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OZET

MIKROBIYAL ALTIN NANOPARTIKUL (AuNP) SENTEZININ
OPTIMiZASYONU, KARAKTERIZASYONU ve ADJUVAN OLARAK
KULLANIM POTANSIYELININ DEGERLENDIRILMESI

UNLUER, Nefise

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali

Tez Danmismani: Prof. Dr. Elif Esin HAMES TUNA

Mayis 2022, 202 sayfa

Altin nanopartikiiller (AuNP) yiizey plazmon rezonanslart (SPR), kolay
sentezlenebilmeleri, kiiciik parcacik boyutu ile genis ylizey-hacim oranina sahip olmalari,
yiizeylerine baglanabilen fonksiyonel gruplar ile kolay modifikasyonlar1 ve biyouyumlu
yapilar1 sayesinde tip, biyoteknoloji ve medikal alanda, goriintilleme, tani ve tedavi
uygulamalarinda yaygin sekilde kullanilmakta ve arastirllmaktadir. As1 teknolojisinde daha
etkin ve giivenli adjuvan ve antijen tasima sistemi konusundaki c¢aligmalarda
nanopartikiillerin artan kullanimiyla beraber AuNP'ler de ilgi odagi haline gelmistir.
AuNP'ler fiziksel, kimyasal veya biyolojik sentez ile farkli boyut, sekil ve yiizey
Ozelliklerinde iiretilebilmektedir. Diger yontemlere gore iyi bir alternatif olan biyolojik
sentezde (biyojenik) metabolitler kullanilarak Au®® iyonlarmm Au®a indirgenmesi
gerceklesir.

Bu tez ¢aligmasinda 30 aktinomiset (Actinobacteria) tiyesi, AuNP sentezi agisindan
tarandi ve 5 aday izolat igerisinden M137-2 susu ile en kii¢iik boyutlarda AuNP
(66,12+1,19 nm) sentezi gergeklestirildi. Ardindan, Streptomyces sp. M137-2 olarak
tanimlanan izolat ile ekstraselliiler AuNP sentezinin pH, altin tuzu (HAuCl,) derisimi (M)
ve inkiibasyon siiresi degiskenleri Merkezi Bilesen Tasarimi (CCD) ile optimize edildi.
Sentezlenen AuNP'lerin karakterizasyonu [UV-Vis spektroskopisi, taramali elektron
mikroskobu (SEM), Dinamik Isik Sagilimi (DLS), X-Isin1 Kirinim Difraktometresi (XRD),
X-Isim1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS), Fourier Doniistimlii-Kizil6tesi Spektroskopisi
(FT-IR), stabilite] yapildi ve 1929 ile U937 hiicreleri iizerinde sitotoksisitesi belirlendi.
Daha sonra model antijen olan sigir serum albiimin (BSA) ile konjiige edilen mikrobiyal
AuUNP'ler karakterize edildi ve adjuvan potansiyeli in vitro hiicre kiiltiiri denemeleri ile
degerlendirildi. Bunun i¢in karakterizasyonun ardindan makrofaja farklilagtirillan U937
monosit hiicreleri ile TNF-a ve IL-6 salimmi ve hiicresel alim g¢aligmalari yapildi.
Kimyasal sentezlenen AuNP (tAuNP) ve as1 adjuvani olan aliiminyum tuzu (alum) kontrol
olarak kullanildi.

Sonugta Yanit yiizeyi metodolojisi (RSM) kullanilarak biyosentezin optimum pH 8,
HAUCI, 10° M ve inkiibasyon siiresi 72 saat olarak belirlendi. Segilen izolatin
Streptomyces susu oldugu tanimlandi ve yiizeyinde 20-25 nm protein koronaya sahip, 30-
50 nm boyutunda, monodispers ve oldukca stabil formda kiiresel AuNP'ler sentezlendi.
mAUNP'ler, XRD analizinde altina 6zgii karakteristik spektrum ve 541 nm'de ortalanmis
SPR band: ile dogrulandi. FT-IR sonuglart AuNP'lerin indirgenmesi ve stabilizasyonu i¢in



viii

Streptomyces sp. M137-2 metabolitlerinin roliinii dogruladi. 1929 hiicreleri ile
gerceklestirilen sitotoksisite testi (MTT yontemi) mAuNP'lerin tip alaninda giivenle
kullanilabilecegini gosterdi. BSA konjugasyonu ile SPR bandinda 7 nm kayma oldu,
konjugat olusumu toplam protein tayini ve FT-IR ile karakterize edildi. AuUNP-BSA
konjugatlarinin SPR bantlar1 ve zeta potansiyelleri stabil oldugunu dogruladi. Makrofaja
farklilasan U937 monosit hiicreleri lizerinde AuNP-BSA ve alum-BSA konjugatlarinin
%70'in tizerinde canlilik gosterdigi belirlendi. AuNP-BSA ile indiiklenen hiicrelerin TNF-a
ve IL-6 sitokin seviyeleri, alum-BSA ile indiiklenenden sirasiyla 3 kat (p<0.05) ve 2 kat
(p<0.05) daha yiiksek oldugu belirlendi. AuNP'lerin hiicresel alimi ve niikleuslarin
cevresinde lokalize oldugu konfokal mikroskopi ile gosterildi.

Mikrobiyal AuNP'lerin adjuvan 6zelligi, muhtemelen gii¢lii inflamatuar yaniti
indiiklemesinden ve antijenin makrofaj hiicreleri tarafindan alimmi arttirmasindan
kaynaklaniyordu. Bu c¢alisma, mikrobiyal AuNP sentezinin boyut bagimli istatistiksel
optimizasyonunu ve mikrobiyal AuNP'lerin a1 adjuvani olarak potansiyelini gosteren ilk
rapordur.

Anahtar kelimeler: Altin nanopartikiil, Ast adjuvani, Yanit Yiizeyi Metodolojisi,
Actinobacteria, Streptomyces



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF MICROBIAL GOLD NANOPARTICLES (AUNP)
SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND ASSESSMENT OF POTENTIAL USE
AS ADJUVANT

UNLUER, Nefise

PhD in Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Elif Esin HAMES TUNA
May 2022, 202 pages

Gold nanoparticles (AuNP) are widely used and researched in medicine,
biotechnology and medical fields, imaging, diagnosis and treatment thanks to their surface
plasmon resonance (SPR), easy synthesis, large surface-to-volume ratio due to small
particle size and biocompatibility due to functional groups that can be attached to their
surfaces. With the increasing use of nanoparticles in vaccine technology, studies on more
effective and safe adjuvant and antigen delivery systems, AuNPs have also become the
focus of attention. AUNPs can be produced in different sizes, shapes and surface properties
by physical, chemical or biological synthesis. In biological synthesis (biogenic), which is a
good alternative to other methods, the reduction of Au*® ions to Au’ occurs by using
metabolites.

In this study, 30 actinomycete (Actinobacteria) members were screened for AuNP
synthesis and the smallest AuNP (66,12+1,19 nm) synthesis was performed with M137-2
strain among 5 selected candidate isolates. Then, pH, gold salt (HAuCl,) concentration (M)
and incubation time variables of extracellular AUNP synthesis with the isolate identified as
Streptomyces sp. M137-2 were optimized by Central Component Design (CCD). The
synthesized AuUNPs were characterized [UV-Vis Spectroscopy, Scanning Electron
Microscopy (SEM), Dynamic Light Scattering (DLS), X-Ray Diffraction (XRD) and X-
Ray Photoelectron Spectroscopy (XPS), Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FT-IR),
stability] and their cytotoxicity was determined on L929 and U937 cells. Next, microbial
AUNPs conjugated with the model antigen, bovine serum albumin (BSA), were
characterized and their adjuvant potential was evaluated by in vitro cell culture
experiments. For this, TNF-a and IL-6 release and cellular uptake studies were performed
with U937 monocyte cells differentiated into macrophages. Chemically synthesized AuNP
(tAuNP) and the vaccine adjuvant aluminum salt (alum) were used as controls.

As a result, the optimum pH of biosynthesis was determined as 8, HAuCl, 10° M
and incubation time 72 hours using Response surface methodology (RSM).The selected
isolate was identified as Streptomyces strain and spherical AuNPs were synthesized in
monodisperse and highly stable form, 30-50 nm in size, with 20-25 nm protein corona on
the surface. mAUNPs were confirmed by XRD analysis with gold-specific characteristic
spectrum and SPR band centered at 541 nm. FT-IR results confirmed the role of
Streptomyces sp. M137-2 metabolites for the reduction and stabilization of AuNPs. The
cytotoxicity test (MTT method) performed with L929 cells showed that mAuNPs can be



used safely in the medical field. After mAuNP-BSA conjugation, there was a 7 nm shift in
the SPR band, and conjugate formation was characterized by total protein assay and FT-IR
analysis. The SPR bands and zeta potentials of the mAuUNP-BSA conjugates confirmed
that they were stable. It was determined that AuNP-BSA and alum-BSA conjugates
showed over 70% viability on U937 monocyte cells that differentiated into macrophages.
TNF-o and IL-6 cytokine levels of cells induced by AuNP-BSA were determined to be 3-
fold (p<0.05) and 2-fold (p<0.05) higher, respectively, than those induced by alum-BSA.
Cellular uptake of AuNPs and localization around nuclei was demonstrated by confocal
microscopy.

The adjuvant property of mAuUNPs was probably due to their induction of potent
inflammatory response and increased uptake of antigen by macrophage cells. This study is
the first to demonstrate the size-dependent statistical optimization of microbial AuNP
synthesis and the potential of microbial AuNPs as vaccine adjuvants.

Keywords: Gold nanoparticle (AuNP), Vaccine adjuvant, Response Surface Method,
Actinobacteria, Streptomyces
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ONSOZ

SARS-Coronaviriis-2 etkenine bagh gelisen COVID 19 pandemisi kisa siirede tlim
diinyay1 etkisi altina almistir. Toplum saglig1 acisindan salginla miicadelede asilamanin
Onemi yasanan pandemi ile giiniimiizde bir kere daha 6n plana ¢ikmistir. As1 tasarlama
siireglerinde yaygin olarak kullanilan aluma alternatif adjuvanlarin gelistirilmesi

konusunda arastiricilar tarafindan pek ¢ok ¢alisma yapildig1 goriilmektedir.

Bu arastirmanin amaci Altin nanopartikiillerin (AuNP) fiziksel ve kimyasal
yontemlere alternatif olusturan biyolojik yontem ile (mikroorganizma kaynakli) sentezinin
istatistiksel optimizasyonu, partikiillerin karakterizasyonu ve model antijen ile konjiige

edilerek as1 adjuvani olarak kullanim potansiyelinin in vitro degerlendirilmesidir.

Tez caligmam siireci boyunca her asamasinda bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen
daima destegini hissettigim degerli danismanim Prof. Dr. Elif Esin HAMES TUNA'ya ve

bana emegi gegen tiim laboratuvar ekibine tesekkiirii borg bilirim.

Mikrobiyal kaynak ile sentezlenen AuNP'lerin alternatif adjuvan adayr olarak
arastirildigi bu ¢alisma proje kapsaminda Aliye USTER Vakfi tarafindan desteklenmistir.
Projeyi destekleyen Aliye USTER Vakfi'na tesekkiirlerimi sunarim.

[ZMIR

30.05.2022

Nefise UNLUER
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1. GIRIS

Nanomalzemeler sagladiklar1 muazzam uygulamalar nedeniyle ve gliniimiizde
nanoteknoloji ile biyoteknolojideki gelismelerin de etkisiyle biyoloji, tip, elektronik ve
tarimda giderek daha yaygin uygulama alani bulmaktadir. Nanoteknoloji, 1-100 nm boyut
araliginda ve rasyonel tasarimlarin gelistirilmesiyle birlikte istenen Ozelliklere sahip
nanopartikiillerin liretilmesi bilimidir. Nanopartikiiller organik (karbon np) ve inorganik
(manyetik np, metal np, yari iletken np) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Gelisen
nanoteknolojik yaklagimlar, tip ve biyomedikal alandaki uygulamalarda kullanilmak {izere
farkli boyut, sekil, bilesim ve yilizey o6zelliklerine sahip nanopartikiillerin tasarlanmasina
firsat sunmaktadir. Nano olgekli boyutlar1 sayesinde nanopartikiiller genis yilizey/hacim
oran1 sunarlar, sahip olduklar1 Kkarakteristik Ozellikler, biyolojik sistemlerle kolay
penetrasyon (endositoz mekanizmasi ile hiicre igerisine alinmasi) ve biyomolekiillere
benzer boyutlar ile biyomedikal uygulamalar i¢in benzersiz avantajlar Saglamaktadir
(Shaalan et al., 2016; Shen et al., 2018; Das et al., 2021; Ghosh et al., 2021).

Nanopartikiillerin sentezlenmesinde kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemlerde
karsilasilan bazi kisitlar géz oniine alindiginda biyolojik yontem iyi bir alternatif olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Dahasi biyolojik sistemler kullanilarak yapilan nanopartikiil sentezi
glivenilir, stirdiirtilebilir, ekonomik, ¢evre dostu ve diger yontemler ile karsilastirildiginda
tliml bir yontemdir. Biyomedikal uygulamalar i¢in, bir metal ylizeyinin biyouyumlulugu
olduk¢a o6nemli bir unsurdur ve biyolojik sistemler kullanilarak sentezlenen
nanopartikiillerde metale yiiksek biyouyumluluk saglamaktadir. Nanopartikiillerin
agregasyonunu Onleyen ve stabilizasyonunu saglayan kaplama ajanlar1 genellikle canli
sistemlerin salgiladigi metabolitlerdir. Boylelikle sentezlenen nanopartikiillerin bir lipid
tabakas1 ve/veya biyomolekiiller ile kaplanmas1 biyomedikal uygulamalarda kullanilacak
nanopartikiillere fizyolojik ¢oziiniirliik ve stabilite kazandirmaktadir. Bakteri, alg, mantar
ve maya hiicrelerinin g¢evrelerindeki metalleri transport ettigi ve onlar1 elemental
nanopartikiile  dontistiirerek  biriktirdikleri ~ veya  salgiladiklar1  bilinmektedir.
Mikroorganizmalar metal iyonlarmma maruz kaldiginda (stres altindaki kosullarda), metal
tyonlarinin indirgenmesi, hiicre i¢i ayirma, hiicre disi1 birikim, efluks pompast gibi kendi
dogal savunma mekanizmalari ile metal iyonlarin1 biyomineralize edebilmekte ve boylece
hiicre i¢i veya hiicre dis1 proses ile nanopartikiilleri sentezleyebilmektedir. Altin, giimiis,

bakir, ¢cinko, magnezyum, kalsiyum, siilfid, platin, kadmiyum gibi ¢esitli nanopartikiillerin



sentezlenmesinde kullanilan mikroorganizmalar biyo-fabrikalar olarak kabul edilmektedir.
Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen nanopartikiiller, kontrol edilebilir boyutlari,
biyouyumlu yapilar1 ve sahip olduklar1 diger 6zellikleri géz oniine alindiginda biyomedikal
ve terapotik uygulamalar i¢in umut vericidir (Gahlawat and Choudhury, 2019; Das et al.,
2021; Ghosh et al., 2021).

Son yillarda nanopartikiillerin kullanimi c¢esitli hastaliklarin tan1 ve tedavisinde
uygulanan geleneksel birgok yontemi doniistiirerek dikkat ¢ekici bir hal almis ve nanoasi
uygulamalar1 da aktif olarak arastirilan bir alan haline gelmistir. Mevcut as1 yaklasimlar
ile kiyaslandiginda antijen iletim/tasima ve/veya adjuvan sistemleri olarak tasarlanan nano
as1 formiilasyonlar1 antijen islemeyi arttirmasi, immiin sistemin daha etkin uyarilmasi,
kontrollii salim imkani veya antijenin viicuttaki degredasyonuna karsi korunmasi gibi
gelistirilen ozellikleri ile 6ne g¢ikmaktadir. Bircok nanopartikiil as1 platformu, minimal
toksisitesi, biyobozunur ve biyouyumlu yapist sayesinde geleneksel as1 formiilasyonlarina
givenli ve etkili alternatifler olusturmaktadir. Sonug¢ olarak nanopartikiillerin hem
profilaktik hem de terapotik asi formiilasyonlarinda kullanilmasi, gereksinim duyulan etkin
antijen tasima sistemi ve adjuvanlarin gelistirilmesine boylece antijen sunan hiicrelerin
(APC) hedeflenmesine ek olarak antijen aliminin iyilestirilmesine ve giiclii bagisiklik
tepkisi ile birlikte minimal toksisite ile yeni firsatlar sunmaktadir (Zaman et al., 2013; Shen
et al., 2018; Falahati et al., 2019).

Cesitli nanopartikiil tipleri bulunmasma ragmen altin nanopartikiiller i) yiizey
plazmon rezonans (SPR) etkisi, ii) optik ve elektronik ozellikleri, iii) kolay yiizey
mofikasyonu, iv) biyouyumluluk ve diisiik toksisiteleri, v) oksidasyona karsi direngli
olmasi, vi) kontrol edilebilir morfolojisi ve boyut dagilimi gibi 6zellikleri nedeniyle bu
caligmada tercih edildi (Shedbalkar et al., 2014; Carabineiro, 2017). Bu tez kapsaminda
bakterilerin 6nemli bir grubunu olusturan aktinomisetler kullanilarak biyolojik yontem ile
30-50 nm boyutlarinda kiiresel altin nanopartikiil (AuNP) sentezinin istatistiksel deney
tasarimi yaklagimiyla optimizasyonu ve karakterizasyonu ardindan diisiikk immiinojeniteye
sahip model antijen olan BSA ile konjugat olusturulmasi ve nihai {riiniin as1 adjuvan

olarak kullanim potansiyelinin in vitro degerlendirilmesi hedeflendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Nanoteknoloji ve Uygulamalari

Nanoteknoloji, 100 nm'den daha kiiglik boyutta malzeme iiretilmesini ve bu
malzemelerin incelenmesine yonelik cihazlarin gelistirilmesini i¢eren bilim dalidir. Yogun
bir arastirma alan1 olarak ortaya ¢ikan ve 21. yilizyilin hizli gelisen en 6nemli alanlarindan
biri olan nanoteknoloji, tip, fizik, kimya, biyoloji, miihendislik, bilgisayar ve malzeme

bilimi alanlarindaki uygulamalar1 kapsamaktadir (Havel et al., 2009; Shen et al., 2018).

Evrendeki tim maddelerin yapitasi olarak kabul edilen atomlar, diizenine ve
boyutuna bagli olarak kaba partikiiller (10000-2500 nm), ince partikiiller (2500-100 nm) ve
ultra ince partikiiller (100-1 nm) olarak siniflandirilmaktadir. Yunanca “ciice” anlamina
gelen “nanos” kelimesinden tiiretilen nano sozciigii 100 nm 6lg¢eginden daha kiigiik
boyutlardaki malzemeleri tanimlamak amaciyla kullanilmaktadir. Metrik 6lgekte 1 nm,

metrenin milyarda biridir (Gunasekera et al., 2009; Dreaden et al., 2012; Shah et al., 2014).

Ingiliz bilim insan1 Michael Faraday nano 6lgekteki partikiillerin kiitlesinden farkli
davrandigina dair gozlemlerde bulunmus ve 1852 yilinda Londra'daki Kraliyet
Enstitiisi'nde “Metallerin Isikla Deneysel Iliskileri” iizerine bir konferans vermistir.
Faraday altin ¢6zeltilerinin daha yakut renkli ¢ozeltilere indirgenebilecegini ilk fark eden
kisidir. Nanoteknoloji alaninin yiikselise gegmesi yiizyil sonra olacak olsa da Faraday'in
calismalar1 oldukc¢a temel ve kritik kesiflerdir (Dreaden et al., 2012; Abadeer and Murphy,
2016). Tarihsel olarak nanoteknoloji kavraminin ortaya ¢ikis1 Faraday'dan bir asir sonra
1959'da Kaliforniya'daki Amerikan Fizik Dernegi toplantisinda Richard P. Feynman'nin
“There's plenty of room at the bottom” baglikl1 konusmasiyla baglamaktadir. Dr. Feynman
tek tek atomlarin ve molekiillerin manipiile edilebilecegini unutulmaz bir sekilde
savunmusg, nano Olgekli tasarimin gelecekteki yenilik ve gelisim i¢in hizmet edebilecek

potansiyel adaylar oldugunu vurgulamistir (Narayanan and Sakthivel, 2010).

Partikiiller, nano boyuta yaklastikca makro 6l¢ektekinden oldukca farkli 6zellikler
sergilemektedir. Nanopartikiillerin boyuta bagli olarak optik, elektronik, katalitik,
manyetik, termodinamik, fiziksel ve kimyasal bircok O6zelligi (erime noktasi, floresan,

elektriksel iletkenlik, manyetik gecirgenlik, kimyasal reaktivite gibi) biiylik Ol¢iide



degismektedir. Ayni1 zamanda bulunduklart ortamin dogasindan kaynakli olarak ta
nanopartikiillerin sahip oldugu ozellikler biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir. Tasarlanan yeni
malzemenin davranislari ise “klasik” degil “kuantum” olarak tanimlanmaktadir (Huang et
al., 2007; Gunasekera et al., 2009; Singh and Kundu, 2014; Golinska et al., 2014; Nikzamir
etal., 2018).

Nanoteknoloji yaklagimlari, nanotip alaninda yeni bir donem a¢mus, hastaliklarin
teshis, tedavi, izlenmesi ve Onlenmesine yonelik yapilan geleneksel tedavilerin
saglayamadig1 ve/veya kisitlandigi durumlarda iyilestirmeye olanak saglayan ve saglik
sistemini olumlu ydnde etkileyen muazzam bir potansiyele sahiptir. Ilag, genetik materyal,
biyolojik aktif molekiiller, teshis/tani/goriintiilleme ajanlar1 gibi viicuttaki farkli hiicreleri
hedefleyerek spesifik olarak iletebilen ¢esitli nanopartikiil sistemleri tasarlanmasi son
yillarda artmaktadir. Biyomedikal uygulamalarda, toksik olmayan, suda dagilabilen,
biyouyumlu, fizyolojik ortamlarda stabil ve immiinojenik etkisi olmayan nanopartikiillerin
tasarlanmas1 gerekmektedir. Ayni1 zamanda hedef dokulara yonelik tasarlanan o6zgiil
nanopartikiillerin gelistirilmesi ile lipozomal, misel bazli ve metal nanopartikiillerin
giiniimiizde klinik uygulamalarda artan sekilde kullanilmasi ve son yillarda pek cok
aragtirmaya konu olmasi oldukg¢a heyecan vericidir (Havel et al., 2009; Moreira et al.,
2018; Nikzamir et al., 2018; Shen et al., 2018).

Inorganik ve organik bilesimdeki nanopartikiiller, i)yar1 iletken kuantum noktalari,
ii)manyetik nanopartikiiller, iii)polimerik nanopartikiiller, iv)karbon bazli nanopartikiiller
ve v)metalik nanopartikiiller olmak iizere 5 ana grupta simniflandirilmaktadir (Huang et al.,
2007; Nikzamir et al., 2018). Dogal olarak olusmadiklar1 igin tasarlanan bu
nanopartikiillerin her birinin karakteristik 6zellikleri ve ¢esitli uygulama alanlar
bulunmaktadir. Ornegin; yar1 iletken kuantum noktalari biyolojik etiketleme ve
goriintiileme uygulamalarinda yararli olan floresan Ozellikler gosterirken; manyetik
nanopartikiiller manyetik 6zellikleri sayesinde hiicre siniflandirilmasi, manyetik rezonans
indiiksiyonu, ila¢ dagitimi ve manyetik hipertermi tedavisi i¢in giiglii imkanlar
saglamaktadir. Metal nanopartikiiller ise diger nanopartikiillerin aksine boyut, sekil,
kompozisyon gibi 0Ozelliklerinin kontrol edilebilmesine ve daha esnek/kolay
sentezlenmesine olanak sunmaktadir. Dahasi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda
kullanilmasina temel olusturan optik 6zellikleri sayesinde Yiizey Plazmon Rezonansinin

(SPR) ayarlanabilmesidir (Shah et al., 2014; Abadeer and Murphy, 2016; Nikzamir et al.,



2018; Shen et al., 2018). Biyolojik uygulamalar i¢in en yaygin kullanilan ve arastirilan

metal nanopartikiil altin nanopartikiillerdir (AUNP).
2.2 Kolloidal Altin/Altin Nanopartikiillerin Tarihcesi

Altin, [Xe] 4f4 501 6s* elektron konfigilirasyonuna sahip, atom numarasi 79, atom
agirliklart 192 — 206 arasinda degisen 14 izotopu bulunan bir elementtir. Erime noktasi
1063°C, kaynama noktas1 2970°C ve &zgiil agirhgt 19,3 gr/iem™tiir. Altin dogasi geregi
tepkimeye girmeyen, kimyasal oksidasyona karsi direngli, optik, manyetik, elektriksel,
fiziksel ozellikleri ile dikkat ¢eken bir soy metaldir. Nano 6l¢ekteki malzemelerin fiziko-
kimyasal 6zellikleri bulk halinden farklidir. Bulk halinde sar1 renge sahip altinin aksine
altin nanopartikiiller tipik yakut kirmizisi/sarap kirmizisi renk ile tanimlanmaktadir. Bulk
formdaki altin miicevher, madeni para ve elektronikte kullanilirken molekiiler formdaki
altin bilesikleri katalizor ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ila¢ bileseni olarak

kullanilmaktadir (Daniel and Astruc, 2004; Havel et al., 2009; Dreaden et al., 2012).

Kolloidal altin “Antik ¢aglara” kadar uzanan tedavi ve dekoratif amagli zengin bir
kullanim ge¢misine sahiptir. MO 4. ve 5. yy'larda Arap, Cinli ve Hintli bilim insanlari
tarafindan tedavi amaglh kullanildigi bilinmektedir. Simyacilar tarafindan kolloidal altinin
her derde deva muazzam bir tibbi degeri oldugu distiniilmekteydi. MS 8. yy'da,
Arabistan'da bir simyaci olan Cabir Ibn Hayyan nitrik asit ve hidroklorik asit karisimi
icerisinde altin1 ¢dzmeyi basardi ve admna “Yasam lksiri — Kral Suyu — Aqua Regia”
denilen igilebilir altin sivisin1 bdylelikle iiretti. Romalilar (4. yy'da Roma Imparatorlugu)
ise kolloidal altinin estetik 6zelligini kesfederek cam yiizeylerin, seramik ve bronz kaplarin
renklendirilmesi (glimiis nanopartikiilleri sar1, altin nanopartikiilleri ise kirmizi renk tonu)
amactyla kullandilar (Daniel and Astruc, 2004; Arvizo et al., 2012; Dreaden et al., 2012;
Shedbalkar et al., 2014).

Kolloidal yapidaki altin ve glimiis nanopartikiillerin boyuta bagl optik 6zelliklerini
inceleyen ve bildiren ilk bilimsel ¢alisma 1857'de Ingiliz fizik¢i ve kimyager Michael
Faraday tarafindan yapilmistir. Modern tipta kolloidal altinin ilk kullanim1 1890'da Alman
bakteriyolog Robert Koch'un tiiberkiiloz basiline kars1 diisiikk konsantrasyonda
K[AU(CN),]'i (potasyum altin siyaniir) kullanmasi ve antibakteriyel 6zellikte oldugunu

kesfetmesi ile baglamaktadir. Altin tuzlarinin sahip oldugu giiglii anti-inflamatuar etkiden



faydalanan Lande (1927) eklemlerdeki agr, sislik, sertlik, fonksiyon kaybina karsi
romatoid artrit tedavisinde altin tiyolatlar1 uyguladi. 19. yy baslarinda Avrupa'da
yayginlasan kolloidal altin soliisyonlarinin, basta kani1 arindirmak olmak {izere bronsiyal
astim, romatizmal hastaliklar, diyabet, frengi, sitma, alkolizm, sinir sistemi hastaliklar1 ve
lupus, trtiker, sedef gibi cilt hastaliklarinin tedavisinde igildigi bilinmektedir (Daniel and
Astruc, 2004; Havel et al., 2009; Arvizo et al., 2012; Dreaden et al., 2012; Shedbalkar et
al., 2014).

2.3 Altin Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Nanopartikiillerin yapi, bilesim, boyut ve sekil dagilimlar1 sentez asamasinda kinetik
veya termodinamik degiskenlerin manipiile edilmesiyle ayarlanabilmektedir. Partikiillerin
belirli 6zelliklerinin bu sekilde kontrol edilebilmesi metal nanopartikiillerin arastirilmasini
ve kataliz, elektronik, optik cihazlar, tibbi uygulamalar (teshis ve terapdotik), sensorler ve
biyoteknoloji  alanlarindaki uygulamalarda kullanim potansiyelini  arttirmaktadir
(Balasubramanian et al., 2010; Arvizo et al., 2012).

Metal nanopartikiillerin, sentezlenmesinde “Bottom-up” ve “Top-down” olmak tizere
2 temel yaklagim bulunmaktadir. Top-down yaklasimda, biiyiik hacimli materyal kademe
kademe nano boyutlu malzemelere ayristirilirken; Bottom-up yaklasimda ise atomlar ya da
molekiiller birlestirilerek nanometre araliginda molekiil yapilar olusturulmaktadir
(Narayanan and Sakthivel, 2010; Golinska et al., 2014). Fiziksel, kimyasal ve biyolojik
metodolojiler kullanilarak kiiresel, tel, tiip, ¢ubuk, kafes, nanokiip, tiggen ve g¢okgen
sekillerde, farkli boyut ve ylizey 6zelliklerine sahip AUNP'lerin sentezlenmesi miimkiindjir.
Bottum-up yaklasimda kimyasal ve biyolojik yontemler yaygin olarak kullanilirken; Top-
down yaklagimda ise sentezlenen nanopartikiillerin sekil ve boyut dagilimmin kontrol
edilmesi zor oldugundan kullanimi kisithidir (Ahmad et al., 2013, Shedbalkar et al., 2014;
Abadeer and Murphy, 2016).

2.3.1 Fiziksel yontemler ile AuNP sentezlenmesi

AuNP'lerin sentezlenmesinde sonoliz, mikrodalga, ultrason, ultraviyole, tohum
cekirdekleme (seeding growth), lazer ablasyon/fotoablasyon teknigi gibi ¢ok cesitli fiziksel

yontemler bulunmaktadir. Ancak bu yontemlerde enerji ihtiyact oldukca yliksek



oldugundan siirdiiriilebilir yontemler degildir ve pahali ekipmanlara gereksinim
duyulmaktadir. Radyasyona maruz kalinmasi, yiiksek maliyet gibi olumsuzluklarin yani
sira ¢Oktiirme hizi diisiik oldugundan diisiik verimli iiriin elde edilmesi s6z konusudur
(Daniel and Astruc, 2004; Korbekandi et al., 2009; Narayanan and Sakthivel, 2010;
Eskandari-Nojehdehi et al., 2016).

2.3.2 Kimyasal yontemler ile AUNP sentezlenmesi

Kimyasal yontemler, fiziksel yontemlere kiyasla daha ucuz ve elde edilen {iriin
acisindan daha yiiksek verimde oldugundan yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemler
ile biiyiik 6lgekli liretim miimkiin olmasina ragmen hem elde edilen iiriin agisindan hem de

uygulanan proseste ¢esitli giicliikler ve kisitlar bulunmaktadir.

Indirgeyici ve dengeleyici ajanlar varhiginda altin tuzlarnin AuNP'lere indirgenmesi
kimyasal yontemler arasinda siklikla tercih edilendir. Kolloidal altin nanopartikiillerin
sentezini agiklayan ilk bilimsel rapor 1857'de altin kloriir sivisinin karbon distilfid ve
fosfor ilavesi ile indirgenerek yakut renk elde edilmesinin kesfiyle basladi (Faraday, 1857).
1951'de Turkevitch ve arkadaslarmin altin kloriir sivisini tek fazda sodyum sitrat ile
indirgemesi ve 20 nm boyutunda AuNP'ler sentezlenmesi, 1973'te Frens ve arkadaslarinin
cozeltideki sodyum sitrat miktarinin degistirilmesiyle reaksiyonun kontrol edilebilirligini
ve farkli boyutlarda AuNP'lerin (15 — 150 nm) sentezini bildirmesi, 1994'te Brust —
Schiffrin yontemi olarak bilinen ultra kiigiik AuNP'leri stabilize etmek igin tiyol
ligandlarindan yararlanilarak iki fazli bir sentezin gelistirilmesiyle devam etmektedir. Her
iki yontemde de reaksiyona giren stabilizor ajanlar varhginda, Au*® iyonlarmmn
indirgenmesi sonucunda AuNP'ler sentezlenir. Turkevich yonteminde, kloraurik asit
H(AUCly) su icerisinde siispanse haldeyken sodyum sitrat eklenir ve kaynatilir. Boylece
15-150 nm boyut araliginda AuNP'ler olusur. Fakat bu AuNP'ler tuz ¢ozeltilerinde kararl
degildir ve kiimelenme egilimini onlemek amaciyla stabilize edici ajanlarin kullanimi
(sitrat, askorbik asit, tiyol, polivinilalkol, polietilenglikol, karbometilseliiloz vb)
gerekmektedir. Ancak kullanilan bu stabilizatorlerin partikiil yiizeyinde olusturdugu
safsizliklar (yogun sitrat, kloriir, ketoglutarat, asetat gibi yan tiriinler) biyolojik ve medikal
uygulamalarda kullanim kisit1 getirmekte ve partikiillerin polimerler ile kaplanma
gereksinimini ortaya ¢ikarmaktadir. Brust-Schiffrin yonteminde ise faz transfer kimyasali

olarak toliien kullanilir. Toliien igerisinde siispanse halde bulunan H(AuCls) ¢6zeltisine



sodyum borohidrit (NaBH,) ve tiyol eklenerek reaksiyon gerceklestirilir. Uretilen
AuNP'ler 1-5 nm boyutlarinda, olduk¢a kararli ve polar olmayan ¢oziiciiler igerisinde
¢cOziinebilir yapidadir. Ancak kimyasal reaksiyonun kontrol altinda tutulma giigliigi
sebebiyle sentezlenen AuNP'ler farkli boyutlarda ve sekillerde (polidispers, ¢ok dagilimlr)
olabilmektedir (Bkz Sekil 2.1.). Bunun sonucunda maliyetli ve zahmetli ayirma-saflastirma
basamaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. AuNP'lerin, boyut, sekil ve kristal yapist dogrudan
optik, fiziko-kimyasal ve elektronik 6zelliklerini belirledigi i¢in sentezlenen AuNP'lerin,
ayni sekil ve yakin boyutlarda (monodispers, tek dagilimli) olmasi olduk¢a 6nemlidir. Aksi
takdirde homojen dagilima sahip olmayan nanopartikiillerin kullanimi1 uygulamalarda
cesitli giicliiklere ve kisitlara sebep olmaktadir. Ayrica polar olmayan c¢dziiciilerin ve
toksik kimyasallarin kullanilmasi, reaksiyon esnasinda istenmeyen yan {iriin olusumu
(reaksiyon boyunca agiga c¢ikan “aktif ¢amur” olarak nitelendirilen atik) goz Oniine
alindiginda hem c¢alisan personel hem de ¢evre igin tehdit olusturmaktadir (Daniel and
Astruc, 2004; Korbekandi et al., 2009; Balasubramanian et al., 2010; Narayanan and
Sakthivel, 2010; Thakkar et al., 2010; Li et al., 2011, Arvizo et al., 2012; Yeh et al., 2012;
Cormode et al., 2013; Mieszawska et al., 2013; Shedbalkar et al., 2014; Singh et al., 2019).

Sekil 2. 1 Kimyasal yontem ile polidispers AuNP'lerin TEM goriintiisii-bar 100 nm (Hanauer et al., 2007)

2.3.3 Biyolojik yontemler ile AuNP sentezlenmesi

Bakteri, maya, fungus, alg, aktinomiset hiicreleri ve bitki ozleri ile intraselliiler
(hiicre i¢1) veya ekstraselliiler (hiicre dis1) sekilde metal nanopartikiiller (altin, giimiis,
bakir, ¢inko, kadmiyum, paladyum gibi) sentezlenmektedir (Hulkoti and Taranath, 2014;
Lokina et al., 2014; Shedbalkar et al., 2014). Fiziksel ve kimyasal yontemler de karsilagilan

dezavantajlar goz oniine alindiginda; AuNP'lerin sentezlenmesinde alternatif bir yaklasim



olarak biyolojik sistemlerin  kullanim:1  biiyiik ilgi goérmektedir (Tablo 2.1).
Mikroorganizmalarin zengin ¢esitliligi ve varoluslarindan gelen sentez potansiyelleri g6z
Oniine  alindiginda  AuNP  sentezi i¢in  potansiyel  biyofabrikalar  olarak
nitelendirilmektedirler. Mikroorganizmalar, biyomineralizasyon, biyosorbsiyon,
komplekslesme, ¢okelme ya da hiicre i¢i biriktirme islemleri gibi mekanizmalarla metal
iyonlarin1 detoksifiye ederler. Bahsedilen bu dogal savunma mekanizmalar1 sayesesinde
metal iyonlarinin indirgenmesiyle nanopartikiillerin biyosentezi ger¢eklesmektedir
(Narayanan and Sakthivel, 2010; Shedbalkar et al., 2014; Hulkoti and Taranath, 2014;
Shaalan et al., 2016).

Metal iyonlar1 mikroorganizmalarin ylizeylerine bagli fonksiyonel amino,
karboksilik, siilfidril, fosfat ve tiyol gruplari tarafindan adsorbe edilir ve metal iyonlarinin
indirgendigi ilk evresi “hizl1”, metal iyonlarinin hiicre zarindan sitoplazmaya tasindigi ve
hiicre i¢i birikimin gergeklestigi ikinci evre ise “yavas” olarak tanimlanmaktadir
(Kalabegishvil et al., 2013). AuNP'lerin hiicre i¢i sentezlenmesinin ardindan serbest
kalmasi ek bir adim gerektirdigi i¢in hiicre dis1 sentezlenmesi biiylik bir avantaj
saglamaktadir (Derakhshan et al.,, 2012). Hiicre dis1 sentezde, hiicre tarafindan
fermentasyon ortamina salgilanan; proteinler, enzimler (kitinaz, amilaz, proteaz, lipaz,
katalaz, nitrat rediiktaz ve tirozinaz), amino asitler, peptitler, organik asitler, antimikrobiyal
metabolitler, pigmentler gibi biyolojik bilesenlerin altin iyonlarini Au” SAL
indirgemesiyle AuNP'ler olugsmaktadir. indirgeme isleminde rol oynayan bu bilesenlerin
ayni zamanda (icerdikleri fonksiyonel gruplar sayesinde) nanopartikiil yiizeyini kaplamasi
sonucu daha kararli yapida ve iyi dagilim gosteren partikiillerin sentezi de s6z konusudur
(Golinska et al., 2014; El Batal and Tamie, 2015).
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Tablo 2. 1 Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen AuNP ile ilgili caligmalar

) ) Boyut

Mikroorganizma / Sentez Sekil Kaynaklar
(nm)

Hiicre ici/dis1 sentez
Candida albicans Kiiresel 5 Ahmad et al., 2013
Aspergillus sydowii Kiiresel 10 Valaet al., 2015
Hiicre duvari
Bacillus subtilis 168 Oktahedral >100 1Bgeg/8r|dge and Murray,
Yarrowia lipolytica NCIM3589  Altigen 15 Agnihotri et al., 2009
Rhizopus oryzae Kiresel 10 Das et al., 2009
E. coli K12 Nanoplate 50 Srivastava et al., 2013
Shewanella putrefaciens Kiresel >50 Varia et al., 2016
Hiicre ici sentez
Lactobacillus sp Altigen 20-50 Nair and Pradeep, 2002
Rhodococcus sp Kiresel 5-15 Ahmad et al., 2003a
Shewanella algae Cok dagilimli ~ 10-20 Konishi et al., 2007
Pichia jadinii Kiiresel <100 ericke and Pinches,
E. coli DH5a Kiiresel 2548 Du et al., 2007
Stenotrophomonas maltophilia Kiiresel 40 Nangia et al., 2009
Aspergillus oryzae var. viridis Cok dagilimli ~ 10-60 Binupriya et al., 2010
Brevibacterium casei Kiresel 10-50 Kalishwaralal et al., 2010
Geobacillus sp. Altigen 5-50 ;:c())lr;ea-uanten et al,
Acinetobacter sp. SW30 Cok dagilimli ~ 20+10 Wadhwani et al., 2014
Lactobacillus casei sp. JCM1134  Altigen 60 Kikuchi et al., 2016
Trichoderma sp. Kiibik 50100 soravenakumar et al.
Bacillus subtilis Kiiresel 20-25 Srinath et al., 2018
Gluconacetobacter liquefaciens .. .
IEO 12388 Kiiresel 10-30 Liu et al., 2020
Streptomyces viridogens HM10  Kiiresel 18-20 ZBgﬁgurunathan et al,
Streptomyces djkartensis B-5 Cok dagilimli ~ 2-25 Biglari et al., 2014
Streptomyces hygroscopicus Kiiresel 15-30 Waghmare et al., 2014
Hiicre dis1 sentez
Fusarium oxysporum Kiiresel 20-40 Mukherjee et al., 2002
Rhodopseudomonas capsulata Kiiresel 10-20 He et al., 2007
Pseudomonas aeroginosa Kiiresel 15-30 Husseiny et al., 2007
Bacillus licheniformis Kiibik 10-100 Kalishwaralal et al., 2009
Penicillium sp. Kiiresel 30-50 Duetal., 2011
Geobacillus stearothermophilus ~ Cok dagilimh 12 Fayaz et al., 2011
Penicillium brevicompactum Cok dagilimhi  10-60 Mishra et al., 2011
Shewanella oneidensis Kiiresel 1245 Suresh et al., 2011
Pseudomonas fluorescens Kiresel 50-70 gegjlz;sree and  Suman,
Yarrowia lipolytica Kiiresel 20 Apte et al., 2013
Fusarium oxysporum Cok dagilimhi 22 Thakker et al., 2013
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. ) Boyut

Mikroorganizma / Sentez Sekil Kaynaklar
(nm)

Penicillium chrysogenum Kiiresel 20 Magdi ve Bhushan, 2015
Gordonia amarae Kiresel 15-40 Bennur et al., 2016
Cladosporium oxysporum Kiiresel 72421 Bhargava et al., 2016
Salmonella typhirium Kiiresel 45 Ghorbani et al., 2016
Rhizopus oryzae Kiiresel 16-43 Kitching et al., 2016
Micrococcus yunnanensis Kiresel 53.8 Jafari et al., 2018
Gordonia amicalis HS-11 Kiresel 5-25 Sowani et al., 2016
Bhargavaea indica DC1 F-Shape 106 Singh et al., 2016
Klebsiella pneumoniae Kiresel 10-15 Prema et al., 2016
Aspergillus flavus Kiiresel 12 Abu-Tahon et al., 2020
Cladosporium sp. Kiiresel 5-10 Munawer et al., 2020
Acinetobacter sp. GWRVA25 Kiresel 15+10 Nadhe et al., 2020
Penicillium janthinellum DJP06  Kiiresel 1-40 Pareek et al., 2020
Thermomonospora sp Kiiresel 30-60 ;’(c)){[)es-Chavolla et al,
Thermomonospora sp. Kiiresel 8 Ahmad et al., 2003b
Thermoactinomycete spp. 44Th  Cok dagilimli ~ 5-60 Kalabegishvil et al., 2013
Thermomonospora spp. 67 Th Cok dagilimli ~ 15-55 Kalabegishvil et al., 2013
Mycobacterium sp. BRS2A-AR2  Kiiresel 5-55 Camas et al., 2018
Streptomyces sp. ERI-3 Kiiresel/silindir 80-100  Zonooz et al., 2012
Streptomyces cavouresis ..
KE974778 Kiresel 50 Kumar et al., 2016
Streptomyces sp. Kiiresel 10£14 Skladanowski et al., 2016
Streptomyces griseoruber Cok dagilimli ~ 5-50 Ranjitha and Rai, 2017
Streptomyces sp. MBRC-82 Kiiresel 20-80 Manivasagan et al., 2015
Streptomyces sp. Cok dagilmli ~ 10-100 %alrgvasagan and On,
lSJtremomyces fulvissimus isolate ¢\ josml 20-100  Soltani etal., 2015
gtrggtf myces cyaneus AlBX - puocel 6-20 El-Batal and Tamie, 2015
Streptomyces sp. NK52 Cok dagilimli ~ 10-100  Prakash et al., 2013
Streptomyces sp LK-3 Cok dagilimli  5-50 Karthik et al., 2013
Streptomyces sp. VITDDK3 Cok dagilimli  70-150  Gopal et al., 2013
Streptomyces hygroscopicus g i .
strain BDUS 49 Cok dagilimli ~ 2-10 Sadhasivam et al., 2012
Streptomyces griseus Kiiresel 50 Derakhshan et al., 2012
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Gram pozitif bakteriler arasinda yaygin bir grup olan aktinomisetler bugiine kadar
genel olarak yeni sekonder metabolitlerin kaynagi olarak goriilmekte basta antibiyotik,
antitlimor, immunsuppressor ve biyolojik agidan aktif diger molekiillerin taranmasinda ve
endiistriyel tiretimlerinde kullanilmaktadirlar. Toprak, sediment ve denizel ortamlardan
izole edilebilen, miselyal yap1 gosteren, yiliksek G+C igerigine sahip ve giiniimiizde
antibiyotik endiistrisinin temelini olusturan bu organizmalar, ayn1 zamanda yiiksek ticari
degere sahip ¢ok ¢esitli hiicre dis1 enzimleri de iiretme kabiliyetindedir (Ensign, 1992;
Kumar et al,. 2016). Aktinomisetlerin metal nanopartikiil (Au, Ag) biyosentezinde de
potansiyele sahip olduklarinin kesfedilmesiyle, hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 sentezde
gesitli galismalar yapilmaktadir. Altin tuzlarinin aktinomisetler tizerinde toksik olmadigi,
hatta partikiil olusumundan sonra da hiicrelerin gelismeye devam ettigi bildirilmektedir
(Ahmad et al., 2003b; Kalabegishvil et al., 2013; Hulkoti and Taranath, 2014;
Manivasagan et al., 2015).

Mikrobiyal sentez siirecinde inkiibasyon kosullarinin degistirilerek farkli sekil ve
boyutta AuNP'lerin sentezlendigi rapor edilen ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Tablo 2.1).
Sentezlenecek AuNP'lerin sekil ve boyut dagiliminin kontrolii i¢in inkiibasyonu etkileyen
parametrelerin optimizasyonu oldukca Onemlidir. Bu tez c¢alismasinda da AuNP'lerin
biyosentezinde etkili parametrelerin boyut-bagimli optimizasyonu istatistiksel deney

tasarimi ile gergeklestirildi.

Mikrobiyal AuNP sentez siirecini etkileyen parametreler;

n pH
. Sicaklik
. Maruz kalma/inkiibasyon siiresi

. Metal iyon (tuz) derisimi
. Biyokiitle biiyiime faz1 ve besiyeri bilesenleri
. Enzimatik siirecler

. Mikroorganizmanin tiirii (Korbekandi et al., 2009; Narayanan and Sakthivel, 2010;
Sadhasivam et al., 2012; Barabadi et al.,2014).
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2.4 Geleneksel ve Istatistiksel Optimizasyon

Deneysel calismalarda sonuglari etkileyen her bir deneysel kosul “faktor, parametre
veya bagimsiz degisken” olarak adlandirilmakta, kontrol edilen ve kontrol edilemeyen
olarak siniflandirilmaktadir. Mikrobiyal iiretimler besiyeri bilesenlerinin kompozisyonu,
pH, sicaklik, iyon dengesi gibi c¢esitli faktorlerden etkilenmektedir (Nagata and Chu,
2003). Bu siireglerin optimizasyonunda geleneksel (OVAT) ve istatistiksel (Deney
tasarimi) olmak tizere iki temel yaklasim kullanilmaktadir. Geleneksel yontemde siireg
tizerinde etkili her bir faktoriin siire¢ lizerindeki etkisinin incelenmesinde “Her seferinde
bir degiskenin (one variable at a time-OVAT)” degistirilmesi ve diger faktorlerin sabit
tutulmast s6z konusudur. Bu yontem faktorlerin bireysel etkilerini ortaya koymasina
ragmen birbirleriyle olan etkilesimleri ve tiim faktdrlerin ayn1 anda siire¢ lizerindeki etkisi
hakkinda bilgi verememektedir. Bu nedenle geleneksel yontem birden fazla faktoriin etkili
oldugu optimizasyon siireclerinde, optimum noktalarin belirlendigi tatmin edici diizeyde
giivenilir bir modellemeye izin veremez. Yani sira 6nemli oranda zaman alan, ¢ok sayida

deneme gerektiren ve dolayisiyla maliyetin de arttig1 bir yontemdir.

Istatistiksel yaklasimlar (Deney tasarimi) 19. yiizyilin baslarinda gelistirilen, aym
anda birden fazla faktoriin degerlerinin sistematik sekilde degisimine ve sonug/yanit
tizerindeki etkilerin yorumlanmasina izin veren, iki veya ii¢ boyutlu analize imkan taniyan,
deney sayisini, siiresini ve maliyetini azaltan, kaynaklarmm verimli kullanilmasina, sans
faktoriinii icermeden daha az deneme ile genis kapsamli ve giivenilir sonuglarin elde
edilmesine olanak saglayan yontemlerdir. Deneysel tasarimlar; tarama, optimizasyon ve
modelleme asamalarindan olusmaktadir (Montgomery, 2001; Carlet et al., 2004;
Mandenius and Brundin, 2008; Wang and Wan, 2009; Kalishwaralal et al., 2010; Khuri
and Mukhopadhyay, 2010).

2.4.1 Yanit yiizeyi metodolojisi (Response Surface Methodology - RSM)

Yanit Yiizeyi Metodolojisi (Response Surface Methodology - RSM) ilk kez 1951
yilinda Box — Wilson tarafindan tanimlanan ve biyoproses optimizasyonlarinda siklikla
kullanilan bir istatistiksel yontemdir. Myers ve Montgomery (1995), Yanit Yiizeyi
Metodolojisini, “Proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu icin gerekli istatistiksel ve

matematiksel tekniklerin birlikte kullanildig bir yontem” olarak tanimlamustir.
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RSM sireci genellikle {ic asamadan olusur;

1)  Siireg lizerinde etkili faktorlerin belirlenmesi ardindan istatistiksel olarak tasarlanan
deneylerin gergeklestirilmesi

2)  Faktorlerin siireg tizerinde (yanit/response) olusturduklart etkilerin matematiksel bir
modelde katsayilarin tahmini

3)  Optimizasyonun yanit1 tahmin etmesi ve modelin yeterliliginin kontrol edilmesi

RSM, bir dizi kontrol edilebilir deneysel faktor ile elde edilen sonuglar arasindaki
iliskinin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Her bir faktoriin silire¢ iizerindeki
bireysel etkileri (daha baskin, daha duyarli gibi), siireci etkileyen faktorlerin birbiriyle olan
etkilesimleri ve bu etkilesimlerin sonuca olan etkisini ikinci dereceden polinomiyal veya
iissel denklemler ile ortaya koyan etkili bir yontemdir. Bu yontemde temel amag uygun
modelin elde edilmesi, ardindan deneysel sonuglar1 etkileyen faktorlerin optimum
seviyelerinin belirlenmesidir. Merkezi Kompozit Tasarimi (CCD), Box—Behnken Tasarimu,
Doehlert Tasarimi ve D-Optimal Tasarimlar istatistiksel optimizasyonda en yaygin
kullanilan RSM tasarimlaridir (Myers and Montgomery, 2009; Castillo, 2007; Salihu et al.,
2011).

2.4.2 Merkezi Kompozit Tasarim (Central Composite Design - CCD)

Box ve Wilson tarafindan gelistirilen Merkezi Kompozit Tasarimi (CCD) RSM
yontemleri igerisinde ikinci dereceden polinom modeli olusturmak amaciyla siklikla tercih
edilen istatistiksel bir yontemdir. Bu yontem bes tasarim noktasini icermekte (-a, -1, 0, +1,
+0) (Sekil 2.2'de) ve lineer denklemler yerine ikinci dereceden denklemlerin
kullanilmasiyla optimum noktalarin belirlenmesini saglamaktadir (Carlet et al., 2004;

Khuri and Mukhopadhyay, 2010).

CCD tasariminin bilesenleri;

. Faktoriyel veya fraksiyonel faktoriyel tasarim noktalari; minimum -1 ve maksimum
+1 seviyelerinin olasi kombinlerinden olusmaktadir

. Aksiyel/Star tasarim noktalari; ikinci dereceden terimlerin olusturulmasi amaciyla
faktor sayisina bagl olarak degisen ve merkez noktasindan tiim yonlere +a kadar

uzaklikta noktalardir



15

. Merkez tasarim noktasi; deneysel hatay1 azaltmay1 amaglayan tekrarlanan deneyleri

temsil etmektedir

Tasarimda Onerilen deney say151:2k+2k+n0 esitligi ile hesaplanmaktadir. Bu
esitlikte; k: bagimsiz degiskenleri, n0: merkez noktasinda tekrarlanan deney sayisini

gostermektedir (Myers and Montgomery, 2009).

Sekil 2. 2 Ug faktorlii bir CCD tasariminin sematik goriiniimii (Bhattacharya, 2021)

CCD tasariminda faktorlerin etkilerini gdsteren ikinci dereceden polinom modeli

asagidaki gibidir:
k k
Y = BD +ZBIX1 +ZBiiX2 +ZBU XIX] + €
i-1 i-1 i<j
Y= Yanit
Bo= Sabit

Bi= Lineer/Dogrusal katsay1
Bii= Quadratic/Karesel katsay1
Bij= Interaktif katsay1

Xi= Kodlanmis faktor seviyesi

e= Error/Hata
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2.5 Altin Nanopartikiillerin (AuNP) Biyomedikal Alanda Uygulamalar

Gilintimiizde AuNP'ler sahip oldugu yenilik¢i ve essiz fonksiyonel 0Ozellikleri
sayesinde tip alaninda basta kanser olmak tizere pek ¢ok hastaligin erken teshis ve daha
etkin tedavisinde, goriintilleme, ila¢ ve gen tasima sistemleri, biyosensér ve asi

uygulamalarinda kullanilmakta ve arastirilmaktadir.

Altin nanopartikiillerin;

. Optik 6zelliginin - Yiizey plazmon rezonansinin (Surface Plasmon Resonance, SPR)
ayarlanabilirligi

. Yiizeylerine baglanabilen farkli fonksiyonel gruplar ile modifikasyonlarinin kolayligi

. Kimyasal maddelere kars1 yiiksek direncleri, inert ve kararli yapilart

. Kiiciik parcacik boyutu nedeniyle genis ylizey-hacim oranina sahip olmalar1

. Istenilen boyut ve sekillerde sentezlenebilmeleri

. Biyouyumlu olmalari

. Yiiksek dozda bile diisiik toksisiteye sahip olmalari ve

. Karsinojenik olmamalar1

medikal alanda tercih edilmelerinin baslica nedenleridir (Ghosh et al., 2008; Das et al.,
2009; Llevot and Astruc, 2012; Xu et al., 2012; Ahmad et al., 2013; Cormode et al., 2013;
Zhao et al., 2014; Singh et al., 2019).

Kanser tedavisinde uygulanan cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel
yontemlere alternatif olusturan nanoteknoloji uygulamalarinda kanserle miicadelede
molekiiler goriintiileme, molekiiler tani, hedefe yonelik tedaviyi iceren uygulamalarda
AuNP'ler tercih edilmektedir. AuNP'ler tarafindan 15181in 1siya verimli = sekilde
doniistiiriilebilmesi sayesinde Fototermal ablasyon/Fotodinamik terapi ile hastalikli veya
enfekte dokularin oldukga spesifik termal ablasyonu gergeklestirilebilmektedir. Lazer
1sinlamasi altinda, altin nanocgubuklar, nanokiireler, nanokabuklar ve nanokafesler timor
tedavisinde kullanildiginda kanser hiicrelerinin apoptozu rapor edilmektedir (Zharov et al.,

2006; Chen et al., 2007; Gannon et al., 2008; Lu et al., 2009).
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AuNP'ler sahip olduklar1 SPR 6zelligi sayesinde goriintiileme uygulamalarinda takip
edilebilir, karasiz ilaclar1 veya zayif ¢oziiniir goriintiileme kontrast maddelerini koruyabilir
ve viicudun hiicre ve dokularina verimli bir sekilde iletilmesini kolaylastirabilmektedir
(Nehl et al., 2006; Kumar et al., 2007; Murphy et al., 2008; Zhang et al., 2009). Yan1 sira
X-Isin1 radyasyonu emme yeteneginde olduklarindan, kanser radyasyon tedavisinin
gelistirilmesinde ve/veya tanisal CT (Bilgisayarli tomografi) taramalarinda goriintiileme

kontrastini artirmak amaciyla da kullanilmaktadirlar (Dreaden et al., 2012).

AuNP'lerin  yiiksek baglanma kapasiteleri sayesinde c¢esitli  gruplar ile
fonksiyonellestirilmesi yapilabilir. Ornegin proteinler ile giiclii etkilesimlerinin sonucu
olarak spesifik bir antikor ile yiizeyi kaplanan partikiillerin hiicre yiizeyindeki antijenlerin
tespiti veya hastalik teshisi igin prob olarak kullanimi, antikorlar ile etiketlenmis
AuNP'lerin belirli hiicreleri isaretlemek i¢in immiinogold etiketleme c¢alismalari,
hastaliklarin tespitinde altin nanoproblar (DNA) (Park et al., 2002), kanserli hiicrelerin
tespit edilmesinde (Huang, 2006; Mukherjee et al., 2007), immiino assaylerde floresan
bazli immiinokimya ¢alismalarindaki in vitro ve in vivo tan1 ve goriintiileme ¢aligmalari
sayilabilir (Faulk and Taylor, 1979; Ghosh et al., 2008; Triulzi et al., 2008). AuNP'ler
diger kiigiik molekiillere gore daha kiigiik olduklarindan ¢ok daha farkli ve ¢ok daha hizli
mekanizmalarla hiicrelerle etkilesime girerler. Hedef bolgeye gen, biyolojik veya
farmakolojik molekiillerin taginmasi/dagitimi, ilag salim sistemleri ve hiicre tiplerinin
hedeflenmesinde ideal adaylardir (Salata, 2004; El-Sayed et al., 2005; Huang, 2006;
Mukherjee et al., 2007; Patra, 2007; Wijaya et al., 2009). En 6nemli 6zellikleri ise belirli
bir hasta veya hastalik i¢in ihtiyaca gore fonksiyonellestirilen AuNP'ler es zamanh
hedefleme, teshis ve terapotik etkiye izin verecek sekilde tek bir yapida birlestirilebilir
(Dreaden et al., 2012). Nanopartikiillerin kan ve lenfoid organlarda hem immiinostimiilator

hem de immiinsupresif etkilere sahip olabildigi gosterilmistir (Pantic et al., 2011).

Nanoteknoloji  uygulamalarinin  as1  sistemlerinde  kullanimi  bir¢ok  alani
doniistiirmekte ve etkili asilar gelistirmek i¢in Onceki kisitlara alternatif yeni bilgiler
saglamaktadir. AuNP'ler hiicresel bilesenlere benzer boyutlarindan dolayr biyofiziksel ve
biyokimyasal modlar1 taklit edebilmesi sayesinde antijenin antijen sunan hiicreler
tarafindan hedeflenmesini saglayan asi tasima sistemleri veya adjuvanlar olarak dogal
bagisikligin aktivasyonunu arttiran ve minimal toksisiteye kars1 giiclii bagisiklik tepkisi

olusturan yeni firsatlar sunmaktadir (Shen et al., 2018; Falahati et al., 2019).
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2.6 Asilama ve As1 Cesitleri

Modern tip tarihindeki en basarili halk sagligi miidahalelerinden biri olan asilar,
diinya capinda bulasic1 hastaliklarin 6nlenmesine karsi en etkili strateji olmaya devam
etmektedir. ilk defa Edward Jenner (1796) tarafindan cicek asismin bulunmasindan
itibaren difteri, tetanoz ve kizamik gibi ¢esitli hastaliklarin dnlenmesinde iki ylizyili askin
stiredir kullanilmaktadir. Asilarin gelistirilmesiyle diinya c¢apinda ¢igek hastaligi yok
edilmis, ¢ocuk felci ve difteri gibi 6liimciil bulasic1 hastaliklarin ise neredeyse ortadan
kaldirilmasi saglanmistir. Asilar, hem profilaktik hem de terapotik kullanimlar ile
enfeksiyonlar, kanser ve diger hastaliklarin tedavisi i¢in bliyiikk bir potansiyele sahiptir

(Mutwiri et al., 2007; Smith et al., 2015; Shen et al., 2018).

Asilamanin altinda yatan temel ilke, bireyin belirli bir patojene karsi spesifik olarak
korunmasi, giiclii ve uzun siireli immiin yanit olusturmasidir. Asilar, bagisiklik tepkisini
baslatir, antijen sunan hiicreleri (APC'ler) aktive eder ve bdylece antijene karst koruyucu
bir adaptif (kazanilmig) bagisiklik olusturulur (Pasquale et al., 2015). Asilama ile elde
edilen bagisik yanitin etkinligi; 1) antijene, ii) formiilasyonda bulunan adjuvan veya
tastyiciya, iii) primer ve sekonder bagisiklama zamanlarina, iv) uygulama yolu ve dozuna
ve V) bagisiklanan bireyin immiin durumuna baghdir (Newman et al., 1995). Antijenin,
etkili bir sekilde APC'ler tarafindan alinmasi, islenmesi, ardindan giiclii T hiicresi
tepkilerini indiikleyebilmesi as1 tasarimda hedeflenen en Onemli unsurdur. Dendritik
hiicreler ve makrofajlar kazanilmig immiin yanitlar1 baslatan ve kontrol eden boylece
bagisiklik veya tolerans ile sonuglanan immiin yanitin olusmasinda énemli rolii olan farkl
islevlere sahip ana APC'lerdir. (Cruz et al., 2012; Niikura et al., 2013; Zhao et al., 2014;
Boraschi and Italiani, 2015).

Giliniimiizde mevcut as1 ¢esitlert;

. Canl1 zayiflatilmis asilar (ateniiye asilar)
»  Inaktif asilar

. Toksoid asilar

. Alt birim/subunit (rekombinant DNA teknolojisi, konjuge asilar, polisakkaritler,
proteinler ve peptitler) asilardir (Dai et al., 2019).
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Geleneksel asilar, sadece gerekli koruyucu antijenleri saglamakla kalmayip ayni
zamanda konak¢inin immiin yanitin1 arttiran patojenik bilesenleri de igermektedir.
Mikroorganizmanin hastalik olusturmayacak sekilde zayiflatildigi (ateniiye asi) ancak
¢ogalma yeteneginin hala devam ettigi zayiflatilmis canli asilar, genellikle dogal
enfeksiyonun olusturduguna en yakin sekilde immiin sistemi uyarir, gii¢lii ve uzun siireli
bir immiin yanit olusturur. Bu nedenle adjuvan kullanim1 gerektirmez ve genellikle tez doz
uygulamalarn yeterlidir. Ancak immiin bagisiklig1 baskilanmis bireylerde hastaliga ya da
ciddi semptomlara neden olabilir. Yaygin olarak kullanilan diger bir as1 ¢esidi ise 1s1 veya
kimyasal islemler ile etkisiz hale getirilen patojenin tam hiicre olarak kullanildigi inaktif
astlardir. Mikroorganizmanin ¢ogalma yetenegi yok edilmis olmasina ragmen immiin
sistem tarafindan fark edilecek bilesenleri bulunmaktadir. Inaktif asilar uzun bir giivenlik
gecmisine sahiptir. Canli asilara gore daha zayif immiinojen 6zellikte olduklarindan belirli
araliklarda birka¢ doz tekrarlanmalar1 ve etkinliklerini artirmak igin adjuvan ile birlikte
kullanilmalar1 gerekmektedir. Yeterince zayiflatilmis ve humoral (salgisal) bagisiklik
tepkisini uyarabilen toksinler (endotoksinler ve ekzotoksinler) ile hazirlanan toksoid asilar
da mevcut as1 tiirleri arasindadir. Toksinler enfeksiyona ait semptomlarin ¢cogunu olusturur
ancak uzun siireli bir koruyuculuk saglanmasi i¢in adjuvanlar ile birlikte kullanilmasi ve
asilamanin periyodik olarak tekrarlanmasi gerekmektedir. Subunit asilarda ise
mikroorganizmanin belirli bilesenleri saflastirilarak immiinojen olarak kullanilir.
Bagisiklik sistemi zayif bireyler dahil olmak iizere ihtiyag duyan herkese
uygulanabilmektedir (Mutwiri et al., 2007; Dai et al., 2019).

Zayiflatilmig canli asilar, inaktif asilar ve toksoid asilar enfeksiyonlara karsi basarili
olmasma ragmen canli ya da o6li mikroorganizma ve/veya mikroorganizmaya ait
bilesenleri icermesi nedeniyle istenmeyen ve hatta toksik yan etkilere neden
olabilmektedir. Son yillarda arastirmalar sadece gerekli protein veya peptit antijenlerini
kullanmaya odaklanmistir. Patojenlerden spesifik olarak saflastirilan molekiiller veya
rekombinant {iretilen proteinler ile hazirlanan subunit asilar, canli veya inaktif asilara
kiyasla mikroorganizma iligkili riskleri onleyebilir nitelikte oldugundan daha giivenlidir
ancak daha az immiinojen etkileri oldugundan enfeksiyonlara karst uzun siireli koruma
saglamak icin giliglendirilmelerine ihtiyag duyulmaktadir (Mutwiri et al., 2007; Dai et al.,
2019).
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Antijenlerin  saflagtirilarak ~ bagisiklik  sistemine sunulmast as1 ile ilgili
komplikasyonlar1 biiyiik 6l¢iide azaltmasina ragmen saflagtirilan antijenler dogal
konformasyonunu kaybetmekte, tek basina daha hassas hale gelmekte ve yeterli immiin
yanit olusturamayarak zayif immiinojen 6zellik gostermektedir. Biyosentetik, kimyasal ve
rekombinant DNA teknikleri ile giiniimiizde iiretilen asilarda kullanilan antijenlerin ¢ogu
immiin sistemi uyaramamaktadir. Bagisiklik sisteminin etkin ve yeterli uyarilmamasi
sonucu uzun siireli ve etkin bagisiklanma ger¢eklesmemektedir. Bu tepkileri artirmak
tizere giliglii immiinojen 6zellige sahip adjuvanlarin ve yeni antijen tasima Sistemlerinin
tasarlanmasina ve gelistirilmesine artan sekilde gereksinim vardir (Smith et al., 2015;
Chauhan et al., 2017; Shen et al., 2018). Immiin tepkinin olusmasi igin eksojen antijenin
APC'ler tarafindan yutulmasi (fagositoz, endositoz), ardindan islenmesi ve biiyiik doku-
uyumluluk kompleksi (MHC, major histocompatibilty complex) molekiillerine bagli olarak
yiizeylerinde sunulmasi gerekmektedir. Bu iglem, T lenfositlerinin aktivasyonunu ve
asilamada koruyucu bagisikligin temeli olan bellegin (hafiza) {iretimi ile kazanilmisg
bagisikligin baslatilmasini indiikler. APC'nin antijen alimi1 ve sunumu etkin kazanilmis
bagisiklik icin kritiktir (Xu et al., 2012). Dendritik hiicreler ve makrofajlar koruyucu
bagisikligin baslatilmasinda yer alan baglica APC'lerdir.

2.7 As1 Adjuvanlan ve Etki Mekanizmalari

Adjuvan Latince “Adjuvare” yani yardimci olan, gii¢lendiren, ¢ogaltan, artiran
sozciiklerinden gelmektedir. Antijenin, hiimoral ve/veya hiicresel immiin yanitin1 artirmak
amaciyla asilara eklenen veya antijen tasima sistemleri olarak kullanilan maddelerdir
(Ramon, 1924; Pasquale et al., 2015). Adjuvan etki ilk kez 1916 yilinda Le Moignac ve
Pinoy tarafindan mineral yag icerisinde Salmonella typhimurium siispansiyonu kullanilarak
gosterildi. Ikinci nemli adim ise 1926 yilinda Glenny ve arkadaslarinmn aliiminyum tuzlart
(alum) ile ¢oktiirtilmiis difteri toksoidinin, toksoid c¢ozeltisine goére immiin yanit
olusturmakta cok daha etkili oldugunu gosterdigi calismalaridir. Boylece aliiminyum
preparatlarinin adjuvan olarak gelistirilmesinin yani sira antikor olusturan pek ¢cok madde
ve formiilasyon da incelenerek yeni adjuvanlarin arastirilmasina baglandi. Tablo 2.2'de

genel olarak kullanilan adjuvan 6rnekleri sunulmaktadir.

Adjuvanlar, makrofajlar ve dendritik hiicreler olan APC'lere dogrudan veya dolayl

olarak etki ederler. Adjuvanlarin se¢imi asinin immiinojenitesini artirma potansiyeline,
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kullanilan antijen tipine, as1 alicisinin tiirine ve uygulama yoluna bagh olarak
degismektedir. Adjuvanlar konak¢ida immiin yanit olusturmak icin tek ya da coklu etki

mekanizmalar1 sergileyebilirler (Awate et al., 2013; Ghimire, 2015; Chauhan et al., 2017).
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Tablo 2. 2 Adjuvan cesitleri (Yurdakdk ve Ince, 2008)

Adjuvan Tipi

Adjuvan

Ornekleri

Mineral tuzlari

Mikroorganizma kaynakl

Partikiller

Emiilsiyonlar

Saponinler

Sentetik

Sitokinler

Genetik

Aliiminyum hidroksit

Aliiminyum fosfat

Kalsiyum fosfat

Muramil dipeptid (MDP) analoglar1
Lipopolisakkaritler (LPS)

Bakteriyel ekzotoksinler

Endotoksin

Bakteriyel DNA

Flagellin

Biyoparcalanir polimer mikropartikiiller
Immiinostimiilatér kompleksler
Lipozom, virozom, proteozomlar
Freund's adjuvani (incomplete ve complete)
Metabolize edilebilir emiilsiyonlar
Tensoaktif bilesikler

Non-iyonik blok kopolimerler
Polifosfazen

LPS-temelli sentetik bilesikler
Imidazokuinolin benzeri molekiiller
Sentetik poliniikleotidler

Interferon (IFN-y, IFN-a)

Interlokin (IL-2, 1L-12, IL-15, IL-18, IL-21, GM-CSF)
Sitokin genleri

Kostimiilatér molekiil genleri

Alhydrogel™, Rehydragel®, Adju-Phos ™, Rehydraphos™, Calcium

Phosphate Adjuvant

Murabutide, Threonly-MDP,

Kolera toksini (CT) ™

E. coli heat labil toksin (LT),
Monofosforil lipid-A (MPL®),

CpG oligoniikleotidleri

Flagellin komponentleri FIjB
Polilaktid co-glikolid partikiil (PLG)
ISCOMATRIX"

Montanide® ISA 51

MF59, AS03, SAF, Montanide® ISA 720
QS-21, Quil A, Rbl

L121

PCPP

RC259

E5564, imiquimode, Resiquimode

Poly A:U, Poly I:.C

IL-12, IL-2, IFN-y, CD40L
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Adjuvanlarin baslica dort etki mekanizmasi bulunmaktadir.

Depo Etkisi: Adjuvanlarin bilinen en eski ve en yaygin mekanizmalarindan biridir.
Uygulama bolgesinde tutulan (depo edilen) antijenlerin yavas salinmasiyla bagisiklik
sisteminin siirekli uyarilmasi ve antikor iiretiminin artigin1 saglayan mekanizmadir. Alum,

MF59 ve IFA depo etkisi ile ¢alisan adjuvanlardir.

Model Tanima Reseptor (PRR, Patern Recognition Receptors) Molekiillerin
Aktivasyonu: Dogal bagisikligin bir pargasi olan PRR'ler, “patojene 6zgii molekiiler
modelleri (PAMPS)” taniyabilmekte ve dogal immiiniteyi uyararak kazanilmis bagisiklik
tepkisinin olusmasini saglamaktadir. TLR ve niikleotid oligomerizasyon bdlgesi (NOD)

benzeri reseptorler en 6nemli PRR'lerdir.

Inflamazom Aktivasyonu: Partikiil adjuvanlar uygulama bélgesinde lokal doku
hasarmma ve hiicre Olimiine neden olur. Bu hasar sinyalleri dogal immiinitenin
aktivasyonunu tetikler ve ardindan kazanilmis bagisiklik uyarilir. Bircok adjuvan
uygulama bolgesinde pro-inflamatuar sitokinlerin salinimi indiiklemektedir. Alum,

inflamazom aktivasyonu ile etkili olan bir adjuvandir.

Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi Sunumu (MHC, Major Histocompatability
Complex): MHC molekiilleri, APC'ler tizerinde bulunan membran proteinleridir. APC'ler
tarafindan hiicre i¢ine alinan antijen MHC molekiilleri lizerinde T hiicrelerine sunulur.
MHC molekiilleri iizerindeki antijen, spesifik T hiicre reseptoriine (TCR) baglanarak
aktive olur ve aktivasyon sonrasi ¢esitli sitokinler salinir. MF59 ve IFA MHC sunumu ile

etkili olan adjuvanlardir.

Basaril1 bir adjuvanin tasimasi gereken o6zellikler;

= Toksik ve karsinojen olmamali

Lokal veya sistemik reaksiyonlara sebep olmamali
. Saflastirilan antijenlerin dayaniklili§ini ve immiinojenitesini artirmali

. Antijene 6zgii kisa siirede, daha giiclii ve uzun siireli immiin yanit olusturmali
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. Bagisiklik tepkisini ve hizini arttirmasi sonucunda, as1 dozlarinda bulunmasi gereken

antijen miktarini ve asilama sayini azaltmali

. Azaltilan asilama sayis1 ve doz ile maliyeti diisiiriilmeli boylece ekonomik katk1

saglamali

. Yeni dogan, yasli, immiin yetmezligi olan kisilerde aginin etkinligini arttirmali

. Antijenlerin mukoza tarafindan alimimini giiclendirmeli (mukozal immiiniteyi
uyarmali)

. Hiicresel ve/veya hiimoral immiiniteyi uyarmali

. Kombine agilarda antijen kompetitisyonunun (yarigsmasinin) dnlenmesine yardimci
olmal1

seklinde sayilmaktadir (O'Hagan et al., 2000; Singh et al., 2002; Pasquale et al., 2015;
Chauhan et al., 2017).

As1 adjuvanlar iizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmasina ragmen hayvan asilarinda
kullanim igin lisansli ¢ok sayida adjuvan varken insan asilarinda en yaygin kullanima sahip
onayli adjuvan aliiminyum hidroksit tuzlarinin jeli olan alumdur. Bunun yaninda az sayida
as1 formiilasyonlarinin i¢inde bulunan diger adjuvanlarin onayi ise iirlin ile birlikte
verilmektedir. Lisansli asilarin igerdikleri adjuvanlar Tablo 2.3'de sunulmaktadir
(Yurdakok ve Ince, 2008). Aliiminyum tuzlari iceren siispansiyonlar ve mikobakteri igeren
velveya igermeyen mineral yag emiilsiyonlart 1920'lerden beri kullanilmakta olan
konvansiyonel adjuvanlardir. Halihazirda alum, MPL monofosforil lipit A ve su iginde yag
emiilsiyonu MF59 klinik uygulamalarda kullanilan lisansh as1 adjuvanlaridir (Eickhoff and
Myers, 2002; Boraschi and Italiani, 2015). Alum disinda 1990'larin ortasinda asi
sistemlerinde ilk kullanilan lisansli diger bir adjuvan hepatit A asisinda kullanilan virozom
(kiiresel fosfolipid katmanlar1) sistemlerdir (Boraschi and Italiani,2015; Pasquale et al.,
2015). Alum, as1 antijenlerine karsi hiimoral bagisiklik tepkilerini (IgG1 antikor) etkin
sekilde artirabilen bir adjuvan olmasma ragmen (bagisiklik yanit1 Th2 tipi) hiicresel
bagisiklik tepkilerini (Thl tipi immiin yanit1)) nadiren olusturabilmekte veya
indiikleyememekte sonu¢ olarak uzun siireli bagigiklik saglayamamaktadir. Alum
kullanim1 ¢esitli ag1 uygulamalarinda yetersiz kalmasina ragmen klinik olarak onaylanmig

olmasi, as1 formiilasyonlarina dahil edilme kolayligi ve nispeten diisiik maliyetli olmasi
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sebebiyle baskin olarak kullanimi devam etmektedir. Lisansli formiilasyonlarda
aliminyum hidroksit esasli alhidrogel ve aliiminyum hidroksifosfat bazli adju-phos
adjuvanlar1 en yaygin kullanilanlardir. Freund's adjuvani ise son derece giiglii aktiviteye
sahip olmasina ragmen ciddi lokal reaksiyonlar1 indiiklediginden insanlar igin
kullanilmamaktadir (HogenEsch, 2002; Lindblad, 2004; Wang et al., 2008; Zhao et al.,
2014; Kumar et al., 2015; Madera et al., 2016; Mold et al, 2016).

Immiin sistemi uyaric1 adjuvanlarin bazilar1 da mikrobiyal bilesenlerdir. Cok sayida
calismada patojenlerden elde edilen korunmus bazi molekiiller spesifik olarak konake1
reseptorlerine baglanir, olusturulan formiilasyonlar dogal bagisiklik tepkilerini uyarir ve
kazanilmis bagisikligi gelistirdigi bildirilmektedir. Mikrobiyal lipopolisakkarit (LPS),
Tamamlanmis Freund's Adjuvani (CFA) mikobakteriyel bilesen, tek sarmalli RNA,
sentetik Oligodeoksiniikleotit (ODN) ve metillenmemis CpG motiflerini i¢eren bakteriyel
DNA igerikleri de as1 adjuvanlari olarak kullanilmaktadir (Merritt and Johnson, 1965;
Davis et al., 1998; Singh and O'Hagan, 2002).

Polarize Thl tipi bagisiklik yaniti, antijene CFA veya CpG DNA eklenmesiyle
olusturulurken; Th2 antikor tepkileri alum veya eksik Freunds adjuvani (IFA) tarafindan
indiiklenebilmektedir (Yip et al., 1999; Cribbs et al., 2003). Bu nedenle bazi adjuvanlarin

kombinasyonlar1 kullanilarak Th1 ve Th2 yanitlarini ayn1 anda olusturmak miimkiindiir.

Tim bu bahsedilenlerden yola ¢ikarak etkili bir as1 formiilasyonunun
tasarlanmasinda hiimoral ve hiicresel immiin tepkileri bir arada indiikleyebilen, uzun siireli
koruyucu bagisiklik olusturabilen ayni zamanda yan etkisi az, hem giivenli ve etkin
yeni/alternatif adjuvanlarin arastirllmasina hem de antijen tasiyict sistemlerin

gelistirilmesine her zaman ihtiyag¢ vardir.



26

Tablo 2. 3 Lisansh as1 adjuvanlari (Giil ve Yurdakok Dikmen, 2019)

As1

Ticari Ad1 - Firma

Adjuvan

Difteri ve tetanoz asis1 (DT)

DT aseliiler bogmaca (DBaT)
Hemofilus influenza tip B (HIB)
DBaT + HIB

Hepatit B

Hepatit B

Hepatit B + HIB

Hepatit A

Hepatit A

Hepatit A + Hepatit B
Konjuge pnomokok asisi
Influenza asis1

Influenza asis1

Human Papilloma Virus (HPV) asis1

Hepatit B
Hepatit B

Difteri ve adsorbe tetanoz toksoidi USP - Sanofi Pasteur

Tripedia - Sanofi Pasteur
Pedvax HIB - Merck
TriHibit - Sanofi Pasteur
Recombivax HB - Merck
Engerix-B - GSK
Comvax - Merck

Havrix - GSK

Epaxal - Crucell

Twinrix - GSK

Prevnar - Wyeth

Fluad - Wyeth

Inflexal V - Crucell
Gardasil - Merck
Fendrix - GSK

Supervax — Dynavax Europe

Aliminyum potasyum fosfat

Aliiminyum potasyum fosfat
Aliiminyum hidroksifosfat stilfat
Aliiminyum potasyum fosfat
Aliiminyum hidroksifosfat siilfat
Aliiminyum hidroksit
Aliiminyum hidroksifosfat stilfat
Alliminyum hidroksit

Virozom

Aliiminyum hidroksit/fosfat
Aliiminyum fosfat

MF59

Virozom

Aliiminyum hidroksifosfat siilfat
ASO4 (MPL + Aliiminyum tuzu)
RC529
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2.8 Nanoteknoloji ve As1 Uygulamalari

Biyoteknoloji ve malzeme bilimlerinin hizli gelismesiyle, nanomalzemeler as1
formiilasyonlarinda da onemli oranda rol oynamaya basladi.
“Nanoasilama/Nanovaccinology” profilaktik ve terapotik asilarin gelistirilmesine yonelik
giderek biiyliyen bir alandir. Nanomalzemeler, asi/antijen tagima sistemleri ve adjuvanlar
olarak hiicresel ve hiimoral bagisikligin etkin sekilde uyarilmasi i¢in tasarlanmaktadir

(Zaman et al., 2013; Kumar et al., 2015).

Nanopartikiiller, nispeten biyolojik olarak bozunabilir olmalari, biyouyumlu yapilari
ve minimal toksisite gibi sahip olduklar1 6zellikleri nedeniyle as1 ¢aligmalarinda yogun ilgi
gormektedir. Farkli kimyasal bilesime, sekil ve boyuta sahip ¢esitli nanopartikiiller yiizey
modifikasyonunun tasarlanmasina, spesifik olarak hiicresel hedefleme, tatmin edici
farmakokinetik etki gibi sundugu olanaklar sayesinde geleneksel as1 formiilasyonlarina
kars1 glivenli ve etkili alternatifler olarak gelistirilmektedir (Boraschi and Italiani, 2015;

Hofmann et al., 2015).

As1 ¢alismalarinda giiglii immiin tepkilerin aktivasyonu ve antijenin APC'lere verimli
sekilde iletilmesi en Onemli konudur. Etkin bir asi, immiin sistemi indiikleyecek bir
antijeni ve ayn1 zamanda antijenin APC'lere hedeflenmesini saglayan etkin bir tasima
sistemine sahip olmalidir. Nanopartikiiller, hem antijen stabilitesini ve immiinojenitesini
artiracak adjuvanlar hem de antijen alinmasi, islenmesi ve sunulmasi icin gerekli etkin
tasima sistemleri ve molekiillerin spesifik olarak hiicre i¢i hedeflenmesine olanak saglayan
sekilde tasarlanabilmektedir. Nanopartikiillerin, tasima sistemlerinde kullanimi1 ve depot
etkisi bilinmekte, yapilan caligmalarda nanopartikiillerin hiicreler tarafindan alinmasi
APCl'lerin aktivasyonu, sitokin ve kemokin saliniminin indiiksiyonu olmak iizere bagisiklik
tepkilerini uyardigi bildirilmektedir (Boraschi and Italiani, 2015; Marques Neto et al.,
2017; Shen et al., 2018).

Geleneksel asilara kiyasla nanopartikiil temelli as1 sistemlerinin sagladig1 avantajlar;

. Nanopartikiiller ile antijen ve/veya immiinostimiilator ajanlarin birlikte verilmesi

asilarin immiinojenitesini artirir
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. Antijenlerin sitozolik taginmasi i¢in tasarlanmis partikiiller, antijenin ¢apraz sunumu
ve MHC-Il sunumu artirir, bdylece sitotoksik T lenfosit hiicrelerini uyarmis ve

yanitlarini tesvik etmis olur
. Nanopartikiiller, APC'ler tarafindan kolayca fagosite edilebilir ve islenebilirler

. Partikiillerin yiizeyleri iizerinde antijenlerin ¢ok degerlikli sunumu arttirilmis

hiimoral immun yanit i¢in B hiicresi reseptorlerine ¢apraz baglanma i¢in izin verir

. Nanopartikiillerin, fonksiyonel molekiiller ve/veya hedefleme ligandlan ile yiizey
modifikasyonlarinin yapilabilmesi, lenfoid organlara ve APC'lere 6zgii hedefleme

sistemlerinin gelistirilebilmesine olanak saglar
. Adjuvan dozunu azaltma imkani1 saglar

. Raf dmriinii uzatir ve termal stabilite saglar

(Hubbel et al., 2009; Xu et al., 2012; Zhao et al., 2014; Shen et al., 2018).

2.8.1 Nanopartikiil ve Biyosistem/APC Etkilesimleri

As1 tasariminda hedeflenen APC'ler, kazanilmis bagisiklik yanitlarini baglatan ve
kontrol eden bdylece immiin yanitin olusmasinda 6nemli rol oynayan Dendritik hiicreler
(DC) ve makrofajlardir. Dendritik hiicreler, hiimoral tepkileri indiiklemenin yani sira
eksojen antijenleri CD+8 T hiicrelerine sunabilmekte ve boylece viriis enfekte veya timor
hiicrelerinin temizlenmesinden sorumlu hiicresel immiin yanitin indiiklenmesini de

saglamaktadirlar (Cruz et al., 2012; Niikura et al., 2013).

Nanopartikiillerin biyolojik sistemler ile etkilesimlerini; boyutlar, ylizey yiiki,
hidrofobik-hidrofilik 6zellikleri dahil fizikokimyasal 6zellikleri, yiizey modifikasyonlari,
plazma proteinleri ve hiicre ylizeyi reseptorleri gibi parametreler belirlemektedir
(Bachmann and Jennings, 2010; Zhao et al., 2014). Nanopartikiiller, boyut bakimindan
hiicresel bilesenlere gosterdigi benzerlik nedeniyle, hiicresel endositoz mekanizmasini
(6zellikle pinositoz ile) kullanarak canli hiicrelere girebilirler. Partikiil temelli asilar, genel
olarak APC'ler tarafindan kolaylikla taninmakta ve etkin bir sekilde alinmaktadir (Zhao et
al., 2014). Bagisiklik sistemi hiicrelerinin bulundugu (6zellikle B ve T hiicreleri) lenf
diigiimii, asilamada hedeflenen en 6nemli organlardan biridir. Nanopartikiillerin boyutu,

lenfatik kilcal damarlara girisi, lenf diiglimlerindeki dagilimi ve tutulmay: belirleyen en
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kritik parametredir 10-100 nm boyut araligina sahip nanopartikiiller hiicre dis1 matrise
kolayca niifuz edebilir ve APC'ler tarafindan alinarak lenf diigiimlerine gidebilirler. 10
nm'den kii¢iik partikiiller ise kilcal kan damarlarmin igerisine girebilirken; 100 nm'den
biiyilk boyutlu partikiiller ise uygulama noktasinda kalir ve orada bulunan APC'ler
tarafindan alinirlar (Cruz et al., 2012; Zhao et al., 2014). APC'ler ve nanopartikiiller
arasindaki etkilesimin diger bir 6nemli parametresi de yiizey yiikiidiir. Hidrofilik olanlara
kiyasla hidrofobik partikiillerin daha giiglii bir immiin yanit olusturdugu bilinmektedir.
Partikiillerin APC'ler tarafindan alimimnin biiyiik 6lgiide bagli oldugu diger bir parametre ise
nanopartikiil-APC arayiiziiniin seklidir. Igne sekilli polimer nanopartikiillerin hiicre

zarinda gegici permeabilizasyonu tesvik ettigi bildirilmektedir (Shen et al., 2018).

2.8.2 Nanopartikiil ve Antijen Etkilesimleri

Etkin bir tagima sistemi igin; antijeni yogunlastirmali ve degredasyona Kkarsi
korumalidir. Dendritik hiicreler tarafindan verimli alim1 gergeklesmeli ve sitokin iiretimini
tesvik ederek gilicli bir immiin yanit olusturacak ozellikte olmalidir. Nanopartikiiller
antijen degradasyonunu ve alimini iyilestirmesinin yaninda antijenin APC'lere
hedeflenerek verilmesini saglayarak antijen aliminin arttirilmasini ve antijenlerin yavas ve
kontrollii salinmmin1  da saglamaktadirlar. Nanopartikiil ve antijen igeren asi
formiilasyonlarinda, nanopartikiiller bagisiklik sisteminin hiicrelerine antijen verebilir, yani
antijen ile nanopartikiil bagisiklik hiicresi tarafindan birlikte alinir ve hiicre iginde serbest
birakilir veya nanopartikiiller gegici bir tagima sistemi olarak islev gortir, antijeni korur ve

daha sonra hedef konumda salinmasini saglar (Zhao et al., 2014; Shen et al., 2018).

Nanopartikiillerin tagima sistemi veya adjuvan olarak islev goérmesi i¢in antijen ile
nanopartikiiliin birlestirilmesi gerekmektedir. Bu islem, i. basit fiziksel adsorpsiyon, ii.
kimyasal konjiigasyon, iii. kapsiilleme gibi yontemlerle gerceklestirilmektedir (Sekil 2.3).
Antijenin nanopartikiil {izerine adsorpsiyonu genellikle yiik veya hidrofobik etkilesimlere
dayali yapilmaktadir. Silika, altin, kalsiyum fosfat gibi sert yapili nanopartikiillerin bu
sekilde antijen ile baglanmasi saglanir ancak nanopartikiil ve antijen arasindaki etkilesim
nispeten zayif olacagindan antijen ve nanopartikiiliin in vivo da ayrisabilecegi goz ardi
edilmemelidir. Kimyasal konjugasyonda antijenler, nanopartikiillerin yilizeyine kimyasal
capraz baglarla baglanir, hiicre tarafindan nanopartikiil ile birlikte alinir. Kapsiilleme

yonteminde ise nanopartikiil sentezi sirasinda antijen ile nanopartikiil onciilleri karistirilir
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ve nanopartikiiller olusurken antijenlerin bu sekilde kapsiillenmesi saglanmis olur. Hiicre

tarafindan alinan yapidaki antijenler ise sadece nanopartikiillerin ayrigmasiyla serbest

birakilmaktadirlar. Bu nedenle kimyasal konjugasyon veya kapsiilleme yontemlerinde

nanopartikiil ve antijen arasinda daha gii¢lii etkilesim saglanmaktadir. Soft materyallerden

olusan nanopartikiil tasima sistemlerinde (viriis benzeri partikiiller-VLPs, immiin sistemi

uyarict kompleksler-

ISCOM,

ISCOMATRIX,

lipozom gibi) kimyasal konjugasyon

yoluyla antijen ve nanopartikiiliin baglanmasi tercih edilirken; sert materyallerden olusan

(silika, altin, kalsiyum, fosfat gibi) nanopartikiil tasima sistemlerinde ise basit fiziksel

adsorpsiyon ile antijen ve nanopartikiiliin baglanmasi saglanmaktadir (Zhao et al.,

Shen et al., 2018).
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Sekil 2. 3 Nanopartikiil ve antijenin baglanma ydntemlerinin sematik gosterimi

2.9 As1 Uygulamalarinda Kullanilan Nanopartikiiller
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standardizasyonu ve yeni adjuvanlarin

gelistirilmesine verilen onem giderek artmaktadir. Biyolojik gilivenlikleri goz Oniine

alinarak, antijenlerin tasinmasinda ve immun sistemin uyarilmasinda yaygin olarak;

i. Polimerik nanopartikiiller (2-1000 nm)

ii. Lipozomlar (100-400 nm)

iii. Immiin sistemi uyaric1 kompleksler [ISCOM (40 nm) ve ISCOMATRIX]

iv. Emiilsiyonlar

(50-600 nm)

v. Viriis benzeri partikiiller (VLPs) (20-800 nm)

vi. Self-assembled proteinler (10 nm)

vii. Inorganik nanopartikiiller (2-1000 nm)
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etkin ve giivenli antijen tastyici sistemler ve adjuvanlar olarak nano asi (nanovaccine)
teknolojisinde timit vaat etmektedir (Cruz et. al., 2012; Zhao et. al., 2014; Shen et al.,
2018; Hayat and Darroudi 2019).

2.9.1 Polimerik nanopartikiiller

Polimerler, biyolojik olarak uyumlu olmalar, diisiik biyodegradasyon hizi, cesitli
kimyasal yapilari, canli dokularla olan 6zel etkilesimleri ve dogada yiiksek oranda
bulunmalar1 g6z oniline alindiginda as1 uygulamalar1 i¢in olduk¢a cazip malzemelerdir.
Polimerik nanopartikiiller, antijen alimmin iyilestirilmesi, yavas/kontrollii salimi,
immiinojenitenin arttirilmasi1 ve gelismis stabilite gibi avantajlara sahiptir. Hedeflenen
hiicrelere verilmek {izere antijeni tutarlar yani sira yavas biyodegradasyon hizlar1 nedeniyle
antijenin uzun slreli salmimini siirdiiriirler. As1  formiilasyonlarinda adjuvanlarin
hazirlanmasinda; kitosan, PGA (y-poliglutamik asit), aljinat, pullulan, iniilin, PEG (poli
etilen glikol), PLGA (poli Laktik-ko-Gliloik Asit), PLG (poli d, I-Laktid-ko-Glikolid),
PLA (poli Laktik Asit), polistiren kullanilan dogal ve sentetik polimerlerdir (Wang et al.,
2008; Zhao et al., 2014; Shen et al., 2018).

2.9.2 Lipozomlar

Biyolojik olarak parcalanabilmesi, toksik olmamasi, antijeni biyolojik ortam
kosullarindan koruyarak APC'lere tasimasi ve APC'ler tarafindan etkin sekilde alinmasi,
biyouyumlu ve viicutta stabil kalmalar1 sebebiyle Klinik kullanim i¢in kapsamli sekilde
incelenmektedir. Yami sira iiretimi ve Olgek bilyiitiilmesi kolay olan lipozomlar,
hiicrelerdeki vezikiilleri taklit eden ¢ift ya da coklu lipid tabakalardan olusan kiiresel
nanopartikiillerdir. Hidrofilik ve hidrofobik yapilarin, dogru kosullar altinda suda
kendiliginden bir araya gelmesiyle olusan 30-1000 nm boyutlarindaki tasiyici sistemlerdir.
Klinik 6neme sahip ¢esitli bilesiklerin, lipozom yapisindaki i¢ kismin/¢ekirdegin sulu faz
icerisine hapsolmasi ya da ¢ift tabakali membran yapisina yiiklenmesiyle tasinmasi
gerceklesmektedir. Antijen tasima sistemi olarak istenilen 6zelliklerde modifiye edilebilen
miikemmel platformlardir. Inflexal V ve Epaxal gibi bir dizi lipozom sistemi insan
kullanimi i¢in onayladir (Zhao et al., 2014; Boraschi and Italiani ,2015; Smith et al., 2015;
Shen et al., 2018).
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2.9.3 Immiin sistemi uyaric1 kompleksler ISCOM ve ISCOMATRIX)

Antijen, kolesterol, saponin (Quil A) ve fosfolipidlerin hidrofobik baglarla uygun
sitokiyometride kendiliginden birbirine tutunarak olusan yaklasik 40 nm biyikliiglinde
kafes benzeri kiiresel nanopartikiillerdir. Lipozomlardan daha rijit ve kararli yapilar
vardir. As1 teknolojisinde ISCOM'lar tagima sistemleri yerine giiglii adjuvanlar (yapida
bulunan saponin nedeniyle) olarak kullanilmaktadir. Yalnizca veteriner asilarinda
kullanilan ISCOM'larin hem hiicresel hem hiimoral immiin yanit1 arttirdig
bildirilmektedir. ISCOMATRIX'ler ise ISCOM'lara benzer ancak antijen igermeyen
yapilardir. ISCOM'lar yaklasik 40 yildir incelenmekte ve sentetik asi olarak oldukca giiclii
oldugu gosterilmis olsa da enjeksiyon bolgesinde istenmeyen reaksiyonlari indiiklemesi
sebebiyle uygulamalar1 hayvan asilari ile sinirlidir. ISCOM'lar birgok Avrupa iilkesinde
influenza viriisiine karsi atlar i¢in lisansh asilarda ve ayrica At Herpes Viriis Tip 2'ye
(EHV-2) kars1 bir alt birim asida kullanilmakta, insan asilarinda kullanimi ile ilgili
caligmalar ise halen stirmektedir (Zhao et al., 2014; Smith et al., 2015; Shen et al., 2018).

2.9.4 Emiilsiyonlar

Asilarin  verilmesinde adjuvan olarak kullanilan bir diger nanopartikiil tiiri
emiilsiyonlardir. Su iginde yag veya yag i¢inde su formlariin olusturulmasiyla hazirlanan,
damlacik boyutu 50 - 600 nm arasinda degisen yapilardir. Emiilsiyon igerisinde antijenin
depo edilmesi ve yavas salimi ile adjuvan etki saglanmaktadir. Emiilsiyonlarin, basit bir
sekilde antijenler ile karigtirllmasi ve/veya partikiil icerisinde antijenleri tutabilmesi
sebebiyle nanoasilarda biiyiik potansiyele sahiptir. 20'den fazla {ilkede giivenli ve giiglii bir
ast adjuvam olarak lisanslanan ASO03 ve MF59 mevsimsel ve pandemik influenza
asilarinda 1997'den beri yaygin olarak kullanilan su i¢inde yag emiilsiyonudur (Zhao et al.,

2014; Shen et al., 2018).
2.9.5 Viriis benzeri partikiiller (VLPs)

Viriis benzeri pargaciklar (VLP), kapsid proteinlerinin kendi kendine bir araya
getirilmesiyle  olusturulan, enfeksiyoz niikleik asit igcermeyen, biyouyumlu
nanopartikiillerdir. VLP'ler, boyutlar1 20 nm ila 800 nm arasinda degisen ¢esitli virlislerden

farkli teknolojiler ile iiretilebilirler. Viral yapinin giiciinden faydalandiklar i¢in ideal as1
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sistemleridir ancak enfekte eden bilesenlerin uzaklastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. VLP'ler,
tek veya ¢oklu viral protein kombinasyonlar1 olusturularak patojenik salginlara karsi hizla
yapilandirilabilmektedir. VLP'ler sentetik asilar kadar iyi ¢alisir, VLP'lerin hizl1 ve etkili
bir sekilde islenmesiyle giiglii ve uzun siireli immiin yanit olusturabilmekte hatta adjuvan
ile birlikte verilmediginde dahi gigli bagisiklik tepkilerini indiikleyebilmektedir.
Nanoasilamada, VLP temelli asilar pazara ulasan ilk nanopartikiil asilardir ve saglikli
insanlarda da giivenli kullanima sahiptir. ilk VLP asis1 Hepatit B'ye kars1 1986 yilinda
ticarilesmis, 2006'da Insan Papilloma Viriisii (HPV) ve 2011'de Hepatit E icin insanlarda
kullanim1 onaylanmistir (Zhao et al., 2014; Boraschi and Italiani, 2015; Smith et al., 2015;
Shen et al., 2018).

2.9.6 Self-assembled/kendiliginden toplanan proteinler

VLP yaklasimindan hareketle, proteinlerin kuaterner yapisindan faydalanilarak
kendiliginden bir araya gelmesiyle yapilandirilmaya calisilan nanopartikiil temelli asilarin
bir ¢esididir. Ornegin, prokaryot ve dkaryotlarda bulunan, 10 nm boyutlarinda neredeyse
kiiresel i¢i bos kafes benzeri kendi kendine toplanabilen proteinlerdir. Ferritinler, saglam
termal ve kimyasal kararlilik gosterdiklerinden immiinojenlerin tasinmasinda oldukca
uygun yapidaki nanopartikiillerdir. Ayrica ferritin her biri 3 katli eksen simetrisine sahip 8
tiniteden olustugu icin, trimerik antijenlerin sunumu i¢in uygun bir yap1 iskelesidir.
Influenza agilarmin ana antijeni olan hemaglutin (HA) ile genetik fiizyon yolu ile
birlestirilen ferritin nanopartikiillerinin in vivo yapilan ¢alismada mevcut ticari bir asi ile
karsilastirildigi, ferritin nanopartikiil asiya hayvanlarin daha giiclii diizeyde bagisiklik
tepkisi olusturdugu bildirilmistir (Kanekiyo et al., 2013; Zhao et al., 2014).

2.9.7 Inorganik nanopartikiiller

Inorganik nanopartikiillerin birgogu biyobozunur olmamasina ragmen, sert yapilari,
kontrol edilebilir sentezlenmeleri ve antijenler ile ¢ok yonli yilizey modifikasyonu
saglamalar1 nedeniyle nanoasilamada yeni as1 sistemlerinin tasarlanmasi i¢in umut vaat
eden malzemelerdir. Metal nanopartikiillerin adjuvan 6zellik sergiledigi, hiicresel alimi
tesvik ettigi, APC aktivasyonunu sagladigi, sitokin iiretimi ve hiimoral bagisiklik tepkisine
neden oldugu ¢alismalarla rapor edilmektedir. As1 formiilasyonlarinda kullanilan inorganik

nanopartikiiller, yapisal olarak cekirdeginde bulunan inorganik bir kati nanopartikiiliin
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cesitli yontemlerle antijen ile konjuge edilmesiyle olusturulmaktadir (Zhao et al., 2014;
Hofmann et al., 2015; Orlowski et al., 2018; Shen et al., 2018).

In vitro ve in vivo uygulamalarda en yaygin kullanilan inorganik nanopartikiiller;
= Aliiminyum nanopartikiiller (AINP)
= Silika nanopartikiiller (SiNP)
= Kalsiyum fosfat nanopartikiiller (CaPNP)
= Karbon nanopartikiiller/nanotiipler (CNP)

= Altin nanopartikiiller (AuNP) (Zhao et al., 2014; Shen et al., 2018).

Aliiminyum nanopartikiiller (AINP): Uzun yillardir Amerika Birlesik Devletleri ve pek
cok iilkede asilarda antijene 6zgii bagisiklik tepkilerini giliglendirmek icin insanlarda
yaygin olarak kullanilan lisansli adjuvan alum'dur [aliiminyum hidroksit AI(OH); ve
aliminyum fosfat A1(PO), tuzlari]. Aliiminyum tuzlar1 zayif adjuvanlardir, sadece hiimoral
immiin yaniti indiikleyebilmektedir. Sitotoksik T lenfosit hiicrelerini uyarici etkileri
bulunmamakta yani sira aliiminyum bilesikleri oral ya da intranazal uygulamalar igin
kullanilamamaktadir. Mukozal IgA tepkisini tetikleyemedigi gibi bazi bireylerde IgQE
cevabini artirarak alerjik reaksiyonlara da neden olmaktadirlar (Singh and O'Hagan, 2002).
Aliminyum adjuvanlarinin en Onemli yan etkisi enjeksiyon bdlgesinde graniilom
olusturmasidir. Yerel agri, enflamasyon, sislik, enjeksiyon bolgesinde iilser ve nekrozda
goriilebilmektedir. Aliiminyum viicuttan bdbrekler yoluyla atilir ancak bobrek
fonksiyonlarinda bir bozukluk oldugunda viicutta birikir. Yiiksek aliiminyum diizeylerinin
ozellikle beyin ve kemik dokularimi etkiledigi, norolojik semptomlara yol actig

bildirilmektedir (Aguilar and Rodriguez, 2007).

Silika nanopartikiiller: Bu grup etkili antijenlerin verilmesi i¢in 50 ila 200 nm
boyutlarinda sentezlenerek hem nano tasiyicilar hem de adjuvanlar olarak as1
uygulamalarinda, in vivo antijen salinimi, segici tiimor hedefleme ve gercek zamanli
multimodal goriintiileme gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir. PCV (Porcine
circoviriis) tip 2 ORF2 proteini tagima sistemi olarak kullanildig1 ¢alismada farelerde hem

hiimoral hem hiicresel bagisiklik tepkisini indiikledigi bildirilmektedir. Partikiil boyutu ve
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sekli gibi yapisal parametreleri ayarlanabilen, hiicrelerle etkilesiminin iyilestirilmesi ve
hiicresel alimimin artirilmast amaciyla yilizey modifikasyonlar1 (silanol gruplar)
gergeklestirilebilen partikiiller olmasina ragmen Sentezleri esnasinda kullanilan indirgeyici
ajanlar ve stabilizatorlerden kaynaklanan toksisiteleri biyomedikal ve biyoteknolojik

uygulamalardaki en kritik problemdir (Smith et al., 2015; Shen et al., 2018).

Kalsiyum fosfat nanopartikiilleri (CaPNP): Bu grup DNA asilar1 ve mukozal bagisiklik
i¢in uygun adjuvanlar olup ayni zamanda antijenik proteinler i¢in baglanma merkezi olarak
ta islev gormektedir. Biyolojik olarak emilebilen bilesenlere ayrisabilmesi, in vivo da
toksik olmayan ve biyouyumlu yapisi, belirli kosullar altinda kalsiyum kloriir, dibazik
sodyum fosfat ve sodyum sitrat karigtirilarak 50-100 nm boyutlarinda sentezlenebilmesi ve
yiizey modifikasyon kolaylig1 saglamasi nedeniyle as1 uygulamalar i¢in umut vaad eden
diger bir inorganik nanopartikiillerdir. Fizyolojik kosullar altinda stabil olan CaPNP'ler
viral olmayan DNA vektorleri olarak ta kullanilmaktadir. Yiizey modifikasyonu yapilan 80
nm biiyiikligiindeki CaPNP'lerin karacigerdeki genleri hedefleyebildigi, DNA'y1 hem in
vitro hem in vivo DNaz'dan koruyabildigi ve memeli hiicrelerine daha etkili bir
transfeksiyon sergiledigi bildirilmistir. Genis klinik uygulamalara sahip CaPNP'ler bazi
asilar i¢in aliminyum adjuvanlarina alternatif olarak arastirilmaktadir. Yapilan in vivo
caligmalarda CaP agregatlarinin yiiksek oranda antikor titreleri trettigi ve viral
enfeksiyonlarda alum adjuvanindan daha yiiksek koruma sagladigi rapor edilmektedir

(Smith et al., 2015; Shen et al., 2018).

Karbon nanopartikiiller/nanotiipler (CNP): Fulleren, grafen gibi c¢esitli karbon
nanopartikiil formlar1 ve karbon nanotiipler (100 — 1000 nm uzunlugunda ve 0,8 — 2 nm
capinda) farkli as1 tiirleri icin tasiyict sistemler veya adjuvan kullanimi igin
incelenmektedir. Antijenlerin APC'lere verilmesi igin antijen tasiyicilari olarak kullanilan
karbon nanopartikiillerin hiimoral bagisiklik tepkisini uyardigi, karbon nanotiiplerin
miikemmel bir biyouyumluluga sahip oldugu, B ve T lenfositleri ve makrofajlar tarafindan
hizla alinabildigi ve hiicre canlilig1 lizerinde ithmal edilebilir bir toskik etkiye sahip oldugu

bildirilmektedir (Shen et al., 2018).

Altin nanopartikiiller (AuNP): Biyouyumlu yapilari, oldukca kolay modifiye edilebilir
yiizeyleri ve sahip olduklar1 essiz optik Ozellikleri (SPR) nedeniyle asilama konusunda

AuNP 0zel bir ilgi ile arastirilmaktadir. AuNP'ler, 1 ila 150 nm boyut araliginda farklh
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sekillerde (¢ubuk, kiiresel, kiibik) sentezlenebilen nanopartikiillerdir. Sahip olduklari hem
boyut hem de sekil farkliliklart nedeniyle farkl: sitokin yolaklarini uyarmakta ve bagisiklik
tepkilerinin olusmasi {izerinde dogrudan etkili olmaktadirlar. AuNP'lerin 6nemli oranda
sitotoksik olmadan, protein ve DNA ileten as1 tasima sistemleri olarak kullanimi hem
kanser terapisinde ve bulasici hastaliklarda as1 adjuvani hem de kolloidal altinin antijenler
ile birlesmesi ile oldukga spesifik antikorlart indiikleyerek hiimoral ve hiicresel bagisiklik
tepkisini uyardigi yapilan birgok ¢alismada rapor edilmektedir (Tablo 2.4) (Chen et al.,
2010; Wang et al., 2011; Gregory et al., 2012; Niikura et al., 2013; Kumar et al., 2015;
Shen et al., 2018; Sekimukai et al., 2020).

Altin nanopartikiiller, sadece partikiil formiilasyonlar1 olarak degil ayni zamanda
hiimoral ve sitotoksik tepkiler olusturma kapasiteleri sayesinde de immiin sistemi
uyarabilmektedir. AuNP'ler immiin sistemi uyarici kapasiteye sahip ve as1 gelistirmenin
tim asamalarinda ¢esitli reaksiyonlar1 indiikleyebilir niteliktedir. Nanopartikiillerin
APCl'lerin islevleri iizerindeki etki mekanizmalari, boyut, sekil ve yiik gibi 6zellikleri ile
dogrudan iligkilidir ve as1 verimliligi {lizerinde olduk¢a kritiktir. Nanopartikiillerin
adjuvantisiteye, immiinomodiilasyona nasil etki edecegi veya nanopartikiil ile formiile
edilen antijene karsi tolerans konusunda hala ¢ok ¢esitli arastirmalar siirmektedir. Yapilan
caligmalar Th1l ve Th17 tepkisinin olusumunda AuNP'lerin rolii oldugunu gostermektedir

(Zhao et al., 2014; Marques Neto et al., 2017).

AuNP'ler antijen tagima sistemleri ve/veya adjuvanlar olarak kullaniminda sahip olduklari

baslica dikkat ¢ceken 6zellikleri;

. Inert yapilar sayesinde tek basina antikor tepkisi olusturmamasi

= Genis yiizey-hacim oranina sahip olmalar1 nedeniyle yiizeylerine fazla miktarda
antijen baglanmasi ve bu sayede APC'ler ile etkilesimin artmasi sonucunda yiiksek
yogunlukta antijen sunma imkan1 saglamalari

. Makrofajlar tarafindan hiicresel alimi ile hiicrede aktivasyonlara neden olabilmesi
(adjuvan potansiyeli)

. Fonksiyonel gruplar ile konjiige edilebilmesi,

. Kontrol edilebilir sekil ve boyuta sahip olmasidir.



37

AuUNP'ler mevcut 6zellikleri sayesinde as1 tasarimlarinda (Tablo 2.4) oldukg¢a esnek
ve Ozellestirilebilir bir yaklagim sunmaktadir (Daniel and Astruc, 2004; Chitrani et al.,
2006; Jain et al., 2007; Bastus et al., 2009; Kumar et al., 2015; Boraschi and Italiani,
2015). AuNP'ler, protein epitoplarinda bulunan kiikiirt gruplar1 tarafindan oksidasyona
maruz kalabilir ve antijen ile konjugasyonu saglayabilir. Kararli yapilari sayesinde asamali
olarak ylizeylerine ekleme yapilarak kompleks iskeleler olusturulabilir. Bu sekilde
sagladig1 kolay ylizey modifikasyonlari ile yeni partikiil asilarinin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir (Gregory et al., 2013). AuNP'lerin tiyollere, disiilfidlere ve aminlere giiclii
baglanma afinitesi, biyosensor ve ilag dagitimi dahil olmak {izere c¢esitli biyomedikal
uygulamalarin gelistirilmesinde yararli olan biyomolekiillerle (6rnegin DNA ve antikorlar)

konjugasyonunu da kolaylastirir (Balasubramanian et al., 2010).

Nanopartikiillerin tasariminda ilstenen ozellikleri saglamak igin, pargacik biyo-
dagiliminin, antijen iletiminin, immiinostimiilator veriminin ve genel bagisiklik tepkisinin
modiilasyonu iizerinde etki gdsteren bilesim, boyut, yiizey yiikii ve ylizey 6zelliklerine
odaklanilmalidir. As1 adaylariin tasarimi ve gelistirilmesi igin rasyonel bir yaklasimdan
faydalanmak icin yeni ilerlemeler giderek arttikca, patojenlerin biyofiziksel ve
biyokimyasal 6zelliklerini taklit etmek ve toksisiteleri olmadan giiclii bagisiklik tepkisi
olusturmak i¢in sentetik parcaciklarin tasarim kriterlerini daha iyi anliyoruz (Shen et al.,

2018).
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Tablo 2. 4 Asi1 tasarimlarinda kullanilan kimyasal yontem ile sentezlenen AuNP'lerin indiikledigi bagisiklik tepkileri

In vitro Uygulamalar

Au Sekil — Boyut Adjuvan  Konjuge Edilen Antijen Hiicre Hatt Bagisikh Tepkisi Referans
20-40 nm kiiresel BMDC . . .
40 nm nanogubuk, : WNVE protein (West Nile Virus)  RAW264.7 IgG_titreleri ve IL-1B, IL-6, IL-12, 1L-18, Niikura et al,
s TNF-a, GM-CSF salim seviyelerinde artis 2013
40 nm kiibik Fare
) d Rekombinant RSV (Respiratory PBMCs/ T hiicrelerinin proliferasyonunun
21-57 nm nafSgebuk Syncytial Virus) F protein MDDCs indiiklenmesi Stone etal., 2013
Murine . .
15 nm kiiresel i MUC- protein Peritoneal IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a salim seviyelerinde Mocan et al,,
artis 2015
Makrophages
. PCV2 (Porcine Circovirus type 2) RAW264.7/ IL-4, IL-10, IL-12, IL-18, IL-1B, TNF-a, IFN- .
23 nm kiiresel - . .. DC2.4 . . Ding et al., 2017
kapsid proteini Fare vy diizeylerinde artis
. H3N2/HA (Hemagglutin)/FIiC  JAWS II/ . .
18 nm kiiresel - (TLR-5 agonist flagellin) BMDC IL-6, IL-12, TNF-a salinim seviyelerinde artis ~ Wang et al., 2017
SGSH (shikimoly guanidinylated) . ... IL-4, IL-6, IL-12, TNF-o, IFN-y salinim
24 kiiresel - ve GSH (guanidinylated thiol) Fare seviyelerinde ve CD8+ spesifik T hiicre Gullaetal., 2018
ligand yanitinda artis
20-40 nm kiiresel uPIC olyinosinic-polycytidylic - - - i i
nm kurese ) _ (poly polycytidy BMDC IL-18, TNF-a, IFN-B salimm seviyelerinde Tazaki et al. 2018
28-40 nm nanogubuk acid) artis
In vivo Uygulamalar
IgGlve IgG2a titrelerinde, CD4+ ve CD8+ Greqory et al
15 nm kiiresel - Yersinia pestis F1-antigen Fare hiicrelerinin aktivasyonunda ve IFN-y salim 2012 y "
seviyelerinde artig
40 nm kiiresel i PfCSP (Plasm_odlum _faluparum Fare Ig.G, IgM IgA titrelerinde ve CD8+ Kaba et al., 2012
Circumsporozoite protein) hiicrelerinin aktivasyonunda artig
15 nm kiiresel i Tiiberkiilin K_Obay (Guinea Mllfobakyer tirlerine kars1 yiiksek antikor Staroverov  and
Pigs) seviyeleri Dykman, 2013
Asparagus
. - . - . . Barhate et al,
25-40 nm kiiresel racemosus  TT (Clostridium tetani toksoidi) Fare IgG, IgA titrelerinde artis 2014
ekstrakti
12 nm kiiresel CpG/DNA  M2e (Membran matrix protein 2) Fare 1gG1 ve 1gG2a titrelerinde artig Tao et al., 2014
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CD4+, CD8+ spesifik T hiicre yanit1 ve

Rodriguez — Del

1,5-2 nm kiiresel Advax LLOg;.g9 (Listeriolysin O peptit) Fare IL-12, TNF-o ve IFN-y diizeylerinde artis Rio et al.. 2015
30 nm kiiresel,
50 nm yildiz, p Pfs 25 yiizey proteini (Plasmodium Fare Kiiresel ve mnanoyildiz AuNP'ler antikor Kumar et al.,
60 nm kafes, falciparum) titrelerinde yiiksek artis 2015
30-40 nm prizma
100 nm kiiresel ) R2_5758_ antuer_u (Rekombinant Fare T hiicre yanit1 ve antikor titrelerinde yiiksek Chen et al., 2016
Spike glikoprotein) artis
15 nm kiiresel Fre:und S Pseudomc_m_as aeruginosa Flagellin Eare 1gG titrelerinde artis Dakterzada et al.,
adjuvan 1.161 Proteini 2016
7-14-28 nm kiiresel OVA Fare CDS8+ spesifik T hiicrelerinin yanit artisi Kang et al., 2017
12 nm kiiresel CpG M2e (Membran matrix protein 2) Fare IgG titresinde artig Taoetal., 2017
. . . . IL-2, IL-4, IL-5, IL-17, IFN-y seviyelerinde
2 nm kiiresel - Neoglikoprotein ve T-helper peptit  Fare ve IG titresinde artis Vetro et al., 2017
- . CD4+, CD8+ spesifik T hiicre yaniti,
50 nm nanogubuk - rsm2 . prOtem_l (SChIS_tosoma Fare IL-18 ve IFN-y salimm seviyelerinde ve Assis etal., 2018
mansoni rekombinant protein) . . .
antikor titrelerinde artig
CD4+, CD8+ spesifik T hiicre yanit1 artisi Climent et al
2.3 nm kiiresel - HIV1 peptit Fare IL-4, IL-5, IL-6, IL-13,TNF-a, IL-1p salim 2018 a
seviyelerinde artig
. Escherichia coli EHEC spesifik . . . Sanchez Villamil
1 k 1 - - . F IgA vel 1 ksek
5 nm kiirese LomW ve EscC antijenleri are gA ve IgG titrelerinde yiiksek artis etal., 2019
. TGEV (Transmissible Staroverov et al
1 k 1 - e e . F IL-6, IFN-y, IL-1 1 "
5 nm kiirese Gastroenteritis Virus) antijen are 6 ¥ p salmt 2019
2-10 nm kiiresel - OVA protein Fare IgG1 ve IgG2a titrelerinde artis Yang et al., 2019
A A —
15 nm kiiresel - G S (Group Streptococeus) Fare Antikor titrelerinde artis Pitirollo et al.,
antijen 2020
IgG yanit1 inditklenmesi
4 1 . . i i
kuqre:.: ve 100 nm ; SARS-CoV Spike protein Fare IL-1a, TL-1B, TL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, gg‘;:)m”ka' et al.
IL-13, IL-17, TNF-0, IFN-y
Burkholderia pseudomallei
o L IL-2, IL-4, IL-10, IL-17A, TNF-o, IFN- )
15 nm kiiresel CpG spesifik proteinleri Hcpl, FlgL, Fare * v Tapia et al., 2020

OpcP, OpcP1, OmpW

diizeylerinde ve antikor titrelerinde artis
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gerecler
3.1.1. Mikroorganizmalar ve hiicre hatlar

Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden ve farkli kaynaklardan daha once tamamlanan
TUBITAK projeleri kapsaminda izole edilen ve ACTINOCC Aktinomiset Kiiltiir
Koleksiyonuna (The World Federation for Culture Collections, WDCM No: 952) kayith
laboratuvarimizda mevcut karasal ve denizel kokenli yaklasitk 1000 Aktinomiset
(Actinobacteria)izolat: igerisinden Tablo 3.1'de sunulan 30 mezofil aktinomiset izolati

calisma kapsaminda kullanilmak iizere 6rneklem farklilig1 dikkate alinarak segildi.

Adjuvan potansiyelinin degerlendirilmesi asamasindaki in vitro hayvan hiicre kiiltiirii
denemelerinde makrofaja farklilasan U937 (Monosit Benzeri Insan Histiositik Lenfoma
Hiicreleri) ve L929 (Fare Deri Fibroblast Hiicreleri) hiicre hatlart kullanildi. Bu hiicre
hatlar1 bolimiimiiz Kanser Molekiiler Biyolojisi ve Hayvan Hiicre Miihendisligi ve

Biyoproses laboratuvarlarindan temin edildi.
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Tablo 3. 1 Calisgmada AuNP biyosentezi i¢in degerlendirilen aktinomiset izolatlari

Izolat Kodu  Izole Edildigi Kaynak Orneklem Bolgesi
2M2 Toprak Eskisehir

M73-1 Toprak Canakkale/Biga
M65-2 Toprak Canakkale/Bayramig
M137-SY2 Toprak Konya/Sel¢uklu
M125-2 Kanalet suyu Aydin/Imamkéy
M33-12 Toprak Balikesir/Sindirgi
M33-C Toprak Balikesir/Sindirgi
2M6 Toprak Eskisehir

2M10 Toprak Eskisehir

M46-6 Sediment Balikesir/Ayvalik
2SM-24 Deniz siingeri (Aplysina aerophoba) Canakkale/Saros
M137-2 Toprak Konya/Selguklu
M137-KT-13  Toprak Konya/Selguklu
M138-S-2A  Toprak [zmir

6SM-81 Deniz siingeri (Chondrilla nucula) Antalya/Kas
6SM-123 Deniz siingeri (Dysidia awara) Antalya/Kas
5SM-03 Deniz siingeri (Sarcotragus foeditus)  izmir/Teos
6SM-51 Deniz siingeri Antalya/Kas
4SM-06 Deniz siingeri (Sarcotragus foetidus) Balikesir/Ayvalik
4SM-02 Deniz stingeri (Spirastrella cunctatrix)  Balikesir/Ayvalik
M44-1 Toprak [zmir/Bostanl
M43-1 Toprak [zmir/Bostanl
M33-7 Toprak Balikesir/Sindirg:
M7 Toprak ve camur [zmir/Seferihisar
M33-14 Toprak Balikesir/Sindirg:
3SM-03 Deniz siingeri (Ircinia sp.) Canakkale
3SM-04 Deniz siingeri (Ircinia sp.) Canakkale
2SM-05 Deniz siingeri (Chondrosia reniformis)  Canakkale/Saros
M127-2 Kiikirtlii termal su Aydin/imamkéy
M137-5 Toprak Konya/Sel¢uklu
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3.1.2 Besin Ortamlari

Soya Mannitol Agar (SFM)

Aktinomiset izolatlarinin aktivasyonu ve spor siispansiyonu hazirlanmasinda asagida

recetesi verilen SFM agar besin ortami kullanildi (Kieser et al., 2000).

Bilesen Miktar
Soya unu 209
Mannitol (Merck Millipore, 1059820500) 20 ¢
Agar (Fluka, 05039) 20 ¢
Destile su 1L

Bilesenler destile su igerisinde tamamen ¢dziiniinceye kadar karstirildi ve 1 M
NaOH (Merck, 1064981000) ile pH 8,0'c ayarlandi. Hazirlanan besin ortami 1,1 atm
basing altinda, 121°C'de 15 dk otoklav ile steril edildi. Ardindan laminar akisli kabin
igerisinde aseptik kosullarda tek kullanimlik steril petrilere dokiildii (~10-15 ml) ve

katilasan besin ortamlar1 kullanilincaya kadar +4°C'de stoklandi.

MGYP Broth (Malt éziitii - Glukoz - Maya Oziitii - Pepton)

MGYP broth (s1v1 besiyeri) kiiltiirlin gelismesini destekleyen oldukga zengin igerikli
bir besiyeridir (Birla et al., 2013). AuNP biyosentezinde kullanilacak Aktinomiset
izolatlarmin siv1 kiiltir fermentasyonunda asagida regetesi verilen MGYP broth besin

ortami kullanildi.

Bilesen Miktar
Malt 6ziitii  (Bacto, 218610) 30
Maya oziitii  (Merck Millipore, 1037530500) 30
Glukoz (Merck Millipore, 1083421000) 10g
Pepton (Merck Millipore, 1072140500) 50

Destile su 1L
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Bilesenler destile su igerisinde tamamen c¢oziiniinceye kadar karistirildi ve 1 M
NaOH tamponu ile pH 8,0'e ayarlandi. Hazirlanan besin ortami 1,1 atm basing altinda,
121°C'de 15 dk otoklav ile steril edildi ve kullanilincaya kadar +4°C'de stokland.

Gliserol - Maya Oziitii Agar (GYA)

Aktinomiset izolatlarinin saflik kontroliinde asagida regetesi verilen GYA besin

ortami1 kullanildi (Atlas, 2004; Oskay et al., 2004).

Bilesen Miktar
Gliserol (Merck Millipore, 1370031000) 50 ml
Maya 6ziitii (Merck Millipore, 1037530500) 59
K;HPO, (Merck Millipore, 1051041000) 0,19
Pepton (Merck Millipore, 1072140500) 259
Agar (Fluka, 05039) 20 ¢
Destile su 950 ml

Bilesenler destile su igerisinde tamamen c¢oziiniinceye kadar karigtirildi ve 1 M
NaOH tamponu ile pH 8,0'c ayarlandi. Hazirlanan besin ortami 1,1 atm basing altinda,
121°C'de 15 dk otoklav ile steril edildi. Ardindan laminar akish kabin igerisinde aseptik
kosullarda tek kullanimlik steril petrilere dokiildii (~10-15 ml) ve katilasan besin ortamlari

kullanilincaya kadar +4°C'de stoklandi.

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640)

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda RPMI 1640 (Gibco, 52400) besin ortami, U937 insan

monosit hiicrelerinin ¢ogalmalari ve biiyiimeleri amaciyla kullanildi.

EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium)

Sentezlenen AUNP sitotoksisite testi ¢alismalarinda 1.929 hiicrelerinin ¢ogalmalar ve
biiyiimeleri amaciyla %10 FBS (Fetal Sigir Serum), %1 L-glutamin ve %0,1 penisilin-
streptomisin iceren EMEM (Sigma, M4655) besin ortam1 kullanildi.
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3.1.3 Cozelti, tampon ve kimyasallar

DNA izolasyonu

Lizis tamponu: Genomik DNA izolasyonu i¢in hazirlanan bu tamponun bilesenleri
asagida verilmistir. Tris-HCI ve EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) pH 8'de ultra saf su
icerisinde homojen ¢6ziinmesinin ardindan NaCl ve SDS (sodyum dodesil siilfat)

eklenerek tiim bilesenlerin homojenizasyonu saglandi (Liu et al., 2000).

Bilesen Miktar
Tris — HCI (Bioshop, TRS002500) 400 mM
EDTA (Bioshop, EDT001500) 60 mM
NaCl (Merck Millipore, 1064040500) 150 mM
SDS (Applichem, A42590250) %1
Ultra saf su 100 ml

Potasyum asetat tamponu: Asagida bilesenleri verilen bu tampon genomik DNA
izolasyonu i¢in kullanildi. Potasyum asetat iizerine glisiyal asetik asit eklenmesinin
ardindan destile su ile son hacim tamamlandi ve bilesenlerin homojenizasyonu saglandi

(Liu et al., 2000).

Bilesen Miktar
Potasyum asetat (5 M)  (Sigma Aldrich, P1190500) 60 ml

Glisiyal asetik asit (Merck Millipore, 1000632511) 11,5 ml
Destile su 28,5 ml

Tris-Borat-EDTA tamponu (TBE) (5x/L): Genomik DNA izolasyonu islemlerinde,
agaroz jel hazirlanmas1 ve agaroz jel elektroforezinin yiiriitiilmesinde Tris-Borat-EDTA
tamponu kullanildi. pH 8 olarak ayarlanan 0,5 M EDTA c¢dzeltisine tris ve borik asit
asagida miktarlar belirtilen sekilde eklendi ve bilesenlerin homojenizasyonu saglanarak
hazirlandi. 5X konsantrasyonda hazirlanan TBE tamponu 1X konsantrasyonuna destile su

ile seyreltilerek kullanildi (Liu et al., 2000).
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Bilesen Miktar
Tris (Merck Millipore, 1083820500) 54 ¢
Borik asit (Merck Millipore, 100165500) 27,59
EDTA (Bioshop, EDT001500) 20 ml

» [zopropil alkol/2-Propanol (Merck Millipore, 1096342511)
= Etanol (VWR BDH Chemicals)

= Lizozim (PanReac AppliChem, A4972)

= Tris-Etilendiamin Tetraasetik Asit/TE Tamponu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve jel elektroforezi

= 10X reaksiyon tamponu (ABM, VG0910)

=  MgCl,(ABM, VG0510)

= dNTP karisimi (10 pM) (Applied Biosystems, N8080260)

= 27 F primeri (10 pmol) (5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3)

» 1492 R primeri (10 pmol) (5-TAC GGY TAC CTT GTT ACG AG-3)
= Tagq DNA polimeraz (ABM, 40917)

= Agaroz (Sigma, A5093)

= Marker DNA ladder 1 kb Plus Opti DNA (ABM, G248)

AUNP sentezi ve konjugasyon

Altin tuzu (HAUCIy) ¢ozeltisi: Molekiiler agirligi 339,79 g olan Altin tuzu/Gold III
chloride hydrate/HAUCI, (Sigma-Aldrich, 254169) calismada kullanilmak iizere 10 M
(100 mM), 102 M (10 mM), 10° M (1ImM), 10" M (0,1 mM) ve 10° M (0,01 mM)
konsantrasyonlarin da hazirlandi. Tartilan altin tuzu destile su igerisinde tamamen
¢ozliniinceye kadar karigtirildi ve 0,1 M NaOH tamponu ile deney tasariminda ongdriilen

pH ayarlamasi yapildi.

Fosfat tamponu (PBS) ¢ozeltisi: AUNP-BSA (bovine serum alblimin, sigir serum
albumin) konjugati hazirlanmasinda PBS tamponu kullanildi. BSA ana stok ¢ozeltisinin
hazirlanmasinda kullanilmak tizere 1 M PBS tamponu asagida miktarlar1 belirtilen sekilde

eklendi ve bilesenlerin homojenizasyonu saglanarak hazirlandi.
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Bilesen Miktar
NaCl (Merck Millipore, 1064040500) 8¢
KCI (Merck Millipore, 1049360250) 0,2 ¢
Na;HPO,4.2H,0 (Merck Millipore, 1065851000) 1,44 ¢
KH2PO, (Merck Millipore, 1048730250) 0,24 g
Destile su 1L

BSA ana stok ¢ozeltisi: AUNP-BSA konjugat: olusturma asamasinda kullanilmak
tizere 10 mg/ml konsantrasyonunda ana stok BSA (Affymetrix, 10857) ¢ozeltisi (0,01 M

PBS tamponu igerisinde) hazirlandi.

Kolloidal altin (40 nm) (BBI Solutions, EM.GC40): Denemelerde kontrol 6rnegi olarak
kullanildi.

FITC (Fluorescein isothiocyanate) isaretli BSA (Sigma, A 9771): AuNP hiicresel alim

calismalarinda kullanildi.

Protein kit (Bradford analizi) (Merck Millipore, 1103060500): Tiim c¢aligma boyunca

toplam protein tayininde kullanildi.

In vitro hiicre kiiltiirii calismalari

» Fetal Sigir Serumu (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-11A)

= L-glutamin (Biochrom, K0283)

= Penisilin/Streptomisin (Biosera, XC-A4122)

= Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma, P1585)

» Tripan mavisi soliisyonu (Sigma, T-6146)

= DMSO (Dimetil siilfoksit) (Sigma, D2650)

=  MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (Sigma, M5655)
= Lipopolisakkarit (Sigma, L2630)

»  Alum (aliminyum tuzu, ATAFEN firmasindan temin edildi)

» |L-6 (interlokin 6) Human ELISA Kit (Invitrogen, 88-7066-22)

»  TNF-a (timor nekroz faktor alfa) Human ELISA Kit (Invitrogen, 88-7346-22)

= DAPI (6-diamidino-2-phenylindole) Fluoromount — G (SouthernBiotech, 0100-20)
= Metanol (Merck, 1133512500)

=  Tween 20 (Bio SB, 0046)
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3.1.4 Cihazlar
Cihaz Marka/Model
Otoklav Hirayama, HG-80

Laminar Akisli Kabin Class Il
Laminar Akisli Kabin Class Il
Calkalamal1 inkiibator
Mikroplate karistirict
Inkiibator

Inkiibator

CO;'li inkiibator

Sogutmali santrifiij

Sogutmali santrifiij

Mikro santrifiij
Hemositometre

Inverted mikroskop

PCR

Nanodrop

Agaroz jel elektroforez sistemi
Mikro plate okuyucu

UV Spektrofotometre

UV Spektrofotometre

Hassas terazi

pH metre

Vorteks

Otomatik Mikropipetler

Su banyosu

Manyetik karistirict

Mikro dalga firin

Buzdolabi

Derin Dondurucu

Derin Dondurucu (-86°C)

Zeta - Sizer

NUAIRE NU-425-400 E Biological Safety Cabinet
Heraeus, Hera Safe Klas Il
ZHICHENG Incubator Shaker
Heidolph/Titramax 100

Niive ES-500

Memmert Incubator IN450
Heraeus, Hera Cell

Eppendorf Centrifuge 5415 R
Eppendorf Centrifuge 5810 R
Hettich, Mikro 20

Neubauer

Olympus CK 40

TECHNE TC-3000X

Thermo Nanodrop 1000
VWR, 730-1692

Biotek, ABD

Optizen, 5U4709-129046-00
Agilent Technologies ZEN3600
Shimadzu, ATX224

HANNA Instruments HI-2211
VWR International, Almanya
Brand Transferpette

GFL

IKA

Argelik MD 574s

Vestel, Tiirkiye

Vestel, FT-280

Thermo Scientific

Malvern Nano ZS
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3.2 Yontemler
3.2.1 Aktinomiset izolatlarimin aktivasyonu, saflik kontrolii ve stoklanmasi

Segilen Aktinomiset izolatlarin aktivasyonu ve stok spor siispansiyonu
hazirlanmasinda SFM agar kullanildi (Kieser et al., 2000). Bakteri stoklarmdan (-20°C)
aliman 10-20 pl hacim SFM agar besiyeri tizerine yayma plaka yontemi (Shepherd et al.,
2010) ile ekildi ve petriler 28°C'de 5-7 giin inkiibe edildi. Aktiflestirilen izolatlar saflik
kontrolii amaciyla GYA agar besiyeri iizerine ¢izgi ekim yontemi ile tekrar ekildi ve
37°C'de 24 saat inkiibasyon birakildi. Petrilerdeki tek koloni goriiniimleri ve mikroskobik

inceleme ile safliklar1 degerlendirildi.

Calisma stoklarmin olusturulmasi amaciyla saflik kontrolii tamamlandiktan sonra
izolatlar tekrar SFM agar besiyerine inokiile edildi ve 28°C'de 5-7 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun sonlandirilmasinin ardindan gelisen sporlar steril %20'lik gliserol
ile 1slatilmis pamukla aseptik kosullar altinda Class II kabin igerisinde toplandi, pamuk
enjektor igerisine yerlestirilerek gliserol icerisine alinan sporlar steril bir kriyo tiip icerisine

sikildi ve ileri ¢aligmalarda kullanilmak tizere -20°C'de stoklandi.
3.2.2 Altin nanopartikiil (AuNP) biyosentezi tarama calismalari

Tez kapsaminda ilk asamada 30 aktinomiset izolati ile AUNP biyosentez tarama
caligmas1 gergeklestirildi. Bunun i¢in SFM agar besin ortaminda aktiflestirilen her bir
kiiltirden ~6 mm ¢apinda 4 parga alinarak 100 ml MGYP siv1 besiyeri igeren erlenlere
(250 ml) aseptik kosullarda inokiile edildi (Sekil 3.1). Kiiltiir 28°C'de 150 rpm calkalama
hizinda 96 saat inkiibe edildi. Ardindan misellerin kiiltiir sivisindan uzaklastirilmasi
amactyla 10000 rpm'de 10 dk santrifiij islemi gergeklestirildi. Ust sivilar toplandi ve 0,22
um por capina sahip steril seliiloz asetat siringa filtre ile filtrasyon iglemi gergeklestirildi.
Boylece AuNP biyosentezinde kullanilmak tizere hiicresiz fermentasyon sivisi (HFS) elde
edildi (Zonooz et al., 2012; Skladanowski et al., 2016).
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Sekil 3. 1 Aktinomiset izolatindan biyokiitle tiretimi

HFS kullanilarak AuNP sentezinde farkli kaynaklardaki yontemler modifiye edildi.
Bunun i¢in HFS ile 10° M HAUCI, (altin tuzu) ¢ozeltisi (pH 8) esit hacimde (1:1 v/v) cam
tiplerde karistirilarak (Manivasagan et al., 2015; Bennur et al., 2016) 80°C su banyosunda
¢ozeltinin renk degisimi gozlenene kadar inkiibasyona (~40 dk) birakildi (Sowani et al.,
2016). Inkiibasyonun sonunda biyosentez c¢ozeltileri 400-800 nm araliginda
spektrofotometrede tarandi ve 500-550 nm arasinda SPR (surface plasmon resonance)

spektrumu veren ornekler tespit edildi. Aday izolatin se¢iminde;

i) Belirlenen SPR bandi

i) Gozlenen renk degisimi (kirmizi, turuncu, menekse/mor)
iii) Izolatin iireme hiz1 ve misel miktar1

iv) Melanin tiretimi

durumu dikkate alind1

Bu kriterleri saglayan izolatlar icerisinden nihai iireticinin belirlenmesi amaciyla
nanopartikiillerin bazi1 karakterizasyon [UV-Vis spektrofotometresi ile tarama ve
absorbans, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintii alma ve dinamik 1s1k sa¢ilimi
(DLS) ile partikiil boyut ve dagilimi] calismalari yapildi (Bkz. 3.2.6). Bu asamada
gerceklestirilen 80°C su banyosu ile yapilan inkiibasyon AuNP sentezine aday izolatlarin

hizli bir sekilde taranmasi amaciyla tercih edildi. HFS'dan gelen enzim ve proteinler
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denatiire olana kadar sentez gergeklesti ve tiiplerde renk degisimi gézlendi. Mikrobiyal
AUNP sentezinde enzimlerin is gordiigii dikkate alindiginda, izolatlar 28°C'de kiiltive
edildiginden devam eden biyosentez ¢alismalarinda inkiibasyon 28°C'de ger¢eklestirildi

(Manivasagan et al., 2015).
3.2.3 Aday izolatlarin AuNP biyosentezi ve karakterizasyonu

Tarama calismasi sonrasi secilen izolatlar ile sentezlenen AuNP'lerin daha ayrintili
karakterizasyonlar1 yapildi. Bunun ic¢in ilk asamayr gecen aday izolatlar ile tekrar
3.2.2'deki gibi fermentasyonlar gergeklestirildi, HFS elde edildi ve AuNP biyosentezi
gerceklestirildi. Bunun igin esit hacimlerde HAuCl, ¢ozeltisi (10'3 M derisiminde) ile
HFS'lar1 karistirild1 ve karanlikta 28°C 150 rpm'de 96 saat inkiibe edildi (Manivasagan et
al., 2015). Inkiibasyonun sonlandirilmasinin ardindan sentezlenen AuNP'lerin (mikrobiyal
AUuNP=mAUNP) UV-Vis spektrofotometresi ile SPR taramasi, ortalama boyut dagilimlari
DLS analizi ile incelendi (Bkz. 3.2.6) ve mikrobiyal AuNP biyosentezinde kullanilacak

izolatin se¢imi gerceklestirildi.
3.2.4 Aktinomiset izolatimin dizi analizi ve filogenetik tanilanmasi

3.2.4.1 Genomik DNA izolasyonu

Mikrobiyal AuNP biyosentezinde kullanilan Aktinomiset izolatinin dizi analizi ve
filogenetik tanilamasi i¢in ilk asamada genomik DNA izolasyonu yapildi. Genomik DNA
izolasyonu; Liu et al, (2000) tarafindan Onerilen yontemin modifiye edilmesiyle

gergeklestirildi.

—  Aktinomiset hiicreleri MGYP besiyerinde 28°C 150 rpm'de 36-48 saat inkiibe edildi.

—  Fermentasyon sivisindan 1,5 ml hacim steril Eppendorf tiiplere alindi, 7000 g'de 5 dk

santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii ve ardindan iist s1v1 uzaklastirildi.
—  Pelletlerin tizerine 0.01 mg lizozim eklendi ve 37°C'de 30 dk inkiibasyona birakildi.

—  Ardindan pelletler tizerine 500 pl lizis tamponu [400 mM Tris-HCI, 60 mM EDTA
(pH 8.0), 150 mM NacCl, %1 SDS] ilave edildi, homojen karisim saglandi ve 65°C'de
10 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 150 pl potasyum asetat tamponu
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(pH 4,8) eklendi ve karistirildi (Eppendorflar 10 kez alt st edildi ve diisiik hizda
vorteks yapildi).

- Ornekler 12000 g'de 4°C'de 5 dk santrifiij edildi ve iist faz steril yeni bir Eppendorf
tiibe aktarildi.

—  Aktarilan iist faz lizerine esit hacimde izopropil alkol ilave edildi ve drnekler 12000
g'de 4°C'de 5 dk santrifiij edildi. Bu basamakta DNA c¢oktiiriildii ve tist faz nazikge
uzaklastirildi.

- Ornekler iizerine (¢oken DNA) 300 ul %70'lik soguk etanol eklendi, 10000 g'de
4°C'de 1 dk santrifiij ardindan st faz tekrar nazikge uzaklastirildi ve oda

sicakliginda pellet kurumaya birakildi (yaklagik 10 dk).

—  lzole edilen DNA 50 pl TE tamponu igerisinde siispanse edildi ve daha sonraki

islemlerde kullanilmak {izere -20°C'de saklandi.

3.2.4.2 Genomik DNA 'nin miktar, safhik ve biitiinliilk degerlendirmesi

Izole edilen genomik DNA'nm biitiinliigii %]1'lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek kontrol edildi. Yan1 sira niikleik asitlerin A260/A280 nm dalga boyu oranlar
nanodrop cthazi (Thermo/Nanodrop 1000) ile ol¢ciilerek saflik kontrolii ve konsantrasyon

tayini yapildi.

Elektroforez esnasinda ve jel hazirlanmasinda TE tamponu kullanildi. 1 g agaroz 100
ml 1X TE tamponu igerisinde mikrodalga firin yardimiyla ¢ozdiiriilerek homojen karigimi
saglandi. Ardindan sogumaya birakilan (yaklagik 45-50 °C'ye) jel igerisine son
konsantrasyonu 1ul/100ml olacak sekilde etidyum bromid eklendi ve jel taraginin
yerlestirildigi elektroforez kasetine dokiildii. Jelin donmasi (yaklasik 30 dk) sonrasi tarak
cikarildi. Agaroz jel lizerindeki ilk kuyuya marker olarak 1 kb Plus Opti-DNA standardx,
diger kuyulara 10 pl izole edilen DNA ile 4 pl yiikleme tamponu karistirilarak yiiklendi.
Ornekler 100 voltta 40-60 dk siireyle vyiiriitiildii ve ardindan UV altinda bantlar

goriintlilendi.
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3.2.4.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Aktinomiset izolatinin filogenetik analizi i¢in korunmus 16S ribozomal DNA dizisini
kodlayan gen bdlgesi hedeflendi. 16S rDNA bolgesi dizi analizi i¢in 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) ve 1492 R primeri (5'-
TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3") universal primer ¢ifti kullanilarak PCR
amplifikasyonu gergeklestirildi. PCR karisimi asagida verilen bilesenlerin  toplam
reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde sirasiyla PCR tiipiine eklenmesi ile hazirlandi. PCR
amplifikasyon kosullari; ilk denatiirasyon 94°C'de 30 sn (1 dongii), ardindan 30 dongi
seklinde her dongiide 1. 94°C'de 30 sn, Il. 49°C'de 30 sn, Ill. 72°C'de 90 sn ve son
polimerizasyon 72°C'de 45 sn (1 dongii) olarak gergeklestirildi.

Bilesen Miktar
Ultra saf su 31,95 ul
10X reaksiyon tamponu 5,0 ul
MgCl, 4,8 ul

dNTP karisimi (10 pM) 1,0 pl
27 F primeri (10 pmol) 1,0 ul
1492 R primeri (10 pmol) 1,0 ul
Taq DNA polimeraz 0,25 ul
Kalip DNA (50 ng) 5,0 ul

3.2.4.4 Dizi analizi ve filogenetik agac

PCR sonras1 amplifikasyon {irlinlerinin dizi analizi RefGen'den (Gen Arastirmalari
ve Biyoteknoloji Merkezi) hizmet alimi ile yapildi. PCR iiriinleri Centricon® purifikasyon
kiti kullanilarak saflagtirildi ve ABI 3130 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) ile
dizi analizi gergeklestirildi. Elde edilen diziler NCBI GenBank (National Center for
Biotechnology Information) veri tabaninda Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
program1 kullanilarak analiz edildi ve kayit altina alinarak GenBank erisim numarasi
alindi. Coklu dizi analizi Bio Edit sequence alignment editor v7.0.5 (Isis Pharmaceutical
Inc.) programi ile gerceklestirildi ve filogenetik agag, filogenetik analiz programi1 MEGA
v4.0 ile ¢izildi. Agag¢ olusturulurken Neighbour-joining yontemi ve 3000 bootstrap degeri
kullanildi.
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3.2.5 Streptomyces sp. M137-2 ile AUNP biyosentez optimizasyonu

Yapilan ¢aligmalarda mikrobiyal AuNP biyosentezinde pH, sicaklik, metal iyon (tuz)
derisimi, inkiibasyon siiresi, mikroorganizma tiiri ve biyokiitle/HFS miktar1 gibi
faktorlerin sentezlenen partikiil boyutu iizerinde oldukca etkili oldugu bildirilmektedir
(Korbekandi et al., 2009; Narayanan ve Sakthivel, 2010; Sadhasivam et al., 2012). Bu
asamada istatistiksel deney tasarimi yaklasimi ile yanit yiizeyi metodolojisi (Response
Surface Methodology-RSM) kullanilarak pH, HAUCl; (tuz derisimi) ve inkiibasyon
stiresinin  optimizasyonu yapildi. Ancak Oncesinde faktorlerin alt-iist limitlerinin

belirlenebilmesi amaciyla OVAT (One Variable at A Time) ¢alismalar1 gergeklestirildi.

3.2.5.1 OVAT (one variable at a time) denemeleri

Her seferinde bir parametrenin degistirilmesi ve digerlerinin sabit tutulmasi
seklindeki geleneksel optimizasyon yaklagimi (OVAT) ile pH ve inkiibasyon siiresi i¢in
denemeler gergeklestirildi. Diger faktor olan HAUCI,; derisimi igin literatiirde yaygin
kullanilan 10 ve 10° M degerleri dikkate alind1 (Zonooz et al., 2012; Gopal et al., 2013;
Manivasagan et al., 2015) ve 10 M'da sabit tutuldu. HFS miktar1 ise yontem geregi 1:1
v/v olarak kullanildi, inkiibasyon sicakligi 28°C ve c¢alkalama hizi 150 rpm'de sabit
tutuldu.

pH: AuNP biyosentezini gergeklestiren enzimlerin koken aldigi mikroorganizmaya
gore farkli pH'larda etkinliginin degisecegi goz Oniinde bulundurularak genis bir aralik
tarand1. Calismada HAUCI, derisimi (10 M) ve inkiibasyon siiresi (96 saat) sabit tutuldu
ve kullanilan aktinomiset izolatlarinin alkalifilik dogas1 dikkate alinarak pH degerleri 6, 7,
8, 9, 10, 11 ve 12'ye ayarland1 ve 28°C'de 150 rpm calkalama hizinda 96 saat karanlik

ortamda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi: Literatiir verilerinde aktinomisetler ile yapilan calismalarda
inkiibasyon siirelerinin 12-120 saat arasinda degistigi gozlendi (Sadhasivam et. al., 2012;
Zonooz et. al., 2012; Ahmad et. al., 2013; Kumar et. al., 2016). AuNP biyosentezinde
yapilan 6n deneme galismalarinda izolata ait HFS ile HAUCI, ¢ozeltisi esit hacimlerde (1:1

v/v) karistirildi. Bu denemede pH (8) ve HAuCl, 10° M derisiminde sabit tutularak 120
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saat karanlik ortamda inkiibasyona birakildir ve 12. saatten itibaren ornekler gézlemlendi.

Inkiibasyon sonunda drneklerin spektrofotometrik dlgiimleri ve SEM analizleri yapilds.

Elde edilen veriler dahilinde faktorlerin alt-iist seviyeleri belirlendi ve istatistiksel

optimizasyon ¢alismasina gegildi.

3.2.5.2 AuNP biyosentezinin istatistiksel optimizasyonu

Mikrobiyal AuNP (mAUNP) biyosentezinde etkili olan faktdrlerden her birinin
nanopartikiil boyutu tizerine bireysel etkileri ve faktorlerin birbirleriyle etkilesimlerinin
belirlenmesi i¢in istatistiksel deney tasarimi yanit yilizeyi metodolojisi (Response Surface
Methodology - RSM) Design Expert Software 7.0.0 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA)
programi kullanilarak yapildi.

Aktinomisetler notrden alkali ortama kayan pH degerlerinde iyi gelisim goOsteren
(istisna suglar1 hari¢) organizmalardir. Bu bilgi 1518inda ve OVAT deneme sonuglari
dikkate almmarak pH etkisinin 6-10 degerleri arasinda incelenmesine karar verildi
(Sadhasivam et al., 2012; El-Batal and Tamie, 2015). Literatiirde kullanilan 10 ve 10° M
HAUCI, (Zonooz et al., 2012; Gopal et al., 2013; Manivasagan et al., 2015) derisimi biraz
daha genisletilerek 10" M ve 10° M araliginda incelendi. OVAT denemelerinde
inkiibasyon siiresi sonuglar1 degerlendirildiginde siirenin  48-96 saat araliginda

incelenmesine karar verildi.

AuNP biyosentezinde etkili oldugu daha once belirlenen 3 bagimsiz degiskenin (pH,
slire ve tuz derigimi) bireysel ve/veya ikili etkileri ile bagimsiz degiskenler arasindaki
etkilesimlerin siire¢/proses (nanopartikiil boyutu) tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
ve optimum diizeylerinin belirlenmesi i¢cin merkezde 6 tekrari igeren 2%-Tam faktoriyel
Merkezi Kompozit Tasarimi (Central Composite Design-CCD) secilerek deney tasarimi
yapildi. Tasarim matrisinde 8 faktoriyel, 6 aksiyal ve merkezde 6 tekrar noktasi olmak

tizere toplamda 20 deney tasarimini iceren model elde edildi (Tablo 3.2).
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Tablo 3. 2 CCD (Merkezi Bilesen Tasarimi) modeline gore dnerilen deney tasarimi

Deney A:pH B:HAUCI,; Derisimi C: Inkiibasyon siiresi
no (pH) (mM) (saat)
1 8.00 50.01 72.00
2 8.00 50.01 72.00
3 9.19 20.28 57.73
4 8.00 100.00 72.00
5 9.19 20.28 86.27
6 8.00 50.01 48.00
7 8.00 50.01 72.00
8 8.00 50.01 72.00
9 6.00 50.01 72.00
10 6.81 20.28 86.27
11 6.81 20.28 57.73
12 6.81 79.73 86.27
13 9.19 79.73 86.27
14 8.00 50.01 72.00
15 6.81 79.73 57.73
16 8.00 50.01 96.00
17 8.00 50.01 72.00
18 10.00 50.01 72.00
19 9.19 79.73 57.73
20 8.00 0.01 72.00

Boliim 3.2.2'de anlatilan sekilde gerceklestirilen fermentasyon ¢alismalarindan sonra
HFS miktar1 (1:1 v/v), galkalama hizi (150 rpm) ve sicaklik (28°C) sabit tutularak
programin verdigi kosullarda gergeklestirilen AuNP sentezinin ardindan yamit olarak
partikiil boyutu kullanildi. Onerilen modelin istatistiksel agidan hesaplanan degerlere
uygunlugu regresyon katsayisi (Rz) analizi, modelin deney sonuglarina uygunlugu Fischer
testi (F-testi), sonuglarin gilivenilirligi ve her bir parametrenin etkinligi varyans analizi

(ANOVA) ile test edildi.
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3.2.5.3 Dogrulama denevleri

CCD modelinin uygulanabilirligini ve deneylerin tekrarlanabilirligini test etmek
amaciyla dogrulama deneyleri gercgeklestirildi. Program tarafindan onerilen 30 farkl
dogrulama deneyinden (Tablo 3.3) 3 deneme deseni azaltma yapilarak se¢ildi ve AuNP
biyosentezi gerceklestirildi. Dogrulama deneyleri se¢iminde asagidaki kriterler dikkate

alindi.

i) En az altin tuzu kullanilan ilk 10 deney deseni (1, 19, 12, 25, 20, 4, 13, 30, 10 ve 3)
i) <50 nm boyutunda nanopartikiil veren 6 desen (20, 3, 13, 25, 4 ve 30)

1ii) En kisa inkiibasyon siiresine sahip 4 desen (3, 13, 20 ve 30)

iv) Iki farkli pH sart1 gerektiren 3 desen (3, 13, ve 30)

Sentezlenen AuNP'lerin boyut ve dagilimi SEM ve DLS analizi ile incelendi.
Deneysel veriler ve regresyon esitliginden elde edilen veriler kiyaslanarak, sentezlenen
nanopartikiillerin boyutlarmin programin verdigi %95 giiven aralig1 (Confidence Interval-
CI) ve tahmin araliginin minimum ve maksimum degerleri arasinda olup olmadig1 kontrol

edildi.
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Giiven arahg

Inkiibasyon kosullar AuUNP (nm) degerleri

HAucl, Imkiibasyon 9%95Cl %95 Cl

pH (MM) siiresi Beklenen Diisiik Yiiksek
(saat)

6,85 21,84 67,41 86,07 65,77 117,46
7,07 76,40 77,08 73,27 58,57 94,30
7,39 39,43 58,49 46,72 39,92 55,43
8,69 36,60 80,22 49,47 42,06 59,03
9,14 68,58 80,67 72,82 58,21 93,72
8,53 59,32 61,91 46,05 39,39 54,57
7,29 67,10 65,26 53,58 45,21 64,52
7,21 73,67 73,55 62,99 51,84 78,17
6,89 67,54 80,16 69,46 56,01 88,41
8,88 38,46 82,73 53,44 44,95 64,61
7,29 55,58 69,43 47,98 40,84 57,18
7,25 23,63 80,25 62,00 50,76 77,44
7,39 37,37 67,62 47,49 40,54 56,42
8,85 77,70 60,73 72,32 57,83 93,05
8,32 60,75 78,08 44,13 37,85 52,13
7,73 62,40 65,84 44,43 38,08 52,51
8,55 75,41 59,24 58,78 48,65 72,46
6,94 70,23 81,00 70,00 56,53 88,96
7,49 23,46 75,97 56,11 46,48 69,09
7,84 33,26 70,12 44,64 38,22 52,84
7,64 53,11 78,28 42,48 36,49 50,08
8,07 61,97 66,03 43,36 37,21 51,19
9,17 55,94 80,49 63,89 51,74 80,89
7,24 47,28 81,10 48,17 40,94 57,50
7,54 30,17 83,18 49,05 41,65 58,62
7,94 76,93 80,70 55,02 45,57 67,76
9,16 78,29 76,40 94,39 71,18 131,13
7,83 75,90 75,77 54,19 45,09 66,36
7,44 55,19 65,55 45,11 36,62 53,41
8,73 37,57 72,27 49,91 42,38 59,65
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3.2.6 AuNP karakterizasyon ¢alismalari

Altin nanopartikiillerin birgok teknik kullanilarak karakterizasyonu yapilmaktadir.
Fakat karakterizasyonda tek bir teknik kullanmak yeterli olmadigindan birden fazla
teknigin bir arada kullanilmasi Onerilmektedir. Calisma kapsaminda uygulanan

karakterizasyon teknikleri bu baslik altinda sunulmaktadir.

3.2.6.1 UV-Vis spektroskopisi

UV-Vis Spektroskopisi AuNP karakterizasyon c¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Nano boyutlu metal partikillerin (Au, Ag, Cu), 360-700 nm
arasindaki dalga boylarinda o6zel 151k absorpsiyon 6zelligi bulunmaktadir Mie teorisi,
elektromanyetik dalgalarin (151k) kiiresel partikiillerin ylizeylerinden geri sagilmasi
seklinde tanimlanmaktadir. Bu teoriye gore eger bir elektromanyetik frekansin dalga boyu,
karsilastigr kiiresel nanopartikiiliin ¢apindan daha kiiciikse, nanopartikiil yiizeyinde
bulunan serbest elektronlarin titresimi artar, rezonans salinimini indiikler ve bu fenomen
“Yiizey Plazmon Rezonansi (SPR)” olarak adlandirilir (Mie, 1976; Boisselier and Astruc,
2009; Zheng et al., 2012). Plazmon band1 frekansinin kiiresel ve kiiresel olmayan (¢ubuk,
prizma, tiggen, tetrapod, kiip) morfolojilerdeki altin nanopartikiillerin farkli olan SPR etkisi
Sekil 3.2'de goriilmektedir. AuNP'lerin biiyiikliigiiniin degismesiyle de farkli renklerde 151k
sacilmasi sonucu gesitli renkler gézlenmektedir (Huang et al., 2006; Boisselier and Astruc,
2009; Chanana and Liz-Marzan, 2012). Kiiresel AuNP'ler spektrofotometre 6lgiimlerinde
karakteristik olarak 500-550 nm araliginda SPR band1 vermekte ve ¢ozeltilerin renkleri ise
partikiil boyutuna gore kirmizi, mor, kahverengi veya turuncu olabilmektedir (Yeh et al.,

2012; Elahi et al., 2018).
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Sekil 3. 2 Farkli sekillerdeki AuNP'lerin ana SPR bantlar1 (Chanana and Liz-Marzan, 2012)

Bu calismada mikrobiyal yontem ile sentezlenen AuNP'lerin ve AUNP-BSA
konjugatlarimin  karakterizasyonu ve stabilite calismalarinda UV-Vis spektroskopisi
kullanildi. Ayrica AuNP biyosentezi boyunca sentez ortaminin renk degisimi (saridan,

pembe-kirmizi-mor tonlara doniisiimii) gézlemlendi ve fotograflandi.

Sentezlenen AUNP’lerin optik analizinde HFS kars1 olgim alinirken, AuNP-BSA

konjugatlarinin incelenmesinde ise analiz oncesi yikama islemi uygulandi.

Yikama protokolii; bu asamada iki kat fazla hacimde UPS (ultra saf su) igeren
Eppendorflara (1:2 v/v hacimde, 1000 ml UPS igerisine 500 pl 6rnek) AuNP-BSA
konjugatlar1 aktarildi, 13000 g'de 4°C'de 30 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ust siv1
nazikce uzaklastirildi, dibe ¢oken AuNP-BSA konjugatlar1 temiz baska Eppendorf tiip

icerisinde toplanarak iizerine son hacim 1 ml olacak sekilde UPS eklendi.

Ornekler tek kullanimlik kiivetlere (1 ml) alindi. Spektrofotometrede 400-800 nm
dalga boyu arasinda tarama yapilarak SPR band: belirlendi ve absorbans &l¢iildii.
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3.2.6.2 Taramal elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscopy - SEM)

Taramali elektron mikroskopisi, kati Orneklerin mikro ve nano yapilarinin
karakterizasyonu amaci ile kullanilan yontemlerden biridir. Elektron mikroskoplari, 151k
mikroskoplarinin goriintir 151k kullanmasina benzer sekilde goriintiileme igin elektronlari
kullanir. Yiiksek voltaj ile hizlandirilan elektron demeti tarafindan Ornek yiizeyinin
taranmasi, clektronlar ile ornek atomlari arasindaki etkilesimlerin dedektor sistemler
tarafindan algilanarak ekrana aktarilmasi prensibine dayali ¢alismaktadir (Suzuki, 2002;
Johal, 2011). Sentezlenen AuNP'lerin ve hazirlanan AuNP-BSA konjugatlarinin
agregasyon, sekil, ortalama boyut araligt ve dagilimi (monodispers veya polidispers)
hakkinda bilgi edinmek ve yani sira protein koronasini gorsellestirmek amaciyla SEM

analizi gerceklestirildi.

Sentezlenen AuNP'lerin biyosentez ortamindan ayrilmast ve AuNP-BSA
konjugatlariinin saflastirilmasi amaciyla yikama protokolii (Bkz. 3.2.6.1) uygulandi.
Kolloidal ¢ozeltilerden 5 pl aliiminyum folyo iizerine aktarildi, 55°C'de Orneklerin

kurumasi saglandi ve analiz gerceklestirildi.

AuNP-BSA konjugatlarinin karakterizasyonu ve mikrobiyal yontem ile sentezlenen
AuNP'lerin  (mAuUNP) yiizeyindeki protein koronasini gormek amaciyla (350.000x
biiyiitmede) ornekler incelendi. Ayni biiylitmede kimyasal yontem ile sentezlenen ticari
AuNP'ler (tAuNP) ve onlarin BSA ile konjuge (tAuNP-BSA) edilen o6rnekleri de
incelenerek kargilastirildi.  Ornekler yukarida bahsedilen aym yikama protokolii
uygulanarak analiz icin hazirlandi. Analiz, hizmet alimi kapsaminda izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii — Tiimlesik Arastirma Merkezi'nde (IYTE - TAM) ve Ege Universitesi
Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde

(MATAL) gerceklestirildi.

3.2.6.3 Dinamik 1s1k sacilimi (Dynamic Light Scattering - DLS) analizi

Dinamik Isik Sagilimi (DLS), 1 nm ile 10 um araligindaki polimerlerin, proteinlerin
ve diger nano ve mikro partikiillerin boyut dagilimini karakterize etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. DLS teknigi kullanilarak sivi bir ortam igerisinde yiizen veya

askida kalan partikiillerin, ortamdaki diger partikiillerin/¢coziicii  molekiillerin
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bombardimani ile rastgele olusturdugu Brownian hareketinin hizi 6lgiiliir ve partikiil
boyutu ile iligkilendirilir. Numune {izerine lazer 15181 gonderilerek ve numunedeki
partikiillerden sagilan 151k detektor tizerine diisiiriiliir. Sagilan 151k yogunlugunun/siddetinin
zamana karst degisiminin Olgiilmesi temeline dayali bir tekniktir. Partikiiliin hareketine,
biiyiikliigiine, ortamin viskozitesine ve sicakligina bagli olarak sagilan 1s18in siddeti
degismektedir. DLS yontemi ile hidrodinamik ¢ap ve molekiil agirligi, dagilim indeksi,
partikiil boyutu ve dagilimi, difiizyon katsayis1 ve izoelektrik nokta tayini gibi 6zellikleri
saptanabilmektedir (Patri et al., 2006; Baalousha and Lead; 2007; Sapsford et al., 2011).

Nanopartikiillerin kolloidal ¢ozeltiler igerisindeki davraniglarini incelemek agisindan
DLS analizi yapilmasi olduk¢a onemlidir ve Zeta-sizer cihazlari kullanilarak o6l¢iim
yapilmaktadir. Sentezlenen AuNP'lerin ortalama boyut dagilimi, polidispersite indeks (Pdl)
degerinin saptanmasi ve stabilite ¢aligmalarinda (AUNP ve AuNP-BSA konjugatlar1) zeta
potansiyelinin Ol¢lilmesi amaciyla DLS analizi gergeklestirildi. DLS analizi i¢in AuNP
biyosentez ¢ozeltisinden 1 ml polistiren kiivet igerisine alind1 ve Zeta sizer cihazi ile 6l¢iim
yapildi. Boyut dagilimi ve polidispersite indeks (PdI) degerinin saptanmasinin ardindan
elde edilen veriler CCD tasarrminda yanit olarak kullamldi. Analiz Ege Universitesi
Biyomiihendislik Bolimii biinyesinde Biyomimetik Mikrosistemler Laboratuvarinda

bulunan Zeta — Size Nano ZS (Malvern) cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.6.4 Fourier doniisiimlii-kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

IR spektroskopisi goriiniir bolge ile mikrodalga bolgesi arasinda kalan enerjinin
molekiiller veya kimyasal gruplar tarafindan sogurulmasinin 6lgiimiine dayanan bir
yontemdir. Madde yapisin1 ve fonksiyonel gruplari analiz etmek icin kullanilir. IR
spektrometresi ile kullanilan cihazin aksesuarlarina bagl olarak kati, sivi ve gaz haldeki
numuneler analiz edilebilmektedir. Bu yontemle bilinmeyen malzemelerin yapisi nitel
olarak tanimlanabildigi gibi, kompleks bir karisimdaki bilesenlerin nicel 6l¢iimleri de
yapilabilmektedir. IR spektroskopisinde herhangi bir bilesigin yapis1 hakkinda bilgi sahibi
olmak, molekiillerin yapisin1 aydinlatmak veya yapisindaki degisiklikleri incelemek
amaciyla kullanilmaktadir. Bilesigin aliman IR spektrumu ile yapidaki baglarin durumu,
baglanma yerleri, yapinin aromatik veya alifatik olduguna dair bir bilgi edinebilmektedir

(Cantor and Schimmel, 1980; Ulman et al., 2013).
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Proteinlerin serbest amin, karboksil veya fosfat gruplari yoluyla AuNP'ler ile
etkilesime girdigi ve kolaylikla baglanabildigi bilinmektedir. Yiizeye baglanan protein
molekiilleri hem indirgeyici hem de stabilizeedici ajanlar olarak islev gérmektedir (Das
et al., 2009; Lokina et al., 2014). Mikrobiyal sentezin dogasi geregi hiicresiz fermentasyon
stvisindan (HFS) gelen indirgeyici/stabilize edici biyomolekiillerin ve ayni zamanda
AUNP-BSA konjugatlarinin karakterizasyonunda, AuNP'lerin yiizeyindeki BSA varligini

belirlemek amaciyla IR Spektroskopisi yontemi kullanildi.

Bunun i¢in HFS, AuNP, AuNP-BSA ve tek basina BSA iceren o6rnekler -50°C'de
0,020 mbar vakum altinda 24 saat liyofilize edildi. Ornekler tekrar nem tutmamasi
amaciyla analiz zamanmmna kadar desikatorde bekletildi. 4000-500 cm™araliginda
spektrumu ¢ekilen orneklerin sergiledigi piklerin temsil ettigi fonksiyonel gruplar
literatiirden belirlendi (Mocan et al., 2015; Shanmugasundaram et al., 2017; Yang et al.,

2019). Analiz, Perkin Elmer Spectrum Two modeli cihaz ile gergeklestirildi.

3.2.6.5 X-1sim1 kKirnmim difraktometresi (X-Ray Diffraction - XRD) analizi

XRD yontemi, ultraviyole i1sinlardan daha kuvvetli fakat gamma 1sinlardan daha zayif
enerjili X 1ginlarmin kristal yapili maddeye niifuz etmesi sonucu, kristal fazin kendine 6zgii
atomik dizilimlerine bagl olarak X 1sinlarin1 karakteristik olarak kirmasi ve bir kirinim
profili olusturmas:i prensibine dayanmaktadir. Kirmmim olayinda kristal diizlemine
gonderilen X-1sinlari kristal yiizeyinin altindaki atom diizlemlerine kadar ulasir ve atomlar
tarafindan bu 1sinlar sagilir. Ancak X 1sinlar kristal diizlemlerine herhangi bir ag1 ile
carparsa kirmim gergeklesmez ve bir kirmim (difraksiyon) piki gézlenmez. X 1511
demetinin kristal diizlemlere Bragg agis1 olarak bilinen belirli bir a¢1 ile ¢arpmasi ve
kirmmim olayr Bragg kanununa dayali fiziksel bir model olusturulmasi ile miimkiin
olmaktadir. XRD analizi, kat1 ve toz Orneklerin kristal yapisi, kristal yonelimi, kristal
formu veya kristal faz1 hakkinda bilgi saglamakta ve basit inorganik tuzlardan, kompleks
biyolojik molekiillerin analizine kadar pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Johal, 2011;
Zanchet et al., 2011). Analiz i¢in 6rneklere Bolim 3.2.6.1'de anlatildigi gibi yikama
basamagi uygulandi. Ardindan -50°C'de 0,020 mbar vakum altinda 24 saat liyofilize edilen
ornekler analiz zamanina kadar desikatdrde bekletildi. Analiz hizmet alim1 kapsaminda
Philips X'Pert Pro modeli cihaz ile Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii — Tiimlesik
Arastirma Merkezi'nde (IYTE - TAM) gerceklestirildi.
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3.2.6.6 X-Isin1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

XPS nanopartikiillerin yiizey bilesimleri hakkinda hem niceliksel hem de niteliksel
bilgi veren olduk¢a hassas bir tekniktir. Analizde X-Isinlar1 numuneye gonderilir,
numuneden c¢ikan fotoelektronlar dedektor tarafindan toplanir ve enerjileri Olgiiliir.
Gonderilen X 1sinlari, numuneye mikron derinliginde niifuz edebilir ancak enerji kaybi
olmadan disar1 atilan fotoelektronlar, numunenin sadece en iist 10 nm'lik kismindan
gelebilmektedir. Fotoelektronlarin Olgiilen kinetik enerjileri X-Isinlarinin enerjisinden
cikarildiginda elektronlarin baglanma enerjilerini verir. Baglanma enerjileri, her bir
atomun kendine 6zgli enerji seviyesi i¢in spesifik oldugundan bu teknikle 6rnek yiizeyinde
bulunan elementler tespit edilebilmekte ve nispi miktarlari da belirlenebilmektedir.
Yiizeydeki atom tiirlerinin belirlenmesinin yani1 sira, XPS bu atomlarin oksidasyon
durumlart hakkinda da bilgi verebilmektedir (Daniel and Astruc 2004; Tai et. al., 2011,
Chevrier et al., 2012).

Analiz i¢in 6rneklere Boliim 3.2.6.1'de anlatildig1 gibi yikama basamagi uygulandi.
Ardindan 6rnekler -50°C'de 0,020 mbar vakum altinda 24 saat liyofilize edildi ve analiz
zamanina kadar desikatorde bekletildi. Cihaz H ve He disindaki tiim elementler hakkinda
ve malzeme yiizeyinden 0-10 nm araliginda girisim yaparak malzemenin kimyasal yapisi
hakkinda bilgi vermektedir. Mikrobiyal yontem ile sentezlenen AuNP'lerin yiizeyinin
kiiltiir sivisindan gelen protein yapidaki bilesenler ile kapli olmasi nedeniyle numunenin
ayni bolgesine Argon iyon demeti bombardimani ile 10-20-50-100 ve 200 nm derinliginde
asindirma yapildi. Analiz hizmet alimi kapsaminda Thermo Scientific K-Alpha modeli
cihaz ile Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi'nde (MATAL) gerceklestirildi.

3.2.7 AuNP ve AuNP-BSA konjugatimin stabilitesi

Zeta potansiyelinin Ol¢limii partikiillerin stabilitesi hakkinda bilgi saglamaktadir.
Zeta potansiyeli, partikiil ile partikiilin i¢inde bulundugu sivi arasinda olusmakta,
partikiiller arasinda itme ve ¢ekme kuvvetlerinin olusmasina neden olmaktadir. Stvi ortam
icerisindeki belli bir yiike sahip olan partikiil, slispansiyon igerisindeki aynmi yiike sahip
iyonlan iterken; farkli yiike sahip iyonlar ise ¢eker. Bu itme ve/veya ¢ekme kuvvetleri

sonucunda yiiklii partikiil ylizeyinde gii¢lii bir bag yiizeyi olusmakta ve ardindan yiiklii
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partikiil yiizeyinden disa dogru yayilan bir ylizey olusmaktadir. Yayilan bu yiizey
icerisinde “kayma yiizeyi” olarak adlandirilan bir sinir bulunmaktadir. Yiklii partikiil ve
onun etrafinda bulunan iyonlarin kayma yiizey simirina kadar olan kismi tek bir parca
olarak hareket eder. Bu kayma yiizeyindeki potansiyel “Zeta Potansiyeli —  (+/-mV)”
olarak adlandirilir ve hem partikiil yiizey yapisindan hem de igerisinde bulundugu sivi
ortamdan etkilenir (Baalousha and Lead; 2007; Clogston and Patri, 2011; Sapsford et al.,
2011).

Stabilite ¢alismasinda hem sentezlenen AuNP'ler hemde AuNP-BSA konjugatlarinin
degerlendirilmesi gergeklestirildi. Sentezlenen AuUNP 3.2.6.1'de anlatildig1 gibi yikanarak
son hacim 1 ml olacak sekilde UPS igerisine alindi. Uzun siire depolanan orneklerin
stabilite degerlendirmesinde kolloidal AuNP ¢ozeltisi tek kullanimlik kilcal kiivet icerisine
aktarilarak -150 mV ve +150 mV araliginda zeta potansiyeli 6lgiimii yapildi. UV-Vis
spektrokospisi ile 400-800 nm dalga boyu arasinda tarama yapildi.

AuUNP-BSA konjugatlarinin stabilite degerlendirilmesinde ise in vitro hiicre kiiltiirii
caligmalarinda kullanilan % 10 FBS iceren RPMI 1640 besin ortamina aktarilarak
stabilitesi test edildi. Hhazirlanan 6rnekler 37°C'de 12 saatten 72 saate kadar inkiibe edildi.
Ardindan 6rnekler 12 saatlik periyotlarda 3.2.6.1'de anlatildig gibi yikanarak son hacim 1
ml olacak sekilde UPS igerisine alindi. Ardindan tek kullanimlik kilcal kiivet igerisine
aktarillarak -150 mV ve +150 mV araliginda zeta potansiyeli Olgiildi ve UV-Vis
spektrokospisi ile 400-800 nm dalga boyu arasinda tarama yapildi. Analiz Ege Universitesi
Biyomiihendislik Boliimii biinyesinde Biyomimetik Mikrosistemler Laboratuvarinda

bulunan Zeta — Size Nano ZS (Malvern) cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
3.2.8 AuNP miktar tayini

Mikrobiyal yontem ile sentezlenen AuNP'lerin miktarmin tayininde referans olarak
ticari firmadan (BBI Solutions, EM.GC40) temin edilen AuNP'ler (kimyasal yontem ile
sentezlenen) kullanildi. Uretici firma tarafindan belirtilen 40 nm boyutunda, kiiresel ve
mililitresinde 9.00x10™ nanopartikiil bulunan kolloidal altin sivisi referans aliarak
standart egri ¢ikarildi. Kolloidal altin sivisindan iki katli seri seyreltme yapildi, 527 nm'de
absorbans Olgiilerek standart egri grafigi ¢izildi ve formiilden ml'deki mikrobiyal altin

nanopartikiil miktar1 belirlendi.
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3.2.9 AuNP-BSA konjugati olusturma ve saflastirma
3.2.9.1 Kritik flokiilasyon konsantrasyonu

BSA, insan serum albiimine olan yapisal ve fonksiyonel benzerligi, diisiik maliyetli
olmasi, genis kullanim potansiyeline sahip olmasi ve zayif immiinojenite gostermesi
nedeniyle c¢alisma kapsaminda model antijen olarak tercih edildi (Tsai et al., 2011;
Dykman et al., 2018).

Altin nanopartikiillerin biyomolekiiller ile konjuge edilmesinde nanopartikiillerin,
molekiil ile stabil oldugu konsantrasyonun belirlenmesi “Kritik Flokiilasyon
Konsantrasyon Testi (Critical Floculation Concentration, CFC)” ile yapilmaktadir. AUNP
ile BSA konjugatlarinin kritik flokiilasyon konsantrasyonun belirlenmesinde kolloidal
halde bulunan ticari AuNP (tAuNP) (40 nm) ve ¢alisma kapsaminda sentezlenen
mikrobiyal AuNP'ler (mMAuUNP) (43-46 nm) kullanildi (Dykman et al., 2018). Kolloidal
altin sollisyonuna tuz c¢ozeltisi (1.7 M NaCl) eklenerek kiimelenmenin gozlendigi
konsantrasyon belirlenmektedir (Sekil 3.2). Bodylece kiimelenmenin goriildiigi
konsantrasyonun bir iist degeri kullanilarak AuNP basmna gerekli minimum protein
miktar/minimum antijen miktar1 belirlenmekte ve bu islem “Gold Number” olarak
isimlendirilmektedir. Kolloidal altinin rengi olan pembe/kirmizi tonlardan mavi/mor renge
dondiigii konsantrasyon, kritik flokiilasyon konsantrasyonu olarak nitelendirilmektedir
(Xie et al., 2003; Dykman et al., 2018).
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AuNP'ler ile BSA konjugatinin olusturulmasinda basit karistirma (simple mix)

yontemi uygulanda.

— Altin nanopartikiillerin saflastirilmasinda, hem ticari AuNP'lerin (tAuNP) igerisinde
bulundugu ¢ozeltinin (iiretici firmanin kullandigi ¢esitli stabilize edici ajanlar) hem
de mikrobiyal AuNP'lerin (MAUNP) iiretim basamagindan kaynakli fermentasyon
ortamindan gelen bilesenlerin uzaklastirilmasi amaciyla yikama basamagi uygulandi.
Her iki gruba ait kolloidal altin ¢ozeltilerinden 500 pl alinarak igerisinde 1 ml UPS
bulunan Eppendorflara aktarildi (yikama iglemi 1:2 v/v hacimde gergeklestirildi) ve
13000 g'de 4°C'de 30 dk santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan st sivi nazikge
uzaklastirildi ve dibe ¢oken AuNP'ler temiz bir Eppendorf tiip igerisinde topland.

- tAuNP kolloidal ¢ozeltisi icerisinde her ml i¢in tahmini 9.00% 10* altin nanopartikiil
bulundugu firma tarafindan belirtilmektedir. Buradan yola ¢ikilarak, esit oranda
AuNP icermesi geregiyle optik dansitesi (OD) esit olacak sekilde mMAUNP ¢ozeltileri
hazirlandi. Kolloidal altin ¢ozeltilerinin (1 ml de), tAUNP i¢in 527 nm'de ve mMAUNP

icin 546 nm'de absorbansi 0,5 olacak sekilde ayarlandi.

- Kolloidal ¢ozeltiler i¢inde bulunan altin nanopartikiillerin nispeten homojen
dagilimini saglamak icin araliklarla vorteks uygulandi ve ardindan 96'lik mikro plate

kuyularina 200 pul AuNP ¢ozeltileri eklendi.

—  Altin nanopartikiiller ile konjuge edilecek BSA ¢ozeltisi (10 mg/ml) 0,01 M fosfat
tamponlu tuz (PBS) ¢ozeltisi (pH 7,4) ile hazirlandi.

—  Kiitik flokiilasyon konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in kuyulardaki BSA
konsantrasyonu; 500-1,95 pg/ml araliginda iki katli seri seyreltme islemi yapilarak 9
seyreltme olacak sekilde hazirlandi (Homojen dagilim saglanmasi igin siirekli up-

down yapildi). Kontrol olarak ise sadece kolloidal altin ¢ozeltisi kullanilda.

—  Ardindan kapag1 kapatilan ve parafilm ile sarilan mikro plate, 450 rpm'de 2 saat siire

ile mikroplate ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.

—  Inkiibasyonun ardindan tiim kuyulara 1,7 M NaCl ¢ozeltisi eklendi, 5 dakika sonra
kuyulardaki flokiilasyon durumu incelendi ve AuNP'ler ile konjlige edilecek

minimum antijen (BSA) miktar1 belirlendi.
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3.2.9.2 Konjugat olusturma ve saflastirma

Konjugatlarin hazirlanmasinda; 1 ml kolloidal altin soliisyonlarinin optik yogunlugu
0,5 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 200 ul AuNP soliisyonunda son konsantrasyon 62,5
ug/ml olacak sekilde BSA eklendi (Dykman et al., 2018). Konjugasyonun gerceklesmesi
icin 450 rpm'de 2 saat siire ile karanlik ortamda mikroplate ¢alkalayicida inkiibasyona
birakildi ve ardindan yikama islemi gergeklestirildi. Konjugatlarin saflagtirilmasinda ise
mikro plate kuyularindan toplanan AuNP-BSA konjugatlar1 iki kat fazla hacimde UPS
iceren Eppendorflara aktarildi (1:2 v/v hacimde, 1000 ml UPS igerisine 500 pl konjugat)
ve 13000 g'de 4°C'de 30 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ust s1v1 nazikce uzaklastirildi,
dibe ¢oken AuNP-BSA konjugatlart bagka bir Eppendorf icerisinde toplanarak in vitro

calismalarda kullanilmak tizere +4°C'de stoklandi.
3.2.10 AuNP-BSA konjugatimin karakterizasyonu

BSA ile konjuge edilen mAuNP'lerin bu kisimda belirtilen teknikler kullanilarak
karakterizasyon c¢alismalar1 yapildi. AuNP'lerin proteinler ile kolaylikla ve giiclii
etkilesime girdigi bilinmektedir (Das et al., 2009; Lokina et al., 2014). AuNP'lerin SPR
etkisi  nanopartikiil  ylizeyindeki  degisikliklere  duyarhidir.  Partikiil  yiizeyi
fonksiyonellestirilmeden once ve sonra gozlenen SPR spektrumlari farklilik géstermekte
ve bu plazmonik kaymalar (dalga boyu genisligi ~5-15 nm) nanopartikiil yiizeyinin
islevselligi hakkinda bilgi vermektedir (Kannan et al., 2011).

Bu amacla AuNP'lerin yiizeyine adsorbe edilen BSA proteini ile olan etkilesimi UV-
Vis spektroskopisi (Bkz. 3.2.6.1) ve FT-IR analizi (Bkz. 3.2.6.4) ile degerlendirildi. SEM
analizi ile AUNP-BSA konjugatlarinin agregasyon durumu, ortalama boyut araligi gozlendi
(Bkz. 3.2.6.2).

3.2.10.1 Toplam protein tayini

Biuret, Bradford, BCA (Bikinkoninik asit/Bicinchoninic acid) ve Lowry yontemleri
konsantrasyonu bilinmeyen biyolojik orneklerdeki toplam protein miktarinin tayininde

kantitatif protein ve proteomik analizlerin yapilmasi i¢in kullanilmaktadir. Tiim bu
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yontemlerdeki ortak nokta proteinler ile yonteme spesifik reaktifler arasinda olusan

reaksiyonlarin absorbanstaki degisikliklerinin dl¢iimiine dayalidir (Ho et al., 2014).

AuNP'ler ile BSA konjugatinin olusturulmasinda partikiil yilizeyine adsorbe olan
toplam protein miktarimin tayini Bradford analizi ile gergeklestirildi. Analiz tiretici
firmanin  (Merck Millipore) prosediiriine gore uygulandi. Test 0.01-0.1 mg/ml
konsantrasyon araliginda gergeklestirildi. BSA ile standart protein ¢ozeltisi hazirland1 ve
standart egrisi ¢ikarildi. 0.1 mg/ml konsantrasyonda standart BSA ana stok ¢6zeltisi
hazirlandi. Bu stoktan 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 ve 0.1 mg/ml konsantrasyonlarinda seri
seyreltmeler yapildi. AUNP-BSA konjugatlarin saflagtirilmasinda yikama basamaginda
gerceklestirilen santrifiij islemi ardindan baska Eppendorf tiipler igerisinde toplanan iist
stvilardan 25 ul 6rnek ile 250 pl Bradford reaktifi tek kullanimlik kiivetlerde karistirildi,
oda sicakliginda 5 dk bekletildildikten sonra spektrofotmetre ile 595 nm'de absorbans
oleiildii. Ust stvilarda mevcut olan AuNP yiizeyine adsorbe olmayan BSA miktar1 standart
egri grafiginden hesaplandi ve konjugat hazirlama baslangic BSA konsantrasyonundan

cikarilarak AuNP yiizeyine adsorbe olan BSA miktar: tayin edildi.

3.211  mAuNP'lerin  sitotoksisitesinin ~ ve  adjuvan  potansiyelinin

degerlendirilmesi

mAUNP'lerin biyouyumluluklart 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) testi ile L929 (fare deri fibroblast hiicreleri) ve makrofaja farklilasan U937
(monosit benzeri insan histiositik lenfoma hiicreleri) hiicre hatlar1 kullanilarak analiz
edildi. mAuNP'lerin adjuvan potansiyeli, as1 adjuvani olan alum ile karsilastirmali olarak
makrofaja farklilasan U937 hiicrelerinin {irettigi proinflamatuar IL-6 (interlokin 6) ve
TNF-a (Timor nekroz faktor alfa) sitokin seviyeleri ELISA yontemi ile degerlendirildi.
Ayrica mAuNP'lerin makrofaj hiicreleri tarafindan alimlart konfokal mikroskop ile

incelendi.

3.2.11.1 U937 hiicre kKiiltiirii

Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi ve pasajlanmasi

—  -86°C'de c¢alisma stogundan 1 adet U937 monosit hiicre kriyotiipii 37°C su

banyosunda ¢ozdiiriildii.
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- Coziinen hiicrelerin lizerine 2 ml iki kez inaktive edilmis %10 FBS (Fetal Sigir
Serum) eklenerek 15 ml'lik santrifiij tiipiine alindi ve 4°C'de 5 dk 1000 rpm'de
santrifiij edildi.

- Santrifiij isleminin ardindan st sivi uzaklastirildi, pellet %10 FBS, %1 L-glutamin
ve %0,1 penisilin-streptomisin iceren RPMI 1640 besin ortamu ile siispanse edilerek
hiicre kdltiirii flaskina alindi ve %90 tizerinde nemlilige sahip 37°C'de %5 CO; iceren

inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

—  Hicre kiiltiiriinden alinan 6rneklerle tripan mavisi ile hiicre sayim1 sonucu %90 iizeri
canlilikta ve 3-5x10° canli hiicre/ml hiicre yogunluguna ulasildiginda (yaklasik 3-4
giin) son hiicre konsantrasyonu 5x10° canli hiicre/ml olacak sekilde pasajlama

yapildi.
Hiicre sayimi

— Hiicre saymmi i¢in seyreltme faktorii 1:10 olacak sekilde hiicre siispansiyonu
hazirlandi. Bunun i¢in 1,5 ml'lik mini santrifiij tiipiine 50 pl %0,4'lik tripan mavisi
cozeltisi ve 400 pl PBS eklendikten sonra sayim yapilacak hiicre siispansiyonundan
50 pl eklendi. Siispansiyon kopiik olusturmayacak sekilde dikkatlice homojenize
edildi.

—  Neubauer hemositometresi ve lamel %70'lik etil alkol ile temizlendi ve 50 ul
boyanmis hiicre soliisyonu hemositometre lami ile lameli arasina yavasga pipetlendi.
Mikroskobun 10X objektifi kullanilarak dort biiyiik karedeki canli ve 6lii hiicreler
ayrt ayri sayilarak mililitredeki canli ve Olii hiicre sayisi asagida verilen denklem

kullanilarak belirlendi.

Dart biyik karede sayilan
. toplam hiicre sayis
Hiicre konsantrasyonu = % 10%x Sevreltme faktard
ihicrefmil) 4

Hiicrelerin dondurularak uzun siireli stoklanmasi

— Saymmi yapilan hiicrelerin dondurularak stoklanmasi amaciyla her ampule 1 ml
dondurma vasat1 igerisinde 5x10° hiicre/ml konsantrasyonda hiicre olacak sekilde

hiicre dondurma vasati [(%90 serum + %10 DMSQ] icerisine eklendi ve



70

homojenize edildi.

—  Hiicre siispansiyonu kriyotiiplere (1 ml) aktarild1 ve -86°C derin dondurucuda 1 gece

bekletildikten sonra sivi azot tankina alindi.

3.2.11.2 U937 insan monosit hiicrelerinin makrofaja farkhilastirilmasi

DMSO, retinoik asit, vitD3, PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate), IFN-gamma
gibi gesitli uyaranlardan yalnizca herhangi biri ya da birkaginin kombinasyonu kullanilarak
indiiklenen monositlerin olgun makrofajlara farklilastigi daha once yapilan ¢aligmalarla
gosterilmektedir (Baek et al., 2009). En giiglii tiimor tesvik eden ajanlardan biri olan PMA
ile hiicreler uyarildiginda, hiicreler monositik farklilagmaya maruz kalirlar. Bu sekilde
hiicreler tipik monosit/makrofaj morfolojisini kazanir, yapiskan hale gelir, farklilasma ile
ilgili antijenleri ifade eder ve prolifere olamazlar (¢ogalamazlar) (Verhoeckx et al., 2004).
Calismada U937 insan monosit hiicreleri makrofajlara farklilastirmak amaciyla PMA

uygulamasi yapildi. Bunun igin;

- Kiiltive edilen U937 insan monosit hiicreleri 96'lik mikro plaka kuyularma 5x10°
hiicre/géz, 4 kuyulu cam hiicre kiiltiirii slaytlarina (hiicresel alim) ise
5x10* hiicre/gdz olacak sekilde eklendi ve PMA uygulamast dncesi 37°C'de 2 saat

inkiibasyona/dinlenmeye birakildi.

—  Ardindan her kuyuya final konsantrasyonu 16 nM olacak sekilde PMA eklendi ve
makrofaja farklilasmasi igin 20 saat 37°C'de %5 CO, igeren inkiibatorde
inkiibasyona birakild: (Debelec Butuner et al., 2012). Inkiibasyon sonunda makrofaja

farklilasmanin dogrulanmasi i¢in yapisik kiimeler 151k mikroskobu ile gozlendi.

- PMA igeren besin ortami uzaklastirildi ve hiicreler serum icermeyen RPMI 1640

besin ortamu ile 2 kez yikandi.

—  Yikama isleminin ardindan 96 plaka i¢in 100 pl, 4 kuyulu cam hiicre kiltiiri
slaytlart i¢in ise 500 pl taze serum igeren RPMI 1640 besin ortami eklendi ve
hiicreler 6 saat inkiibasyona/dinlenmeye birakildi. Bu sekilde makrofaja
farklilagtirilan hiicreler, in vitro hayvan hiicre kiiltiiri denemelerinde yapilacak
sitotoksisite testi, sitokin seviyelerinin belirlenmesi ve hiicresel alim deneylerinde

kullanilmak tizere deney gruplarinin eklenmesine hazir hale getirildi.



71

3.2.11.3 1.929 hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Sentezlenen altin nanopartikiillerin sitotoksisite testi i¢in L1929 hiicre hatti

kullanildi. Bunun ig¢in;
- Onceden -86°C'de stoklanan 1.929 hiicreleri 37°C su banyosunda ¢ozdiiriildi.

—  Cozlinen hiicrelerin tizerine eklenerek FBS eklenerek 15 ml'lik santrifiij tiipiine
alindi ve 4°C'de 5 dk 1000 rpm'de santrifiij edildi.

- Santrifiij isleminin ardindan st siv1 uzaklastirildi. Pellet %10 FBS, %1 L-glutamin
ve %0,1 penisilin-streptomisin igeren EMEM besin ortami ile siispanse edilerek
hiicre kiiltiirti flaskina alindi ve %90 tizerinde nemlilige sahip 37°C'de %5 CO; iceren

inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

—  Hiicreler kiltiir kabinin yaklasik %80 yiizeyini kaplayacak kadar ¢ogaldiklarinda
pasaj islemi gerceklestirildi.

- Kiiltiir kabindaki eski besin ortami uzaklastirildi ardindan hiicreler Ca*? ve Mg+2

icermeyen PBS ile 1 kez yikand: ve tripsin-EDTA eklenerek hiicrelerin kalkmasi igin
flask 5 dk 37°C'de inkiibe edildi.

—  Inkiibasyonun ardindan hiicre siispansiyonuna serumlu besin ortami1 eklendi,
homojenize edildi, santrifiij tiipiine toplandi ve 4°C'de 5 dk 1000 rpm'de santrifiij
edildi.

- Hiicre sayimmmn ardindan, 96'lik mikro plaka kuyularna 1x10* hiicre/goz
konsantrasyonda hiicre olacak sekilde 1929 hiicrelerin ekimi yapild1 ve gece boyu
inkiibasyona birakildi. Bdylece hiicreler sitotoksisite testi i¢in kullanilmak iizere

deney gruplarinin eklenmesine hazir hale getirildi.

3.2.11.4 Sitotoksisite testi

Mikrobiyal yontem ile sentezlenen altin nanopartikiiller ve BSA ile olusturulan
konjugatlarin  (mAuNP-BSA), in vitro hiicre kiltiiri denemelerinde uygulanacak
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla oOncelikli olarak sitotoksisite deneyleri
gerceklestirildi. Yapilan caligmalar ile elde edilen veriler 1s18inda sitokin seviyelerinin
belirlenmesi ve nanopartikiillerin hiicresel alim calismalarinda da deney gruplarinda aym

konsantrasyonda mMAUNP Kkullanildi. Yani sira ticari olarak temin edilen altin
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nanopartikiiller (tAuNP) ve BSA ile olusturulan konjugatlarinin da (tAuNP-BSA)

konsantrasyonu ayni olacak sekilde hazirlandi.

Hiicre canliligimin/sitotoksisitenin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan hizli,
giivenilir ve tekrarlanabilirligi oldukga yliksek kolorimetrik yontemlerden biri olan MTT
[3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] testi kullanildi. Bu yontem
tetrazolyum tuzu olan MTT'nin (sar1 renk), formazana indirgenerek suda ¢oziinmeyen
formazan kristallerine (mor renk) doniismesi esnasinda olusan renk degisiminin
spektrofotometrik okuma ile canli/6lii hiicre sayisinin 6l¢iilmesi temeline dayanmaktadir.
Proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan mitokondriyal dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyum halkas1 kirilir ve formazan kristallerine indirgenir. Yalnizca canli hiicreler
renk degisimi meydana getirebilirken, 6lii hiicreler tetrazolyum bilesiklerini indirgeme
yetenegine sahip olmadigindan (mitokondrileri aktif degil) herhangi bir renk degisimine
neden olmazlar. Sitotoksisitesi degerlendirilecek maddeninin uygulanmadigi kontrol
(negatif) grubundaki hiicrelerin canliligt %100 kabul edilerek, maddenin uygulandigi
hiicrelerin canliligi kontrol grubuna goére belirlenir (Tokur ve Aksoy, 2017; Erkekoglu ve
Baydar, 2021).

Sitotoksisite ¢alismalarinda 1.929 fare deri fibroblast hiicreleri ve makrofaja
farklilasan U937 insan monosit hiicreleri kullanilarak ISO 10993-5:2009 (EN) standart
prosediiriine uygun sekilde MTT testi yapildi. Pozitif kontrol (PC) olarak %50 v/iv DMSO
kullanilirken, negatif kontrol (NC) olarak besin ortami kullanildi.

MAUNP ve mAUNP-BSA, yiiksek konsantrasyondan baglanarak diisiik
konsantrasyona kadar (5x10™ — 1x10° NP/ml) makrofaja farklilasan U937 hiicrelerine
uygulandi. Bu test sonucu toksik olmadigi belirlenen iki farkli konsantrasyon segilerek
diger deney gruplar ile pozitif ve negatif kontrol gruplari bir arada kullanilarak

sitotoksisite testi tekrar gerceklestirildi (Tablo 3.4).

L.929 hiicreleri lizerinde yalnizca mAuNP grubunun sitotoksik etkisi degerlendirildi.
Sitotoksisite testinin yapilmasi amaciyla hiicrelerin bulundugu 96'lik mikro plaka
kuyularina sirastyla 2x10*, 1x10*, 5x10%, 2x10%°, 1x10", 5x10°, 2x10° ve 1x10° NP/ml
konsantrasyonlarinda mAuNP eklenerek biyouyumluluk 24 saat boyunca asagida

protokolii sunulan MTT ile test edildi ve hiicreler iizerindeki sitotoksik etki istatistiksel
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olarak degerlendirildi. Kontrol grubu olan BSA konsantrasyonu, kritik flokiilasyon
konsantrasyonu testinde saptanan AUNP'lerin etrafina baglanabilen minimum protein
miktar1 olarak belirlendi ve in vitro denemelerde tiim gruplarda ayni konsantrasyon (62,5

png/ml) kullanildi.

Bagisiklik indiiksiyonunu arttirdigi bilinen ve yaygin olarak kullanilan diger bir
kontrol grubu olan aliiminyum tuzu (alum) iginse literatiirden belirlenen 50 — 1000 pg/ml
araliginda farkli konsantrasyonlarin sitotoksik etkisinin degerlendirildigi bir 6n deneme
calismas1 yapildi (Parween et al., 2011; Ghimire et al.,, 2012; Mold et al., 2016).
Sitotoksisite testinin yapilmast amaciyla makrofaja farklilasan U937 hiicrelerinin
bulundugu 96'lik mikro plakanin ilk kuyusuna 500 pg/ml konsantrasyonda alum eklendi ve
31,25 pg/ml konsantrasyona (5. kuyu) kadar iki kath seri seyreltme yapildi. Uygulanan
gruplarin biyouyumluluklar1 24 saat boyunca asagida protokolii sunulan MTT ile test edildi
ve hiicreler tlizerindeki sitotoksik etkileri istatistiksel olarak degerlendirildi. Elde edilen
veriler 1s18inda toksik olmayan konsantrasyon belirlendi ve in vitro denemelerde tiim
gruplarda ayni konsantrasyon (250 pg/ml) kullanildi. Alum-BSA konjugati olusturulurken

belirlenen alum ve BSA konsantrasyonlar1 kullanildi.
MTT protokolii

- Ca'?, Mg icermeyen PBS c¢ozeltisi ile hazirlanan MTT soliisyonu (5 mg/ml)
filtreden (0,22 um por c¢aph) gecirilerek steril edildi ve Eppendorflara
porsiyonlanarak kullanilincaya kadar -20 °C'de stoklandi.

- U937 makrofaj hiicreleri ve 1929 hiicrelerinin  ortamina  sitotoksisitesi
degerlendirilen deney gruplar1 eklenerek 37°C' de %5 CO; igeren inkiibatorde 24 saat
boyunca muamele edildi.

— Ardindan kuyulara %10 MTT c¢ozeltisi iceren serumsuz besin ortami eklendi ve
37°C' de %5 CO; igeren inkiibatdrde 3 saat daha inkiibasyona birakildi.

- Inkiibasyonun ardindan iist s1iv1 uzaklastirild: ve her kuyuya 100 pl DMSO eklendi.

- 96'lik mikro plaka oda sicakliginda 5 dk 300 rpm'de ¢alkalandiktan sonra 570 nm'de
spektrofotometre ile hiicre canliligt kolorimetrik olarak o6l¢iildii (Gerlier and
Thomasset, 1986).

— Tiim denemeler {i¢ tekrarli gergeklestirildi ve elde edilen verilerin istatistiksel analizi

GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc.,, San Diego, ABD) programi ile
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degerlendirildi. Deney gruplari arasindaki farklarin istatistiksel agidan anlamli olup

olmadig1 ve dnem diizeyleri Tukey testi ile degerlendirildi.

Tablo 3. 4 U937 hiicreleri i¢in sitotoksisite testi deney gruplari

Gruplar Test edilen bilesik

mAUNP (3x10"° NP/ml)
mAUNP (6x10*° NP/ml)
tAuNP (3x10% NP/ml)
tAUNP (6x10'° NP/ml)
mAUNP — BSA (3x10™ NP/ml)
AUNP ve BSA mAUNP — BSA (6x10"° NP/ml)
konjugatlar tAUNP — BSA (3x10"° NP/ml)

tAUNP — BSA (6x10™ NP/ml)

BSA (62,5 ug/ml)

Alum (250 pg/ml)
Kontrol gruplart Alum (250 pg/ml) - BSA (62,5 ug/ml)
DMSO (Pozitif Kontrol Grubu-%100 6lii)
Madde uygulamasi yapilmayan hiicreler (Negatif
Kontrol Grubu-%100 canli)

Mikrobiyal AuNP

Ticari AuNP

3.2.11.5 Sitokin seviyelerinin belirlenmesi

Patojenler ve/veya tehlike sinyalleri ile aktive olan makrofajlar, dogal bagisiklik
tepkisinin ana bilegeni olan sitokin ve kemokin salinimini serbest birakirlar. Sitokinler ve
kemokinler, yasam i¢in hormonlar ve ndrotransmiterler kadar énemli olan, hiicreler arasi
iletisime aracilik eden giiclii sinyal molekiilleridir. Sitokinler, ¢esitli uyarilara karst yanit
olarak Ozel hiicreler tarafindan salgilanan, hedeflenen hiicrelerin davranigini etkileyen,
hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Belli bir sitokin viicuttaki g¢esitli hiicreler tarafindan
farkli dokularda salgilanabilir ancak ayni biyolojik etkiyi gosterir. Bu molekiiller, lokal ve
sistemik inflamasyonun diizenlenmesinden hiicresel proliferasyona, metabolizmaya,
kemotaksiye ve doku onarimina kadar ¢esitli siirecleri yonetmektedir. Sitokinlerin birincil
islevi inflamasyonu diizenlemektir ve bu nedenle hiicresel ve humoral bagisik yanitin
gelisiminde hayati rol oynarlar. Proinflamatuvar (IL-1, IL-6, IL-15, IL-17, IL-23 ve TNF-
a) ve antiinflamatuar (IL-4, IL-10, 1L-13, TGF-B ve IFN-a) olarak siiflandirilmaktadirlar.
Makrofajlar inflamatuar uyaranlara maruz kaldiklarinda TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-12
gibi sitokinlerin salinimini baglatarak ilk immiin yaniti olustururlar (Abbas et al., 2012;

Arango Duque and Descoteaux, 2014; Murray and Stow, 2014).
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Bu calismada adjuvan potansiyelinin arastirlmasinda IL-6 ve TNF-o sitokin
seviyelerinin belirlenmesi ELISA testi ile gerceklestirildi. Bunun igin TNF-a ve IL-6
sitokinlerine 6zgii hazirlanan TNF-o. Human (Invitrogen, 88-7346-22) ve IL-6 Human
(Invitrogen, 88-7066-22) ELISA Kkitleri ticari olarak temin edildi. Sitotoksisite ¢alismalari
ile uygulama konsantrasyonlar: belirlenen deney gruplari ve kontrol gruplari (Tablo 3.5)
kullanilarak ftiretici firmanin talimatlarina uygun olarak ELISA testi gerceklestirildi. Bunun

i¢in;

- In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda makrofaja farklilasan U937 monosit
hiicrelerinin ortamina 14 farkli deney grubu eklendi, 37°C' de%5 CO; igeren
inkiibatérde pozitif kontrol grubu Lipopolisakkarit (LPS) haricindeki diger gruplar
24 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

- LPS, gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan bir endotoksindir ve
dokulara niifuz ettiginde akut inflamasyona neden olmaktadir. Makrofaj hiicreleri
LPS ile hizla indiiklenereck pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin salinimi
gerceklestirmektedir.  Sitokin  seviyelerinin  saptanmasinda  c¢alismalarimizin
kontroliinii saglamak amaciyla makrofaja farklilasan U937 monosit hiicrelerinin
ortamina pozitif kontrol grubu olarak 10 ng/ml LPS eklendi ve 6 saat boyunca
inkiibasyona birakildi (Bastus et al., 2009; Debelec Butuner et al., 2012).

- Inkiibasyonun ardindan sitokin seviyelerinin belirlenmesinde kullanilmak {izere
kuyulardaki sartlandirilmis besin ortamlart (conditioned media/CM) aseptik
kosullarda steril Eppendorflara toplandi, 4°C' de 1 dk 1400 rpm'de santrifiij edildi.

- Olgiim kitlerinde belirtilen sekilde dnce standart kuyulari ardindan deney gruplar
prosediir dogrultusunda hazirlandi.

— Tiim denemeler {i¢ tekrarl gergeklestirildi ve elde edilen verilerin istatistiksel analizi
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc., San Diego, ABD) programi ile
degerlendirildi. Deney gruplari arasindaki farklarin istatistiksel agidan anlamli olup

olmadig1 ve 6nem diizeyleri Tukey testi ile degerlendirildi.
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Tablo 3. 5 Sitokin seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan deney gruplari

Gruplar Test edilen bilesik

mAUNP (3x10™ NP/ml)

mAUNP (6x10"° NP/ml)

tAuUNP (3x10"° NP/ml)

tAuNP (6x10"° NP/ml)

mAUNP — BSA (3x10" NP/ml)
mAUNP — BSA (6x10"° NP/ml)
tAUNP — BSA (3x10™ NP/ml)

tAUNP — BSA (6x10"° NP/ml)

BSA (62,5 pg/ml)

Alum (250 pg/ml)

Alum (250 pg/ml) - BSA (62,5 ng/ml)
LPS (Pozitifi Kontrol Grubu)

U937 - PMA (Negatif Kontrol Grubu)
U937 hiicresi (Kontrol grubu)

Mikrobiyal AUNP

Ticari AuNP

AuNP ve BSA konjugatlar

Kontrol gruplar

3.2.11.6 Nanopartikiillerin hiicresel alimi (cellular up take)

Sentezlenen mMAUNP'ler ile hazirlanan AuNP-BSA konjugatlarinin  adjuvan
potansiyelinin arastirilmasima yonelik bir diger c¢alismada makrofaja farklilasan U937
monosit hiicreleri tarafindan hiicresel alim testidir. Optik goriintileme, doku
morfolojisinin, molekiiler fonksiyonunun ve metabolizmasinin aydinlatilmasini kapsayan
bir tekniktir. AUNP'ler SPR nedeniyle yogun absorpsiyon ve sagilma ozelliklerine sahiptir.
Bu durum, AuNP'lerin boyut, sekil, yapi, gdmme ortaminin kirilma indeksine bagl olarak
degismekte ve optik goriintiileme sistemlerinde kontrast olusturma  6zelligi
kazandirmaktadir. Buradan yola ¢ikarak hiicre goriintiileri monokromatik lazer 1ginlarini
kullanan optik goriintiileme sistemi olan konfokal mikroskop (DIC/Diferansiyel Girigim
Kontrast1 ayar1 ile donatilmig) ile incelendi. Hem monokrom 1s1ik altinda hemde DAPI
(mavi) ve FITC (yesil) filtreleri kullanilarak ayni bolgelerden alinan hiicre goriintiileri

toplandi ve cakistirildi.

- AUNP-BSA konjugatinin hiicresel aliminin mikroskop goriintiilemesinde tespit
edilmesi/izlenmesi amaciyla FITC (fluorescein isothiocyanate) isaretli BSA

kullanilarak Boliim 3.2.9'da anlatilan sekilde konjugatlar hazirlandi.

—  Bolim 3.2.11.2'de anlatildig1 gibi 4 kuyulu cam hiicre kiiltiirii slaytlarinda

makrofaja farklilagan U937 insan monosit hiicreleri hazirland:i (Niikura et al.,
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2013; Orlowski et al., 2018).

- U937 makrofaj hiicrelerinin ortamina Tablo 3.6'da sunulan deney gruplar1 eklenerek

37°C'de %5 COzigeren inkiibatorde 24 saat boyunca muamele edildi.

- Muamele ardindan hiicreler PBS ile 3 kez yikandi ve fiksasyon islemine geg¢ildi.
Hiicreleri lam {izerine tespit etmek amaciyla sirasiyla 5 dk metanol ve 30 sn aseton
ortamlarinda bekletildi. Ardindan PBS ile 5 dk yikanan ornekler oda sicakliginda

kurumaya birakildi.

- Hiicre g¢ekirdeklerini mikroskop altinda gorsellestirmek amaciyla DNA'nin adenin-
timin zengin bolgelerine giiclii sekilde baglanan ve tipik olarak kromozomal floresan
1s1ma saglayan DAPI ile hiicreler boyandi. Orneklerin iizerine 20 ul immersiyon-

DAPI eklendi ve lamlarin iizeri lamel ile kapatildi.

- Konfokal mikroskopta DAPI ve FITC filtreleri ile monokrom 1s1k altinda alinan
goriintililer toplandi, ¢akistirildi ve ImageJ programi (National Institutes of Health,
USA) ile analiz edildi. Analiz hizmet alim1 kapsaminda Zeiss LSM 880 cihazi ile

[zmir Biyotip ve Genom Merkezi'nde gergeklestirildi.

Tablo 3. 6 Nanopartikiillerin hiicresel aliminin belirlenmesindeki deney gruplari

1. Kuyu 2. Kuyu 3. Kuyu 4, Kuyu

3x10% NP/ml 6x10%° NP/ml

U937 hiicresi FITC - BSA mAUNP — BSA mAUNP — BSA

3.2.11.7 Alum-BS A konjugatlarinin hazirlanmasi

—  Alum — BSA konjugatlarinin hazirlanmasinda esit hacimde (1:1 v/v) alum (ana stok

45 mg/ml) ve BSA (10 mg/ml) karistirildi.

- Tiim deney gruplarinda esit konsantrasyonda antijen bulunmasi amaciyla kritik
flokiilasyon testi ile belirlenen konsantrasyonda BSA alum tuzlarina adsorbe edildi.
Otoklav ile steril edilen alum ve filtreden (0,22 um por ¢apl) gegirilerek steril edilen
BSA damla damla aseptik kosullarda eklendi ve 1 saat boyunca manyetik
karistiricida oda sicakliginda karistirildi (Kim and Lee, 2007; Parween et al., 2011;
Cain et al., 2013).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Aktinomiset izolatlarimin Aktivasyonu, Saflik Kontrolii ve Stoklanmasi

Calismada kullanilmak tizere farkli bolgelerden izole edilmis 30 aday aktinomiset
(Actinobacteria) izolatt SFM besiyerinde aktive edildi ve GYA besiyerinde tek koloni
goriintimleri ile safsizliklart kontrol edildi. Ardindan SFM besiyerinde iiretilen izolatlarin
sporlar1 toplanarak ¢alisma stoklar1 olusturuldu. Calisilan izolatlarin bazilarina ait koloni

goriiniimleri Sekil 4.1'de sunulmustur.

Sekil 4. 1 Aktinomiset izolatlarindan bazilarinin SFM agarda morfolojisi 1. sira soldan saga; 5SM-03, 2SM-
05, 4SM-06, M43-1. 2. sira soldan saga; M33-14, 4SM-02, M46-6, M7, 3. Sira soldan saga M65-2, 137-KT-
13, M33-12, 2M-10
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4.2 AuNP Biyosentezi Tarama Cahsmalari

Literatiirde aktinomisetler ile yapilan calismalar incelendiginde; biyokiitle (misel)
kullanilarak hiicre i¢i ya da hiicresiz fermentasyon sivist (HFS) kullanilarak hiicre dist
AuNP biyosentezinin gergeklestirildigi gortildi (Tablo 2.1). Aktinomisetler tarafindan
metal nanopartikiillerin sentezinin agirlikli olarak hiicre dis1 gerceklestigi yayinlanan bir
derlemede rapor edilmistir (Golinska et al., 2014). Hiicre i¢i sentez ilave saflastirma
basamaklar1 gerektirdiginden tez kapsaminda AuNP biyosentezinde HFS kullaniimasi
tercih edildi. Yontem 3.2.2. boliimiinde anlatildigi sekilde MGYP sivi besiyerine (sart
renk) inokiile edilen 30 izolatin fermentasyonunun ardindan HFS'lar1 toplandi ve bazi
kiiltiir stvilarinin organizmalarin sentezledikleri farkli metabolik bilesenler nedeniyle farkli

renklerde (koyu kahverengi) oldugu gozlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4. 2 MGYP siv1 besiyerinde kiiltivasyon sonrasi biyokiitlenin uzaklastirildigi kiiltlir sivilarindan

bazilar1 - (*¥) Melanin iireticileri

Aktinomisetler dogal ve sentetik ortamlar lizerinde ¢esitli pigmentlerin iiretilmesi ile
karakterize edilen organizmalardir. Dogal melaninler, bitkilerde, hayvanlarda ve
mikroorganizmalarda fenolik veya indolik bilesiklerin oksidatif polimerizasyonuyla
olusturulan yiiksek molekiiler agirlikli koyu kahverengi veya siyah pigmentlerdir. UV —
Vis spektrospkopisi taramalarinda 200 — 300 nm araliginda en yiiksek seviyede

absorpsiyon vermesi ve goriiniir bolgeye dogru absorbansin giderek azalmasi melaninin
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karakteristik 6zelligidir (Tarangini and Mishra, 2013). Sekil 4.2'de sunulan farkli izolatlara

ait HFS igerisinde bazi melanin iireticileri de goriilmektedir.

Izolatlara ait HFS'lar1 HAuCly ¢dzeltisi ile 80°C su banyosunda inkiibasyonu sonrasi
Sekil 4.3'te AUuNP biyosentezini gosteren degisim sunulmaktadir. Biyokiitle iiretimi
esnasinda fermentasyon sivisina salgilanan biyolojik molekiiller sayesinde (amino asitler,
peptitler, proteinler, organik asitler ve gesitli metabolitler) altin tuzlarmm (HAuCly) Au*™
— Au™ indirgenmesi sonucu inkiibasyon sonrasi renk degisimleri gézlenmektedir

(Golinska et al., 2014).

Sekil 4. 3 AuNP biyosentezi a) hiicresiz fermentasyon sivist b) sentezlenen AuNP c) kontrol grubu (sadece

HAUCI, ¢ozeltisi)

AuUNP biyosentezi sonrast UV-Vis spektrofotometre ile 400-800 nm araliginda
tarama sonrasi farkli dalga boylarinda (200-300 nm) girisim veren melanin {ireticisi 13
izolat, 500-550 nm araliginda SPR bandi veren 6rnekler ve bu 6rneklerin 550 nm'deki
absorbanslart belirlendi (Tablo 4.1). Bu veriler degerlendirildiginde melanin ireten
izolatlar ileri c¢alismalar icin elendi. Literatiirde diiz tiiggen morfolojideki altin
nanopartikiillerin yesil tonlarda renge sahip oldugu rapor edilmektedir (Jain et al., 2007).
Calismada kiiresel AuNP'lerin sentezi hedeflendiginden, M65-2 kodlu izolatin biyosentez
¢ozeltisinin 600 nm'de SPR bandi vermesi ve yesil tonlarinda olmasi nedeniyle bu izolat da
ileri ¢aligmalar i¢in elendi. Diger aday 16 izolatin 550 nm'de absorbans degerleri
incelendiginde yiiksek AuNP biyosentez potansiyeli oldugu diisiiniilen, yani sira
yiiksek biiyiime hizina ve biyokiitle miktarlarina sahip 5 izolat; M137-2, 6SM-123,
5SM-03, 4SM-02 ve 3SM-03 ileri ¢alismalar icin secildi (Sekil 4.4).
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Tablo 4. 1 Izolatlarin melanin iiretim durumu, spektrofotometrik tarama sonucu ve 550 nm'de
absorbanslar1

izolat Melanin 500-550 nm tarama Absorbans (550 nm)
1 2M2 - + 1,096
2 M73-1 - + 0,560
3 M65-2 - -
4 M137-SY2 Var -
5 M125-2 Var -
6 M33-12 - + 0,789
7 M33-C Var -
8 2M6 Var -
9 2M10 - + 0,802
10 M46-6 - + 0,396
11  2SM-24 Var -
12 M137-2 - + 1,127
13 M137-KT-13 - + 0,824
14  M138-S-2A Var -
15 6SM-81 - + 0,990
16 6SM-123 - + 1,044
17 5SM-03 - + 1,043
18 6SM-51 Var -
19 4SM-06 Var -
20 4SM-02 - + 1,353
21  M44-1 Var -
22  M43-1 - + 0,968
23 M33-7 Var -
24 M7 - + 0,834
25 M33-14 Var -
26 3SM-03 - + 1,026
27  3SM-04 - + 0,730
28  2SM-05 - + 0,936
29 M127-2 Var -
30 M137-5 Var -
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Sekil 4. 4 Segilen aktinomiset izolatlarinin SFM agarda morfolojisi a) M137-2, b) 3SM-03, ¢) 4SM-02, d)
5SM-03, e) 6SM-123

4.3 Aday izolatlarin AuNP Biyosentezi ve Karakterizasyonu

Bu asamada secilen 5 aday izolat ile AUNP biyosentezi boliim 3.2.2'de anlatilan
sekilde tekrarlandi ve ardindan biyosentez ¢6zeltilerinin (Sekil 4.5) UV-Vis spektroskopisi
ile SPR noktalar1 ve DLS analizi (Zeta sizer) ile de partikiil boyut dagilimi belirlendi
(Tablo 4.2).
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| M137-2 gi" 6SM-123

Sekil 4. 5 Aday izolatlar tarafindan sentezlenen AuNP ¢dzeltilerinin (cam tiip igerinde) goriiniimii

Tablo 4. 2 Aday izolatlar tarafindan sentezlenen AuNP'lerin ortalama boyut dagilimlar1 ve optik
analizi

izolat Z-Average SPR Bant
84,88 nm 534
4SM-02 72,43 nm 531
80,36 nm 531
85,28 nm 533
55M-03 83,04 nm 534
82,12 nm 530
67,34 nm 536
M137-2 66,06 nm 536
64,96 nm 534
88,90 nm 541
3SM-03 93,18 nm 541
85,53 nm 540
62,51 nm 530
6SM-123 88,45 nm 534
92,47 nm 538

Kiiresel AuNP'ler kolloidal ¢ozeltilerde ¢ekirdek boyutu 1 nm'den 100 nm'ye dogru
biiyiidiik¢e bir dizi renk (kirmizi, mor, kahverengi, turuncu) sergiler ve genellikle 500-550
nm arasinda partikiil boyutuna gore yilizey plazmon absorbsiyon zirvesi (SPR bant) gosterir
(Yeh et al., 2012; Elahi et al., 2018). Tez calismasinda secilen 5 aday izolatin optik
analizinde SPR bant ortalamasinin 535 nm olmast kiiresel formda nanopartikiil
sentezlendiginin gostergesi oldu. Aday izolatlar icerisinden M137-2 izolat1 ile yapilan
biyosentezde en kii¢iik boyuta sahip (66.12 + 1.19 nm) AuNP'lerin elde edildigi belirlendi.
Literatiirde 20-60 nm arahgimdaki AuNP'lerin biyolojik molekiillere baglanma

ilginliklerinin yiiksek olmas1 (Torres- Chavolla et al., 2010; Jianrong et al., 2004) ve
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ileri cahymalarda AuNP ile antijen molekiiliiniin baglanma durumu go6z oOniine
alinarak bu arah@a en yakin boyutlarda AuNP biyosentezini gerceklestiren M137-2

izolat1 ileri calismalar icin secildi.

4.4 M137-2 izolatinin Tanilanmasi

4.4.1 Genomik DNA izolasyonu, miktar, saflik ve biitiinliik degerlendirmesi

M137-2 izolatina ait 3 tekrarli genomik DNA izolasyonu ile elde edilen DNA'nin

¢oktiiriilmesi sonrasi niikleik asitlerin saflik kontrolleri nanodrop cihazi ile 6l¢iildii (Tablo

4.3).

Tablo 4. 3 Niikleik asitlerin saflik kontroli

Ornek No ng/pl A(260/280) A(260/230)
1 78,240 1,813 0,972
2 293,57 1,860 1,252
3 98,712 1,750 1,246

4.4.2 PCR, dizi analizi ve filogenetik agac

PCR sonrasi elde edilen rRNA gen bolgesinin 27F ve 1492 R primerleri ile elde
edilen kismi dizi analizi (Tablo 4.4) RefGen firmasin hizmet alimi1 yolu ile yaptirildi. DNA
dizileri hizalandi, referans organizmalar tespit edildi, Neighbour-joining yontemi ve 3000
bootstrap degeri kullanilarak MEGA v4.0 programi ile filogenetik agag ¢izildi (Sekil 4.6).
NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabaninda bulunan BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) MEGABLAST analizi ile niikleotid veri
bankasinda dizi karsilagtirmasi yapilarak izolatin Streptomyces cinsine ait oldugu
belirlendi. Streptomyces sp. M137-2 olarak isimlendirilen izolata ait kismi rDNA dizisi
NCBI GenBank veri tabanina “MT645618” erisim numarasi ile kaydettirildi.
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Tablo 4. 4 Streptomyces sp. M137-2 izolatinin 16S rDNA kismi dizisi

27F

GCACACTGTATACCGAACCACCAAGGGGGGCACCATCTCTGATGCTTTCCGGTATTATGTCAAGCCTT
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCGTCGAAATAAAGCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
CCTTTGAGTTTTAGCTTGCGGCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACG
ACGTGGAATGTCGCCAACACTAGTTCCCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
CGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCC
TCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCACACTCTAGCTAGCC
CGTATCGAATGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACAAGCCGCCTACGAG
CTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCG
AAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTAC
CCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCATTACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTTCACCGC
CGGAGCTTTTAACCCCGTCCCATGCGGGACAGAGTGTTATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTT
GTCCCAGAGTGAAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCACCCCGAAAGG
CTTCATCGTCGACTGCAGGTAAGCACCCCCCCCCCCGCGT

1492 R

CCCGCCGGGTCCACCTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCG
ACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCT
GCGATTACTAGCAACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTT
TTTGAGATTCGCTCCGCCTCGCGGCATCGCAGCTCATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCC
AAGACATAAGGGGCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCT
GTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACT
TAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGGGGG
GCACCATCTCTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCGTCGAATTAA
GCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTC
CCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAACACCTAGTTC
CCAACGTTAGACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAG
CGTCAGTAATGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGC
TACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCACACTCTAGCTAGCCCGTATCGAATGCAGACCCGGGGTT
AAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGAC
ACGCTTGCGCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACG
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Streptomyces griseolus NBRC 3719
Streptomyces argenteolus NBRC 12841
Streptomyces argenteolus JCM 4623
Streptomyces halstedii strain12783
Kitasatospora cinereorecta strain NBRC 15395

Streptomyces cyaneofuscatus CSSP436
MTE45618.1 Streptomyces sp. strain M137-2
Streptomyces erumpens NBRC 15403
Streptomyces griseus NBRC 12875
—————————— Streptomyces fulvissimus DSM 40593
Streptomyces microflavus NBRC 13062
Streptomyces alboviridis NBRC 13013
Streptomyces fulvorobeus NBRC 15897
Streptomyces microflavus NRRL B-2156
Streptomyces pratensis ch24
Streptomyces anulatus NBRC 13369
Streptomyces praecox NBRC 13073
Streptomyces anulatus NERC 12755
Streptomyces caviscabies ATCC 51928
Streptomyces mediolani NBRC 15427
Streptomyces lavendulae ISP 5068
Streptomyces violaceusniger YH2TA
Streptomyces violaceoruber DSM 40049
\_E Streptomyces albidoflavus NBRC 13010
Streptomyces coelicolor NBRC 12854
Escherichia coli DSM 30083

Sekil 4. 6 M137-2 izolatinin 16S rDNA dizi analiz sonucuna dayanilarak ¢izilen filogenetik aga¢ (3000
bootstrap)

4.5 Streptomyces sp. M137-2 ile AUNP Biyosentezinin Optimizasyonu

4.5.1 OVAT denemeleri

AUNP biyosentezinde, nanopartikiill boyutu iizerinde etkili olan 3 bagimsiz
degiskenin degerlendirilmesi ve optimum diizeylerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bu
caligmada Oncelikle Streptomyces sp. M137-2 kullanilarak OVAT denemeleri
gerceklestirildi. Optimizasyon g¢alismasi Oncesinde bagimsiz degiskenlerin min ve max
deger araligini belirlemek amaciyla geleneksel OVAT yaklasimi uygulanmasi, sonuglarin

daha makul ve giivenilir olmasini saglamaktadir (Hamid and Said, 2018).

Altin tuzu (HAuCly) konsantrasyonu sabit tutularak pH (6-12) ve inkiibasyon
siiresinin  (12-120 saat) incelendigi OVAT denemelerinde sentezlenen AuNP'lerin
spektrofotometrik 6l¢iimleri ve SEM analizi ile sekil ve boyut dagilimi incelendi (Tablo
4.5, Sekil 4.7, Sekil 4.8).
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Tablo 4. 5 Streptomyces sp.M137-2 HFS ile sentezlenen AuNP'lerin optik analizi

pH SPR Bant Absorbans
6 557 nm 0,360+ 0,019
7 561 nm 0,296 + 0,010
8 560 nm 0,313+ 0
9 563 nm 0,228 + 0,012
10 557 nm 0,218+ 0,017
11 558 nm 0,269 + 0,014
12 560 nm 0,074 + 0,004

Sekil 4. 7 Farkli pH'larda (6-12) hazirlanan HAuCl, ¢ozeltisi ile esit hacimde karistirilan hiicresiz

fermentasyon sivilarinin inkiibasyon sonrasi gozlenen renk degisimleri
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HV spot det mag [ HFW WD pressure —3um
15.00kV | 5.0 | BSED 50000x | 8.29 ym | 10.2 mm | 6.01e-4 Pa YTEMAM

HV spot det mag [ pressure —1uym

15,00 kV | 5.0 | BSED 100000 x | 4.14 pm | 10.5 mm | 4.58e-4 Pa YTEMAM

Sekil 4. 8 Sentezlenen AuNP'lerin SEM goériintiileri ve nanopartikiil boyutlar

Ayni konsantrasyonda altin tuzu (10° M) kullanilarak farkli pH degerlerinde

gerceklestirilen biyosentez sonrast en verimli (Tablo 4.5) iiretimlerin pH 6, 7 ve 8'de
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gerceklestigi belirlendi. Farkli pH denemelerine ait gorseller Sekil 4.7'de sunulmaktadir.
Ayrica biyosentez ¢ozeltilerinin hi¢birinde 48. saatten once renk degisimi gozlenmedi ve
120. saatte dogru giderken kiimelenme nedeniyle renkler kirmizi tondan mor/siyah
tonlarina degismeye basladi. Elde edilen sonu¢lar AuNP sentezinin pH 11'den sonra
azaldigimi gosterdiginden pH icin 6-10 arahg, inkiibasyon siiresi icin ise 48 - 96 saat
arahi@inin optimizasyonda kullanilmasina karar verildi. Benzer sekilde Aktinomisetler
ile yapilan nanopartikiil biyosentez calismalarinda inkiibasyon siiresinin genellikle 24-96
saat arasinda degistigi bildirilmektedir (Golinska et al.. 2014). HAuUCl, derisiminin alt ve
{ist limitleri ise literatiir bilgileri 1513inda 107-10° M olarak belirlendi. Farkli pH
sartlarinda sentezlenen AuNP'lerin SEM analizi gerceklestirildiginde pH 7 ve 8
sartlarinda 30-50 nm boyutlarinda monodisperse (tek dagilimli) ve kiiresel AuNP
varhg: gosterildi (Sekil 4.8). Ayrica farkli pH sartlarinda sentezlenen AuNP'lerin kiiresel
morfolojide oldugu SEM goriintiilerinde belirlendi. Literatiirdeki optimizasyon ¢alismalari
incelendiginde gelencksel OVAT yaklasiminin kullanildigi, istatistiksel bir optimizasyon
calismasi yapilmadigi ve sentezlenen partikiiliin boyut ve seklinde organizmanin tiirii, pH,
inkiibasyon siiresi ve altin tuz konsantrasyonun etkili faktorler oldugu goriilmektedir.
Literatiirde ayn1 biyotransformasyon kosullarinda Thermoactinomyces spp. 44 Th ve
Thermomonospora spp. 67 Th suslarinin farkli boyutlarda kiiresel AuNP sentezledigi rapor
edilmistir (Kalabegishvil et al., 2013). Rhodopseudomonas capsulata'nin kullanildig1 diger
bir ¢alismada ise oda sicakliginda pH 7'de inkiibe edildiginde 10-20 nm boyutunda kiiresel
AuNP'ler; pH 4'de ise ti¢ggen (50-400 nm) ve kiiresel (10-50 nm) bir arada AuNP
sentezlendigi bildirilmektedir (He et al., 2007). Sadhasivam ve ark. (2012), Streptomyces
hygroscopicus strain BDUS 49 miselleri ile sentezlenen AuNP'lerin morfolojisi tizerinde
pH ve reaksiyon siiresinin ekisini inceledigi ¢calismada faktorlerin birbirine bagli oldugunu,
notr pH'da monodispers yapida kiiresel AuNP'ler (2-10 nm) sentezlenirken pH
diisiiriildiiglinde 1se farkli boyut araliginda besgen ve altigen ¢ok dagilimli AuNP'lerin
sentezlendigini bildirdiler. Streptomyces sp. NK52 izolatina ait HFS ile gercgeklestirilen
farkli pH (2 - 3 - 4 - 5), tuz konsantrasyonu (0.5 - 1 - 1.5 - 2 mM) ve sicakliklarda (10 - 20
- 30 - 40°C) 10 — 100 nm boyutlarda kiiresel, liggen, altigen polidisperse AuNP'lerin
sentezlendigi, optimum kosullarin ise pH 4, 2 mM altin tuzu ve 40°C oldugu
bildirilmektedir (Prakash et al., 2013). Streptomyces sp. ERI-3 HFS ile sentezlenen AuNP
proses optimizasyonunda pH, altin tuzu konsantrasyonu, inkiibasyon sicakligi ve siiresi
incelendiginde oldukca genis boyut dagilimina sahip (10-200 nm) kiiresel ve silindirik
AuUNP'lerin sentezlendigi, optimum kosullarda (pH 6, 3mM altin tuzu, 30°C ve 12 saat) ise
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10-30 nm boyutlarinda kiiresel AuNP sentezi bildirilmektedir (Zoonoz et al., 2012).
Streptomyces hygroscopicus miselleri ile gergeklestirilen optimizasyon ¢aligmasinda
optimum pH 7'de, 102 ve 10* mM derisimlerindeki altin tuzu ¢ozeltilerinin diger diisiik
derisimlerdeki ¢ozeltilere kiyasla daha iyi AuNP sentezlendigi ve 15-30 nm boyutlarinda

monodispers kiiresel AuNP'lerin sentezlendigi rapor edilen ¢aligmalardandir (Waghmare et
al., 2014).

4.5.2 AuNP biyosentezinin istatistiksel optimizasyonu

Mikrobiyal AuNP sentezinin istatistiksel optimizasyonunda bagimsiz degiskenler
olan pH ve inkiibasyon siiresi igin OVAT denemeleri ile, HAuCl, derisimi igin ise literatiir
bilgileri 1518inda esik degerleri belirlendi (Tablo 4.6). Istatistiksel optimizasyonda
bagimsiz degiskenlerin bireysel ve birbirleri ile olan etkilesimleri Design Expert (version

7.0.0) programi kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 4. 6 CCD (Merkezi Bilesen Tasarimi) model tasarimi i¢in bagimsiz degiskenlerin alt-iist
degerleri

Faktor/Parametre Alt Limit  Ust Limit
pH 6 10
HAuUCI, Derisimi (mM) 0,01 100
Inkiibasyon siiresi (saat) 48 96

CCD matrisine gore deneyler gergeklestirildi, sentezlenen AuNP'lerin ilk olarak UV-
Vis spektroskopisi ile optik analizi gerceklestirildi, DLS analizi ile ortalama pargacik
boyutlart Olgiilerek programa yanit olarak girildi. CCD modelin sundugu tasarimda 20
deney icerisinde 6 tekrar deneyini temsil eden 1, 2, 7, 8, 14 ve 17 numaral deneylerde
sentezlenen AuNP'lerin sirasiyla 33,04, 33,11, 40,96, 45,77, 44,23 ve 34,63 nm olduklari
ve ortalama boyutun da 38,62+5,75 nm oldugu belirlendi. Bu sonuglarla uyumlu olarak
makro goriintiiler ve SPR spektrumlar incelendiginde verilerin ve renklerin birbirine
oldukca yakin oldugu goriilmektedir (Tablo 4.7 ve Sekil 4.9). Altin tuzu (HAuCly)

konsantrasyonunun en az (deney 20) ya da smira yaklasan pH degerlerinde (deney 9, 15,
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18, 19) ve inkiibasyon siiresinin 96 saate yaklastigi (deney 12, 13) deneylerde AuNP'lerin

sentezinin gerceklesmedigi goriilmektedir.

SPR etkisi takip edilerek AuNP'lerin sekil ve boyutuna bagh olarak degisen 1sik
absorbsiyonu arasinda giiglii bir korelasyon kurulmaktadir (Husseiny et al., 2007; Zheng et
al.,, 2012; Dykman and Kbhlebtsov, 2012). CCD denemeleri sonrasi farkli deney
kosullarinda farklt boyut ve miktarlarda AuNP sentezi gerceklestigi, sentez sonrasi
erlenlerde biyosentez sivilarinin literatiir ile uyumlu olarak ag¢ik saridan, turuncu, pembe,

kirmizi, mor renk tonlaria degisimi gozlendi (Sekil 4.9).

Tablo 4. 7 CCD deney tasarimi ve yanitlari ile spektrofotometrik tarama sonuglari

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Spektrofotometrik
Deney B: HAuCI, C: Inkiibasyon P AR tarama (nm) ve
A: pH boyut (nm)

(mM) (saat) Absorbans
1 8.00 50.01 72.00 33.04 522 - 0,794
2 8.00 50.01 72.00 33.11 524 - 1,061
3 9.19 20.28 57.73 99.77 553 -0,471
4 8.00 100.00 72.00 71.90 548 - 5,250
5 9.19 20.28 86.27 82.14 557 - 0,398
6 8.00 50.01 48.00 43.79 545 - 1,402
7 8.00 50.01 72.00 40.96 530 - 1,370
8 8.00 50.01 72.00 45.77 525-0,819
9 6.00 50.01 72.00 157.9 Pik yok
10 6.81 20.28 86.27 98.69 551 - 0,026
11 6.81 20.28 57.73 72.29 541 - 0,389
12 6.81 79.73 86.27 132.4 Pik yok
13 9.19 79.73 86.27 130.7 Pik yok
14 8.00 50.01 72.00 44.23 531 - 1,559
15 6.81 79.73 57.73 195 Pik yok
16 8.00 50.01 96.00 46.97 532 -1,990
17 8.00 50.01 72.00 34.63 530- 1,291
18 10.00 50.01 72.00 175.3 Pik yok
19 9.19 79.73 57.73 143.9 Pik yok
20 8.00 0.01 72.00 173 Pik yok
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Sekil 4. 9 CCD deney tasarimi sonucu her bir deney kosulunda elde edilen AuNP biyosentez sivilarinin

gorinimil

Mikrobiyal AuNP biyosentezinde gercek yanit fonksiyonunun (nanopartikiil boyutu)
tahmin edilmesinde, Design Expert programi tarafindan Ongoriilen bir¢ok fonksiyonu
iceren ikinci dereceden (kuadratik) denklem elde edildi ve Onerilen modelin dogrulugu
varyans analizi (ANOVA) ile test edildi. Istatistiksel verilerin degerlendirilmesinde

programin 6nerdigi dontisiim (Box-Cox Plot for Power Transformations-transform-inverse

sgrt-reciprocal) denklemin kok degeri alinarak y'=1/,/v + k yapildi (Yapilan déniisiim, y

recommend transform inverse square root - lambda=-0.5). %95 giiven araliginda model
degiskenlerinin p degerinin anlamlilik diizeyi olan Prob>F degerinin a=0.05"ten kii¢iik olan
degiskenlerin anlamli oldugu, 0.1'den bilyiik olan model terimlerinin ise anlamsiz oldugu
kabul edilmektedir (Box et al.,1978). p degerinin anlamlilik diizeyi olan 0=0.05"ten kiigiik
olmast model terimlerinin anlamli oldugunu gostermektedir ancak Tablo 4.8'de gorildiigi
gibi her degisken i¢in Prob>F degeri 0.05'ten kii¢iik degildir ve ¢ok sayida anlamsiz model
terimi oldugunda hiyerarsiyi desteklemek icin gereksiz olanlarin ¢ikarilmasi: bdylelikle

modelde azaltma yapilarak modelin iyilestirilmesi miimkiindiir.

ANOVA sonuglarinda goriildiigii gibi F degerleri 0=0.05'ten kiigiik ¢ikan ve
AuNP'lerin boyutu {izerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi olan bagimsiz degiskenlerden
pH (faktor A) ve HAuCly derisiminin (faktor B) ana etkilerinin kareleri (quadratik etki) A?

ve B2 model iizerinde istatistiksel olarak anlamlidir.

Inkiibasyon siiresinin (faktér C) ise model iizerinde anlamli bir etkisi olmadig1
gorildii ve bu nedenle C, AC, BC ve C? bagimsiz degiskenleri modelden ¢ikarilarak model
tizerinde iyilestirme yapildi. Gelistirilen modelin ANOVA sonuglart Tablo 4.9'da

sunulmaktadir.
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Tablo 4. 8 1k modelin ANOVA sonuglari

Source Sum of df Mean F p-value
Squares Square Value Prob>F
Model 0.022 9 2432E-003 7.39 0.0022 significant
A-pH 3.959E-007 1  3.959E-007  1.204E- 0.9730
003
B-HAUCI, derisimi ~ 6.117E-005 1  6.117E-005 0.19 0.6754
C-inkiibasyon 1.125E-006 1  1.125E-006  3.420E- 0.9545
siiresi 003
AB 5.069E-005 1 5.069E-005 0.15 0.7029
AC 3.195E-005 1  3.195E-005 0.097 0.7617
BC 8.538E-005 1 8.538E-005 0.26 0.6215
A? 0.015 1 0.015 44,57 <0.0001
B? 9.026E-003 1  9.026E-003 27.44 0.0004
Cc? 6.676E-004 1  6.676E-004 2.03 0.1847
Residual 3.289E-003 10 3.289E-004
Lack of fit 2.574E-003 5 5.148E-004 3.60 0.0930 not
significant
Pure Error 7.150E-004 5 1.430E-004
Cor Total 0.025 19
R-Squared (R?) 0.8694
Adj R-Squared 0.7518
Pred R-Squared 0.1715
Adeq Precision 7.057
Tablo 4. 9 lyilestirilen modelin/sadelestirilen ANOVA sonuglari
Sum of df Mean F p-value
Source Squares Square Value Prob>F
Model 0.021 4  5.262E-003  19.13 <0.0001  significant
A-pH 3.959E-007 1 3.959E-007 1.439E- 0.9702
003
B-HAUCI, derisimi ~ 6.117E-005 1 6.117E-005 0.22 0.6440
A’ 0.014 1 0014 51.57 <0.0001
B2 8.630E-003 1  8.630E-003  31.38 <0.0001
Residual 4.125E-003 15 2.751E-004
Lack of fit 3.411E-003 10 3.411E-004  2.39 0.1748 not
significant
Pure Error 7.150E-004 5  1.430E-004
Cor Total 0.025 19
R-Squared (R?) 0.8361
Adj R-Squared 0.7924
Pred R-Squared 0.4890
Adeq Precision 10.683

Mikrobiyal AuNP biyosentezinde nanopartikiil boyutu iizerinde onemli etkiye sahip
faktorlerin bireysel ve birbirleri ile olan etkilesimlerinin etkileri istatistiksel olarak

degerlendirildi. Kodlanmis ve gercek faktorler cinsinden ifade edilen asagida verilen
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denklemler elde edildi. Denklemlerde Y (nm): nanopartikiil boyutunu, A, B ve C sirasiyla;
pH degeri (pH), HAuCl, (altin tuzu) derisimi (mM) ve inkiibasyon siiresini (saat) ifade

etmektedir.
Kodlanmis faktorler cinsinden elde edilen denklemde 1.0/Sqrt (nanopartikiil boyutu)
Y=+0.16 — 1.703E-004A — 2.116E-003B — 0.031 A* - 0.024B°
Gergek faktorler cinsinden 1.0/Sqrt (nanopartikiil boyutu)

Y=-1.32023 + 0.35305 *pH + 2.68456E-003 *tuz konsantrasyonu — 0.022075 *pHZ —
2.75548E-005 *tuz konsantrasyonu2

ANOVA testi sonuglarinda F ve p degerleri modelin mikrobiyal AuNP biyosentezini
etkileyen faktorlerin optimizasyonunda kullanilabilecek basarili bir model oldugunu, p
degerinin <0,0001 ve F degerinin 19.13 olmast modelin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu ve modelin sans eseri olusmasinin %0,01 gibi ¢ok diisiik olasilikla miimkiin

oldugunu gostermektedir.

R? degeri her zaman 0 ile 1 arasindadir ve 1'e ne kadar yakin olursa deneysel (gercek)
veriler ile tahmin edilen degerler arasindaki korelasyonun iyi oldugunu ifade etmektedir
(Thompson 1982; Castillo, 2007). Modelde R? degerinin 0.8361 bulunmasi modelin giiven
aralig1 siirlari igerisinde yer aldigim1 gostermektedir. Standart sapma, regresyon katsayisi
ve diizeltilmis regresyon katsayisi degerleri de hesaplanmistir. Adeq. Precision degerinin
4'ten biiylik olmasi istenen bir durumdur ve modelde belirlenen 10.683 tasarim alaninda

gezinmek icin kullanilabilir bir degerdir (Noordin et al., 2004).

Modelin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde kullanilan diger bir yontem ise
Lack of fit testidir. Lack of fit degerinin anlamsiz (not significant) olmasi istenen bir
durumdur, istatistiksel olarak anlamsiz olan Lack of fit sonuglari model ile uyusmaktadir.
Lack of fit degerinin anlamli (significant) olmas1 modelin degiskenler arasindaki etkilesimi
ifade edemedigini gostermektedir (Myers and Montgomery, 1995; Kansal et al., 2005; Box
and Draper, 1987). Tahmin edilen degerler ile deneysel veriler yeterli miktarda uyusuyorsa
sadece modelin dogasinda bulunan rastgele hatalar yansitilmaktadir. Olusturulan modelde

deger anlamsiz olarak bulundu.
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Design Expert programi, model {izerinde etkisi incelenen bagimsiz degiskenlerin 2
boyutlu (2B) ve 3 boyutlu (3B) grafiklerinin degerlendirilmesini de miimkiin kilmaktadir.
2B grafikler, faktorlerin yanit lizerindeki bireysel etkileri hakkinda bilgi saglarken 3B
grafikler faktorlerin birbirleri ile olan etkilesimleri ve birlikte siire¢ lizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Lineer hata dagilim grafigi (Sekil 4.10) modelin
uygunlugunu desteklemekte, her faktoriin bireysel etkilerinin incelendigi tek faktor
grafikleri Sekil 4.11'de goriilmektedir. Faktorlerin birbiriyle olan etkilesimleri,
nanopartikiil boyutu iizerine olan etkileri ve optimizasyon noktalar1 Sekil 4.12'de sunulan
3B yiizey yaniti grafiklerinde goriilmektedir. Tez ¢alismasinda sentezlenen nanopartikiil
boyutunun 50 nm'den kiigiik olmas1 hedeflendi ve grafiklerde goriilen mavi bolgeler kiigiik

boyutlu nanopartikiilleri temsil etmektedir.

Normal Plot of Residuals

&
I

—

Marmal % Probahbility
m o B 4 #8 88K
1 ||‘||||l|llhl|ll|||‘|| 1 |II|IIII| 11 1
|
|
5]
-.l:l
m|
L |
s
[m]
O
]
-I:I.

-1.55 -0.62 0.4 1.9 315

Internally Studentized Hesiduals

Sekil 4. 10 Lineer hata grafigi
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200 —

157.5 —

115 —

nanopartikil boyutu

72.5 —

30 —

6.81 7.41 8.00 8.59 9.19

A: pH

200 —

157.5 —

115 —

nanopartikill boyutu

72.5 —

30 —

20.28 35.14 50.01 64.87 79.73

B: metal tuz derisimi

Sekil 4. 11 AuNP boyutu iizerinde etkili olan bagimsiz degiskenlerin bireysel etkileri; a) pH, b) Altin tuzu

derisimi
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Sekil 4. 12 AuNP boyutu iizerinde etkili olan bagimsiz degiskenlerin birlikte etkileri; pH ve tuz
konsantrasyonu
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Birden fazla degiskenin birlikte etkilesimlerinin yorumlanabilmesi genellikle 3
eksenli kontur grafikleri (3B grafikler) ile saglanmaktadir. Yapilan ¢cahsmada model
3 faktor iizerinden gelistirildigi halde iki faktoriin degisiminin sonucu nasil etkiledigi

yorumlandi.

OVAT yaklasiminda, deney seti {izerinde etkili parametrelerden her seferinde bir
paremetrenin degistirilmesi, digerlerinin sabit tutulmasi bagimsiz degiskenlerin bireysel ve
birbirleri ile olan etkilesimlerinin deney setine etkilerini ve optimum kosullarin
belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir (Montgomery, 2001). Istatistiksel deney tasarimi
yaklasimlari, geleneksel optimizasyon yontemlerine gore deney sayisini, siiresini ve
maliyetini azaltan, daha az deneme ile sans faktorii igermeden, genis kapsamli ve daha
glivenilir sonuglara ulagsmay1 saglamaktadir (Carlet et al., 2004; Khuri and Mukhopadhyay,
2010). Bu calismada az sayida deneme ile sentezlenen nanopartikiillerin boyutu
iizerinde istatistiksel olarak etkili olan parametrelerin optimimum noktalar1 pH 8,
altin tuz konsantrasyonu (HAuUCl;) 10° M ve inkiibasyon siiresi 72 saat olarak

belirlendi.
4.5.3 Dogrulama deneyleri

CCD modelinin uygulanabilirligini ve deneylerin tekrarlanabilirligini test etmek
amaciyla program tarafindan Onerilen 30 farkli dogrulama deney matrisi igerisinden 3
deney tasarimi segildi. Gergeklestirilen dogrulama deneyleri sonuglari Tablo 4.10'da
sunulmaktadir. Deneysel verilerin beklenen/tahminlenen degerlere yakin oldugu ve aym

zamanda %95 giiven aralig1 degerleri arasinda oldugu belirlendi.

Tablo 4. 10 Dogrulama deneyleri

Giiven arahg:

Inkiibasyon kosullar AuUNP (nm) degerleri
HAuUCIl, Inkiibasyon %95 Cl %95 ClI
H Bekl D I
P (mM) siiresi (saat) exienen eneyse Diisiik Yiiksek
1 739 39,43 58,49 46,72 44,14 39,92 55,43
2 7,39 37,37 67,62 47,49 50,93 40,54 56,42

3 873 37,57 72,27 49,91 54,42 42,38 59,65
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CCD matrisine gore gerceklestirilen mikrobiyal AuNP sentezinin optimizasyon
calismasinda nanopartikiill boyutu yanit olarak kullanildi. Elde edilen sonuglar
AuNP'lerin biyosentezini etkileyen faktorlerin optimizasyonu i¢in olusturulan bu

modelin giivenilirligini ve onerilen modelin dogrulugunu kamtland.

4.6 AuUNP Karakterizasyon Cahismalari

Optimizasyon c¢aligmalart tamamlandiktan sonra belirlenen optimum noktalarda
Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile AuNP'ler sentezlendi. Elde edilen AuNP'lerin
karakterizasyon caligmalar1 gergeklestirilerek sekil, boyut, dispersite, ylizey kimyasi,
kristal yapi ve stabilite degerlendirmesi yapildi.

4.6.1 SPR Spektrumu (UV-Vis spektroskopisi)

Streptomyces sp M137-2'e ait HFS igerisinde yer alan ¢esitli biyolojik molekiillerin
etkisi ile altin tuzlarmmm (HAuCly), altin nanopartikiillere indirgenmesi sonucu
baslangicta sar1 renkli olan reaksiyon karisiminin inkiibasyonun ardindan yakut
kirmiz1 renk aldig1 gozlendi ve sentezlenen AuNP'lerin spektrofotometrik taramasi
sonrast SPR spektrumu 541 nm olarak belirlendi (Sekil 4.13). Kiiresel AuNP'ler
spektrofotometre Ol¢iimlerinde karakteristik olarak 500-550 nm araliinda SPR bandi
vermekte ve ¢ozeltilerin renkleri ise partikiil boyutuna gore kirmizi, mor, kahverengi veya

turuncu olabilmektedir (Yeh et al., 2012; Elahi et al., 2018).
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Sekil 4. 13 Streptomyces sp. M137-2'e ait AuNP biyosentez ¢ozeltisinin SPR  spektrumu
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Metal nanopartikiiller (Au, Ag, Cu) belirli dalga boylarinda 151k tarafindan
uyarildiginda (1s1k ile olan giiglii etkilesimleri sayesinde), metal ylizeyindeki iletim
elektronlarinin titresimiyle gelismis bir elektromanyetik alan olusmakta, titresim
partikiillerin boyutuna ve sekline bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Uyarilmanin
ardindan partikiil ylizeyinden gelisen toplu salinim, UV-Goriiniir bolgede karakteristik
optik absorpsiyon spektrumlari/bantlar1 (SPR) olusturmakta ve bu optik 0Ozellik
spektroskopi teknikleri ile belirlenmektedir. Bu AuNP'lerin basta tip ve medikal alan
olmak tizere kullanim potansiyellerini olusturan baslica 6zelliktir (Sastry et. al., 2003,;
Boisselier and Astruc, 2009; Zeng et al., 2011; Shedbalkar et. al., 2014; El-Batal and
Tamie, 2015). Nanopartikiillerin SPR bant yogunlugu ve dalga boyu, nanopartikiiliin metal
tipi/tiirii, sekil ve boyutu, yiizey bilesimi, kiimelenme durumu, dielektrik sabiti, reaksiyon
karisimi bilesimi ve ortamin kirilma indisi gibi faktdrlere bagli olarak degismekte ve
nanopartikiil yiizeyindeki elektron yiikiiniin yogunlugunu etkilemektedir (Njoki et al.,
2007; Huang and El-Sayed, 2010). Yapilan farkli mikrobiyal sentez ¢alismalarinda farkli
boyut ve sekilde elde edilen AuNP'lerin SPR spektrumlart 500-550 nm arasinda degistigi
rapor edilmektedir. Husseiny ve ark. (2012) tarafindan kiiresel AuNP'lerin sulu ¢6zeltilerde
biiyiikliiklerine gore kahverengi, turuncu, kirmizi veya mor renkli olduklarmi ve
boyutlarina gore de 500-550 nm arasinda absorbsiyon piki verdigini bildirdiler. Calismada
P. aeruginosa ATCC 90271, Strain 1, Strain 2 suslar1 tarafindan sirasiyla 40+£10, 1545,
25+15 nm boyutlarinda kiiresel AuNP'ler sentezlendigi, spektrofotometrik dl¢iimlerde 543
nm, 531 nm, 540 nm'de pik verdikleri ve parcacik boyutu biiyiidiikk¢e ¢ozelti renginin
pembeden mor/maviye dogru kaydigi bildirilmektedir. Rhodococcus sp. misellerinden
hiicre i¢i sentezlenen 5-15 nm boyutlarindaki kiiresel AuNP'lerin 540 nm civarinda
(Ahmad et al., 2003a), Thermomonospora sp. biyokiitlesinden sentezlenen kiiresel
AuNP'lerin 520 nm'de (Ahmad et al., 2003b), Thermomonospora tiirlerine ait miseller ile
yapilan bir ¢aligmada, T. curvata, T. fusca, T. chromogena tarafindan sentezlenen 30-60
nm boyutlarinda dagilim gosteren AuNP'lerin sirasiyla 537 nm, 535 nm ve 544 nm'de en
yiiksek absorpsiyonu (Torres-Chavolla et al., 2010) ve benzer sekilde Streptomyces
viridogens strain HM10 misellerinden sentezlen AuNP'lerin 18-20 nm boyutlarinda ve 549
nm'de (Balagurunathan et al., 2011) absorpsiyon noktast (SPR bandi) gézlendigi rapor
edilen ¢alismalardir. Ayrica Streptomyces griseus (Derakhshan et al., 2012), Streptomyces
sp. ERI-3 (Zonooz et al., 2012) ve Gordonia amicalis HS-11 (Sowani et al., 2016)
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izolatlarina ait HFS kullanilarak sentezlenen nanopartikiillerin kiiresel, monodispers SPR
bantlarinin 540 nm'de goézlendigi rapor edilmektedir. Streptomyces cavouresis KF974778
(Kumar et al.,2016) izolatina ait HFS ile yapilan ¢calismada 517 nm'de absorbans piki veren
ve ortalama 50 nm boyutlarinda, Streptomyces cyaneus Alex — SK121 (El-Batal and
Tamie, 2015) izolatina ait HFS ile 525 nm'de SPR bandi gozlenen kiiresel AuNP'lerin,
Streptomyces fulvissimuus U izolati (Soltani et al., 2015) ile 550 nm'de boyutlar1 20-50 nm
araliginda dagilim gosteren kiiresel ve tiggen, Streptomyces sp. MBRC-82 (Manivasagan et
al., 2015) izolat1 tarafindan ise 20-80 nm araliginda partikiil boyutuna sahip 531 nm'de

absorbans piki veren kiibik ve kiiresel AuNP'lerin sentezi diger bildirilen ¢alismalardir.

4.6.2 Taramah elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscopy - SEM)

SEM mikrograflarindan 250 partikiil boyutu 6lgiilerek Sekil 4.14'te sunulan partikiil
boyutu histogram grafigi elde edildi. Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen
AuNP’lerin SEM goriintiilerinde, Kiiresel, tek tip morfolojiye (monodispers) ve 30-50
nm boyut dagihmina sahip ortalama ~43 nm boyutlarinda oldugu belirlendi. (Sekil
4.15).
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Sekil 4. 14 AuNP’lerin boyut dagilim1
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Aktinomisetler ile hiicre i¢ci ya da HFS kullanilarak yapilan AuNP biyosentez
calismalarinda agirlikli olarak kiiresel ve 5-100 nm boyutlarinda dagilim gosteren
AuNP'lerin sentezlendigi bildirilmektedir. Ozellikle Streptomyces tiirleri ile yapilan
caligmalar incelendiginde ise elde edilen bulgularla uyumlu hiicre dis1 ve monodisperse
tiretimler bulunmasina ragmen agirlikli polydisperse tiretim rapor edildigi gortiilmektedir.
Monodisperse iiretimler ise bu calisma ile uyumlu olarak kiiresel nanopartikiilleri rapor
etmektedirler (Tablo 2.1).

3/10/2020 HV spot WD use case  mag 0O det mode b———1ym—-+—
12:00:56 PM 10.00kV 9.0 9.4 mm Standard 100000x ETD SE EGE-MATAL

Sekil 4. 15 Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AuNP'lerin 100.000 biiyiitmedeki goriiniimii

4.6.3 Monodispersite (Dynamic Light Scattering - DLS)

Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AuNP'ler i¢in Polidispersite
indeksi PdI: 0,281 ve sonu¢ kalitesi iyi olarak ol¢iildii (Sekil 4.16). PdI hazirlanan
formiilasyondaki farkli boyutlardaki partikiillerin toplam partikiil sayisina oranini temsil
eder. PdI ne kadar diisiik olursa partikiiller o kadar monodispers dagilima sahip olur/ya da
diger bir deyisle partikiiller ne kadar monodispers dagilima sahipse Pdl o kadar diisiik
degerde olur. PdI degeri 1'in altinda olan formiilasyonlarda nanopartikiiller, genis olmayan

ve homojen partikiil boyut dagilimina sahip, 1 olan formiilasyonlar ise ¢ok genis partikiil



103

boyut dagilimina sahiptir ve partikiiller kiimelenme egilimindedir (Atkins and De Paula,

2010; Mishra et al., 2014; Srinath and Rai, 2015).

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 79,42 Peak 1: 1121 98,4 71,29
Pdl: 0,281 Peak 2: 4418 1,6 913,9
Intercept: 0,897 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4. 16 Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AuNP'lerin DLS analizi

Biyolojik yoOntemle sentezlenen AuNP'lerin c¢evresinin organik bilesenler ile
kaplanmasi ve/veya tiim yontemler ile sentezlenen AuNP'lerin in vitro/in vivo ortamda
ve/veya serum ortamindaki proteinler tarafindan kaplanmasi sonucu hidrodinamik ¢apinda
onemli degisiklikler gozlenmesi beklenir ve genellikle ¢apta da artis gézlenir (Kasthuri et
al., 2009; Prathna et al., 2011; Srinath and Rai, 2015). DLS yo6ntemi ile boyut 6l¢iimiinde
metalik cekirdegin ger¢ek boyutu ile birlikte partikiil etrafin1 saran capping ve/veya
stabilize eden ajanlarin da kalinliginin (corona) ol¢iildiigi bilinmektedir (Sujitha and
Kannan, 2013). Bu nedenle DLS analizlerinde dl¢iilen boyut hidrasyon tabakasi nedeniyle
genellikle elektron mikroskobunda gozlenen cekirdek capindan/boyuttan daha biiyliktiir.
Nanopartikiillerin yilizeyinde olusan protein koronasi sebebi ile zeta sizer parcacik boyut
analizinde Olcililen nanopartikiillerin ortalama hidrodinamik capi, TEM ve/veya SEM
goriintililerine daha biiyiik dl¢iilmektedir (Bastus et al., 2009; Pamies et al., 2014; Baskaran
etal., 2016; Dagata et al., 201; Wang et al., 2015; Xie et al., 2017).
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4.6.4 Fourier doniisiimlii-kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Streptomyces sp. M137-2 ile sentezlenen AuNP'ler ve HFS'na ait FT-IR spektrumlari
incelendiginde sirasiyla 3259 cm™, 2927 cm™, 1585 cm™, 1402 cm™, 1074 cm™ ve 1026
cm? bolgelerinde bantlar gozlendi (Sekil 4.17). Orneklere ait 3650-3250 cm? civarindaki
giiclii genis bolge alkoller ve fenolik bilesiklerdeki fonksiyonel hidroksil gruplarinin O-H
baglar1 ve N-H baglar1 arasindaki titresimleri, 2927 cm™deki ortalanmis pik metilenin C-H
baglarinin gerilmesini temsil eder. 1585 cm™ ve 1074 cm™deki pikler polipeptitlerin,
proteinlerin birincil ve ikincil amin gruplarma karsilik gelir (Mishra et al., 2011,
Maliszewska et al., 2017; Singh et al., 2019; Usman et al., 2019). 1402 cm™deki bant alkol
ve hidroksil bilesiklerinin O-H biikiilmesine atfedilir (Nandiyanto et al., 2019; Satpathy et
al., 2020). Calisma kapsaminda elde edilen FT-IR spektrumlari literatiir ile uyumludur.
Organik  bilesiklerin ~ ve proteinlerin  nanopartikiillerin  indirgenmesindeki  ve
stabilizasyonundaki rolii arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (Mukherjee et al., 2008;
Das et al., 2021). Proteinlerin, proteinlerdeki serbest amin gruplari veya sistein kalintilart
yoluyla AuNP'lere baglanabildigi bilinmektedir (Gurunathan et al., 2014; Shedbalkar et al.,
2014). Hiicresiz fermentasyon sivisinda bulunan proteinler ve metabolitler, sentezlenen
AuNP'ler i¢in stabilize ve kaplama ajani olarak iglev gormektedir (Ghosh et al., 2021).
Elde edilen FT-IR spektrumlari, AuNP’lerin indirgenmesi ve stabilizasyonunu
saglayan HFS'nda bulunan hiicre dis1 metabolitlerin ve proteinlerin aym zamanda
nanopartikiillerin yiizeyini kapladig1 ve boylece UV-Vis spektrumu kaymasi, SEM
goriintiilerindeki protein korona olusumu (Sekil 4.25), DLS ve SEM arasindaki boyut

farkhliklar1 ve amid baglarina 6zgii piklerin varhg ile dogrulandi.
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Sekil 4. 17 Mikrobiyal AuNP'ler ve Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS'ye (CFS) ait FT-IR analizi
4.6.5 X-1s1m kirnmim difraktometresi (X-Ray Diffraction - XRD) analizi

Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AuNP'lerin kristal yapist XRD
analizi ile dogrulandi. Sentezlenen AuNP'lere ait X-isin1 kirirmin deseni Sekil 4.18'de
sunulmaktadir. °2Theta pozisyonunda kristal elemental altina 6zgii standart yiizey merkezli
kiibik yap1 (fcc - face center cubic) (111), (200), (220) ve (311) diizlemlerine karsilik gelen
sirastyla 38.17°, 44.43°, 64.66° ve 77.68° dort giiclii kirinim tepe noktas1 gozlendi. XRD
analizi sonucu nanopartikiillerin kristal yapis1 tayin edildi ve Au varhgi dogruland.
Elde edilen sonuglar literatiirde rapor edilen Streptomyces sp. ile sentezlenen AuNP
calismalarinda bildirilen Bragg agist kirmim pikleri ile uyumludur (Balagurunathan et al.,
2011; Gopal et al., 2013; Manivasagan and Oh., 2015; Soltani et al., 2015; Kumar et al.,
2016; Skladanowski et al., 2016).
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Sekil 4. 18 Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AuNP'lerin XRD grafigi
4.6.6 X-151m fotoelektron spektroskopisi (XPS)

Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AuNP'lerin yiizey bilesimi XPS
analizi ile karakterize edildi. Mikrobiyal yontem ile sentezlenen AuNP'lerin yilizeyinin
protein korona ile kapli olmasi ve ayni zamanda fermentasyon ortamindan gelen aktif
bilesenlerin de (protein, enzim, amino asit, peptid, pigment) ylizeyde bulunmasi nedeniyle
10-20-50-100 ve 200 nm derinliginde Argon iyon demeti ile ylizey asindirmast yapildi.
Numunenin ayni noktasina yapilan bombardiman sonucunda Au elementinin yiizdesel
miktarmin giderek arttigi gozlendi. Yapilan XPS analizi ile C (287.87 eV), N (399.74
eV), O (532.13 eV), Na (1071.61 eV), Mg (1305.24 eV), P, (132,77 eV), S, (161.96 eV),
Cl,(198.33 eV), K;(293.22 eV), Au4f 5 (87.68 eV) ve Au4f 7 (83.67 eV) elementlerinin

baglanma enerjileri ve spektrumlar (Sekil 4.19a) belirlendi.

Metalik altinin karakteristigi olan Au™*iin indirgenmesiyle Au”a karsihk gelen
Au4f 5 87.68 eV'lik ve Au4df 7 83.67 eV'lik tepe noktalarima sahip spektrumlar
gozlenmesi (Sekil 4.19b) Au varhgm kanitlad: (Chevrier et al., 2012; Tao et al., 2014,
Naraginti, 2017). Biyolojik yontem ile sentezlenen AuNP'lerin yiizeyinde diger
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elementlerin varligi beklenen bir durumdur ve birgok ¢alismada rapor edilmektedir (Lin et
al., 2005; Huo et al., 2014; Pajovic et al., 2015; Maliszewska et al., 2017). Singh et al.
(2019) tarafindan benzer sekilde sentezlenen AUNP'lerin yilizeyinin organik molekiiller ile
kapli oldugu, elemental kompozisyonu ve yiizey bilesenleri karakterize edildiginde C
(287.71 eV), N (400.73 eV), O (532.88 eV), S, (163.28 eV), P, (133.91 eV) ve Au4f
(88.10 eV) tarama spektrumlariin varligi bildirilmektedir.

200000 -
180000 -|
Ols
160000
140000
120000

100000 Cls

Countsfs

80000 -

N1s
60000 -
40000 ‘ 1 I N
20000 F

0

0 200 400 600 800 1000
a) Binding Energy (eV)

4000
3500

3000

2500

2000

1500

1000

Counts /s (Residuals x 0.5)

M

78 80 82 84 86 88 920 92 94
Binding Energy {eV)

i\

500

b)

Sekil 4. 19 AuNP XPS spektrumlari a) Genis tarama spektrumu, b) Au 4fnin yiiksek ¢oziintrlikli XPS

spektrumlari



108

4.7  AuNP Stabilite Degerlendirmesi

Zeta potasiyeli ol¢glimii partikiillerin kararliligi hakkinda 6nemli bilgi saglamaktadir.
Nanopartikiilat dispersiyonunun kararliligi nanopartikiillerin birbiri arasinda var olan itici
ve ¢ekici kuvvetlerin dengesine baglidir. Olgiilen zeta potansiyelinin biiyiikliigii mevcut
olan itici kuvvetlerin bir gostergesidir ve nanopartikiilat dispersiyonunun uzun vadeli
stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in kullanilir. Tiim partikiillerin karsilikli itme giicii varsa,
dispersiyon kararli kalacaktir. Bununla birlikte partikiiller arasinda ¢ok az ve/veya hi¢ itme
giici olmamas1 agregasyona yol agmaktadir (Kannan et al., 2011). Streptomyces sp.
M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AuNP’lerin zeta potansiyeli -34.6 + 2.95 mV ol¢iildii.
Zeta potansiyelleri +30 mV'dan kiiciik ya da —30 mV'dan biiyiikk olan nanopartikiiler
yiiksek kararliliga sahiptir. Daha diisiik zeta potansiyelleri agregasyon ya da koagiilasyonu
isaret etmektedir (Larssons et al., 2012; Banerjee and Rai, 2017; Akintelu et al., 2021).
Zeta potansiyeli partikiiliin i¢inde bulundugu sivinin pH degeri ile degismektedir. Zeta
potansiyeli, diisiik pH degerleri i¢in pozitif ve yiiksek pH degerleri i¢in negatiftir (Clogston
and Patri, 2011).-mV negatif zeta potansiyeli pargaciklarin birbirini ittigini ve partikiillerin
kiimelenme egiliminde olmadigimi gostermektedir. Yiiksek biiylikliikteki potansiyeller
artan elektrostatik itme ve dolayisiyla artan kararlilig1 gostermektedir. Bu bilgiler 15181nda

elde edilen AuNP'lerin iyi bir karahihga sahip olduklar1 belirlendi.

4.8 AuUNP Miktar Tayini

Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AuNP'lerin adjuvan
potansiyelinin degerlendirilmesinde farkli konsantrasyonlarinin ayarlanabilmesi icin
konsantrasyonu bilinen ticari kiiresel (40 nm) AuNP kolloidal ¢6zeltisinin ml absorbans
degerlerine bagl olarak standart egrisi ¢izildi (Sekil 4.20). Tez ¢alismas1 kapsaminda
sentezlenen AuNP'leri iceren kolloidal altin c¢ozeltisinin ml'sinde ~10,5x1010

nanopartikiil/ml oldugu standart egri denkleminden hesaplandi.
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Sekil 4. 20 Ticari AuNP (tAuNP) standart egrisi

4.9 AuNP-BSA Konjugat Olusturma ve Saflastirma

Caligmada AuNP'ler ile konjuge edilecek minimum antijen miktar1 (BSA) kritik
flokiilasyon konsantrasyon testi ile belirlendi. Tuzla flokiilasyon testi sonucunda ticari
AuUNP (tAuNP) ile hazirlanan konjugatlarda flokiilasyon gerceklesirken Streptomyces
sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AUNP (mAuUNP) ile hazirlanan konjugatlarda
flokiilasyonun gerceklesmedigi gozlendi. tAuNP ve mAuNP'ler ile gerceklestirilen kritik
flokiilasyon konsantrasyon test kuyular1 Sekil 4.21'de sunulmaktadir.

Test oncesi her iki AuNP grubu da yikama islemine tabi tutuldu. Kuyulardaki
AuNP'lerin iizerine NaCl eklenmesi sonrasi yaklasik 2-3 dk igerisinde antijen miktarinin
yetersiz kaldig1 kuyularda kirmizi/pembe tondan mavi/mor tona degisim gozlendi. Uretici
firma tarafindan tAuNP kolloidal sivisina eklenen stabilizasyonu saglayan ajanlarin
yikama basamaginda uzaklastirilmas1 sonucunda tAuNP'lerin yiizeylerine BSA
kolayhikla baglandi ve BSA'min yetersiz kaldigi konsantrasyonda tAuNP'lerin
kiimelendigi gozlenirken mAuNP'lerin etrafinda bulunan protein korona varhg: tuz
ile dogrudan temasi1 onlediginden hicbir konsantrasyonda kiimelenme/flokiilasyon
olusumu gozlenmedi. Bu islem farkli zamanlarda 5 defa tekrarland1 ve kiimelenme
nedeniyle renk degisimi hep ayni konsantrasyonda (kuyuda) belirlendi. tAuNP'ler i¢in

kritik flokiilasyon konsantrasyonu testi sonucunda flokiilasyon konsantrasyonu 15,62
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pg/ml (6. kuyu) ve “Gold Number” konsantrasyonu minimum antijen (BSA) miktar:
ise 31,25 pg/ml (5. kuyu) olarak belirlendi.

Ancak mAuNP'lerin etrafinda sentezlenme asamasindan itibaren olugsmaya baslayan
protein korona yapisina BSA'nin daha rahat baglanabilmesi i¢in (soft korona), BSA'nin
suda ¢Ozilinebilen bir molekiil olmasi ve yikama basamaginda baglanmayan BSA'nin iist
s1v1 ile uzaklagmasi goz Oniine alinarak bir iist konsantrasyonun (4. kuyu) minimum antijen
miktar/Gold Number olarak kullanilmas: tercih edildi. Konjugatlarin hazirlanmasi icin
200 pl AuNP soliisyonuna eklenecek minimum antijen miktar1 (BSA) 62,5 pg/ml
olarak belirlendi.

r-aﬁ-“-z;ﬁ

= *‘7 8 9 10~ : 12258

tAuUNP

MAUNP

Sekil 4. 21 Kritik flokiilasyon konsantrasyon testi
4.10 mAuUuNP-BSA Konjugatinin Karakterizasyon Calismalar:

4.10.1 SPR-Shift kaymasi

AuNP'ler kovalent ve kovalent olmayan etkilesimler yoluyla bircok biyomolekiiliin
veya fonksiyonel grubun baglanmasima izin veren yiizey kimyasma sahiptir. Ozellikle
proteinler ile elektrostatik etkilesimler, hidrofobik ¢ekim, tiyol veya amin gruplariyla
yiiksek afinite gostererek etkilesime girerler (Ho et al., 2014). AuNP ile BSA stabil bir
komplex/konjugat olusturdugunda toplam yiik artar. AuNP yiizeyinde adsorbe edilen
ve/veya partikiil ¢evresini saran tabakanin hidrodinamik gapta bir artis meydana getirmesi
ve dielektrik sabiti dogasindaki degisiklikler sonucunda SPR spektrumlarinda optik
yogunlugun kaymasi gézlenmektedir. AuNP'lerin sahip oldugu bu giiclii SPR etkisi, max
absorbans verdigi dalga boyu ve bant genisligi partikiil sekli ve biliytikliigii, ortamin kirilma
indisi ve sicakliga bagli olarak degismektedir (Kannan et al., 2011; Xu et al., 2012; Ho et
al., 2014; Tao et al., 2014; Assis et al., 2018).
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BSA ile olusturulan konjugatlarin literatiir ile uyumlu sekilde SPR bandinin
546 nm'den 553 nm'ye kaydig belirlendi (Sekil 4.22). Nitekim literatiirde ticari AuNP
kullanilarak gerceklestirilen protein konjugatlarinin proteinik molekiil yapiya eklendikten
sonra SPR bandinda kayma oldugu ve bu kaymanin da ortalama 5-23 nm oldugu rapor
edilmektedir. Elde ettigimiz sonuglar literatiir ile uyumlu olup SPR bandinda 7 nm kayma
gerceklesti (Bastus et al., 2009; Gregory et al., 2012; Xu et al.,2012; Ho et al., 2014; Tao
et. al., 2014; Dakterzada et al., 2016; Kang et al., 2017; Dagata et al., 2017; Assis et al.,
2018; Cao et al., 2018).

Calismada 541 nm'de SPR bandi veren AuNP'ler karakterize edildikten sonra Covid-
19 Pandemisi siiresince HFS icerisinde karanlikta ve oda sicakliginda depolandi (6-8 ay).
Pandemi sonrasi in vitro hiicre kiiltiirii denemeleri ile adjuvan potansiyeli arastirilan
AuNP'lerin BSA ile konjugat olusturmadan once tekrar SPR bandi olgiildii ve HFS

icerisinde depolanma etkisi ile SPR 546 nm olarak belirlendi.

0.8

0.6- /"> mAuNP (546 nm)
9 044
< s S ——> mAUNP-BSA

) (553 nm)
0.2 :
i
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T T T |
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Sekil 4. 22 mMAUNP ve mAUNP-BSA konjugatinin SPR bantlari
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4.10.2 Toplam protein tayini

BSA stok ¢ozeltisi kullanilarak olusturulan Bradford standart egrisi referans alinarak
(Sekil 4.23) AuNP yiizeyine adsorbe olmayan BSA miktar1 hesaplandi, baslangic BSA
(62,5 ng/ml) konsantrasyonundan ¢ikarilarak AuNP yiizeyine adsorbe olan BSA miktari
30,60 ng/ml olarak tayin edildi.
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Sekil 4. 23 Bradford Standart Egrisi
4.10.3 Fourier doniisiimlii-kizil6tesi spektroskopisi (FT-IR)

BSA, mAuUNP ve mAuNP-BSA orneklerine (Sekil 4.24) ait FT-IR spektrumlari
incelendiginde 3300 cm™ civarindaki giigli genis absorbans alkoller ve fenolik
bilesiklerdeki fonksiyonel hidroksil gruplarinin O-H baglari ve N-H baglar arasindaki
titresimleri temsil etmektedir (Singh et al., 2010; Mishra et al., 2011; Manivasagan and
Oh, 2015; Singh et al., 2019; Usman et al., 2019). 2927 cm™deki pik C-H baglarinin
titresimine karsilik gelmekte ve alkan gruplarini, 2800-2850 cm™ arahiginda gozlenen bant
aldehit gruplarinin varligini temsil etmektedir (Lokina et al., 2014; Usman et al., 2019).
1600-1700 cm™ bolgesinde amid 1 (karbonil gruplan ile iliskili), 1500-1600 cm™
bolgesinde amid Il (N-H baglarmin biikiilmesine karsilik gelmekte) ve daha kompleks olan
amid IIT gruplari ise 1200-1350 cm™ bolgesinde karakteristik adsorpsiyon bantlari
olusturmaktadir. BSA i¢in 1300 cm™deki pik a-helix, 1235-1260 cm™ arasindaki pik ise B-
sheet konformasyonunu igermektedir (Tsai et al., 2011; Shi et al., 2012; Lokina et al.,
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2014). 1400 cm™ bolgesindeki pikler protein molekiillerinin amino asit kalintilarindaki yan
gruplarm varhgmi ve C-C gerilmelerini temsil etmektedir. 1033-1025 cm™ araligindaki
pikler ise fosfat baglarmin varligin1 géstermektedir (Manivasagan and Oh, 2015; Das et al.,
2009).
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Sekil 4. 24 MAUNP, mAUNP-BSA ve BSA'ya ait FT-IR analizi (Mavi: BSA, Siyah: mMAUNP-BSA, Kirmizi: mAuNP)
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4.10.4 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen mAuNP'lerin yiizeyinde olusan
protein korona ve kalinlig1 Sekil 4.25'te goriilmektedir. Nanopartikiillerin ¢evresinde yari-
opak bir zon gozlemlendi ve bu yar1 opak bolgenin HFS'dan gelen proteinik igerigin
olusturdugu protein korona oldugu diisiiniildii. Birincil amino gruplariin altin veya giimiis
gibi asil metallere giiglii bir sekilde baglandig: rapor edilmektedir (Torres-Chavolla et al.,
2010; Baptista et al., 2008). Bu ¢alismada da benzer sekilde SEM goriintiilerinde
partikiilleri cevreleyen 15-20 nm civarinda yari-opak bir zon (protein korona)

gozlendi.

Ayni1 biiylitmede (350 000x) tAuNP'ler incelendiginde ise partikiillerin protein i¢eren
herhangi bir ortam ile etkilesimi olmamasindan kaynakli protein korona (Sekil 4.26)
gozlenmedi. tAUNP'lerin BSA ile konjuge edildikten sonra olusan protein koronasi ve

korona kalinlig1 Sekil 4.27'de goriilmektedir.
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Sekil 4. 25 mAUNP protein koronasi ve boyutlar1 a)350000x%, b)500000x
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Sekil 4. 26 ticari AUNP SEM goriintiisii
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Sekil 4. 27 BSA ile konjuge edilen ticari AUNP (tAUNP-BSA), boyutlari ve protein koronasi

Protein korona nanopartikiill ve hiicre etkilesimlerinde anahtar role sahiptir.
Nanomalzemelerin biyolojik ortamlarda hiicreler ve biyolojik molekiiler ile (protein) nasil
etkilesime girdigi, bu tiir etkilesimlerin nanomalzemelerin istenen biyolojik davranisini

tamamen/kismen nasil degistirdigi (laboratuvarda tasarlanan nanopartikiillerin istenen
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biyolojik veya kimyasal islevlerini maskeleyebilir) konusunda bilgiler sinirhidir. Protein

koronasina iligkin yayinlarin sayis1 son 10 yil icerisinde artis gostermektedir.

Nanopartikiillerin yiizeyinde olusan protein korona yapisi, nanopartikiiliin sekline ve
boyutuna, yiizey yikiine, hidrofobikligine, ortamin pH'ma, nanopartikiillerin (sert-
yumusak) tiirline ve ayni zamanda in vivo ortamdaki serum proteinlerinin tiirline ve
etkilesimin dogasina bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Nanopartikiil ylizeyinde sik1
veya zayif bir sekilde adsorbe edilen uzun Omiirli protein veya kisa Omiirlii protein
katmanlari, sirasiyla sert korona/hard corona veya yumusak korona/soft corona olarak
kabul edilir. Sert protein korona nanopartikiillerin biyolojik kimligini olusturur ve
biyolojik aktiviteleri kontrol eder (membran adhezyonu, infiltrasyon mekanizmasi,
hiicresel sinyallesme yollari, biyolojik dagilim ve koruma gibi) (Falahati et al., 2019).
Kisaca protein korona nanopartikiiliin in vivo da kaderini belirleyen 6zellikler tasimaktadir.
Viicut igerisine alinan nanopartikiillerde o6zellikle serum proteinlerinin ¢evrelerinde
birikmesiyle agregasyon gergeklesebilir veya ¢oziiniirliglin azalmasiyla nanopartikiiller
dolagimdan atilarak etkisiz hale getirilebilir (Pederzoli et al., 2017; Falahati et al., 2019;
Nikzamir et al., 2021). Protein korona siklikla yararli ylizey fonksiyonlarini 6rten bir
tabaka olarak goriilse de bazi durumlarda stabiliteyi arttirdigi belirlenmistir (Ho et al.,
2014). Salvati et al., (2013) tarafinda biyolojik ortama aktarilan islevsellestirilen
nanopartikiillerin ylizeylerinde olusan protein korona nedeniyle hedefleme 6zgiilliigilinii
kaybettigi bildirilmektedir. Nanopartikiillerin etrafinda meydana gelen protein korona
yapilar1 indiiklenmis sitotoksisiteden, infiltrasyon mekanizmasina ve hiicresel alima kadar
nanopartikiil-biyolojik ortam etkilesimlerinde tiim &zellikleri etkilemektedir (Falahati et
al., 2019).

4.11 AuNP-BSA Konjugat Stabilitesi

Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS ile sentezlenen AuNP'ler ve BSA ile olusturulan
konjugatlarin in vitro stabilitesi 12 saatte bir hazirlanan 6rneklerin zeta potansiyeli 6l¢limii
ve UV-Vis spektroskopisi (Sekil 4.28) ile degerlendirildi (Tablo 4.11). Zeta potansiyelinin
—30 mV'dan biiyiik ve negatif (-mV) 6l¢iilmesi partikiillerin birbirini ittigini ve kiimelenme
egiliminde olmadigini dolayisiyla artan kararliligi gostermektedir (Larssons et al., 2012;
Banerjee and Rai, 2017; Akintelu et al., 2021). Farkh zaman dilimlerinde periyodik

olarak ol¢iilen SPR bantlarinin birbirine olan yakinhg: ve élciilen zeta potansiyelleri
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AUNP-BSA  konjugatlarmin  RPMI-1640 besin ortamnda 72  saat'lik
degerlendirmesinde iyi bir karaliliga sahip oldugu gozlendi.
Tablo 4. 11 Zeta potansiyeli 6l¢timleri
Deney Gruplar — Stabilitenin Test o
Zeta Potansiyeli (mV) SPR Band1
Siiresi (saat)
Au — BSA - 12 saat (6. ornek) -23,2 550 nm
Au — BSA - 24 saat (5. 6rnek) -23,2 554 nm
Au — BSA - 36 saat (4. ornek) -22,6 554 nm
Au — BSA - 48 saat (3. 6rnek) 24,4 552 nm
Au — BSA - 60 saat (2. ornek) -23,8 554 nm
Au — BSA - 72 saat (1. ornek) -19,5 552 nm
0.6
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Sekil 4. 28 AuNP-BSA konjugatinin 72. saate kadar olgiilen SPR bantlari
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412 In Vitro Hiicre Kiiltiirii Denemeleri ile mAuNP'lerin Adjuvan

Potansiyelinin Degerlendirilmesi

4.12.1 U937 insan monosit hiicrelerinin makrofajlara farklilastirilmasi

Monositler ve makrofajlar kemik iliginde bulunan pluripotent hematopoietik kok
hiicrelerden koken alirlar. Monosit progenitdr hiicreleri monoblastlara, promonositlere ve
son olarak monositlere doniigiir. Monositler kemik iligini terk eder, kan dolagimina gog
eder, uygun kosullar altinda monositler makrofajlara farklilasir, ¢esitli organlara ve viicut
bosluklarina rastgele gog¢ ederler (Furth, 1994). Monosit ve makrofajlar i¢in model
sistemler olarak U937, HL-60, THP-1 ve Mono Mac 6 insan monositik hiicre hatlar1
kullanilmaktadir. U937 ve THP-1 hiicreleri, monositik farklilagmay1 ve farklilagsmis
hiicrelerin sonraki biyolojik fonksiyonlarini arastirmak i¢in en yaygin kullanilanlardir
(Baek et al., 2009). Makrofajlar, gesitli dokularda bulunan dogal bagisiklik sisteminin
fagositik hiicreleridir. Fagositozun yani sira, inflamasyonda da merkezi bir rol oynarlar.
Makrofajlar, birincil monositlerden farklilasmalari sirasinda, hem apoptotik hem de
enfekte olmus hiicreleri tamimak ve temizlemek igin 6zel reseptorlere sahip hiicrelerdir.
Apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde, makrofajlar, fagositoz i¢cin hedeflenen hiicre tipine
bagli olarak bagimsiz ve/veya birbirleriyle igbirligi i¢inde islev goriirler (Scull et al., 2010;
Arango Duque and Descoteaux, 2014).

Calismada makrofaj benzeri bir fenotipe farklilasan monosit benzeri insan histiositik
lenfoma hiicre hattt U937 hiicreleri, PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) tarafindan
indiiklenerek monositik farklilagmaya maruz birakildi. U937 insan monosit hiicreleri
farklilasmaya maruz kalmadigi dogal kosullarda besin ortaminda siispanse halde
bulunmaktadir. Hiicreler indiiklenerek makrofaja farklilastiginda, tipik makrofaj
morfolojisi kazanir, yapiskan hale gelir, liziim salkimi seklinde kiimeler olusturarak, hiicre
kiiltiir kabma tutundugu gozlenir (Verhoeckx et al., 2004). Inkiibasyonun ardindan
Inverted mikroskop altinda incelenen U937 insan monosit hiicrelerinin makrofaja

farklilastigi (Sekil 4.29) dogrulandi ve PMA igeren besin ortami uzaklastirildi.
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d) el €)

Sekil 4. 29 U937 monosit hiicrelerinin sirasiyla a), 10x, b) 20x ve ¢) 40x biiyiitmelerdeki mikroskop goérintiileri ve PMA uygulamasi ardindan makrofaja farklilagan
hiicrelerin sirasiyla d)10x, ) 20x ve f)40x biiyiitmelerdeki mikroskop gériintiileri
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4.12.2 Sitotoksisite testi

Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS tarafindan sentezlenen mMAUNP'lerin
sitotoksisitesi iki ayr1 hiicre hatti, 1.929 (Fare Deri Fibroblast Hiicreleri) ve makrofaja
farklilasan U937 (Monosit Benzeri Insan Histiositik Lenfoma Hiicreleri) hiicreleri
kullanilarak MTT testi ile belirlendi. Yiiksek konsantrasyondan baslanarak (2x10™ NP/ml)
diisiik konsantrasyona dogru (1x10° NP/ml) genis bir tarama araliginda, negatif ve pozitif
kontrol gruplarinin varhiginda 1929 hiicreleri 24 saat boyunca mAuNP'ler ile muamele
edildi ve hiicrelerin % canlilik oran1 degerlendirildi. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan
ve kontrol gruplar ile istatistiksel olarak karsilagtirilan mAuNP'lerin varliginda 1.929

hiicreleri % canlilik oran1 Sekil 4.30'da sunulmaktadir.

Caliymada tiim wuygulanan mMAuNP Kkonsantrasyonlarinda 1.929 hiicre
canliliginin %80'nin altina diismedigi, ISO 10993-5:2009 (EN) standart prosediiriine
gore onerilen %70 canhlik sinirinin iizerinde oldugu belirlendi. Elde edilen sonuclar
Streptomyces sp. M137-2'e ait HFS tarafindan sentezlenen mAuNP'lerin yiiksek
konsantrasyonlarda (2x10™* NP/ml) dahi diisiik sitotoksik etkisini ve biyolojik olarak

uyumlulugunu gosterdi.
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Sekil 4. 30 L929 hiicreleri iizerinde farkli konsantrasyonlarda mAuNP sitotoksisitesi
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Makrofaja farklilasan U937 monosit hiicreleri lizerinde mAuNP miktarinin en
yitksek oldugu 5x10*'NP/ml konsantrasyonunda canlilik yaklasik %60, uygulanan diger
tim konsantrasyonlarda ise %70 ve lizerinde belirlendi (Sekil 4.31a). Benzer sekilde
510" NP/ml konsantrasyonda mAuNP iceren mAuNP-BSA konjugati varliginda
makrofaja farklilasan U937 monosit hiicreleri %49 diger tiim konsantrasyonlarda bu deger
%70'n iizerinde belirlendi (Sekil 4.31b). Genel olarak 1,25x10* NP/ml ve altindaki
mAuNP konsantrasyonlarinda hiicre canliligi %80 ve iizeri belirlenirken, ayn1 oranin
MAUNP-BSA konjugatlart igin 3,125x10° NP/ml ve altindaki konsantrasyonlarda
saglandigi belirlendi. BSA varliginin sitotoksik etkiyi bir miktar arttirdigi da tespit edildi.

mAUNP ve mAUNP-BSA konjugatlarinin uygulanan 3x10™ NP/ml ve 6x10™° NP/ml
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin %75'in altina diismedigi, ISO 10993-5:2009 (EN)
standart prosediiriine gore onerilen %70 canlilik sinirinin tizerinde oldugu belirlendi. Ticari
olarak temin edilen altin nanopartikiiller (tAuNP) ve BSA ile olusturulan konjugatlar1 da
(tAUNP-BSA) belirlenen konsantrasyon ile ayni olacak sekilde kullanildi. Tim deney
gruplart ile gerceklestirilen sitotoksisite testi sonucunda sitokin seviyelerinin belirlenmesi
ve nanopartikiillerin hiicresel alim calismalarmda 3x10® NP/ml ve 6x10* NP/ml

konsantrasyonlarinin uygulanmasina karar verildi.
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Sekil 4. 31 Makrofaj hiicrelerinin (U937) a) mMAUNP ve b) mAuUNP-BSA konjugatinin varliginda hiicre canlilig
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Aliminyum hidroksit AI(OH)3 ve aliiminyum fosfat AI(PO)s tuzlarinin jeli olan
alum, tez calismasi kapsaminda bagisiklik indiiksiyonunu arttirdiginin bilinmesi ve yaygin
olarak kullanilan lisansli adjuvan olmasi nedeniyle sentezlenen mAuNP'lerin adjuvan
etkinliginin degerlendirilmesinde kontrol grubu olarak kullanildi. Literatiir arastirmalar
sonucunda alumun adjuvan olarak kullanim konsantrasyonunun 50 — 1000 pg/ml
araliginda oldugu belirlendi (Parween et al., 2011; Ghimire et al., 2012; Mold et al., 2016).
Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda alumun farkli konsantrasyonlarda sitotoksik etkisi
incelendi ve uygulanan tiim alum konsantrasyonlarinda hiicre canliliinin %90'nin

tizerinde oldugu belirlendi (Sekil 4.32).
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Sekil 4. 32 Makrofaj hiicrelerinin alum varliginda hiicre canlilig

As1 adjuvanlan iizerinde c¢ok sayida calisma yapilmasina, cesitli molekiiller ve
formiilasyonlar incelenmesine ragmen insan asilarinin formiilasyonunda kullanilabilen
onayli adjuvanlar aliiminyum tuzlari (Alum), emilsiyonlar (MF59, ASO03) ve
virozomlardir.  Antikor iretimini  indiikleme yeteneginde olan bu partikiil
formiilasyonlarindan aliiminyum tuzlar1 baskin Th2 tepkisini indiiklerken, emiilsiyonlar ve
virozomlar Th1 ve Th2 tepkisini ayn1 anda indiikleyebilmektedir (Marques Neto et al.,
2017). Aliiminyum tuzlari, insan asilarinda en yaygin kullanilan adjuvanlardir. Genellikle
antijeni enjeksiyon bolgesinde antijen depo etkisi ile tutar, inflamasyonu indiikler.

Hiimoral bagisiklik tepkilerini etkin bir sekilde artirir ancak hiicresel bagisiklik tepkileri
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smirhdir. Yan sira gegici lokal doku tahrisi de meydana getirmektedir (Lindblad, 2004;
Kool et al, 2012). Calisma kapsaminda 6x10™° NP/ml ve 3x10° NP/ml
konsantrasyonlarinda AuNP (mAuNP ve tAuNP) ve AuNP-BSA (mAUNP ve tAuNP ile)
konjugat gruplari, alum adjuvani (250 pg/ml), ve negatif kontrol gruplarinin makrofaja
farklilagsan U937 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri karsilastirildi (Bkz. Tablo 3.4.).
Makrofaja farklilasan U937 monosit hiicreleri ile 24 saat muamele edilen deney gruplari
sonucu elde edilen % canlilik orami Sekil 4.33'de sunulmaktadir. Tim gruplar
degerlendirildiginde canlilik oraninin %70 iizerinde oldugu belirlendi. Ticari altin tim
konsantrasyonlarinda mikrobiyal altina gore daha diisiik toksisite gosterirken her iki AuNP
grubununda BSA ile konjugatlarinin canlilik oraninda diisiis gozlendi. Elde edilen veriler
dogrultusunda 3x10"° NP/ml ve/veya daha diisiik konsantrasyona sahip mAuNP'lerin
sitotoksik etkisinin olmadig1 ve toksisite acisindan degerlendirildiginde adjuvan

olarak kullanim potansiyelinin oldugu belirlendi.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi One — Way ANOVA Tukey testi ile yapildi.
Deneme gruplar1 ve kontrol gruplar1 kiyaslandiginda artis istatistiksel olarak onemli oldu.

Ayni zamanda ANOVA analizi R’ degerinin 1'e olan yakinlig1 deneysel verileri anlaml

kilmaktadir (Tablo 4.12).

Tablo 4. 12 Makrofaja farklilasan U937 hiicrelerinin sitotoksisite testi ANOVA analizi

F 223.3

P value <0.0001
P value summary Fkkx
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes

R squared 0.9904
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Nanomalzemelerin herhangi bir terapotik uygulamadan once in vivo toksisite
profilinin degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Nanotoksikoloji, nanopartikiillerin yalnizca
giivenlik degerlendirmesi igin bilgi saglamakla kalmayip, ayni zamanda istenmeyen
Ozellikleri ve bunlardan korunma yollar1 hakkinda veri saglayarak nanotibbin
gelistirilmesine yardimet olan bir disiplindir. Altin nanopartikiillerin biyomedikal alandaki
uygulamalarda hastaliklarin, teshis tedavisinde yepyeni bir yol agtigi bilinmektedir.
Bununla birlikte 6zellikle terapdtik ve tanisal uygulamalarda basar1 6lgiitii intravendz veya
oral yolla hastalara uygulanan dozun 6nemli 6l¢iide toksik profiline baglidir. AuNP'lerin
saglik tizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmakta ve bu etkileri toksisite ile
iligkilendiren diizenleyici giivenlik onlemleri ve/veya yonergeler heniliz bulunmamaktadir

(Anik et al., 2021; Nikzamir et al., 2021).

Birgok calismada her ne kadar diger metal nanopartikiillere kiyasla AuNP'lerin daha
diisiik toksisitesi tanimlansa da genis uygulama alanlar1 nedeniyle toksisite hala bir endige
kaynagidir. Halihazirda literatiirde cesitli calismalar AuNP'lerin hi¢ veya c¢ok diisiik
toksisiteye sahip oldugunu ve bunun fizyolojik olarak 6nemsiz oldugunu vurgulasa da
bircok calisma bu ifade ile g¢elisen sonuglar ortaya koymaktadir. Biitlinsel bir ¢ikarim
yapabilmek i¢in nanopartikiillerin biyolojik ortamlar ile etkilesimlerinden once ve sonra
partikiillerin degisen fizikokimyasal 6zelliklerinin karakterize edilmesine odaklanilarak
daha fazla c¢alismaya ihtiyag vardir. Diger bir onemli durum ise nanopartikiillerin
toksikolojik degerlendirilmesi sirasinda uygulanacak dozun, terapétik uygulamalarda
kullanilan etkin terapotik dozun belirlenmesi ve deneysel olarak uygulanmasi
gerekmektedir. AuNP'lerin kaplanmasi ve/veya fonksiyonellestirilmesiyle toksisitesi,
farmakokinetigi degismekte olup yiizey bilesenlerinin de degerlendirilmesi ihtiya¢ duyulan
onemli bir diger konudur (Dykman and Khlebtsov, 2011; Bailly et al., 2019; Fries et al.,
2020; Anik et al., 2021; Sani et al., 2021).

AuNP'lerin boyuta (1.5-100 nm) bagli in vivo ve in vitro toksisitesinin arastirildigi
gesitli galismalar olmasina ragmen elde edilen sonuglar yetersiz kalmaktadir. Uygulanan
her madde/molekiil yiiksek konsantrasyonlarda hiicreler igin sitotoksik etki yaratabilir,
terapotik molekiiller dahi yliksek konsantrasyonlarda hiicresel islevlerde dengesizlige
neden olabilmekte ve toksik etkilere yol acabilmektedir. Toksik etki degerlendirilirken asil
sorulmas1 gereken sorular ve diisiiniilmesi gerekenler; teshis ve terapotik uygulamalarda

hiicresel, mitokondriyal ve genomik toksisiteyi indiiklemeden hangi konsantrasyonlarda
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AuNP'leri kullanabilirim olmalidir. Konsantrasyonun disinda nanopartikiil boyut, sekil ve
yiizey kimyasi, stabilizasyon amaciyla yapilan kaplamalar, uygulama dozu, yolu/sekli,
stiresi, in vivo ve in vitro deney kosullarindaki farkliliklar toksisite profilini etkileyen
onemli diger faktorlerdir. Bu farkliliklardan kaynakli AuNP'lerin potansiyel toksik
etkilerinin degerlendirilmesinde literatiir ile spesifik bir karsilastirma yapmak oldukca

zordur (Anik et al., 2021; Sun et al., 2021).

AuNP'lerin sahip olduklar1 genis ylizey alan-hacim orani nedeniyle yiiksek kimyasal
reaktivite gostermeleri ve tiyol, amin gruplarina baglanma afinitesinden kaynakl
kolaylikla biyomolekiiller ile etkilesime girebilmeleri sonucunda serbest radikaller
olugsmaktadir. Boylece AuNP'ler hiicrelerde toksik etkilere neden olabilecek reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) tiretimini indiikleyebilmektedir. ROS {iretimi, iltihaplanma, oksidatif stres
ve bunun sonucunda hiicre zari, sitoplazma, mitokondri, niikleus gibi organallerde,
hiicresel proteinler ve DNA'da hasarlara neden olarak sitotoksik etki yaratmaktadir
(Lewinski et al., 2008; Nikzamir et al., 2021). Nano o6l¢ekte, partikiillerin kimyasal
bilesimleri, fiziksel 6zellikleri ve biyokimyasal modifikasyonlarmin biyolojik etkilerini in
vivo sartlar belirler. AuNP'lerin in vitro toksisitesi degerlendirilirken oksidatif durum ile
iligkilendirilmekte, ROS {iretiminin zamana ve doza bagli olarakta artis1 izlenmektedir.
Hiicre canlilig1 testlerinden elde edilen sonuglar ile uyumlu olarak hiicrelerin asir1t ROS
iretimi sonucu stresin artmasiyla apoptoz veya nekrozis (fagositoz veya inflamasyon) ile

hiicre 6limiiniin gergeklestigi goriilmektedir (Shen et al.,2018; Sani et al., 2021).

AuNP'ler boyutlarina bagli olarak metabolik reaksiyonlarda katalizor gorevi
gorebilir, diger ilaglarla etkilesime girebilir, karaciger ve dalakta birikerek, 3-4 ayda
atilabilir. Biyoetiket, biyosensor ve ilag tasiyicist olarak uygulanan AuNP'lerin 6zellikle
karacigerde ve dalakta retikiiloendotelyal sistem yoluyla yiiksek diizeyde biriktigi yaygin
olarak kabul gérmektedir (detoksifikasyona yardimci olmalart sebebiyle ilk hedeflenen
organlardir). AuNP'lerin hepatotoksisite, sitotoksisite ve toksisiteye neden olduklari,
intravenéz uygulamalarin ardindan karaciger dokusunda apoptoz ve inflamasyon
gozlendigi bildirilmektedir. Ast gelistirme caligmalarinda AuNP'lerin
islevesellestirilmesine yonelik ¢ok sayida arastirma olmasina ragmen sadece birkag klinik
uygulamasi bulunmaktadir (Anik et al., 2021; Sani et al., 2021; Sun et al., 2021). Diger
yandan AuNP'lerin, adjuvan olarak kullanimmin toksisiteyi azalttigi, immiinojenik

aktiviteyi arttirdig1 ve aginin depolanma stabilitesini sagladigi, sentetik ve subunit asilarda
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antijen tastyict sistemler olarak kullanildigi ve nanopartikiile bagli bir toksisitenin
olusmadig da bildirilmektedir (Niikura et al., 2013; Zhao et al., 2014; Martins et al., 2016;
Carabineiro, 2017).

AuNP'lerin tip ve biyomedikal alandaki c¢esitli uygulamalarinda aktivitelerini
arttirmak amaciyla yiizeylerinin stabilize edici ajanlar ile kaplanmasi ve/veya cesitli
molekiiller ile konjuge edilerek fonksiyonellestirilmesinden kaynakli partikiil yilizeyinde
korona tabakas1 olusumu, partikiil boyutunun artisi, yiizey yiikiiniin degisimi ve dolayisiyla
toksik etkisinin degisimi s6z konusudur. Yiizeyi anyonik ve katyonik kaplanan AuNP'lerin
toksisite profili incelendiginde, katyonik kaplanan AuNP'lerin hiicreler tarafindan aliminin
iki ila ii¢ kat artis gostermesi ve bu sekilde yliksek konsantrasyondan kaynakli toksisite
sonucu bildirilmektedir. Yiizey modifikasyonunda kullanilan bu molekiillerin eger uygun
sekilde modiilasyonu gerceklestirilirse bircogu daha diistik sitotoksik etki ile toksisiteyi
etkili bir sekilde azaltabilir ve giiglii bir biyolojik dagilim sergileyebilir (Fraga et al., 2014;
Shen et al.,2018; Canepa et al., 2021; Sani et al., 2021).

Ancak AuNP'lerin uygulandigi ¢alismalarda yilizey modifikasyonu kaynakli toksisite
bildiren ¢aligmalar da mevcuttur. Connor et al. (2005) tarafindan K562 kronik myeloid
l6semi  hiicre hattinda AuNP'lerin  hiicresel alim1  ve sitotoksisite seviyesinin
degerlendirildigi c¢alismada, AuNP'lerin hiicreler iizerinde sitotoksik etkisinin olmadigi
ancak CTAB ile fonksiyonellestirilen AuNP deney grubunun toksik etkisinin CTAB
kaynakli oldugu, sodyum sitrat kapli AuNP'lerin (15 nm) servikal karsinoma Hela
hiicreleri ve U937 insan monositik hiicrelerinde dikkate deger sitotoksik etki sergiledigi
(Sabella et al., 2011), sitrat ve poliamidoamin ile kapli AuNP'lerin HepG2 hepatoseliiler
karsinom hiicreleri ve PBMC (periferik kan mononiikleer hiicreleri) hiicrelerinde sitotoksik
ve genotoksik etkisinin varlig1 (Martinez Paino et al., 2012) rapor edilen c¢aligmalardir.
Vijayakumar and Ganesan (2012), farkli (sitrat, nisasta, zamk/gum arabic) stabilize edici
ajanlar ile kaplanan AuNP'lerin (~20-22 nm) insan prostat kanser (PC-3) ve insan meme
kanseri (MCF-7) hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerini karsilastirdiklar1 ¢alismada

sitrat kapli AuNP'lerin diger gruplara kiyasla daha sitotoksik oldugunu bildirdiler.

AuNP'lerin biyolojik sistemlerle etkilesimleri (hiicreler tarafindan alinmasi)
nanopartikiillerin boyutuna ve yiizey yiikiine baglhdir. AuNP'lerin sahip olduklar1 genis

yiizey alani-hacim oran1 biyomedikal uygulamalarda partikiill boyutunun &nemini
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vurgulamaktadir. AuNP'ler genis ylizey alani- hacim orani sayesinde kaplandiklari zaman
ve/veya ligand eklendiginde boyutlari artar ve dolayisiyla toksisite artar. Bu durum kiitle
dozaj1 diisiliniildiiglinde blylik partikiillere kiyasla kiiglik partikiillerin daha toksik
olmasinin sebebi olarak agiklanmaktadir (Chitrani et al., 2006; Khan et al., 2007; Sani et
al., 2021). Kii¢iik boyutlu AuNP'lerin (<20 nm) ROS olusumuna yol acgabilen genis yiizey
alanma sahip oldugu, hiicre zarindaki lipid katmanlarinda kiitle kaybina sebep olarak,
gbzenek olusturdugu ve membran yapisinin bozulmasina sebebiyet verdigi ve boylece daha
yiiksek toksisite gosterdigi 20 nm ve daha biiyiik AulNP'lerin hiicre zarinda herhangi
bir hasar olusturmadig: bildirilmektedir (Lewinski et al., 2008; Camesano et al., 2011).

10 nm'den kiigiik AuNP'ler hiicre niikleusuna daha kolay girer ve DNA ile etkilesime
gecerek daha biiyiik boyutlu partikiillere kiyasla daha yiiksek sitotoksisite sergiler (Pan et
al., 2007). Kemirgenlerde (Rodent) yapilan ¢alismalarda 50-100 nm boyut araligindaki
AuUNP'lerin, 5-15 nm boyutlarindaki AuNP'lere oranla daha diisiik toksisite gosterdigi (De
Jong et al., 2008; Sonavane et al., 2008; Chen et al., 2009; Kim et al., 2009), 5-10 nm
boyutlarindaki AuNP'lerin farelerin karacigerinde 6nemli histopatolojik degisikliklere
neden oldugu, 20-50 nm boyutlu AuNP'lerin ise mindr etkiler gdsterdigi bildirilmektedir
(Abdelhalim et al., 2011; ibrahim et al., 2018). Benzer sekil kiiciik boyutlu AuNP'lerin in
vitro ve in vivo sitotoksik etki gosterdigi calismalar rapor edilmistir (Pernodet et al., 2006;
Pan et al. 2007; Chen et al., 2010). Bu tez cahismasinda kullamlan 40-50 nm
boyutlarindaki AuNP’lerin sitotoksik etki gostermemis olmasi literatiir verileriyle

uyumludur.

Tao et al. (2014), OVA ve OVA-CpG ile konjlige edilen AuNP'lerin (ortalama 1,5
nm) RAW264.7 miirin makrofaj hiicreleri iizerinde hiicre canliligi genis bir aralikta (5 —
100 pg/mL) degerlendirildiginde en yiliksek konsantrasyonda dahi belirgin bir hiicresel
toksisitenin gozlenmedigi, diisiik sitotoksisite (hiicre canlilig1 %90 iizeri) sergiledikleri ve
biyouyumluluklari; bir diger ¢alismalarinda peptit ile konjiige edilen AuNP'lerin (ortalama
1,5 nm) RAW264.7 makrofaj hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gostermedigi bildirildi (Tao
et al., 2015). Bancos et al. (2015) tarafindan RAW?264.7 makrofaj hiicreleri lizerinde 10 nm
ve 300 nm boyutlarindaki AuNP'lerin 0,005-0,01-0,1-1 g/L konsantrasyonlarinda 48 saat
boyunca sitotoksisitesini degerlendirdi. 10 nm boyutlarindaki AuNP'lerin 0,005-0,01 g/L
konsantrasyonlar1 (0,1 g/L de canlilik %50'nin {izerinde, 1 g/L konsantrasyonu toksik), 300

nm boyutlarindaki AuNP'lerin ise hi¢bir konsantrasyonu toksik etki gdstermedigi, Chen
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and Gao (2017), PEG ve OVA ile fonksiyonellestirilen 12, 35 ve 60 nm boyutlarindaki
AuNP'lerin RAW264.7 makrofaj hiicreleri iizerinde sitotoksisitesi incelendiginde tiim
deney gruplarindaki AuNP'lerin ihmal edilebilir bir toksisite gosterdigi (hiicre canlilig
%70'in lizerinde) rapor edilen calismalardir. RAW264.7 makrofaj hiicreleri ve DC2.4
hiicreleri farkli konsantrasyonlarda AuNP'lerin (~42 nm) uygulamasi ardindan en yliksek
konsantrasyonda dahi (100 pg/mL) DC2.4 hiicre canlilig1 iizerinde sitotoksik etkinin
gozlenmedigi, RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde ise en yiiksek dozda hiicre canliliginin
yaklasik %70 ve diger konsantrasyonlarda %90'nin {lizerinde oldugu bildirilen ¢aligmalar
arasindadir (Ding et al., 2017). Kang et al. (2017), OVA ile konjiige edilen 7, 14 ve 28 nm
boyutlarindaki AuNP'lerin uygulanan en yiliksek konsantrasyonda (100 pg/mL) bile DC2.4
hiicre canlilig1 tlizerinde higbir sitotoksik etkisinin gozlenmedigi, as1 tasima sistemi i¢in
gelistirilen AuNP'lerin giivenli oldugu bildirilmektedir. Orlowski et al. (2018), JAWSII
hiicre hattinda AuNP'lerin boyut (10, 34, 62 nm) ve konsantrasyona (0.5-1-2.5-5-10
ng/mL) bagl sitotoksik etkisinin degerlendirildigi calismada 10 nm boyutundaki
AuNP'lerin sadece 10 pg/mL konsantrasyonda gii¢lii toksik etkisi bildirildi/6nemli oranda
apoptoza neden oldugu bildirildi.

Genel olarak kiiresel metal nanopartikiiller toksik degildir ve/veya diger sekillerdeki
partikiillere kiyasla daha az toksisite sergilemektedir (Murphy et al., 2008; Schaeublin et
al., 2012). Niikura et al. (2013), BMDC (kemik iligi kok hiicreleri) ve RAW264.7 miirin
makrofaj hiicreleri lizerinde farkli sekil ve boyutlara sahip AuNP'lerin [kiiresel (20 ve 40
nm), kiip (40x40x40 nm), nanogubuk (40x10 nm)] degisen konsantrasyonlarda (2-4-10
pg/mL) sitototoksik etkisini inceledi. RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde uygulanan
gruplarin hicbirinin kontrol grubuna kiyasla sitotoksisiteye yol a¢madigi, BMDC
hiicrelerinde ise 10 pg/mL konsantrasyondaki nanogubuklarin sitotoksik etkisi rapor
edilmektedir. Tazaki et al. (2018), MTAB (4-methylthioamphetamine) ile
fonksiyonellestirilen 20 - 40 nm boyutlarinda kiiresel AuNP'lerin ve 30 — 40 nm
boyutlarindaki nanogubuklarin  farkli konsantrasyonlarimin  (100-200-400 pg/mL™)
sitotoksik etkisi BMDC hiicreleri {izerinde test edildi. Kiiresel AuNP'lerin ve 30 nm
boyutundaki  nanogubuklarin  sitotoksisite  gostermedigi ancak 200 pg/mL™*
konsantrasyondaki 40 nm boyutlu nanogubuklarin hiicre canliliginda 6énemli oranda bir
azalma gozlendigi (istatistiksel olarak anlamli) bildirildi. Steckiewicz et al. (2019), yildiz
(~215 nm), ¢ubuk (~39/18 nm) ve kiiresel (~6.3) sekle sahip AuNP'lerin 3 farkli insan
hiicre hattinda, MG63 (osteosarcoma), hFOB (insan fetal osteoblast) ve hTERT-HPNE
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(insan pankreas kanali hiicreleri) sitotoksik etkisini degerlendirdigi ¢alismasinda yildiz
seklindeki AuNP'lerin hiicre hatlar1 iizerinde en yiiksek toksik etkiyi indiikledigini
bildirmektedir. Steckiewicz et al. (2019) tarafindan nanoyildizlarin hiicreler iizerinde en
yiiksek toksisiteyi indiikledigi gozlenirken, Pakravan et al. (2021) g¢alismasinda hiicre

canliligiin %90'in tizerinde oldugu gézlenmektedir.

Bu giine kadar yapilan in vitro ve in vivo sitotoksisite ¢alismalari incelendiginde bu
konuda fikir ayriliklart oldugu goriilmektedir. Bu durum AuNP'lerin toksisitesi hakkinda
genelleme yapilamayacagi ve sentezlenen her yeni partikiilin toksisitesinin
degerlendirilmesinin gerekliligini gostermektedir. Ciinkii nanopartikiilin boyut, sekil,
yiizey yiikii, fonksiyonellestirmeye bagli kazandigi ozellikler, uygulanan nanopartikiil
konsantrasyonu, ¢aligilan hiicre hatt1 ve deney kosullarina bagh olarak sitotoksisite etkileri
farklilik gostermektedir. Literatiir verileri incelendiginde 25-50 nm boyutlarina sahip
AuNP'lerin hiicreler tarafindan alimi ve dokulardaki dagiliminin en yliksek seviyede
oldugu, 20 nm'den biiylik AuNP'lerin diisiik seviyede ROS olusumuna sebep olmasiyla
hiicre zarinda herhangi bir hasar olusturmadigi genel olarak 30-60 nm boyutlarindaki
kiiresel AuNP'lerin olduk¢a diisiik sitotoksisite sergiledigi goriildii. Bu ¢alismada da
sitotoksik etkisi degerlendirilen kiiresel AuNP'lerin ortalama cekirdek boyutlari1 ~43
nm'dir. Genis tarama arah@inda uygulanan mAuNP konsantrasyonlarimin 1929
hiicre canhiliginin %80'nin altina diismedigi, makrofaja farkhlasan U937 monosit
hiicrelerinde ise hiicre canhhgmmn en yiiksek konsantrasyonda (5x10™ NP/ml) dahi
yaklasik %60 oldugu belirlendi. Genel olarak BSA ile konjiige edilen mAuNP
konjugatlarinin sitotoksisitesinin BSA varhginda bir miktar arttirdig1 gozlendi.
MAUNP-BSA konjugati varh@inda makrofaja farkhlasan U937 monosit hiicre
canlilig1 en yiiksek konsantrasyonda %49, diger tiim konsantrasyonlarda ISO 10993-
5:2009 (EN) standart prosediiriine gore onerilen %70 canhbk smmrimnn iizerinde
oldugu belirlendi. Bahsedilen caliymalarin tiimii kimyasal sentez ile elde edilen
AuNP'ler kullanilarak gerceklestirilmis olup bu ¢cahismada ilk defa mikrobiyal AuUNP

kullanilarak elde edilen sonu¢lar sunulmaktadir.
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4.12.3 Sitokin seviyelerinin belirlenmesi

Makrofaja farklilasan U937 monosit hiicreleri lizerinde uygulama yapilan deneme ve
kontrol gruplarna ait CM'lerdeki (Sartlandirilmis Ortam/Conditioned Media) sitokin
seviyelerinin saptanmasi Invitrogen firmasinin Human TNF-o ve Human IL-6 ELISA

kitleri kullanilarak gerceklestirildi.

Sitokinler, hiicreler arasinda iletisime aracilik eden, immun ve inflamatuvar
reaksiyonlar1 diizenleyen kiigiik c¢oziinlir proteinlerdir. Esas olarak makrofajlar ve
lenfositler tarafindan iretilir, ancak polimorfoniikleer lokositler (PMN), endotelyal ve
epitelyal hiicreler, adipositler ve bag dokusu tarafindan da iiretilebilirler. TNF-o ve 1L-6
dogal ve kazanilmis bagisikligin uyarilmasinda, hiicre regiilasyonu, farklilasmasi ve
apoptoz siireclerinde onemli role sahip olan sitokinlerdir (Balkwill, 2000; Abbas et al.,
2012). Metal nanopartikiillerin, sitokin ve kemokin iiretimini tetikledigi bildirilmektedir.
Titanyumoksit nanopartikiillerin, kan damari endotelyal bileseninden olusan mimetik
sistemlerde proinflamutar sitokinler olan IL-6, IFN-y, TNF-a (Schanen et al., 2009),
¢inkooksit nanopartikiillerin PBMC'lerin (insan periferik kan mononiikleer hiicreleri) IL-
12, IFN-y, TNF-a (Hanley et al., 2009) ve AuNP'ler ile stimiile edilen BMDC'lerin IL-6,
IFN-y ve TNF-a (Niikura et al., 2013) {iretimini indiiklendigi rapor edilen ¢aligmalardir.

Immiin yanit indiiklenmesi igin yiizey yiikii ve hidrofobiklik énemli parametrelerdir.
Nanopartikiil yiizeyine fonksiyonel gruplarin eklenmesi sonucu nanopartikiillerin
ozellikleri dogrudan etkilenmektedir. Yiiksek hidrofobiklige sahip AuNP'ler dogal immiin
sistemi aktive etme yeteneginde oldugu gozlendi (Mout et al., 2012; Moyano et al., 2012).

Bu ¢alismada U937 makrofaj hiicreleri (U937 hiicresi - PMA), LPS ve alum igeren
gruplar deney setindeki kontrol gruplaridir (Bkz. Tablo 3.5). Mikrobiyal yontem ile
sentezlenen AuNP'ler ve diisiik immiinojen 6zellikte olan BSA ile konjuge hale getirilen
mAUNP-BSA [(3x10"° NP/ml) ve (6x10"° NP/mI)] deney gruplari ise adjuvan
potansiyelinin degerlendirildigi ana gruplardir. TNF-a konsantrasyonunun istatistiksel
olarak anlamli artig gosterdigi (*) deney gruplart Sekil 4.34'te, 1L-6 i¢in ise Sekil 4.35'de

sunulmaktadir.
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Sekil 4. 34 Makrofaja farklilasan U937 monosit hiicrelerinin farkli deney gruplarinda TNF-a seviyeleri
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Sekil 4. 35 Makrofaja farklilasan U937 monosit hiicrelerinin farkli deney gruplarinda IL-6 seviyeleri



138

Giliniimiizde as1 adjuvani olarak kullanilan alum ile mAuNP-BSA konjugatlari
kiyaslandiginda konjugatlara ait her iki konsantrasyon i¢in de TNF-a sitokin diizeyinde
oldukca dikkat ¢eken anlamli bir fark goriildi. mAuNP-BSA (3X1010 NP/ml) konjugatinin
tek bagina alum ve alum-BSA grubuna gére TNF-a sitokin seviyesini sirasiyla, 5,4 ve 2,09
kat arttirdig;; mAuNP-BSA (6x10'® NP/ml) konjugatinm ise 8,32 ve 3,19 kat arttirdig:
belirlendi (Sekil 4.34). IL- 6 sitokin seviyeleri degerlendirildiginde alum-BSA grubuna
gore mAuNP-BSA (3x10*° NP/ml) konjugati 1,66 kat, mAuNP-BSA (6x10'° NP/ml)
konjugat1 2,12 kat ve tAuNP-BSA (6x10"° NP/ml) konjugatinin ise 1,17 kat artis
gosterdigi belirlendi (Sekil 4.35). Hem ticari AUNP (3x10*° NP/ml ve 6x10'° NP/mI) hem
de mikrobiyal AuNP'lerin (3x10* NP/ml ve 6x10™ NP/ml) her iki konsantrasyonunun da
tek basmma immiin sistemi uyarmadigi ve sitokin yaniti olusturmamasi nedeniyle TNF-a
seviyelerinde anlamli bir artis belirlenmedi. Benzer sekilde IL-6 seviyelerinin diisiik
oldugu ve gruplarin birbirine yakihg goriildii. tAuNP-BSA (6x10'° NP/ml)
konjugati (23,5 pg/ml) Kkullaniminda ise sonuclar yaygin olarak giiniimiizde de
adjuvan olarak kullamlan alum iceren alum-BSA (21,6 pg/ml) grubu ile
karsilastirildiginda benzer TNF-a seviyeleri ol¢iildii. Calismada adjuvan potansiyeli
degerlendirilen gruplar, tAuNP-BSA (6X1010 NP/ml) konjugati ile karsilastirildiginda
ise MAUNP-BSA (3x10"® NP/ml) konjugatmn 1,92 kat ve mAuNP-BSA (6x10%°
NP/ml) konjugatinin ise 2,93 kat TNF-a seviyelerini arttirdig1 belirlendi.

LPS, tipik Thl tipi immiin sistemi uyaran, proinflamatuar sitokinlerin giiclii bir
indiikleyicisidir. Bu nedenle makrofajlari igeren in vitro ¢alismalarda pozitif kontrol grubu
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Heydenreich et al., 2012; Bancos et al., 2015;
Assis et al., 2018). Calismada pozitif kontrol grubu olarak kullanilan LPS ile mAuNP-
BSA (6x10' NP/ml) grubunun él¢iilen TNF-a seviyelerinin birbirine olan yakinhg;
IL-6 seviyesi degerlendirildiginde ise hem mAuNP (3x10'® NP/ml) hem de mAuNP-
BSA (6x10'° NP/ml) konjugatlarmm LPS seviyesini gectigi, tAuNP-BSA (6x10%

NP/ml) konjugatinin ise LPS grubu ile benzer sonug¢ verdigi gozlendi.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi One — Way ANOVA Tukey testi ile yapildu.
Deneme gruplar1 ve kontrol gruplar1 kiyaslandiginda artis istatistiksel olarak 6nemli oldu.
Aynmi zamanda TNF-a ve IL-6 seviyelerinin ANOVA analizi R? degerlerinin 1'e olan

yakinlig1 deneysel verileri anlamli kilmaktadir (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13 Makrofaja farklilagsan U937 hiicrelerinin sitokin testi ANOVA analizi

TNF-a

F 1266

P value <0.0001
P value summary falaaied
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes

R squared 0.9991
IL-6

F 31.93

P value <0.0001
P value summary Fekx
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes

R squared 0.9674

AuNP'lerin sekli ve boyutu immiinojenitesi tizerine etkili en dnemli degiskenlerdir.
Partikiillerin fizikokimyasal 0Ozellikleri ayarlanarak olusturulan bagisiklik tepkisinin
immiinostimiilator veya immiinomodiilator kapasitesi uyarlanabilmektedir (Marques Neto
et al., 2017). APC'lerin kullanildig: bir ¢alismada, altin nanogubuklarin, altin nanokiirelere
ve altin nanokafeslere oranla daha verimli sekilde alindigi ve IL-1 ve IL-18 gibi
inflamasyon iligkili sitokinlerin daha yliksek oranda salgilandigini, diger yandan altin
nanokiireler ve altin nanokafeslerin ise TNF-a, IL-6, IL-12 ve GM-CSF dahil olmak {izere
diger inflamatuar sitokinlerin sekresyonunu artirdig: bildirmektedir. Arastirmacilar, altin
nanokiirelerin inflamatuar sitokinlerin sinyal yolaklarinda rol oynayabilecegini
diigiiniirken, altin  nanocubuklarin  inflamatuvar aktivasyonla iligkili  oldugunu
diisiinmektedir (Balasubramanian et al., 2010; Martins 2016). Nanoasilar ve bagisiklik
sistemi hiicreleri arasindaki etkilesimler partikiillerin boyutu, sekli, yiizey yilikii ve
hidrofobikligi gibi ozelliklerine baghidir. Sonu¢ olarak bu parametreler, nanoasilarin
alimini, antijenitelerini, adjuvan aktivitelerini ve inflamatuar yaniti etkileyebilmektedir

(Zaman et al., 2013).

Viral enfeksiyonlara kars1 yapilan as1 gelistirme ¢alismalarinda AuNP'ler ile Bat1 Nil
Virtisii (WNV) antijeni (Niikura et al., 2013), influenza viriis matrix 2 proteinin (M2)
ekstraselliiler kism1 (Tao et al., 2014), foot-and-mouth disease viriis proteini (pFMDV) 28
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amino asit VP1 (Chen et al., 2010) ve kismen saflastirilan enteropatojenik domuzla bulasan
gastroenterit virlisii (Staroverov et al., 2011) kullanilarak olusturulan formiilasyonlarin
timiinde  hiimoral  yanit  indiiksiyonu  Olgiilmesi  yoluyla  immiinojenisitesi
degerlendirildiginde antikor temelli bir immiin yanitin indiiklenmesinde AuNP'lerin etkili
oldugu goriilmektedir. Mutwiri et al (2007) tarafindan gelistirilen polifosfazen grubu bir
polielektrolit olan PCEP (Poli-di-sodyumkarboksilatoetilfenoksi-fosfazen) adjuvan
etkisinin in vivo inceledigi ¢alismada tek basina BSA antijeni ile bagisiklanan farelerin, 2
hafta gibi kisa bir siire sonra BSA'ya 6zgii toplam IgG antikor titrelerinde artis oldugu,
Alum-BSA grubunun uygulamasinda ise IgG titrelerinde tek basina BSA grubuna gore
anlamli bir artis gozlenmedigi, alumun BSA antijeni ile adjuvan etkisinin olmadig:
bildirilmektedir. Bu tezde in vivo bir degerlendirme yapilmasa da benzer sonuglar in
vitro olarak elde edildi.10 nm AuNP'ler icin 4,9x10* (0,005 g/L) ve 9,9x10™ (0,01 g/L),
300 nm AuNP'ler icinse 6,33x10'° (0,01 g/L) ve 6,33x10™ (0,1 g/L) toksik olmadig1 icin
diger in vitro c¢alismalarda uygulanan konsantrasyonlardir. RAW264.7 makrofaj
hiicrelerine, 10 nm 9,9x10™ AuNP uygulandiginda TNF-a seviyesinde 6nce 1,12 kat
artisin daha sonrasinda ise seviyenin giderek diistiigii, ayn1 zamanda apoptotik hiicrelerde
de oOnemli bir artis oldugu bildirildi. Burada ki TNF-o seviyesindeki artisin sebebi
AuNP'lerin alinmasi ile hiicrelerde sitokin indiiklenmesinden ziyade hiicrelerin 6limden
kaynakli bir artisa bagli olmasidir. 10 nm 4,9x10™ AuNP uygulandiginda ise TNF-a
seviyesinde bir farklilik gézlenmedigini, 300 nm AuNP gruplarinin TNF-o iiretimini ve
tim gruplarin her iki konsantrasyonu i¢inde IL-6 ve IL-10 indiiklemedigini, tek basina
AuNP'lerin immiin sistemi uyarici etkisinin olmadigini bildirildi. Benzer sekilde Zhang ve
ark. (2011), 60 nm AuNP'lerin RAW264.7 hiicrelerinde TNF-a ve IL-6 seviyelerinde artig
gostermedigini bildirmektedir. Partikiil boyutunun pulmoner inflamasyon {izerindeki
etkisini 50 nm ve 250 nm AuNP'leri in vivo degerlendirdiklerinde her iki grubunda hafif
bir inflamasyonu indiikledigini, boyuta bagli olarak tepkide Onemli farklilik

gozlenmedigini rapor ettiler.

Metillenmemis CpG motifleri ile konjiige AuNP'lerin ise RAW 264.7 hiicrelerinde
hiicresel bagisiklik tepkilerini destekleyen giiclii bir TNF- a sekresyonunu indiikledigi
bildirilmektedir (Krieg et al., 2002; Wei et al., 2012). Assis et al. (2018), Schistosoma
mansoni parazitine karst rekombinant Sm29 proteini ile konjiige edilen altin
nanocubuklarin bagisiklik tepkisi iizerindeki etkisini in vivo ve in vitro deneyler ile
degerlendirdi. 1x10™ NP konsantrasyonunda BHK-21, BMDC ve THP-1 hiicrelerinde 16-
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24 saatlik sitotoksisitesi incelendiginde hiicre canliliginda 6nemli bir kayip olmadigi
(%90'1n tizerinde canlilik korunmus) ve altin nanogubuklarin giivenligi oldugu bildirildi.
Kontrol grubuna (medium, rSm29) kiyasla sitokin profilleri incelendiginde yiiksek
seviyede TNF-a, IFN-y, IL-4 ve IL-5 sekresyonu indiikledigi gézlendi. Freund adjuvani ile
karsilastirildiginda ise IFN-y, IL-4 ve IL-5 sekresyonunun benzer sekilde indiiklendigi,
TNF-a seviyesinin ise diistiigi gozlendi. AuNP'ler, karaciger, bobrek, akciger veya dalak
gibi bir¢ok organda birikme potansiyelindedir. Altin nanogubuklarin in vivo analizinde
histopatolojik bir olguya rastlanmadigina, as1 tasarimlarinin giivenligine ve formiilasyonun
tolere edilebilirligine ayrica dikkat ¢ekmektedirler. Cao ve ark. (2014), OVA proteinleri ile
konjlige edilen 5-10 nm boyutlarindaki kiiresel AuNP'leri grafen oksit nanopartikiilleri ile
destekleyerek tasarlanan GO-AuNP-OVA adjuvan sistemini in vivo ve in vitro deneyler ile
hiimoral ve hiicresel immiin yanit iizerindeki etkisini degerlendirdi. HepG2 hiicre hattinda
GO-AuNP-OVA'nin 48 saatlik inkiibasyonu sonrasi sitotoksisite gozlenmedigi,
sentezlenen adjuvan sisteminin biyouyumlu oldugunu bildirdi. Deri alt1 enjeksiyon yoluyla
bagisiklanan farelerin serumunda antikor titresi, sitotoksik CD8+ ve CD4+ T hiicrelerinin
proliferasyonu ve sitokin sekresyonu incelendi. Tek basina OVA grubuna karsi pozitif
kontrol grubu olarak Alum-OVA ve GO-AuNP-OVA'nin (yaklasik dort kat fazla) her
ikisininde TNF-a sekresyonunu anlamli bir sekilde indiikledigi goriildii. Tim deney
gruplarinda OVA'ya 6zgii IgG antikor titresinin arttigi, OVA'ya gére Alum-OVA grubunun
yaklasik 7 kat, GO-AUNP-OVA'nin yaklasik 8 kat arttig1 belirlendi. GO-AuUNP-OVA'nin,
Alum-OVA grubuna kiyasla CD4+ ve CD8+T hiicrelerininin proliferasyonu uyarabildigi,
IFN-y sekresyonunu ve RAW 264.7 hiicrelerinde etkin sekilde TNF-a sekresyonunu
indiikledigini, gelistirilen GO-AUNP-OVA adjuvan sisteminin hiimoral ve hiicresel immiin
yanit1 uyardigini bildirmektedir. Farelerdeki preklinik ¢aligma partikiil bazli bir as1 igin
optimal boyutun 40-50 nm oldugu (Fifis et al., 2004) fikrini dogrulamasina ragmen 300
nm'ye kadar olan partikiillerin fareyi oliimciil influenza enfeksiyonlarina karsi koruyan
CD4+ ve CD8&+ T hiicrelerini indiikleyerek immiin yanit olusturdugu (Kasturi et al., 2011)
bildirilen ¢alismalar arasindadir. Niikura ve ark. (2013), farkli boyut ve sekillerdeki
AuNP'lerin RAW264.7 makrofaj ve BMDC hiicrelerinin sitokin uyarimini inceledikleri
caligmalarinda kiiresel ve kiip altin nanopartikiillerin TNF-a seviyelerinin énemli dlgiide
indiiklendigi ancak nanogubuklarin  TNF-o sekresyonunu indiiklemedigi rapor
edilmektedir. Bu tez caliymasinda kiiresel nanopartikiiller ile elde edilen bulgularin

literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
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4.12.4 Altin nanopartikiillerin hiicresel alimi (cellular up take)

AuUNP'lerin hiicreler tarafindan alinma miktari, igsellestirilen partikiillerin Kimyasal
durumu, hiicre i¢inde yer degistirme ve hiicre i¢i yapilarla etkilesime girerek islevlerini
etkileme yollar1 tani, goriintilleme ve terapdtik uygulamalarda aktivitesini anlamak igin
olduk¢a onemlidir. Hiicreler tarafindan alim siirecinin gorsellestirilmesi ve/veya alinan
partikiil miktarinin belirlenmesinde kalitatif ve kantitatif analizi i¢in baslica analitik ve
mikroskobik teknikler oldukga ¢esitlidir. AUNP'ler 6zellikle CT (Bilgisayarli Tomografi),
PET (Pozitron Emisyon Tomografi), MR (Manyetik Rezonans Goriintiilleme), optik
goriintliileme ve ultrason gibi uygulamalarda kontrast saglamasi nedeniyle diger hiicresel
bilesenlerden ayirt etmek kolay oldugundan yaygin olarak kullanilmaktadir. Goriintiileme
amaciyla SEM, TEM, AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu), floresan mikroskobu, karanlik
alan optik mikroskopisi, diferansiyel girisim kontrasti mikroskopisi (DIC), fototermal
heterodin goriintiileme yani sira birim hiicre basma nanopartikiil kiitlesini 6lgmek
igin/hiicre i¢i Au konsantrasyonunu 6l¢mek i¢in ICP-MS (Endiiktif Eslesmis Plazma Kiitle
Spektroskopisi), ICP-AES (Endiiktif Eslesmis Plazma Atomik Emisyon Spektrometrisi)
tercih edilen yontemlerdir (Marquis et al., 2009; Alkilayn and Murphy, 2010; Dykman and
Khlebtsov, 2014; Matczuk et al., 2019).

Floresan mikroskopisi, bir floresan boya ile etiketlendikten sonra AuNP'lerin hiicre
i¢i akibetlerini izlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak AuNP'ler/altin ¢ekirdek
indikator boyalar1 ortamdan adsorbe edebilme, bdylece floresan sondiirme veya en aza
indirme yetenegindedir. Bu sayede “Quench Etkisi” yaratarak takibi/izlemeyi
engelleyebilir, floresan bazli deneylerle nanomalzemenin girisimi dikkate alinmali ve

kontrol edilmelidir (Alkilayn and Murphy, 2010; Matczuk et al., 2019).

Adjuvan potansiyeli degerlendirilen AuNP-BSA konjugatlarimin U937 makrofaj
hiicreleri tarafindan alimi, floresan isaretli olan FITC-BSA kullanimt ile takip edildi. DIC
(Diferansiyel Girisim Kontrasti) ile donatilmis konfokal mikroskopta DAPI ve FITC
filtreleri ile monokrom 1s1k altinda incelenerek ayni bolgelerden alinan hiicre goriintiileri
toplandi ve Image J programi (National Institutes of Health, USA) ile cakistirildi.
Niikleusu DAPI ile boyanan hiicrelerin DAPI filtresi (mavi), kontrol grubu olan FITC ile
isaretli BSA FITC filtresi (yesil) ve DIC ayarinda (bright-field) monokrom 1s1k altinda
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toplanan hiicre goriintiileri ve ¢akistirilan halleri Sekil 4.36, Sekil 4.37, Sekil 4.38 ve Sekil
4.39'da sunulmaktadir.

Konfokal mikroskop goriintiilerinde hiicre niikleuslarinin mavi 1s1ma, etrafinda ise
FITC etiketlemesi yapilan AUNP-BSA konjugatlarinin yesil floresan i1sima goriilmesi
istendi ancak AuNP'lerin quench etkisi ile karsilasildi. AuNP'lerin hiicresel alimi DIC
mikroskobu altinda en iyi kontrast1 vermektedir (Gu et al., 2011; Sun et al., 2009). AUNP-
BSA konjugatlarinin hiicresel aliminin degerlendirilmesinde DIC mikroskopisi
goriintiileri incelendiginde AuNP icermeyen kontrol gruplarinda AuNP'leri isaret
eden siyah noktalarin goriilmedigi, 3x10™ ve 6x10*° NP/ml konsantrasyonlarda AuNP
iceren BSA ile olusturulan konjugatlar ile muamele edilen gruplarda ise siyah
kiimelenmelerin varlig: gozlendi. Sekil 4.38'de 3x10'° NP/ml konsantrasyonda AuNP
kullanildigi icin hiicreler tarafindan alinan AuNP-BSA konjugatlarimin miktar:1 daha
az gozlenirken, Sekil 4.39'da 6x10"° NP/ml konsantrasyonda AuNP kullanildig i¢in
hiicreler tarafindan alinan AuNP-BSA konjugatlarinin miktarinin daha fazla oldugu
gozlendi. AuNP-BSA konjugatlarinin U937 makrofaj hiicreleri tarafindan fagosite
edildigi, hiicre zarindan gecerek sitoplazmaya niifuz ettigi ve makrofaj hiicrelerinin
niikleusu c¢evresinde lokalize oldugu Sekil 4.38 ve Sekil 4.39'da goriilmektedir. Yani
sira AuNP-BSA konjugatlar1 ile muamele edilmesinin (overnight inkiibasyon)

ardindan hiicre morfolojisinin degismedigi de gozlenmektedir.

AuNP'lerin hiicrelere kendiliginden kolayca girerek niikleus etrafinda kiimelendigi
ve/veya endozomlarda hapsedildigi ancak niikleusa penetrasyonu i¢in AuNP'lerin
yiizeylerinin fonksiyonellestirilmesi gerekliligi bir¢ok calismada rapor edilmektedir.
AuNP'lerin optik goriintiileme sistemleriyle tespit edilmesinde DIC mikroskopisi yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Sun et al., (2009), HeLa hiicreleri tarafindan 40 nm altin
nanokiirelerin endositoz siirecini video ile kaydettigi, Gu et al. (2011), altin nanogubuklarin
hiicre zarindaki rotasyonel hareketini DIC mikroskopisi ile izledigi rapor edilen
caligmalardir (Shukla et al., 2005; Pernodet et al., 2006; Ryan et al., 2007; Chithrani and
Chan, 2007; Nativo et al., 2008; Alkilany et al., 2009). Bu c¢alisma ile elde edilen
konfokal mikroskop goriintiilerinin hiicresel ahmi destekleyen literatiir verileri ile
uyumlu oldugu ve konjugatlarin hiicreler tarafindan alinarak sitoplazmaya yerlestigi

goriilmektedir.
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a) .b)

.C)

Sekil 4. 36 U937 makrofaj hiicrelerinin a)DAPI ile boyanan niikleuslarinin DAPI filtresi (mavi) ile elde edilen gorintiisii, b)monokrom 151k altinda elde edilen goriintii,

c)goriintiilerin birlestirilmis hali



145

d) €)

Sekil 4. 37 a) U937 makrofaj hiicrelerinin DAPI ile boyanan niikleuslarinin DAPI filtresi (mavi) ile elde edilen goriintiisii, b)FITC isaretli BSA (Kontrol) grubunun FITC

Filtresi (Yesil) ile elde edilen goriintiisii, c-d)Goriintiilerin birlestirilmis hali, e)Monokrom 151k altinda elde edilen goriintii
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a) c)

d) e)
Sekil 4. 38 FITC-BSA ile konjuge mAuNP (3x10™ NP/ml) fagositozu a) U937 makrofaj hiicrelerinin DAPI ile boyanan niikleuslarimin DAPI filtresi (mavi) ile elde edilen
goriintiisii, b)FITC isaretli BSA (Kontrol) grubunun FITC Filtresi (Yesil) ile elde edilen goriintiisii, c-d)Goriintiilerin birlestirilmis hali, e)Monokrom 1s1k altinda elde

edilen goriintii
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a)

Sekil 4. 39 FITC-BSA ile konjuge mAUNP (6x10'° NP/ml) fagositozu a) U937 makrofaj hiicrelerinin DAPI ile boyanan niikleuslarinin DAPI filtresi (mavi) ile elde edilen
goriintiisii, b)FITC isaretli BSA (Kontrol) grubunun FITC Filtresi (Yesil) ile elde edilen goriintiisii, c-d)Goriintiilerin birlestirilmis hali, e)Monokrom 1s1k altinda elde

edilen goriintii
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AuNP'lerin hiicreler tarafindan alim mekanizmasinin iyi anlasilmasi teshis, tani,
goriintiileme ve hedeflenen terapdtik uygulamalar ig¢in  verimli nanosistemlerin
tasarlanmasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Fagositler, endositoz yoluyla viicuda giren
nanopartikiillerle etkilesime giren, nanopartikiilleri alan ve igsellestiren/isleyen, konagin
inflamatuar ve immiinolojik tepkilerine aracilik eden birincil hiicre tipleridir. Bilindigi gibi
endositoz, hiicrenin, dis materyali hiicre zar1 ile sararak igsellestirdigi siireci tanimlayan
genel bir terimdir. Endositoz; fagositoz, pinositoz (makro ve mikro) ve reseptor aracili
endositoz (Klatrin aracili ve caveola aracili) olmak tizere ii¢ ana sinifa ayrilir (Alkilany and
Murphy, 2010; Dykman and Khlebtsov, 2014; Xie et al., 2017; Ding et al., 2018; Matczuk
et al., 2019; Srijampa et al., 2019; Kapara et al., 2020). Hiicresel alim, hiicre tipinin yani
sira AuNP'lerin boyut, sekil, yiizey yiikii (yiizey kaplamasi/ fonksiyonellestirilmesi) ve
olusan protein korona yapisi dahil olmak tizere fizikokimyasal o6zelliklerinden
etkilenmekte ve endositik yolak kapasitesinde degisimlere sebep olmaktadir (Dykman and
Khlebtsov, 2014; Srijampa et al., 2019; Enea et al. 2020).

AuNP'ler hedef dokuya veya organa ulasmadan 6nce biyolojik ortamlarda (kan, lenf,
mide 6z suyu vb) bulunan serum proteinleri ile etkilesime girdiklerinden, hem yapisal hem
de konformasyonel degisime ugrar ve in vivo kosullar altinda nanopartikiillerin etrafi
proteinler ile kaplanir. Nanopartikiillerin etrafinda olusan bu “protein koronas1”
nanopartikiillerin hiicreler ile ilk etkilesimini belirleyen ara ylizdiir ve hiicresel alimi
etkileyen dinamik bir tabakadir. AuNP'ler ve APC'ler arasindaki etkilesimde partikiiliin
yiizey kimyasi ve net yilikii oldukc¢a etkilidir. Fonksiyonellestirilen AuNP'ler hiicre
yiizeyindeki reseptorler ile maksimum etkilesime sahip hale gelebildiklerinden reseptor
aracili endositoz yoluyla alinmaktadirlar. Bu ¢aliymada da biyolojik sentezleri sirasinda
AuNP'lerin ¢evresini kaplayan protein koronanin hiicresel alimda muhtemel
fonksiyonundan bahsedilebilir. Bagisiklik hiicreleri, epitel hiicreler, kanser hiicreleri gibi
bircok hiicre tiirliniin nanopartikiiller ile etkilesimi ve endositozu yapilan c¢alismalarda
gosterilmektedir. Farkli arastirmacilar tarafindan, farkli boyut ve sekillerdeki AuNP'ler
farkli yiizey gruplan ile fonksiyonellestirilerek, farkli dozlar ve siirelerde farkli hiicre
hatlar1 iizerinde hiicresel alimi incelenmektedir (Ghosh et al., 2008; Jiang et al., 2008;
Kannan et al., 2011; Niikura et al., 2013; Dykman and Khlebtsov, 2017; Shen et al., 2018;
Matczuk et al., 2019).
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AuNP'lerin fagositozunun boyuta bagli oldugu ilk kez 1967'de Scott et al tarafindan
fark edildi. Nanopartikiil boyutu ve sekli hiicresel alim ve hiicre i¢i dagilimin verimliligini
etkileyen en 6nemli faktorlerdir. Kii¢iik boyutlu nanopartikiillerin, daha biiyiik boyuttaki
partikiillere kiyasla hiicreler tarafindan daha yiiksek oranda hiicresel alimi, boyutu 100
nm'den kiigiik partikiillerin klatrin aracili endositoz ve/veya caveola aracilt endositoz
yoluyla girdigi, 250 nm'den biiylik partikiillerin ise fagositoz veya pinositoz yoluyla
hiicreler tarafindan alindigi bildirilmektedir. Anizotropik geometriye sahip gubuk, {iggen,
yildiz, kiip/kafes, oktahedron, plaka gibi farkli sekillerde AuNP'ler sentezlenmesine
ragmen hiicresel alim ¢alismalarinda dikkatlerin ¢ogu kiiresel AuNP'lere verilmekte ve
diger formlarla karsilagtirildiginda genel olarak hiicresel alimin en yiiksek oranda
sonuclandigr birgok ¢alismada bildirilmektedir. AuNP'lerin ylizey yiikii, molekiiler
baglanma, hidrofobik veya hidrofilik olmas1 gibi 6zellikleride hiicresel aliminda etkilidir.
Monosit tiirevli dendritik hiicreler tarafindan elektronegatif partikiillerin, elektropozitif
partikiillere kiyasla daha diisiik hiicresel alim verimliligi sergiledigi (Fytianos et al., 2015),
hidrofilik olanlara kiyasla hidrofobik partikiillerin daha iyi fagosite edildigi, hala tartisilan
bir konu olmasma ragmen birgok calismada aym1 boyut ve sekil Ozelliklerine sahip
nanopartikiiller kiyaslandiginda katyonik nanopartikiillerin, anyonik nanopartikiillere
oranla daha verimli sekilde hiicreler tarafindan alindigi bildirilmektedir (Ghosh et al.,
2008; Jiang et al., 2008; Kannan et al., 2011; Niikura et al., 2013; Dykman and Khlebtsov,
2017; Xie et al. 2017; Shen et al., 2018; Srijampa et al., 2020).

Shukla et al. (2005), RAW264.7 makrofaj hiicreleri tarafindan 3 nm AuNP'lerin
pinositoz yoluyla makrofajlara girdigi ve cogunlukla lizozomlarda veya periniikleer
boslukta lokalize oldugu, Wang et al. (2010), 45, 70 ve 110 nm boyutlarindaki AuNP'lerin
HeLa hiicreleri tarafindan alimi incelendiginde 45 nm partikiillerin hiicreler tarafindan en
yiiksek seviyede alindigi ancak 110 nm partikiillerin ise ne hiicre zarinda ne de
sitoplazmada bulunmadigi, Rieznichenko et al. (2010), farkli boyutlardaki (10, 20, 30 ve
45 nm) AuNP'lerin hiicresel aliminin degerlendirildigi calismada U937 hiicreleri tarafindan
30 nm AuNP'lerin en aktif (¢ok hizli 3—5 dakikada) alimi ve hiicresel birikim sergiledigi,
Mironava et al., (2010), dermal fibroblast CF-31 hiicreleri tarafindan 45 nm boyutlardaki
AuNP'lerin, 13 nm boyutlarindaki AuNP'lere oranla bes kat daha etkili bir sekilde alindigi

ve niikleusa girmeden biiyiik lizozomlarda lokalize olduklar1 bildirilmektedir.
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Schaeublin et al. (2012), HaCaT keratinosit hiicreleri tarafindan kiiresel AuNP'lerin
nanogubuklara oranla daha fazla alindigim1 ayn1 zamanda nanopartikiil seklinin sadece
hiicresel alimi1 degil hiicresel yanmitta da onemli rol oynadigin1 bu ¢alismay1 destekler
nitelikte bildirdi. Ayni1 deneysel kosullarda CTAB ile fonksiyonellestirilen kiiresel
AuNP'lerin (43 nm), altin nanogubuklara (38x17nm) kiyasla MDCK II (Madin-Darby
kopek bobregi) hiicreleri tarafindan daha verimli sekilde alindigini ve hiicre i¢inde artan
nanopartikiil konsantrasyonundan kaynakli (CTAB'nin artan hiicre i¢i salinimi) kiiresel

AuNP'lerin daha yiiksek toksisiteleriyle sonuglandigini bildirdi (Tarantola et al., 2011).

Ding et al. (2018), farkli boyut ve sekildeki AuNP'lerin (15 nm, 45 nm ve 80 nm kiiresel,
33x10 nm nanogubuk, 15 nm nanoyildiz) hiicresel alimi ve atilimi mekanizmalari
tizerindeki etkilerini sistematik olarak insan hepatokarsinoma hiicreleri SMMC-7721, insan
epitel GES-1 ve 4T1 meme kanseri hiicreleri tarafindan 24 saate kadar hiicresel alim
kinetigi ICP-AES ile kantitatif olarak degerlendirildi. inkiibasyon siiresi arttikca hiicresel
alim miktarinin artti§i, 12 saatten sonra doygunluga ulastigi, AuNP'lerin en yliksek
aliminin GES-1 hiicreleri tarafindan ve en az alimin 4T1 hiicreleri tarafindan gergeklestigi
rapor edildi. AuNP'lerin hiicresel alimi ve uzaklastirma mekanizmalarinda boyut ve sekil
ozelliklerinin kilit rol oynadigi, 5 farkli tipteki deney gruplarindaki AuNP'lerin endositoz

mekanizmasinin tamamen farkli oldugu bildirilmektedir.

HeLa hiicreleri tarafindan kiiresel AuNP'lerin, altin nanogubuklara kiyasla daha
yiiksek verimde hiicresel aliminin gozlendigi (Saha et al., 2013), Nambara et al. (2016),
ticgen altin nanoparcaciklarin benzer yiizey alanina sahip kiiresel olanlara gére daha etkili
hiicresel alim gosterdigini ve bu farkin HeLa hiicrelerinde RAW264.7 hiicrelerinde

oldugundan daha belirgin oldugunu bildirilen ¢alismalar arasindadir.

Chithrani et al., (2006), antikor ile fonksiyonellestirilen farkli boyut ve sekle sahip
AuNP'lerin hiicresel aliminda kinetik ve doygunluk konsantrasyonlarimin biiyiik olciide
nanopartikiillerin boyutlarima bagli oldugunu bildirmekte, yani1 sira biyomedikal
uygulamalar i¢in optik 6zelliklerin ve nanopartikiillerin kimyasal tasariminda da boyutun
onemini vurgulamaktadirlar. Sitrat kapl kiiresel AUNP'ler (Ortalama 14-30-50-74-100 nm)
ve altin nanogubuklarin (40x14 nm ve 74x14 nm) HeLa hiicreleri tarafindan aliminin bagl
oldugu durumlarin incelendigi ¢alismada, kiiresel AuNP'lerin hiicreler tarafindan en iyi

sekilde alimi, optimal partikiil boyutunun 40-50 nm ve ilk 2 saat boyunca hiicresel alimin
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onemli 6l¢iide hizli oldugu, hiicrelerde nanogubuklarin birikimi kiiresel AuNP'lere oranla 3
ve 6 kat daha az oldugu (sirasiyla 40x14 nm ve 74x14 nm) bildirildi. Arastiricilarin

buldugu optimal boyut arahg: cahstigimiz nanopartikiil boyutlariyla uyumludur.

Niikura et al. (2013), farkli boyut ve sekillerdeki AuNP'lerin immiin yanit tizerindeki
etkisini in vivo ve in vitro incelediginde hiicreler tarafindan altin nanogubuklarin, altin
nanokiiplere oranla daha verimli sekilde, kiiresel AuNP'lerin ise nanogubuklardan da
yiiksek verimde hiicresel alimini bildirmektedir. Borran et al. (2018), farkli boyutlarda
FITC etiketli AuNP'lerin MCF-7 hiicreleri tarafindan alinmasi ve hiicre i¢i
lokalizasyonunu inceledikleri konfokal mikroskop goriintiileri ile bu calismada elde

edilen goriintiiler uyumludur.

Enea et al. (2020), sitrat ve MUA (11-mercaptoundecanoic acid) kapli 15 nm ve 60
nm kiiresel AuNP ve sadece MUA kapli altin nanoyildizlardan (~110 nm) olusan 5 farkli
deney grubunu hiicresel alimin1 %2 DMSO ile Hepatosit hiicrelere farklilastirilan HepaRG
hiicreleri ve PRH (Primer sigan hepatositleri) hiicreleri iizerinde inceledi. PRH
hiicrelerinin, farklilasan HepaRG hiicreleri ile karsilastirildiginda AuNP'lerin daha verimli
bir sekilde alindigi, AuNP'lere maruz kalma siiresinin artmasiyla tiim deney gruplarinda
hiicresel alimin zamana bagli olarak arttig1 gozlendi. AUNP'lerin hiicresel aliminda seklin
etkisi degerlendirildiginde aymi kaplama ve ayni boyuttaki kiiresel AuUNP'lerin altin
nanoyildizlara kiyasla onemli 6l¢iide daha yliksek oranda hiicreler tarafindan alindig
gozlendi. 60 nm kiiresel AUNP'ler harig sitrat kapli partikiillerinde MUA kapl partikiillere
kiyasla daha fazla hiicreler tarafindan alindigi, 15 nm boyutundaki AuNP'lerin 60 nm
boyundakilere oranla hiicreler tarafindan daha fazla alimi bildirildi. Bu calisma ile
AuNP'lerin hiicresel aliminda hiicre tipinin yani sira partikiil boyutuna, sekline ve ylizeyine

bagli oldugu etkisi agik¢a goriilmektedir.

Lee et al. (2019), Yesil cay oziitii kullanilarak ii¢ farkli sekilde (kiiresel, cubuk,
yildiz) sentezlenen ve Kkitosan ile kaplanan biyojenik AuNP'lerin  HepG2 insan
hepatoseliiler karsinom hiicreleri tarafindan hiicresel alim {izerindeki etkilerinin
degerlendirildigi caligmada, kiiresel AuNP'lerin (%58,0) en yiliksek oranda hiicresel
alimmin gergeklestigi, altin nanogubuk (%52,7) ve nanoyildizlarin (%41,5) izledigi
bildirildi.
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Bu tez cahsmasi kurgulamirken biyolojik sistemlerde etkili olan 20-60 nm
arasindaki boyutlar hedeflenerek iiretici bakterinin secimi yapildi, optimizasyon
calismalar1 sonrasinda da 40-50 nm boyutlarinda kiiresel AuNP'ler elde edildi.
Ardindan adjuvan potansiyelinin degerlendirilmesi islemlerinde Kkiiresel morfoloji,
yiizey yapisi ve partikiil boyutu acisindan literatiir ile uyumlu veriler elde edildi.
Literatiir verileri dahilinde bir genelleme yapmak gerekirse AuNP'lerin
endositozunun partikiil boyutuna bagh oldugu sonucu cikarilmakta, hiicre tipine
bagh olarak Kkiiresel AuNP'lerin hiicre i¢ci alimimin maksimum etkinliginin genellikle
30—50 nm gozlendigi goriilmektedir. Bu cahsmada da literatiir ile uyumlu olarak 30-
50 nm boyutlarinda kiiresel AuNP'lerin U937 makrofaj hiicreleri tarafindan hiicresel

alim gosterildi.
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5. SONUC ve ONERILER

Antik caglardan beri altin ve altin bilesikleri tedavi etme giicline sahip oldugu
diisiiniilerek bir¢cok hastaligin tedavisinde ilag olarak kullanilmistir. Nanoteknoloji
yaklasimlarinda metal nanopartikiiller arasindaki malzemelerin en dnemlisi AuNP'lerdir.
AuNP'ler bulk haline kiyasla tamamen farkli 6zellikler gosterir, proteinler, peptitler,
antikorlar, oligoniikleotitler gibi biyomolekiiller ve bakteri, viriis vb. patojenlere giiclii

baglanma yetenegine sahiptir (Havel et al.,2009).

AuUNP'lerin sentezlenmesinde ¢esitli fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir
ancak mevcut dezavantajlar (toksik kimyasallarin kullanimi, stabilite sorunu, pahali
ekipman, yiiksek enerji ihtiyact gibi) g6z Oniine alindiginda biyolojik sentez yaklagimi
dikkate deger bir alternatif sunmaktadir. Son yillarda bakteri, fungus, alg ve bitkiler ile
yapilan biyolojik sentez yaklasimi da bu gerekleri saglama kapasitesi nedeniyle
arastirilmaktadir. Farkl {iriin ve siireclerin gelistirilmesinde biiyiik bir potansiyel tasiyan
mikrobiyal biyogesitlilik nanopartikiillerin biyolojik indirgenme islemlerinde de basarili
sonuclar vermektedir. Mikroorganizmalar, metal iyonlarina maruz kaldiginda
biyomineralizasyon, biyosorbsiyon, komplekslesme, ¢okelme ya da hiicre i¢i biriktirme
seklinde metal iyonlarmi detoksifiye etmektedir. Ozellikle biyouyumluluk ve kararli {iriin
elde edilmesi biyolojik sentezin en Onemli avantajlaridir. AUNP sentezi igin
mikroorganizmalarin kullanimi kisa ikilenme zamanlari, gelismis biyoproses yontemleri,
ucuz substrat kullanimlar1 sentez sartlarmnin optimizasyonu gibi avantajlari nedeniyle

biyolojik sentezde 6n plana ¢ikmaktadir.

AuNP'lerin  istenilen  boyut ve  sekillerde  sentezlenebilmesi, yiizey
modifikasyonlarinin kolay olmasi, kiiglik parcacik boyutlar1 nedeniyle sahip olduklar
genis ylizey-hacim oranlari, sahip olduklar1 optik (SPR) ve diger essiz (biyouyumlu, inert,
kararl, diisiik toksisite) ozellikleri goz oniine alindiginda ideal bir as1 adjuvan adayi

olabilecegi ve as1 teknolojisine fayda saglayacagi distiniilmektedir.

As1 gelisimi tarihsel olarak Louis Pasteur'iin “izole et, etkisiz hale getir, enjekte et”
paradigmasina dayanmaktadir. Asi; konaga verildiginde hiimoral ve/veya hiicresel yanit
olusturarak, konagin belirli bir patojene kars1 bagisiklik saglayabilen basit, kararli ve aktif

immiinojenik bir formiilasyondur. Tibbi miidaheleler arasinda as1 uygulamasi biiyiik bir
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etkiye sahiptir (Zhao et al., 2014). Son yillarda modern ve rasyonel tasarim yaklagimiyla
as1 gelistirme ¢aligmalarinda nanopartikiillerden faydalanilmasiyla aday as1 sayist giderek
artmaktadir. Nanopartikiillerin, tasima sistemleri ve/veya immiin yanit olusturma
potansiyeli nedeniyle adjuvan olarak kullanim potansiyellerinin arastirilmasi biyiik ilgi
gormektedir Hastaliklarin 6nlenmesi, teshis ve tedavisinde onaylanmis nano boyutlu as1 ve
ila¢ tasima sistemleri meydana gelen devrimi kanitlar niteliktedir (Shen et al., 2018; Singh
et al., 2019). Cesitli antijenlere ve dozlara kars1 bagisiklik tepkilerini artirabilen ¢ok yonli
adjuvanlarin gelistirilmesi as1 endiistrisinde arzu edilen bir durumdur. Bagisiklik tepkisinin
seviyesinden ve kalitesinden 6diin vermeden asi dozunu ve antijen miktarini azaltacak
herhangi bir yaklasim asinin maliyetini de 6nemli oranda azaltacaktir (Mutwiri et al.,
2007). Guiniimiizde Amerika Birlesik Devletleri ve pek c¢ok iilkede insanlarda yaygin
olarak kullanilabilen adjuvan aliiminyum hidroksit jeli olan Alum'dur. Ancak ortaya ¢ikan
yan etkiler ve yeterince bagisiklik saglanamamasi as1 ajduvanlarinin standardizasyonuna

ve yeni adjuvanlarin gelistirilmesine verilen 6nemi giderek arttirmaktadir.
Bu ¢calismada;

» AuNP'lerin sentezlenmesinde fiziksel ve kimyasal yontemlerin dezavantajlar1 géz
ontine alindiginda oldukca giiclii bir alternatif olan biyolojik sentez yaklagimi ile

Aktinomiset izolatlar ile ekstraselliiler AuNP biyosentezi gerceklestirildi.

= Streptomyces sp. M137-2'ye ait hiicresiz fermentasyon sivisi ile AuNP
biyosentezi gerceklestirildi. Ikinci dereceden model denklemi ve yamt yiizeyi
egrileri kullanilarak mikrobiyal AuNP biyosentezi {izerinde etkisi olan
degiskenlerin istatistiksel deney tasarimi yaklasimi ile optimum degerleri pH 8.0,
altin tuzu derisimi (HAuCl*) 10° M, inkiibasyon siiresi ise 72 saat olarak
belirlendi. Elde edilen veriler, bir mikroorganizma kullanilarak mikrobiyal
AuNP (mAulNP) sentezinin boyuta bagh istatistiksel optimizasyonunu

gerceklestirilen ilk rapor niteligindedir.

* Ortalama 43 nm boyutlarinda (30-50), monodispers dagilima sahip, kiiresel
ve oldukca stabil AuNP'lerin sentezlendigi karakterizasyon caligmalari ile

gosterildi.
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* QGenis tarama aralifinda uygulanan mAuNP konsantrasyonlarinda dahi L929
hiicre canliiginin %80'nin altina diiyjmemesi, makrofaja farkhlasan U937
monosit hiicrelerinde ise en yiiksek konsantrasyon (hiicre canlihig ~%60)
disinda hiicre canhili@imin %70'in iizerinde olmas1t mAuNP'lerin biyolojik
olarak uyumlu oldugunu gosterdi. Sentezlenen mAuNP'lerin 6zellikle
biyouyumlu ve kararli olmalar1 medikal alanda kullanimlarina yonelik en 6nemli

avantajlaridir.

= AuNP'lerin, adjuvan olarak kullaniminin toksisiteyi azalttigi, immiinojen etkiyi
arttirdigl, asinin depolanma stabilitesini sagladifi ve nanopartikiile bagli bir
toksisitenin olusmadig1 da bildirilmektedir. mAuNP'lerin ticari esdegerlerine
ve asilarda sikhkla kullamlan alum adjuvam ile karsilastirldi@inda asi

adjuvam olarak onemli bir potansiyel tasidig gosterildi.

* Geleneksel adjuvan olan alum ile kiyaslandiginda TNF-o seviyelerinde
3x10™ NP/ml AUNP-BSA konjugatlarmm 2.09 kat ve 6x10'° NP/ml AuNP —
BSA konjugatlarimin 3.19 kat; IL-6 seviyelerinde ise sirasiyla 1.63 ve 2.09
kat artis sagladig: goriildii.

= AUNP-BSA konjugatlarin konfokal mikroskopi (DIC) ile hiicresel alimi
incelendiginde makrofajlar tarafindan fagosite edildigi, hiicre zarindan
verimli sekilde gecerek sitoplazmaya niifuz ettigi ve niikleuslarin ¢evresinde

lokalize oldugu elde edilen goriintiilerde goriildii.

= Mevcut arastirma mikrobiyal yontem ile sentezlenen AuNP’lerin, adjuvan
etkisinin degerlendirildigi ve konvansiyonel adjuvan aluma gore daha etkin

oldugunu gosteren ilk arastirmadir.

Farkli metal nanopartikiillerin kullanildigr ¢esitli stratejiler uygulanarak gelistirilen
as1 platformlarinda farkli sekiller (kiiresel, kafes, ¢ubuk, disk), 2 nm'den 200'ye kadar
degisen boyutlardaki nanopartikiillerin fizikokimyasal ozellikleri ve ¢esitli kaplama
tiirlerinin dogal ve kazanilmis bagisiklik tepkisi tizerindeki etkisinin daha detayli analizine
thtiya¢ vardir (Marques Neto et al, 2017). Son yillarda as1 ajduvanlarinin

standardizasyonuna ve yeni adjuvanlarin gelistirilmesine verilen 6nem giderek artmaktadir.
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Biyolojik giivenlikleri gz Oniine alinarak antijenlerin taginmasinda ve immun sistemin
uyarilmasinda nano asilar iimit vaat etmektedir. Tlerleyen siirecte secilen bir as1 antijeni
ile preklinik deneylerin yapilmasi1 ve biiyiikk oOlcekte mAuNP iiretim siirecinin

gelistirilmesi onerilmektedir.

Son olarak adjuvan Ozelliklerin incelendigi c¢alismalarin metalik olmayan
nanopartikiiller oldugu, metal nanopartikiillerin daha yeni degerlendirilmeye baglanan bir
alan oldugunu hala cevaplanmasi gereken birgok soru ve sorun bulundugunu belirtmek
onemlidir (Marques Neto et al., 2017). Nanoteknolojinin asilamada uygulanmasi,
nanopartikiillerin hem antijen tasiyicilari hem de antijenin APC'ler tarafindan alimin
tesvik edici kapasitesini kullanilir. Bu sistemler ile {iretilen asilar yavas salinim, kontrollii
salmim, tek doz seklinde alternatifler saglayabilecek potansiyeldedir. Genel olarak as1
tastyicilart veya immiinoregiilator olarak polimerik nanomateryaller, iyi biyolojik
giivenligi ve in vivo etkinligi nedeniyle klinik uygulamaya en yakin olandir. Giivenli ve
etkin/etkili as1 vektorleri veya immiinoregiilatorler gelistirilmesinde nanopartikiillerin
tekrarlanabilir liretimi, islevsellestirilmesi 6nemli konular haline gelmistir. Mikro akiskan
ve nanopartikiillerin kontrollii sentezi gibi yeni teknolojilerin yaygin arastirilmasi ile bu

alandaki gelismelerin artacagi ongoriilmektedir.
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