulu cikma
1 %15 a/h PVA 50 pg %40 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 48 saat+48 saat H4eC'de + +++
desikatorde
2 %17,5 alh PVA 50 ug %40 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 48 saat+48 saat H.l Cfle + +++
desikatorde
3 920 alh PVA 50 ug 940 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 48 saat+48 saat H4eCde + -
desikatorde
4 %30 a/h PVA 50 ug %40 alh PVP 3500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat 4Cde + -
desikatorde
5 %35 a/h PVA 50 ug 940 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat H4eCde + -
desikatorde
6 940 alh PVA 50 ug 940 a/h PVP 3500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat H4eCde + -
desikatorde
%1,5 a/h sodyum %1,5 a’h sodyum +4°C'de
! hyaluronat 0 ug hyaluronat 4500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat desikatorde " i
%3 a/h sodyum %3 a/h sodyum +4°C'de
8 hyaluronat 0 ng hyaluronat 4500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat desikatorde i o
%5 a/h sodyum %>5 a/h sodyum +4°C'de
9 hyaluronat 0 ng hyaluronat 4500 rpm 20 dk 24 saat+24 saat desikatorde " o




3.2.2. PDMS Mikroigne Kahbx ile Uretilen Mikroignelerin Optik Mikroskop
Analizi Sonuclar

Bolim 2.4.5‘de anlatildign sekilde mikroigneler optik mikroskop ile
goriintilenmistir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. Mikroigne formiilasyonlarina ait optik mikroskop goriintiileri.

Sirasiyla A ve B: 1. Mikroigne , C ve D: 2. Mikroigne , E ve F: 3. Mikroigne, G: 4. Mikroigne ,
H ve I: 5. Mikroigne , J ve K: 6. Mikroigne, L: 7. Mikroigne , M: 8. Mikroigne , N: 9. Mikroigne.
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Elde edilen optik mikroskop verilerinden hareketle tiim mikroignelerin diizgiin

morfolojiye sahip olduklar1 gorilmistiir.

3.2.3. Mikroignelerin Tekstiir Analizi

Elde edilen optik mikroskop verilerinden hareketle tiim mikroignelerin diizgiin
morfolojiye sahip olduklart goriilmiigtiir.  Aralarindan se¢im yapip nihai
formiilasyonu belirlemek icin tekstlir analizi yapilmistir. Bolim 2.6.5’te anlatildigi
sekilde mikroigneler i¢in tekstiir analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24, Sekil 3.25, Sekil 3.26 ve Sekil 3.27°de gosterilmektedir.
[k analiz 5 kg’lik yiik hiicresine sahip tekstiir analizi cihaziyla yapilmistir. Ancak
grafiklerde de goriildiigii tizere mikroignelere ait bir kirilma piki elde edilememistir.
Bu nedenle 30 kg’lik yiik hiicresine ait TA.XT Plus cihazi ile ayn1 sartlarda analiz
tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil Sekil 3.28’de gosterilmistir.

3.2.3.1. 5 Kilogramhk Yiik Hiicresine Sahip Tekstiir Analizi Cihaz Tle
Elde Edilen Sonuclar

Force (N) None
85

T T T T T T J
doo 025 0.50 075 1.00 125 150 1.75
Distance (mm)

Sekil 3.22. 1. ve 2. mikroigne formiilasyonuna ait kuvvet-yer degistirme grafigi.
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Force (N)
80

None

3 T T T T
0.0 0.2 0.4 0s 08

Sekil 3.23. 3. ve 4. mikroigne formiilasyonuna ait kuvvet-yer degistirme grafigi.

12
Distance (mm)

Force (N)
85

80+

None

12
Distance (mm)

Sekil 3.24. 5. ve 6. mikroigne formiilasyonuna ait kuvvet-yer degistirme grafigi.
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Force (N)

None

0.0 0.2 0.4 0.8 0.2 1.0

Sekil 3.25. 7. Mikroigne formiilasyonuna ait kuvvet-yer degistirme grafigi.

!
12
Distance (mm)

Force (N}
85

None

0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

Sekil 3.26. 8. Mikroigne formiilasyonuna ait kuvvet-yer degistirme grafigi.
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Force (N) None
85

itive Fopoe (Cyole: 1)

J
2,00
Distance (mm)

Sekil 3.27. 9. Mikroigne formiilasyonuna ait kuvvet-yer degistirme grafigi.

3.2.3.2. 30 Kilogramlik Yiik Hiicresine Sahip Tekstiir Analizi Cihaz1 Ile
Elde Edilen Sonuclar

Force (M)
375

350+
325+
3004
275+
2504
225+
200
175+
150+
125+
100+

754

50+

25+

None

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.8 0.5 1.0 1.2

Sekil 3.28. 1,2,34,5,6,7,8 ve 9. Mikroigne formiilasyonlarina ait kuvvet-yer degistirme
grafigi.

Tim mikroigne formiilasyonlarinda ayni sonug elde edildigi i¢in tek bir grafik

koyulmustur.

Analizler oncelikle 5 kg’lik yiik hiicresi bulunan tekstiir analiz cihaziyla
yaptlmistir. Tim mikroignelerde cihaz asir1  yiikkleme uyarist vermis ve

mikroignelerin kirildigina dair bir pik elde edilememistir. Mikroignelerin uygulanan
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65 N kuvvete dayanikli oldugu goriilmiistiir. Daha sonra 30 kg’lik yiik hiicresine
sahip tekstiir analiz cihazi ile analiz tekrar yapilmistir. Ancak yine mikroignelere ait
bir kirilma piki goriillmemistir. Mikroignelerin 375 N kuvvete de dayanikli oldugu
gorilmistiir. Tekstiir cihaz1 ile kuvvet uygulanmasindan sonra mikroigneler optik
mikroskopta incelenmis ve ignelerin kirilmadigi ancak egildigi goriilmiistiir. Bu
nedenle uygulanan kuvvet sonrasi mikroigne boyundaki azalmaya gore nihai

mikroigne formiilasyonu secilmistir.

3.2.4. Mikroigne Formiilasyonlarinin Taramah Elektron Mikroskobu

(SEM) Analizi

Mikroigne Formiilasyonlarinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi
Boliim 2.4.7°da anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki

sekillerde gosterilmistir.

3.2.4.1. Tekstiir Cihaziyla Kuvvet Uygulanmadan Onceki Mikroigne SEM

Goriintiileri

Sekil 3.29. 7. mikroigne formiilasyonuna ait SEM goriintiileri.
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Sekil 3.30. 8. Mikroigne formiilasyonuna ait SEM goriintiileri.

Sekil 3.31. 9. Mikroigne formiilasyonuna ait SEM goriintiileri.

3.2.4.2. Tekstiir Cihaziyla Kuvvet Uygulanmasi1 Sonucu Mikroignelerde Olusan
Morfolojik Degisiklige Ait SEM Goriintiileri

Sekil 3.32. 7. Mikroigne formiilasyonuna ait SEM goriintiisii.
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Sekil 3.34. 9. Mikroigneye ait SEM goriintiileri.

Elde edilen SEM goriintiilerinden goriildiigii iizere hi¢gbir mikroignede kirilma
goriilmemistir. Ancak tiim mikroignelerde egilmeler goriilmektedir. Egilmeye bagh
olarak en fazla uzunluk azalmasi goriilen mikroigne %]1,5 a/h sodyum hyaluronat ile
tiretilen mikroigne olmustur. En az uzunluk azalmasi goriillen mikroigne %35 a/h
sodyum hyaluronat ile iiretilen mikroigne olmustur. Ancak nihai formiilasyonun
se¢imi i¢in tim mikroigne formiilasyonlarindaki uzunluk azalmasi Olgiilmis ve

grafige gecirilip degerlendirilmistir.

3.2.5. Mikroignelerdeki Uzunluk Degisimi Sonuclar:

Kuvvet uygulamasindan 6nce ve sonra elde edilen mikroigne uzunluklarina ait

veriler Sekil 3.35’te gosterilmistir.
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® Kuvvet uygulamasi sonrasindaki uzunluk

# Uzunluk azalmasi

Sekil 3.35. Mikroignelerdeki uzunluk degisimi sonuglari. 1. 7. Mikroigne, 2. 8. mikroigne,
3. 9. mikroigne.

Elde edilen sonuglara gore kuvvet uygulamasi sonrasinda mikroigne
uzunlugunda en fazla degisim 1. formiilde, %1,5 a/h sodyum hyaluronat ile {iretilen
mikroigne, goriilmiistiir. En az degisiklik ise 3. formiilde, %5 a/h sodyum hyaluronat
ile iiretilen mikroigne, goriilmiistir. Ug¢ mikroigne formiilasyonu arasinda en
dayanikli olan formiil 3. formiil olarak bulunmustur. Nihai formiilasyon olarak %5

a/h sodyum hyaluronat i¢eren formiil se¢ilmistir.
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4. TARTISMA

Bir alt birim ag1 tasariminda, uygun antijen birincil faktordiir. Model antijen
ovalbumin genellikle tasiyici1 vektorlerin ve adjuvanlarin etkinligini dogrulamak igin
alt birim as1 c¢aligmalarinda kullanilir (Hou ve ark.,, 2023). Bu nedenle tez
calismasinda gelistirilen alt birim as1 formiilasyonunda model protein olarak

ovalbumin secilmistir.

Model protein, ovalbumin ile hazirlanan formiilasyon ¢alismalarinin sonunda
secilecek formiiliin mikroigneye yiiklemek i¢in uygun o6zellikte olmasi géz Oniinde

bulundurularak ¢alismalar yiiriitilmiistiir.

Nanopartikiil {iretiminde solvent evaporasyon yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde, globiillerin emiilsifikasyonu ve stabilizasyonu iki onemli faktordiir
(Sharma et al., 2016). Genel olarak, arastirmacilar nanopartikiillerin
stabilizasyonunda bir yiizey aktif madde kullanirlar. Sodyum kolat (SC), hidrofobik
bir steroid cekirdege ve hidrofilik parcalara sahip bir tiir safra tuzudur. Safra
asitlerinin hidrofobik ¢ekirdegi, enkapsiilasyonu artiric1 bir faktordiir (Esim et al.,
2020).

Mikroignelerin cildi basarilt bir sekilde delmesi antijenin viicuda verilmesini
saglamas1 gerekir. Ancak bunu bagarmak her zaman miimkiin degildir. Asinin etkili
olabilmesi i¢in belli bir esik doz degerinde kan dolagiminda bulunmasi gerekir. Bu
saglanamadig takdirde etkin bir bagisiklik yaniti elde edilemez (Avcil & Celik,
2021).

Literatiirde RBD ile iiretilen nanopartikiiliin immiinojenikligini test etmek i¢in
Rhesus makaklarina 25 pg RBD antijeni verilerek degerlendirme yapilmistir
(Arunachalam ve ark., 2021).
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Formiilasyon c¢aligmalarinda bu risk g6z Oniinde bulundurularak
nanopartikiillere yiiklenecek antijen miktart belirlenmistir.  Model protein ile
oncelikle 50 pg ve 100 pg ile nanopartikiil tretilmistir. Cizelge 3.3’de verilen
sonuglara gore enkapsiilasyon etkinligi 50 ug ovalbumin kullanilan formiilasyonda

daha yiiksek bulunmustur.

Esim ve ark., ve Fievez ve ark., tarafindan yapilan ¢alismalarda %0,3 sodyum
kolat kullanim1 sonucu enkapsiilasyon etkinligi daha yiiksek ve partikiil boyutu daha
kiigtik nanopartikiiller elde edilmistir. Tez kapsaminda elde edilen bulgular bu

sonuglarla uyumludur. (Esim et al., 2020; Fievez et al., 2009)

Nanopartikiil liretim c¢alismalarinda sonikasyon giicii, i¢ ve dis faz % a/h
oranlart ve miktarlari, sonikasyon siiresi parametreleri degistirilmistir. Sadece
enkapsiilasyon etkinligi degil aym1 zaman partikiil biiyiikligt verileri de dikkate

alinarak nihai formiilasyon secilmistir.

Bolim 3.1.3.1°de elde edilen sonuglar degerlendirildiginde nanopartikiil
formiilasyonundan antijenin 24 saat i¢inde bir burst salim gosterdigi daha sonrasinda
ise salimin platoya ulastigi goriilmiistiir. 24 saatten sonra ise kontrollii salim
gerceklestigi goriilmiistiir. Yuan Gao ve ark., tarafindan gelistirilen nanopartikiil
formiilasyonu ile tez ¢aligmasi sirasinda yapilan in vitro salim ¢alismasina benzer bir
profil elde edilmistir (Gao ve ark., 2022). Ayrica Chen ve ark., tarafindan tiretilmis
olan ovalbumin yiiklii PLGA nanopartikiilleri ile yapilan in vitro salim tayininde
benzer profil elde edilmistir (Chen ve ark., 2020). Bu sonuglara ek olarak Algahtani
ve ark., tarafindan iiretilen ovalbumin ytiklii lipid nanopartikiiller ile yapilan in vitro
salim c¢aligmasi sonuglar da elde edilen profille benzerlik gostermektedir (Algahtani
ve ark., 2020).

Literatiirde yapilan c¢aligmalarda bu profil benzerliginin elde edilmesi
onemlidir. Ciinkii yukarida bahsedilen literatiirlerde bulunan nanopartikiil
formiilasyonlar1 kullanilan iiretim yontemiyle paralel olan ¢ift emiilsiyon yontemiyle

hazirlanmustir.
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Boliim 3.1.3.2°de elde edilen sonuglara gére RBD antijeni ile yapilan in vitro
salim c¢alismalar1 ovalbumin ile yapilan in vitro salim ¢alismalarina paralel sonug

gostermisti.

Yapilan kinetik hesaplamalari sonucunda elde edilen kinetik modelin birinci

derece kinetige uyum saglamasi salimin uzatilmis salim oldugunu gostermektedir.

Korsmeyer-Peppas modeline gore yapilan kinetik hesaplama sonucunda n
degeri 0,232 olarak bulunmustur. Bu deger 0,45’ten kiigiik oldugu icin salim
difiizyonla gergeklesmektedir.

Yukarida bahsedilen ii¢ kinetige de uyum goriilmesine karsin en yiliksek uyum
Weibull kinetiginde goriilmiistiir. Weibull kinetiginin hesaplanmasi sonucunda
degeri olarak 0,371 bulunmustur. Bulunan bu deger B < 1 oldugu i¢in baslangicta
etken madde salimi1 hizli olarak gergeklesmis daha sonrasinda birinci derece kinetik
ile uyumlu hizda platoya ulasmistir. Bu durum elde edilen salim grafiginde de

gorilmektedir.

Etken madde ¢ikisinin baglangigta hizli olmasi giiglii bir bagisiklik yanitinin
elde edilmesine ve daha sonrasinda da uzatilmis salim ile bu yanitin uzun siireli
devam etmesine katki saglamaktadir. Bu acidan hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonunun amagladigimiz hedefe uygun oldugu goriilmektedir.

Yapisal biitlinliik tespitt i¢cin SDS-PAGE analizi yiritilmistiir. Belli
konsantrasyonlardaki ovalbumin ¢ozeltisi ve formiilasyonlardan elde edilen salim
numuneleri jele uygulanmis ve goriintlisii degerlendirilmistir. Konsantrasyonlarin
cok diisiik olmasi nedeniyle nanopartikiillerden elde edilen salim numunelerine ait
bantlar belirgin sekilde elde edilememistir; ancak biitiin bantlarin ayni sekilde
stiriiklendigi anlasilmaktadir. Belli konsantrasyonlardaki ovalbumin c¢ozeltisi ve

formiilasyonlardan elde edilen salim numunelerine ait bantlarin ayni seviyede
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olmasi, ovalbuminin yapisal biitiinliiglinii korudugunu ve iiretim basamaklarindan

etkilenmedigini gostermektedir.

Model protein i¢in yiiriitilen SDS-PAGE analizinin aynis1 RBD antijeni ile
iretilen nanopartikiiller i¢in de yapilmistir. Belli konsantrasyonlardaki RBD ¢ozeltisi
ve nanopartikiillerden elde edilen salim numuneleri jele uygulanmis ve goriintiisii
degerlendirilmistir. Jele ayrica bos nanopartikiil ve bos nanopartikiil salim numunesi
de  uygulanmistir.  Konsantrasyonlarn  ¢ok  diisik  olmasi  nedeniyle
nanopartikiillerden elde edilen salim numunelerine ait bantlar belirgin sekilde elde
edilememistir; ancak biitlin bantlarin ayni sekilde siiriiklendigi anlasilmaktadir.
Ayrica bog nanopartikiiliin uygulandig1 kuyucukta bir kirlilik olmadig1 goriilmiistiir.
Bu veriden hareketle jelde goriilen bantlarin sadece RBD antijenine ait oldugu
goriilmistiir. Belli konsantrasyonlardaki RBD ¢ozeltisi ve formiilasyonlardan elde
edilen salim numunelerine ait bantlarin ayni seviyede olmasi, RBD antijeninin
yapisal biitliinliigiinii  korudugunu ve iiretim basamaklarindan etkilenmedigini

gostermektedir.

Kullanilan RBD kaynagina ait literatiirde de goriildiigli iizere jelde goriilen

bantlar 25 kDa molekiil agirligina sahip RBD’ye aittir (Kalyoncu ve ark., 2023).

Bolim 2.3.7°de belirtildigi sekilde gergeklestirilen stabilite calismalari
sonucunda 90 giinlin sonunda nanopartikiillerin partikiil buytkligiiniin 200 nm
altinda oldugu goriilmistiir. Literatiirde bulunan bilgiden hareketle 90 giin sonunda
nanopartikiillerin antijen sunan hiicreler tarafindan etkili bir sekilde alinabilecegini
gostermektedir (Dong et al., 2021). Zeta potansiyel ve PDI verilerindeki degisime
bakilarak nanopartikiillerin 90 giin boyunca +4°C’de stabil oldugunu

sOylenebilmektedir.

Bolim 2.3.7°de belirtildigi sekilde gerceklestirilen stabilite calismalari
sonucunda 90 gilinin sonunda nanopartikiillerin partikiil biiyiikligiiniin giderek
arttig1 goriilmiistir. -20°C’de donan nanopartikiillerin agregatlar olusturdugu bu

nedenle partikiil biiytikliigiiniin arttig1 diisiiniilmektedir (Bhatnagar et al., 2007).
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-20°C’de nanopartikiillerin partikiil bliyiikligii verilerine gére 3 ay sonunda
stabilitelerinde azalma goriilmiistiir. Zeta potansiyel ve PDI verilerinde ise partikiil

bliytikligl verilerine kiyasla ¢ok fazla degisim goriillmemistir.

Bolim 2.3.7°de belirtildigi sekilde gergeklestirilen stabilite caligmalar
sonucunda 90 giiniin sonunda -20°C’de trehaloz ilavesinin partikiillerin agregat
olusturarak partikiil blylikligliniin artmasini engelledigi goriilmiistiir. 90 giiniin
sonunda nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigli yaklasik olarak 200 nm bulunmustur.
Bu da as1 formiilasyonunun antijen sunan hiicreler tarafindan etkili bir sekilde
alinabilecegini gostermektedir. Zeta potansiyel ve PDI verilerinde de partikiil

biiyiikliigii verilerine benzer sonuglar elde edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore a1 formiilasyonun +4°C’de ve -20°C’de trehaloz
eklenmis halinin 90 giin siireyle stabil oldugu bulunmustur. Ancak protein
yapisindaki degisimin ve bu siire boyunca asmin etkinliginin tayini i¢in ileri

karakterizasyon ¢aligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

DSC analizi sonuglari1 Bolim 2.3.8’de anlatilan sartlar altinda yapilan

caligmalarla elde edilmistir.

Oncelikle, ovalbumine ait termogramda erime sicaklifinda 78,94°C’de
endotermik pik goriilmektedir. 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 dogrulanmistir (Li ve ark., 2018). Formiilasyonlarin
termogramlari incelendiginde ovalbumin igeren formiilasyon igin ovalbumine ait pik
kaybolmustur ve sadece polimere ait pikler goriilmektedir. Ayni sekilde bos

nanopartikiilde de sadece polimere ait pikler goriilmektedir.

Bu sonu¢ nanopartikiil yapisinda bulunan maddelerin homojen bir sekilde

polimer ile nanopartikiil yapist i¢ine enkapsiile oldugunu gostermektedir.

108



Nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerini incelemek amaciyla TEM analizleri
gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerin TEM goriintiileri incelendiginde kiiresel ve
yiizeyleri diizglin nanopartikiiller elde edildigi gozlenmektedir. Ayrica formiillerde
TEM ile gozlenen partikiil boyutunun foton korelasyon spektroskopisi yontemi ile
Olgiilen ortalama partikiil boyutundan daha kiigiik oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi
ise analiz sirasinda nanopartikiillere kurutma isleminin yapilmasi nedeniyle
partikiillerin  boyutunun kiigilmesidir. Elde edilen goriintillerdeki diizgiin
morfolojideki partikiillere dayanarak basarili bir sekilde nanopartikiil formiilasyonu

hazirlandigini séylememiz miimkiindiir.

Bolim 3.1.8.1°de verilen sonucglar degerlendirildiginde L1929 hiicrelerine
uygulanan RBD’nin formiilasyonda kullanilan konsantrasyonu olan 50 ug miktarinda
herhangi bir sitotoksisite gozlenmemistir. 1 mg’lik yiiksek bir konsantrasyonda bile

hiicre canlilig1 incelendiginde polimerin sitotoksisite olusturmadigi goriilmiistiir.

Ancak bos NP ve RBD yiiklii NP’lerde ise 24.saatin sonunda 20 mg/ml
nanopartikiil konsantrasyonunda ve 72.saatte 10 mg/ml ve 20 mg/ml nanopartikiil
konsantrasyonlarinda sitotoksisite gozlenmistir. Bunun sebebinin yiiksek miktarda
nanopartikiil konsantrasyonunun hiicre lizerinde bir kiitle artisina sebep olup hiicre

canliliginda azalmaya yol agmis olabilecegi diisiintilmektedir.

Boliim 3.1.8.1°de elde edilen sonuglara gore sitotoksik etki gostermeyen
nanopartikiil konsatrasyonu nitrik oksit tayininde kullanilmistir. RBD-NP i¢in toksik
etki gostermeyen en yiiksek konsantrasyon olan 4 mg/ml konsantrasyonu

kullanilmistir.

Boliim 3.1.8.2°de verilen sonuglara bakildiginda hem bog NP hem de RBD-NP
ornekleriyle yapilan NO tayini sonug¢larindan hareketle 72 saatlik inkiibasyon sonrasi
RBD-NP'lere maruz kalan gruplardaki nitrik oksit seviyelerinin RBD proteinine
maruz kalan gruplara oldukc¢a yakin olduklar1 gériilmiistiir. 24 saatlik siire icerisinde
RBD-NP’lerin RBD proteinine gore daha diisik immiinostimiilan 6zellik

gostermelerine ragmen, 72 saatin sonunda yakin sonuglarin elde edilmesi, zamanla
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nanopartikiiler sistemlerin daha fazla miktarda RBD proteini salimina imkan
sagladigi seklinde yorumlanmistir. Bolim 3.1.4.2°de verilen in vitro salim c¢aligmast
sonuglar1 da nanopartikiiler sistemin 72. saatin sonunda daha fazla RBD agiga
cikmasina izin verdigini gdstermektedir. In vitro salim ¢alismasi sonuglari NO tayini
sonuglari ile uyum gostermektedir. Sonu¢ olarak RBD NP’lerin non-toksik
konsantrasyonlarinin J774 makrofaj hiicreleri lizerinde kayda deger bir diizeyde
immiinostimiilan aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Bu da gelistirilen as1

formiilasyonunun immiin yanit olusturabilecegini gostermektedir.

Polisiloksan Kit ile olusturulan mikroigne kalibina ¢esitli konsantrasyonlarda
polimer ¢ozeltileri uygulanmistir. Kullanilan polimerler literatiirde ¢dziinen

mikroigne tiretiminde siklikla kullanilan polimerlerden segilmistir (Mbituyimana et
al., 2022).

Mikroigneler kaliptan ¢ikarildiginda sertlik ve goriiniis acisindan en iyi sonug
PVA, PVP ve sodyum hyaluronat polimerleri ile elde edilmistir. Bu nedenle ileriki
calismalara bu polimerler ile devam edilmistir. Yapilan bu ¢alisma PDMS kalip ile
tiretilmesi planlanan mikroigne formiilasyonlar1 i¢in Onformiilasyon ¢alismasi

olmustur.

Boliim 2.4.1°de belirtilen ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler 1s18inda
PDMS kalip ile mikroigneler iiretilmistir. COziinen mikroignelerin iiretimi i¢in
kullanilan en yaygin tiretim yontemi, polidimetilsiloksan (PDMS) kalib1 kullanilarak
yapilan mikro kaliplamadir. PDMS, mikroigneleri ana yapiya gore dogru bir sekilde
tiretmek i¢in kullanilabilen esnek bir hidrofobik malzemedir. Bu yontem, ¢ok az ek
ekipman gerektirmesi nedeniyle laboratuvar boyutundaki ¢alismalar i¢in uygundur.
Ayrica, yiiksek sicaklik veya organik ¢oziicii gibi zorlu kosullar igermemesi
nedeniyle biyofarmasdtiklere veya antijenlere uygulanabilen bir yontemdir (Kang et
al., 2021). Bu avantajlar1 nedeniyle tercih edilen bu yontem sonucunda PDMS kalip
ile tiretilen mikroignelerin polisiloksan kit ile olusturulan kaliba gore goriiniis olarak
cok daha muntazam oldugu goriilmiistir. Optik ve taramali elektron mikroskobu

goriintiileri ile tekstiir analizi sonuglart da bu sonuglar1 desteklemektedir.
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Boliim 2.4.3°te belirtilen sekilde optik mikroskop analizi gergeklestirilmistir.
Elde edilen sonuglarda diizgiin morfolojiye sahip mikroignelerin elde edildigi
goriilmiistiir. Bu da mikro kaliplama metodunda kullanilan formiilasyonun diizgiin

bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir.

Boliim 2.4.4’te anlatilan sekilde tekstiir analizi yapilmistir.

Analizler oncelikle 5 kg’lik yiikk hiicresi bulunan tekstiir analiz cihaziyla
yaptlmistir. Tim mikroignelerde cihaz asir1  yiikkleme uyarisi vermis ve
mikroignelerin kirildigina dair bir pik elde edilememistir. Mikroignelerin uygulanan
65 N kuvvete dayanikli oldugu goriilmiistiir. Daha sonra 30 kg’lik yiik hiicresine
sahip tekstiir analiz cihazi ile analiz tekrar yapilmistir. Ancak yine mikroignelere ait
bir kirilma piki goriilmemistir. Mikroignelerin 375 N kuvvete de dayanikli oldugu
goriilmistiir. Tekstiir cihazi ile kuvvet uygulanmasindan sonra mikroigneler optik

mikroskopta incelenmis ve ignelerin kirllmadigr ancak egildigi goriilmistiir.

Tek bir mikroigne dizisideki ignenin cildi delmesi i¢in gereken minimum
kuvvet 0,058 N'dir ve bunun iizerindeki kuvvet, mikroignelerin cildi delme
kabiliyetini gostermektedir (Younas ve ark., 2023). Tekstiir analizi sonucu elde
edilen deger ise her bir mikroigne dizisindeki tek bir igne i¢in 0,29 N olarak
bulunmustur. Elde edilen deger literatiirde belirtilen degerin ¢ok tizerindedir. Bu da

mikroignelerin yeterince dayanikli oldugunu gostermektedir.

Mikroigneler klinik caligmalarda bagparmak ile basing uygulanarak cilde
uygulanmistir. Literatiirde bu uygulamayi taklit edecek ortalama kuvvet degeri 32 N

olarak bulunmustur (Larrafieta ve ark., 2014).

Mikroignelerin 65 N ve 325 N kuvvet uygulamasina ragmen kirilmadig: elde
edilen kuvvet-yer degistirme grafiklerinden goriilmektedir. Uretilen mikroignelerin

cildi delebilme yetenegine ve yeterli dayaniklilia sahip oldugu goriilmektedir.
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Bolim 2.4.5‘te anlatildigi gibi Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
goriintilleme yapilmistir. Elde edilen goriintiiler sonucunda mikroignelerin diizgiin
morfolojide olustugu gorilmiistiir. Mikroignelerin u¢ kisimlarinin sivri oldugu ve
desikatorde saklama sirasinda uglarinin egilmedigi goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar

optik mikroskobi sonuglariyla tutarlilik gostermektedir.

Bolim 2.4.4’te anlatildig: sekilde tekstiir analiz cihaziyla mikroignelere kuvvet
uygulanmis ve uygulama sonrast mikroignelerin morofolojilerindeki degisim
goriilmiistiir. Mikroignelerin higbirinde kirilma goézlenmemis tiim mikroigneler
egilmigtir. Boliim 3.2.3’de goriildigl iizere tim mikroignelerin cildi delebilecek
yeterli kuvvete sahip oldugu gorilmiistiir. Ancak mikroignelerin mekanik
dayanikliligini tespit edebilmek icin literatiirde de belirtildigi gibi tekstiir analizi tek
basma yeterli degildir. Kuvvet uygulamasindan sonra mikroigne boyutlarindaki
degisimin mikroskop ile incelenmesi gerekmektedir (Zhang ve ark., 2021). Bu
nedenle mekanik dayaniklilik icin tekstiir analizinin yani sira Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ile de kuvvet uygulamasi oncesi ve sonrasinda mikroigneler

incelenmistir.

Tekstiir analizi sonucunda PVA ve sodyum hyaluronat ile hazirlanan tiim
mikroigne formiilasyonlarinin hepsinin cildi delebilme kabiliyetine sahip oldugu
goriilmiistiir. Ancak ciltte dogal olarak bulunmasi sebebiyle mikroigne
formiilasyonuna ¢esitli konsantrasyonda sodyum hyaluronat ile devam edilmeye

karar verilmistir (Zhang ve ark., 2021).

Mikroignelere kuvvet uygulamasindan once ve sonra Taramali Mikroskop
Analizi (SEM) sonuglar1 birbiri ile karsilastirildiginda en fazla uzunluk degisiminin
7. Mikroignede daha sonra 8. Mikroignede ve digerleriyle karsilastirildginda en az
miktarda 9. Mikroignede oldugu goriilmektedir. Bonfante ve ark., yaptigi ¢alismada
da bulundugu iizere sodyum hyaluronat konsantrasyonu arttikca mikroignenin
mekanik dayanikliligi artmaktadir (Bonfante et al., 2020) Elde ettigimiz sonuglar

literatiirde verilen veriler ile uyumludur.
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Tekstiir cihazi ile kuvvet uygulamasinin ardindan yapilan SEM analizi
sonucunda elde edilen goriintiilerindeki egilme miktarlart ile uzunluk degisimleri
paralellik gostermektedir. Ramadon ve ark., tarafindan yapildig1 sekilde tekstiir
analizi cihaziyla kuvvet uygulanmis ve daha sonrasinda mikroignelerdeki uzunluk

degisimi taramali1 elektron mikroskobu ile incelenmistir (Ramadon et al., 2023).

Bolim 3.2.5’te belirtilen sonuglar degerlendirildiginde en az wuzunluk
degisiminin 9.mikroignede oldugu gorilmiistir. Bu nedenle nihai mikroigne

formiilasyonu olarak %5 a/h sodyum hyaluronat ile iiretilen mikroigne se¢ilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

COVID-19’a kars1 prototip mikroigne as1 formiilasyonlarinin gelistirilmesine

yonelik yapilan bu tez ¢alismasinda su sonuglar elde edilmistir:

» As1 gelistirmek i¢in hayvan deneylerinde etkinligi kanitlanmis RBD ile daha
once ¢alisilmamis bir nanopartikiil formiilasyonu hazirlanmis ve antijenin

formiilasyona etkin bir sekilde yiiklendigi goriilmiistiir.

» Nanopartikiillerin ~ hazirlanmasinda  solvent  evaporasyon  yontemi
kullanilmigtir.  Bir¢ok formiilasyon parametresi karsilastirilmis  ve
enkapsiilasyon etkinliginin yiiksek ve boyutu 200 nm’nin altinda olan

formiiller iiretilmistir.

» +4 °C ve -20 °C’de yapilan stabilite caligmalar1 sonucunda 3 ay siireyle

nanopartikiil formiilasyonlariin stabilitelerini korudugu bulunmustur.

» RBD’nin iiretim asamalarindan ne Olglide etkilendigini gorebilmek igin
yapilan SDS-PAGE calismalar1 yapilmis ve RBD’nin iiretim yonteminden

etkilenmedigi goriilmiistiir.

» Formiilasyonlarin karakterizasyon c¢alismalarinda NP 11 formiili nihai

formtil olarak secilmistir.

» Yapilan MTT Analizi sonucunda toksik olmayan konsantrasyonlar
belirlenmis ve NO tayininde bu konsantrasyon iizerinden ilerlenmistir. NO
tayini sonucunda iiretilen formiilasyonlarin NO iretimini artirdifi ve

bagisiklik yanit1 olusturdugu goriilmiistiir.
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» Mikroigne tipi olarak ¢oziinen mikroignelerin {iretilmesi uygun
goriilmiistiir. Coziinen mikroigne iretimi i¢in mikro kaliplama ydntemi

kullanilmastir.

» Mikroignelerin 6n formiilasyonunda polisiloksan ve aktivatér karisimi ve
dermapen ignesi kullanilarak kalip olusturulmustur. Bu kalip ile ¢esitli
polimerler kullanilarak mikroigne iiretimi yapilmistir. Kaliptan ¢ikma ile
sertlik 6zelliklerine gore PVA, PVP ve sodyum hyaluronat polimerleri ile

ilerlenmesine karar verilmistir.

» PVA ve sodyum hyaluronat ile PDMS kalip ile tiretim yapilmistir.

» Her iki polimer ile de istenen sertlik ve morfolojide mikroigneler elde
edilmistir. Ancak cilt dokusunda hali hazirda bulunmas1 sebebiyle sodyum

hyaluronat mikroigne iiretimi i¢in se¢ilmistir.

» Hazirlanan nanopartikiil ve mikroigne formiilasyonlar1 {izerinde yapilan in
vitro karakterizasyon galismalar1 sonucunda hedeflenen basarili sonuglar

elde edilmistir.

» Sonuglarimiz nanopartikiil formiilasyonlarina antijenin uygun sekilde
yiiklendigini ve mikroignelerin de cildi delebilecek yeterli mukavemete ve
morfolojiye sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen bu sonuglar

sonrasinda in vivo ¢aligsmalarin yapilmasi planlanmaktadir.
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OZET

COVID-19’a Kars1 Prototip Mikroigne As1 Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi ve
Degerlendirilmesi

COVID-19 enfeksiyonu ve buna bagli olarak gelisen rahatsizliklar hem hastayr hem de tiim
diinyay1r saglik, ekonomi, sosyal ve psikolojik agilardan etkilemektedir. Pandemi
baglangicindan bu yana yaklasik 7 milyon o6lim ve 800 milyon vaka goriilmiistiir. Bu
enfeksiyon i¢in toplumsal bagisikligin saglanmasi ¢ok onemlidir. Bu amagla pek cok ast
platformu gelistirilmistir. Ancak varyantlarin hizla mutasyona ugramasi ve yeni olusan
varyantlara kars1 gelistirilen asilarin etkisiz hale gelmesi ¢cok biiyiik bir risk olusturmaktadir.
Bu nedenle bu enfeksiyona karsi etkili as1 platformlarinin gelistirlmesine acilen ihtiyag
vardir.

Polimerik nanopartikiiller, asilarda antijenin viicutta degredasyonunu Onlemeye yardimci
olur ve bu sayede antijenin viicutta kalis siiresini uzatarak bagisiklik yanitinin daha uzun siire
olugmasini saglarlar. Ayrica tastyici olarak formiilasyonda kullanilmalarina ek olarak
adjuvan gorevi yaparak bagisik yanitin etkisini artirma yetenekleri vardir. Bu nedenle ilgi
cekici tastyict sistemdir.

Calismamizda polimerik nanopartikiiller FDA onayli PEG-b-PCL (polietilenglikol-blok-
poli(e-kaprolakton)) polimeri kullanilarak solvent evaporasyon yontemiyle liretilmistir.

Nanopartikill formiilasyonunda oncelikle model protein kullanilarak oOnformiilasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda i¢ ve dis faz %
konsantrasyonu ve miktari, sonikasyon siiresi ve giicii, karistirma siiresi gibi parametreler
degistirilerek formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi ve partikiil biiyikliigi 6zelliklerine
bakilarak uygun olan formiil secilmistir.

Daha sonra bu formille RBD antijeni yliklenerek aymi karakterizasyon ¢alismalari
yiiritilmistiir.

Mikroigneler ile as1 uygulamasi son donemlerde ilgi ¢ekici konulardan biri olmustur. Ciltte
bagisiklik hiicrelerinin yiiksek oranda bulunmasi, mikroignelerin yapisi geregi agrisiz
uygulamaya izin vermesi, kendi kendine uygulama imkéani sayesinde saglik personeline
duyulan ihtiyacin ortadan kalkmasi, soguk zincir uygulamasina ihtiyag duyulmamasi
sebebiyle bu ilgi giderek artmaktadir.

Uygulama sonrasi artik birakmamasi, uygulama sonrasi tekrar uygulamanin miimkiin
olmamasi1 ve bu sayede kontaminasyon riskini azaltmasi sebebiyle tez ¢alismasinda ¢6ziinen

mikroigne formiilasyonu gelistirilmistir.

Mikroigne formiilasyonu gelistirilirken uygun morfoloji ve sertlige sahip formiiller arasindan
en iyi sonug verenleri segilmis ve karakterizasyon galismalar1 yapilmistir.

Sonuglarimiz nanopartikiil formiilasyonlarina antijenin uygun sekilde yiiklendigini ve
mikroignelerin de cildi delebilecek yeterli mukavemete ve morfolojiye sahip oldugunu

gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Asi, COVID-19, Mikroigne, Nanopartikiil, SARS-CoV-2.
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SUMMARY

Development and Evaluation of Prototype Microneedle Vaccine Formulations Against
Covid-19

COVID-19 infection and related disorders affect both the patient and the whole world in
terms of health, economy, social and psychological aspects. Since the beginning of the
pandemic, there have been approximately 7 million deaths and 800 million cases. Ensuring
herd immunity is very important for this infection. Many vaccine platforms have been
developed for this purpose. However, the rapid mutation of variants and the ineffectiveness
of vaccines developed against newly formed variants pose a great risk. Therefore, there is an
urgent need to develop effective vaccine platforms against this infection.

Polymeric nanoparticles help prevent the degradation of the antigen in the body in vaccines,
thus prolonging the residence time of the antigen in the body and providing a longer immune
response. In addition to being used in the formulation as a carrier, they have the ability to
increase the effect of the immune response by acting as an adjuvant. Therefore, it is an
interesting carrier system.

In our study, polymeric nanoparticles were produced by solvent evaporation method using
FDA approved PEG-b-PCL (polyethyleneglycol-block-poly(e-caprolactone)) polymer.

In nanoparticle formulation, firstly, preformulation studies were carried out using model
protein. In the prepared nanoparticle formulations, parameters such as % concentration and
amount of inner and outer phase, sonication time and power, mixing time were changed and
the appropriate formula was selected by considering the encapsulation efficiency and particle
size properties of the formulations.

Then, the same characterization studies were carried out by loading the RBD antigen into
this formula.

Vaccine application with microneedles has been one of the interesting topics recently. This
interest is increasing due to the high rate of immune cells in the skin, the fact that
microneedles allow painless application due to their structure, the need for healthcare
personnel is eliminated thanks to the possibility of self-administration, and there is no need
for cold chain application.

A dissolving microneedle formulation was developed in the thesis study because it leaves no
residue after application, it is not possible to re-application after application, and thus
reduces the risk of contamination.

While developing the microneedle formulation, the best results were selected among the
formulas with suitable morphology and hardness, and characterization studies were carried
out.

Our results show that the nanoparticle formulations are properly loaded with antigen and that
the microneedles have sufficient strength and morphology to pierce the skin.

Key words: COVID-19, Microneedle, Nanoparticle, SARS-CoV-2, Vaccine.
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