T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SARS-CoV-2 ANTIJENIK PEPTIDI YUKLU
NANOPARTIKULLERIN URETIMI VE ASI UYGULAMASI AMAGCLI
BIYOLOJIK DEGERLENDIRMESI

Ramazan MADEN

YUKSEK LISANS TEZI
Biyomiihendislik Anabilim Dali

Biyomiihendislik Programi

Danisman
Prof. Dr. Serap DERMAN
Es Danisman

Dog¢ Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Temmuz, 2022



T.C.

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SARS-CoV-2 ANTIJENIK PEPTIDI YUKLU
NANOPARTIKULLERIN URETIMI VE ASI UYGULAMASI AMAGCLI
BIYOLOJIK DEGERLENDIRMESI

Ramazan MADEN tarafindan hazirlanan tez calismasi 27.07.2022 tarihinde

asagidaki jiiri tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomiihendislik Anabilim Dali, Biyomiihendislik Programi YUKSEK LISANS TEZi

olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. SeraP DERMAN
Yildiz Teknik Universitesi
Danisman

Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Serap DERMAN, Danisman

Yildiz Teknik Universitesi

Doc. Dr. Alper YILMAZ, Uye

Yildiz Teknik Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Sezen CANIM ATES, Uye

Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi

Dog. Dr. Sefik Emrah ABAMOR
Yildiz Teknik Universitesi
Es-Danisman







Danigsmanim Prof. Dr. Serap DERMAN sorumlulugunda tarafimca hazirlanan Asi
Uygulamas1 Amacli Antijenik Peptid Yiiklii Nanopartikiillerin Uretimi Ve Biyolojik
Degerlendirmesi baslikli calismada veri toplama ve veri kullaniminda gerekli yasal
izinleri aldigimi, diger kaynaklardan aldigim bilgileri ana metin ve referanslarda
eksiksiz gosterdigimi, arastirma verilerine ve sonuclarina iligskin ¢arpitma ve/veya
sahtecilik yapmadigimi, calismam siiresince bilimsel arastirma ve etik ilkelerine
uygun davrandigimi beyan ederim. Beyanimin aksinin ispati halinde her tiirlii

yasal sonucu kabul ederim.
Ramazan MADEN

Imza



Aileme

ve

Sevdiklerime



TESEKKUR

Hazirladigim bu tezde kiymetli yardimlarin1 benden esirgemeyen Tez Danismanin
sayin Prof. Dr. Serap DERMAN’a ve Tez Es Danismani Do¢. Dr. Sefik Emrah
ABAMOR’a,

Labaratuvar calismalarimda bana her zaman yardimci olan Lab-307 ve Lab-

306'nin kiymetli arastirmacilarina,

Tez yazimi boyunca benden maddi ve manevi yardimlarini hi¢c bir zaman

esirgemeyen kiymetli aileme,
Bana ve bu teze emegi gecmis herkese tesekkiir ediyorum.

Ramazan MADEN

iv



ICINDEKILER

SIMGE LISTESI viii

KISALTMA LISTESI ix

SEKIL LISTESI Xi

TABLO LISTESI Xiv

OZET XV

ABSTRACT xvii

1 GIRIS 1

1.1 LiteTatir OZETi.....cevveeeireeeriereeeeeeteeeeeeeteeteeeeteeseeeere et eeeeseeseeeseesenseseeseasenens 1

1.2 T@ZIN AINACL ..uuuiiiiieiiiiiiiiceee et eee ettt e e e e eeeettbbate e e e e eeeetttananaaeeeseeeeeennes 3

1.3 HIPOTEZ evuuneiiiiiee ettt e et e e ettt e e e eetaaee e s eeeaneeeeansnnneeeannnnnnnns 3

2 GENEL BILGILER 4

2.1 SARS-COV-2 ..uiiiiiiiiiiietieiiitee ettt ettt e s et e e s eenre e e s irae e e s e 4

2.1.1 SARS-CoV-2’ nin Yapisal ve Yapisal Olmayan Proteinleri............... 5

2.1.2 SARS-CoV-2 EpidemiyolojiSi....cceeerrrerrrrrrrrrriirriiieeiireeeeeeeeeeeeeeeeennnn 14

2.1.3 SARS-CoV-2'nin Genomik YapiSl.....ceeeeeerrererereeeeeeeerreeeseeeeeeeeeeeanns 17

2.1.4 Virustin Yasam Dongiisti ve PatOZenezi ........ccceeeeuuuuuunnunnnnnnnnnnnse. 18

2.1.5 SARS-CoV-2yi Teshis YONtemMIOri ..oeeveeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 22

2.2 Sars-Cov-2’ye Karsi Gelistirilmekte Olan Asilar.........ccccoeeeeviieiiieeeeeeennnn. 24
2.2.1 SARS-CoV-2ye Karsi Gelistirilen Asilar Ve Bu Asilarin Avantaj Ve

Dezavantajlart ......ccccceveviiiiiiiii, 25

2.2.2 NUKIeiK ASit ASIIATT ...uuuuiieiiieeeece e 26

2.2.3 Viral VeKtOr ASIIAT ......uuuuiiiiecc e 29

2.2.4 Protein Temelli ASIIAT .......ccceeeeiiiieiiiiiieeiec e 30

DS T \F=Y o) o T V1 11 (S SRR 32

2.3.1 Nanopartikiillerin Siniflandirilmasi.........ccccvveieieeeiiiinnniiiiiieeeennnn. 34

2.3.2 Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri.........ccccvvveeeeeeeiiinnniiinnneeeeen. 38

2.4

2.3.3 Nanopartikiil Karakterizasyonunda Kullanilan Baz1 Yontemler.... 44

Adjuvan STteMIETT ......ccevviiiiiiieee it e e 55
2.4.1 Ideal bir adjuvanin sahip olmasi gereken ézellikleri .................... 56
2.4.2 Adjuvanlarin as1 sistemlerinde sagladig1 bazi yararlar ................. 56
2.4.3 Adjuvanlarin potansiyel riSKIeri.......ccccoeeriiiiiiiiiieeiiiiiiiiiiieeeeee. 57
2.4.4 Adjuvanlarin siniflandirilmasi.......ccceeeeeeeeiiiiiiiieeeiiieneeeeeeen 57

A%



2.4.5 Tag1y1Cl SIStEMIET ......eutiiieiiiieiiiiiiiiteeee e e e e ettt e e e e e e eeeeeeeeeas 57

3 DENEYSEL CALISMALAR 60
3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler........ccooeeeeeeiiiiiiiieieeieeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeee e 60
3.2 Kullanilan Cihazlar.......ccoeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeceeeeeeeeee e 60
3.3 Deneysel YONTEIM ..uuuueeereeeeieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e ee e e e e s e ee s e e e e e s e s e e e seeeeeeeeenas 61

3.3.1 Cozeltilerin Hazirlanmast .....cceeeeeeeeeeeeeireeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 61
3.3.2 NO Tayini Icin Griess Reaktifi ve Standart Cozeltilerin
Hazirlanmast ....ooeeveiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62
3.3.3 LSPRWYFYY Peptid Dizisinin Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi
.................................................................................................... 62
3.3.4 Tekli Emilsiyon (O/W Coziicii Buharlastirma Teknigiyle Bos PLGA
Nanopartikiil SENtEZi........cuvvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 62
3.3.5 Tekli Emiilsiyon (O/W) Coziicii Buharlastirma Teknigiyle Peptid
Yiikli Nanopartikiil SENteZi..........uuuuuuruurrurunreninneneniinneeeeeeeennnnnnnnns 63
3.3.6 Boyut ve Zeta Potansiyeli OlcUmleri ..........ccocovvveeeeeeeieeereeneeneane. 65
3.3.7 Enkapsiilasyon Veriminin (EE) Hesaplanmasi............cccceeeeeennnnnn. 65
3.3.8 Reaksiyon Veriminin (RV) Hesaplanmasi .........cccceeeeeeeeeececnnnnnnnn. 66
3.3.9 Yiikleme Kapasitesinin (YK) Hesaplanmasi........cccccceeeeeeecennnnnnnnn. 66
3.3. 10 FT-IR OICUMICTI....cviiviieiieieeiceieeiceeeeeeeeeeeeee ettt enes 66
3.3.11 SEM ANQAZI ..eeeiieiiiiiiieiiiee ettt 66
3.3.12 In-vitro Salim GaliSmalari.......cceeeeeeeeeeriereieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
3.3.13 Biyouyumluluk TeSti....ccceeirerriiiiiiiiieeeeieieieeieieeeeee e 68
3.3.14 Peptid ve NP2'nin NO ve Sitokin Uretme Etkinliklerinin /n Vitro
TAYITI e eeeeeeiiiieee et e e ettt e e e e et s 69

4 DENEYSEL SONUCLAR 72

4.1 Peptid Kalibrasyon EZIiSi......cccceeeeirumueiieeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiieieeeeee e 72

4.2 Tekli Emiilsiyon Coziicii Buharlastirma Teknigiyle Sentezlenen Bos ve
Peptid Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonu.........ccccceeeeeevuueveneeeenn. 73

4.2.1 Birinci Deney Tasarimindaki Bos Nanopartikiillerin Boyut ve Zeta
Potansiyel ANAlIZi ......cceevveereiieeiiieieeiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesraeeeee 73

4.2.2 Birinci Deney Tasarimindaki NPO’in Reaksiyon Verimi Sonucu.... 74

4.2.3 Birinci Deney Tasarimindaki Peptid Yiiklii Nanopartikiil’lerin Boyut
ve Zeta Potansiyeli Analizi........ccccuuuvuieieeiiiiiiiiiiiiiiieee e, 74

4.2.4 Birinci Deney Tasarimindaki Peptid Yiiklii Nanopartikiillerinin
Reaksiyon Verimi, Enkapsiilasyon Verimi ve Ilag¢ Yiikleme
KAPASIEEST «eeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiiieee e e e e eeeetttire e e e e e e eeeeeeaaaaseeeeeeeeeenes 79



4.2.5 Ikinci Deney Tasarimindaki Bos Nanopartikiillerin Boyut ve Zeta

Potansiyel ANAlIZi .....cceeeeeeeiiiiiiiiieieiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 80
4.2.6 Ikinci Deney Tasarimindaki NPO'in Reaksiyon Verimi.................. 82
4.2.7 Ikinci Deney Tasarimindaki Peptid Yiiklii Nanopartikiillerin Boyut
ve Zeta Potansiyel ANaliZi.........ccoouuuuuieeeeiiiiiiiiiiiiceee e, 82
4.2.8 Ikinci Deney Tasarimindaki NP2 ve NP4’lin Reaksiyon Verimi,
Enkapsiilasyon Verimi ve Ila¢ Yiikleme Kapasitesi ..........cccceeeeee... 85
4.2.9 NPO, Peptid Ve Peptid Yiiklii NP2'nin FT-IR Analizleri................. 86
4.2.10 NP2'nin SEM ANaliZi.....cceeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeieeeieeeeeee e 88
4.2.11 NP2'nin In-Vitro Salim Galismalart ..............cceeveverevereeeereeerenennen. 90
4.2.12 Peptid ve NP2'nin MTT Ile Tayin Edilen Sitotoksisite Sonuclari... 90
4.2.13 Peptid ve NP2nin NO Sonuclart ........cceeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 91
4.2.14 Peptid ve NP2'nin IFN-y, IL-10, IL-12 Sitokin Seviyesi Sonuclari.. 92
SONUG VE ONERILER 96
KAYNAKCA 99
TEZDEN URETILMIS YAYINLAR 134

vii



SIMGE LiSTESI

f(ka)
kb
kDa
ml
Ma
mV
um
uM

nm

nmol

Absorbans
Boltzman Sabiti
Cikan Isin Siddeti
Coziicii Vizkozitesi
Dakika

Derece Santigrat
Dalga Sayisi
Difiizyon Katsayisi
Elektroforetik Hareketlilik
Epsilon

Gegirgenlik

Giren Isin Siddeti
Gram

Hidrojen Giicii
Hidrodinamik Yaricap
Henry Fonksiyonu
Kilobayt

KiloDalton

Mililitre

Molekiil Agirlig
Milivolt

Mikrometre
Mikromolar
Nanometre

Pi

Sigma

Temel Ureme Sayisi
Salim Ortami1 Hacmi
Zeta Potansiyeli
Pikogram

Nanomol

viii



KISALTMA LISTESI

ACE2
Ang
ARDS
aa
AT2
APC
CTD
DMV
DLS

ELS
ERGIC
FT-IR
HR
IFP
IFN

IL

IR
LKR
MTT

MERS

NTD
NO

NP
NPO
NSP
ORF1la
ORF1b
PDI

Anjiyotensin Dontustlriici Enzim
Anjiyotensin

Akut Solunum Sikintis1 Sendromu
Aminoasit

Alveolar Epitel Tip 2

Antijen Sunan Hiicreler
C-terminal Bolgesi

Cift Membranli Vezikiiller
Dinamik Isik Sacilmasi Teknigi
Zarf Proteini

Elektroforetik 1s1k sacilmasi
Endoplazmik Retikulum Golgi Ara Bolmesinde
Fourier Transform Kizilotesi Spektroskopisi
Tekrarlayan Heptat Bolgesi

Ic Fiizyon Peptidi

Interferon

Interlokin

Kizil6tesi Radyasyon

Baglayic1 Bolge
3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir
Membran Protein

Orta Dogu Solunum Sendromu
Niikleokapsid Protein

N-terminal Bolgesi

Nitrik Oksit

Peptid Yiiklii Nanopartikiil

Bos Nanopartikiil

Yapisal Olmayan Protein

Acik Okuma Cercevesi 1

Acik Okuma Cercevesi 2
Polidispersite Indeksi

ix



PLGA
PCR
RBD

RTC

RNP

S

SP
SARS-CoV-2
SARS-CoV
SEM
TMPRSS2
USFDA
UTR
UV-Vis
VLP

Poly Laktik-Ko-Glikolik Asit

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Reseptor Baglanma Bolgesi

Renin-Anjiyotensin Sistemi
Replikasyon/Transkripsiyon Kompleks
Riboniikleoprotein

Diken Proteini

Sinyal Peptid Bolgesi

Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviriis 2
Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviriisti
Taramal1 Elektron Mikroskopu

Transmembran proteaz serin 2
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilac Dairesi

Translate Edilmemis Bolge

Ultraviyole Gortintir Isik

Viriis Benzeri Parcaciklar



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1 SARS-CoV-2nin yapisal proteinleri. Niikleokapsid Proteini (N),
Membran Proteini (M), Zarf Proteini (E), Diken Protein (S) ve

Genetik materyal olarak RNA [29] ...cooiiiiiiiiiiiieee e, 5
Sekil 2.2 SARS-Cov-2 S protein yapisi[37]....cceeeeiieeriiiiiiiiiieieieeeeiiieeeeeee e 6
Sekil 2.3 SARS-CoV-2 ile Konake1 Hiicre Reseptorii ACE2 arasinda varsayilan

molekiiler arasi etkilesimler [44] ....ccoeeeveeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 8

Sekil 2.4 SARS-CoV-2 Eproteini. E protein monomeri, bir iyon kanali olarak
islev goren bir oligomer halinde diizenlenir [56]........cccccccerriernnnnnneee. 9

Sekil 2.5 SARS-CoV-2 Niikleokapsid Protein Yapisal Organizasyonu [68] ....... 11
Sekil 2.6 SARS-CoV-2'nin tahmini bulasma yollari[97]......ccccceveviiiiiriiiieeennnnn. 16

Sekil 2.7 SARS-CoV-2'nin genom organizasyonu. ORFla ve ORF1b, 16 yapisal
olmayan proteini kodlar (nsp1-16). Yapisal genler, S, E, M ve N dahil
olmak tiizere dort yapisal proteini kodlar [108].........cccccceeereiiinnnnneee. 18

Sekil 2.8 SARS-CoV-2'nin viral yasam dongiisti. RTC: Replikaz-transkriptaz
kompleksi. ER: Endoplazmik retikulum. ERGIC: ER-Golgi ara bolmesi

FL17] A0 A A 21
Sekil 2.9 RNA as1 teknolojisi [150] .ccceeeuriieiiriiiiieeieiiieee et 28
Sekil 2.10 PLGA'nin monomerleri [209] ........uviiiiieeriiiiiriiiiiiieeeeeeeeeeiiireeeeee e 37

Sekil 2.11 Nanopresipitasyon yontemi kullanilarak polimerik nanopartikiillerin
hazirlanmast [221] coueeeeneeie ettt et e e et e e e eeeenneeannas 39

Sekil 2.12 Nanopartikiillerin Tuzsuzlastirma Yontemi ile hazirlanmasi [226]....40
Sekil 2.13 Siiperkritik akiskan teknolojisi sematik gosterimi [230].................... 41

Sekil 2.14 Tekli emiilsiyon (o/w) ¢oziicii buharlastirma teknigi kullanilarak
nanopartikiillerin hazirlanmasi [244] .....cccooeeeeiiiieieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee, 44

Sekil 2.15 Molekiiler orbitallerin enerji seviyelerinin sematik bir gosterimi; dikey

oklar elektronik gecisleri temsil eder [254] .......coeveiiiiiiiieeeiiiiiiinnee 47
Sekil 2.16 Yakin ve uzak UV bolgelerinde bir peptidin absorpsiyon spektrumu

L2500 et e e e e e e e e 49
Sekil 2.17 Zeta potansiyelin sekilsel gosterimi [265] .........ceeeeeereiiiiiiiireeeeeeenann. 51
Sekil 2.18 Orta-IR spektrum bolgeleri [278]......ccceeiiiiiriiiiiiiiiieiiieeeiieeeeeeeen. 54
Sekil 4.1 Peptid kalibrasyon grafigi.........cccceeeeeeeeiiiniiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeee e 72

xi



Sekil 4.2 NPO’1n boyut dagilim grafigi........ccceeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeenn 73

Sekil 4.3 NPO’1n zeta potansiyeli......cieeeeecueeeiieeeiiiiiiiiiiieeeeee e 74
Sekil 4.4 NP1’in boyut dagilim rafigi........cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeieeeceeeen 75
Sekil 4.5 NP2nin boyut dagilim grafigi.........cccceeiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiceeeieeeeee 76
Sekil 4.6 NP3’{in boyut dagilim grafigi......ccccccueeeeiriiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeeeeae 76
Sekil 4.7 NP4’{in boyut dagilim grafigi......cc.ccccueeeiiriiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeeeeae 77
Sekil 4.8 NP5’in boyut dagilim grafigi......cccceeeueeeiiiiiiieiiiiiiieiieiieeeeeieeeeee 77
Sekil 4.9 NP1’in zeta potansiyel grafigi........cccccceeiiiiirreiiiiiiieeeeiiiieriiieeeeeeenn 78
Sekil 4.10 NP2'nin zeta potansiyel grafigi..........cccceeriuiieiiiiiiieeiiniiieeieiieeeeene 78
Sekil 4.11 NP3’{in zeta potansiyel rafigi.........ccccceerrreriereeriiiieeeerciieeeeecveeee s 78
Sekil 4.12 NP4’iin zeta potansiyel grafigi.........cccccceviiiinriiiiiiiiieiiiinniiiiieeeeen, 79
Sekil 4.13 NP5’in zeta potansiyel rafigi..........cccceererriiieiiiiiiiieeieiiiieeeeieeeeene 79
Sekil 4.14 NPO’1n boyut dagilim grafigi........ccccceeeeeeriiiiniiiiiiiiiiieeeeeeeiieeeeeeeen 81
Sekil 4.15 NPO’1n zeta potansiyel grafigi.........ccccceerirriiieeieriiiieeiiiiieeeeeieeeeens 82
Sekil 4.16 NP2’nin boyut dagilimi grafigi.........ccccceeeeeiiiereeriiiieeieriieeeeeiieeeeene 84
Sekil 4.17 NP2’nin zeta potansiyel grafigi..........ccccccervrmviiiiiiiiiiiiininniiiieeceeenn. 84
Sekil 4.18 NP4’{in boyut dagilimi grafigi.........ccccceeerriiieiiniiiiieiiiiieee e 85
Sekil 4.19 NP4’{in zeta potansiyel grafigi.........ccccceereiiiiiiniiiiieiiniiiieeeiiieeeeeae 85

Sekil 4.20 Peptid, bos PLGA nanopartikiilii (NPO) ve peptid yiiklii nanopartikiil
(NP2)’nin karsilastirmali FT-IR analizi..........cccccoeevvveiiiiiinninnnnnnnnnnnnn. 87

Sekil 4.21 NP2 nanopartikiillerin 10.00 K X biiylitmede alinan SEM goriintiisii 88
Sekil 4.22 NP2 nanopartikiillerin 20.00 K X biiylitmede alinan SEM goriintiisii 89
Sekil 4.23 NP2 nanopartikiillerin 60.00 K X biiylitmede alinan SEM goriintiisii 89
Sekil 4.24 NP2'nin salim Srafifi......cccceeeevriiiiiiiiieiiiiiniiiiieeeeeeeeeeieeeeee e 90

Sekil 4.25 96. Saatte peptid ve peptid yiiklii NP2'nin J774 hiicre
proliferasyonuna etkisisinin MTT testi ile 6l¢iilmesi sonucu elde edilen
verilerin grafigi........eviieiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 91

Sekil 4.26 96. Saatte peptid ve peptid yiiklii NP2'nin J774 hiicre hatt1 {izerinde
NO seviyesini gosteren grafik.........cccceeeeeieiiiiiiiiiiiiiieceeeecceeeeeeeeeeeee, 92

Sekil 4.27 96. Saatte peptid ve peptid yiiklii NP2'nin J774 hiicre hatt1 {izerinde
IFN-y seviyesini gosteren grafik .........cceeeeeeeeieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 93

Sekil 4.28 96. Saatte peptid ve peptid yiikli NP2'nin J774 hiicre hatt1 iizerinde
IL-10 seviyesini gosteren grafik.........ccccceeeeeeeiiriniiiiiiieieeeeeeeeeeeeee 94

xii



Sekil 4.29 96. Saatte peptid ve peptid yiikli NP2'nin J774 hiicre hatt1 iizerinde
IL-12 seviyesini gosteren rafik.........ccccceeeeeeeeiiiniiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee,

xiii



TABLO LISTESI

Tablo 2.1

Tablo 2.2
Tablo 2.3
Tablo 2.4
Tablo 2.5
Tablo 2.6
Tablo 2.7
Tablo 2.8

Tablo 2.9
Tablo 4.1

Tablo 4.2
Tablo 4.3

Tablo 4.4

Tablo 4.5
Tablo 4.6
Tablo 4.7
Tablo 4.8

Gelistirilmekte olan asilarin tiirleri, sayisal dagilimi ve bu dagilim
icindeki yiizde degerleri......ccceeveveieeiiiiiiiiiiii, 25
Canli ve inaktif asilarin avantaj ve dezavantajlart .........ccccceeeeeunnnnnee. 26
DNA agilarinin avantaj ve dezavantajlari.........ccccceeeeeeeevieeeeeeeeeeennnn. 27
RNA asilarinin avantaj ve dezavantajlart........cccccceeeeeeeeiiieieeeeeenennnn. 29
Viral vektor asilarin avantaj ve dezavantajlari..........ccceeeeeeeeeeennnnnnne 30
Sentetik peptid asilarin avantaj ve dezavantajlari ........cccceeeeeuunnnnneee. 31
VLP’lerin avantaj ve dezavantajlart ........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnn 32
Nanoparikiil boyutu icin farkli organizasyonlar tarafidan 6nerilen st
HIMELET ettt 33
Nanopartikiil karakterizasyon metodlari............ccccceeeevvieveieninnnnnnnnn.. 45
Birinci deney tasarimindaki NPO’1n boyut, PDI ve zeta potansiyel

(4 (<0< 1<) o S U S U TSR 73
Birinci deney tasarimindaki NPO’'in reaksiyon verimi ............ccceeeeee... 74
Peptid yiiklii PLGA nanopartikiillerin boyut, PDI ve zeta potansiyel

(4 (<0< 1<) o S U TSR 75
Peptid yiiklii nanopartikiillerin reaksiyon verimi, enkapsiilasyon
verimi ve ilag yiikleme kapasiteleri ..........ccuvvveeeeeeeiiiiiiiiieeieeieeeeeeeeeen. 80
NPO’1in boyut, PDI ve zeta potansiyel degerleri.................cccceeeeeeen. 81
NPO’1n reaksiyon VErimi.......ccccceeieiiiiiiiiiiiicecccccccceeceeeeeeeeeeeeeeeee, 82
NP2 ve NP4’{in boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri................... 83
NP2 VE NP4’iin reaksiyon verimi, enkapsiilasyon verimi ve ilac

yilikleme kapasiteleri.........cccccciiiiiiiiiiii, 86

Xiv



OZET

SARS-CoV-2 Antijenik Peptidi Yiiklii Nanopartikiillerin
Uretimi Ve As1 Uygulamasi Amach Biyolojik Degerlendirmesi

Ramazan MADEN

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Serap DERMAN

Es Danigman: Dog¢. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Son birkac yildir Cin kaynakli bir viriistin neden oldugu salgin, bircok iilkenin
saglik sistemini, sosyal yapisini ve ekonomisini olumsuz bir sekilde etkilemektedir.
Kiiresel bir salgina neden olan virlis, Siddetli Akut Solunum Sendromu
Koronaviriis 2 (SARS-CoV-2) ve bu viriisiin neden oldugu hastalik da Kovid-19
olarak isimlendirilir. SARS-CoV-2'nin ortaya cikmasindan bugiine kadar
milyonlarca insan enfekte olurken, viriise karsi asi1 gelistirme calismalari yogun bir
sekilde devam etmektedir. Glinlimiizde Kovid-19 enfeksiyonuna karsi farkli tiirde

bazi asilar mevcuttur.

Bu tez calismasinda, SARS-CoV-2’ye karsi antijenik peptid yiiklii nanopartikiillerin
as1 uygulamas icin tiretimi ve biyolojik olarak degerlendirilmesi arastirildi. Bu
amacla, SARS CoV-2'nin Niikleokapsid proteininin (N protein;p112, €pitop ID
39576) LSPRWYFYY peptid dizisi iizerinde calisildi. Daha o6nce literatiirde bu
peptid dizisinin SARS-CoV-2’ye karsi asi iiretiminde kullanilmas: ile ilgili bir

arastirma mevcut degildir. Sadece yapilan bazi calismalarda ZLSPRWYFYY peptid



dizisinin in siliko olarak potansiyelinin arastirildigi gortilmektedir. Serbest
antijenik peptid molekiilii, bir biyopolimer olan Poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA)
icine su icinde yag (oil-in-water) tekli emiilsiyon/¢oziicti buharlastirma teknigi ile
enkapsiile edilerek nanopartikiillerin olusturulmasi1 amacglandi. Olusacak bu
nanopartikiillerin fizikokimyasal ve morfolojik 6zellikleri ile birlikte, in vitro salim
ozellikleri, biyolojik aktivasyon degerlendirmesi icin MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-
yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir), Nitrik oksit (NO) ve sitokin testlerinin

yapilmasi hedeflendi.

Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu; partikiil boyutu, zeta potansiyeli
ve polidispersite indeksi (PDI) dinamik 1sik sacilmasi teknigi (DLS) ve zeta
potansiyeli de elektroforetik 151k sagilmasi (ELS) teknigi ile yapildi.
Enkapsiilasyonun basarili bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigini tespit etmek
icin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi, yiikleme kapasiteleri ve
enkapsiilasyon etkinliklerinin analizi icin Ultraviyole Goriiniir Isik (Uv-Vis)
spektroskopisi kullanildi. Olusan nanopartikiillerin morfolojik karakterizasyonu
Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) ile gerceklestirilmis olup, peptid saliminin
analizi yapildi. Son olarak biyolojik aktivasyonun degerlendirilmesi kapsaminda
MTT ile biyouyumluluk, NO ve sitokin diizeylerinin olciilmesi ile de antijenik

peptid molekiiliiniin immiinojenitesi arastirildi.

Bu calismada SARS-CoV-2'ye karsi ilk defa asi gelistirme amacli LSPRWYFYY
antijenik peptid yiiklii PLGA nanopartikiilleri degerlendirildi.

Anahtar kelimeler: Koronaviriis, Sars-CoV-2, Kovid-19, plga, ast

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

xvi



ABSTRACT

Production Of SARS-CoV-2 Antigenic Peptide Loaded
Nanoparticles And Biological Evaluation For Vaccine
Application

Ramazan MADEN

Department of Bioengineering

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Serap DERMAN

Co-Supervisor: Dog. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

In the last few years, the pandemic caused by a virus originating from China has
adversely affected the health system, social structure and economy of many
countries. The virus that causes a global epidemic is called Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and the disease caused by this
virus is called Covid-19. While millions of people have been infected since the
emergence of SARS-CoV-2, efforts to develop a vaccine against the virus continued
intensively. Today, there are some different types of vaccines available against

Covid-19 infection.

In this thesis, the production and biological evaluation of peptide-loaded
nanoparticles for vaccine application against SARS-CoV-2 were investigated. For
this purpose, a specific peptide sequence LSPRWYFYY of the Nucleocapsid protein
(N proteinigq112, epitope ID 39576) of SARS CoV-2 was studied. There is no

previous research in the literature on the use of this peptide sequence in the
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production of vaccines against SARS-CoV-2. Only some studies have investigated
the potential of the LSPRWYFYY peptide sequence in silico. It was aimed to form
nanoparticles by encapsulating the free antigenic peptide molcule into a
biopolymer, Poly lactic-co-glycolic acid (PLGA), with oil-in-water, o/w single
emulsion/solvent evaporation technique. It was aimed to determine the
physicochemical and morphological properties of these nanoparticles and to
conduct an in vitro release properties. Finally, it was aimed to perform MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol2-y1)-2,5 diphenyltetrazolium-bromide) and Nitric oxide

(NO) tests for biological activation evaluation.

Characterization of synthesized nanoparticles; particle size, zeta potential and
polydispersity index (PDI) were measured by dynamic light scattering technique
(DLS) and zeta potential was measured by electrophoretic light scattering (ELS)
technique. Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy was used to
determine whether the encapsulation has taken place successfully, and Ultraviolet
Visible Light (Uv Vis) spectroscopy was used for the analysis of loading capacities
and encapsulation efficiencies. Morphological characterization of the formed
nanoparticles was performed with Scanning Electron Microscopy (SEM), and in
vitro release of peptide from nanoparticles was analyzed. Finally, within the scope
of the evaluation of biological activation, biocompatibility with MTT, whether an
immune response occurred against the antigenic peptide molecule with the

measurement of NO and cytokine levels was investigated.

In this study, ZLSPRWYFYY peptide-loaded PLGA nanoparticles were evaluated for

the first time for vaccine development against SARS-CoV-2.

Keywords: Coronavirus, Sars-CoV-2, Covid-19, plga, vaccine
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Bugiine kadar diinya iizerinde bircok salginin yasandigi, bu salginlarin kiiresel
Olcekte toplumlarin saglig: icin ciddi riskler olusturdugu ve yasanan bu salginlar
sonucunda bir ¢cok insanin hayatini kaybettigi bilinmektedir. Tip modern anlamda
ne kadar gelisirse gelissin biiyiik capl salginlarin ortaya ¢ikma riski her zaman
vardir. 2019 yilinin sonuna dogru Cin’de ortaya cikan yeni bir salgin, bugiin biitiin
insanlig1 bircok yonden tehdit etmektedir [1]. Bir koronaviriis tiirtiniin sebep
oldugu salginin nasil ortaya ciktig1 bazi senaryolar iizerinden tahmin edilmeye
calisilsa da viriisiin nereden kaynaklandigiyla ilgili veriler yetersizdir. SARS-CoV-
2 olarak adlandirilan bu yeni koronaviriis tiirii, Siddetli Akut Solunum Sendromu
Koronaviriisii (SARS-CoV) ve Orta Dogu Solunum Sendromu olarak tanimlanan

(MERS) koronaviriis tiirleriyle ayni aileden gelir [2].

Koronaviriisler (CoV'ler), bir RNA viriisii ailesidir ve insanlarda siddetli akut
solunum sendromu ve diger solunum yolu enfeksiyonlari gibi 6nemli hastaliklara
ve bazi memelilerde ve kuslarda cesitli solunum, gastrointestinal ve diger
enfeksiyonlara neden olabilir [3]. Salginin baslangicindan giintimiize kadar
Kovid-19 nedeniyle 520 milyondan fazla insan enfekte oldugu ve 6 milyondan

fazla insan yasamini yitirdigi bilinmektedir [4].

Pandeminin baslamasindan itibaren maske, mesafe gibi bazi1 koruyucu tedbirler
alinirken, enfeksiyona karsi as1 gelistirme calismalari da devam etmektedir. SARS-
CoV-2ye karsi, bir biitiin olarak viriise veya viriisiin alt birimlerine dayanan ve
suan gelistirilmekte olan en az 8 tip as: tiirii vardir. Gelistirilen as: tiirlerinin icinde
geleneksel olarak bagvurulan yontemlerin yaninda daha ©nce hig

ruhsatlandirilmamis yeni teknolojiler de bulunur [5].

Bugiin SARS-CoV-2’ye karsi 153 asi klinik olarak, 196 as1 da prekilinik olarak

gelistirilme asamasindadir. Klinik asamada olan 153 asidan 51’ini protein alt birim



asilar1 olusturur [6]. Protein alt birim asilar1 bazi1 6nemli avantajlara sahip olmasi
nedeniyle iizerinde en cok calisilan as:1 tiirlerinden biridir. Protein alt birim
asilarinda, patojenin bagisiklik sistemini uyaran ilgili epitop bolgesi kullanilir [7].
Bunun icin patojenin proteinleri lizerinden secilen peptid dizisi laboratuvar

ortaminda kimyasal olarak sentezlenir.

Asi1 ve antiviral ilag gelistirme ¢alismalarinda SARS-CoV-2'nin S proteini 6ncelikli
hedef olarak secilir [8]. Ancak, S proteinin hedef olarak secilmesi bazi
sinirlamalara sahiptir [9], [10]. Bunun icin diger yapisal proteinlerin de tedavi

icin hedef olarak secilip arastirilmasi gerekir.

Bu tez calismasinda SARS-CoV-2'nin niikleokapsid proteinine (N) ait daha 6nce
calisiimamus bir peptid dizisi kullanildi. Koronaviriislerde niikleokapsid proteinleri
sarmal simetrik halde bulunan yapisal bir fosfoproteindir [11]-[13]. N proteinin
koronaviriisiin genetik materyali olan RNA’y1 boncuklarin ip tizerinde dizilmesi
gibi RNA'nin iizerinde dizilerek bagladig: diisiiniiliir. As1 ve ilac calismalarinda N
proteini 6nemli bir hedeftir. Bu protein yiiksek bir immiinojenik 6zellige sahiptir
ve SARS-CoV-2’ye karsi koruyucu bir bagisiklik tepkisi ortaya cikarabilir [10],
[14], [15].

Protein alt birim asilar1 her ne kadar diger asi tiirlerine gore iistiin 6zelliklere sahip
olsa da, baz1 dezavantajlar da barindirabilir. Enzimatik bozunmalara kars1 hassas
olmalar1 ve zayif immunojenik oOzellik gOstermeleri en  Onemli
dezavantajlarindandir. Bunun i¢in protein alt birim asilarinda kullanilan peptid
dizilerinin hem in wivo ortamda korunmasini saglayacak hem de
immiinojenitelerini arttiracak bir tasarima ihtiyac vardir. Bu tasarimin saglanmasi

icin nanopartikiil tastyici sistemleri oldukca kullanishidir.

Bu calismada nanopartikiil tasiyici sistem olarak PLGA kullanildi. PLGA ve
tlirevleri, yapisinda laktik asit ve glikolik asitin farkli oranlarda bulundugu alifatik
bir polyesterdir [16]. PLGA, biyolojik olarak parcalanabilir, biyouyumlu ve viicut
icinde toksik etki goOstermeyen bir polimerdir [17], [18]. Yiiksek bir
biyouyumluluga sahip ve genis bir kullanim alani olan PLGA'nin calismamizda
antijenik peptid dizisi i¢in nanopartikiil tasiyici olarak kullanilmasiyla hem peptidi

viicut ortaminda korumasi1 hem de immiinojenitesini arttirarak bir adjuvant olarak



gorev yapmast hedeflendi. Ayrica kontrollii salima imkan vermesi sayesinde
Kovid-19 enfeksiyonuna karsi uzun siireli bagisikligin saglanmasi da calismanin

hedefleri arasindadir.
1.2 Tezin Amac

Bu tez calismasinin amaci; SARS-CoV-2'nin niikleokapsid proteininin literatiirde
daha once calisilmamis olan LSPRWYFYY peptid dizisinin Kovid-19
enfeksiyonununa karsi as1 uygulama amachi PLGA nanopartikiillerine enkapsiile
edilmesi ve olusturulan bu nanopartikiillerin fizikokimyasal ve morfolojik

ozellikleri ile beraber ila¢ salimi ve biyolojik aktivasyonu acisindan incelenmesidir.
1.3 Hipotez

Ilgili tez calismasinda Kovid-19 enfeksiyonuna kars: literatiirde ilk defa calisilan
SARS-CoV-2'nin niikleokapsid proteinin LSPRWYFYY antijenik peptid dizisinin
PLGA biyopolimeri ile enkapsiile edilerek peptid-PLGA nanopartikiillerinin

olusturulmasiyla;

o Antijenik peptid dizisinin immunojenitesini arttirma

o Antijenik peptid dizisinin 7in vivo ortamdaki bozunmalara karsi: koruma

o Olusturulan nanopartikiil tasiyici sistemi ile antijenik peptidin in vivo ortamda
uzun siire salim yapmasini saglayarak Kovid-19 enfeksiyonuna karsi uzun stireli

bagisikligin olusturulmasi hipotezlendi.

Boylece iiretilen nanopartikiil sisteminin Kovid-19 enfeksiyonuna karsi

gelistirilecek potansiyel bir asidan beklenen 6zellikleri karsilamasi beklenir.



2

GENEL BILGILER

2.1 SARS-CoV-2

Koronaviriisler, bir RNA viriisii ailesidir [3]. Yapilan filogenetik anlizlere gore
SARS-CoV-2'nin Nidovirales takiminin Coronaviridae ailesinin, Coronavirinae alt
ailesine aittir [19]. Coronavirinae alt ailesi, Alfakoronaviriis, Betakoronaviriis,
Gamakoronaviriis ve Deltakoronaviriis olmak iizere 4 tiire ayrilir [20]. Memeliler
genellikle Alfakoronaviriis ve Betakoronaviriis tiirleri ile enfekte olma egilimine
sahiptir. Kuslar ise daha cok Gamakoronaviriis ve Detlakoronaviriis tiirleri ile
enfekte olur, ancak bu tiirlerin bazilar1 memelileri de enfekte edebilir [12]. Genel
olarak koronaviriisler zarfl, pozitif tek sarmalli ve 27-32 kilobaytlik (kb) genoma

sahiptirler [21].

Zarflh viriislerin, lipit ¢ift tabakali zarfi, zar proteinleri ve niikleokapsidi, konakgi
hiicrelerinin disinda bu viriislere koruma saglayan 6nemli unsurlardir. Ancak
zarfll virtislerin hiicre zarindaki lipit cift tabakasi, kolestrol ve fosfolipitlerden
olustugu icin viriis konakci hiicre disinda yalnizca belli bir siire hayatta kalabilir
[22]. Koronaviriisler hayvandan hayvana bulasabilir. Ancak, 2002/2003'teki
SARS-CoV ve 2012'de MERS salginlari, yeni ortaya c¢ikan koronaviriislerin

hayvandan insana ve insandan insana bulasabilecegini de gostermektedir [23].

HCoV 229E, HCoV NL63, HCoV HKU1 ve HCoV OC43, SARS-CoV, MERS-CoV
olmak iizere 6 farkli koronaviriis tiirtiniin insanlari enfekte ettigi bilinir [21]. Insan
koronavirtisleri Alfakoronaviriis ve Betakoronaviriis olmak iizere iki aileye ayrilir.
HCoV-229E, HCoV-NL63 virtiisleri Alfakoronaviriis ailesine aittir, HCoV-OC43,
HCoV-HKU1, SARS-CoV ve MERS-CoV in ise Betakoronaviriis ailesine ait oldugu
bilinir. Insanlarda sikca goriilen mevsimsel soguk alginhiginin yaklasik olarak %10
nundan Alfakoronaviriis ve Betakoronaviriislerinin sorumlu oldugu diisiiniiliir
[24]. Ancak bunun aksine, son 20 yilda insan populasyonunda ortaya ¢ikan SARS-
CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2, gibi tiirler cok daha patojeniktir [25].



Yeni bir koronaviriis tiirii olan SARS-CoV-2, kiiresel veya eliptik sekilli ve
pleomorfik, 60-140 nm capinda ve zarfli bir RNA viriisiidiir [26]. SARS-CoV-2"nin
genetik materyali, cift katmanh fosfolipid bir zarf icine sarilmis halde bulunur
[27]. SARS-CoV-2, Betakoronaviriis ailesine ait bir viriistiir. SARS-CoV-2 genom
dizisi, SARSCoV ile ~% 80 ve MERS-CoV ile ~% 50 diizeyinde sekans benzerligine
sahiptir [28].

SARS-CoV-2'nin yapisal proteinleri Sekil 2.1’de gosterildi.

S

(N) -

(E)

S) RNA

Sekil 2.1 SARS-CoV-2'nin yapisal proteinleri. Niikleokapsid proteini (N),
membran proteini (M), zarf proteini (E), diken proteini (S) ve genetik materyal

olarak RNA [29]

2.1.1 SARS-CoV-2’ nin Yapisal ve Yapisal Olmayan Proteinleri

SARS-CoV-2 bircok yapisal olmayan proteinle beraber 4 farkli yapisal protein tasir
[30]. Bu 4 yapisal protein, Spike proteini (S), Zarf protein (E), Membran proteini
(M) ve Niikleokapsid proteini (N) olarak isimlendirilir [31]. En dista bulunan S
proteinlerinin homotrimerleri viral yiizeydeki sivri uglar1 olusturur ve konakci

reseptorlere baglanmadan sorumludur.

M proteinleri {i¢c transmembran bolgesine sahip olup viriise ana seklini kazandirir,

membran yapisini koruma, destekleme ve niikleokapside baglanma gibi bir takim
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onemli gorevleri yiiriitiir. E proteini, viriisiin konakci hiicreye baglanmasi, enfekte
olmus konakci hiicreden yeni virionlarin salinmasi gibi bazi 6énemli olaylarda
gorev alir. Son olarak N proteini, viriisiin genetik materyali olan RNA’nin etrafinda

bulunur ve farkli mekanizmalar yoluyla RNA genomuna baglanir [23].
2.1.1.1 Diken (S) Proteini

Koronaviriislerde konakei hiicreye giris sinif 1 fiizyon proteini olan ve yiizeyde
virlistin zarfina gomiilii olarak bulunan S proteinleri tarafindan saglanir [32],
[33]. S proteini S1 ve S2 olmak iizere 2 alt birimden olusur [1]. S1 alt birimi
konakg1 hiicre reseptoriine baglanmadan sorumlu iken S2 alt birimi viriisiin ve

konakc1 hiicre membranlarinin fiizyonunda gorev yapar [34].

S1 alt birimi; N ucunda sinyal peptid bolgesi (SP), reseptér baglanma bolgesi
(RBD) ve bir N-terminal bolgesinden (NTD) olusur. S2 alt birimi ise; bir fiizyon
peptid (FP) bolgesi, ic fiizyon peptidi (IFP), iki tekrarlayan heptad bolgesi (HR1
ve HR2), ve bir C-terminal bolgesi icerir [35], [36].

SARS-CoV-2'nin S proteinin yapisi Sekil 2.2’de gosterildi.
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)\

SARS-COV-2

Sekil 2.2 SARS-Cov-2 S protein yapisi [37]



S1 alt biriminde bulunan RBD hem SARS-CoV hem de SARS-CoV-2 de konakci
hiicre reseptorii olan Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim 2 (ACE2) ile baglanmadan
sorumludur [38]. ACE2 reseptorii ve konakg¢i hiicre yiizeyi proteazi olan
transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2) veya furin proteaz, viriisiin konakgi

hiicreye girisinde 6nemli bir rol iistlenir.

ACE2 akciger, bobrek, kalp ve bagirsakta dagilim gosteren bir hiicre yiizey
reseptoriidiir. ACE2 farkli substratlara karsi katalitik aktivite gostermek, aminoasit
tasiyicist olmak, SARS koronaviriisleri icin fonksiyonel reseptor olarak islev
gormek gibi farkli rollere sahiptir. ACE2 nin temel gorevi anjiyotensin 1 (Ang 1)
ve anjiyotensin 2’yi (Ang 2) sirasiyla anjiyotensin 1-9 (Ang 1-9) ve anjiyotensin
1-7’ve  (Ang 1-7) doniistiirerek renin-anjiyotensin sisteminin (RAS) ana

diizenleyicisi olarak islev gormesidir [36], [39].

Insan TMPRSS2 proteini, esas olarak prostat, kolon, mide ve tiikiiriikk bezinde
eksprese edilen genis bir serin proteaz siiper ailesinin iiyesi olan 70 kDa'lik bir
proteindir [40]. Furin proteaz ise tip I transmembran proteini olan ve proprotein
doniistiiriiciiler ad1 verilen bir gruba aittir [41]. TMPRSS2 ve furin proteaz viral
giris ve virlis-konak¢1 hiicre membranlarinin flizyonu igin gerekli olan S proteini

aktivasyonunu saglar [36], [42], [43].

SARS-CoV icin gecerli olan bu mekanizmalar SARS-CoV-2 icin de ayni sekilde
gecerlidir. Ancak bazi farkliliklar séz konusudur. Ilk olarak SARS-CoV-2 S
proteinin RBD’si SARS-CoV S proteini RBD’sinden daha yiiksek bir ACE2 baglanma
afinitesine sahiptir. Ikinci farlilik ise SARS-CoV’den farkli olarak SARS-CoV-2'nin
konakc1 hiicreye girisi proprotein konvertaz furin tarafindan onceden aktive edilir
ve boylece viriisiin hedef konakg¢1 hiicrenin proteazlarina olan bagimlilig1 azalir

[33].

SARS-CoV-2 ile Konakc¢it Hiicre Reseptorii ACE2 arasinda varsayilan molekiiler

arasi etkilesimler Sekil 2.3’te gosterildi.



SARS-CoV-2
TMRPSS2 S proteini

{59 | o

S1/S2 altbirimleri TMRPSS2 veya ) 3
furin tarafindan aktive edilir. 2

S5
TMPRSSZﬁT\TFurin

ACE2

SARS-CoV-2

Konakgci Hiicresi

Sekil 2.3 SARS-CoV-2 ile konakgt1 hiicre reseptorii ACE2 arasinda varsayilan

molekiiler arasi etkilesimler [44]

2.1.1.2 Membran (M) Proteini

Diger koronaviriis tiirleri ve SARS-CoV-2’de en bol miktarda bulunan yapailsal
protein M proteinidir. En 6nemli gorevi viriisii karakteristik seklinde yapisal olarak
muhafaza etmektir [45]. M proteini viriis membranin disinda kisa bir NH2
terminal alani ve viriisiin membranin i¢ kisminda uzun bir bir COOH terminal
bolgesinden olusur. Ayrica yapilan in siliko analizlerde M proteinin sarmal bir
demet olan ¢ hidrofobik transmembran boélgesinden olustugu gosterilir. M

proteinin uzunlugu yaklasik olarak 220-260 amino aside kadar uzanir [46]-[49].

M proteini virlisiin ana yapisal seklini saglamasi yaninda bazi bir takim 6nemli
gorevleri de bulunur. M proteini diger tiim yapisal proteinlerle etkilesime sahip
oldugu icin enfekte olan konakci hiicrede yeni olusacak viriislerin yapisal agidan
merkezi diizenleyicisi oldugu diisiiniiliir. Ornegin enfekte olmus konak¢1 hiicrede
yeni viriislerin olusma asamasinda ER-Golgi ara bolmesinde S proteinin tutulmasi
ve entegrasyonu icin M proteinin S proteini ile etkilesimi olduk¢a 6nemlidir.
Ayrica M proteini N proteinin yapi stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynar [48],
[50]. SARS-CoV-2'deki M proteininin MERS ve SARS-CoV ile karsilastirildiginda,
sirastyla % 39,2 ve % 90,1 yapisal benzerligene sahiptir [12].



2.1.1.3 Zarf (E) Proteini

E proteini SARS-CoV-2 yapisal proteinlerinin en kii¢iigii olan, yaklasik 8-12 kDa
agirhiginda biitiinlesik bir zar proteinidir. E proteini oligomerize olabilir ve bir iyon
kanali olusturabilir. Kisa hidrofilik N-terminal bolgesi (NTD), hidrofobik
transmembran bolgesi ve hidrofilik C-terminal bolgesi (CTD) olmak {izere ii¢
bolgeden olusur [51], [52]. Hidrofobik transmembran bélgesi oligomerleri

olusturarak zar boyunca iyonik gozenekler meydana getirir [49].

E proteini viral yasam dongiisiiniin kritik asamalarinda rol oynar [53]. Enfekte
olmus konakge1 hiicrelerde yeni olusacak olan viriislerin yapisal olarak birlesmesi,
yeni olusan virtislerin salimi1 ve viral patogenez olmak {izere E proteini viral
replikasyon dongiisiinde birden cok role sahiptir [52], [53]. Enfekte olmus
konakci hiicrede yeni viriislerin olusmasi sirasinda E proteini bol miktarda
eksprese edilir. Ancak bol miktarda eksprese edilen bu E proteinlerin az bir kisma,

yeni olusan viriislerin yapisina dahil edilir [54].

E proteini icermeyen rekombinant viriisler, bozulmus viral olgunlasma ve yetersiz
viral yayilma sergilerler. Ayrica, E proteinleri patojenik siireclere aracilik eder ve

sitotoksisiteye neden olurlar [55].

SARS-CoV-2'nin E proteini Sekil 2.4’te gosterildi.

H20 | | iyonlar

i
i

~—

Sekil 2.4 SARS-CoV-2 E proteini. E protein monomeri, bir iyon kanali olarak islev

goren bir oligomer halinde diizenlenir [56]

2.1.1.4 Niikleokapsid (N) Proteini

Koronaviriislerde genel olarak N proteinleri 14-16 nm capinda, 43-46 kDa

agirliginda, sarmal simetrik halde yapisal bir fosfoproteindir [11]-[13]. Enfekte
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olan konakci hiicrenin Endoplazmik retikulum-Golgi bolgesinde lokalize olan N
proteinlerin, yeni olusan virionlarin konakci hiicreden tomurcuklanmasinda

onemli gorevleri bulunur [57]-[59].

N proteinin temel gorevi sarmal bir yapi olusturup koronaviriisiin genetik
materyali olan RNA’y1 konakgi hiicre ortaminda korumak ve enfekte olan konakgi
hiicrede yeni olusacak virionlara aktarmak icin RNA’y1 riboniikleoprotein (RNP)

yapisinda paketlemektir [9]-[11], [60]-[62].

N proteinin koronaviriisiin genetik materyali olan RNA {izerinde boncuklarin ip
lizerinde dizilmesi gibi dizilerek bagladig1 diisiiniiliir. N proteini replikasyon-
transkripsiyon olaylarinda dinamik bir gérev iistlenir. Ornegin N protein, enfekte
olmus konakci hiicereden yeni virionlarin olusumu sirasinda viral membran
proteini ile etkilesime girer, viriis transkripsiyonu ve olusan yeni viriis bilesenlerin

bir araya toplanmasinda 6énemli bir rol oynar.

Koronaviriis N proteinleri NTD, baglayic1 bolge (LKR) ve CTD olmak iizere yiiksek
oranda korunmus 3 farkli bolgeye sahiptir [9], [11], [59], [62]-[65]. NTD ve CTD
LKR ile birbirine baglanir. LKR bolgesi Serin ve Arginin zengini bir bolge icerir
[10], [15], [63], [66]. NTD RNA nin baglanmasindan, CTD hem RNA nin
baglanmasindan hem de dimerizasyondan sorumlu iken LKR de NTD ve CTD’nin
RNA ya baglanma aktivitesini diizenlemekten sorumludur [10], [12], [63], [64],
[67].

N-proteinde iic LKR vardir; LKR1 (N terminal ucunda), LKR2 (NTD ile CTD
arasinda) ve LKR3 (C terminal ucunda). LKR2, NTD nin Reseptér Baglanma
bolgesini (RBD) ve dimerizasyon bolgesini bagladigi icin baglayic1 bolge olarak da
adlandirilir [63], [64].

N protein ayrica interferon (IFN) antagonisti olarak calisir ve saglikli hiicrelerde
IFN tarafindan viral replikasyonun durdurulmasini engellemek ve enfekte olmus
hiicrelerin yok edilmesini Onlemek gibi viriisiin bagisik sisteminden kaginma
mekanizmalarina bazi katkilarda bulunur. N proteinin bir gorevi de viicudun
virlislere kars1 bagisiklik tepkisinin 6nemli bir parcasini olusturan konakg¢i hiicre

RNA’larinin bastirilmasinda gorev almaktir [13]. Konak¢t RNAnin bastirilmasinda
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cift sarmalli RNA baglama aktivitesi yoluyla RNA susturmanin viral bir

baskilayicisi olarak islev goriir [63].

Betakoronaviriis niikleokapsid proteinleri genel olarak ortak bir yapiy1 paylasirlar
[67]. Yapilan bazi aminoasit dizisi arastirmalarinda SARS-CoV-2 N proteini
dizisinin, SARS-CoV'nin N protein dizisi ile % 90 benzerlik tasidig1 goriiliir [49],
[61], [63]. Yine yapilan bir arastirma sonucuna gore SARS-CoV-2 N protein
kodlama bolgesi genomik dizisinin; SARS-CoV, MERS-CoV ve HCoV-OC43 N
protein kodlama bélgesi genomik dizisi ile sirasiyla % 89,74,% 48,59, % 35.62

oraninda benzerdir [10].

Sekil 2.5’te SARS-CoV-2 niikleokapsid proteini gosterildi.

Merkezi Baglayici
(LKR o)

RNA-baglanma balgesi Dimerizasyon bélgesi
(RBD)

Viral RNA

Sekil 2.5 SARS-CoV-2 niikleokapsid protein yapisal organizasyonu [68]

SARS-CoV-2 ‘nin N proteini 419 aminoasit (aa) uzunlugunda, pozitif yiikli, 45,6
kDa agirliginda, zayif 1s1 direncine sahip olan hidrofobik bir proteindir [15], [61].
SARS-CoV-2'nin N proteini, diger koronaviriislerde oldugu gibi NTD, LKR ve CTD
olmak tizere ii¢ farkli bélgeden olusur. NTD 44-180 aa dizisi arasinda yer alirken,
Serin/Arginin acisindan zengin bir bolge iceren LKR bolgesi 180-247 aa ve CTD
bolgesi de 247-364 aa arasindaki dizilerde yer alir. Diger koronavirtis tiirlerinde

oldugu gibi N proteini SARS-CoV-2’de de ayni gorevlere sahiptir. Ozetle N
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proteini; genomun paketlenmesi sirasinda ribontikleoprotein sarmal yapinin
olusumu, viris genetik materyali olan RNA'nin konakci hiicre ortaminda
korunmasi, replikasyonda RNA sentezinin diizenlenmesi, transkripsiyonun ve
konakcinin hiicresel metabolizmasinin diizenlenmesinde bazi belli basl gorevleri

ustlenir [14], [58], [61], [62].

Asi1 ve antiviral ilag gelistirme ¢alismalarinda SARS-CoV-2'nin S proteini 6ncelikli
hedef olarak secilir [8]. Ancak, S proteinin hedef olarak se¢ilmesi bazi sinirlamara
sahiptir. SARS-CoV-2'nin ortaya cikan bazi yeni varyantlarinin S proteinlerinde
mutasyonlarin olustugu bilinen bir durumdur. Bu mutant viriisler konak hiicre
reseptoriine baglanmada farkli yollar kullanabildigi icin gelistirilen tedavilere
direnme egilimindedirler [9], [61]. Ayrica, viriisiin konakct hiicreye girisindeki
karmasik molekiiler ayrintilar as1 yanitinda bazi komplikasyonlara yol acabilir
[69]. Bu ve benzeri bazi sinirlamalardan kacinmak icin, SARS-CoV-2'nin diger
yapisal proteinlerinin de tedavi icin hedef olarak secilip arastirilmasi gerekir. Asi
ve ilac calismalarinda N proteini 6nemli bir hedeftir. Bu protein yiiksek bir
immiinojenik oOzellige sahiptir ve SARS-CoV-2’ye karsi koruyucu bir bagisiklik
tepkisi ortaya ¢ikarabilir [10], [14], [15].

20001li yillarin basinda ortaya ¢ikan SARS-CoV vakalarinda hastalardan alinan
serumlarda N proteinine kars1 yiiksek seviyelerde immunoglobulin G antikorlarin
bulundugu ve N proteinin SARS-CoV’a 6zgii T hiicre cogalmasini ve sitotoksik
aktiviteyi indiikledigi bilinmektedir [69]. Yapilan bir ¢alismanin sonucu SARS-
CoV-2 N proteinin T ve B hiicre epitoplarinin, SARS-CoV’unkiyle benzerlik
tasidigini gosterir [64]. SARS-CoV Niikleokapsid protein geninin; % 90 amino asit
homolojisi ve zaman i¢inde daha az mutasyon gecirmesi ile daha stabil ve oldukca
iyi korunmus bir haldedir [69]. SARS-CoV-2 ve SARS-CoV’un N protein dizilerinin
%90 benzer olmasi ayni durumun SARS-CoV-2 icinde gecerli olabilecegi fikrini
giiclendirir. Ayrica, Kovid-19 hastalarindan alinan serumlarda N proteinine karsi
yliksek seviyelerde immunoblogulin A, immunoblogulin M ve immunoblogulin G

antikorlar1 bulunmaktadir [64].

Sonuc olarak, N protein dizisinin mutasyonlara kars1 yiiksek bir korunmaya sahip

olmasi, genetigi ve biyokimyasi hakkindaki genisleyen bilgi ve giicli
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immiinojenisitesi, enfeksiyondan sonra hem humoral hem de hiicresel bagisiklik
tepkilerini indiikleyebilmesi, etkili bir ilac aday1 i¢in birincil gereksinim olan
genetik olarak stabil bir protein olmasi1 gibi bazi1 énemli 6zelliklerinden otiirii,
SARS-CoV-2 i¢in as1 aday1 olarak giiclii bir sekilde diisiiniilmelidir [61], [63],
[64], [69].

Bu arastirmada SARS CoV-2'nin Niikleokapsid proteininin (N protein;g411,, €pitop
ID 39576) LSPRWYFYY peptid dizisi tizerinde calisildi. Daha 6nce literatiirde bu
peptid dizisinin SARS-CoV-2’ye karsi asi iiretiminde kullanilmas: ile ilgili bir
arastirma mevcut degildir. Sadece yapilan bazi ¢calismalarda ZSPRWYFYY peptid
dizisinin in siliko olarak potansiyelinin arastirildig1 goriilmektedir. Yapilan bu in-
siliko ¢alismalarda, LSPRWYFYY peptid dizisinin MHC reseptérlerine baglanma
afinitesine sahip olabilecegi, belirli diizeyde antijenik Ozellik gosterebilecegi,
alerjik olmadig1 ve non-toksik olabilecegi ifade edilmektedir ve ilgili peptid
dizisinin as1 gelistirme calismalari icin potansiyel bir hedef olarak kullanilabilecegi

belirtilmektedir [70]-[74].
2.1.1.5 SARS-CoV-2'nin Yapisal Olmayan Proteinleri

Koronaviriis tiirlerinin hepsinde genomun 3’ terminal ucundan yapisal proteinler
sentezlenirken, 5’ terminal ucundan da genomun yaklasik iicte ikisini olusturan ve
birbiriyle ortiisen 2 acik okuma cercevesinden (ORFla ve ORF1b) bir replikaz
proteini kodlanir [75]. Bu iki acik okuma cercevesinden kodlanan ppla ve pplab
isimli iki polipeptid, enfekte olmus konak¢i hiicrede yeni olusan virionlarin
yapisina dahil edilmez. Bu iki polipeptid, viral proteazlar tarafindan genom
replikasyonu ve transkripsiyonunda yer alan 16 farkli yapisal olmayan proteine
(Nsp) boliiniir. Yapisal olmayan proteinler birincil, ikincil ve {icilinciil protein

yapilarina sahip olmayan polipeptidlerdir [75]-[77].
2.1.1.6 Yapisal Olmayan Proteinlerin Gorevleri

SARS-CoV-2, yapisal olmayan 16 proteine sahiptir. Yapisal olmayan bu proteinler
nspl, nsp2, nsp3, nsp4, nsp5 vb. seklinde kisaca ifade edilirler. Nspl konakg¢i
hiicre mRNA degradayonunu tesvik ederek ve konakc¢i proteinlerin
translasyonunu inhibe ederek, konakcinin gen ekspresyonunun bastirilmasina

aracilik eder [78]. Nsp2'nin gorevi tamamen bilinmemekle beraber mitokondriyal
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biyogenezde yer alan konakg1 protein kompleksleri ile etkilesime girdigi diistiniiliir
[79]. Viriisiin replikasyon ve transkripsiyonu replikasyon/transkripsiyon
kompleks (RTC) ile meydana gelir. Nsp3 RTC kompleksin en biiyiik parcasidir.
Nsp3, konakcinin dogustan gelen bagisiklik cevabini azaltmak icin sitokin
ekspresyonunu degistirir [80]. Nsp4 viral RNA sentezini desteklemek icin cift
membranli vezikiilleri (DMV'ler) olusturur [23]. Nsp5 ilk olarak olgun enzimleri
tiretmek icin poliproteinlerden otomatik olarak ayrilir ve daha sonra nsp4-nsp6 'y1
serbest birakmak icin belirli bolgelerdeki nsp’leri ayirir [81]. Nsp6, Endoplazmik
retikulumdan otofagozomlar iiretir ve otofajiye katilir [82]. RNA bagimli RNA
polimeraz olarak da bilinen nsp12; nsp7 ve nsp 8 ile beraber biiyiik bir protein
kompleksi olusturur. Ayrica nspl2 RNA replikasyonunda yer alir ve RTC nin
onemli bir parcasini olusturur [83]. Nsp9, viriisiin genetik materyallerini insan

hiicrelerine tasiyan yapilara girebilir ve viriis cogalmasina aracilik eder.

RNA replikasyonunda yer alan diger 6nemli bir protein olan nsplO yalnizca
viriislerde bulunan 140 aa dizilik bir proteindir ve nsp14 ve nsp16 nin uyarilmasi
icin gereklidir [23]. Nsp11, replikasyon i¢in gerekliyken, Nsp13 helikaz aktivitesi
gosterir ve nspl5 te endoriboniikleaz aktivitesine sahiptir [82]. Nsp14'iin de 3"-5'
ekzoriboniikleaz aktivitesine ve N7-metiltransferaz aktivitesine sahiptir. Nsp16,
viral replikasyona karsi bagisiklik yanitinda gorev alan melanom farklilagsma

iligkili proteinden kag¢inmay1 saglar [23].
2.1.2 SARS-CoV-2 Epidemiyolojisi

Kovid-19 salginin baglamasindan bugiine kadar gecen siirede 510 milyondan fazla
insanin enfekte oldugu ve 6 milyondan fazla insanin da yasamim yitirdigi
bilinmektedir [84]. Genel olarak vakalarin 6nemli bir boliimi hafif seyreder ve
hastalarin bir¢ogunda tam iyilesme gozlenir. Ancak bazi vakalarda Akut Solunum
Sikintis1 Sendromu (ARDS), coklu organ yetmezligi ve daha ileri safthalarda
oliimler yasanabilir. Uluslararasi diizeyde vaka oranlar1 %0,7-7 arasinda degisiklik
gosterir. Vaka oranlarindaki bu farklilik, tilkelerin aldigi farkli onlemler,
niifuslardaki yas dagilimlari ve iilkelerin sahip olduklari saglik sistemi kalitelerinin

farkli olmas1 gibi nedenlerden dolayidir [85].
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Salgin biitiin yas gruplarini farkli derecede etkiler ve hem belirti gosteren hem de
belirti gostermeyen hastalar viriisii yayabilir. Kovid-19 salginindan en c¢ok
etkilenen yas grubu 60 yas ve iizeridir. En az etkilenen yas grubu ise ¢ocuklar ve
bebeklerdir. Bobrek ve karaciger rahatsizligi, hipertansiyon, diyabet, astim,
rahatsizlig1 olanlar, kalp hastalar1 ve sigara icenler de yiiksek risk altindadir.
Cinsiyet bazinda ele alindiginda erkeklerde kadinlara gore daha fazla vaka goriliir

[86], [87].

Kovid-19'un klinik siddeti; asemptomatik, hafif, orta, siddetli ve kritik olmak {izere
5 grupta tanimlanir. Asemptomatik, viriisle enfekte oldugu halde herhangi bir
belirti gostermez. Hafif diizeyde ise hasta, basit iist solunum yolu enfeksiyonu
belirtileri gosterebilir. Orta grup zatlirreye varan rahatsizliklarla tanimlanirken,
siddetli grup hastaligin hizli ilerlemesi ve nefes alamama, gibi belirtiler gosterir.
Kritik grupta ise ARDS veya solunum yetmezligi, sok, coklu organ disfonksiyonu

gibi cok ciddi ve Oliimciil belirtiler gozlemlenebilir [88].

Konakcinin hastalik ajanina maruz kalmasindan klinik belirtilerin ortaya cikisina
kadar gecen siireye kulucka siiresi denir. Diinya Saglik Orgiitiiniin Kovid-19 icin
kulucka donemi tahmini 1-14 giin arasinda degismekle beraber, yaygin olarak 5
giin oldugu kabul edilir [89]. Epidemiyolojide, temel tireme sayis1 olarak kabul
edilen Ry, tiim bireylerin enfeksiyona duyarli oldugu bir popiilasyonda, bir vaka
tarafindan dogrudan olusturulabilecek vaka sayisini gosterir. Erken SARS-CoV-2
salgin verilerine uygulanan cesitli modellere gore enfekte bir kisi hastalig
ortalama 2,6 kisiye (Ro: 2.6) bulastirabilir. Dolayisiyla bir vakanin yaklasik 2 ay
icinde 3000 binden fazla kisiye hastaligi bulastima ihtimali vardir [90].

SARS-CoV-2 viriisii hayvansal kaynaklidir ancak insanlara ilk defa nasil bulastigi
tam olarak bulunamadi. Bazi1 bulgular, viriisiin insana, yilan, pangolin ve 6zellikle
yarasa tiirii hayvanlardan bulastig1 konusunda gii¢lii kanitlara sahiptir. Viriisiin
insana ilk bulastig1 kaynagin oldukca onemli olmasi yaninda bugiin gelinen
noktada, insan-insan arasi bulasma yollarinin belirlenmesi ve buna gore uygun
Oonlemlerin alinmasi da oldukca onemlidir [91]-[93]. Viriis insandan insana
bulagma 06zelligi kazandiktan sonra, ana enfeksiyon kaynagi, enfekte pnomoni

hastalaridir [94].
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SARS-CoV-2 insan-insan arasi bulagsmalarda 3 temel yol vardir. Birincisi, damlacik
iletim yoludur. SARS-CoV ile yapilan 6nceki calismalar solunum damlaciklarinin
Betakoronaviriisler icin temel iletim yolu oldugunu gosterir. Damlacik iletimi
enfekte olmus bireylerin, konustuklarinda, hapsirdiklarinda ve oksiirdiiklerinde
ortaya c¢itkan damlaciklarin cevredeki enfekte olmamis bireyler tarafindan
solunmasi veya yutulmasidir [95], [96]. Ikincisi, temasla iletimdir. Temasla iletim
esya yiizeylerinin viriisle kontamine olmasi ve kontamine olmus bu esyalara
saglikli bireyler tarafindan temas edilmesi sonucu saglikli bireye viriisiin
bulagmasidir. Son olarak iiciincli temel bulasma yolu ise aerosolle iletimdir.
Aerosolle iletimde, enfekte olmus bireyin solunum damlaciklar: ortam havasina
yayilip aerosoller olusturduklarinda meydana gelir. Kapali bir ortamda viriis yiiklii
bu aerosollerin saglikli bireyler tarafindan solunmasiyla hastalik bulasabilir [95],
[97].

SARS-CoV-2'nin havada ii¢ saate kadar, plastik-paslanmaz celik ylizeyde iki ila ii¢
giine kadar aerosol olarak hayatta kalabilir. Ayrica, viriisiin fekal-oral bulasma
riski de bulunur. Kovid-19 hastalarinin idrarinda ve diskisinda virtis tespit edildi
[27].

Sekil 2.6’da SARS-CoV-2"nin tahmini bulasma yollar1 gosterildi.
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2.1.3 SARS-CoV-2’nin Genomik Yapisi

Betakoronaviriisler, Coronaviridae ailesinin diger tiim {iyelerine benzer sekilde
biiyiik RNA genomlarina (yaklasik olarak 30 kb) sahip viriislerdir. Genomlar, 5’
metillenmis baslik ve 3’ poliadenile edilmis kuyruk ve translate edilmemis (UTR)
bolgelere sahiptir. Genomlar korunmus ve sirali acik okuma cercevelerini (ORF)
icerir [98]. Pozitif tek sarmalli RNA viriisii olan SARS-CoV-2 de yaklasik 30 kb’'lik
bir genoma sahiptir [99]-[101]. N proteinleri tarafindan RNP kompleksi olarak
paketlenen genom, lipidler ve S, M, E viral proteinleri tarafindan cevrelenmis

kiiresel bir yapidadir [102].

SARS-CoV-2'nin viral cap1 yaklasik olarak 150-160 nm’dir. SARS-CoV-2,
yarasalara ait bat-SL-CoVZC45 ve bat-SL-CoVZXC2 viriis tiirleriyle yiiksek dizi
benzerligi gosterirken (sirasiyla = %88 ve %87), SARS-CoV ve MERS-CoV ile daha
az dizi benzerligi (sirasiyla= 79 % ve %50) gosterir [103].

Sars-Cov-2'de 3 ana genomik bolge bulunur. Bunlar; replikaz genini iceren bolge,
yapisal proteinleri kodlayan genleri iceren bolge ve bu yapisal proteinleri kodlayan
genlerin arasinda dagilmis bir sekilde bulunan ve aksesuar proteinlerini kodlayan
genlerdir [104]. Viriis genomunun 5’u¢ tarafi agik okuma cerceveleri olan ORFla
ve ORF1b’den olusur. Bu iki bolge genomun yaklasik iicte ikisini olusturur. ORF1la
ve ORF1b, ppla pplab poliproteinlerine cevrilir. Bu poliproteinler daha sonra
replikaz/transkriptaz RTC’yi meydana getiren 16 yapisal olmayan proteine
doniistiiriiliir. Genomun 3’ ug tarafi ise 4 adet yapisal proteinin (S, E, N, M) ve
sayilar1 7-9 arasinda degisen aksesuar proteinlerin kodlanmasindan sorumludur

[105]-[107].

SARS-CoV-2 genomunun 5’ UTR’si 265 niikleotid uzunlugundayken, 3’ UTR’si 337
niikleotid uzunlugundadir. Viriisiin genomu yiiksek oranda A+U bazlarini (%62)
icerirken, diisiik oranda G+C (%38) bazlarini igerir. Bu yiizden viriis ytiksek
sicakliklarda kararsizdir [102].

Sekil 2.7’de SARS-CoV-2'nin genom organizasyonu gosterildi.
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Sekil 2.7 SARS-CoV-2'nin genom organizasyonu. ORFla ve ORF1b, 16 yapisal
olmayan proteini kodlar (nsp1-16). Yapisal genler, S, E, M ve N dahil olmak

tizere dort yapisal proteini kodlar [108]

2.1.4 Viriisiin Yasam Dongiisii ve Patogenezi

SARS-CoV-2 nin de dahil oldugu patojenik koronaviriis enfeksiyonlari, ARDS,
bobrek yetmezligi, zatiirre ve daha ileriki asamada o6liime kadar ilerleyen
semptomlara neden olabilir [28]. Kovid-19un klinik evreleri hakkinda soyle bir
siralama yapilir: Viriisiin kanda yayildigi viremi evresi, akut evre ve son olarak
enfeksiyonun o6liimle sonuclanmasi veya iyilesme evresidir [109]. Hastaligin
semptomlar kisiden kisiye degisiklik gosterse de, ates, oksiiriik, yorgunluk hissi,
istahsizlik, tat ve koku kaybi, nefes alamama ve balgam {iiretimi enfekte bireyler

tarafindan genel olarak belirtilen semptomlardir [110].

SARS-CoV-2 enfeksiyonun genel olarak seyri su sekildedir: Viriisiin konakgi
hiicreyi istila etmesi ve hiicre icinde replikasyonu, diizensiz bagisiklik tepkisi ve
coklu organ hasar1 [109]. Ilk olarak SARS-CoV-2 akcigerlere solunum yoluyla girer
ve alveolar epitel tip 2 (AT2) hiicrelerine saldirir. SARS-CoV-2'nin S proteinleri
AT2 hiicrelerindeki ACE-2 reseptorlerine baglanir [93], [95], [111]. Viriisiin S
proteini aracilig1 ile ACE-2 reseptOriine baglanmasindan sonra viriisiin ve konakgi
hiicrenin membranlar1 kaynasir. SARS-CoV-2 S proteini konakg1 hiicrenin ACE-2
reseptOriine baglanabilmesi icin bazi serin proteazlar tarafindan aktif edilmesi

gerekir [112], [113]. Koronaviriis S proteinleri, furin, tripsin, katepsin, TMPRSS-
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2, TMPRSS-4 veya insan hava yolu tripsin benzeri proteazlar dahil, bir veya birkag
konakg1 proteazi tarafindan aktive edilebilirler. Koronaviriislerin hiicrelere plazma
membranindan m1 veya endositoz yoluyla mi giris yapacagi bu proteazlarin

konakg1 hiicre tizerinde bulunup bulunmamasiyla belirlenir [114].

SARS-CoV-2'nin yasam dongiisii temelde 2 boliime ayrilir. 1. asama, Baslangic
asamasi diyebilecegimiz viriisin konak¢i hiicreye tutunmasi ve hiicreye giris
asamasidir. 2. asama ise Ileri asama olarak adlandirilabilir. Ileri asamada, yapisal
olmayan ve yapisal olan proteinlerin translasyonu, RNAnin replikasyonu ve yeni
olusan virionlarin konakg¢i hiicreden ayrilmasi gibi olaylar yasanir [41]. SARS-
CoV-2'nin konake1 hiicreye tutunmasi ve girisi S proteini araciligi ile gerceklesir. S
proteinin konakci reseptorii ACE2’ye tutunup, viriisiin hiicreye girisini saglamak
icin bazi1 yapisal degisiklikler gecirmesi gerekir. Bu degisiklikler sonucu S proteini
S1 ve S2 alt birimlerine ayrilir. S1 alt birimi konakci hiicre reseptoriine
baglanmay1 saglar ve S2 alt birimi de viriistin ve konakg¢1 hiicre membranlarinin
fiizyonunda gorev yapar [34]. S proteinin ACE2 reseptoriine baglanmasi ayrica
Heparan Siilfat tarafindan kolaylastirilir [115]. S proteinin S1 ve S2 alt birimlerine
ayrilmasi, katepsinler, solunum yolu tripsin benzeri proteazlar, tripsin, furin ve
TMRPSS2 gibi proteazlar araciligiyla gerceklesir [25]. SARS-CoV-2 ve konakgi
hiicre membranlarinin birlesmesinin 2 yolu vardir; 1. si endositozdur, 2. si ise
dogrudan flizyondur. Furin proteaz araciliyla saglanan konakg¢i hiicreye giris
endositoz olarak adlandirilir. Dogrudan flizyon ise TMRPSS2 araciligiyla

gerceklestirilir [41].

Viriisiin konakei hiicreye girisinin ardindan genetik materyal olan (+) ss RNA,
sitoplazma ortaminda serbest birakilir. Serbest kalan RNA’daki iki biiyiik okuma
cercevesi olan, ORFla ve ORF1b genleri hizli bir sekilde ppla ve pplab
poliproteinlerine cevrilir (translasyon). Bu asamada translasyonun gerceklestirilip
ppla ve pplab poliproteinlerin sentezlenmesi icin konakg¢i hiicrenin ribozomu
kullanilir. Olusan ppla ve pplab poliproteinleri viral proteazlar olan papain
benzeri proteaz ve 3 kimotripsin benzeri proteaz tarafindan daha sonra
replikasyon transkripsiyon kompleksine (RTC) katilacak olan yapisal olmayan
proteinlere dontistiiriiliir [25], [28], [41], [116]. 16 adet yapisal olmayan protein
(nspl-16) sentezlenirken, bunlardan 15'i RTC olusumuna katilir. RTC RNA-
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isleme, RNA-modifiye edici enzim ve RNA-okuma-diizeltme islevlerini yerine

getiren kompleks bir yapidir [115].

RTCnin bazi aktiviteleri sonucu genomik RNA’lar ve bir dizi subgenomik RNA
sentezlenir. Koruyucu cift membranli keseciklerde (DMV), viriisten konakgc1 hiicre
sitoplazmasina salinan (+) ss RNA’nin RTC sayesinde replikasyonu gerceklesir ve
(-) ss RNA elde edilir. Elde edilen (-) ss RNA'nin transkripsiyonu sonucu bir dizi
subgenomik RNA elde edilir. Subgenomik RNA’lar konakg1 ribozomuna tutunur ve
mRNA gibi gorev yaparak translasyonla Endoplazmik Retikulum Golgi Ara
Bolmesinde (ERGIC) yeni virionlar1 olusturmak {izere birlesecek olan yapisal ve

aksesuar proteinlerine cevrilir [117]-[119].

DMV icerisinde (-) RNA tekrar replike edilir ve yeni olusacak virionlarin genetik
materyalini olusturacak olan (+) RNA elde edilir. N proteini ERGIC’e gecmez, yeni
olusan (+) ss RNA’y1 paketler. N proteini ve (4+) ss RNA, M ve E proteini ile
etkilesime girer. Yapisal proteinlerin yeni virionlarin olusmu i¢in ERGIC’te bir
araya gelmesinde M proteini bir iskele gorevi goriir ve proteinlerin kendi
aralarindaki etkilesimlerde 6nemli bir rol oynar. M proteini yeni virionlarin
olusumu icin gerekli olan hemen hemen biitiin protein-protein etkilesimlerini
yonetir. Ancak yine de M proteini tek basina yeterli degildir ve siirece E proteini
de dahil olur [117]-[119]. Bir araya getirilen viral bilesenler, lipid zarfli olgun
virionun olusumu icin golgi vezikiiliinde olgunlagsmaya tabi tutulur. Daha sonra,
ekzositoz, tomurcuklanma veya hiicre 6liimii sonucu olgun virionlar serbest kalir
[41], [120]. Serbest kalan virionlar kan dolasimina katilarak viremi ve hematojen
yayllmaya neden olurlar. Boylece SARS-CoV-2 konak¢inin akciger, bobrek, kalp,
cizgili kas, karaciger ve endokrin bezleri gibi yiizeyinde ACE-2 reseptori tasiyan

diger organ dokularini enfekte edebilir [121].

Sekil 2.8’de SARS-CoV-2'nin viral yasam dongiisii gosterildi.
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Sekil 2.8 SARS-CoV-2'nin viral yasam dongiisii. RTC: Replikaz-transkriptaz
kompleksi. ER: Endoplazmik retikulum. ERGIC: ER-Golgi ara bolmesi [117]

Konakc1 hiicrenin SARS-CoV-2 ile enfekte olmasinin ardindan ilk olarak dogustan
gelen bagisiklik elemanlar1 hareket gecer. Virlis akcigerde ilk olarak epitel
hiicrelere saldirir. Hava yolunda bulunan epitel hiicreleri, dentrik hiicreler ve
alveolar makrofajlar dogustan gelen bagisikligin {i¢ ana bileseni olarak hizmet
ederler. Makrofajlar ve dentrik hiicreler adaptif bagisiklik olusana kadar virtislere
ve diger patojenlere karsi savasirlar [122]. Adaptif bagisiklikta ise T hiicre aracili
yanit baskin bir rol oynar. B hiicre aracili immun yanit da ise noétralize edici
antikorlar {retilir. Bu antikorlar viriise kars1 koruyucu bir rol oynar [123].

Baz1 Kovid-19 hastalarinda yiiksek diizeyde kemokin ve interlokin gibi plazma
proteinlerinin tespit edildigi bilinmektedir [123]. Hizl gelisen viral replikasyonun
ardindan, konakc¢i tarafindan diizensiz bir bagisiklik reaksiyonu baslatilabilir.
Proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin immun efektor hiicreleri tarafindan
salinmasiyla meydana gelen bu diizensiz sistemik inflamatuar yanit sitokin

firtinasi olarak adlandirilir [124]. Ilerleyen asamalarda l6kositlerin aktive olmasi,
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B-lenfositlerin azalmasi ve proinflamatuar sitokinlerin zincirleme olarak salinmasi
epitel ve endotel hiicre 6liimlerine neden olur bdylece vaskiiler gecirgenlik artar,
pulmoner yani akcigere ait inflamasyon, 6dem, ARDS ve ani oliimle sonucglanabilir
[27]. Kovid-19°da goriilen en yaygin tibbi komplikasyon ARDS’dir. Hastalikla
iligkili 6ltimlerde ARDS’nin yiiksek pay1 vardir [125].

2.1.5 SARS-CoV-2'i Teshis Yontemleri

Teshis, enfekte bireylerin tespit edilmesini saglar ve boylece enfeksiyonun oniine
gecilebilmesi icin gerekli Onlemlerim alinmasi kolaylasir. Hastaligin teshis
edilmesi ile hasta birey, ihtiya¢c duydugu bakimi alabilir ve hastaligin yayilmasi
engellenir. Bir salgin hastalikta enfekte oldugu tespit edilmeyen bireyler, salginin

toplumda cok daha hizli yayilmasina neden olabilirler [126].

Kovid-19 teshisinde, genellikle burun ¢ubugu kullanilarak enfekte bireyden 6rnek
alinir ve polimeraz zincir reaksiyonu testi (PCR) kullanilarak yapilir. Bununla
birlikte, burun siiriintiilerinin PCR testinin ihmal edilemeyecek diizeydeki yanlis
test sonucu oranlar1 nedeniyle daha saglikli bir teshisin ortaya konabilmesi icin,
klinik, laboratuvar ve gorlintileme bulgular1 da kullanilmasi gereken

yontemlerdir [127].
2.1.5.1 Viral Test

PCR testi, SARS-CoV-2 nin niikleik asidinin kalitatif tespiti icin kullanilir. Ozel
olarak gelistirilmis bir cubuk yardimiyla, enfekte olabilecegine dair siiphe tasiyan
bireyin, burun-bogaz stirlintiilerinden, balgam, alt solunum yolu salgilari, digski ve
kan numuneleri kullanilarak SARS-CoV-2'nin riboniikleik asitlerinin tespiti
yapilabilir [128]. PCR testinin sonucunun pozitif ¢ikmasi cogunlukla viriisiin
varligin1 gosterir ve hastaliga ait klinik tablonun gozlemlenmesi ile de teshis

desteklenir [30].

PCR testinin 6zgiilliigii yiiksek olmakla beraber testin hassasiyeti, viriise maruziyet
zamanina gore degisebilir. Yapilan bir modelleme calismasi, testin duyarliligini
virlise maruziyetten 4 giin sonra %33, belirtilerin baslangicinda %62 ve belirtilerin
baslangicindan 3 giin sonra % 80 oldugunu gosterir. Testin sonucunun yanlis
¢ikmasina katkida bulunan faktorlerin; 6rnek toplama tekniginin yetersiz olmasi,

farkli 6rnek kaynaklarinin olmasi ve maruziyetten itibaren gecen siire oldugu
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disiiniiliir. PCR testinin duyarlilik orani net degildir, ancak %66-80 civarinda
oldugu tahmin edilir [2], [127]. Kovid-19’un yiiksek bulasicig1 nedeniyle, enfekte
olan hastalarin en kisa siirede teshis edilmesi, izolasyona alinip tedavi edilmesi
icin hizli ve dogru tani yontemlerine acilen ihtiya¢c duyulur, bunun da 6lim
oranlarini1 ve insan popiilasyonundaki kontaminasyon riskini azaltabilcegi

diistintilmektedir [129].
2.1.5.2 Laboratuvar Bulgular

PCR testinin sonucunun yiiksek dogruluk oranina sahip olmamasi baska
destekleyici testleri de gerekli kilar. Laboratuvar bulgularinin degerlendirilmesi bu
destekleyici testlerden biridir.

Kovid-19 hastalarinda asagidaki laboratuvar anormallikleri gézlemlenir:

Rutin kan testi: Beyaz kan hiicresi sayisi genellikle normaldir veya azalmis lenfosit

sayistyla birlikte diisiiktiir,

C-reaktif protein: Enfekte bireylerde normal veya artis gosterir,

Prokalsitonin: Cogu durumda normaldir,

Digerleri: Siddetli vakalarda karaciger enzimlerinde, kas enzimlerinde ve

miyoglobinde yiikselme ve D-dimer diizeyinde artis goriilebilir [26], [130].
2.1.5.3 Goriintiileme Testleri

Goriintiileme teknikleri de Kovid-19 hastaligimmin teshisinde énemlidir. Ornegin
PCR test sonucu 5-6 saat icinde elde edilebilirken, tomografi sonuclari bundan ¢ok
daha hizli bir stirede elde edilebilir [129]. Gortintiileme testleri sonucunda elde
edilen bulgular Kovid-19 hastaligina 6zgii degildir ancak uyumlu bir klinik tablo
ve/veya bir temas durumunda taniya yardimci olabilirler. Goriintiileme testleri
icin rontgen, pulmonar ultrasonografi ve tomografi gibi goriintiileme teknikleri
kullanilabilir. Bilgisayarl tomografi, gogiis rontgenine gore daha hassastir. Ayrica

pulmoner ultrasonografi de iyi bir hassasiyete sahiptir [131].
2.1.5.4 Serolojik Testler

Serolojik calismalardan elde edilen veriler, PCR testlerin sonuclarinin
desteklenmesinde biiyiik olciide yardimer olur [132]. Mevcut kullanimda olan
bircok serolojik kit, SARS-CoV-2 ‘ye karsi antikorlarin tespitini yapmak iizere

kullanilmak icin Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilac Dairesi tarafindan acil

23



kullanim lisanst almistir. Bu tiir testler, IgG veya IgG ve IgM gibi antikorlarin test
edilmesinde genellikle ELISA, kemiliiminesans ve immiinokromatografi gibi

yontemlerin prensiplerine dayanir [133].

Serolojik test, viral test mevcut olmadiginda faydalidir. Klinik tablonun da dikkate
alinmasi testin giivenilirligini arttirir. Ayrica serolojik test viral testten daha hizli
sonug verir. Viriis yayilliminin azaldig1 bazi hastalarda PCR test sonuclar1 yanlis
¢ikabilir, bu durumda serolojik testin kullanilmasi 6énem arz edebilir [30]. Bazi

onemli yararlarinin yani sira serolojik testlerin 6nemli kisitlamalar1 da mevcuttur.

Serolojik testler viriise kars1 viicudun trettigi antikorlarin tespitine dayandig icin,
asemptomik, hastaligin erken evresinde olan veya yeterli semptom gostermeyen
hastalar yeterli antikor iiretemeyebilirler. Bu durumda birey enfekte olsa bile

serolojik testin sonucu negatif ¢ikabilir [134].

Serolojik testlerin 6zgiilliigiinii ve duyarliligini capraz reaktivite ciddi bir sekilde
etkileyebilir. SARS-CoV-2’ye filogenetik olarak olduk¢a yakin olan SARS-CoV un
ve diger endemik insan koronaviriislerinin insan popiilasyonunda bulunmasi
ihtimali, Kovid-19 hastalarinin dogru sekilde teshis edilmesinde sorun

olusturabilir [132].
2.2 Sars-Cov-2’ye Karsi Gelistirilmekte Olan Asilar

Diinyada SARS-CoV-2'ye kars1 196’s1 preklinik, 153’ klinik olmak {izere toplamda
349 as1 aday1 bulunur [6]. Ayrica, Daha 6nce lisansli bir asida kullanilmayan farkl
teknolojiler de arastirmalarin kapsami icindedir. Bir biitiin olarak viriise veya
viriisin alt birimlerine dayanan ve su an gelistirilmekte olan en az 8 tip as1 tiirii

vardir.

Gelistirilmekte olan as1 tiirleri, sayisal dagilimi ve bu sayisal dagilimi icindeki

ylizde degerleri Tablo 2.1’de gosterildi.
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Tablo 2.1 Gelistirilmekte olan asilarin tiirleri, sayisal dagilimi ve bu dagilim

icindeki yiizde degerleri [6]

As1 Tiirleri Sayisal Dagilim Yiizde Degerleri
Protein subunit 51 34%
Viral Vektor (non-replike) 21 14%
DNA 16 11%
Inaktif Viriis 21 14%
RNA 28 18%
Viral Vektor (replike) 4 3%
Viriis Benzeri Partikiil 6 4%
Canli (Zayiflatilmig) Viriis 2 1%
Digerleri 2 1%

2.2.1 SARS-CoV-2’ye Karsi Gelistirilen Asilar Ve Bu Asilarin Avantaj Ve

Dezavantajlari
2.2.1.1 Viriis Asilarn

Viriis asilari, geleneksel olarak canli-zayiflatilmis ve inaktif (6lii)) asilar olmak

izere iki sekilde hazirlanir.

Canli-zayiflatilmig Asilar: Canli-zayiflatilmis asilar bazi viral hastaliklara karsi

oldukca etkili bir as1 tiiriidiir. Su ciceginin eradike edilmesi, cocuk felci ve
kizamigin Oonemli O6l¢lide kontrol altina alinmasi bu a1 tiiriiniin basarisini
gostermesi acisindan Onemlidir [135]. Canli-zayiflatilmis asilar farkli hiicre
kiiltiirlerinde pasajlanarak adaptasyonu saglanir ve daha az viriilan hale getirilir.
Bu zayiflatilmis organizma insan hiicrelerini enfekte edebilir, ancak bu enfeksiyon
hafif seyreder ve dogadaki vahsi viriise karsi bagisiklik iiretir [136]. Canli-
zayiflatilmis asidaki mikrooraganizma dogal enfeksiyon olusturan haline en yakin

durumdadar.
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Inaktif (Olii) Asilar: Inaktif asilarda hastalik etkeni olan organizma, tamamen

etkisiz hale getirilir ancak yine de bagisiklik sistemini uyarabilir. Enfeksiyoz
omayan bu tiir asilar giivenlidir ama bagisik yaniti olusturmak icin biyiik
miktarlarda enjekte edilmeleri gerekir [137]. Inaktif asilar, organizmanin
bulasiciligini ve replikasyon yetenegini etkisiz hale getiren kimyasal veya fiziksel
ajanlar kullanilarak elde edilir [136]. inaktivasyon sirasinda kritik olan nokta,
antijenin tizerindeki epitop yapisinin korunmasidir. Is1 ile inaktivasyon genellikle
istenildigi gibi sonuclanmaz. Formaldehit veya formalin ile yapilan kimyasal
inaktivasyon islemleri daha basarilidir. Grip asist ilk inaktive virlis asisidir.
Inaktive edilmis asilar etkisiz hale getirilmis patojenler icerse bile bazi riskler

barindirabilir [138].

Tablo 2.2’de canli-zayiflatilmis asilarin ve inaktif asilarin avataj ve dejavantajlari

verildi.

Tablo 2.2 Canli ve inaktif asilarin avantaj ve dezavantajlari [139], [140]

Kriter Canli (zay:flatilmig) as1 Inaktive as1
Tekli dozlarda Glcli bagisiklik saglar | Zayif bagisiklik saglar
Bagisiklik siiresi Uzun Kisa
Adjuvan kullanimi Gerekmez Gerekir
As1 giivenligi Degisiklik gosterir Genellikle giivenlidir.
Potansiyel kontamisyon Miimkiin Diistik ihtimal

Stabilite ve saklanmasi

Diisiik ve zor

Yiiksek ve kolay

As1 maliyeti

Daha az

As1 maliyeti

As1 susunun patojene
dontisiimii

Mumkiin

As1 susunun patojene
doniisimii

2.2.2 Niikleik Asit Asilar

Niikleik asit asilar ile bagisiklama saglamak icin genetik materyal olarak plazmit

DNA veya mRNA kullanilir. Kullanilan genetik materyal istenen antijenin konakg1
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hiicrede eksprese edilmesini saglar ve eksprese edilen antijene karsi immun tepki
olusur [141]. Niikleik asit temelli asilar bagisiklik sistemini uyarma konusunda
kismen canli-zayiflatilmis asilarla benzerlik gosterir. Ancak bu asilama sisteminde,
ilgili antijeni taklit eden viral proteinlerin konakg¢i hiicrede iiretilmesi saglanir

[142].
2.2.2.1 DNA Asilan

Plazmid DNA'nin koruyucu bagisiklik tepkileri olusturma yeteneginin deneysel
olarak ispatlanmasindan sonraki yillarda DNA asilarinin, cesitli bulasici,
otoimmun hastaliklara, alerji ve kansere karsi kullanilmak {izere klinik denemeleri
vardir [143]. Bu as1 tiiriinde istenilen antijenik kisimlarin kodlarini tasiyan DNA
plazmidi baz teknikler kullanilarak konakei hiicresine verilir. Daha sonra bu
antijenik kisimlarin konakgi tarafindan eksprese edilip tiretilmesi saglanir. Boylece

iretilen antijenlere kars1 bagisiklik yanit olusturulur [144].
Tablo 2.3’te DNA asilarinin avantaj ve dezavantajlari verildi.

Tablo 2.3 DNA asilarinin avantaj ve dezavantajlari [145]-[148]

Avantajlar

Dezavantajlar

Hem MHC sinif I hem de sinif II
molekiiller tarafindan antijen
sunumu yapilir

DNA asilar1 nispeten zayif bir
immiinojenisiteye sahiptir. Verilen
plazmid DNA'ya kars1 antikor iiretimi
baslayabilir

Bagisiklik yanitin sadece ilgili
antijene odaklanabilmesi s6z
konusudur

Konakci icinde eksprese edilen antijenler
yliziinden immiinolojik tolerans
gelisebilir

Ucuz, 1siya dayanikli ve tiretimleri
kolaydir. Depolama ve nakliye
islemlerinde asi stabilitesini korur

Protein imm{iinojenleriyle sinirhidir
(bakteriyel polisakkaritler gibi protein
bazli olmayan antijenler icin
kullanilamaz)

Hem koruyucu hem de hiicresel
bagisiklig1 harekete gecirebilir

Konakgci genom i¢ine yabanci DNA
eklenmesi hiicrelerin kanserlesmesine
neden olabilir
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DNA agilar1 timit verici baz1 6zelliklere sahip olmasina ragmen, genel olarak,
bagisiklik sistemini uyarma konusunda diger asi tiirlerinden daha zayiftirlar
[144].

2.2.2.2 RNA Asilan

RNA Asilari: Normalde hiicrelerimiz protein sentezi icin DNA y1 kalip olarak
kullanir ve mRNA sentezlenir. Daha sonra sentezlenen bu mRNA translate edilir
ve boylece hedef proteinin sentezi yapilmis olur. Bir RNA asisi, hastaliga 6zgii
antijeni kodlayan bir mRNA ipliginden olusur. mRNA viicuda enjekte edilip hiicre
icine girdiginde tipki dogal mRNA mekanizmasinda oldugu gibi siire¢, hedef

antijenin sentezi ile sonuclanir [149].

RNA as1 teknolojisine ait genel mekanizma Sekil 2.9’da verildi.

Ilgili antijen igin RNA kodu

Altivasyon

Bagisiklik Hafiza

|
Sistemi Hiicres
Antijen Sunan Hiicre
S

Sekil 2.9 RNA as1 teknolojisi [150]

Asi olarak iki ana RNA tiirii incelenir. Bunlar, kopyalanamayan (non-replicating)
mRNA ve viral olarak tiiretilmis, kendi kendini ¢ogaltan (self-amplifying) RNA’dur.
Kodlanamayan mRNA bazli asilar sadece ilgili antijeni kodlayan ve 5 've 3' UTR'leri
icerirken, kendi kendini cogaltan RNA'lar sadece antijeni degil, ayn1 zamanda
hiicre ici RNA amplifikasyonu ve yiiksek protein ekspresyonunu miimkiin kilan

viral replikasyon mekanizmasini da kodlayan genetik bolgeyi icerir [151].

RNA asilarinin avantaj ve dezavantajlari Tablo 2.4’te verildi.
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Tablo 2. 4 RNA asilarinin avantaj ve dezavantajlar1 [150], [152]-[156]

Avantajlan

Dezavantajlari

RNA konakc¢i genomu ile
biitiinlesemez ve bu nedenle
onkojenik potansiyeli yoktur ve DNA
asilarina gore daha giivenlidirler

Viicuda verilen genetik materyal
(mRNA) dogal bagisiklik sistemini
gliclii bir sekilde uyarmasi sonucu tip
1 interferon (IFN) iiretimi baslar. Tip
1 IFN, konakg1 iizerinde ates veya grip
benzeri belirtilerin olugsmasi gibi
istenmeyen etkilere sahip olabilir

Viral vektor sistemlerine nazaran RNA
yaklasimi daha uzun bir yar1 6mre,
daha uzun ekspresyon siiresine ve
daha basit formiilasyonlara sahiptir

Proses karakterizasyonu, mRNA
asilari icin 6nemli bir sorundur ve son
irtiniin olusum asamasinda RNA
dizisinin uzunlugu, kompozisyonu ve
kimyasinda bazi zorluklar yasanabilir

Basittirler, dogrudan sitoplazmaya
verilebilir ve ekspresyon olusturmak
icin niikleer lokalizasyon
gerektirmezler, tiretimleri hizlidir

Serbest ekstraseliiler mRNA toksik
olma riski tasir ve mRNA asilarinin
otoimmun hastlalik olusturma riski
bulunur. Ayrica Kovid-19 salginindan
once mRNA asilarinin onaylanmais bir
insan kullanimi olmadig: i¢in uzun
vadede ne tiir etki gosterecegi
kestirilemez

2.2.3 Viral Vektor Agilar

Viral vektor asilarinda bir ¢ok farkl viriis ailesinden bazi viriislerin vektor olarak

kullanilmasiyla gesitli yeni viral vektorler olusturulur. Bu viral vektorler hem

beseri tipta hemde veterinerlikte asi uygulamalari icin kullanilir. Ancak viral

vektor asilarinin insan uygulamalari veterinerlikteki uygulamalar1 kadar basarili

degildir [157]. Viral vektor asilarinda, hedef patojene karsi iiretilmek isteten

antijeni kodlayan genetik material, vektor olarak kullanilan viriis i¢inde viicuda

verilir. Ornegin adenoviriis gibi bir viriis, viicutta koronaviriis proteinleri

liretebilmesi icin genetik olarak tasarlanir. Bu viriisler zayfilatilmis olduklar1 icin

hastaliga neden olamazlar [158]. Bu teknolojide kullanilan viriisler hiicre icinde

replike olabilen (replicating) ve replike olamayan (non-replicating) olmak iizere

ikiye ayrilirlar.
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Tablo 2.5’te viral vektor asilarinin avantaj ve dezavantajlar verildi.

Tablo 2.5 Viral vektor asilarin avantaj ve dezavantajlar1 [159], [160]

Avantajlan

Dezavantajlari

Hem humoral hem de hiicresel
bagisiklig1 uyarabilir ve bir ¢ok
hastaliga karsi potansiyel
kullanimlar1 mevcuttur

Konakcida viral vektore karsi tiretilen
antikorlar kullanilan asinin verimliligini
diistirebilir.

Viral vektor asilar ilave
adjuvanlar olmadan verilebilir.

Uretimleri icin farkli hiicresel sistemler
gerekir.

Biiyiik miktarda tretilebilir
olmalar1 pandemi salginlarina
kars1 avantaj saglar.

Vektor tasimis oldugu genetik materyalin
konakci genom ile biitiinlesmesi sonucu
cesitli hastaliklara yol acma riski vardir.

Fiziksel olarak kararhdir ve

soguk depolama gerektirmezler.

Zamanla rekombinasyon, viriilansa geri
doniis ve bunun sonucunda da patogenez
riski tasiyabilirler.

Bagisiklik sistemini giiclii bir
sekilde uyarabilirler

Uretimleri oldukc¢a karmasik ve nispeten
maliyetli bir islemdir.

Hedef antijenin birebir taklit
edilmesini saglarlar

Genetik olarak modifiye edilmis
organizmalardir, bu nedenle bu
organizmalarin kullanimi insan sagligi ve
cevre icin potansiyel riskler tasir.

2.2.4 Protein Temelli Agilar

Protein alt birim asilar1 (Sentetik peptid asilar1): Sentetik peptid asilarinda bir

biitlin olarak patojen yerine o patojenin bagisklik sistemini uyaran antijen
bolgesinin ilgili epitop bolgesi kullanilir [7]. Sentetik peptid asilar1 enfeksiyon
ve/veya kronik hastaliga neden olan mikroorganizmanin 20-30 aminoasitlik

spesifik epitop bolgesinin as1 olarak kullanilmak tiizere laboratuvar kosullarinda

uygun bir yontemle peptid dizisi olarak sentezlenmesidir [161].

Peptit asilar, hem iiretimde hem de uygulamada giivenli olduklari, kullanimi,

depolanmasi ve nakliyesi kolay olduklar i¢in ideal as1 tipidirler. Bu asilar, alt birim
veya tam protein asilarina kiyasla ucuzdur [162], [163]. Ayrica, sentetik peptit

asilarin onemli bir avantaji, kimyasal olarak tanimlanmis olmalar1 ve bulasici
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materyal icermemeleri ve dolayisiyla biyolojik tehlike faktorii olarak herhangi bir

risk icermemeleridir. Yiiksek miktarlarda kolaylikla iiretilebilirler [164], [165].
Tablo 2.6’da sentetik peptid asilarinin avantaj ve dezavantajlar verildi.

Tablo 2.6 Sentetik peptid asilarin avantaj ve dezavantajlar1 [7], [163], [166]-

[168]
Avantajlan Dezavantajlari
Biyolojik kontamianasyon icermez, iiretimleri Peptidler zayif
basit ve maliyetleri de uygundur immunojenlerdir
Peptidlerin kimyasal olarak sentezlenebilmesi, Dogal konformasyonlarini
antijenlerin biyolojik kontaminasyonu ile ilgili kaybedebilirler

tim sorunlarn ortadan kaldirir

Bu agsilar tipik olarak suda ¢oziiniir, basit Enzimatik bozunmalara
depolama kosullarinda kararlidir, dondurularak kars1 hasastirlar
kurutulabilir ve stabiliteleri kolayca
degerlendirilebilir
Peptitler cok spesifik hedefler icin Ek olarak bagisiklik
ozellestirilebilir. Coklu epitop yaklagiminin uyaricilara (adjuvanlar)
kullanilmasiyla, tek bir peptid temelli asi, veya tastyici sistemlere
birkac susu, farkli yasam dongiistiniin ihtiyac vardir

asamalarini ve hatta farkli patojenleri
hedefleyecek sekilde tasarlanabilir

Peptit antijenlerinin, gereksiz unsurlari Kalitsal cesitliligin fazla
barindirmamasi nedeniyle alerjik veya oldugu populasyonlar
otoimmiin tepkilere neden olma olasilig1 tarafindan ayni derecede
diisiiktiir ve herhangi bir hastalik sinirlamasi bagisiklik uyarisi
yoktur olusturamazlar

Viriis Benzeri Parcaciklar: Viriis benzeri parcaciklar (VLP'ler), yap1 ve sekil

acisindan dogal viriislere benzeyen ancak viral genom icermeyen multiprotein
yapilardir [169]-[171]. VLP'lerin yiizeyindeki epitoplarin yiiksek yogunlugu,
antijen sunan hiicreler tarafindan taninabilir ve bagisiklik sistemine sunulabilir,
boylece orijinal patojenlerin yaptig1 gibi hiimoral ve hiicresel bagisiklig1 etkin bir
sekilde uyarir [172]. Bircok VLP viriisii DNA veya RNA icermedigi icin viriilent
ozelliklere geri donme, replikasyon, rekombinasyon ve yeniden cesitlenme

(karisik enfeksiyonda iki ayri viriisiin genomlarindan melez viriis olusumu) gibi
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dezavantajlar olmadan, inaktive edilmis ve zayiflatilmis viriis asilarinda goriilen
viral kapsid proteinlerinin orijinal konformasyonuna sahiptir [171], [173], [174].
VLP'ler, virlis parcaciklarinin yapisini taklit ettiklerinden dolay1 diisiik dozlarda
antijen, bagisiklik sisteminde koruyucu bir tepki ortaya cikarmak icin yeterlidir. B
hiicresi aracili bagisiklik cevabini uyarma yeteneklerine ek olarak, VLP'ler
sitotoksik T lenfosit tepkilerini uyarmada da oldukga etkilidir [171]. VLP'ler de
dogal viriislere benzer sekilde zarfsiz veya zarfli olabilir ve farkli yapilarda
iretilebilir. VLP'ler, giivenlikleri, basitlikleri ve hem hiimoral hem de hiicresel
immiin yanitlar1 indiiklemek icin uygun immiinolojik 6zelliklere sahip olmalari
nedeniyle bulasici patojenlere karsi geleneksel asilara bir alternatif olarak

gelistirilen asilardir [170].
VLP’lerin avantaj ve dezavantajlari Tablo 2.7’de verildi.

Tablo 2.7 VLP’lerin avantaj ve dezavantajlar1 [161], [170], [171], [175]

Avantajlan Dezavantajlari
VLP'ler, viral antijenleri dogal Kararhilig1 diistiktiir ve maliyeti
yapilarina benzer seklilde sunabildikleri yliksektir
icin bagisiklig1 giiclii bir sekilde
uyarabilir
Bircok VLP viriisii DNA veya RNA Bazi bireylerin yapisi taklit edilen
icermedigi icin virtilent ozelliklere geri viriise kars1 6nceden bagisiklik
donme ihtimali oldukca disiiktiir gelistirmis olabilir
Hem iiretim hem de uygulama Klinik 6ncesi hayvan modelleri
sirasinda viral genomik materyali yoktur
olmadigi icin giivenlidirler

2.3 Nanopartikiiller

Nanoteknoloji, 1974 yilindan beri hizla gelisen, saglik, tarim, kozmetik vb. bircok
alanda ilgi goren ve 1-1000 nm arasindaki boyutlarda yeni malzemelerin
olusturulmasina dayanan 6nemli bir teknolojidir [176]. Nanoteknolojinin temel
bilesenini nanopartikiiller olusturur. Nanopartikiiller, karbon, metal, metal
oksitler veya organik maddelerden olusur. Nanopartikiiller, daha yiiksek

boyutlardaki partikiillere nazaran nano seviyede benzersiz fiziksel, kimyasal ve
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biyolojik 6zellikler sergiler [177]. Nanopartikiiller, uzun siireli biyolojik aktivite
gostermesi, saglik alanindaki kullanimlarinda in vivo ortamlarda bozunmaya karsi
hedef molekiilii korumasi, konrollii ila¢ salimina izin vermesi ve gelismis bir
biyoyararlanim kapasitesine sahip olmasi gibi benzersiz bazi fizikokimyasal
ozelliklere sahiptir [178]. Bu dstlin 6zelliklerin yani sira, saglik alanindaki
kullanimlarinda nanopartikiiller, hedef molekiiliin fiziksel-kimyasal 6zelliklerini
degistirmek, coOziiniirligiini arttirmak, eliminasyon siiresini azaltmak ve
bobreklerden atilimimi iyilestirmek gibi hedefler icin de tasarlanabilir [179].
Nanotip alaninda kullanilan nanopartikiiller, in vivo olarak as1 ve ila¢ dagitimi icin
umut verici tasiyic1 adaylaridir. Nanoparitkiillerin, dendritik hiicreler tarafindan
verimli bir sekilde hiicre icine alindigi, hiicresel ve humoral bagisiklig1 harekete

gecirebilir [180].

Nanoparikiil boyutu icin farkli organizasyonlar tarafidan oOnerilen st limitler

Tablo 2.8’de gosterildi.

Tablo 2.8 Nanoparikiil boyutu icin farkli organizasyonlar tarafidan onerilen tist

limitler [181]

Boyut Ust Referans Organizasyon
Limiti (nm)

100 ISO, ASTM Int., Royal Society, SCENIHR, Sci. Cmt. on
Consumer Products, ETC Group, Swiss Re

200 Soil Association, Defra

300 Chatham House, Friends of Earth

500 Swiss Federal Office of Public Health

1000 House of Lords Science Committee
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2.3.1 Nanopartikiillerin Siniflandirilmasi
2.3.1.1 Inorganik Nanopartikiiller

Inorganik nanopartikiiller, teshis ve goriintiilme icin genis capli bir kullanima
sahiptir. Inorganik nanopartikiiller elektirik, kimyasal ve manyetik olarak bir

takim benzersiz 6zelliklere sahiptir [182].

Metalik Nanopartikiiller: Mithendislik alaninda ve biyomedikal bilimlerde yogun

bir kullanim alani vardir. Giintimiizde metalik nanopartikiiller; ligandlar,
antikorlar ve hedef molekiillerle konjuge edilmek icin cesitli kimyasal fonksiyonel
gruplarla sentezlenebilir ve modifiye edilebilir. Bu sekilde olusturulan bu yapilar;
biyoteknoloji, manyetik ayirma, ila¢c ve gen hedefleme gibi genis bir potansiyel

kullanim alanina sahiptir [183], [184].

Silika Nanopartikiiller: Silika nanopartikiiller nanoyapilarin tasarlanmasi ve

gelistirilmesinde cesitli uygulama alanlarina sahip olabilir. Silika nanopartikiiller,
polimer endiistrisinde, biyomelekiillerin adsorpsiyonu ve biyo-goriintiileme gibi
biyonanoteknolojide ve cesitli arastirmalarda yaygin olarak kullanilir. Uretiminin
kolay ve ucuz olmasmin yani sira, partikiill boyutunun kontrol edilebilmesi,
biyouyumluluk ve yiiksek derecede aktif bir yiizeye sahip olmasi gibi 6nemli

ozelliklere sahiptir [185].

Quantum Noktalari: Quantum noktalar1 essiz elektronik ve optik 6zelliklere sahip,

elektronik ve biyomedikal uygulamalar i¢in yiiksek bir potansiyel sunan, yari
iletken tabanli inorganik nanomalzemelerdir [186]. Quantum noktalar1 2-8 nm
capinda, II — VI veya III — V grup elementlerin atomlarindan olusurlar. Yiiksek
parlaklik, uzun 6miirlii, genis ve siirekli absorpsiyon spektrumlari, dar emisyon
spektrumlari ve yiiksek floresan kuantum verimi gibi benzersiz 6zgiin 6zellikleri

nedeniyle, biyoanalizler icin yaygin bir sekilde kullanilir [187], [188].

Karbon Nano Tiipler: Karbon nanotiipler basit konfigiirasyonlu silindirik grafen

tabakalardir [189]. Karbon nanotiiplerinin ana uygulama alani mikroelektronik
cihaz teknolojisidir. Ancak, benzersiz fiziksel ve elektronik 6zellikleri, hiicre zari
boyunca kolay yer degistirme ve diisiik toksisiteye sahip olmasi karbon

nanotiiplerin biyomedikal alanda kullanimi i¢in de baz1 avantajlar saglar [190].
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Manyetik Nanopartikiiller: Manyetik nanopartikiiller, dogada ve bircok biyolojik

nesnede bol miktarda bulunur [191]. Bu tiir nanopartikiiller manyetik alan
kullanilarak manipiile edilebilir. Manyetik materyal olarak adlandirilan demir,
nikel ve kobalt gibi bir mazleme ve biyokatalitik veya biyotanima gibi islevsel bir
ozellige sahip kimyasal bir yap1 olmak {iizere iki bilesenden meydana gelirler
[192]. Manyetik nanopartikiiller bilgi kayit ve depolama sistemlerinde, manyetik
sogutma sistemlerinde, biyokatalitik, biyoanalitik ve diger bazi biyomedikal

uygulamalar icin kullanilabilir [191], [192].
2.3.1.2 Organik Nanopartikiiller

Organik nanopartikiiller, caplar1 10 nm-1 wm arasinda degisen, organik
bilesiklerden (esas olarak lipitler ve polimerler) olusan kati partikiillerdir.
inorganik nanopartikiillere yonelik 6énemli arastirmalarin ve ticari yatirimlarin
yapilmasina nazaran organik nanopartikiiller daha az ilgi gérmiislerdir. Ancak
potansiyel  kullanim alanlar1 acgisindan  degerlendirildiginde  organik
nanopartikiillerin gittikce daha fazla 6énem kazandig1 goriiliir. Nanotip alanindaki
baz1 gelismeler sonucunda ila¢ sektorii acisindan organik nanopartikiillerin
arastirilmasi oldukca 6nemlidir [193]. Organik nanopartikiiller malzeme ve yasam
bilimlerinde oldukga ilgi cekici bir alandir. Katalik araytizler olarak DNA veya
antikorlar gibi biyolojik yapilarla islevsellestirildikten sonra, molekiil tanima,
sinyal iletimi, biyoanaliz, sensér uygulamalari, ila¢ dagitim ve tasyici sistemleri

olarak potansiyel kullanim alanlarina sahip olabilirler [194].
Organik nanopartikiiller, polimerik ve lipid bazli nanopartikiilleri icerir [195].

Lipid Bazli Nanopartikiiller: Organik nanopartikiil sinifina giren lipid bazh

nanopartikiiller, hidrofobik ve hidrofilik molekiilleri tasiyabilen, c¢ok diisiik
toksisite gosteren, viicud i¢inde uzun atilim siiresine sahip olan nanopartikiillerdir
[196]. Lipid bazl tasiyicilar ilaglarin bozunmasini 6nlemek, ilacin etki edecegi
alan1 hedeflemek ve tasinan molekiiliin toksisite ve yan etkilerini azaltmak gibi
bazi oOnemli avantajlara sahiptir. Bunun yaninda bu tasiyicilar, diisiik
enkapsiilleme verimliligi, kan bilesenlerin varliginda tasinan molekiiliin hidrofilik

ozellige sahip oldugunda tasiyicidan ortama sizmasi ve zayif depolama kararlilig
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gibi baz1 dezavantajlara sahiptir [197]. Lipozomlar ve emdiilsiyonlar lipid bazl

nanopartikiil tasiyicilara 6rnek verilebilir.

Lipozomlar, hiicre membranina benzer sekilde ¢ift katmanli fosfolipid yapisindan
meydana gelir. Farkli 6zellikteki ilag tiirlerinin ¢oklu kapsiillenmesine izin veren
lipozomlar, hidrofobik ve hidrofilik 6zellik gosterebildikleri i¢in oldukca verimli
tastyict sistemlerdir. Yiiksek biyouyumluluga sahip olmalarinin yamisira lipid
secimine ve hazirlanma yontemine bagl olarak fizikokimyasal oOzellikleri de

kontorol edilebilir [198].

Dagitim sistemi olarak kullanilan farkli emdiilsiyon bazli nanopartikiil tiirleri
bulunur. Emiilsiyonlar genel olarak sulu ortamda dagilmis lipid damlaciklarindan
olusur. Eger tasinacak hedef molekiil lipofilik aktif bir bilesense, bu molekiil lipid
damlaciklarinin  hidrofobik olan merkez kisminda toplanir.  Lipid
merkezinin/cekirdeginin durumuna bagl olarak nanoemiilsiyonlar ve kati lipid

nanoparcaciklar olusturabilir [199].

Polimer Bazli Nanopartikiiller: Polimerik nanopartikiiler, boyutlar1 10-1000 nm

arasinda degisen, iyi bir ¢oziiniirliige ve stabiliteye sahip, giivenli, uzun stireli ilag
salimi icin uygun ve toksik etki gostermeyen partikiillerdir. Tasima sistemleri
olarak kullaniminda bir ¢cok avantaja sahip olan polimerik nanopartikiiller hedef
molekiilii viicut icinde biyodegradasyondan korur ve molekiiliin viicut icindeki
dolasim siiresini arttirir. Polimerik nanopartikiiller, adjuvan olarak kullanilip
immun cevabi arttirabilirler [200], [201]. Polimerik nanopartikiillerin iiretiminde
dogal polimerler (proteinler, polisakkaritler vb.) ve sentetik polimerler
(poliakrilamid, polimetilmetakrilat vb.) kullanilir [202]. Hazirlanma metoduna
gore polimerik nanopartikiiller nanokapsiiller ve nanokiireler olmak {tizere iki
kategoriye ayrilirlar. Ilki, polimerik bir kabuga ve bir ic cekirdege sahip vezikiiler

sistemlerdir. Ikincisi, polimerik bir matristen olusur [203].

Bu calisma kapsaminda tastyici sistemi olarak bir kopolimer olan PLGA dan elde

edilen nanokiiresel yapilar kullanildi.

PLGA ve tlrevleri, yapisinda laktik asit ve glikolik asitin farkli oranlarda
bulundugu alifatik bir polyesterdir [16]. Polimer PLA'nin enantiyomerik formlari,

poli D-laktik asit (PDLA) ve poli L-laktik asittir (PLLA). PLGA kisaltmasi genellikle

36



D- ve L- laktik asit formlarinin esit oranda oldugu poli D, L-laktik-koglikolik asit
icin kullanilir [204].

PLGA, biyolojik olarak parcalanabilir, biyouyumlu ve viicut icinde toksik etki
gostermeyen bir polimerdir [17], [18], [205]. PLGA polimerlerinin farkl
kullanim alanlar1 mevcuttur. Bu kopolimerler, ameliyat ipliklerinin yapimi, kemik
yap1 malzemesi olarak ve kontrollii ila¢ salim caligsmalari olmak iizere farkli
biyomedikal uygulamalara sahiptir. PLGA’nin insanlarda damar yolu ile kullanimi1

USFDA tarafindan onaylandig: bilinmektedir [16], [206].

PLGA'nin monomerleri olan laktik asit ve glikolik asit viicutta metabolize edilebilir
[207]. PLGA kopolimerinden olusan polimerik matrise, suyun niifuz etmesiyle
polimer boyunca ester baglari hidrolize ugrar ve polimer monomerlerine ayrisir.
Boylece polimer erozyonla bozunmaya ugramis olur. Bu bozunma islemi boyunca
polimerik matrisin gozenekliligi artar ve boylece tasinan molekiiliin siirekli salimi
gerceklesir [16]. PLGA’dan elde edilen nano ve mikro olcekteki partikiillerden,
proteinler, DNA ve bazi farmakolojik ajanlarin siirekli salimina izin veren

sistemlerin tasarlanmasi tizerine kapsamli calismalar mevcuttur [208].

PLGA’nin monomerleri Sekil 2.10’da gosterildi.

0

HO (o) H*
H3C OH
o H A C— +
b HO

CH4 o}
X Y

OH

Poli (DL-laktit-ko-glikolid asit Laktik Asit Glikolik Asit

BiYOBOZUNUR \ /

Viicut Tarafindan Metabolize Edilir

Sekil 2.10 PLGA'nin monomerleri [209]

PLGA, asi olarak kullanilacak hedef molekiiliin viicut i¢indeki konrollii salimini
gerceklestirecek sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilan 6nemli biyopimerlerden

biridir [210], [211]. Peptidler, proteinler ve diger makromolekiilleri iceren PLGA
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mikro/nano partikiillerinin, hayvan deneylerinde uzun siireli immiinolojik
yanitlar sagladigi rapor edilmistir [212]. Asi sistemlerinin hazirlamasinda PLGA
kullanimi, antijenlerin giivenli bir sekilde kapsiillenmesini saglayarak in-vivo
ortamda bozunmasini biyolojik olarak engeller. Ayrica PLGA, adjuvan gibi gorev
yaparak antijenin tek basina bagisiklik sisteminde olusturacagi cevaptan ¢ok daha

fazlasinin olusturulmasina yardimei olur [213], [214].
2.3.2 Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Miihendislik alaninda yasanan yeni gelismeler nano malzemelerin
sentezlenmesine duyulan ilgiyi arttirmistir. Bir malzeme icin nano boyutlara
inildiginde malzeme, optik, manyetik, termal, mekanik ve kimyasal olarak ¢ok
farkli ve benzersiz 6zellikler gosterebilir. Bu durum nano yapidaki sistemleri bazi
uygulamalar icin cazip hale getirir [215]. Nanopartikiiller proteinler,
polisakkaritler ve sentetik polimerler gibi bazi malzemelerden hazirlanabilir.
Polimerik nanopartikiilin hazirlanmasinda tasiyici malzemenin seg¢imi su

parametrelere baghdir;

o Hedef nanopartikiillerin boyutu,

o Hedef molekiiliin suda ¢oziiniirliik ve stabilite gibi 6zellikleri,

o Nanopartikiiliin ylizey yiikl ve gecirgenligi, nanopartikiiliin biyodegradasyona
ugraylp ugramayacagl, tasiyict malzemenin biyouyumlulugu ve toksisite

derecesi [216].

Molekiiler agirlik, PLGA'nin icerigi, PLGA/ila¢ orami1 ve c¢oziici secimi ile
nanopartikiiliin 6zellikleri kontrol edilebilir [217]. Polimerik nanopartikiillerin

hazirlanmasinda 2 temel yaklagim bulunur. Bunlar;

o Birincisi 6nceden hazirlanmis polimerlerin dispersiyonu ile nanopartikiillerin
hazirlanmasi,
o Ikincisi ise monomerlerin polimerizasyonu ile nanopartikiillerin hazirlanmasi

yontemidir [200], [218].

Polimer dispersiyonu ile nanopartikiillerin hazirlanmasinda, ¢6ziicii buharlasmasi,
nanocoOktiirme, emdiilsifikasyon/¢oziicii difiizyonu, tuzsuzlastirma (salting out),
diyaliz ve stiper kritik akiskan teknolojisi gibi yontemler kullanilir. Monormerlerin

polimerizasyonundan nanopartikiil hazirlama yontemi olarak, emiilsiyon, mini

38



emiilsiyon, mikro emiilsiyon, arayilizey polimerizasyonu, kontrollii radikal

polimerizasyonu gibi yontemler kullanilir [219], [220].

Bu calismada kullanilan ve 6nceden hazirlanmis polimer dispersiyonu yaklasimina
dayanan tekli emiilsiyon ¢oOziicii buharlastirma yontemi detayli bir sekilde
anlatilacak olup, aymi yaklasima dayanan diger nanopartikiil hazirlama

yontemlerinden de kisaca bahsedildi.
2.3.2.1 Nanopresipitasyon Yontemi

Nanopresipitasyon yontemi basit ve tek adimli bir yontemdir. Bu yontemde,
polimer ve hedef molekiil aseton ya da metanol gibi bir organik ¢oziicii icinde
¢ozdiiriiliir. Olusan ¢ozelti daha sonra ylizey aktif madde iceren sulu faz icine
siringa pompast yardimiyla damla damla ilave edilir. Organik coziiciiniin sulu
fazla karisiyor olabilmesi 6nemlidir [221], [222]. Nanopresipitasyon yontemi 100
nm gibi dar bir boyut araliginda partikiil hazirlamak icin kullanilabilmesi ve
kayma gerilimi olmamasi1 nedeniyle avantajli bir yontemdir [217]. Bu yontem
cogunlukla hidrofobik ve bazen de hidrofilik molekiillerin enkapsiile edilmesinde
kullanilabilir. Nanopresipitasyon yontemi ilk defa ila¢ dagitiminda kullanilmak
lizere nanoparcaciklarin hazirlanmasi icin Fessi ve arkadaslar tarafindan

kullanildig1 bilinmektedir [223].

Nanopresipitasyon yontemi ile nanopartikiillerin hazirlanmasi sekil 2.11’de

verildi.

Polimer Cokelmesi

iringa Pompasi O, 0
$ g P 9 9 Cozicu Difiizyonu

Manyetik Karigtirici Bar  Stabilizér
Sekil 2.11 Nanopresipitasyon yontemi kullanilarak polimerik nanopartikiillerin
hazirlanmasi1 [221]
2.3.2.2 Tuzsuzlastirma Yontemi (Salting Out)

Tuzsuzlastirma yonteminde, polimer ve hedef molekiil sulu fazla karisabilen

aseton ve tetrahidrofuran gibi organik bir ¢6ziicii i¢inde ¢ozdiiriiliir. Daha sonra
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elde edilen bu organik faz sulu fazda emdilsifiye edilir. Kullanilacak olan sulu fazin
organik c¢oziiciide c¢oziinmeyen yiiksek konsantrasyonda tuzlar icermesi gerekir
[224]. "Tuzsuzlastirma" teriminin daha dogru anlasilabilmesi icin, aciklanan bu
yontem; PLGA-+hedef molekiil karisiminin, viskoz polivinilalkol (PVA)/tuz
¢ozeltisi icinde emdiilsifiye edilirken organik fazdan kontrolli sekilde

¢okeltilmesine dayanir [225].

Nanopartikiillerin tuzsuzlastima yontemi ile hazirlanmasi Sekil 2.12’de gosterildi.

Su
“> Polimer Emiilsiyon Organik Céziiciiniin Su
+ Haline Getirilir iginde Difiizyonu
© oOrgnaik  ——— . :

¢oziici ’

icinde ’ 1

protein N
Tuzsuzlagtirma ajanlari ve Protein kapsiilleyici polimerik
stabilizator igeren sulu jel nanosferler

Sekil 2.12 Nanopartikiillerin Tuzsuzlastirma Yontemi ile hazirlanmasi [226]

2.3.2.3 Siiperkritik Akigkan Teknolojisi

Stiperkritik akiskan teknolojisi, nanopartikiil olusturma ¢alismalarinda 6nemli bir
yere sahiptir. Stiperkritik bir akiskan, akiskanin kritik sicakliginin {izerindeki bir
sicaklikta basinctan bagimsiz olarak tek bir faz halinde bulunmasidir. Bu sistemde
tek faz halindeki siiper kritik akigskan, ¢oziicii olarak tanimlanir [227]. Herhangi
bir bir maddenin siiperkritik formda olabilmesi icin sicakligi ve basinci kritik
sicakliginin ve kritik basincinin {stiine cikarilmalidir. Siiperkritik akiskan
teknolojisi ekonomik, cevre dostu ve toksik etki gostermemesi gibi dikkat ceken

baz1 6zellikleri nedeniyle son yillarda ilgi goren bir teknolojidir [228].

Bu teknolojinin ana prensibi, hedef molekiil ve tasiyici sistem olarak kullanilacak
malzemenin kritik sicaklik ve basin¢ kosullarindaki siiperkritik ¢oziicli icinde
¢oziilmesi ve dagilimi (disperse edilmesi) ve daha diisiik basing kosullarinda noziil
araciligiyla toplama veya genlesme odasina piskiirtiilmesidir. Piiskiirtiilen
malzemelerin hizlica genlesmesi ve yogunlugun degismesi sonucu hedef molekiil

ve tasityict sistem olarak kullanilan malzemenin olusturdugu yapi hizli bir
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cekirdeklesme gosterir ve kisa siirede istenen boyutlarda nanopartikiil elde

edilmesi miimkiin hale gelir [229].

Stiperkritik akiskan teknolojisinin sematik gosterimi Sekil 2.13’te verildi.
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L d
« Polimer Nanopartikilleri
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-
-

® -
-
- o &
.-
-

On Genisletme Birimi

CO:iginde Polimer Soliisyonu

Siringa Pompasi '

Sekil 2. 13 Siiperkritik akiskan teknolojisi sematik gosterimi [230]

2.3.2.4 Diyaliz Yontemi

Diyaliz yondemi dar-siki dagilima sahip nanopartikiillerin hazirlanmasina izin
veren basit ve etkili bir teknik olarak arastirmacilar atarfindan kullanilir. Tasiyici
olarak kullanilacak polimer ve kapsiile edilecek hedef molekiil ayni1 organik
¢oziicii icinde cozdiiriliir ve bu soliisyon belirli bir molekiiler agirlik sinirina sahip
diyaliz tiipiine yerlestirilir [231]. Diyaliz tiipiiniin i¢cinde organik faz bulunur ve
bu diyaliz tiipii sulu faz ortamina yerlestirilir. Daha sonra tiipiin icindeki ¢oziicii
sulu faza dogru yayilirken sulu faz da diyaliz tiipiine dogru yayilir ve hedef
molekiil+polimer karisiminin tiip ortamindaki ¢oziiniirliigii giderek azalir ve
agregasyon nedeniyle nanopartikiiller olusmaya baslar. Bu sistemde oganik

membran kullanilir [232].
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2.3.2.5 Emiilsifikasyon / Solvent Difiizyonu

Emiilsifikasyon / Solvent Difiizyonu yonteminde, polimer ve kapsiillenecek hedef
molekiil suyla kismen karisabilen bir ¢oziicii (benzil alkol veya asetat gibi bir
¢oziicli) icinde ¢ozdiiriiliir ve bu soliisyon organik fazi olusturur. Daha sonra bu
organik faz, yiizey aktif madde iceren sulu bir ¢ozelti ile karistirilarak su icinde
yag (oil in water, o/w) emiilsiyonu olusturulur [200], [233]. Olusan bu emiilsiyon
daha sonra yeterli miktarda su ile seyreltilir. Bunun sonucunda dagilmis
damlaciklardan dis faza solvent difiizyonu gerceklesir ve boylece kollaidal
partikiillerin olusumu saglanmig olur. Olusan bu nanopartikiillerin boyutu genel

olarak 250-600 nm arasindadir [233].

Bu yontem yiiksek kapsiilleme verimliligi (genellikle %70 ten daha fazla)
saglamasi, homejenizasyona gerek olmamasi, tekrarlanabilirligi, O6lcek
bliylitmenin kolay olmasi ve nanopartikiillerde dar boyut dagilimi elde
edilebilmesi gibi cesitli avantajlar sunar. Ancak, siispansiyondan uzaklastirilmasi
gereken yiiksek hacimde su bulunmasi, emusifikasyon sirasinda kapsiile edilen
hedef molekiiliin hidrofilik 6zellige sahip olmasi durumunda sulu faza sizma
ihtimalinin olmasi1 ve boylece kapsiilleme veriminin diismesi gibi bazi

dezavantajlar da barindirir [219].
2.3.2.6 Coziicii Buharlagtirma Yontemi (Solvent Evaporation)

Goziicii buharlastirma yontemi, polimer dispersiyonu yoluyla nanopartikiillerin
hazirlanmasi icin gelistirilen ilk yontemdir. Bu yOntem tasiyici sistemi olarak
kulanilacak polimerin ve kapsiile edilecek hedef molekiiliin uygun organik bir
¢oziici ile organik fazinin hazirlanmasi, bu organik fazin sulu bir fazda emdiilsiyon
haline getirilmesi ve kullanilan ¢o6ziicliniin buharlastirilmasina dayanir [234],
[235]. Basit bir yontem oldugu icin arastirmalarda yaygin bir sekilde kullanilir.
Yontem esas olarak lipofilik yapidaki molekiillerin verimli bir sekilde
kapsiillenmesine izin verir [236]. Bunun yaninda farkli 6zellikteki molekiillerin

de enkapsiilasyonuna izin veren modifiye yontemler mevcuttur.

Su icinde yag tekli emiilsiyon (oil in water) ¢6ziicii buharlastirma teknigi daha ¢cok
hidrofobik molekiillerin kapsiillenmesinde kullanilir. flave su fazimin eklenmesi

yani yag icinde su emdiilsiyonu ve bu emiilsiyonun tekrar su icinde emiilfisiye
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edilmesiyle (water in oil in water) olusan ikili emiilsiyon teknigi hidrofilik

molekiillerin de kapsiillenmesine izin verir [237].

Coziicii buharlastirma yontemi, gelismis teknoloji kullanimini gerektirmemesi, 1s1
duyarliligina sahip ilaglar icin olduk¢a uygun olmasi, kolay Olcek biiyiitmeye
imkan vermesi ve oldukca kiiciik capta nanopartikiiller olusturmayr miimkiin
kilmasi gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Bunun yaninda bu yontem, kullanilan
baz1 organik solventlerin toksik olabilmesi, ¢oOziiciiniin hizli bir sekilde
buharlastirilmadiginda partikiillerin agregasyona ugramasi gibi bazi dezavantajlar

da icerebilir [238].

Bu calismada ¢oziicii buharlastirma tekniginin su icinde yag tekli emiilsiyonu

(o/w) kullanilda.

Tekli Emiilsivon Coziicii Buharlastirma Teknigi: Tekli emiilsiyon c¢o6ziicii

buharlastirma teknigi hidrofobik molekiilleri kapsiillemenin en basit ve en etkili
yontemlerinden biridir [225], [239]. Bu yontem genel olarak su basamaklardan

olusur;

o Kapsiillenecek hedef molekiiliin tasiyici matrisi olusturacak olan uygun bir
polimerle oganik bir ¢oziicii icinde ¢ozdiiriilmesi,

o Olusan bu organik fazin ikinci bir faz sistemiyle (genellikle PVA'min sulu
¢ozeltisi) bir sonikator veya homojenizator altinda uygun karistirma ve sicaklik
kosullar1 altinda emiilsiyonlastirilmasi. Bu emiilsiyon, polar olmayan bir
organik coziicli icinde polimer ve lipofilik molekiiliin c¢ozdiiriilmesi ile elde
edilen yag fazi veya organik faz olarak da isimlendirilebilen ve yiizey aktif
madde iceren sulu bir fazdan olusur,

o Uygun Dbir kanstirma parametresinde coziiciiniin  buharlastirilarak
nanopartikiillerin olusturulmasi,

o Olusan nanopartikiillerin filtreleme veya santrifiij yoluyla ortamdan elde
edilmesi ve uygun kosullar altinda uygun bir yontem kullanilarak (6rnegin
liyofilizasyon) kurutulmasidir [227], [240]-[242]. Bu asamalardan ilk ikisi
daha cok nanopartikiiliin boyut dagilimini etkilerken, son iki adim ise

nanopartikiiliin morfolojisini belirler [240].
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Tekli ve ikili emdiilsiyon teknikleri, polimerin miktari, c¢oziiciiniin tipi,
kapsiillenecek hedef molekiil ilavesi, ylizey aktif maddenin secimi ve sonikasyon
veya homjenizasyon parametreleri ayarlanarak kolayca 6l¢ceklendirilebilir. Her iki
yontemde de yiiksek kayma geriliminin olusabilmesi 6nemli bir dezavantajdir
[227]. Ancak bu durum uygun parametrelerin secimine dikkat ederek minimuma
indirilebilir. Organik fazin hazirlanmasinda kullanilan organik c¢oziicii igin,
diklorometan, kloroform, heksafuoro-izopropanol gibi diisiik kayma gerilimine
sahip coziiciiler veya etil asetat, izopropanol, metil etil alkol, aseton ve benzil alkol
gibi halojenli olmayan coziiciiler secilebilir. Sulu fazda ise yiizey aktif madde
olarak, PVA, polietilen glikol, polietilen glikol sorbitan monolaurat (Tween) ve

sodyum dodesil siilfat gibi maddeler kullanilabilir [243].

Tekli emdiilsiyon c¢oziicii buharlastirma teknigi kullanilarak nanopartikiillerin

hazirlanmasi Sekil 2.14’te gosterildi.

Uygun bir organik ¢oziicii iginde Sonikatér islemi
ilag+PLGA soliisyonu (Yag Fazi)

0.2% PVA soliisyonu  Sonikasyon ile Emiilsifikasyonun Coziiciiniin Nanopartikiiliin Sulu
{Sulu Faz) olugturulmasi Buharlastirilmasi Stispansiyonu

Sekil 2.14 Tekli emiilsiyon (o/w) ¢oziicli buharlastirma teknigi kullanilarak

nanopartikiillerin hazirlanmasi [244]

2.3.3 Nanopartikiil Karakterizasyonunda Kullanilan Baz1 Yontemler

Nanopartikiillerin boyutunu, partikil dagilimini, seklini ve yilizey yiiklerini
arastirmak tiizere farkli karakterizasyon yontemleri mevcuttur [245]. Bazi belli
bash karakterizasyon yontemlerinden bahsedilecek olup, bu ¢calismada kullanilan

karakterizasyon yontemleri daha detayl bir sekilde anlatild.

Tablo 2.9’da nanopartikiil karekterizasyon yontemleri verildi.
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Tablo 2.9 Nanopartikiil karakterizasyon metodlar1 [246]

Nanopartikiil Karakterizasyon Metodlar1
Ozellikleri

Morfoloji(Sekil/Boyut) | Dinamik 1s1k sagilimi, Elektron mikroskobu (tarama /
iletim), Atomik kuvvet mikroskopisi

Topografi (Yiizey) X-Ray Difraksiyonu, BET
Kimyasal UV gortintiilenebilir spektroskopi, Elektron dagilimh
X-151m1 spektroskopisi, Fourier dontisiimii kizilotesi
spektroskopisi
Elektriksel Elektrokinetik (zeta / dongiisel voltametri
calismalari)
Optiksel Mikroskopi, Cift foton korelasyon spektroskopisi,
Raman spektroskopisi, Yiizey plazmon rezonansi
Biyolojik In vitro hiicre canlihg, In vivo, Mikrobiyal koloni
canlilig

2.3.3.1 Tez Calismas: Sirasinda Kullanilan Karakterizasyon Metodlar1

Taramali  Elektron  Mikroskopu: = Nanomalzemeler ve  nanoyapilarin

karakterizasyonu icin kullanilan en popiiler ve yaygin tekniklerden biri Taramali
Elektron Mikroskobudur (SEM). SEM, birka¢c nanometre c¢oOziiniirliige kadar
numuneleri karakterize etmek icin verimli bir sekilde kullanilabilir [247]. SEM’in
temel bilesenleri, bir elektron tabancasi, lens sistemi, goriintii toplayici, katot 1s1n
tlipii ve diger bazi elektronik cihazlardir [248]. SEM’de elektron 151n1 numune ile
etkilesime girdiginde birden fazla olay meydana gelir. Elektron 1s1n1 numuneye
belli bir derinlige kadar penatre olur ve bu farkli penatrasyon alanlarindan farkl

sinyaller elde edilir [249].

SEM ikincil elektronlari olusturmak icin numunenin yiizeyini tarayan 2-3 nm lik
bir elektron odagi kullanir. Daha sonra olusan bu ikincil elektronlar sensor
tarafindan algilanarak 3 boyutluymus gibi bir izlenim veren ylizey goriintiileri elde

edilir [248]. Yiizey topografyasina ek olarak SEM, nanopartikiillerin kimyasi,
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kristal oryantasyonu ve i¢ gerilme dagilimi hakkinda da yararh bilgiler verebilir

[247].

Bu tez calismasinda morfolojik acidan nanopartikiillerin olustugunu gostermek

icin SEM kullanildi.

Ultraviyole-goriiniir _spektroskopi (UV-Vis) Spektroskopi: Spektrofotmetreler
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan ekipmanlardir.  Ultraviyole
spektrofotometreler genel olarak 1sik kaynagi, 6rnegin yerlestirildigi hazne, 15181
farkli dalga boylarina ayrimak icin bir dagitici (6rnegin monokromator) ve uygun
bir detektorden olusur [250]. Cihaz genellikle iki 151k kaynag: icerir. Bunlar: UV
bolgesinde 1s1k yayan bir doteryum lambasi ve goriiniir bolgede 1s1k yayan bir
tungsten-halojen lambasidir. Isik bir monokromatorden gectikten sonra
numunenin bulundugu kiivete odaklandirilir ve numuneden ne kadar 1s1k gectigi
bir dedektor tarafindan tespit edilir [251]. Dedektor, ilk gelen ve iletilen 1s1n
arasindaki yogunluk farkin1 kaydeder. Isimin farkli dalga boylarinda
gonderilmesiyle farkli yogunluk farklari 6lciiliir. Bilgisayar yardimiyla hangi dalga
boyunda ilk gelen ve iletilen 1sin arasindaki farkin en yiiksek oldugu, yani
numunenin génderilen 151 en fazla emdigi dalga boyu belirlenir. Olciilen bu
deger numune icerisindeki ilgili molekiiliin absorbans degeridir. Ornegin bu
molekiil bir peptid olabilir. Belirlenen absorbans degeri Beer-Lamberts yasasinda
kullanilarak c¢ozelti icindeki ilgili molekiiliin konsantrasyonu belirlenebilir [252],

[253].

Elektronik spektroskopi olarak ta bilinen UV-Vis'te, ultraviyole bolge 200 — 400
nm dalga boylan arasindayken goriiniir 151k bolgesi 400 — 800 nm dalga boylari
arasindadir [254]. UV bolgesi kolaylik olmasi agisindan 3 bolgeye ayrilabilir;

o Yakin UV boélgesi (goriiniir bolgeye en yakin UV bolgesi; A ~ 250 — 400 nm),
o Uzak UV bolgesi (goriiniir bolgeye uzak UV bolgesi; A ~ 190 — 250 nm),
o Vakum UV bolgesi (A < 190 nm).

UV bolgesinin bu sekilde ayrimi kesin bir ayrim degildir ve degisiklik gosterebilir.
UV 1s18mmin  absorpsiyonu, molekiillerdeki elektronik gecislerin diisitk enerji
durumundan yiiksek enerji durumuna dogru olmasiyla iliskilidir [255].

Ultraviyole ve goriiniir 151k bolgesi, dis (degerlik) elektronlari daha yiiksek enerji
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seviyelerine ¢ikarmak icin yeterli enerjiye sahiptir. Degerlik elektronlari, pi ()
baglayic1 orbitaller, sigma (o) baglayici orbitaller ve baglayici olmayan (n)
orbitaller olmak tizere 3 tiir elektron orbitalinde bulunur. o bag orbitalleri =
orbitallerinden daha diisiik bir enerji seviyesindedir. Kars1 baglayici orbitaller (o*
ve ) ise en yliksek enerji seviyesine sahiptirler [254]. Elektron gecis yetenegine
sahip bazi molekiillerde elektronlar aldiklari enerji ile daha yiiksek enerji

seviyelerine cikarlar ve boylece gelen 15181n bir kismi absorplanmis olur.

Molekiiler orbitallerin enerji seviyelerinin sematik bir gosterimi Sekil 2.15te

verildi.
a*(Karg baglayic)
n —s o¥
m* Karsi baglayic)
F 9 »

=

E n— x* o — a*

= n —fa®

L .
ni{Baglayic olmayan)

n{Baglayic olmayan)

ol Baglayici olmayan)

Sekil 2.15 Molekiiler orbitallerin enerji seviyelerinin sematik bir gosterimi; dikey

oklar elektronik gecisleri temsil eder [254]

UV radyasyon ilgili numune ile etkilesime girdiginde, sacilma, yansima, iletim,
sogrulma ve fotokimyasal reaksiyonlarin olusmasi meydana gelebilir.
Numunelerin UV-Vis spektrumlarini belirlemek icin 6l¢iim yapilacagi zaman

absorbans 6lciimii yapilir [256].

Kalinlig1 y cm olan bir tiip icerisinde bulunan z konsantrasyona sahip ¢ozeltiden
monokromatik 151k iletildiginde, absorbe edilen 1sik miktari, ilk gelen 1sik
demeti/radyasyon (I,) ile numuneden iletilen 151k demeti/radyasyon (I)
arasindaki farkin sonucudur. Absorbe edilen 1s1k miktar1 absorbans (A) olarak

ifade edilir. Bir numuneden iletilen 151k cogu zaman bir kesir ifadesi veya ytlizdelik
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olarak verilir [256]. Lambert-Beer esitligi olarak ifade edilen denklem su

sekildedir;

1 I
T = — veya %T = ExlOO (2.1)
T; transmitans yani iletilen 1s1k miktaridir.

A ise su sekilde tanimlanir: —logT

A=x.y.z (2.2)

Burada x absorptiviteyi, y optik yolun kalinligini, z ise konsantrasyonu ifade eder.
Eger z, mol/l yani molar cinsinden veriliyorsa molar absorbtivite terimi kullanilir

[257]. Boylece denklem su sekli alir:

A= cy.z (3.3)
Bu denklemde ¢ (I mol* em™) molar absorbtivitedir.

Bu tez calismasinda UV-Vis spektrofotometresi, (2.3)’ten yararlanilarak

konsantrasyon tayini i¢in kullanilmistir.

Proteinler hem yakin hem de uzak UV bolgelerinde absorpsiyon yapabilir. Uzak
UV bolgesi olarak adlandirilan 190-250 nm dalga boylarindaki 1s181n proteinler
tarafinda absorbe edilebilmesi neredeyse tamamen peptid baglarindaki 7—mx*
gecislerine baglidir. Protein yapisinda bulunan tirozin, triptofan, fenilalin gibi
aromatik amino asitler, yakin UV veya aromatik bolge olarak adlandirilan 240-
300 nm dalga boylarindaki 15181 absorbe edebilirler. Ayrica iki sistein kalintisi
arasinda olusan disiilfid baglar1 da yaklasik olarak 260 nm dalga boyundaki 15181
absorbe edebilir [251], [258].

Yakin ve uzak UV bolgelerinde bir peptidin absorpsiyon spektrumu Sekil 2.16’da

gosterildi.
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Absorbans [AU)

200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 2.16 Yakin ve uzak UV bélgelerinde bir peptidin absorpsiyon spektrumu
[259]

Boyut ve Zeta Potansiyel Olciimleri: Maddenin iic hali vardir. Bunlar, kati, siv1 ve

gazdir. Maddenin bu hallerinden biri, diger bir hali icinde gozle goriilemeyecek
kadar kiiciik partikiil boyutlarinda ¢oziinmeden dagilmissa, bu sistemlere
kolloidal sistemler denir. Kolloidal siispansiyonlar, dagilan fazin (dispers faz)
sirekli fazin (continous faz) icinde dagilmasiyla olusur. Kolloidal
siispansiyonlarda patikiil boyutu 1 nm ile 1 um arasinda degisir [260].
Galismamizda elde edilen nanopartikiillerin sivi ortamda siispanse edilmesi de
kollaidal siispansiyona ornektir. Kolloidal sistemlerde, yiizey yiikii ve partikiil
boyutu bu sistemlerin dogasinin anlasilmasi i¢in en 6nemli 6zelliklerden ikisidir
[261]. Ornegin bu iki 6zellik nanopartikiil sistemlerinin toksisite, hiicresel alim

gibi biyolojik etkilerinin anlasilmasinda olduk¢a 6nemlidir [262].

Deneylerimizde nanopartikiil boyutu, dagilimi1 ve zeta potansiyelinin ol¢timleri
Zetasizer Nano ZS cihaziyla gerceklestirilmistir. Bu cihaz nanopartikiil boyut ve
dagilimlarinin belirlenmesinde Dinamik Isik Sacilimi teknigini (DLS) kullanirken,
zeta potansiyelinin Olclimii icinse yine DLS teknigine dayanan Elektroforetik Isik

Sacilimi teknigini (ELS) kullanir.
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DLS analizi, cozelti icindeki partikiillerin yayillma hareketlerine dayanair.
Partikiiller, icinde bulunduklari ¢6ziizli molekiillerin rastgele hareket etmesi ve bu
rastgele hareket eden molekiillerin partikiillere carpmasi sonucu Brownian
hareketi denen bir hareket olustururlar. DLS teknigi ile Brownian hareketinin hizi
Olctiliir ve partikiil boyutu ile iliskilendirilir. DLS tekniginde monokromatik bir
lazer 1s1n1 numune haznesinde bulunan kiivet icindeki siispansiyon cozeltisine
gonderilir. Isik cozeltiye carptiginda kirilmalar meydana gelir ve sacilir. Isigin
sacilmasi, Oncelikle cozelti icinde asili bir sekilde duran ve Brownian hareketi

yapan partikiiller tarafindan meydana getirilir.

Kiiciik partikiiller biiyiik partikiillere gore daha kolay yayilir ve daha fazla hareket
eder. Partikiillerin yaptig1 Brownian hareketinden dolay1 sacilan 1sikta yogunluk
dalgalanmalar1 meydana gelir ve bu dalgalanmalar zamanla degisir. Yogunluk
dalgalanmasi daha kiiciik parcaciklar icin daha hizlidir. Sacilan 15181n yogunluk
dalgalanmalari, difiizyon sabitini ve partikiiliin hidrodinamik yaricapini elde
etmek icin analiz edilir. Partikiillerin bir ¢ozeltideki hareketleri, boyutlarina,
sicakliga ve ¢oziicii viskozitesine baglidir [263], [264]. Partikiillerin hidrodinamik
yaricap (Ry) cinsinden boyutlari, Einstein — Stoke denklemi kullanilarak ortaya
konur. Bu denklem su sekildedir;

o kT
h_(6.’1'[.T].D)

(2.4)
Ry; Partikiillerin hidrodinamik yaricap1

D; Difiizyon katsayisi,

K; Boltzman Sabiti,

T; Mutlak sicaklik,

n; Coziicii vizkozitesi

Zeta potansiyeli, partikil ile partikiiliin icinde bulundugu siv1 arasinda olusur.
Belli bir yiike sahip partikiil, siispansiyon icinde karsit yiikteki iyonlar1 ¢ceker ve
bunun sonucunda partikiil yiizeyinde katmanlagsma meydana gelir. Partikiili
cevreleyen bu sivi katmani iki tabaka halinde bulunur; karsit yiiklii iyonlarin siki

bir sekilde bagli oldugu ic bolge (stern tabakasi) ve partikiiliin disina dogru
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genisleyen ve daha zayif baglanmanin oldugu dis bolge (yayilma tabakasi).
Partikiiliin disina dogru olan bu yayilma alani icerisinde “kayma diizlemi” adi
verilen bir sinir bulunur. Bu kayma yiizeyinin potansiyeli, zeta potansiyeli olarak

isimlendirilir [261], [262], [264]

Bir partikiiliin zeta potansiyeli Sekil 2.17°de gosterildi

Stern
Tabakasi

Kayma
Dazlemi

Zeta

1 I >
: Potansiyeli

Sekil 2.17 Zeta potansiyelin sekilsel gosterimi [265]

Bazi elektrokimyasal yontemler zeta potansiyelinin belirlenmesi icin kullanilabilir.
Bu yontemler; akis ve ¢Okelme postansiyeli, elektroforez ve elektroozmozdur. Bu
yontemlerden ikisi olan elektroforez ve akis potansiyeli oldukc¢a 6nemlidir.
Olciimlerimizde kullandigimiz Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi elektroforez

yontemini kullanir [266].

Cihazin numune boliimiine zeta potansiyeli icin 0zel olarak tasarlanmis 6lciim
kiiveti, icindeki c¢ozelti ile yerlestirilir. Kiivetteki kolloidal siispansiyona elektrik
alan1 uygulanir. Elektrik alanin uygulanmasiyla beraber ¢ozeltideki asili yiiklii
partikiiller karsi elektroda dogru hareket eder. Bu hareket elektroforez olarak
bilinir. Elektrik alanin uygulanmasindan dolay: partikiillere etki eden kuvvet
elektroforetik kuvvet olarak isimlendirilir. Partikiillerin hizlar1 partikiiliin ara
ylzilindeki yiik miktar ile iliskidir. Partikiillerin, uygulanan elektrik alani icinde
yaptiklar1 hareket elektroforetik harekettir ve bu hareket partikiillerden 1s181n
sacilmasi ile Olciiliir. Yontem Lazer Doppler Hiz Olciimii veya Elektroforetik Isik
Sacilim teknigi olarak da isimlendirilir [261]-[263], [267]. Partikiillerden sa¢ilan

15181n frekansi, Doppler kaymasindan dolay1 par¢acik hizinin bir fonksiyonudur.
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Partikiillerden sacilan 1s1nin frekans kaymasinin hassas bir sekilde 6l¢timii i¢in
referans 1s1n1 denilen 2. bir 151k, partikiilden sacilan 1sikla karismasi icin gonderilir.
Boylece frekans kaymasindaki Ol¢lilen biiyiikliik daha sonra parcacigin hizini

belirlemek icin kullanilir [268].

Partikiillerin gozlemlenen hizinin uygulanan elektrik alanina boliinmesiyle
elektroforetik hareketlilik elde edilir. Zeta potasniyeli elektroforetik hareket

kullanilarak Henry denkleminden hesaplanir.

UE = (2£2f0a) (2.5)
3n

UE; Elektroforetik hareketlilik,
g; Ortamin dielektrik sabiti,

n; Ortamin vizkozitesi,

f(ka); Henry Fonksiyonu,

(; Zeta Potansiyeli

Fourier transform kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi: Fourier transform kizilotesi

(FT-IR) spektroskopisi, saf maddeleri, karisimlari, safsizliklari, ve cesitli
malzemelerin bilesimlerinin belirlenmesinde oldukca kullanish bir tekniktir [269],
[270]. Bu yontem sayesinde numunelerin, fonksiyonel gruplarinin, bag tiirlerinin
ve molekiiler yapilarinin pratik bir sekilde analizi gerceklestirilebilir [271], [272].
Bu teknik, bir molekiiliin kizilotesi radyasyon tarafindan uyarilmasi ve bunun
sonucunda molekiiliin belli bir dalga sayis1 araligindaki titresiminin Olciilmesine
dayanir. Bu yontemin kullanimi basit olup, hizli, ucuz, verimli, hassas,
tekrarlanabilir olmasi, Ol¢ctim icin olduk¢ca az numune gerektirmesi ve
numunelerin nitel/nicel analizlerinde rutin bir sekilde kullanilabilmesi gibi 6nemli
bazi avantajlar1 bulunur. Ayrica genel olarak spektroskopik teknikler, cok zaman
almayan ve cevre icin zararli kimyasal ekstrelerin kullanimini gerektirmeyen

avantajli yontemlerdir [271], [273], [274].

Bir FT-IR spektrofotometresi cihazi1 genellikle 5 bolimden olusur. Bunlar,

kizilotesi 1511 saglayan kaynak, hareketli ve sabit bir ayna, 1sin ayirici, numune
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hiicresi ve detektordiir. Kizilotesi 151n numuneden gecerek detektére yonlendirilir.
Dipol momente sahip olan molekiiller kizilotesi radyasyonu emer ve bdylece
absorbans olusur. Molekiildeki her bir bagin absorbe ettigi kizilotesi radyasyon
(IR) olciiliir. Cihaz, numune tarafindan emilen IR radyasyon miktarini ve
yogunlugunu olcerek bir absorpsiyon spekturumu verir [275], [276]. Sonuclar
genellikle ekranda % transmitansa karsiik wavenumber (cm™) seklinde bir

spektrum olarak gosterilir.

Kovalent bag iceren bircok farkli madde, kizilotesi bolgesindeki elektromanyetik
radyasyonu absorbe edebilir. Bir molekiildeki fonksiyonel gruplari belirleyebilmek
icin o molekiiliin IR aktif olmas1 gerekir. IR radyasyonu bir elektrik dipole sahip
olan malzemelerin kovalalent baglan ile etkilesime girdiginde molekiil enerjiyi
emer ve bag ileri geri salinim yapmaya baslar [275]. Bir molekiiliin IR aktif olmasi
demek o molekiiliin bir dipol momente sahip olmasi ve numunenin IR radyasyonu
ile etkilesime girdiginde olusan titresimin seyri sirasinda molekiiliin dipol
momentinde bir degisiklik olmasi demektir [277]. Molekiillerde meydana gelen
iki tiir titresim vardir. Bunlar, germe (stretching) ve biikme (bending)

titresimleridir [277].

Bir atom yalniz basina IR radyasyonu absorbe edemez ciinkii kimyasal bir bag
icermez. Ayni sekilde simetrik molekiiller de IR radyasyonu absorbe edemez
ciinkii dipol momentleri sifirdir. Ornegin H, molekiilii 2 adet H atomuna sahiptir
ve bu iki atom arasindaki bag, apolar kovalent bagdir ve molekiil simetriktir. Bu
ylizden H, molekiiliiniin dipol momenti sifirdir ve IR aktif bir molekiil degildir

[275], [277].
IR bolgesi temel olarak ii¢ ana bolgeden olusur. Bunlar;

o Yakin IR (14000-4000 cm™),
o Orta IR (4000400 cm™),
o Uzak IR (400—40 cm™)’dir.

Orta IR spektrumu numune analizlerinde en yaygin kulanilan bélgedir. Bunun
yaninda uzak ve yakin IR bolgeleri de numune analizlerinde bilgi saglama

acisindan katkida bulunabilirler. Orta IR spektrumu dort bolgeye ayrilir [278].
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Bunlar;

Tek bag bolgesi (2500-4000cm™),

Uclii bag bélgesi (2000-2500 cm-1),
Cift bag bélgesi (1500-2000 cm-1),

o Parmak izi bolgesi (600-1500 cm-1)’dir.

o

(@]

o

Orta-IR spectrum bolgeleri Sekil 2.18’de gosterildi.

Tekli Bag ~ Ucli Bag |
Tt el
{O-H, N-H, C-H) (=t -

@ ; : : |

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Sekil 2.18 Orta-IR spektrum bolgeleri [278]

FTIR spektroskopisi, Beer-Lambert Yasasina dayanir. Bir numunenin transmitans

(gecirgenlik) spektrumu su bagintidan hesaplanabilir;
%T = 100x () (2.6)
T= Transmitans,
I,= Gelen 15181n yogunlugu,
I= Iletilen 151810 yogunluguw’dur.

Spektrum grafiginde y aksiste % transmitans oldugu gibi absorbans da yazilabilir.

Literatiirde her ikisi de kullanilir.
A =log (170) (2.7)
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A= Absorbans,
I,= Gelen 15181n yogunlugu,
I= Iletilen 151810 yogunluguw’dur.

Ozet olarak bu analiz yénteminin arkasinda yatan ana fikir, yapisal olarak farkl
molekiil yapilarina sahip numunelerin ayni kizilotesi  spektrumu
tiretemeyecegidir. Clinkii her bir molekiiliin titresim spektrumlarindaki spektral
bantlari o molekiilin kendisine ozgidir [271], [279]. Calismamizda

kullandigimiz antijenik peptid dizisi icin de bu durum gecerlidir.

Serbest peptid molekiiliiniin bir biyopolimer olan PLGA icine enkapsiilasyon
edilerek olusturulan nanopartikiillerde, enkapsiilasyon isleminin basarili bir
sekilde gerceklestirilip gerceklestirilmedigi FT-IR cihazi ile belirlendi. Hem peptid
icermeyen hem de peptid ile enkapsiilasyon yapilan PLGA nanopartikiillerinin FT-

IR cihazinda spektrumlari elde edildi ve birbirleriyle karsilastirildi.

Peptid gruplar ve proteinler hakkinda bilgi veren aminoasit yan zincir gruplarina
o0zgii bircok IR absorpsiyon bandi bulunur. Calismamizda PLGA
nanopartikiillerine serbest peptid molekiiliiniin enkapsiilasyonunun gerceklesip
gerceklesmedigi Amid-I bantlar1 tizerinden belirlendi. Amid-I bantlar1 1600-1700
cm’ dalga boyu bolgesinde ortaya cikar.

2.4 Adjuvan Sitemleri

Adjuvanlarin ilk olarak 19207li yillarda Pasteur'un laboratuvarinda calisan
veteriner Gaston Ramon tarafindan kesfedildigi diisiiniiliir. Ramon’un yaptigi
deneylerde asilara belli baz1 maddelerin 6zellikle aliiminyum tuzlarinin eklenmesi
ast etkinligini arttirir [280]. Adjuvan kelimesi Latince adjuvare den gelir ve
“yardim etmek” anlamindadir. Adjuvanlar, antijen disinda asilara eklenen ve
antijenin imminojenitesini arttirip diizenleyebilen, yapisal olarak heterojen
bilesikler grubu olarak tanimlanabilir [281]. Aliiminyum tuzu (aliiminyum
potasyum silfat veya alum olarak da bilinir) yaklasik 70 yil boyunca insan
asilarinda adjuvan olarak kullanilir. Normal olarak bir asida bagisiklik tepkisinin
harekete gecirilmesi antijen tarafindan saglanir, adjuvan ise bu tepkinin

ylikseltilmesini saglar [282].
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Biyoteknolojide yasanan son gelismeler sonucunda modern asilar, hedef
mikroorganizmanin geleneksel asilarda oldugu gibi bir biitiin olarak asilama icin
kullanilmasindan ziyade, daha giivenli, yliksek oranda saflastirilmis ve rasyonel
bir sekilde tasarlanmis antijenlere dayanir [282], [283]. Ornegin rekombinant
proteinler veya sentetik peptidler geleneksel asilar olan canli zayiflatilmis ve
inaktive edilmis mikroorganizmalara gore daha giivenlididir, ancak bu asi
sistemleri daha az immiinojeniktirler [284]. Iyi tanimlanmis antijenlerin
kullanildigi modern asilar bircok avantaj saglamasina ragmen tek baslarina
kullanildiklarinda canli zayiflatilmis veya inaktif asilar kadar bagisiklik sistemini
giiclii bir sekilde uyaramazlar. Geleneksel asilar olan canli zayiflatilmis ve inaktif
asilarda, proteinlerin, oligoniikleotidlerin, lipidlerin dogal formlarinda heterojen
olarak bir arada bulunmasi ayrica adjuvan olarak ta etki gostermelerini saglar

[285].
2.4.1 Ideal bir adjuvanin sahip olmas: gereken 6zellikleri

Adjuvanlar genel olarak su yollarla etki gosterir: Immiinomodiilasyon, antijen
sunumu, CD8+ sitotoksik T-lenfosit (CTL) yanitlarinin indiiksiyonu, hedefleme ve
antijen deposu olarak islev gérme [286]. Ideal bir adjuvanin sahip olmasi gereken
bir takim 6zellikler bulunur. Uzun raf omriine sahip olmasi, biyouyumlu ve
biyoparcalanabilirlik, diisiik maliyetli iiretim ve uygun bir bagisiklik tepkisini
destekleyebiliyor olmasi ideal bir adjuvanin sahip olmasi gereken belli basl

ozelliklerdir [287].
2.4.2 Adjuvanlarin as1 sistemlerinde sagladig1 baz yararlar
-Daha giiclii, hizli, genis ¢apl ve uzun siireli bagisiklik kazandirmasi,

-Yaglilar ve bagisiklik sistemi bir nedenden dolayr baskilanmis kisiler icin

enfeksiyonlara karsi bagisiklik sisteminin yeteri diizeyde uyarilabilmesi,

-Antijenin viicut icinde daha uzun siire kalmasini imkan vermesi ve asilarda daha

diisiik miktarda antijen kullanimi saglamasi,

- Hastaliga karsi bagisiklik yanitinda daha fazla miktarda, daha yiiksek afiniteye
sahip ve daha genis bir antikor cevabinin olusturulmasidir [282], [283], [285],
[287].
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2.4.3 Adjuvanlarnn potansiyel riskleri

Bir adjuvan lokal reaksiyonlar olarak; agri, lokal inflamasyon, sisme, enjeksiyon
bolgesi nekrozu, graniiloamlar, iilserler ve steril apse olusumu gozlemlenebilir.
Sistemik olarak ise; bulanti, ates, adjuvan artrit, alerji, anaflaksi, organa 6zgii
toksisite veya immunotoksisite (sitokin salimi) ve otoimmdiin hastaliklar gibi bir
takim sorunlar ortaya cikabilir [286], [287]. Adjuvanlar dogrudan bagisiklik
sistemini uyarabildikleri i¢cin bazi istenmeyen bagisiklik siireclerini tetikleyebilirler

[285].
2.4.4 Adjuvanlarin smiflandirilmasi

Adjuvanlarin smiflandirilmasinda farkli kriterler kullanilabilir. Adjuvanlar
fizikokimyasal oOzelliklerine, kokenlerine veya etki mekanizmalarina gore
siniflandirilabilir. Etki mekanizmalarina gore simiflandirdigimizda, partikiil
antijen dagitim sistemleri ve immiinostimiilatorler olarak ikiye ayrilir. Bir de her
iki sinifa da dahil olabilen mukozal adjuvanlar bulunur. Genel olarak adjuvant
sistemleri, mineral tuzlar, lipid partikiiller ve mikro/nanopartikiiller olarak

siniflandirilabilir [288].
2.4.5 Tasiyici Sistemler
2.4.5.1 Mineral Tuzlar

Uzun yillardir, aliminyum tuzlar (6zellikle aliiminyum hidroksit ve aliiminyum
fosfat) insan asilarinda yaygin bir kullanima sahiptir [289]. Aliiminyum iceren
adjuvanlarda, hedef mikroorganizmanin asi olarak kullanilacak antijen kisminin
aliminyum partikiillerine adsorbe oldugu kabul edilir. Enjeksiyon bolgesinde
yogun bir antijen varlig1 bulunur ve bu antijenler uzun siireli bir etki gosterirler.
Bu sayede antijen sunan hiicreler daha uzun siireli antijen sunumu yapabilirler
[288]. Aliiminyum adjuvanlar, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler, hidrojen
bagi ve van der Waals kuvvetleri gibi bazi etkilesimlerle antijenleri baglayabilir
[289]. Aliiminyum bazl adjuvanlarin, tetanoz, difteri, bogmaca, hepatit A virtisii

ve cocuk felci dahil olmak iizere cesitli insan asilarinda kullanimi mevcuttur [280].

Tam olarak calisma mekanizmalari bilinmeyen aliiminyum tuzlarinin, enjeksiyon

bolgesinde bir antijen deposu gorevi gordiigii diistiniliir. Komplement
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aktivasyonu, eozinofil veya makrofaj aktivasyonu olasi diger mekanizmalar
arasindadir. Bazi Onemli avantajlarina ragmen aliiminyum tuzlar1 hiicresel
bagisiklig1 harekete gecirmekte yetersiz kalir. Aliminyum tuzlarinin, graniilom
olusumu, alerjenite ve norotoksisite gibi bazi yan etkileri bulunabilir. Bu yiizden

demir, kasliyum ve zirkonyum tuzlar alternatif olarak 6nerilir [287].
2.4.5.2 Lipid Partikiiller

Lipid partikiili sinifina giren emiilsiyonlarin asi adjuvani olarak kullanimlari
oldukca eskiye dayanir [290]. Emiilsiyonlar, dagilmis faz olarak adlandirilan bir
sivinin, icinde karismayacagi siirekli faz adi verilen ikinci bir sivi ortaminda
disperse olmasi/dagilmasi olarak tanimlanabilir. Asilarda, bu fazlar antijen iceren
su ve yagdan olusur. Emiilsiyonlarin stabilitesi icin yiizey aktif maddelerin
kullanilmasi gerekir. Yiizey aktif madde hidrofilik bir polar grup ve hidrofobik olan
apolar bir yag zincirinden olusur [284]. Emiilsiyonlar yag icinde su, su icinde yag
ve su-yag-su emiilsiyonlar seklinde hazirlanabilir [289]. Yag icinde su (w/o0)
emiilsiyonu iki temel yapiya ayrilir. Bunlar; complete Freund adjuvani ve

incomplete Freund adjuvanidir [290].

Freund adjuvan1 emiilsiyon adjuvanlarinin en 6nemlisidir. Freund adjuvan, 1siyla
inaktive edilmis mikobakteriler iceren yag icinde su (oil in water) emiilsiyonudur.
Genel olarak Freund adjuvani deney hayvanlarinda antijenlerin immiinojenitesini
degerlendirmek icin ve bazi otoimmun hastaliklarin indiiklenmesinde kullanilir
[288]. Bir baska emiilsiyon adjuvan tiirii olarak ta MF59 ve AS03 adjuvanlari
insan asilarinda kullanilanabilir. Hiicre araciligi bagisiklig1 harekete geciremeyen
amiilinyum tuzlarina gore bagisiklik sistemini daha dengeli bir sekilde uyarabilir

[291].

Bir baska lipid partikiilii olan lipozomlar, antijenlerin tasinmasini saglayan,
kiiresel sekilli partikiillerdir. Lipozomlar fosfolipid cift katmandan olusan vezikiil
sistemlerdir. Lipozomlarin boyutlar1 100 nm den daha asag1 olabildigi gibi, birkag
mikrometre de olabilir [283]. Biyoparcalanabilir, biyouyumlu ve bircok yapi
modifikasyonuna izin verebilecek sekilde ayarlanabilmeleri ve toksik olmamalari
lipozomlarin sahip olduklar1 6nemli bazi avantajlardir. Ancak bunun yaninda

lipozomlar, maliyetinin yiiksek olmasi ve biitiin lipozom formiilasyonlarinin giiclii
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bir bagisiklik tepkisi olusturamamasi1 gibi de bazi 6nemli dezavantajlar

barindirirlar [290].
2.4.5.3 Mikro/nanopartikiiller

Son yillarda polimerik yapilarin nano ve mikro boyuttaki partikiillerinin adjuvan
etkisi gosterebilecegi kanitlanmistir [288]. Mikro ve nano boyutlardaki
biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerden olusan adjuvan sistemleri bir antijen
deposu gibi islev gorerek uzun siireli antijen salimi yapabilen tasiyici sistemlerdir
[289]. Bu tasiyici sistemlerinde hedef antijenin polimerik partikiile enkapsiile
edilmesi, lenf diiglimlerine girisi tesvik eder ve uzun siireli lokal antijen
konsantrasyonu saglar. Ayrica polimerik partikiiller antijenlerin, antijen sunan

hiicrelerle etkilesimini de destekler [288].

Insanda damar yolu kullanimi icin USFDA onayina sahip, biyobozunur ve
biyouyumlu olan PLGA, as1 gelistirme calismalarinda adjuvan olarak
kullanilabilecek 6nemli bir adaydir [288]. Uzun yillardir farkli amaglarla insan
viicunda kullanilabilen PLGA, biyodegradasyona ugradiginda olusan monomerleri
viicut icin herhangi bir toksik veya zararl bir etki olusturmaz [49]. Ayrica asi
gelistirme calismalarinda PLGA’nin kullanilmasinin en ¢ekici taraflarindan biri de,
bu sistemlerin uzun siireli antijen sunumuna izin vermesi ve tekrar dozlarina gerek
kalmayacak sekilde tek bir doz asinin yeterli olabilmesi icin rasyonel olarak

tasalanabiliyor olmalaridir [286].

59



3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Poly laktik-ko-glikolik asit (50:50, M, 38,000-54,000), poly(vinil alkol), sodyum
hidroksit, hidroklorik asit, diklorometan, dimetil siilfoksit (DMSO), Tripsin-EDTA
(%0,25), sulfanilamide Sigma Aldrich’ten; sodyum fosfat dibazik heptahidrat,
sodyum fosfat monobazik dihidrat, sodyum klor Honeywell Firmasi’'ndan; etanol
ve sodyum nitrit Tekkim’den; %93,4 safliktaki ZLSPRWYFYY peptid molekiilii
GenScript isimli bir firmadan temin edildi. Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) Dbesiyerleri, Fetal Bovine Serum (FBS), penisilin-streptomisin
Capricorn’dan, fosforik asit ve N-(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir MERCK’ten,

MTT tuzu Biomatik’'ten temin edildi.
3.2 Kullanmlan Cihazlar
Deneysel calismalar icin kullanilan cihazlar sunlardir:
e Nuve NF 800R Sogutmali Santrifiij Cihaz1
e Bandelin Sonorex Su Banyosu
e Heidolph Reax Top Vorteks
e Shimadzu UV-1700 Pharma Spec UV Visible Spektrofotometre
e Malvern Zetasizer Nano Zeta Potansiyel ve Partikiil Boyut Olciim Cihazi
e Biohit Proline 100-1000 ul Pipet
e Heto Drywinner Liyofilizator
¢ Bandelin Elektronik UW 2070 Sonikator
e Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi
e Mag Mix 15 Eco Coklu Manyetik Karistiric

e Hanni HI 2211 pH metre
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e Thermo Scientific Nicolet is10 FT-IR Cihaz1
e FEI QUANTA 450 FEG ESEM SEM Model taramali Elektron Mikroskopu
e Biotek Mikroplaka Okuyucu
e Leica Microsystems Faz Kontrast Mikroskopu
e Olympus Inver Mikroskop
e Faster Laminar Akish Kabin
e Binder Inkiibator
e GFL Calkamal Inkiibator
3.3 Deneysel Yontem

3.3.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi
Yapilan Deneysel Calismalar icin PBS tampon ¢ozeltisi ve PVA ¢ozeltisi hazirlandi.
3.3.1.1 PVA Cozeltisinin Hazirlanmasi

Deney calismalarimizda kiitlece %3’liik PVA kullanildi. Bunun i¢in, 100 ml'lik
balon joje manyetik bir karistiricinin tizerine yerlestirildi ve igerisine 6nce 50 ml
saf su konuldu. Balon joje icerisindeki bu 50 ml'lik saf su igerisine 3 gr toz PVA
dikkatli bir sekilde eklendi. Manyetik karistiricida 1 gece bekletilerek PVA'nin
tamamen coziinmesi saglandi. Daha sonra balon joje iizerine saf su eklenerek

hacim 100 ml'ye tamamland.
3.3.1.2 PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,01 Mlik PBS tampon c¢ozeltisi deneysel calismalarda kullanilmak iizere
hazirlandi. Tampon c¢oOzeltinin hazirlanmasi i¢in, 0,78005 gr NaH,PO,.2H,O
(MA=156,01 g/mol) tartildi ve 1 L’lik balon joje icerisinde 400 ml saf suda
¢oziildii. Daha sonra 1,34035 gr Na2HPO4.7H20 (MA=268,07 g/mol) tartildi ve
ayni sekilde manyetik karistiricitda karismakta olan balon joje icerisindeki 400
ml’lik saf suyun icinde c¢oziildii. Bu karisima son olarak 0,2922 gr NaCl eklendi.
Her ekleme islemi sonucunda karisimlarin iyice ¢6ziinmesi saglandi. Son karisimin

pH’I dlciildi ve 0,5 M NaOH veya 0,5 M HCL ile pH 7,4’e ayarlandi. Ultra saf su
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eklenerek cozeltinin son hacmi 0,5 Lye tamamlandi. Hazirlanan PBS tampon

cozeltisi 0,45 um’lik filtreden gecirilerek stiziildii.
3.3.2 NO Tayini icin Griess Reaktifi ve Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

NO olclimii yapilmadan once Griess Reaktifinin ve reaksiyonda kullanilacak

standart ¢Ozeltilerin hazirlanmasi gerekir.

Griess Reaktifinin hazirlanmasi icin, 20 ml distile suya 2,5 ml fosforik asit eklendi.
Bu cozeltiye sirasiyla 0,1 g N-(1-Naftil)etilendiamin ve 1 g sulfanilamite eklenerek
karistiricida ¢oziinmesi saglandi. Son olarak c¢ozelti distile su ile 100 ml'ye

tamamlandi.

Standarlarin hazirlanmast i¢in ise, 10 ml distile su icinde 0,345 g sodyum nitrit
500 uM derisimde olacak sekilde ¢ozdiiriildii. Bu ¢ozelti stok cozeltiyi olusturur.
Daha sonra standart cozeltiler 0-100 uM konsantrasyonda olacak sekilde

ayarlandi.
3.3.3 LSPRWYFYY Peptid Dizisinin Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi icin 0.25 mg/ml’lik stok peptid cozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 0,2 mg/ml, 0,15 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml,
0,025 mg/ml, 0,0125 mg/ml’lik konsantrasyonlar hazirland1 ve konsantrasyonlar

tizerinden UV-Vis spektrofotometrede 6lc¢iim yapildi

3.3.4 Tekli Emiilsiyon (O/W Coziicii Buharlagtirma Teknigiyle Bos PLGA

Nanopartikiil Sentezi
3.3.4.1 Birinci Deney Tasarimi

Bos nanopartikiil (NPO) sentezi icin tekli emiilsiyon (o/w) ¢oziicii buharlastirma

teknigi kullanildi.

Bunun icin, hassas terazi yardimiyla 10 mg olacak sekilde tartilan toz PLGA 1,5
ml’lik DCM icinde vorteks yardimiyla iyice ¢ozdiiriildii. Organik fazi olusturan bu
1,5 ml DCM icerisinde bulunan 10 mglk PLGA cozeltisi, sentez isleminde
kullanilmak icin enjektore cekildi. Sulu faz icin daha 6ncededen hazirlanan %3’liik
PVA c¢ozeltisinden 4 ml, 50 ml'lik falkonun icine aktarildi. Uygun genislikteki bir

beherin i¢ine buzlu su doldurularak ultrasonifikasyon cihazinin altina yerlestirildi.
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icinde buzlu su bulunduran bir beherin dis ortam olarak kullanilmasinin nedeni,
homojenizasyon sirasinda olusacak isinin peptidlere ve enkapsiilasyona zarar
vermesini Onlemek icindir. %3’liikk 4 ml'lik PVA c¢ozeltisi de ultrasonifikasyon
cihazinin altina, icinde buzlu su olan beherin icgerisine yerlestirildi.
Ultrasonikasyon cihazi 80 kuvvete ve 2 dk’ya ayarlandi. Cihaz calistirildi ve daha
onceden enjektor icerisine alinan ve organik fazi olusturan PLGA ¢6zeltisi 50 mI'lik
falkon icerisindeki sulu fazi olusturan PVA c¢ozeltisine damla damla eklendi.
Sonikator altinda homojenizasyon islemi yapildiktan sonra olusan emiilsiyon,
daha once 50 ml lik beher icinde hazirlanmis bulunan ve coklu karistiricida
karistirllmakta bulunan %0,1 lik 30 ml PVA c¢ozeltisinin icine 1000 wl lik pipet
yardimiyla aktarildi. Emiilsiyon 5 dakika karistirildiktan sonra ¢oklu karistiriciya
alindi ve delikli alimiinyum folyolarla sarilarak 1 gece coklu karistiricida
bekletildi. Bu bekletme islemi solventin buharlastirilmasi icin yapildi. Ertesi giin
emiilsiyon, +4 °C 40 dk 9000 rpm’de santrifiij edildi. ilk santrifiij isleminden sonra
olusan pelletler 10 ml saf su kullanilarak 3 kez ayni sartlar altinda yikama igin
santrifiij edildi. Santrifiij islemleri sonunda olusan supernatant daha sonra
enkapsiilasyon veriminin hesaplanmasi icin kullanildi. Son olarak olusan
nanopartikiiller -20 °C’de 1 gece bekletildi. Daha sonra 6rnek, liyolifizatorde 1
gece kurutmaya alindi ve ileriki analizlerde kullanilmak iizere tekrar -20 °C’ye

kaldirildi.
3.3.4.2 Ikinci Deney Tasarimi

ikinci deney tasariminda NPO sentezlemek icin 100’er mg’lik PLGA 6rnekleri
kullanildi. 10 mg’lik NPO sentezi icin yapilan islemler 100 mg’lik NPO sentezi icin

de ayni sekilde tekrarlandi.

3.3.5 Tekli Emiilsiyon (O/W) Coziicii Buharlagtirma Teknigiyle Peptid Yiiklii

Nanopartikiil Sentezi
3.3.5.1 Birinci Deney Tasarimi

Peptid yiiklii nanopartikiil sentezi icin tekli emiilsiyon (o/w) ¢6ziicii buharlastirma

teknigi kullanildi.

Bunun icin, ilk deney tasariminda 1 mg (NP1), 2mg (NP2), 3mg (NP3), 4mg
(NP4) ve 5mg (NP5)’lik peptid ornekleri her biri icin ayr1 ayr1 hazirlanan 500’er
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ul DCM + 500’er ul etanol karisimi icinde su banyosu ve vorteks yardimiyla iyice
cozdiiriildii. Ayrica 5 farkli miktardaki peptid Ornegi icin 10’ar mg’hk PLGA
ornekleri 500’er ul DCM icerisinde su banyosu ve vorteks yardimiyla iyice
¢ozdiiriildii. Daha sonra bu peptid ve PLGA ¢ozeltileri birbiri ile karistirildi. Olusan
bu karisimlar organik faz olarak adlandirilir. Organik fazi olusturan cozeltiler
enjektorler icerisine alindi. Her bir 6rnek icin sulu fazi olusturan %3’liik 4’er ml
PVA cozeltileri 50 ml'lik falkonlarin icerisine aktarildi. Uygun genislikteki bir
beherin icine buzlu su doldurularak beher ultrasonikasyon cihazinin altina
yerlestirildi. Icinde buzlu su bulunduran bir beherin dis ortam olarak
kullanilmasinin nedeni, homojenizasyon sirasinda olusacak i1sinin peptidlere ve
enkapsiilasyona zarar vermesini 6nlemetir. Organik faz ve sulu fazi homojenize
etmek icin icinde PVA c¢ozeltisi bulunan 50 mllik falkon ultrasonifikasyon
cihazinin altinda iginde buzlu su bulunan beherin icine yerlestirildi.
Ultrasonikasyon cihazi 80 kuvvete ve 2 dakikalik siireye ayarlandi. Cihaz
calistirildi ve daha Oonceden enjektor icerisine alinan ve organik fazi olusturan
PLGA c¢ozeltisi 50 mI’lik falkon icerisinde sulu fazi olusturan PVA ¢ozeltisine damla
damla eklendi. Homojenizasyon islemi her bir organik faz ve sulu faz 6rnegi igin

ayr ayr1 tekrarlandi.

Sonikator altinda iyice karistirma islemi yapildiktan sonra olusan her emiilsiyon,
daha once 5 adet 50 mI'lik beher icinde hazirlanmis bulunan ve ¢oklu karistiricida
karistiritlmakta bulunan %0,1 lik 30’ar ml’lik PVA ¢ozeltilerinin icine 1000 ul’lik
pipet yardimiyla aktarildi. Emiilsiyonlar 5 dakika karistirildiktan sonra c¢oklu
karnistirictya alindi ve delikli alimiinyum folyolarla sarilarak 1 gece coklu
karistiricida bekletildi. Bu bekletme islem solventin buharlastirilmasi icin yapildi.
Ertesi giin emiilsiyonlar +4 °C 40 dk 9000 rpm’de santrifiij edildi. Ik santrifiij
isleminden sonra olusan pelletler 10 ml saf su kullanilarak 3 kez aymi sartlar
altinda yikama icin santrifiij edildi. Santrifiij islemleri sonunda olusan

supernatantlar daha sonra enkapsiilasyon veriminin hesaplanmasi icin kullanildi.

Son olarak olusan nanopartikiiller -20 °C’de 1 gece bekletildi. Daha sonra 6rnekler
liyolifizatorde 1 gece kurutmaya alindi ve ileriki analizlerde kullanilmak iizere

tekrar -20 °C’ye kaldirildi.
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3.3.5.2 Ikinci Deney Tasarimi

ilk deney tasarimindan elde edilen sonuclardan hareketle 2. Deney tasarimu ici 20
mg (NP2) ve 40 mg (NP4)’lik peptid Ornekleri secildi. Her bir peptid 6rnegi icin
100’er mg’'lik PLGA kullanildi. Yukarida anlatilan 1mg, 2mg, 3mg, 4mg, 5mg’lik
peptid + 10’ar mg’lik PLGA tizerinden yapilan peptid yiikli nanopartikiil sentezi
ici yapilan diger tiim islemler 20 mg, 40 mg’lk peptid + 100’er mg’lhik PLGA
orneklerinden sentezlenecek peptid yiikli nanopartikiiller icin de aymi sekilde

tekrarlandi.

Birinci deney tasarimindan elde edilen sonuclar incelenerek ikinci deney tasarimi
icin 20 mg ve 40 mg’lik peptid ile 100 mg’lik peptid miktarlar: secildi ve ileriki

analizler bu parametreler iizerinden yiiriitiildi.
3.3.6 Boyut ve Zeta Potansiyeli Olciimleri

Zetasizer cihazi kullanilarak, sentezlenen bos ve peptid yiikli nanopartikiil
orneklerinin boyut, PDI ve zeta potansiyeli élciimleri gerceklestirildi. Olciimler
ultrasonikasyon cihaz1 altinda homejenizasyon sonucunda elde edilen
emiilsiyonlar tizerinden yapildi. Her bir emiilsiyon 6rneginden 50 ul 6rnek alindi
ve lizerine 1450 ul ultra saf su eklenerek 2 ml'lik ependorflar icinde karistirildi.
Olciim igin hazirlanan bu érneklerden 770 ul almarak zeta kiivetine aktarildi.
Boyut ve PDI 6l¢liimii zetasizer cihazinda DLS yoOntemi ile gerceklestirildi. Zeta
potansiyeli ise ELS yOntemi iizerinden hesaplandi. Biitiin Olctimler 25 °C'de 3

tekrarli olarak yapildi ve dl¢timlerin ortalamalar: alindi.
3.3.7 Enkapsiilasyon Veriminin (EE) Hesaplanmasi

Biitiin nanopartikiil 6rneklerinin sentezlenme asamasindan sonra santrifiijle elde
edilen supernatant kisimlari nanopartikiillere enkapsiile olmayan peptidlerin
konsantrasyonlarinin  belirlenmesinde  kullanildi.  Supernatanttan alinan
orneklerin UV-Vis spektrofotometresi kullanilarak 280 nm’de absorbans degerleri
Olctildi. Elde edilen veriler {izerinden daha o6nceden hazirlanan kalibrasyon
grafigi kullanilarak peptid miktarlar1 tayin edildi. Bu miktarlar Esitlik 3.1

kullanilarak her bir 6rnek icin hesaplandi.
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[[1k peptid miktar (mg)—Enkapsile olmayan peptid miktarm (mg) )
EE (%) X100 (3.1)

ilk peptid miktar: (mg)

3.3.8 Reaksiyon Veriminin (RV) Hesaplanmasi

Tekli emiilsiyon (o/w) c¢oziicii buharlastirma teknigiyle hazirlanan ve son olarak
liyofilizatorden kurutularak elde edilen peptid yiiklii nanopartikiillerin kuru
agirliklar1 hassas terazi yardimi ile oOlciildii. Bu Ol¢lim sonucu ve ilk basta
kullanilan toplam peptid + PLGA polimer miktar: Esitlik 3.2 {izerinden reaksiyon

verimini hesaplamak icin kullanildi.

Uretilen nanopartikiil miktar (mg)
RV (%) = x100 (3.2)

ilk peptid miktar: (mg) + ilk polimer miktar (mg)

3.3.9 Yiikleme Kapasitesinin (YK) Hesaplanmasi

Liyofilizatoérde kurutulup -20 °C’de saklanan peptid yiiklii nanopartikiillerin kuru
agirliklar hassas terazi yardimi ile olciildi. Elde edilen Olctimler ile enkapsiilasyon
icin kullanilan toplam peptid miktar1 ve enkapsiile olmayan peptid miktar
kullanilarak Esitlik (3.3) tizerinden hesaplama yapilarak yiikleme kapasitesi

hesaplandi.

(I1k peptid miktart (mg)} —Enkapsiille olmayan peptid miktar: (mg))

YK =

x100 (3.3)

Manopartikiil agirhif (mg)

3.3.10 FT-IR Olciimleri

Peptid, bos nanopartikiil ve peptid yikli nanopartikiillerin molekiiler
karakterizasyonu icin FT-IR spektrofotometresi kullanildi. Daha Onceden
liyofilizatorde kurutulmus olan ve -20 °Cde saklanan orneklerin FT-IR

spektrumlari orta IR (4000—400 cm™) frekans araliginda ol¢iildii.
3.3.11 SEM Analizi

Peptid yiiklii ve peptid yiiklii olmayan nanopartikiillerin morfolojik analizleri i¢in
SEM cihazi1 kullanildi. Daha 6nceden liyofilizatérde kurutulmus olan 6rneklerden
belirli miktarlarda alinarak cihazin numune él¢iim yerine yerlestirildi. Orneklerin

istli altin ile kaplandi ve 6rnekler farkl biiytitmeler altinda tarandi.
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3.3.12 In-vitro Salim Caligmalari

Salim calismalar1 kapsaminda peptid yiklii nanoparitkiillerin kiimiilatif salim
davranislari incelendi. Ilk olarak, liyofilizatérden kurutulup +4 °C’'de saklanan toz
halindeki peptid yiiklii nanopartikiillerin iizerine 7in-vitro ortamda canli fizyolojik
bir ortam sunan PBS (pH 7.4) cozeltisi eklendi ve salim Ol¢timleri icin +4 °C’de
beklemeye alindi. Salim Olc¢timleri belirli zaman araliklarinda analiz edildi. +4
°C’de bekleyen 6rnekler her belirlenen siirenin sonunda 9000 rpm’de +4 °C'de 20
dakika boyunda santrifiij edildi. Santrifiij sonucunda elde edilen supernatant
kisimlarin Uv-Vis spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda absorbanslari
Olciildd. Santrifiij sonucunda olusan peptid yiiklii nanopartikiil pelletlerin {izerine
ise taze PBS konuldu ve su banyosu/vortex yardimiyla siispanse edilip salim
ol¢limii i¢in belirlenen siire kadar beklemek iizere tekrar +4 °Cye kaldirild.
Orneklerin elde edilen absorbans degerleri kullamilarak kalibrasyon grafigi
yardimiyla supernatant kisimlardaki peptid miktarlar1 bulundu. Elde edilen salim
degerleri zamana bagl kiitle hesabi esitligi kullanilarak kiimiilatif olarak
hesaplandi. Bu islemler her bir ornek icin belirlenen her siirenin sonunda

tekrarlandi.
Pt = CtxV + XC(t—1)xV (3.4)

P;; t zamanindaki peptid miktar1 (mg),
Cg; t zamanindaki peptid konsantrayonu (mg/ml),

V; Salim ortami hacmi (ml)’dir.
_ P
M= Pﬂxlﬂﬂ (3.5)

M; Kiimiilatif salim yiizdesi (%),
P,; t zamanindaki peptid miktar1 (mg),

P,; Baslangicta nanopartikiillere yiiklenen peptid miktarin1 (mg) gostermektedir.
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3.3.13 Biyouyumluluk Testi

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolyum bromdiir), dort nitrojen
atomu iceren pozitif yliklii bir mono-tetrazolyum tuzudur. MTT pozitif yiikli ve
hidrofobik olmasi nedeniyle hiicre zarindan ve mitokondriyal i¢ zarindan gecebilir
ve canli hiicreler tarafindan mavi-mor renkli ve suda coziinmeyen formazan
adinda bir molekiile indirgenir [292], [293]. MTT analizi ise MTT’nin canl
hiicreler tarafindan formazan kristallerine doniistiiriilmesine dayanir.
Mitokondriyal aktivite canli hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir. MTT analizi
hedef molekiiliin canli hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerin olciilmesi icin

yaygin olarak kullanilan bir yontemdir [294].
3.3.13.1 J774 Hiicre Serisinin Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Sentezlenen Peptid ve Peptid yiikli nanopartikiillerin immunostimulan
etkinliklerinin incelemesinin 6ncesinde sitotoksisite analizi yapildi. J774 hiicre
hatlar1 kriyobanktan ¢ikarilarak 37 °Cye ayarlanan su banyosunda hizlica
¢oziildiikten sonra 5 ml %10 FBS’li RPMI besiyeri iceren santrifiij tiipii icine
alinarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kisim uzaklastirildiktan
sonra kalan hiicreler 25 ecm?lik flaskin icinde bulunan 5 ml %10 FBS iceren
besiyerine ekimi yapildi. Flask 37 °Cde %5 CO, iceren inkiibatére konuldu.
Inkiibasyonun 48. saatinde flasklardaki besiyeri uzaklastirildi. 96 saatlik
inkiibasyon sonucu konflent olmasi beklenen hiicre hatti sitotoksik teste tabi

tutuldu.
3.3.13.2 MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Tayin Edilmesi

Serbest antijenik peptid molekilii ve peptid yiikli NP2nin farkh
konsantrasyonlari, se¢tigimiz hiicre hattinda hiicrelerin canliligina olan etkisi MTT
ad1 verilen yontem ile test edildi. Her bir formiilasyon icin 1-1000 pg/ml
konsantrasyon araligi incelendi. MTT analizi i¢in 96 kuyucuklu plakaya her bir
kuyucuga 1x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilip 24 saat inkiibasyona
birakildi. Serbest antijenik peptid molekiilii ve NP2 icin secilen konsantrasyon
araliklar1 bu hiicrelerin iizerine ekildi. Hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesi icin
96 saat inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 10 mg/ml MTT soliisyonundan

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

3.3.14 Peptid ve NP2'nin NO ve Sitokin Uretme Etkinliklerinin /n Vitro Tayini
3.3.14.1 NO Tayini

NO, kardiyovaskiiler sistem, merkezi ve periferik sinir sistemi ve bagisiklik
sisteminin fizyolojik ve patofizyolojik olaylarinda cesitli ve karmasik islevlere
sahip olan bir molekiildiir. NO c¢esitli bulasici hastaliklarin patogenezinde anahtar
role sahip molekiillerden biridir [295], [296]. NO, sitokin {iretimini uyarabilir ve
makrofajlarin hiicre ici patojenleri o6ldiirmesine yol acabilir. Boylece NO,

enfeksiyonlara kars1 bagisiklik tepkisini arttirabilen bir molekiildiir [297].

Bu nedenle as1 calisamalarinda makrofajlarin immunojenik molekiile maruz
kaldiktan sonra NO tiretiminin artmasi immun cevabin da arttig1 anlamina gelir.
NO seviyesinin olc¢iilmesiyle immunojenik molekiiliin yeterli immun cevabi

olusturup olustumadig: da belirlenebilir.

MTT yontemi ile hiicre icin toksik olmayan konsantrasyonlari belirlenen antijenik
peptid molekiillerinin ve NP2'nin NO {iiretme kapasiteleri tayin edildi. NO analizi
icin J774 fare makrofaj hiicre hatt1 kullanildi. Bu hiicre hattinin in vitro kosullarda
immiinostimiilan molekiillerle indiiklendikten sonra NO {irettikleri yapilan pek
cok calismada mevcuttur [298]-[301]. NO olciimii Griess Reaksiyonu ile
spektrofotometrik olarak yapildi. Griess Reaksiyonu 2 adimda gerceklesir. Ik
adimda hazirlanan Griss reaktifinin icerisindeki nitrit iyonu sulfanilamit ile
reaksiyona girerek diazonyum iyonuna dontisiir. Olusan bu iyonlar da N-(1-
Naftil)etilendiamin ile baglanarak kromoforik azo tiirevlerine doniisiir. Son olarak
540 nm’de okuma yapilir. NO oOl¢iimii yapilmadan once Griess reaktifinin ve

reaksiyonda kullanilacak standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi gerekir.

Griess reaktifi ve standartlar hazirlandiktan sonra NO tayin islemine gecildi.
Bunun i¢in 96 kuyucuklu mikroplaklar J774 makrofaj hiicre hatlariyla kapland.
Daha sonra tiim formiilasyonlarin non-toksik konsantrasyonlar1 ve bu

konsantrasyonlarin alt ve {istiindeki 3 farkli konsantrasyon 50 ul olacak sekilde
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hazirlandi. Her bir konsantrayondaki ornekten kuyucuklara 50 pl eklendi ve
mikroplaklar 37 °C'de 96 saat inkiibe edildi. Her bir kuyucuktaki stipernatantlar
NO ve daha sonraki asamada gerceklestirilecek olan sitokin tayininde kullanilmak

tizere -20 °C’de saklandi.

NO tayini icin elde edilen siipernatantlardan ve hazirlanan standarlardan 50 pl,
yeni plaktaki kuyucuklara aktarildi ve yeni plaktaki her bir kuyucuk iizerine Griess
reaktifinden 50 pl eklendi. 10 dk karanlikta bekletilen mikroplaklarin UV 6l¢timii
540 nm’de spektrofotometrik olarak yapildi. Standartlarin elde edilen absorbsiyon
degerlerinden standart kalibrasyon egrisi ¢izildi ve her bir as1 formiilasyonuna ait

farkli konsantrasyonlar icin NO iiretim miktar1 bu egri yardimiyla hesaplandi.
3.3.14.2 Sitokin Tayini

Sitokin, immun/inflamatuar yanita katilan hiicrelerin etkinliklerinde artig
saglanmasi icin uyarilmis lenfositler, monositler ve makrofajlar ile diger bazi
somatik hiicreler tarafindan sentezlenen peptid veya glikoprotein yapisindaki

molekiillerdir [302].

Bu calismada, antijenik serbest peptid molekiilii ve peptid yiiklii NP2'nin J774
hiicre hatti iizerinde; interferon-y (IFN-y), interlokin-10 (IL-10) ve interlokin-12
(IL-12) sitokinlerinin miktarim arttirip arttirmadigi arastirildi. J774 hiicre hattinin
belirli antijenlerle uyarildiktan sonra yiiksek seviyede Th1l aracili sitokinleri
tirettikleri yapilan calismalarla gosterilmektedir [303]-[305]. Bu nedenle bu
hiicre hatti1 kullanilarak elde edilecek sonuglarin insanlar {izerinde yapilacak
calismalardaki sonuclari daha yiiksek bir dogruluk oraniyla yansitilabilecegi

disiindlir.

IFN-y, IL-10, IL-12 sitokinleri bagisiklik araciligi ile inflamasyonu diizenleyen
sitokinlerdir. Bu grup sitokinler, antijenle uyarilmis CD4+ ve CD8+ T lenfositler
tarafindan uyarilirlar ve inflamatuar lokositleri aktive ederler. IFN-y, mononiikleer
fagositlerin giiclii bir aktivatoriidiir ve antiviral ettkiyi arttirir. IL-10, aktive edilmis
makrofajlar ve Th2 hiicreleri tarafindan {retilir. Makrofajlar tarafindan
sitokinlerin iiretimini inhibe eder ve makrofajlarin T hiicresi aktivasyonundaki

islevlerini engeller [306]. IL-12 ise, aktive edilmis makrofajlar ve dentrik hiicreleri
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tarafindan tiretilir. Bu sitokinler IFN-y iiretimini ve Th hiicrelerin Th1 hiicrelere

farklilagsmasini uyarir [307].

IFN-y ve IL-12 sitokinleri Th1 hiicreleri tarafindan tiretilirken, IL-10 Th2 hiicreleri
tarafindan tiretilir. Th1 hiicreleri tarafindan tiretilen sitokinler makrofajlar1 aktive
eder ve sitotoksik lenfositlerin olusumunda yer alirlar ve bu durum hiicre-aracili

immune yanit ile sonuclanir [308].

Antijenik Peptid molekiilii ve NP2 ile muamele edilen makrofajlardan salgilanan
ve Th1/Th2 immun yanit1 indiikleyen Interlékin-10 ve Interlékin-12 sitokinlerinin

mitar1 ELISA yontemi ile tayin edildi.
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4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Peptid Kalibrasyon Egrisi

Peptidin 280 nm dalga boyunda Uv-Vis spektrofotometre kullanilarak cizilen

kalibrasyon egrisi Sekil 4.1’de gosterildi.
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Sekil 4.1 Peptid kalibrasyon grafigi
Kalibrasyon grafiginin cizilmesi sonucunda elde edilen denklemin egim degeri
5,9119 olup denklemin regresyon katsayisi 0,999’dur.

Peptid yiiklii nanopartikiil sentezleri sonucunda hesaplanan enkapsiilasyon
veriminin, yiikleme kapasitesinin ve in-vitro salim calismalarinda ortama salinan

peptid miktarinin bulunmasinda elde edilen bu kalibrasyon grafigi kullanildi.
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4.2 Tekli Emiilsiyon Coziicii Buharlagtirma Teknigiyle Sentezlenen

Bos ve Peptid Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.2.1 Birinci Deney Tasarimindaki Bog Nanopartikiillerin Boyut ve Zeta

Potansiyel Analizi

Ultrasonikasyon cihazi ile yapilan homojenizasyon sonucu sentezlenen bos

nanopartikiillerin (NPO) boyut analizi yapildi, partikiil biyiikligii/boyutu

dagilimini ifade eden PDI ve yiizey yiikiinii gosteren zeta potansiyel degerleri

belirlendi.

NPO'1n, PDI ve zeta potansiyel degerleri Tablo 4.1’de gosterildi.

Tablo 4.1 Birinci deney tasarimindaki NPO'1n boyut, PDI ve zeta potansiyel

degerleri
Baslangic Bilesenler Zeta
]?gi’nu)t PDI Potansiyeli
Peptid(mg) | PLGA(mg) (mV)
NPO 0 10 182 +2 | 0,215 +0,01 | -7,48 =1,2

Birinci deney tasarimindaki NPO'in boyut dagilim grafigi Sekil 4.1’de ve zeta

potansiyel grafigi ise Sekil 4.2’de verildi.
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Sekil 4.2 NP0’ 1n boyut dagilim grafigi
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Sekil 4.3 NPO'1n zeta potansiyeli

4.2.2 Birinci Deney Tasarimindaki NP0’1n Reaksiyon Verimi Sonucu

Nanopartikiillerin sentezlenme isleminden sonra liyofilizatorde kurutulan bos
nanopartikiil 6rnegi icin boliim 3.3.7’deki esitlik 3.2 kullanilarak reaksiyon verimi

hesaplandi. Sonuclar Tablo 4.2 de gosterildi.

Tablo 4.2 Birinci deney tasarimindaki NPO’in reaksiyon verimi

Baslangic Bilesenler Reaksiyon Verimi

Peptid(mg) | PLGA(mg) | Miktari(mg) | Verimi(%)

NPO 0 10 3.2 32

4.2.3 Birinci Deney Tasarimindaki Peptid Yiiklii Nanopartikiil’lerin Boyut ve

Zeta Potansiyeli Analizi
Ultrasonikasyon cihazi ile yapilan homojenizasyon islemi sonucunda sentezlenen
peptid yiikli bes nanopartikiil 6rneginin (NP1, NP2, NP3, NP4, NP5) boyut
analizleri yapildi, partikiil biiytikliigii/boyutu dagilimini ifade eden PDI ve yiizey

ylikiinii gosteren zeta potansiyel degerleri belirlendi.

Peptid yiiklii nanopartikiillerin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri

Tablo 4.3’ te gosterildi.
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Tablo 4.3 Peptid yiiklii PLGA nanopartikiillerin boyut, PDI ve zeta potansiyel

degerleri
Bilesenler
Boyut A-Ave Zeta Potansiyeli
PDI v
Peptid PLGA (nm) (mV)
(mg) (mg)
NP1 1 10 159,5 +0,7 0,148 -8,25 0,7
NP2 2 10 138,9 +0,4 | 0,161 +0,02 -6,44 0,3
NP3 3 10 159,8 +1,9 0,189 -6,29 0,6
NP4 4 10 199,6 +0,6 | 0,337 0,02 -6,96 0,4
NP5 5 10 209,3 =0,07 | 0,235 +0,01 -6,95 0,2

NP1, NP2, NP3, NP4 ve NP5’in boyut dagilim grafikleri Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil
4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’de verildi. NP1, NP2, NP3, NP4 ve NP5’in Zeta potansiyel
grafikleri ise Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12’de verildi.

Siddet (%)

14 -

12

10

04
10

B NP1

AR
100 1000

Boyut (nm)
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Sekil 4.7 NP4’iin boyut dagilim grafigi

14+
124

10

0+ T T L
10 100 1000 10000
Boyut (nm)

Sekil 4.8 NP5’in boyut dagilim grafigi
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Sekil 4.11 NP3’{in zeta potansiyel grafigi
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Sekil 4.13 NP5’in zeta potansiyel grafigi

4.2.4 Birinci Deney Tasarimindaki Peptid Yiiklii Nanopartikiillerinin Reaksiyon
Verimi, Enkapsiilasyon Verimi ve Ila¢ Yiikleme Kapasitesi

Nanopartikiillerin sentezlenme isleminden sonra liyofilizatorde kurutulan

ornekler icin Boliim 3.3.7°de ki 3.2 esitligi kullanilarak reaksiyon verimleri, Boliim

3.3.6'daki 3.1 esitligi kullanilarak enkapsiilasyon verimleri ve Boliim 3.3’teki 3.3

esitligi kullanilarak ila¢ yiikleme kapasiteleri hesaplandi. Hesaplama sonuclari

Tablo 4.4’te gosterildi.
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Tablo 4.4 Peptid yiiklii nanopartikiillerin reaksiyon verimi, enkapsiilasyon verimi

ve ilac yilikleme kapasiteleri

Baslangic Bilesenler Reaksiyon Enkapsil Ilac
asyon | yiikleme
Peptid PLGA Miktar1 | Verimi o .
Verimi | kapasites
(mg) (mg) (mg) (%) (%) i (%)
NP1 1 10 2,5 22,72 43,3 17,32
NP2 2 10 1,65 13,75 45,31 54,92
NP3 3 10 2,6 20 36,4 41,96
NP4 4 10 2,8 20 36,3 58,08
NP5 ) 10 3 20 31,28 52,13

NP1’in reaksiyon verimi %22,72, enkapsiilasyon verimi %43,3 ve ilac¢ yiikleme
kapasitesi %17,32, NP2'nin reaksiyon verimi %13,75, enkapsiilasyon verimi
%45,31 ve ila¢ yilikleme kapasitesi 54,92, NP3’tin reaksiyon verimi %:20,
enkapsiilasyon verimi %36,4 ve ilag yiikleme kapasitesi 41,96, NP4’{in reaksiyon
verimi %20, enkapsiilasyon verimi %36,3 ve ilac yiikleme kapasitesi 58,08 ve son
olarak NP5’in reaksiyon verimi %20, enkapsiilasyon verimi %31,38 ve ilag
ylikleme kapasitesi 52,13 olarak hesaplandi. NP2 ve NP4 orneklerinin en yiiksek
ilac yiikleme kapasitesine sahip oldugu goriildii. Ileriki calismalarda NP2 ve
NP4’iin peptid/PLGA oranlari1 baz alindi ve miktarlar 10 katina cikarildi. 2. sentez
20 mg peptid + 100 mg PLGA ve 40 mg peptid + 100 mg PLGA iizerinden yapildi.

Bos nanopartikiil sentezi i¢cin sadece 100 mg PLGA kullanildi.

4.2.5 Ikinci Deney Tasarimindaki Bos Nanopartikiillerin Boyut ve Zeta

Potansiyel Analizi

Ultrasonifikasyon cihaz1 ile homojenizasyon sonucu sentezlenen bos

nanopartikiillerin (NPO) boyut analizleri yapildi, partikiil biyiikligii/boyutu
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dagilimini ifade eden PDI ve yiizey yiikiinii gosteren zeta potansiyel degerleri

belirlendi.

NPO’1n partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri Tablo 4.5’te gosterildi.

Tablo 4.5 NP0’1n boyut, PDI ve zeta potansiyel degerleri

Baslangic Bilesenler
Zeta
Boyut (nm) PDI Potansiyeli
Peptid | PLGA (mV)
(mg) (mg)
NPO 0 100 260,9 +1 0,177 -26 +0,2

NPO'1n boyut dagilim grafigi Sekil 4.14’te ve zeta potansiyel grafigi ise Sekil 4.15’te

verilmistir.
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81



160000 - ﬂ
140000 -
120000 A
100000 -
E ]
& 80000
7))
<z ]
£ 60000 -
=]
= ]
40000 -
20000 A
0 T T T T T T T 1
-100 -50 0 50 100
Zeta Potansiyeli (mV)

Sekil 4.15 NPO'1n zeta potansiyel grafigi

4.2.6 Ikinci Deney Tasarimindaki NPO'mn Reaksiyon Verimi

Nanopartikiillerin sentezlenme isleminden sonra liyofilizatorde kurutulan NPO

ornegi icin boliim 3.3.7’deki esitlik 3.2 kullanilarak reaksiyon verimi hesaplandi.

Sonuglar Tablo 4.6’da gosterildi.

Tablo 4.6 NP0’1n reaksiyon verimi

Baslangic Bilesenler Reaksiyon Verimi

Peptid(mg) | PLGA(mg) | Miktar1(mg) | Verimi(%)

NPO 0 100 68 68

4.2.7 ikinci Deney Tasarimindaki Peptid Yiiklii Nanopartikiillerin Boyut ve Zeta

Potansiyel Analizi

Ultrasonifikasyon cihazi ile homojenizasyon sonucu sentezlenen peptid yiikli
nanopartikiillerin (NP2 ve NP4) boyut analizleri yapildi, partikiil
biiyiikliigii/boyutu dagilimini ifade eden PDI ve yiizey yiikiinii gosteren zeta

potansiyel degerleri belirlendi.
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NP2 ve NP4’{in boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri Tablo 4.7’de gosterildi.

Tablo 4.7 NP2 ve NP4’{in boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri

Baslangic
Bilesenler PVA Zeta
Boyut (nm) | PDI | Potansiyeli
i (mV)
Peptid | PLGA % | ml
(mg) | (mg)

NP2 20 100 | 3 4 |250,3 =0,1| 0,116 | -11,1 0,5

NP4 40 100 | 3 4 1223,3 4,3 | 0,088 | -8,01 £0,4

NP2’nin boyutu 250,3 nm, PDI 0,116 ve zeta potansiyeli -11,1 mV olarak bulundu.
NP4{in ise boyutu 223,3 nm, PDI 0,088 ve zeta potansiyeli de 8,01 Mv olarak
bulundu. Her iki nanopartikiil boyutu, nanopartikiiller icin literatiirde verilen
boyut araligina uygundur [181]. NP2'nin PDI degerinin 0,116 ve NP4’{in PDI
degerinin 0,088 olmasi nanopartikiillerin ortalama parcacik boyutu dagiliminin
yliksek oldugunu gosterir. Clinkii PDI degeri 1 ile 0 arasinda degisir ve bu deger
0’a nekadar yakinsa ortalama parcacik boyutu dagilimi da o kadar yiiksektir. NP2
ve Np4lin zeta potansiyelleri beklendigi gibi negatif cikmistir. Cilinkii
nanopartikiillerin yiizerinde bulunan iyonize olmus karboksil gruplarinin varlig
ve PVA’da bulunan hidroksil gruplar1 yiiziinden nanopartikiillerin zeta
potansiyellerinin negatif olmasi gerekir. Zeta potansiyelinin negatif veya pozitif
olarak yiiksek olmasi siispansiyonun oldukca az aglomere olmasi anlamina gelir.
Zeta potansiyel degerleri -11,1 mV ve -8,01 mV ile nispeten ortalama bir
degerdedirler. Nanopartikiillerin yiizeyinde PVA kalintisinin olmasi zeta
potansiyeli degerini diisiiriir. Clinkii kalinti PVA nanopartikiil arayiizeyinde

polimere baglanabilir ve serbest karboksil gruplarinin varligini azaltabilir.

NP2'nin boyut dagilim grafigi Sekil 4.16'da ve zeta potansiyel grafigi ise Sekil
4.17’de verildi.
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Sekil 4.17 NP2’nin zeta potansiyel grafigi

NP4iin boyut dagilim grafigi Sekil 4.18’de ve zeta potansiyel grafigi ise Sekil
4.19’da verildi.
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Sekil 4.19 NP4’{in zeta potansiyel grafigi
4.2.8 Tkinci Deney Tasarimindaki NP2 ve NP4’iin Reaksiyon Verimi,
Enkapsiilasyon Verimi ve Ilac¢ Yiikleme Kapasitesi

Nanopartikiillerin sentezlenme isleminden sonra liyofilizatorde kurutulan
ornekler icin Boliim 3.3.7’de ki 3.2 esitligi kullanilarak reaksiyon verimleri, Bolim

3.3.6’daki 3.1 esitligi kullanilarak enkapstiilasyon verimleri ve Boliim 3.3’teki 3.3
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esitligi kullanilarak ila¢ yiikleme kapasiteleri hesaplandi. Hesaplama sonuclari

Tablo 4.8’de gosterildi.

Tablo 4.8 NP2 VE NP4’{in reaksiyon verimi, enkapsiilasyon verimi ve ilag

yiikleme kapasiteleri

Baslangic Reaksiyon
Bilesenler Verimi Enkapsiilasyon | Ilag yiikleme
Verimi kapasitesi %
Peptid | PLGA |Miktari| Verimi
(mg) | (mg) | (mg) | (%)
NP2 20 100 71,5 59,6 40 11,2
NP4 40 100 67 47,9 15 8,95

NP2nin reaksiyon verimi %59,6, enkapsiilasyon verimi %40 ve ilac yiikleme
kapasitesi %11,2 olarak bulundu. NP4’iin reaksiyon verimi %47,9, enkapsiilayon
verimi %15, ve son olarak ila¢ yiikleme kapasitesi %8,95 olarak bulundu. Elde
edilen sonuclara gore biitiin nanopartikiillerde peptidlerimiz basarili bir sekilde
enkapsiile edildi. Ancak yiiksek reaksiyon, enkapsiilasyon verimi ve ilag yiikleme
kapasitesine sahip olmasindan dolay1 20 mg peptid + 100 mg PLGA ile hazirlanan

NP2 ileriki calismalar ve analizler i¢in en uygun aday olarak secildi.
4.2.9 NPO, Peptid Ve Peptid Yiiklii NP2’nin FT-IR Analizleri

FT-IR sayesinde nanopartikiillerdeki fonksiyonel gruplarin kimyasal analizleri
basarili bir sekilde yapilabilir. Peptidin nanopartikiile enkapsiiliilasyonun basarili
bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigi FT-IR ile belirlendi. Eger enkapsiilasyon
basarili bir sekilde gerceklestiyse peptid yiikli nanopartikiilin FT-IR
spektrumunun bos nanopartikiiliin FT-IR spektrumu ile ayni karakteristik 6zellige
sahip olmasi gerekir ve peptide ait bant Ozelliklerin peptidin nanopartikiile
enkapsiile olmasindan sonra goriilmemesi gerekir. Bu amacla, peptid, NPO ve

NP2'nin spektrumlar1 Sekil 4.20’de birlikte verildi.
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Sekil 4.20 Peptid, bos PLGA nanopartikiilii (NPO) ve peptid yiiklii nanopartikiil
(NP2)'nin karsilastirmali FT-IR analizi

PLGA polimerinin sahip oldugu karaktersitik bantlar FT-IR spektrumunda
izlenebilir. 2995 cm™ bandi ~CH,'nin C-H gerilme titresimini, 1748 cm™ bandi
esterdeki karbonil -C=0 giiclii gerilme titresimini gosterir. Ayrica 1451 cm™ bandi
polimer yapisinda bulunan metil gruplarinin (-CH;) C-H egilme titresimlerini

gosterir. Son olarak 1165 cm™ ve 1085 cm™ bantlar1 da C-O gerilme tiresimini

gosterir.

Serbest peptid molekiiliiniin sahip oldugu karakteristik bantlar FT-IR
spektrumunda goriilebilir. 3274 cm™de goriilen bant ~OH bandimi gerilme
titresimini, 1439 cm™de goriilen bant ise -OH bandinin biikiilme titresimlerini
gosterir. 1632 cm™ bandindaki bant, bir amino asidin karboksilik grubu ile bagka
bir amino asidin amin grubu arasinda olusan amid-I bagindaki C=0 gerilme

titresimini gosterir. Son olarak 833 cm™ ve 799 cm™ bantlar1 —C-H biikiilmelerini

gosterir.

87



Peptid yiiklii NP2 nanopartikiillerin FT-IR spektru incelendiginde serbest peptid
molekiiliiniin temel bandi olan 1632 cm™de goriilen bandin 6nemli 6lciide
indirgendigi goriilebilir. Bu durum, serbest peptid molekiiliiniin PLGA polimerine
basarili bir sekilde enkapsiile oldugunu gosterir. Ayrica PLGA ve peptid yiikli
NP2nin FT-IR spektrumlari birbiriyle yiiksek oranda ortiisttigii gorildi.

4.2.10 NP2’nin SEM Analizi

NP2 nanopartikiillerin morfolojik analizleri SEM cihazi ile farkli biiyiitme
oranlarinda gerceklestirildi.

NP2 nanopartikiillerin farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri Sekil 4.21,
Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’te verildi.

EHT =10.00kV WD = 8.0 mm Signal A = SE1 Mag = 10.00 K X

Sekil 4.21 NP2 nanopartikiillerin 10.00 K X biiyiitmede alinan SEM gortintiisii
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EHT =10.00kV WD = 8.0 mm Signal A = SE1 Mag= 20.00 KX

F =

200 nm
|_| EHT =10.00kV WD = 8.0 mm Signal A = SE1 Mag= 60.00 K X

Sekil 4.23 NP2 nanopartikiillerin 60.00 K X biiyiitmede alinan SEM gortintiisii
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4.2.11 NP2’nin In-Vitro Salim Galismalar

Peptid yiiklii NP2'nin kiimiilatif salim caligmalar1 90 giin boyunca yiiriitildi ve
salim profili incelendi. Belirlenmis zaman araliklarinda 280 nm’deki UV 6l¢iimleri
kullanilarak ortama salinan peptid konsantrasyonlar1 mg cinsinden hesaplandi ve

peptidin zamana bagli salim grafigi cizildi.

Yapilan kiimiilatif salim caligmalar1 sonucunda peptid yiiklii NP2nin ilk 6 saat
icerisinde etken maddenin %15,66’s1n1 saldig1 goriildii. 3. giinde salim yiizdesinin
2 katina, 15. Giinde 3 katina ciktig1 ve 90. Giinde %57,095 salim yiizdesi ile
salilimi tamamladig1 goriildii. Ik saatlerde etken maddemiz peptidin, bu kadar
hizli salim yapmasi ani salim veya ‘burst efect’ ile aciklanabilir. Bunun nedeni ise
etken maddenin bir kisminin nanopartikiillerin yiizeyine tutunmus olmasi veya

nanopartikiil yiizeyine yakin yerlerde zayif adsorbe olmasindandir.

Salim garfigi Sekil 4.24’te verildi.
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Sekil 4.24 NP2’nin salim grafigi

4.2.12 Peptid ve NP2’nin MTT ile Tayin Edilen Sitotoksisite Sonuclari

Antjenik serbest peptid molekiilii ve peptid yiiklii NP2 o6rneklerinin tutuldugu

besiyeri ortaminin J774 makrofaj hiicre proliferasyonuna etkisi MTT testi ile
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Olciildii. Bu calismada serbest peptid molekiiliiniin ve NP2'nin makrofajlar

tizerinde sitotoksik bir etki gosterip gostermedigi arastirildu.

96. saatte serbest peptid molekiilii ve NP2 6rneklerinin MTT sonucu elde edilen

verilerin grafigi Sekil 4.25’de verildi.
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Sekil 4.25 96. Saatte peptid ve peptid yiiklii NP2'nin J774 hiicre
proliferasyonuna etkisisinin MTT testi ile Ol¢iilmesi sonucu elde edilen verilerin

grafigi

Elde edilen veriler antijenik serbest peptid molekiiliiniin ve peptid yiiklii NP2'nin
J774 hiicre hatti icin toksik olmadigim1 gosterdi. Artan peptid ve NP2
konsantrasyonlarinda J774 hiicre canliliginda bir miktar azalma tespit edilmis olsa
da, peptidin ve peptid yiiklii nanopartikiiliin sitotoksik bir etki gosterdiginden
bahsedilemez. Galistigimiz en yiiksek konsantrasyon olan 500 ug/ml’de bile J774
hiicre canlilig1 yaklasik olarak %80 olarak olciildi.

4.2.13 Peptid ve NP2’nin NO Sonuglar

NO seviyesinin Olciilmesiyle immunojenik molekiiliin in vitro ortamda yeterli
immiinostimiilan etkinlik olusturup olusturmadig: belirlenebilir. Antijenik serbest
peptid molekiilii ve peptid yiiklii NP2'nin segilen farkli konsantrasyonlarinda J774

hiicre hatt1 tizerinde olusturdugu NO miktar1 Griess reaksiyonu ile tayin edildi.
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96. saat boyunca antijenik serbest peptid molekiiliine ve NP2 formiilasyonuna
maruz birakilan J774 makrofaj hiicrelerinin iirettikleri NO miktarlarini gosteren

grafik Sekil 4.26’da gosterildi.

Negatif Kontrol
10 - I Peptid
I Np2

NO seviyesi (nmol/mL)

12,5 25
Konsantrasyon pg/mL

Sekil 4.26 96. Saatte peptid ve peptid yiiklii NP2'nin J774 hiicre hatt1 iizerinde

NO seviyesini gosteren grafik

Sekilden de goriilebilecegi gibi hem serbest peptid hem de peptid yiikli
nanopartikiiller incelenen tiim konsantrasyonlarda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda makrofajlarin daha fazla NO iiretmelerini sagladi. Ayn1 zamanda
makrofajlarin  trettikleri NO  miktarlart  peptid ve  nanopartikiil
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak belirgin bir yilikselme gostermektedir.
Peptid ve peptid yiklii nanopartikiilin NO iiretimini tetikleme kabiliyetleri
karsilastirildiginda  incelenen tiim  konsantrasyonlarda peptid yiikli
nanopartikiiller ile muamele edilen makrafajlarin iirettikleri NO seviyesinin
serbest peptide gore daha fazla oldugu goriildii. Incelenen en yiiksek
konsantrasyonda NP2 formiilasyonuna maruz kalan makrofajlarin kontrol

grubuna gore trettikleri NO miktarin1 yaklasik 1,5 kat arttirdiklar: tespit edili.
4.2.14 Peptid ve NP2'nin IFN-y, IL-10, IL-12 Sitokin Seviyesi Sonuglar1

J774 hiicre hatt1 belirli antijenlerle uyarildiktan sonra Thl veya Th2 aracili

sitokinleri iiretebilir. Tez kapsaminda iiretilen peptidin gelecekte Covid-19’a karsi
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gelistirilmesine yonelik calismalarda kullanilmasi beklendiginden, as1 adaylarinin
Th1 immiin yanitini tetiklemesi biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Bu nedenle bu tez
calismasi kapsaminda iiretilen peptide ve peptid yiiklii nanopartikiillere maruz
kalan makrofajlarin Th1l ve/veya Th2 sitokinleri iiretme kabiliyetleri incelendi.
Deney calismalar1 oncesindeki beklentimiz iiretin formiilasyonlarla muamele
edilen makrofajlarin cogunluka Thl sitokinlerinin {iretimini tetiklemesi
yoniindeydi. Bu dogrultuda makrofajlardan salinan Thl aracili immiin yanitin
sitokinleri olan IFN-y ve IL-12, Th2 aracili immiin yanitin sitokini olan IL-10

seviyeleri ticari ELISA kitleri araciligiyla olcildii.

Nanoformiilasyonlara 96 saat maruz kalan makrofajlardan salinan IFN-y, IL-10,

IL-12 sitokin seviyelerini gosteren grafikler Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Sekil 4.29’da

gosterildi.
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Sekil 4.27 96. Saatte peptid ve peptid yiiklii NP2'nin J774 hiicre hatt1 {izerinde

IFN-y seviyesini gosteren grafik
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Sekil 4.28 96. Saatte peptid ve peptid yiikli NP2'nin J774 hiicre hatt1 {izerinde

IL-10 seviyesini gosteren grafik
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Sekil 4.29 96. Saatte peptid ve peptid yiiklii NP2'nin J774 hiicre hatt1 {izerinde

IL-12 seviyesini gosteren grafik

Sekil 4.27°de goriildigii izere peptid ve peptid yiikli nanopartikiiller ile muamele
edilen gruplarda inkiibasyon siiresinin sonunda konsantrasyona bagli olarak
tiretilen IFN-y miktarinda kayda deger bir artis meydana geldi. Hem peptid hem

de peptid yikli nanopartikiiller uygulanan en yiiksek konsantrasyonda
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makrofajlar tarafindan tiretilen IFN-y miktarini yaklasik 2,5 kat arttirdi. Peptid ve
peptid yiiklii nanopartikiillerin etkinligi kiyaslandiginda ise serbest peptidin IFN-y
tiretimini tetikleme acisindan bir miktar daha etkin oldugu goriildii. Ancak her iki
formiilasyonun da anlaml bir sekilde IFN-y sitokin {iretimini destekledigi net bir
sekilde goriilmektedir. Benzer bir durum makrofajlardan salgilanan IL-12
seviyelerinin incelenmesinde de karsimiza cikmaktadir. Konsantrasyon artisi ile
dogru orantili olacak sekilde serbest peptid ve peptid yiiklii nanopartikiile maruz
kalan makrofajlardan salinan IL-12 seviyelerinin onemli Olciide artig gosterdigi
goriilmektedir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda incelenen en yiksek
konsantrasyonda formiilasyonlar ile muamele géren makrofajlarin iirettikleri IL-
12 seviyelerinin yaklasik 3,5 katlik bir artis gosterdigi tespit edildi. Diger yandan
formiilasyonlar ile etkilesim sonrasinda makrofajlardan salinan IL-10 seviyeleri
incelendiginde ise herhangi bir artisin olmadig: ve hatta test gruplarindaki sitokin
seviyesinin kontrol grubunun altinda kaldig1 gézlendi. Bu durum peptid ve peptid
yiiklii nanopartikiillerin makrofajlarin IL-10 salgilamasi iizerinde inhibi edici bir
etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Antijenik serbest peptid ve NP2'nin artan
konsantrasyonlariyla beraber, IFN-y, IL-12 sitokin miktarlarinda artis
gozlemlenirken, IL-10 sitokin miktarinda artis gozlemlenmedi. Antiinflamatuar as1
gelistirme calismalarinda Th1 aracili immiin yanitin olusmasi oncelikli hedeftir.
Th2 hiicreleri tarafindan {iretilen sitokinler ise B hiicrelerin aktive olmasina
yardim eder ve Thl immun yanitini Th2 immun yanitina dogru kaydirirlar. Bu
ylizden bu ¢alismada artan peptid ve NP2 konsantrasyonlari ile beraber, IFN-y ve
IL-12 sitokin miktarlarinin artmasi1 beklenirken, IL-10 sitokin miktarinin

artmamasi beklenir.

Sitokin miktarlarin1 gosteren grafikler incelendiginde artan peptid ve NP2
konsantrasyonlariyla beraber IFN-y ve IL-12 miktarlar artarken, IL-10 miktarinda
artis gozlemlenmedi. Bu durum uygulanan formiilasyonlarin immiin yanit1 Th1l
yoniinde tetikledigini acik bir bicimde ortaya oymaktadir. Bu nedenle uygulanan
serbest peptid ve peptid yiiklii nanopartikiiler formiilasyonlarin gelecekte Covid-
19 hastali§ina kars: as1 gelistirilmesine yonelik calismalarda kullanilma agisindan

biiyiik bir potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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SONUGC VE ONERILER

Bu tez calismasinda SARS-CoV-2 viriisiiniin N proteinin LSPRWYFYY dizisine
sahip antijenik peptid molekiili PLGA nanopartikiillerine enkapsiile edilerek
Kovid-19 enfeksiyonun tedavisinde kullanilabilecek bir as1 sisteminin
fizikokimyasal ve morfolojik Ozellikleri ile beraber, ila¢c salimi ve biyolojik
aktivasyonun degerlendirilmesi amaclanmistir. LSPRWYFYY dizisine sahip
antijenik peptid moelkiilii daha 6nce Kovid-19 enfeksiyonuna karsi as1 gelistirme

calismalarinda kullanimi mevcut degildir.

Birinci deney tasariminda tekli emdiilsiyon ¢Oziici buharlastirma teknigi ile

sentezlenen NPO icin ¢ikan sonuclar su sekildedir;

Partikiil boyutu 182+2 nm, PDI degeri 0,215%0,01 ve zeta potansiyeli -7,48+1,2

mV olarak bulundu. Reaksiyon verimi ise %32 olarak hesaplandi.

Birinci deney tasariminda tekli emiilsiyon c¢oOziicii buharlastirma teknigi ile

sentezlenen NP1, NP2, NP3, NP4 ve NP5 icin ¢ikan sonuclar su sekildedir;

Partikiil boyutlar sirasiyla, 59,5+0,7, 138,9+0.,4, 159,8+1.9, 199,6=+0.6,
209,3+0,07 nm, PDI degerleri 0,148, 0,161 +0,02, 0,189, 0,337 +0,02, 0,235

+0,01 olarak bulundu. Zeta potansiyelleri ise sirasiyla -8,25 +0,7, -6,44 +0,3, -
6,29 +0,6, -6,96 0,4, -6,95 =0,2 mV olarak ol¢iildii.

Sirasiyla reaksiyon verimleri, %22,72, %13,75, %20, %20, %20, ilac yiikleme
kapasiteleri %17,32, %54,92, %41,96, %58.08, %52,13 ve enkapsiilasyon
verimleri ise %43,3, %45,31, %36.4, %36,3, %31,28 olarak hesaplandi.

Birinci deney tasarimindaki NP2 ve NP4 orneklerinin en yiiksek ilac ytikleme
kapasitesine sahip oldugu goriildii. Ileriki calismalarda NP2 ve NP4%iin
peptid/PLGA oranlar1 temel alindi ve miktarlar 10 katina cikarildi. 2. Deny
tasariminda sentez 20 mg peptid + 100 mg PLGA (NP2) ve 40 mg peptid + 100
mg PLGA (NP4) iizerinden yapildi. Bos nanopartikiil (NPO) sentezi icin sadece 100
mg PLGA kullanildi.
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ikinci deney tasariminda tekli emiilsiyon c¢oziicii buharlastirma teknigi ile

sentezlenen NPO icin ¢ikan sonuclar su sekildedir;

Partikiil boyutu 260,9+1 nm, PDI degeri 0,177 ve zeta potansiyeli -26+0,2 mV

olarak bulundu. Reaksiyon verimi ise %68 olarak hesaplandi.

ikinci deney tasariminda tekli emiilsiyon coziicii buharlastirma teknigi ile

sentezlenen NP2, NP4 icin cikan sonuclar su sekildedir;

Partikiil boyutlar1 sirasiyla 250,3+0,1 ve 223,3+4,3 nm, PDI degerleri 0,116 ve
0,088, zeta potansiyelleri ise -11,1+0,5 ve -8,01+0,4 mV olarak hesaplandi.

Reaksiyon verimleri %59,6 ve%47,9, enkapsiilasypon verimleri %40 ve %15 ve

son olarak ilac ylikleme kapasiteleri %11,2 ve %8,95 olarak hesaplandi.

NP2'nin ila¢ yiikleme kapastesinin NP4lin ila¢ yiikleme kapasitesinden daha
yiiksek oldugu hesaplandi. Ayrica NP2’nin reaksiyon veriminin ve enkapsiilasyon
veriminin de NP4’e gore oldukca yiiksek oldugu gozlemlendi. Ileriki calismalar

NP2 ile yiiriitiildi.

Molekiiler karakterizasyon FT-IR spektrofotometre ile gerceklestirildi. Beklenildigi
gibi LSPRWYFYY dizisine sahip antijenik peptid yiiklii PLGA’da peptid molekiiliine
ait karakteristik bantlarin goriilmemesi ve PLGA karakteristiginde spektrum elde
edilmesi, Peptid molekiiliin PLGA nanopartikiiliine enkapsiile oldugunu kanitlar

niteliktedir.

ikinci deney tasariminda elde edilen NP2'ye morfolojik analizi SEM ile
gerceklestirildi. Belirli bir homojenitede nanopartikiillerin elde edildigi gorildii.

s

Nanopartikiillerin boyutlarinin 258,5-169,4 nm arasinda degistigi goriildii.

ikinci deney tasariminda elde edilen NP2'nin salim calismasinda ilk 6 saat
icerisinde etken maddenin %15,66’s1n1 saldig1 goriildii. 3. glinde salim yiizdesinin
2 katina, 15. Giinde 3 katina ¢iktig1 ve 90. Giinde %57,095 salim ytizdesi ile

salilimi tamamladig goriildii.

Serbest antijenik peptid molekii ve NP2'nin J774 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik
etkileri MTT analizi ile test edildi. Biit{in peptid ve NP2 konsantrasyonlarinin non-
toksik oldugu goriildii. Buna ragmen artan peptid ve NP2 konsantrasyonlarini 4.

giinde hiicre profilerasyonuna negatif etkide bulundugu ve hiicre canliliginin
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giderek azaldigi gozlemlendi. Ancak yine de en yiiksek peptid ve NP2
konsantrasyonu olan 500 ug/ml’de hiicre canliliginin her iki 6rnek icinde yaklasik

olarak %80 civarinda oldugu goriilmektedir.

Artan NO seviyesi immiin yanitta artisin oldugunun bir gostergesidir. Peptid ve
NP2 orneklerinin artan konsantrasyonlarina karsin NO seviyesinin de arttigi

gozlemlendi.

Artan peptid ve NP2 konsantrasyonlariyla beraber IFN-y ve IL-12 miktarlar

artarken, IL-10 miktarinin artmadig1 gozlemlendi.

Tim bu sonuclar kapsaminda literatiirde ilk defa SARS-CoV-2nin N proteinin
PLGA polimerine enkapsiile edilen LSPRWYFYY peptid molekiiliiniin SARS-CoV-2
tedavisi icin as1 olarak kullanim potansiyeli arastirildi. Bu peptid molekiiliiniin
SARS-CoV-2’ye karsi potasniyel olarak asi tiretiminde kulllanilabilmesi i¢in ileriki

arastirmalarin yapilmasi onerilir.
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