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Ulkemizde ve tiim diinyada COVID-19 hastaligi pandemi olarak ilan edilmis ve agir
pnomoni seyrinde yaklagik 6.5 milyon kisinin 6liimiine sebep olmustur. Giiniimiizde
uygulanan tedavi protokolleri halen kisitli olup, heniiz spesifik ve etkili bir tedavi yontemi
mevcut degildir. Bu kapsamda, iilkemizde ve diinyada ytiriitiillen Ar-Ge caligmalar1 ve
klinik aragtirmalarda favipiravir (FVP) kullaniminin hastalik seyrinin iyilesmesine

yonelik olumlu etkilerinin oldugu gézlenmistir.

FVP, influenza ve diger bircok RNA viriisiiniin RNA'ya bagli RNA polimerazin1 (RdRP)
secici ve giliglii bir sekilde inhibe eden antiviral ilagtir. Bu kapsamda, viriis
replikasyonunu azaltan tedaviler arasinda yer almaktadir. Ancak, diisiik ¢ozilniirliik
Ozellikleri ve aldehit oksidaz tarafindan hem metabolize hem de inhibe edilmesi
nedeniyle, viicutta yeterli kan seviyelerini elde etmek icin ilk oral yiikleme dozu
gerekmekte ve tedavi igin yliksek dozda kullanimi sonrasinda hastalarda yan etkiler

gozlenmektedir.

Son yillarda, nanoteknolojik yaklagimlar ile antiviral bilesiklerin etkinliklerinin
arttirilmasi yoniinde yapilan caligmalar artmistir. Nanotasiyicilarin avantajlari ile etkin
maddelerin tedavide kullanilabilecek yeni formiilasyonlar1 gelistirilmeye baslanmistir.
Nanolipozomlar, iistiin biyouyumluluk, ¢oziiniirliik ve hiicre penetrasyonunu arttirma

gibi avantajlar1 nedeniyle bu sistemler arasinda oldukga dikkat cekmektedirler.



Bu bilgiler 1s181nda, tez kapsaminda oncelikle formiilasyon optimizasyon caligsmalari
yiirlitiilmiis ve FVP yiiklii nanolipozom (FVP-NL) formiilasyonlar1 farkl: lipit tiirevleri
(Lipoid-a-fosfotidilkolin, Lipoid S100, Fosfolipon 90G, DPPC) ve organik fazlar (etanol
ve kloroform) kullanilarak hazirlanmistir. Karakterizasyon ¢alismalart sonucunda,
Fosfolipon 90 G ve kloroform organik fazinda hazirlanan nanolipozom formiilasyonunun
(PB:120.6+4.378; EE: %76.50+1.27) homojen (PDI:0.280+0.038) ve stabil
(ZP:30.6+1.48) oldugu gdzlenmistir. /n-vitro salim ve Franz difiizyon ¢alismalarinda ise,
uzatilmig bir salim profili elde edilmis olup FVP’nin ticari preparatina gore daha uzun
stirede diflize oldugu goriilmistiir. Sitotoksisite ¢aligmalarinin ardindan, formiilasyonun
etkinligini belirlemek i¢in SARS-CoV-2 ile enfekte edilmis Vero E6 hiicre hatti izerinde
antiviral aktivite ¢alismalar1 ylritiilmistir. FVP-NL’nin IC50 degeri 1.147 mM olarak
tespit edilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda mevcut tedavilerin dezavantajlarini ortadan kaldirmaya
yonelik, etkin ve giivenilir yenilik¢i bir nanolipozom formiilasyonu gelistirilmistir. Ileri
donemde, bu formiilasyonlarin COVID-19 hastalig1 tedavisinde kullanilmak tizere kapsiil
icerisinde sunularak, oral ve/veya inhaler uygulamaya yonelik ¢aligmalarin yiiriitiilmesi

planlanmistir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, Favipiravir, Nanolipozom, Vero E6, Antiviral aktivite
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COVID-19 disease has been declared as a pandemic all over the World. Severe
pneumonia caused the death of approximately 6.5 million people in its course. Today,
treatment protocols are still limited and there is not specific and effective treatment
method yet. With in this scope, it has been observed that the use of Favipiravir (FVP) has
positive effects on the improvement of the course of the disease in R&D studies and

clinical trials conducted in the world.

FVP is an antiviral drug that selectively and potently inhibits the RNA-dependent RNA
polymerase (RdRP) of influenza and many other RNA viruses. It is among the treatments
that reduce virus replication. However, due to its low solubility properties and both
metabolization and inhibition by aldehyde oxidase, an initial oral loading dose is required
to achieve adequate blood levels in the body and side effects are observed in patients after

high doses for treatment.

Over the last decades, studies on increasing the effectiveness of antiviral compounds have
increased with nanotechnological approaches. New formulations are under way that could

be used to treat effective substanes with the benefits of nanocarriers. Nanoliposomes are



very prominent among these systems because of their advantages, including superior

biocompatibility, resolution and increasing cell penetration.

In view of this information, the study of formulation optimization was primarily
conducted in thesis, and the FVP-loaded nanoliposome (FVP-NL) formulations were
prepared using different lipid derivatives (Lipoid S100, L-a-phosphotidilcholine,
Phospholipon 90G and DPPC) and organic phases (ethanol and chloroform).
As a result of the characterization studies, the formulation of the nanoliposome prepared
in the phospholypon 90 G and chloroform organic phase (PB:120.6+4.378; EE: 76.50+
1.27%) was observed to be homogeneous (PDI:0.280+0.038) and stable (ZP:30.6+1.48).
In vitro release and Franz diffusion studies, an extended release profile was obtained, an
d it was found to diffuse over longer periods of time than the commercial preparation of
the FVP.Following studies of cytotoxicity, antiviral activity was carried out on the Vero
E6 cell line infected with SARS-CoV-2 to determine the effectiveness of the formulation.
The I1Cso of the FVP-NL was detected at 1,147 mM.

As a result, the thesis study developed an innovative nanoliposome formulations that is
effective and reliable to eliminate the disadvantages of current treatments. For further
studies it is planned that these formulations will be used in capsule for treatment of
COVID-19 disease, and to carry out studies for oral and/or inhaler administration.

Keywords: COVID-19, Favipiravir, Nanoliposome, Vero E6, Antiviral activity
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GIRIS

Aralik 2019’da Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Cin’in Hubei Eyaletine bagli Wuhan
sehrinin deniz lriinleri pazarinda tespit edilen ve nedeni bilinmeyen pnomoni vakasi
bilgilendirdi. Vakaya sebep olan viriisiin; laboratuvar bulgularina dayanarak Siddetli
Akut Solunum Sendromu (SARS) ve Orta Dogu Solunum Sendromu (MERS)’ na da
sebep olan yeni bir koronaviriis (n-CoV) oldugu bildirildi. 30 Ocak 2020’de DSO, 2019-
nCoV salgim1 kontrol altmma alabilmek ic¢in diinya capinda eyleme, uluslararasi
dayanigsmaya ve isbirligine ihtiyag¢ oldugunu vurgulayarak Global Halk Saglig: iizerindeki
endiselerini bildirdi. 11 Subat 2020°de ise yeni koronaviriis hastaliginin ismini COVID-
19 olarak duyurdu ve 11 Mart 2020 tarihinde COVID-19’u pandemi olarak duyurdu. Bu
salgin, kiiresel olarak hastalik, 6liim, ekonomik bozulma ve sosyal rahatsizliklarda

benzeri goriillmemis artiglara neden oldu.

DSO’niin verilerine gore Ocak 2023’e kadar 662 milyona yakin kisi enfekte olmus ve 6.7
milyona yakin kisi hayatin1 kaybetmistir. Covid-19’a kars1 heniiz kesinlesmis bir tedavi
bulunmamasina ragmen bu giine kadar 12 milyar doza yakin asilama yapilmis fakat bu
asilarin yeni varyantlar {iizerinde giivenlik ve etkinlik saglamadigir belirtilmistir.
Salgininin baslangicinda, elde etkili bir antiviral ilacin bulunmamasi ve hastaligin
6liimciil olabilmesi nedeniyle, lilkemizde ve basta Avrupa ve ABD olmak tiizere diger
iilkelerde bu hastaliga yonelik daha Once baska viral hastaliklarin tedavisi igin
ruhsatlandirilmis, giivenligi gosterilmis ve in vitro olarak SARS-CoV-2’ ye etkili oldugu
belirlenmis ya da kiiciik gruplarla yapilan klinik ¢aligmalarda etkinliginin olabilecegi
diisiiniilen hidroksiklorokin, favipiravir, remdesivir, lopinavir-ritonavir gibi ilaglarin

kullanilabilecegini gdstermis ve ¢ok sayida hastada kullanilmistir.

FVP, influenza ve diger bircok RNA virusunun RNA’ya bagli RNA polimerazini (RdRP)
giiclii bir sekilde inhibe eden yeni bir antiviral bilesiktir. FVP, viriisiin replikasyonunu
inhibe eden ve azaltan tedaviler arasinda yer almaktadir. Ancak diisiik ¢oziiniirlik ve
aldehit oksidaz tarafindan hem metabolize hem de inhibe edilmesi nedeniyle, tedavide
yeterli kan seviyeleri elde etmek i¢in ilk oral ylikleme dozu gerekmektedir. Yiiksek dozda

kullanimi sonrasi ise yan etkiler gézlenmektedir.



Son yillarda, nanoteknolojik yaklasimlar ile antiviral bilesiklerin etkinliklerinin
arttirllmasi yoniinde c¢aligmalar artmistir. Nanopartikiiler sistemlerin avantajlari ile bu
molekiillerin tedavide kullanilabilecek yeni formiilasyonlar1 gelistirilmeye baslanmistir.
Bu nanoteknolojik sistemlerden biri olan nanolipozomal sistemler, iistiin biyouyumluluk,
¢oziinlirliik arttirma ve hiicre penetrasyonunu arttirma gibi avantajlari nedeniyle oldukca
dikkat ¢ekmektedir. Bu bilgilere dayanarak, SARS-CoV-2 viriisiine karst FVP-NL
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. FVVP-NL formiilasyonlarinin stabilite va karakterizasyon
parametreleri ZP, PB, PDI ve EE o6lgiilerek belirlenmistir. Hazirlanan formiilasyonlar
arasindan stabil ve yiiksek %EE’ye sahip formiilasyon belirlendikten sonra, daha
oncesinde analitik validasyonu yapilan FVP’nin nanolipozom formiilasyonunun salim
profili ve diflizyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu calismalar1 sitotoksisite ¢aligmasi takip
etmistir. Hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi bulunmayan doz aralig1 belirlenerek yapilan
antiviral ~aktivite calismasi degerlendirilmistir. Boylece, mevcut tedavilerin
dezavantajlarini ortadan kaldirmak ve farkli ilag yolaklarina yonelik etkin ve giivenilir bir

tedavi yaklagimi gelistirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Koronaviriis Hastaligi (COVID-19)

Koronaviriis (CoV), agirlikli olarak insan solunum sistemini etkileyen onemli bir
patojendir [1]. Korona terimi Latince etimolojisine gore “tag” anlamina gelir [2]. CoV’lar
coronavirinae alt ailesine aittir. Genomik mimariye dayali ve evrimsel iliskilerine gore
dort cinse ayrilir: (i) alfacoronaviriis (aCoV), (ii) betacoronaviriis (BCoV),
gamacoronaviriis (YCoV) ve (iv) deltacoronaviriis (3CoV) [3]. Insanlar1 enfekte eden alt1
koronaviriis arasindan 229E ve NL63 tiirleri aCoV cinsine girerken; HKU1, OC43,
Siddetli Akut Solunum Sendromu (SARS-CoV) ve Orta Dogu Solunum Sendromu
(MERS-CoV) tiirleri BCoV cinsi altinda simniflandirilir. Her cins daha sonra A, B, C, D
olarak dort alt gruba ayrilmaktadir [4].

Aralik 2019°da, Cin’in Vuhan kentinde birgok hasta SARS-CoV-2 olarak bilinen patojen
tarafindan ciddi sekilde etkilenmistir. Uluslararas1 Virlis Taksonomi Komitesi CoV
Arastirma grubu, bu viriisiin B tipi soyundan SARS-CoV ile iliskili oldugunu duyurdu ve
“SARS-CoV-2” olarak adlandird: [5]. Kiiresel/pleomorfik sekilli SARS-CoV-2, yaklasik
80-120 nm boyutundadir. SARS-CoV-2’nin sarmal niikleokapsidi, tek sarmall1 pozitif bir
genomik RNA’nin (+ssRNA) koruyucu bir sarmal nikleokapsid (N) protein kabugu ile
kompleks hale gelmesiyle olugsmustur. Bu kompleks ise Sekil 2.1.’de gosterildigi gibi ti¢
temel protein ile ¢evrilidir: basak (S) proteini, matrik (M) zar1 ve oldukg¢a hidrofobik olan

kii¢iik zarf (E) proteini [6].

Order Family Subfamily Genus
Nidovirales Coronaviridae  Coronaviriane  B-Coronavirus

—eeeeeeey: NUCIEOCAPSID (N)

L X

Sekil 2. 1.SARS-CoV-2 virion yapisi ve morfolojisi [7]

Spike Protein (S)

Membrane Protein (M)

Envelope Protein (E)

CoV ailesinin ¢ogu patojenik enzootik insanlari, kuslar1 ve bir¢ok hayvani etkileyen ve

siklikla kronik olarak enterik, solunum ve noronal hastaliklari tetikleyen enfeksiyolardir



[7-11]. DSO, SARS-CoV-2’yi SARS-CoV ve MERS-CoV ile karsilastirildiginda en
yiiksek patojenik insan CoV’leri olarak ilan etmistir [12]. ABD, Hindistan, Brezilya,
Birlesik Krallik, Rusya, Tiirkiye, Fransa, Iran, Arjantin ve Ispanya basta olmak iizere

Diinya ¢aponda 216’dan fazla iilkeye yayildi ve bu salgin ‘pandemi’ olarak ilen edildi.

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun baslica semptomlar1 oksiiriik, istahsizlik, yiliksek ates, bas
agrisi, nefes darligi, kusma, bogaz agrisi, diyare ve karin agrisidir. Ayrica enfekte
hastalarin 16kositlerinde, plazma proinflamatuar sitokinlerinde ve anormal solunum

bulgularinda da artis goriilmustiir [13-15].

Bulasici bir hastalik olan SARS-CoV-2, insandan insana iki ana yoldan yayilir: enfekte
oOkstiriik veya hapsiriklardan kaynaklanan solunum sivist damlaciklarinin  havaya
karigsmasi ile saglikli kisinin bu damlaciklar1 solumasindan ve bu viriisiin kontamine ettigi
yiizeylere dokunup yiiz, burun ve agiza temas edilmesindendir. Enfeksiyonun
kalabaliklarda ve insanlarin 1-2 m’den kisa mesafelerde birlikte bulundugu alanlarda
yayilmas1 muhtemeldir [16-18]. Ayrica viriisiin diskida hayatta kalmasi nedeniyle diski
kontaminasyonu ile bulasmasi da miimkiindiir. Kulugka siiresinin ise hastaligin
baslangicindan 4 ila 14 giin 6nce oldugu tahmin edilmektedir. SARS-CoV-2’li hastalarda
hastaligin seyri, kroner kalp hastaligi, diyabet ve hipertansiyon gibi kronik durumlarda
daha siddetli gegmektedir [19]. Yapilan son ¢alismalarda, SARS-CoV-2’li bazi hastalarda
viriisiin beyin iltithabi’na (ensefalit) neden oldugu; bobrek, kalp ve goz gibi akciger

disindaki diger organlara da zarar verdigi saptanmistir [20].

Zarfli SARS-CoV-2 viriisii, enfektivitesi i¢in lipit ¢ift katmanini bulagsma yollar1 boyunca
saglam tutar ve niikleik asidini konak epitel hiicrelerine sokar. Ayrica bu zarfli viriis
dinamik bir protein kapside sahiptir. Bu protein kapsit, elastik olarak gerilmis genomik
halkay1 tatmin edici bir sekilde sinirlar, ¢evredeki osmotik basinca karsi korur ve
genomlarini konak hiicreye kolayca salabilmektedir [21]. Kurutma, 1sitma, UV 1s1mas1 ve
farkli kimyasal ajanlarla muamele ( alkoller, oksidanlar, asitler ve birka¢ yiizey aktik

madde) yukarida bahsettigimiz zarf ve protein kapsidin bozunup yirtilmasina neden olur.

Viriisiin yayilmasi ve bulasmasini azaltmada ve hatta durdurulmasinda bu fiziksel ve

kimyasal yontemler oldukg¢a bagarili olabilirler [22-26].

Patojenik SARS-CoV-2’nin ciddiyeti, salginin baslangicinda toplum tarafindan hafife
alinmistir. Fakat SARS-CoV-2 muazzam sosyal ve ekonomik zarara neden olmasinin

yan1 sira kiiresel bir korkuya, ciddi 6liim oranlarina ve diger viral salginlardan daha



yiiksek oranda bir salgina sebep olmustur. Bu nedenle, mevcut durumla basa ¢ikmak igin
cesitli metodolojiler denenmektedir. Cesitli molekiiler tip tabanli ara¢ ve teknikler
kullanilarak arastirma topluluklar1 kurulmus, konak ve virlis tabanli hedefler

gelistirilmistir.

2.2. SARS-CoV-2’nin Genom Yapisi

Bir SARS-CoV-2 genomu tek sarmalli pozitif bir RNA’ ya (+ssRNA) sahip olmakla
beraber 29891 niicleotid icermektedir. Bunun yani sira 11 protein ve 9860 amino asit (aa)
kodlayabilen bir gene sahiptir. Viriisiin +ssRNA zincirinin %38’i guanine-cytosine (GC)
dizisine sahiptir. 2013 yilinda Cin’in Yunnan Eyaletindeki bir magarada tanimlanan
SARS-CoV ile yaklasik %95 oraninda ortak genomik yapidadir [27]. Sekil 2.2.’de
gosterildigi tizere 5°-3° gen dizisi, 5°- replikaz (ag¢ik okuma dizisi (ORF1/ab))- yapisal
proteinler [S, E, M ve N] -3’ ¢evrilmeyen bolgeler (UTR’ler) poli (A) kuyrugu
bulunmaktadir. 3° ve 5°- UTR’lerin uzunlugu sirasiyla 358 ve 265 niikleotit igerir [28].
3’ ucunda, alt1 yardimci gen (3a, 6, 7a, 8 ve 9a), SARS-CoV-2 patogenezinde hayati rol
oynayan yapisal genler arasina dagilmistir. 5° terminalde, yaklasik 20 kb’lik bir bolge,
ORFla’nin biiyiik bir poliprotein (PPlab, yaklasik 790 kDa) formiile ettigi iki ORF
(ORF1la ve ORFI1b) ile ¢akismaktadir. Daha sonra, 3C benzeri proteaz veya ana proteaz
(3CLpro) gibi iki proteaz ve papain benzeri proteaz (PLpro) gibi iki proteaz, pplab’yi
parcalar ve bunlarin yapisal olmayan proteinlere (nsps) olgunlagsmasinda anahtar rol
oynar. Dimerik 3CLpro adindan da anlasildig: gibi iki bilesenden olusur. SARS-CoV ile
yeni ortaya ¢ikan SARS-CoV-2 arasindaki 3CLpro dizisinin benzerliginin %96 oldugu
fark edilmistir. Bununla birlikte, not edilen minimal farkliliklarin sadece yiizey

proteinlerinde oldugu gézlemlenmistir [29-32].
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Sekil 2. 2. SARS-CoV ve SARS-CoV-2'nin genomik dagilim profili [31]

PLpro enzimleri; tek bir SARS’a 6zgii (SUD), bir ADP-riboz-1d-fosfataz (ADRP), bir
transmembran (TM) ve bir kat benzeri ubikuitin (UB1) alan1 olmak {izere dort belirgin
alandan olusur [33]. Genomik RNA, hem hepta nikeotid “kayma bdolgesi” (kaygan dizi)
hem de RNA yalanci diiglim yapisinin birbiri ardina diizenlendigi, iyi organize edilmis
bir ribozomal ¢ergeve kayma bolgesinden olusur. Kaygan dizi bazen ORF1a’nin sonunda
bir cergeve kaymasina neden olur ve bunlar ardisik olarak ortak bir ORFla ve 1b
poliproteinine déniistiiriir [34, 35]. Ozellikle, SARS-CoV-2 pplab, PLpro ve 3CLpro igin
14 tam proteolitik boliinme bdlgesini kapsar. PLpro, amino asit (aa) dizilerinin N-
terminalini ii¢ bolgede, yani 181-182, 818-819 ve 2763-2764 aa’da bolebilirken, 3CLpro,
aa dizisinin C-terminalini 11 farkli bolgede boler. Boliinme igleminin tamamlanmasindan
sonra olusan 15 nsps, konak hiicre enfeksiyonu ve RNA sentezinde ¢ok 6nemli rol oynar.
Viral proteinlerin yani sira, poli (A) baglayici protein, mitokandrial akotinaz, heterojen
niikleer riboniikleoprotein A1 ve polipirimidin iz baglayic1 (PTB) proteini gibi konakgin
farkl1 hiicresel proteinleri de SARSCoV-2’nin kritik cis-etkili elemanlari ile etkilesime
girer [36, 37].



2.3. SARS-CoV-2’nin Yapisal ve Yardimci Proteinleri

S, E, M ve N proteinleri olarak adlandirilan SARS-CoV-2 yapisal proteinleri sirasiyla
ORF-2, ORF-4, ORF-5 ve ORF-9 tarafindan iiretilir [69].

Bu yapisal proteinlerin RNA’daki dizilimleri SARS-CoV ve MERS-CoV’da bulunan
ayni protein dizilimleri ile biiyiik benzerlik gosterir [38].

SARS-CoV-2 virionunun disi, kliip benzeri ¢ikintilar seklinde olan trimerik S
glikoproteini (180/90-kDa) tarafindan korunur. Bu S proteini, SARS ile iliskili diger
CoV’ler ile %75 ten daha az benzerligi olan bir sapma sekansina sahiptir [39]. S proteini
siklikla iki alt birim olan S1 ve S2 den olusmaktadir. SARS-CoV-2, bu iki alt birim
sayesinde konak hiicre plazma yiizeyindeki anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2)
reseptorlerine baglanir [40]. S1 alt birim reseptorii baglanma alanlar1 (RBD), konakg1
hiicre ACE2 reseptorti ile gecici mentese benzeri konformasyonel hareketlere maruz kalir
[41, 42]. Boylelikle S proteini RBD ve ACE2 reseptorii arasindaki ¢ekim, viral konak
hiicre arasindaki baglanmayi giiglendiren bir “ Van der Waals” kuvveti yaratir [38, 43,

44].

Viral zarfta bulunan en bol protein bileseni ise 222 aa’den (23 kDa) olusan ve M geni
tarafindan tretilen M glikoproteinidir. Bu glikoproteinin NH2 — terminal ucu viriisiin
disinda bulunurken; COOH-terminali virionun i¢ kismina uzanir [45]. Bu terminaller
aralarinda homotopik etkilesime girerek viral zarfin seklini olustururlar. M
glikoproteinleri konaker hiicre zarmin tomurcuklanma bdlmesinde bir diger zarf proteini
olan E proteini ile etkilesime girer ve viral zarfi liretir. Boylece viriis benzeri partikiillerin
(VLP’ler) olusmasindan sorumlu olur [46, 47]. Birlesme ve tomurcuklanma islemi
sirasinda, M proteini, etkilesimi ile S proteinini tutmada baskin bir rol oynar. M proteini,
N proteini ile etkilesime girer, RNA paketlenmesine yardimci olur ve konak immiin

sisteminden kaginmada islev goriir [48, 49].

Bir diger zarf proteinlerinden E proteini en kiiclik tek gecisli tip III transmenbran
proteinidir (8 kDa). Viral zarf {izerinde bulunan bu protein yaklasik 76-109 aa zincirinden
meydana gelir [50]. E proteini B-CoV’lerde oldukga kalic1 bir proteindir. Homopentamer
yiizii, viris olusumunu, tomurcuklanmayi, zarf olusumunu ve patogenezi

desteklemektedir [51-53].



N proteini (50-60 kDa), sarmal simetrik niikleokapsidi iireten, viral genetik materyal ile
etkilesime giren, bir ip tizerinde boncuk modelinde bir fosfoproteindir [54]. Replikasyon
ve transkripsiyon islemi sirasinda, N proteininin N-terminal alan1 (NTD), genomik RNA
ile baglanmak i¢in replikaz-transkriptaz kompleksinin (RTC) nsp3°ii ile etkilesime girer,
viral RNS sentezini diizenler ve enfekte olmus konakdaki metabolizmay1 degistirir [55,
56]. Translasyondan sonra, sarmal riboniikleoid kapsid (RNP), virion diizeneginde
onemli bir rol oynar [57]. Bu dort proteine ek olarak SARS-CoV-2, ORF-3A, ORF-6,
ORF-7A, ORF-7B, ORF-8 ve ORF-10 tarafindan en az alt1 (3a, 6, 7a, 7b, 8b ve 9b) veya
daha fazla aksesuar proteinlerini de liretir. Bu proteinlerin hepsi 6zellikle subgenomik
(sg) RNA’dan ¢evrilmistir [58]. ORF-3a bir iyon kanali proteinidir ve viralin
yayilmasinda ve enfeksiyon olusturmasina katkida bulunur [59]. SARS-CoV’ de iki adet
ORF-8 proteini (ORF-8a ve ORF-8b) bulunurken, SARS-CoV-2’de 121 aa’lik bir
proteini kodlayan ve 366 niikleotidli tek bir ORF-8 proteini vardir [60]. Yakin tarihli bir
raporda, ORF-8’in ORF-6 ve N proteini ile etkilesime girdigini, bu sayede olasi tip | IFN
sinyal yolu inhibitorleri olarak hizmet ettigini gostermistir. IFN, konagi viral
enfeksiyondan koruyan ve dogustan gelen bagisiklik sisteminin ana bilesenidir [61].
ORF-10 ise SARS-CoV-2 patojenitesini degistirebilecek en yiiksek sayida immiinojenik
epitopa sahip 38 peptitten olusan kiigilik bir aksesuar proteinidir [62].

2.4. SARS-CoV-2 Mutasyonu

SARS-CoV-2’ ye kars1 gelistirilen as1 ve ilag calismalarinda, viriisiin tiim genom referans
dizileri (Wuhan genomu) ve mutasyona ugramis SARS-CoV-2 tiirlerinin bilgileri biiyiik
onem tasimaktadir. Genel olarak Nidoviriisler haric RNA viriisleri, viriisiin kendi
kodladigt RNA polimerazin ekzoniikleaz diizeltme okuma aktivitesinin yetersizligi
nedeniyle rastgele mutasyonlara karst olduk¢a hassastir [63]. SARS-CoV-2’nin ilk
genom dizisi 5 Ocak 2020’ de Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) gen bankasina

yiiklenmis ve bugiine kadar binlerce genom dizisi eklenmistir [64].

Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID), tiim diinyadan paylasilan
verileri kendi veritabaninda kullanima sunmus ve su ana kadar 13 238 980 genom dizisi

(24.09.2022 itibariyle) GISAID nin veri tabaninda mevcuttur.



Bu kadar fazla genom dizisinin meydana gelmesi genom replikasyonu sirasinda bazlarin
yerinin degismesi, baz eklenmesi veya baz silinmesi gibi hatalardan kaynaklanmaktadir

[65].

S1 alt birim reseptorii baglanma alanlar1 (RBD), SARS-CoV ve yeni ¢ikan SARS-CoV-
2 arasinda farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar nedeniyle SARS-CoV2, ACE2’ye
SARS-CoV’den daha giiclii bir baglanma afinitesine sahiptir [66]. Cok sayida mutasyona
sahip S proteininin varligi, SARS-CoV-2 alt tiplerinin enfektivite degisikligini
diisindiirmektedir. Mevcut mutasyonlarin  SARS-CoV-2 enfektivite degisikligini
tetikledigini ve gelecekteki enfeksiyon egilimini 6ngordiiglinii ortaya koymustur. Bu
durum ise viral 6zelliklerde ve viriilansta degisikliklere neden olur. Bu nedenle, viral
immiin kagis, ila¢ direnci ve patogenez ile ilgili degisiklikleri belirlemek igin yeni
deneysel ¢alismalar gerekmektedir. Bu calismalar dogrultusunda yeni asilar, antiviral

ilaclar ve yeni teshis yontemleri kesfedilmelidir.

2.4. SARS-CoV-2 Kladeleri

Klade, genetik varyasyonlari olan bir viriis grubuna verilen isimdir. Bu viriislerin hepsi
ortak bir atadan kaynaklanan alt tipler, genotipler vaya gruplar olarak da adlandirilir [67].
SARS-CoV-2’nin kendisi de Coronaviridae ailesi ve betacoronaviriis cinsi iginde bir
boliimdiir. Bu viriislin genomu, son birkag ay i¢inde diinyanin dort bir yanina taginirken
cok sayida mutasyonla degisime de ugramistir. Yakin tarihli bir rapor SARS-CoV-2’ de
11 biiyiik mutasyon oldugunu gostermistir. Bunlar ilgili amino asit mutasyonlarina gore
bes ana dalda tanimlarir: D392 (ORF1lab, G392D), S84 (ORFS, L84S), L378 (ORFlab,
V378l), V251 (ORF3a, G251V) ve G614 (S, D614G).

2.5. SARS-CoV-2'nin Konaga Girisi- Enfeksiyonu-Replikasyonu

SARS-CoV-2, daha once de belirtildigi gibi enfekte kisiden damlacik yoluyla yeni
konagin solunum yollarina girmektedir. Virlistin 1273 amino asitten olusan
transmembran S glikoproteini, konak epitel hiicrelerine viral girisi kolaylastirir [68-70].
Tipl viral fiizyon proteini olan S glikoproteini, ptoteaz bdlinmesini gergeklestirerek

virilislin konaga fiizyonunu ve aktivasyonunu saglar.



Sekil 2.3.’te gosterildigi gibi S proteinin iki alt birimi (S1 ve S2) konak hiicre zar ile
viral flizyona katilir [71]. Tek bir peptit, N-terminal alan1 (14-305 aa) ve RBD (319-541
aa) olmak tizere li¢ alandan olusan S1 reseptor alt birimi, SARS-CoV-2’yi konak hiicreye
baglamak icin yalnmizca tek peptit kullanir. S2 alt birimi ise, iyi korunmus bir fiizyon
peptidi, ¢ift heptad tekrarlanan HR1 (912-984 aa) ve HR2 (1193-1213 aa) ve bunlar takip
eden bir transmembran bolgesi (12214-1237 aa) ve bir sitoplazmik alan (1238-1273 aa)
igermektedir [72]. S2 alt birimi, konak hiicrelerin ACE2 reseptorii ile etkilesime girer ve
viral-konak hiicre zar1 fiizyon siirecini baslatir. Her iki S protein alani (S1 ve S2), konakg1
hiicre proteazlarina erisilebilen bir boliinme noktasi igeren esnek bir halka yoluyla

birbirinden ayrilir [73]. SARS viriisiiniin S proteini, endozomal konak proteazlari yani

transmembran serin 2 (TMPRSS2) tarafindan aktive edilir [74]. S proteininin bolinmesi
icin hiicre tiplerine bagli olarak tripsin, katepsin L, furin, TMPRSS-4, TMPRSS-2 ve
insan solunum yolu tripsin benzeri proteaz (HAT) gibi farkli konak proteazlari gereklidir
[75, 76].
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Sekil 2. 3. Konak hiicre ACE2 ve SARS-CoV-2 S proteini arasindaki hiicresel
etkilesiminin atomik modeli [72]

ACE2, bobrekler, akciger ve kalp gibi organlarda en yiiksek ekspresyona sahip oldugu
bilinen bir integral membran glikoproteinidir [77]. ACE2, bdbrek proksimal tiibiil

hiicreleri, ileum ve kolondaki emici enterositler, mesane {rotelyal hiicreleri,
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kolanjiyositler, miyokardial hiicreler, akciger AT2 (tip II alveolar) hiicreleri, iist 6zofagus
ve tabakali epitel hiicreleri gibi hiicrelerde de giiclii bir sekilde eksprese edilir [78-80].
ACE2, N-terminal sinyal peptidi, C-terminal toplayici benzeri alan (CLD) ve HEXXH
cinko baglayict metaloproteaz motifine bagl peptidaz alan1 (PD) olmak {izere {i¢ alana
sahiptir. C-terminal alani olan kiigiik hiicre dis1 alan, tek transmembran hidrofobik salmal

ve hiicre i¢i segment ile baglantili ferroksin benzeri bir kat “Boyun” alanindan olusur
[81].

SARS-CoV-2’nin S1 alani, ACE2’nin PD alaninin sarmal 1 (Lys31 ve Tyr41) ve b5
bolgesine (Lys353) baglanir. Daha sonra boliinme, S-proteini tarafindan yonlendirilen ve
viral girigi arttiran TMPRSS2’ nin aktivitesi ile ACE2’nin C-terminalinde (aa 697 ile 716)

meydana gelir.

SARS-CoV-2 S proteini ile ACE2’nin baglanma afinitesi, SARS-CoV S proteininden
daha yiiksektir [82]. Ayrica, akciger alveolar epitel hiicre dis yiizeyindeki ACE2 proteinin
ekspresyonu, SARS-CoV-2 tarafindan solunum yolu enfeksiyonuna izin verir. Son
raporlarda erkeklerin akciger alveolar hiicrelerinde kadinlarinkinden daha fazla ACE2
ekspresyonu oldugu ve yine Asyalilarin Kafkaslilar ve Afrika kokenli Amerikalilardan
daha yiiksek ACE2 ekspresyonu oldugu gosterilmistir [83, 84]. Renin Anjiyotensin
Sistemi (RAS), insan viicudundaki kan basincini, elektrolitleri ve sivi dengesini
diizenlemede 6nemli bir role sahiptir. ACE2 formundaki anjiyotensin (1-7) anjiyotensin
IT” yi etkileyip pargalayarak ACE2/anjiyotensin-(1-7) MAX kompleksini olusturur. Bu
kompleks, inflamasyona, hiper pihtilagmaya, olumsuz major kardiyovaskiiler olaya,
insiilin direncine, endotelyal disfonksiyona ve solunum problemlerine neden olur [85-
87]. SARS-CoV-2, ACE2 reseptorii vasitasiyla pankreas dahil merkezi sinir sistemi,
gastrointestinal sistem ve solunum yolu hiicrelerine girerek olumsuz doku hasarlarina
neden olmaktadir [88]. Son raporlar, SARS-CoV-2’nin pankreasin kendi kendini
sindirmesine, salgilama eksikligine ve asiner hiicrelerde biiyiik endositik vakuollerin

olusumuna neden olan akut pankreatite neden oldugunu géstermistir [89, 90].

2.6. Konagin SARS-CoV-2 Enfeksiyonuna Yamiti

SARS-CoV-2’nin uluslararas1 yayilimi; konagin immiinolojik safligina, toplumdaki
degisikliklere erigebilirlige, kiiresel iletisime ve dogustan gelen bastirilmis bagisiklik

tepkilerine baglidir [91]. Dogal bagisiklik, kemokinlerin ve sitokinlerin salgilanmasiyla
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adaptif bagisikligr indiikleyen ve insan viicudundaki viriisleri gidermeye yarayan
sistemdir [92]. Viral S proteininin alveolar akciger hiicrelerine baglanmasiyla dogal
bagisiklik aktive olmaya baslar. Bu durum T lenfositleri i¢in ortak uyarici sinyalleri
indiikleyen bir yerel bagisiklik tepkisi olan Patern Tanima Reseptérlerinin (PRRS)
aktivasyonuna neden olur [93]. Yapilan caligmalar, akciger epitel hiicreleri, makrofajlarin
ve dendritik hiicrelerin ylizeyleri; PRR alt ailesi proteinleri olan niikleotid baglayici
oligomerizasyon alani (NOD) benzeri reseptor, endozomal ve hiicre dis1 ve toll benzeri
reseptorler (TLR’ler) ve son olarak sitozolik RIGI benzeri reseptorler tasidigini
gostermistir. Bu proteinler hiicre i¢ine alinan tek veya ¢ift sarmal RNA’lar tarafindan
aktive edilirler. Aktive edilmis PRR reseptor proteinleri tiimor nekroz faktor-alfa (TND-
a), tip I/IIT IFN’ler ve IL-6, IL-18 ve IL-1 dahil olmak {izere sitokinlerin sekresyonunu
uyarir. Bunlar arasinda ise tip I/III IFN’ler, viriise karsi savunma mekanizmasini
indiiklemek i¢in One ¢ikan sitokinlerdir [94]. Salgilanan sitokinler, hedef hiicrelerde
viriise kars1 birincil adaptif immiin yaniti1 olusturmaktadir [95]. Adaptif immiin yanitin
ikinci kismi, T ve B hiicre yanitlar tarafindan gergeklestirilir. CD8+ ve CD4+ T hiicreleri
strastyla viriise kars1 antikor {iretiminin tetiklenmesinde ve viriisle enfekte olmus konak
hiicrelerin 6ldiriilmesinde rol alirken, plazma hiicreleri (B hiicreleri tarafindan salgilanan
antikor ile dretilenler) viral enfeksiyonu inhibe eder ve ayni zamanda alveolar
makrofajlart da aktive eder. Aktive olan bu makrofajlar, apoptotik hiicreleri ve nétralize
olmus virtisleri yutar [96]. Bu tiir adaptif bagisiklik tepkileri, konak hiicrelerdeki viral
yiikii durdurabilir ve konagin SARS-CoV-2 enfeksiyonundan minimal akciger hasari ile

tyilesmesini saglayabilir.

SARS-CoV-2’den ciddi sekilde etkilenmis hastalar, hafif veya orta derecede enfekte
hastalardan daha belirgin sekilde bozulmus IFN-I sitokin sekresyonuna sahiptir [97]. IL-
2, TNF-o, IL-6, monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1), makrofaj inflamatuar
proteinleri (MIP1a), interferon y indiiklenebilir protein 10 (IP-10) ve graniilosit koloni

uyarici faktor (G-CSF) gibi sitokinlerin tiretimi enfekte hastalarda ciddi akciger

patolojisine ve sistemik patolojiye yol agar. Ayn1 zamanda yiiksek diizeyde sitokin
tiretimi, vaskiiler gecirgenligin artmasina, plazma sivisinin sizintisina ve alveolar
kavitede birikime neden olur. Bu tiir olaylar ise zatiirreye, hayati organlarda doku
hasarina, solunum yetmezligine ve hatta ¢oklu organ yetmezligine neden olur [98, 99].
Proinflamatuar fazi, periferik lenfosit sayisinda bir azalma ile karakterize edilen immiin

baskilama asamasi takip eder. Lenfopeni (lenfosit distikligii), CD8+ ve CD4+ T
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hiicreleri, B hiicreleri ve normal killing (NK) hiicrelerinin sayilarinda azalma goriilen
vakalarda yaygin olarak goriiliir [100]. Bu nedenle lenfositlerin azalmasi ve islevsizligi
nedeniyle adaptif immiin yanit etkin bir sekilde baslatilamaz. Erken bir asamada
prognozu (hastaligin seyri hakkindaki tahmin) tahmin etmek ic¢in lenfopeni derecesi
kullanilabilir. Kontrolsiiz viral enfeksiyon, hastadaki viral yiik ve zayif antikor tiretimi
daha fazla makrofajin aktivasyonunu uyarir ve 6liime yol agan ciddi sitokin firtinalarina
neden olur [101]. Kronik bobrek hastaligi, astim , ciddi kalp rahatsizliklari, diyabet gibi
tibbi rahatsizliklar1 olan ve bagisiklig1 baskilanmis olan hastalar (kanser tedavisi, sigara,
kemik iligi veya organ nakli ve uzun siireli kartikosteroid kullanimi nedeniyle) SARS-
CoV-2 enfeksiyonundan en kot sekilde etkilenirler ve umutsuz bir tedavi siireci

gegirebilirler [102]. Bu hastalarin yiiksek oranda mortalite ile karsilasmalart miimkiindiir.

SARS-CoV-2 enfeksiyonuna yakalanan hastalarla yapilan klinik ¢aligmalarda, hastaligin
farkli doku ve organlarda hasara neden oldugu goriilmiistiir. Ilk olarak beyin dokusunu
ele alirsak; beyin glial hiicreleri ve ndronlari, hiicre yiizeylerinde SARS-CoV-2 tarafindan
hiicresel enfeksiyon i¢in potansiyel bir hedef olan ACE2 reseptorlerini eksprese eder.
SARS-CoV-2, endotel astarini yirtarak genel dolasimdan serebral dolagima gecebilir ve
noronlari enfekte edebilir. Ayrica beyin dokusunda kanamaya yol agar [103]. Siddetli
SARS-CoV-2 hastalarinin yaklasik %88’inde erken evrede hipozmi (koku alma
bozuklugu) ve akut serebrovaskiiler hastaliklarla birlikte biling bozuklugu vardir [104].

Bazi ¢aligmalar ise SARS-CoV-2"nin akut kalp hasarina sebep oldugunu gostermektedir.
Dogrudan viral enfeksiyon, sitokin firtinasi, solunum fonksiyon bozuklugu ve hipoksemi
gibi c¢esitli mekanizmalar akut kalp hasarma sebep olmaktadir [105]. Yiiksek
miyokardiyal hasar biyobelirtecleri (6rn; daha yiiksek kardiyak troponin ve kreatin kinaz)
yogun bakim {initelerinde tedavi edilen hastalarda siklikla goriilmiis ve ciddiyetini

gostermistir [106].

Nicel ve epidemiyolojik bir ¢alisma olan metalaliz, miyokard hasar1 olmayan hastalarin
6lim oraninin (%11,2) miyokard hasar1 olan hastalarin 6liim oranindan (%67,1) daha
diisiik oldugunu ortaya koymustur [107]. Pihtilasma yolu birden fazla mekanizma
tarafindan aktive edilir. Ornegin, alveolar ACE2 reseptérlerine baglanan SARS-CoV-2,
inflamasyonu indiikler ve pulmoner vazokonstriksiyonu azaltir, bu da kandaki oksijen

(O2) seviyesinin azalmasina neden olur. Azalan oksijen (O2) seviyesi bir hipoksi durumu

13



olarak tanimlanir. Hipoksiye verilen vaskiiler yanit, kan pihtilarina yol acan trombiis
olusumunu kolaylastiran hipoksi indiiklenebilir transkripsiyon faktorleri (HIF) tarafindan
kontrol edilir [108]. Baska bir deyisle, antifosfolipid antikorlar1 (bagisiklik hiicrelerinden
tiretilen) pihtilasma nedeniyle ciddi doku hasarina neden olur [109]. Ayrica alveolar ve
kapiller endotel hiicrelerinin yikim1 daha fazla inflamasyona ve kan pihtilagsmasina neden
olur. TNF-q, IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin artmasi, kan pihtilagmasini aktive ederek venoz
tromboembolizme (VTE) neden olabilir. Tiim bu anormal kan pihtilagmalari, SARS-
CoV-2 ile enfekte hastalarda kotii tedavi sonuglarina ve diisiik sag kalim orani ile
iligkilidir .

SARS-CoV-2’ nin etkiledigi bir diger organ ise bobreklerdir. Bobrek tiibiillerindeki
lenfosit infiltrasyonunun ve siddetli akut tilibliler nekrozun SARS-CoV-2
enfeksiyonundan kaynaklandigi bulunmustur. Elektron mikroskobu altinda podositlerde
ve bobregin tiibiiler epitelinde belirgin sivri proteinlere sahip viriis benzeri partikiiller
kiimesinin saptanmasi, SARS-CoV-2 ile enfekte hastalarda bobregin dogrudan viral
enfeksiyondan etkilendigini gostermistir [110]. Sistemik hipoksi, olasi ilag veya
hiperventilasyonla ilgili rabdomiyoliz ve anormal pihtilasma gibi ¢esitli biyolojik

faktorler akut bobrek hasarina katkida bulunur.

SARS-CoV-2’ li hastalarda kas agris1 ve giigsiizliik semptomlariyla birlikte rabdomiyoliz
gelistirdigi bildirildi. Rabdomiyoliz; iskelet kaslarinin SARS-CoV-2 gibi hastaliklar
nedeniyle yikilmasi ve kas doku materyallerinin kana karigsmast durumudur. Kana karigsan
kas hiicre ve diger materyalleri bobrek tarafindan siiziildiikten sonra uzaklastirilir. Fakat
bu sirada bobrek dokusuna da zarar vererek bobrek hasarlarina yol acgabilir. Viral
enfeksiyona kars1 siddetli bagisiklik tepkisi sitokin firtinasina ve kas dokusu hasarina
neden oldugu igin rabdomiyolizin dogrudan viral enfeksiyondan kaynaklandig

diistiniilmektedir.

2.7.SARS-CoV-2 Enfeksiyonunun Tam Yontemleri

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun saptanmasinda yiiksek 6zliiliik, dogruluk ve erken klinik
tani, uygun ve zamaninda tedavi i¢in 6nemlidir. SARS-CoV-2’den etkilenen hastalarda
goriilen semptomlar bu hastaliga spesifik olmamakla beraber diger ¢esitli solunum yolu
enfeksiyonlar1 ile de iliskilendirilebilir [111]. Guan ve arkadaslarinin ilk raporunda,

Cin’den toplanan hastalarin verileri, hastalarin %43.8’inde en sik goriilen semptomun

14



ates oldugu ve %88.7’sinde ise hastaneye yatistan sonra yine ates gelistigini gostermistir.
Oksiiriik ve ishal gibi semptomlar ise hastalarin sirasiyla %67.8 ve %3.8’inde gdzlendi

[112].

fleri molekiiler biyoteknolojide, Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) dayali niikleik
asit saptama yontemi, viriisiin saptanmasinda altin standart olarak kabul goriilmiistiir
[113]. Diger taraftan, bilgisayarli tomografi (BT) taramasi da akcigerlerde bulunan
anormallikleri incelemek ic¢in kullanilmakta ve viriisiin daha erken asamada teshisini
saglamaktadir. Ayrica, yeni ortaya c¢ikan tani yontemleri de (Ornegin, izotermal
amplifikasyon, protein testi, Bakim Noktas1 (POC) tespiti ve SHERLOCK)
gelistirilmekte ve kullanilmaktadir. Tiim bu tan1 yontemleri asagidaki paragraflarda

kisaca anlatilmaktadir.

PCR, birden fazla gen kopyasini liretmek i¢in iki DNA zincirini ayiran bir yontemdir ve
primerler, DNA dizilerinde bulunan gen segmentinin yerini isaretler. Ayrica DNA
polimeraz, kisa bir RNA segmentine niikleotidleri ekleyerek iki 6zdes kopya olusturur ve
yeni bir DNA zinciri formiile etmeye baglar [114]. Bu yontem, laboratuvar ¢aligsmalarinda
minimum miktardaki biyolojik numuneden daha fazla DNA zinciri formiile etmek i¢in
kullanilir. Genel olarak viral genomik RNA, ters transkripsiyon kullanilarak cDNA’ya
aktarilir [115, 116]. PCR gergeklestirildikten sonra ise viriis 6zel yontemlerle tespit edilir.
Bu 6zel yontemler; siralama ve jel elektroforezidir. PCR’da kullanilan 6zel kitler ise

asagidaki adimlarin gergeklesmesini saglamaktadir:
Dizinin siralanmasi ve primerin tasarlanmasi
Tahlil ve test optimizasyonu

Corman ve arkadaslari, SARS-CoV-2’ye ait korunmus RARP genine ait ORF1 ab bdlgesi,
E ve N geni olmak iizere {i¢ bolgeyi tanimlayarak bunlara 6zel primer tasarlamay1

basarmislardir.

Ozellikle, tespit icin teknik sinirlamalar reaksiyon basima 3.6 ve 3.2 kopya oldugundan,
RdRP genini ve E genini tespit etme girisimleri yiiksek hassasiyet gdstermistir. Bununla
birlikte, N geni, reaksiyon bagina 8.3 kopya ile sonuglandigindan dolay1 zayif duyarhilik
gostermistir [117]. Yapilan bu PCR testi iki set primerli ¢ift hedefli bir sistem olarak
tasarlanmis ve burada bir set diger koronaviriisleri tespit ederken, diger set primer de
SARS-CoV-2’yi tespit etmektedir [118]. Uygun problar ve primerler tasarlandiktan

sonra, test kosullar1 (inkiibasyon siireleri, sicaklik, reaktif kosullar) PCR testinden 6nce
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optimize edilmistir. RT-PCR bir veya iki asamali deneyler yoluyla yiiriitiilebilse de, ters
transkripsiyon ve PCR amplifikasyonunun tek bir adimda birlestirilmesi hizli ve
tekrarlanabilir sonuglar saglamaktadir. Bu avantajlara ragmen, ters transkripsiyon
siirecini ve PCR amplifikasyonunu optimize etmedeki zorluklar istenen hedeften daha
diisiik amplifikasyon ile sonuglanir. Reaksiyon iki farkl: tiipte sirastyla gerceklestiginden,
iki asamali test, tek agamali testten oldukc¢a hassastir. RT-PCR analitik olarak spesifiktir
fakat yiiksek yanlis negatif orani nedeniyle gilivenilir degildir [119]. Ne yazik ki,
laboratuvarda dogrulanmig SARS-CoV-2 hastalari i¢in RT-PCR pozitiflik orani1, 6zellikle
enfeksiyonun erken evresinde ve numunelerin {ist solunum yolundan alinmasindan dolay1
sadece %30-50 civarinda kalmaktadir [120]. Baska bir raporda, gogiis bilgisayarli
tomogrofisinde (BT) enfeksiyon oldugu dogrulanan her yiiz kisiden ii¢iine RT-PCR
yapildiginda testin yanlis negatif sonug verdigi gosterilmistir [121].

Daha sonra tekrarlanan testlerde ise viral enfeksiyon dogrulanmistir. Ayrica, RT-PCR ile
yapilan testler sahte niikleik asit kontaminasyonlarin1 ¢ogaltabilir ve yanlis pozitif
sonuclar saglayabilir. Bu nedenle, RT-PCR’den elde edilen tek bir negatif sonug klinik
tanida SARS-CoV-2 enfeksiyonun negatifligini dogrulayamamaktadir.

Bilinmeyen bir sebepten dolay1 hastaneye oksiiriik, nefes darligi, yiiksek ates ve diger
solunum yolu semptomlar: ile gelen hastalarda X-151m1 ekipmanlar1 kullanilarak gogiis
BT si ¢ekilir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii BT testi, SARS-CoV-2’nin erken tanisi ve hastaligin
siddetini anlayabilmek i¢in kullanilir [122, 123]. Bernheim ve arkadaslar1 0 ile 2 giin
icerisinde hastalarin %56’smin erken evresinde virlis-pozitif BT taramasi raporlarinm
gozlemlemiglerdir [124]. SARS-CoV-2 ile enfekte olmus hastalarin BT goriintiileri,
akcigerin periferi boyunca kiiresel sekilli rastgele dagilmis ve derin kiimelenmis
lezyonlarda birlesebilen esit olmayan iki tarafli buzlu cam opasitlerinin olugumunu

gostermektedir [125].

Buna ek olarak, akcigerlerde konsolidasyon artisi ile birlikte diizensiz bir kaldirim deseni
de goézlendi [126]. Bu buzlu cam opasitleri semptomlarin baslamasindan sonraki 0-4
giinliik ilk donemde belirgin oldugunu belirtmekte fayda vardir. Bununla birlikte, BT
taramasinin dezavantaji ise, SARS-CoV-2 enfeksiyonu i¢in o6zgilligidir (~ %?25).
BT’nin SARS-CoV-2 enfeksiyonunu normal pndmoni viriisiinden ayirt edememesi

Ozgiilliigiini etkilemektedir [127].

16



Izotermal amplifikasyon teknikleri, rekombinaz dongii aracili izotermal amplifikasyonu
(LAMP), polimeraz amplifikasyonunu ve helikaz bagimli amplifikasyonu icerir [128].
LAMP, bir termal dongiileyicinin hari¢ tutulmasi, sabit bir sicakliklta amplifikasyon,
daha hizli test sonuglar1 ve potansiyel olarak daha biiyiik bir teshis kapasitesi gibi bazi
temel avantajlart korurken, bunun yaninda benzer duyarlilik ve 6zgiilligii de korur.
Boylece RT-PCR’den daha uygun hale gelir. LAMP teknigi, DNA’y1 izotermal kosullar
altinda amplifiye eder, burada amplifikasyon magnezyum pirofosfat iiretiminin neden
oldugu bulaniklik ile dogrudan iligkilidir. Yontem SARS-CoV-2 tespiti igin yaygin olarak
kullanilmaktadir [129-132]. RT LAMP reaksiyonu 60-65 °C’ de gergeklestirilir. DNA
sentezi, zincir yer degistirme reaksiyonuna sahip DNA polimerazi sayesinde meydana
gelir. Tipik bir LAMP tahlili i¢in kullanilan bir primer seti, hedef genomda alt1 farkli
sekansla baglanabilen dort yapilandirilmis primerden (iki i¢ iki dis) olusur [133].

I¢ primerler, backward inner primer (BIP) ve forward inner primer (FIP)’den olusur. Her
bir primer iki essiz dizi ve tamamlayic1 diziye sahiptir ve hedef DNA ile eslesmektedir.
LAMP’1in mekanizmasi {i¢ asamadan olusur: (1) baslangic malzemesi {iiretimi (2)
dongiisel amplifikasyon ve uzama (3) tekrarlama. LAMP tekniginde daha fazla primer
kullanildigindan dolayi, oldukga spesifik olarak kabul edilir. Ozellikle pH’ye bagl renk
degisikligi, gozle goriilebilir bulaniklik ve numuneden ¢ikan floresansi ¢iplak gozle dahi
ayirt etmek miimkiindiir. Bu degisiklikler, numunelerdeki DNA’nin amplifikasyonunu
ortaya koymaktadir. Ayrica, prosediir basit, daha ucuz ve hizlidir. Dolayisiyla ¢ok sayida
numunenin iglenmesi bir zorluk olmadan miimkiindiir [134]. Reaksiyon siiresi 1 saatten
azdir ve saptama sinirt yaklasik 75 kopya/uL’dir. LAMP tekniginin kisitlamalar: ise

primerlerin ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonundaki zorluklardir.

Mikrodizi saptama yontemi, koronaviriis RNA’sinin ters transkripsiyon yoluyla problarla
etiketli cDNA drettigi hizli ve yiiksek verimli bir tekniktir [114]. Bu cDNA kuyuya
yiiklenir ve mikrodizi sabitlenmis kat1 oligoniikleotidler ile hibritlenir. Ayrica, serbest
DNA’lar, yikama adimlari ile uzaklastirilir ve SARS-CoV-2 RNA tespiti, spesifik bir
prob tespiti ile gergeklestirilir. Guo ve arkadaslar1 mikrodizi teknigi ile SARS-CoV S
geninde 24 tek niikleotid polimorfizm mutasyonunu gostermistir [135]. CoV salgini ¢ok
sayida olabileceginden, genis bir viral aralifi tespit etme yetenegine sahip testler
gelistirilmektedir. Bu konuda Luna ve arkadaglar1 RT-PCR teknigiyle karsilastirilabilir
olan tiim CoVs cinsini saptamak i¢in diisiik yogunluklu oligoniikleotid dizisini arttirmaya

calismiglardir [136].
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Bir diger yontem olan protein test yonteminde; SARS-CoV-2 antijenleri veya
enfeksiyona yanit olarak iretilen antikorlar tani i¢in kullanilabilir. Bununla birlikte,
enfeksiyon doneminde viral yiikteki degisiklikler nedeniyle viral protein tespiti zordur.
Wang To ve arkadaslar1 enfekte kiside SARS-CoV-2 viral yiikiiniin zamanin bir
fonksiyonu olarak azaldigini bildirdi [37]. Enfeksiyondan sonra iiretilen antikorlar,
SARS-CoV-2’nin ikincil tespiti i¢in ek siire saglayabilir. Ayrica, virlisiin yakindan
gbozlemlenmesi i¢in antikor testi de kullanilmistir. SARS-CoV-2 i¢in tiretilen antikorlarin,
diger CoV’ler ile liretilen antikorlar ile ¢apraz reaktivitesi nedeniyle, yiiksek dogrulukta

serolojik testler gelistirmek zordur.

Yakin zamanda gelistirilen ve Nobel o6diillli, Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa
Palindromik Tekrarlar (CRISPR), hiz, kesinlik, 6zgiillik, gii¢, verimlilik, ¢ok yonliiliik
ve ucuz olmasi gibi faydalarindan dolayr molekiiler taniy1 bir iist seviyeye tasimistir
[137]. CRISPR yontemi, aragtirmacinin genomik diziliminde degisiklikler yaparak gen
fonksiyonunu degistirmesini saglar. DNA zincirlerini dogru yerlerden kesebilen bir ¢ift
molekiiler makasa benzemektedir. Bu sistem arkelerde ve bakterilerde bulunan bir DNA
dizisi ailesine sahiptir ve iki ana boliimden olusur: (i) Cas endoniikleaz ve (ii) kilavuz
RNA. Ilki hedef genomik bdlgeyi kirmaktan sorumludur, ikincisi ise Cas endoniikleazini
belirlemek ve hedefe yonlendirmek igin kullanilir [138-140]. CRISPR sistemi ayrica iki

ana sinifa ve alt1 tlire ayrilir.

Birinci sinif Tip L, III ve IV ten, ikinci sinif ise Tip II, V ve VI’dan olusmaktadir. Birinci
sinifta, sirastyla DNA ve RNA'y1 kesmek i¢in Tip I ve III'tin Cas 3 niikleaz1 ve Cas 10
niikleaz1 kullanilir. Ikinci sinifta, Tip II ve Tip V sistemler, DNA'y1 kesmek i¢in sirastyla
Cas 9 endoniikleaz ve Cas 12 niikleazini kullanir. Cas 13 niikleaz, hedef RNA'da kesimler
yapmak icin ikinci siifin Tip VI'sinda kullanilir. Ozellikle, simf II sistem genellikle
hastalig1 teshis etmek i¢in benimsenir ve genomik manipiilasyonlar i¢in kullanilir [141-
144]. DNA endoniikleaz hedefli CRISPR trans muhabiri (DETECTR), enfeksiyonu ~30
dakika i¢inde tespit etmek i¢in ¢ogunlukla Cas 12'ye dayanan, CRISPR tabanli ucuz tani
yontemidir [145]. Spesifik yiiksek hassasiyetli enzimatik raportér kilit agma
(SHERLOCK) ad1 verilen baska bir teknik, klinik numunelerdeki niikleik asitlerin sirasini
tespit edebilir [286]. Bu tekniklerin her ikisi de performans agisindan PCR ile
karsilastirilabilir, ancak PCR'den daha ucuzdur. Son zamanlarda, bu teknikler, -
SHERLOCK ve DETECTR, SARS CoV-2'nin saptanmasi i¢in onaylanmis ve ticari
olarak kullanilmaya baslanmistir [145].
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Laboratuvarlara veya merkezi tesislere ihtiyac duymadan hastaligin teshisine yardimci
olan bir diger tan1 teknigi ise bakim noktasi teshisleridir (point of care diagnostics). Bu
teknik evde yapilan hamilelik testlerine benzer, {izerinde iki ¢izgi bulunan kagit bazl
membran seritten yapilir [146]. Bu seritte, ilk serit altin nanopargacik (AuNPs)-antikor
konjugatlari ile doldurulur ve diger serit yakalama antikorlari ile doldurulur. SARS-CoV-
2 ile enfekte kisiden alinan kan ve idrar 6rnekleri seritlere diistiigiinde, numunelerdeki
antikorlar seridin iizerine yayilir. Ornekte bulunan SARS-CoV-2 antikoru, AuNPs-
antikor konjugatlar ile etkilesime girer ve ¢iplak goézle goriilebilen bir kompleks
olusturur. Bu tiir bir diger bakim noktasi tani yontemi, virlislerin saptanmasi icin
mikrometre aralikli kanallardan ve reaksiyon odalarindan olusan avug i¢i boyutundaki
ciplerin kullan1ldig1 mikroakiskan cihazidir. Cip iizerinde, s1ivi numuneler, antikora 6zgii
reaktiflerle karistirilarak yapilir ve elektrokinetik kuvvet, vakum, kilcal etki vb. yollarla
ayrilir [147]. Mikroakiskan cihazlarin avantajlart kompaktlik, hizli algilama, taginabilirlik
ve minyatiirlestirmedir. Onceki rapor, bu mikroakiskan cihazlarinin, kasette 6nceden
depolanmis reaktifi sirayla hareket ettirerek cinsel yolla bulasan hastalik antikorlarini

tespit etmek i¢in mobil ile bir eklenti olarak kullanildigin1 gostermistir [148].

2.8. SARS-CoV-2 i¢in Terapétik Yaklasgimlar

SARS-CoV-2 pandemisinin ani olarak ortaya ¢ikmasi, tiim arastirmacilari tedavi bulma
konusunda ciddi sikintiya sokmustur. Clinkii yeni ortaya ¢ikan bu viral hastalig1 tedavi
etmek ve kontrol altina almak i¢in gilivenilir as1 ve ilaglar heniiz bulunmamaktadir. Bu
nedenle arastirmacilarin ilk basvurdugu yontem, benzer viral hastaliklar i¢in onaylanmig
olan mevcut ilaclarin bu hastalik {izerinde incelenmesi olmustur. Antiviral tedaviler, ya
konakginin hiicrelere viral girisini bloke ederek ya da genom replikasyonunda gorev alan
enzimleri kontrol ederek viral hastaligin 6nlenmesini saglamak i¢in gelistirilmistir [149].
Buna alternatif olarak, SARS-CoV-2’de viriislere karsi dogustan gelen bagisikligi
artirmak veya akciger hasarina neden olan inflamatuar yanit1 engellemek amaciyla baska
terapotik ajanlar da gelistirilmistir [150]. Ayrica SARS-CoV-2 enfeksiyonu gegiren
hastalardan alinan plazma veya hiper immiinoglobulin ile SARS-CoV-2 enfeksiyonu
tedavi edilmeye c¢alisilmistir. Calismalar, viral replikasyonu ve yayilmasini etkili bir

sekilde onleyebilecegini gostermistir.

19



Pandeminin kontrol altina alinmas1 adina yapilan as1 ¢calismalar1 sonucunda, 7 Ekim 2022
itibari ile DSO tarafindan 11 as1 acil kullanim listesinde yer almaktadir. Yukarida da

belirtildigi gibi Sars-CoV-2’nin tedavisinde birden fazla hedef yontem bulunmaktadir.

2.8.1. Viral Proteazlar1 Hedefleyen Terapotik Ajanlar

SARS-CoV-2'nin viral replikasyonu, kendi genetik bilgisi tarafindan kodlanan birkag
viral poliproteinin proteolitik boliinmesine baglidir. Bu proteinleri bolme gorevini
iistlenen viral proteazlar, enfeksiyonu kolaylastirma ve SARS-CoV-2’nin konak hiicreye
girisini  saglamaktadir. Bu nedenle viral proteazlar, SARS-CoV-2’ye karsi ilag

gelistirilme agamasinda hedef alinmakdatir.

Ivermektin (IVM), Japon ensefaliti, dang hummasi, chikungunya ve kene kaynakli
ensefalit gibi flaviviriislere karsi bir antiviral ajan olarak kullanilan bir antihelmintik
ajandir [151, 152]. FDA (Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi) tarafindan onaylanmistir.
SARS-CoV-2 enfeksiyonunda, viral replikasyon i¢in viral proteinin niikleer taginmasi
esastir. [IVM, IMPa/b1 heterodimerini ayristirarak viral proteinlerin o/f1 heterodimer
aracili taginmasii engellemeyi hedeflemektedir. Ayrica viral proteinin ¢ekirdege
taginmasini da onler [153]. IVM, gama amino butirik asit (GABA)-kap1li-Cl” kanallarini
tetikleyerek hiperpolarizasyona neden olur. Bu durum da hiicreye giris yapmak isteyen
organizmayi felg eder [154]. Ayrica, IVM, IL-6 ve C-reaktif protein seviyelerini artirarak
notrofilleri aktive eder ve konagin yanit immiinomodiilasyonunu etkiler [155]. 5 pM
IVM'nin herhangi bir toksisite olmaksizin SARS-CoV-2 RNA'sin1 48 saatte 5000 kata
kadar azaltabilecegi bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda, IVM'nin IC50 degeri, SARS-
CoV-2'ye karst ~2 uM olarak hesaplanmistir. Yapilan baz1 in vivo ¢alismalarda ise asirt

doz ivermektin (6nerilen dozdan yiiksek) 6liime neden olmustur.

Bir diger benzer ilag grubunda yer alan ilaglar ise Lopinavir/Ritonavir’ dir. Ritonavir
(RV), 1996 yilinda Abbott Laboratories tarafindan gelistirilen ve HIV proteazini inhibe
edebilen kiigiik bir peptit molekiiliidiir. Daha sonra, lopinavir (LPV) olarak bilinen ikinci
nesil insan immiin yetmezlik viriisii 1 (HIV1) proteaz inhibitori gelistirilmistir [156].
Retropepsin, HIV viral yasam dongiisiinde ¢ok dnemli bir rol oynayan yapisal viral Gag
poliproteinini parg¢alamaktan sorumlu bir HIV-1 aspartil proteaz enzimidir [157].
Peptidomimetik LPV ilaci, HIV proteaz tarafindan parcalanan normal peptit baglantisini

taklit eden ve HIV proteazin inhibisyonu ile sonuglanan bir hidroksil etilen iskelesinden
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olusur. Olgunlagsmamis ve bulasici olmayan viriis partikiillerinin iiretimine ve Gag

proteininin proteolizine neden olur.

Baska bir deyisle, tek basma verilen LPV, ~%25'lik diisiik insan biyoyararlanimina
sahiptir, ancak ritonavir ile birlikte uygulanmasiyla, LPV biyoyararlanimi artar ve ilag
metabolizmasini azaltir [156]. Daha 6nce yaymlanan Lancet raporu, lopinavir, interferon,
ritonavir ve ribavirin kombinasyonlarinin, SARS-CoV-2 enfeksiyonunu erken agamadaki
tedavide ¢ok etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Kombine antiviral tedavi, hem kontrol
gruplarinda {istiin etkiler géstermis hem de 7 ve 12 giin (p=0,001) gibi kisa hastane

stiresinde iyilestirme saglamistir [158].

Fakat, ticari ismi Kaletra olan bu ila¢ ¢ocuklarda ve bebeklerde potansiyel asir1 doz riski
olusturmaktadir. Bebeklerde bu doz asiminin yaygin yan etkileri kardiyojenik sok, tam
AV blok, kardiyomiyopati, laktik asidoz ve akut bobrek yetmezligidir. Ayrica
formiilasyonlarda bulunan ilag-ilag¢ etkilesimleri de olumsuz yan etkilere neden olabilir.
Gozlenen diger etkiler hepatotoksisite, pankreatit ve alerjik reaksiyonlar/asirt duyarliliktir
[158].

2.8.2. Viriis-Hiicre Zar1 Fiizyonunu Hedefleyen Terapotik Ajanlar

SARS-CoV-2yi hedef alan bir diger yontem ise, viriis-konak hiicre zar1 fiizyonunu bloke
etmek icin kullanilan ilag sistemleridir.Rekombinant teknolojisi ile iiretilen insan
anjiyotensin donistiiriicii enzim 2 (thACE2) (APNO1 olarak da bilinmektedir), S proteini
ile konak hiicrelerin ACE2 reseptorii arasindaki etkilesime miidahale ederek konak

hiicreye SARS-CoV-2 girisini bloke edebilir .

Yakin tarihli bir rapor, rhACE?2 ile tedavi edilen SARS-CoV-2’li hastalarda bobrek ve
kan damar1 organoidlerinin konak hiicrelerine SARS-CoV-2 enfeksiyonunun erken
girisini 1000-5000 kat oraninda engelleyebilecegini belirtti [159]. APNO1, daha fazla
ACE2 reseptor aktivasyonunu engelleyebilir, boylece pulmoner vaskiiler biitlinliigi

stirdiirebilir ve akut solunum sendromu sikintisin1 (ARDS) inhibe edebilir [160].

Viriis-hiicre fiizyonunu bloke eden bir diger ilag grubu ise Hidroksiklorokin (HCQ) ve
klorokindir (CQ). Bu ilag grubu 6zellikle sitma ve kronik iltihab1 tedavi etmek igin
kullanilan oral ilaglardir. Bu iki ilag, lipofilik zayif bazlar ve organel zarina (6rnegin hiicre

zarlari, lizozomlar, endozomlar ve Golgi vezikiilleri) istiin difiizyon gibi benzersiz
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Ozelliklere sahiptir. Her iki ila¢ da protonlanir, organellerde tutulur ve hiicre i¢indeki pH"
yiikseltir. Endozomal pH'daki artigin, viral partikiillerin fiizyonunu ve onlarin hiicresel
girisini Onledigi varsayilmaktadir [161]. Ayrica, ACE2'nin glikozilasyonuna miidahale
ettikleri bilinmektedir. Bu, spike protein-ACE2 baglanmasini zorlastirabilir ve viriisiin

hiicrelere girisini engeller [162].

HCQ ve CQ, antijen islevini, T hiicre aktivasyonunu, TLR-cyclic GMP-AMP Sentazini
(cGAS), CDI154 ekspresyonunu Onleyebilir ve proinflamatuar genleri asagi regiile
edebilir [163]. SARS-CoV-2'ye yonelik HCQ ve CQ i¢in EC50 degerlerinin sirasiyla 6.14
ve 23.90 uM oldugu tahmin edilmistir. Bununla birlikte, hem HCQ hem de QC,
noropsikiyatrik etkiler, hipoglisemi, retinopati ve QTc uzamasi dahil olmak {izere ciddi

yan etkileri tetiklemektedir [164].

2.8.3. RNA'ya Bagimh RNA Polimerazi (Rdrp) Hedefleyen Terapotik Ajanlar

SARS-CoV-2 viriisiit RNAs1 konaktan bagimsiz ¢ogalabilmektedirler. Replikasyonun ve
transkripsiyonun gerceklesmesi biiyiik 6l¢tide RdRp’ye baglidir. Bir niikleosid analoglari
(NA) sinifi ve kiiglik molekiiler ilaglar, hiicre i¢inde aktif riboniikleosit 5'-trifosfat (RTP)
formlarina metabolize olan ve yeni olusan viral RNA'ya dahil olan RdRp inhibitdrleri
olarak kullanilir. Konak hiicrelerdeki diger proteinler iizerinde herhangi bir etki
olmaksizin zincir sonlandirilmasina neden olabilirler ve viral RNA'da zararli mutasyona
neden olabilirler. RdARp enzimi, viriislerdeki kontrol mekanizma eksikliginden dolay1
diisiik kalitede bir enzimdir. Bu nedenle bu enzime yonelik hedefler, RNA sentezini
bliylik oranda engellemekte ve virlisiin ¢ogalmasmin Oniline ge¢gmektedir. Yapilan
caligmalar, bazi terapétik ilaglarin bu enzimi hedefleyerek viral ¢ogalmayi onledigini

gostermistir.

Remdesivir (RDV), SARS-CoV ve MERS-CoV dahil olmak iizere, ¢ok sayida RNA
viriisiine etkili genis spektrumlu bir antiviral ajandir. RDV, adenozin ile yapisal
benzerlige sahip 1'-siyano modifikasyon sekerinden olusmus ve plazmadaki yar1 dmrii
yaklasik 1 saattir. Uzamakta olan viral RNA’ya dahil olur ve hizla ara monofosfaz ve
niikleosit metabolitlerine déniisiir [165]. ilk olarak Ebola viriisiiniin yayilmasini

engellemek i¢in gelistirilen formiilasyon, klinik deneylerde basarisiz olmustur.

RDV'nin antiviral aktivitesi (IC50 degeri), SARS-CoV-2'nin Vero E6 hiicre modelinde
0,99 uM olarak bulundu [166]. Bu diisiik konsantrasyon sayesinde klinik deneylere
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girmesine hemen izin verildi. RDV’nin insan denemesi, yalnizca 5 giinliik kiiriniin
hastalik iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. ABD Gida ve ilag idaresi (FDA), RDV’yi

yetigkinlerin ve hastanede yatan pediatrik hastalarin tedavisi i¢in onayladi.

Tez ¢alismamizda kullandigimiz bir diger RdRp ajan1 Favipiravirdir. FVP ayrintili olarak

anlantilmistir.
2.8.3.1. Favipiravir (FVP)

Favipiravir ( 6-floro-3-hiroksipirazin-2-karboksamid), diger bir bilinen ismi ile T-705 ilk
olarak Toyama Chemical Co., Ltd tarafindan kesfedilmistir. influenza viriislerine kars1 in
vitro olarak degerlendirilen bir pirazin analogunun kimyasal modifikasyonudur [167].
FVP, farkli influenza viriis suslarina (tip A, B ve C) ve néraminidaz ve M2 inhibitorleri
gibi diger influenza Onleyici ilaglara direngli olan virlislere karst giiglii bir antiviral
aktiviteye sahiptir. ilacin antiviral aktivitesi hayvan deneylerinde ve klinik ¢alismalarda
gosterilmistir [168].

Japonya’da FVP, yeni veya yeniden ortaya ¢ikabilecek influenza viriis salginlarini tedavi
etmek amaciyla Mart 2014’te onaylanmistir [167]. Bu baglamda FVP ilk olarak
pandeminin tam merkez iissiinde, Wuhan’ da, SARS-CoV-2’ ye kars1 kullanilmistir.
Ardindan pandemi Avrupa’ya yayilirken bu ilag Italya’da acil kullanim igin onay aldu.
Japonya, Rusya, Ukrayna, Ozbekistan, Moldova ve Kazakistan’da kullanilmaya devam
edildi. Suudi Arabistan ve BAE’nde de kullanilmasi i¢in onay alan FVP’in, Tiirkiye,
Banglades ve daha sonrasinda Misir da ticari lansmanlar gordii ve bu lilkelerde de salgin

i¢in bu ilag kullanilmaktadir.
FVP’Nin molekiiler formiilii CsHsFN3O2 ve molekiil agirligr 157,104 g/mol’diir.

FVP etanol, DMSO, dimetil formamide gibi organik ¢oziiciilerde sirasiyla; 12, 30 ve 25

mg/ml ¢oziiniirliige sahip iken sudaki ¢oziiniirligi 5 mg/ml’dir.

o)

Sekil 2. 4. FVP’nin ve FVP-RT’nin Molekiiler Yapisi
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Enfekte insan hiicrelerine uygulanan FVP iki kez fosforilasyona ugrayip aktif
formiilasyonu FVP ribofuranosil-5- trifosfat (FVP-RTP)’a doniiserek antiviral
aktivitesini gosterir [168]. FVP-RTP’nin antiviral aktivitesi kesin olarak bilinmemekle

birlikte etki mekanizmasi lizerine ii¢ hipotez kurulmustur:

Bu molekiil, RNA’ya bagimli RNA-polimeraz (RdRp) enzimi i¢in bir substrat gorevi
gorlir ve enzim tarafindan piirin niikleotidi ile karistirilir. Boylece RNA- polimeraz’in

aktivitesini inhibe ederek viral protein sentezinin sona ermesine yol agar [169].

Artarda bir veya iki FVP-RTP viral RNA’ya yanlig baglanir ve daha fazla uzamayi 6nler
(zincir sonlanmast) [170]. Bu etki mekanizmasi, RdRp enziminin katalitik aktivitesini
saglayan alaninin ¢esitli RNA viriislerinde korunmasindan dolayi, bu ilacin genis

spektrumlu olmasini da agiklamaktadir.

Yakin zamanda, FVP’nin influenza viriisii enfeksiyonu sirasinda in vitro olarak dliimciil
mutajenezi indiikledigi ve bu da onu viriisidal bir ila¢ haline getirdigini gosterilmistir
[171]. Oliimciil mutajenez siirecinde, FVP- RTP, RNA replikasyonu sonlandirilmadan
yeni olusan bir RNA’ ya yanlis sekilde dahil edilir. Boylece RNA sentezinin bir sonraki
dongiistiinde, FVP-RTP’yi iceren viral genom bdlgeleri mutajeneze yatkin olur. FVP-RTP
bir niikleotit gérevi goriir ve dogal niikleotidler olan sitozin (C) ve urasil (U) ile rastgele
eslesebilir. Tedavi edilen viral popiilasyonlarda gdzlemlenen biiyiikk bir mutasyon
sikligindan sorumlu olabilecegi diisiintilmektedir. Asir1 mutasyonlar sonunda viriisleri

yok eder.

FVP biyoyararlanimi insanda yaklasik olarak %98°dir. Yarilanma omrii 2 ile 5.5 saat
arasinda olan etkin maddenin metabolitleri ¢gogunlukla renal olarak temizlenmektedir.
FVP oral olarak ilk giin giinde iki defa 1600 mg ve ardindan 9 giin boyunca 600 mg
alimmistir. Farelerde, maymunlarda ve kopeklerde tekrarlanan doz toksisitesi ¢aligmalari,
oral FVP’Nin kirmizi kan hiicresi {retiminde azalma ve karaciger fonksiyon
parametrelerinde  (6rn.  Alanin  aminotransferaz, toplam  bilirubin, aspartat
aminotransferaz, alkalin fosfataz ve hapatositlerde artan vakuolizasyon) anormal
degisikliklere sebep oldugunu gdstermistir. Testis toksisitesi ve hamile kadinlarda
teratojenik etkisi oldugu bilinmektedir. Sindirim sistemi yan etkisi bulanti olmakla

birlikte psikiyatrik semptomlar da goriilebilir.
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2.9. Nanoteknoloji ve Hedefe Yonelik ila¢ Tasarim

Nanometre altindaki sistemler, makro sistemlerden farkli kuvvetler altindadir. Bu
sistemlerin kendi kendini diizenleme ve birlestirme davranislarina sahip oldugu bir
gercektir [172]. Bu benzersiz davraniglar sayesinde nanoteknoloji, insan yasaminin
kalitesini artirmaya yonelik yeni yaklagimlarin kalitesini arttirmaya biiyiik fayda

saglamaktadir.

Nanoteknolojinin  potansiyel uygulamalarinin tam bir listesi, ayrintili olarak
tartisgilamayacak kadar genis ve cesitlidir. Kuskusuz nanoteknolojinin en biiyiik
degerlerinden biri yeni ve etkili tibbi tan1 tedavilerin (nanotip) gelistirilmesidir. Bu tani
ve tedavilere; teshis ve tarama amagli nanopargaciklarin gelistirilmesi, yapay reseptorler,
nanoporlar kullanilarak DNA dizileme, benzersiz ila¢ dagitim sistemlerinin tiretilmesi,
gen tedavisi uygulamalari ve doku miihendisliginin etkinlestirilmesi ornek olarak

verilebilir.

Nanopartikiiller kullanilarak gelistirilen ila¢ dagilim sistemleri, modern ve etkili ilag
formiilasyonlarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Nanopartikiiller, konvansiyonel ilaglar,
rekombinat proteinler, asilar ve niikleotitleri iletmek i¢in Gnemli bir strateji olarak
gelistirilmektedir. Bu partikiiller bir ilact viicuttaki dagilim kinetigini, ila¢ salimini
degistirmekte ve ilaglarin doku ve hiicreye 6zgii hedeflenmesi ve kontrollii bir salim ile
istenmeyen yan etkilerin azaltilmasini saglamaktadir [173]. Nanolipozomlar, polimerik
nanopartikiiller, superparamanyetik demiroksit nanopartikiiller, karbon nanotiipler, altin

ve glimiis nanopartikiiller modern nano ilag sistemlerine 6rnek verilebilir.

2.10. Nanolipozomlarm Tanim ve Ozellikleri

Nanolipozomlar, fosfolipitlerden olusan ve 20-1000 nm biiytikliigiinde olan ve son 30
yildir ilag tastyict sistemler arasinda oldukga popiiler olan partikiillerdir. 1961 yilinda
Cambridge’de bulunan Babraham Enstitiisii'ne alinan elektron mikroskopi sayesinde
Ingiliz hematolog Dr. Alec Banghanm tarafindan 1961 yilinda kesfedilmistir [174].
Kesiflerini 1964 tarihinde yaymlamalarinin ve nano ilag tasiyict sistemlerinin

yayginlagmasi ile nanolipozomlar oldukc¢a dikkat ¢ceken bir ¢alisma alani olusturmustur.
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Hidrofobik Tabaka

Hidrofilik Kolesterol

cekirdek

. Fosfalipit

Sekil 2. 5. Lipozom Yapisi (Tek Tabakali) [175]

Nanolipozomlar; lipid ¢ift tabakasi ve hiicre zar1 arasindaki yapisal benzerlikten dolay1
hiicrelere kolayca niifus edebilir ve yiiklendikleri etkin maddeyi serbest ilacin kolayca
niifus edemeyecegi bir sekilde iletir. Nanolipozomlar ayn1 zamanda hem hidrofilik hem
de hidrofobik malzemeleri kapsiilleyebilir ve ilag iletiminde bu durum biiyiik avantaj
saglar. Ayrica Nanolipozomlar enzimler, antibakteriyel, antifungal ve antiviral ilaglar;
asilar i¢cin adjuvantlar ve transdermal yolaklar i¢in yiiksek biyouyumluluk

gostermektedirler.

2.10.1. Nanolipozomlarin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Nanolipozomlar, hiicre zarina benzer, ¢ift tabakali fosfolipid tabaka yapisinda, toksik
olmayan ve biyolojik olarak inert materyallerdir. Dogal ve sentetik fosfolipitler ile

sentezlenirler.

Yapisindaki en dnemli fosfolipid “fosfatidil kolin (lesitin)” olup, stabilitesini arttirmak
icin ise kolesterol kullanilmaktadir [175]. Bilayer yapisinda yer alan kolestroliin diger
avantajlar1 ise i) Nanolipozomlarda akiskanligin azaltilmasinda yardimci olmasi, ii)
Membran gegirgenligini azaltmasi ve vezikiil iginde suda ¢oziinen molekiillerin disar

kagmasini engellemesi, iii) Plazma gibi biyolojik sivilarin varliginda membrani stabilize
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etmesidir. Nanolipozomlarda fiziksel, kimyasal ve farmakolojik stabilite oldukca

Onemlidir.

Nanolipozomlar birgok farkli metodlar ile hazirlanirlar. Bu hazirlanis yontemlerine gore;
kiiciik tek tabakali (SUV), biiylik tek tabakali (LUV) veya c¢ok tabakali (MLV) seklinde
smiflandirilirlar [176]. Nanolipozom formiilasyonlart hazirlanirken kullanilan sentetik,
bitkisel ve hayvansal kaynakli fosfolipitler (yiikk verme 0zellikleri de olabilir) ve
kolesterol nanolipozomun biyostabilitesini arttirir ve dolasim sisteminde kalma siiresini
uzatir. Nanolipozomlar immiin sistem tarafindan fagosite edilmeden korunabilmeleri i¢in
polimerler ile kaplanirlar ve bunlar 2. nesil nanolipozomlar olarak bilinirler. Polimerler
arasinda en ¢ok polietilen glikol ile kaplanmaktadir [177]. 3. nesil nanolipozomlar,
vezikiillere immiin pargaciklar takilarak elde edilen nanolipozom ¢esitleridir.
Immiinonanolipozomlar olarak anilan bu formiilasyonlar ilacin, hedefe ulasincaya kadar

giivenle gitmesini ve tedavi basarisinin artmasini saglar.

2.10.2. Fosfolipit Cesitleri

Nanolipozom formiilasyonu olusturmak i¢in bircok dogal ve sentetik lipitler ve
stabilizasyon arttirici olarak ise kolesterol kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan bazi lipitler
Cizelge 2.1.’de gosterilmistir. Bu nanolipozomlardaki temel farkliliklar; jel-sivi doniistim

(transition) sicakligi, akiskanlik, yiizey yiikii gibi 6zelliklerdir [178].

Literatiirde uzun bir fosfolipit listesi vardir. Ilging bir sekilde, fosfolipitlerin ortak zincir
yapist disindaki tek birimindeki gesitlilikler, bu fosfolipitler ile hazirlanan nanolipozom

formiilasyonlarinin hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerini degistirmektedir [179].

Bilimsel ¢alismalarda hazirlanacak olan nanolipozom formiilasyonlari igin fosfolipit
tayinin yapilirken birkag parametre 6nem arz etmektedir. Bu parametreler; hazirlanacak

olan partikiillerin hedef biiyiikliigii, yiizey yiikii ve bozunmamasi gereken pH araligidir.

Sentetik fosfolipitlerden L-a-Dipalmitoylfosfatidilkolin’dir (DPPC) en ¢ok tercih
edilenlerdendir. Genis faz gegis sicakligina sahip olan bu fosfolipit, sayesinde genis bir
sicaklik araliginda hazirlanan nanolipozomlar stabilitesini koruyabilmektedir [180, 181].
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Cizelge 2. 1. Nanolipozom yapiminda kullanilan bazi dogal ve sentetik lipitler [184]

Sentetik Flosfolipitler Dogal Fosfolipitler

Distearoylfosfatidilkolin (DSPC) Fosfatidilkolin (PC)
Dipalmitoyfosfatidilkolin (DPPC) Fosfatidilserin (PS)
Dimyristoyfosfatidilkolin (DMPC)  Fosfatidiletanolamin (PE)

Distearoylfosfatidiletanolamin Fosfatidilgliserol (PG)
(DSPE)

Birgok fosfolipit genis pH araliginda negatif yiikliidiir. Notr veya pozitif nanolipozom
sentezlemek i¢in Fosfatidiletanolamin (PE) gibi pozitif yiiklii polar lipitler
kullanilmalidir. Fakat pozitif yiiklii fosfolipitler (Fosfatidiletanolamin (PE) gibi) yiiksek

maliyetli oldugu i¢in nanolipozomlar pozitif yiiklii bir polimer kaplanir.

2.10.3. Nanolipozom Hazirlama Yontemleri

Nanolipozomlar, dogal materyallerden yapildig: i¢in toksik degildir. Biyolojik olarak
uyumlu, degrede edilebilir ve immiinojenik de degildir [182]. Morfololik olarak
nanolipozomlar; ¢ok lamelli vezikiil (MLV), kiiglik tek lamelli vezikii (SUV), biiyiik tek

lamelli vezikiil (LUV) ve son olarak ¢ok lamelli vezikiil (MVV) olmak {izere dort gruptan
olugsmaktadir [183].

el@lecs)

Sekil 2. 6. Morfolojik olarak Nanolipozomlarin Yapisi [186, 187]
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Nanolipozom hazirlama teknikleri geleneksel ve yeni yontemler olarak ikiye
ayrilmaktadur. ilk olarak anlatacagimiz geleneksel yontemler incelenirken bu ydntemlerin
avantaj ve dezavantajlar1 ve ayrica hazirlanan nanolipozomun morfolojik yapist dikkate

alinmustir.

Ters faz buharlastirma teknigi kullanilarak MLV ve LUV nanolipozomlari
hazirlanmaktadir. Kolay bir teknik olmasimnin yaninda yiiksek enkapsiilasyon etkinligi
(EE) saglamaktadir. Fakat ¢ok fazla organik madde kullanimi peptitler igin ve ekonomik

olarak uygun degildir. Prosesin uzun siirmesi de dezavantajlarindandir [184].

Enjeksiyon teknikleri ile SMV ve SUV nanolipozomlarini hazirlamada kolay bir
yontemdir. Bu yontemin dezajantaji ise organik ¢dzeltinin zor uzaklagtirilmasi ve zaman

kaybina sebep olmasidir [185].

Elektroformasyon yontemleri 1000 nm’den biiylik nanolipozomlarin hazirlanmasinda
kullanilir. Boyutlarin homojen dagilimi (diisiik PDI) yontemin en biiyiik avantajidir fakat
kullanilan elektrotlarin yiiksek maliyetli (daha ¢ok platin ve ITO elektrotlari tercih edilir)

olmasi kisitlamalara sebep olur [186].

Jiskoot ve arkadaglarinin ¢alismalarinda kullandig: lipitleri ve aktif maddeleri deterjan
sollisyonunda ¢6zme ile hazirlanan yontemde ise partikiil boyutlar1 kontrol edilebilir.
Basit bir proses ve homojen {iriin eldesi de avantajlar1 arasinda yer almaktadir.
Dezavantaji ise organik solvent ve deterjanin uzaklastirilmasindaki sikintidir. Bu da yine

zaman kaybina neden olmaktadir [187].

Membran ekstriizyon yontemi MVL’lerin hazirlanmasinda hizli ve basit bir yontemdir.
Partikiil boyutlarin kontrol altinda tutulmasi ve organik solvent kontaminasyonunun
olmamasi da avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Membranlarin gézeneklerinin sik sik
tikanmas1 maliyetlere sebep olur iken Olgek biliylitmedeki zorluk da ydntemin

kisitlamalar1 arasindadir [188].

Isitarak nanolipozom hazirlama teknigi ile basit ve kisa bir zaman dilimi i¢erisinde MVL
ve SUV nanolipozomlar1 elde edilebilir. Yontem hizli basit ve sterilizasyon
gerektirmeyen bir islemdir fakat yliksek sicakliklarda aktif maddelerin bozunabilirligi
yontemin en biiyiik kisitlamasidir [189].

Tez kapsaminda da kullandigimiz ince film tabaka hazirlama yontemi nanolipozom
hazirlamada bilinen en eski metottur [190]. Basit ve dogrudan bir yontemdir. Hidrofilik

aktif maddeler i¢in diisik EE’ye sahip olan bir yontem olmasina karsin hidrofobik
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maddelerin enkapsiilasyonunda olduk¢a basarilidir. Partikiil biyiikligii, yontemin

ardindan kullanilan sonikasyon ile kontrol edilebilmektedir.

2.10.4. Nanolipozomlarin Avantaj ve Dezavantajlari

Nanolipozomlarin ilag tasiyict sistemler olarak tercih edilmesindeki avantajlar1 asagida

verilmistir:

Aktif maddenin viicuttaki verimliligi artmakta ve viicutta kalma siiresi

uzamaktadir.
[lacin enkapsiile olmas1 nedeni ile aktif madde/molekiiliin stabilitesi artar.

Nanolipozomlar biyouyumlu, biyobozunur, immiinojenik ve toksik olmayan

molekiillerdir.
Enkapsiile edilen molekiiliin yan etkilerini azaltmaktadir.

Enkapsiile edilen molekiilin doz miktar1 daha diisiik oldugu i¢in toksik doz

miktarindan kaginilir.

Nanolipozomlar sayesinde hedef doku veya organa yonelik bir hedefleme
miimkiin oldugu i¢in diger dokular bu etken maddeden minimum etkilenir veya

hig etkilenmezler.

Serbest molekiillere gore nanolipozomlara enkapsiile olmus molekiillerin salim

profili degismektedir. Bu durum ise etkin maddenin farmakokinetigini gelistirir.

Tiim bu avantajalarin yani sira optimize edilmesi gereken dezavantajlar ise su sekildedir:

Nanolipozomlarin ¢oziintirliigii diistiktiir.

30



Nanolipozomlar kisa yariomiirleri olmasi sebebiyle her etkin madde igin istenilen

salim profili verememektedir.
Fosfolipitlerin oksidasyonu sik karsilagilan bir olumsuzluktur.

Stabiliteden kaynaklanan kapsiile olmiis molekiillerin nanolipozomdan sizmasi

da bir dezavantajdir.
Bazi lipitlerin yiiksek maliyeti ve dl¢ek biiylitme maliyetleri ¢ok fazladir.

Diger ilag tasiyict sistemlere gore daha az kararlidir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez calismas1 kapsaminda kullanilan malzemeler ve deneysel calismalar detayli bir
sekilde agiklanmistir. Deneysel ¢alismalar sirasinda kullanilan kimyasallar ve cihazlar
caligmanin Oncesinde verilmistir. Yapilan deneysel ¢aligmalar ise 6zet halinde asagidaki

tabloda yer almaktadir.

Cizelge 3. 1. Yapilan tiim deneysel caligmalarin 6zeti

Gergeklestirilen Calismalar
Yapilan Analizler

1. FVP’nin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

e FTIR Analizi
e UV Analizi
e DSC Analizi

2. FVP’nin HPLC Analitik Validasyonu
e Ozgiinliik ve Secicilik
e Dogrusallik
e Aralik
e Duyarlihik
e Gozlenebilme Smir1 (LOD)
e Alt Tayin Sinir1 (LOQ)
e Dogruluk Kesinlik
e Kararlilik ve Stabilite
3. Nanolipozom Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

3.1. EtOH Organik Fazinda Hazirlanan Nanolipozomlar
e Etkin Madde Yiiklenmemis NL'ler
e FVP Yiiklii NL'ler
3.2. Kloroform Organik Fazinda Hazirlanan Nanolipozomlar
e Etkin Madde Yiiklenmemis NL'ler
e FVP Yiiklii NL'ler
e Farkli Konsantrasyonda FVP Yiiklii NL'ler

4. Nanolipozom Formiilasyonlarinin Karakterizasyon Calismalari
e Partikiil Buyiikligii
e PDI
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e Zeta Potansiyeli

e SEM ile morfolojik incelenmesi

5. %EE’nin Belirlenmesi
e HPLC ile Dolayl1 Yontem

6. In Vitro Difiizyon Membran Salim Calismasi ve Kinetik Degerlendirilmesi
e Sifirinct Derece
e Birinci Derece
e Higuchi
e Hixson Crowell

e Langenbucher

7. Franz Cell Hiicreleri ile Difiizyon Calismalari
e Etkin Madde Yiiklenmemis NL'ler
e FVP Yiikli NL'ler
e Serbest Ilac

e Ticari Ilag

8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
e Serbest llac MTT Analizi
e Etkin Madde Yiiklenmemis NL'ler
e FVP Yiiklii NL'ler
9. Antiviral Aktivite Testi
e RT-gPCR ile RNA kantitasyonu

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal madde listesi, markasi ve mensei Cizelge 3.2.”

de verilmistir.
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Cizelge 3. 2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasallarin malzeme listesi

Kimyasal Madde

Marka ve Mensei

Favipiravir (FVP)

Biophore (Hindistan)

Lipoid S100 — Soya Fosfatidilkolin

(%94 Phosphatidylcholine)

Lipoid GmbH (Germany)

Posfolipon 90 G — Saf

(%95 Fosfatidilkolin)

Lipoid GmbH (Germany)

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (DPPC)

Avanti Polar Lipids, Inc (Alabaster, AL.,
USA)

L-a-Fosfatidilkolin (95%) (Soya)

Avanti Polar Lipids, Inc (USA)

Kolesterol

Sigma-Aldrich (USA)

Dulbecco’s modiified Eagle’s medium | Gibco (USA)
(DMEM)
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco (USA)

Fosfat Buffer Salin (PBS) pH: 7.4

Sigma-Aldrich (USA)

Kloroform

Sigma-Aldrich (USA)

Etanol

Merck (Almanya)

SARS-CoV-2 Viriisii

Ankara Univ. Vet. Fak. —Viroloji ABD

Vero E6 Hiicre Hatt1

ATCC (Amerika)

1.929 Hiicre Hatti

ATCC (Amerika)
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3.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar ve Programlar

Deneysel caligmalarda kullanilan cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Cizelge 3. 3. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihaz

Marka

FT-IR Therma Fisher
UV Spektrum UV-2600-Vis Spektrometre
DSC Spektrum DSC Q100 V9.9 Build 303

Hassas terazi

Mettler Toledo PB 303-S

Manyetik Karistirict

ThermoScientific

Partikiil biiyiikligii, PDI ve zeta potansiyel

Ol¢lim cihazi

Malvern Zetasizer (ingiltere)

pH-metre Inolab WTW

Rotary Evaporator Buchi R-114

Santrifiij Eppendorf Centrifuge 5430 R
Sonikator BandelinSonoplus HD 2070
HPLC Cihaz1 UFLC SHIMADZU

Taramali Elektron Mikroskobu

QUANTA 400F Field Emission

Ultra Saf Su Cihazi

MP MiniPure

Franz Difilizyon Hiicreleri

Sigma Aldrich (ABD)

Spektrofotometre

Moleculer Devices (ABD)

Prism v8

GraphPad (USA)




3.3. Etkin MaddeFVP’nin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

SARS-CoV-2’ye kars1 gelistirilen nanolipozom formiilasyonunda etkin madde olarak
FVP kullanilmistir. Etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in FTIR,

UV ve DSC spektrumlari dlgtimleri yapilmistir.

3.3.1. FT-IR Spektrum Calismalari

FVP etkin maddesinin FT-IR spektrometresinde 4000-400 cm™ dalga sayilar1 arasinda ve
0.5 cm™ araliklarla FT-IR spektrumlari ¢ekilmistir.

3.3.2. UV Spektrum Calismalari

Yapilan tez ¢aligmasinda difiizyon ortami olarak 70:30 oranlarinda PBS:ETOH karisimi
(pH:7.4) kullanilmasi planlandigi i¢in, FVP’nin bu ortamda 200-500 nm dalga boylari

arasinda UV spektrumu alinmstir.

3.3.3. DSC Spektrum Calismalar:

Termal analiz ¢alismalart i¢in, FVP aliiminyum 6rnek kabina 4.8 mg tartilmistir ve kapak
basing yardimiyla kapatilmistir. FVP erime derecesi 187-195°C arasindadir. Referans
olarak aliiminyum bos plaklar kullanilarak, 10°C/dk sicaklik artisi, 50 mL/dk azot akis
hiz1 ve 20-200 °C sicaklik araliginda DSC spektrumu ¢ekilmistir. Bu degerin aralik olarak
verilmesi DSC sirasinda kullanilan madde miktar1 ve cihaz parametrelerinden

kaynaklanmaktadir.

3.4. FVP’nin HPLC Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu belirlenen bir etkin maddenin analizlerinde kullanilmak
amaciyla uygulanacak yontemin kalitesini, giivenirligini ve kesinligini kanitlamak
amaciyla gergeklestirilir [191]. Eger analiz kosullarinda bir degisiklik yapiliyor ise valide
edilmis bu yontem de kullanilacak rutin caligmalardan once yapilan degisiklikler

dogrultusunda tekrar valide edilmelidir [192].

Analitik yontem validasyonu i¢in belirli validasyon parametrelerinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu parametrelerin analizi i¢in farmakopeler, Birlesik Devletler Gida ve
ilag Uygulama Kurumu (FDA), Avrupa Ilac Ajansi ve Uluslararas1 Hanmonizasyon
Konferans1 (ICH) gibi yasal kuruluslarin hazirladigi kilavuzlar kullanilmaktadir [193].
Analitik yontem validasyonu gerceklestirilirken dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
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Ozglnliik, stabilite, teshis sinir1 (LOD) ve tayin miktar1 (LOQ) parametreleri ele

alinmaktadir.

Tez kapsaminda, FVP’nin miktar tayini calismalar1 Yiksek Performanshi Sivi
Kramotografisi (HPLC) ile yapilacaktir. Validasyon galismasi i¢in kramotografik sartlar
asagidaki Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Cizelge 3. 4. FVP’nin validasyon c¢alismasi kromotografik sartlari

Cihaz UFLC SHIMADZU
Kolon Waters X Bridge (C18), 4.6 x 100 mm- 3.5 pum
Dedeksiyon UV, 323 nm
Akis Hizi 0.5 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi 20 uL
Analiz Siiresi 5dk
Hareketli Faz Asetonitril:%0,1 FA (8:92)
Alilkonma Zamam (RT) ~ 3,13 dk

3.4.1. Ozgiinliik ve Segicilik

EE ve in vitro salim ¢alismalar1 sirasinda kullanilacak olan HPLC analiz yonteminin,
ortamdaki FVP etkin maddesi disindaki maddeler varliginda sadece calisilan bilesigi
saptayabilmelidir. Yapilan 6zgiinliik ve secicilik analizinde; standart ¢ozelti, etkin madde
icermeyen nanolipozom formiilasyonu (plasebo), etkin madde yiiklii nanolipozom
formiilasyonu (numune) ve in vitro salim ortami olan pH 7.4 PBS (potasyum dihidrojen
fosfat tamponu tuzu) hazirlanarak 1.5 ml hacimdeki viallere aktarilmis ve analiz

yapilmustir. Elde edilen kramotogramlar karsilastiriimistir.

3.4.2. Dogrusallik

HPLC analiz yontem validasyonunun bir diger parametresi olan dogrusallik; analiz edilen
FVP etkin maddesinin farkli konsantrasyonlar ile 6l¢iilen analitik cevabin (pik alaninin)
dogru orantili oldugunu kanitlamak i¢in yapilmaktadir. Dogrusallik analizi i¢in 6ncelikle

toz halindeki FVP’den 1000 pg/ml ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ana stok
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cozeltisinden seyreltmeler yapilarak (0.5, 1, 2, 5, 10, 30, 50 pg/ml) 7 farkli seri

olusturulmustur. Elde edilen konsantrasyon pik alani ile kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir.

3.4.3. Aralik

Bir analiz yonteminin araligt; uygun kesinlik, dogrusallik ve dogruluk seviyelerinde
numunedeki analitin en diisiik ve en yliksek derigimleri arasindaki araliktir. Minimum

aralik, hedef derisimin %80’1 ile %120’si arasinda olmalidir.

3.4.4. Duyarhhk

Validasyon calismalarinda duyarlilik (hassasiyet), Gézlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin
Alt Smir1 (LOQ)’nin hesaplanmasi ile bulunur. LOD ve LOQ degerleri ne kadar diisiik

ise yontem o kadar hassastir.

3.4.4.1. Gozlenebilme Sinir1 (LOD)

Gozlenebilme siniri, miktar tayini yapilan analitin goriildiigii fakat kantitatif sinirlar
igerisinde olmayan en diisiik konsantrasyondur. LOD, hesaplanarak veya yapilan
deneylerle tespit edilebilir. Yapilan validasyon calismamizda Sinyal/Glirilti
(signal/noise) orani, Olgiilerek yapilan hesaplamada bu oranin 3 oldugu deger

gbzlenebilme sinir1 (LOD) olarak saptanmistir.

3.4.4.2. Alt Tayin Simr1 (LOQ)

Tayin alt siir1, miktar tayini yapilan analitin valide edilen analitik yontem kosullarinda,
kabul edilebilir seviyede kesinlik ve dogrulukta miktar tayininin kantitatif olarak
yapilabildigi, kalibrasyon egrisindeki en alt konsantrasyon ya da dogrusallik sinirlarinda
olmayan konsantrasyondur. G6zlenebilme sinirinda oldugu gibi hesaplamali veya yapilan
deneylerde tespit edilebilir. Validasyon calismamizda LOQ degeri Sinyal/Giirtlti
(signal/noise) orani, Olgiilerek yapilan hesaplamada bu oranin 10 oldugu deger tayin alt

siir1 (LOQ) olarak saptanmustir.
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3.4.5. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giin i¢i ve giinler arasi analizler yapilarak, % Bagil
Standart Sapma ve % Varyasyon Katsayisi hesaplanarak bulunmustur. Bulunan
degerlerin %2’nin altinda olmasi yontemin kesin ve dogru oldugunu gdstermektedir
[193]. Yapilan analizler i¢in 0.5, 1, 5, 30 pg/ml konsantrasyonlarda (LOQ degeri, diisiik,
orta ve yiliksek derisimdeki konsantrasyonlardan birer adet) ii¢ tekrarli Ornekler
hazirlanmis, %BSS ve % VK hesaplanmistir. Ayrica enjeksiyon tekrarlanabilirligi analizi
ile yontemin kesin olup olmadigi desteklenmistir. Enjeksiyon tekrarlanabilirligi analizi

icin ise 5 ppm’lik ¢ozelti hazirlanmis ve ayn1 vialden art arda analiz yapilmistir.

3.4.6. Kararhlik ve Stabilite

Kararlilik (Stabilite) calismasinda, FVP’nin oto 6rnekleyicideki kararligi incelenmistir. 5
ppm FVP iceren ¢ozelti calisma gilinii basinda analiz edilmis ve oto Ornekleyicide
bekletilerek alti saatin sonunda tekrar analiz edilmistir. Analiz edilen 6rnek taze
hazirlanmig 5 ppm ¢ozeltinin pik alam sonuglari ile karsilastirilarak % geri kazanim

degeri hesaplanmustir.

alt1 saat sonraki FVP derisimi

100

% Geri Kazanim=
° taze hazirlanmis FVP derisimi

3.5. Nanolipozom Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Tez caligmasinda, nanolipozom formiilasyonlari ince film tabakasi yontemi kullanilarak
yapilmistir. Etkin madde yiiklenmeden hazirlanan formiilasyonlar ile ortalama bir
konsantrasyonda FVP yiiklenerek farkli formiilasyonlar hazirlanmistir. Nanolipozom

hazirlama c¢alismasinda parametreler ;

e 4 farkli lipit tiirevi (Lipoid-a-fosfotidilkolin, Lipoid S100, Fosfolipon 90G,
DPPC)

e 2 farkl organiz faz (EtOH ve Kloroform) olarak belirlenmistir.

Stabilite degerleri en iyi sonu¢ veren lipit g¢esidi ve kullanilan organik fazdaki

nanolipozom formiilasyonunda farkli doz ¢aligsmalar1 gerceklestirilmistir.
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Ince film tabaka ydntemi ile hazirlanan nanolipozom formiilasyonlari i¢in dort farkli lipit
tirevi (Lipoid-a-fosfotidilkolin, Lipoid S100, Fosfolipon 90G, DPPC) kullanilmis olup
stabilite arttiric1 olarak kolesterol kullanilmistir. Yapilan ince film tabaka yonteminde;
altt yuvarlak 100 ml’lik balonlarda farkli lipit tiirevleri (50 mg) (DPPC, L-a-
Fosfatidilkolin, Fosfolipon 90 G ve Lipoid S100) ve stabilite arttirict (kolesterol 6.25 mg)
kloroformda (12,5 ml) ¢ozdiriilmiistiir. Bu organik ¢oziicii (kloroform) rotavaporda algak
basingta (40 °C, 100 rpm) ucurulduktan sonra olusan ince film tabaka iizerine ultra saf su

eklenmis (25 ml) ve ince lipit tabakanin bu ¢ézeltide tamamen ¢éziinmesi saglanmustir.

Bir diger deney diizeneginde ise aymi prosediir organik faz olarak etanol (EtOH)

kullanilarak yapilmustir.

FVP yiiklii formiilasyonlarda ise FVP organik faza eklenerek ayni formiilasyon yontemi
kullanilmistir. Hazirlanan tiim formiilasyonlar sonikator yardimiyla (%50 power, 2 cycle,

3 dk) rehidrate edilerek nanolipozom formiilasyonlart hazirlanmistir [194, 195].

X — \

:;I'E < /

a)Lipitter ve etkin b)Organik c) Olusan ince film
madde organik ¢bzucl ortamdan tabakaya sulu faz |
cozucude ¢ozdarular. uzaklastirilir. eklenir. -

Hazirlanan nanolipozom d)Sonikator yardimiyla
fomalasyonu. nanolipozomlar olusur.

Sekil 3. 1. Ince film tabaka ydntemi ile nanolipozom hazirlama yontemi

Stabilite degerleri en 1yi olan organik faz ve lipit tlirevi secilerek farkli
konsantrasyonlarda FVP etkin madde yiiklii nanolipozomlar hazirlanmistir. Bu farkli
konsantrasyonlardaki etkin maddeli formiilasyonlarin stabilite degerleri dlciilerek en

ideal olan FVP-NL formiilasyonu i¢in %EE ¢alismasina gegilmistir.
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3.6. Nanolipozom Formiilasyonlarimin Karakterizasyon Calismalari

Hazirlanan bos ve FVP-NL’lerin karakterizasyonu; Partikiil Biyiikligii (PB),
Polidispersite indeksi (PDI) ve Zeta Potansiyeli (ZP) ile degerlendirilmistir. Ideal
formiilasyonun, etkin madde yiiklenmemis ve yiiksek %EE sahip olan formiilasyonlarinin
SEM goriintiileri ¢ekilerek morfolojik ag¢idan degerlendirilmistir. Sekil 3.2.’de verilen

Marvern Zetasizer cihasinda karakterizasyon ¢aligmalar1 ger¢eklesmistir.

Sekil 3. 2. a)Malvern Zetasizer Cihazi, b)ZP 6l¢limiinde kullanilan kiivetler

3.6.1. PB/ ZP / PDI Analizi ve Stabilite Calismalar:

Yapilan tez c¢alismasinda, Partikiil Biyiikligii (PB), hazirlanan nanolipozom
formiilasyonun viicut igerisinde pasif hedeflenebilmesi i¢in onemli bir parametredir. Ayn1
zamanda partikiil biiyiikliiklerinin homojen dagilmasi, biiyiikliiklerin birbirine yakin
degerde olmasi, caligmanin niteligini arttirmaktadir. Bu nedenle partikiillerin boyut
dagilimi ve homojenitesini belirleyen faktdr Polidispersite Indeksi (PDI) 6l¢iilmiistiir.
PDI degerinin 0.5’ten kiigiik olmasi farmakopilerde kabul gormektedir. Fakat ideal bir
nanoformiilasyonun PDI degeri 0.2°nin de altinda olmalidir. Formiilasyonun PB ve PDI

degerleri dinamik 151k sac¢ilimi yontemiyle 6l¢iilmiistiir.

Zeta Potansiyeli (ZP) ise partikiillerin iizerindeki yiikler sayesinde birbirleri ile olan itme
ve ¢ekme kuvvetlerinin olusturdugu gerilimdir. Bu degerin £30 mV degerde veya bu

degere yakin olmasi partikiillerin stabil oldugunun kanit1 olarak goriilmektedir.
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Formiilasyonlarin, PB, PDI ve ZP analizleri 6l¢iilmiistiir. 25 °C’de, detektore gelis agisi
173° olacak sekilde ve 3 ardisik tekrarli olarak yapilan Ol¢limler formiilasyonlar
yapildiktan hemen sonra, 1. hafta, 1., 3., ve 6. aylarinda tekrarlanmistir. Formiilasyonlar

1. hafta, 1., 3. ve 6. aylarindaki 6lglimleri sirasinda +4°C’de bekletilmistir.

3.6.2. Nanolipozomlarin Morfolojik incelenmesi

Tez kapsaminda hazirlanan nanolipozom formiilasyonlarinin, stabilite ¢alismalarinin
ardindan en ideal olarak segilen formiilasyonun etkin madde yiiklenmis ve yliklenmemis
hallerinin morfolojik incelenmesi Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) ile

incelenmistir.

3.7. Enkapsiilasyon Etkinligi Calismalari

Nanolipozomlarda, aktif bilesige bagli olarak EE farkli yontemler kullanilarak hesaplanir.
Bu yontemler arasinda UV-vis saptama, HPLC, GC, GC-MS gibi yontemler yer
almaktadir. Tez kapsaminda HPLC yontemi kullanilarak EE hesaplanmustir.

Nanolipozom formiilasyonuna yiiklenen FVP’nin EE’yi belirlemek amaciyla, daha
onceden stabilite dl¢limlerinde degerleri optimum olan ii¢ formiilasyon belirlenmistir. Bu
formiilasyonlar; Fosfolipon 90G lipit tiirevine, lipit:etkin madde miktar1 10:1, 10:2 ve

10:3 oranlarinda olan FVP-NL’lerdir.

% EE dolayli yoldan olgiilmiistiir. Bu calismada oncelikle ultrasantrifiij yontemi
kullanilmigtir. Bu amagla, nanolipozomlar 2 ml’lik ependorf tiiplere alinarak 20000 g
donme hizinda +4°C’de 1 saat santriflij edilmistir. Siipernanat faz alinarak viallere
konulmus ve daha 6nce valide edilen sartlar altinda HPLC cihacinda analiz edilmistir

[194].

%EE, pratik olarak bulunan etkin madde miktarnin, teorik olarak yiiklenen etkin
maddeden ¢ikartilarak toplam etkin maddeye boliiniip yiizde oraninin hesaplanmasi ile

belirlenmistir.

Enkasiil Etkinlizi(%) = Toplam etkin madde miktari — Yiiklenmemis etkin madde 100
nkapsilasyon Etkinligi(%) = Toplam etkin madde miktari x
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3.8. In vitro Sahim Cahsmasi ve Kinetik Degerlendirilmesi

Yapilan tez kapsaminda, FVP yiiklii NL, etkin madde yiiklenmemis NL, PBS ortaminda
hazirlanan ¢6zelti FVP ve ticari olarak kullanilan FVP’nin karsilagtirilmali salim profili
ve kinetiginin belirlenmesi i¢in diyaliz membran yontemi ile salim c¢alismalari
yapilmistir. Salim sonuglar1 0. Derece, 1. Derece. Higuchi ve Hixson Crowell ve

Langerbucher kinetik modellerine goére analiz edilmistir.

Yapilan calismada FVP-NL formiilasyonu olarak %EE en yiiksek ¢ikan formiilasyon
tercih edilmistir. Bos NL’ler hari¢ serbest ila¢ ve ticari FVP, FVP-NL sivi
formiilasyonundaki FVP konsantrasyonu (2.55 mM) dikkate alinarak aym
konsantrasyonlarda stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Serbest ilag 2 mg tartilarak Sml PBS
(pH=7.4)’de ¢oziilerek kullanildi. Ticari FVP tablet formunda oldugu i¢in 6ncelikle toz
haline getirildi ve 2mg ticari FVP 5 ml’de ¢ozdiiriilerek 2.55 mM’lik stok hazirlandi. Bu
calismada, 14.000 Da molekiil agirligindaki diyaliz membranlar kullanilmistir. Calisma
25 ml’lik beherlerde gerceklestirilmistir. FVP’nin  sulu ortamdaki diisiik
¢Oziinlirliiglinden dolay1 reseptor faz olarak 25 ml 70:30 oraninda PBS:EtOH karisimi
(pH:7.4) kullanilmistir. Daha onceden kesilen ve bir gece reseptor faz icinde bekletilen
membranlara 1’er mI’lik dondr faz yerlestirildikten sonra reseptdr faz igerisine konularak
37°C sicaklik ve 100 rpm karigtirma hizindaki su banyosuna yerlestirilmistir. 24 saat
boyunca reseptor fazdan belirli zaman araliklarinda (30 dk, 1,2,3,4,8 ve 24 sa) 1 ml 6rnek
alindi. Ayn1 hacimdeki taze reseptor faz alinan 6rnek yerine ilave edilmistir. Alinan
ornekler viallere konularak daha 6nce valide edilen sartlar altinda HPLC cihazinda analiz
edilmistir. Analiz sonuglar1 ile % salman FVP konsantrasyonlar1 zamana kars1 grafige
gecirilerek, kiimiilatif salim grafigi ¢izilmistir. Salim sonuglar ise; 0. Derece, 1. Derece,
Higuchi, Hixon-Crowell, Langenbucher kinetik modellere uygunluk agisindan

degerlendirilmistir. Salim ¢aligmalari alt1 (n=6) tekrar olarak yapilmuistir.
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Sekil 3. 3. In-vitro salim deneyi diizenegi a) Serbest FVP ve Ticari FVP, b) FVP-NL
formiilasyonlari

3.9. Faranz Difiizyon Hiicreleri ile Difiizyon Calismalar:

Difiizyon membran g¢alismasinin ardinda, FVP-NL (n=6), etkin madde icermeyen NL
(n=6), FVP etkin madde ¢o6zeltisi (n=6) ve ticari olarak kullanilan FVP maddesinin (n=6)
difiizyon ¢aligsmalari karsilagtirmali olarak yapildi. Calisma Franz Diflizyon hiicrelerinde
(0.63 cm? alan ve ~5 mL hacim) gerceklesmistir. Biitiin ¢ozeltiler ayn1 FVP-NL ile ayn
konsantrasyonda (2.55 mM) hazirlandi. Toz haline getirilen ticari FVP ve serbest ilag
PBS (PBS) ortaminda ¢oziildii. Reseptor faz olarak 70:30 oraninda PBS (pH:7.4)
kullanild1 ve ara bariyer olarak selilloz membran yerlestirildi. Formiilasyonlar 1ml olarak
Franz Difiizyon hiicrelerinin donér kismina konuldu ve franz difiizyon hiicreleri 37°C su
banyosunda 100 rpm’de karistirildi. Belirli zaman araliklarinda (15 dk, 30 dk, 1,2,3,4,8
ve 24 sa), reseptor fazdan 1 ml 6rnek alindi ve yerine taze reseptor faz eklendi. Alinan
ornekler viallere konularak daha 6nce valide edilen sartlar altinda HPLC cihazinda analiz

edildi ve sonuglar degerlendirildi.
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Sekil 3. 4. a) Diflizyon ¢alismasi deney diizenegi b)Calismada kullanilan Franz Cell
hiicreler

3.10. Nanolipozom Formiilasyonlarimin Hiicre Canhihg: Uzerine Etkisi

Serbest ila¢ (FVP), bos nanolipozom (NL) ve ilag yiikli nanolipozom (NL-FVP)
formiilasyonlarinin  hiicre  canliligi  lizerine etkisinin degerlendirilmesi i¢in
laboratuvarimizda rutin olarak yapilan MTT analizi kullanilmistir. FVP, NL ve NL-
FVP’nin hiicre tipine bagl olarak hiicre canlilig1 lizerine etkisinin test edilmesi amactyla
fare deri fibroblast hiicreleri (L-929) ve Afrika yesil maymun bobrek epitel hiicreleri olan
Vero E6 hiicre hatlar1 kullanilmigtir. Yani sira hiicre canliliginin  uygulanan
konsantrasyonuna bagli olarak degisip degismediginin tespit edilmesi i¢in 0.625 — 50 mM
(FVP konsantrasyonu) araliginda artan konsantrasyonlar ¢alismaya dahil edilmistir.
Hiicre canliliginin tespit edilmesi amaciyla hiicreleri kuyucuk basina 1.10* hiicre gelecek
sekilde dagitilmis ve 24 saat tutunmalar1 beklenmistir. 24 saat sonra hiicreler 0.625 — 50
mM ilag bulunan FVP, NL ve FVP-NL soliisyonlarina maruz birakilmistir (n=6). 24 saat
sonra MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide)) yapilarak
hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Bu amacla hiicreler iizerindeki ortam bilesiminde 5
mg/mL MTT bulunan ortam ile degistirilerek 4 saat normal hiicre kiiltiir kosullarinda
inkiibe edilmistir. 4 saat sonunda olusan formazan kristalleri DMSO ile ¢ozdiiriilmiis ve
570 nm’de absorbans 6l¢liimii yapilmistir. Negatif kontrol grubu olarak %10 FBS iceren
DMEM, pozitif kontrol grubu olarak %10 DMSO i¢eren DMEM kullanilmistir. Negatif

kontrol grubuna gore % hiicre canliligi hesaplanarak grafige gecirilmistir.

45



3.11. Antiviral Aktivite Testi

Hazirlanan NL-FVP formiilasyonunun salim, difiizyon ve in vitro sitotoksisite
caligmalarinin  ardindan, formiilasyonun SARS-CoV-2 {izerindeki etkinliginin
belirlenmesi amaciyla antiviral aktivite testi yapilmistir. Seliem ve ark. yaptiklar
calismada, serbest FVP ¢ozeltisinin SARS-CoV-2 ile muamele edilmis Vero E6 hiicre
hatt1 tizerindeki viral inhibisyon degerinin IC50=0.477 mM oldugu bulunmustur [196].

Aragtirma kapsaminda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim dali
laboratuvarlarinda izole edilen yerel SARS-CoV-2 susu olan Ank-1 izolati kullanildi. Bu
viriis Vero E6 hiicrelerinde iiretildi. Enfektif viriisle yapilan tiim ¢alismalar Seviye 3

Biyogiivenlik Laboratuvarinda (BSL-3) gerceklestirildi.

Yapilan tez kapsaminda, NL-FVP formiilasyonu 1 sa 20000 g’ de santrifiij edilerek
enkapsiile olmayan siipernatant kismi atildi. %76,50 EE’ne sahip pellet kismi 7ml
DMEM’de c¢ozdiiriiliip iki katli sulandirma yapilarak 5.528 mM’lik stok c¢ozelti
hazirlandi. Daha sonra 5.528, 2.764, 1.382, 0.691, 0.3466 ve 0.1728 mM
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmasi amaci ile 2 katli sulandirma yapildi. Her bir
sulandirma i¢in 4 tekrar ¢alisildi. 24 g6zIii tablette tek tabaka olacak sekilde iiretilen Vero
E6 (ATCC: CRL-158) hiicreleri tizerine 100 uL hacimde olacak sekilde konuldu.
Enkapsiile edilmeyen NL’lar i¢in de ayn1 prosediir uygulandi. Serbest ilag FVP kontrolii
icin de, FVP-NL konsantrasyondaki degerlere esit gelecek sekilde 6 mg FVP/7ml
DMEM’de ¢ozdiriiliip 0.22 pm membran filtreden gegirilerek filtre edildi ve iki kat
seyreltme yapilarak hazirlandi. Her konsantrasyondan FVP-NL’de oldugu gibi 4 tablet
goziindeki Vero E6 hiicreleri iizerine 100 pL hacminde olacak sekilde konuldu. Test
tableti 37°C inkiibatorde 1 sa bekletildi. Siire sonunda 100 POU/ml olacak sekilde
sulantirilan SARS-CoV-2 Ankl (1/10000) yerel izolat1 esit hacimde (100 uL) olacak
sekilde tablet gozlerine konuldu ve tablet tekrar 37°C’de 1 sa inkiibe edildi. Siire sonunda
test tabletlerinde kullanilan tiim gozlere %1,6 karboksimetilseliiloz (CMC) ilave edilerek,
tabletler 96 sa siiresince inkubasyona birakildi. Inkubasyon siiresince tabletler invert
mikroskopta yapilan giinliik kontrollere tabi tutuldu ve SARS-CoV-2’nin sitopatik etkisi
(cpe) yoniinden degerlendirildi. Inkiibasyonun baslangicindan itibaren 96 sa sonunda
tablet gozlerindeki tiim hiicreler Formaldehit/gluteraldehit karigimi ile fikze edildi.
Bundan sonra tablet gozleri kristal viyole (etanolde %0,075) ile boyanarak, kontrol ve

test gozlerindeki plaklar sayildi.
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3.11.1. Antiviral Aktivitenin Degerlendirmesi

FVP ve FVP-NL ait IC50 degerleri Prism v8 (GraphPad, USA) yazilimi kullanilarak
hesaplandi. FVP ve FVP-NL sulandirmalarindan ile inkiibe edilen viriislerin 96 saat
sonunda olusturduklar plaklar sayilarak kaydedildi. Elde edilen bu plak sayilari Prism
arayiiziine girildikten sonra, dnce transforme ve sonrasinda normalize edildi. Normalize
edilen veriler “log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope” parametresi ile
ICs0 degerlerinin hesaplanmasi amaciyla analiz edildi. Analiz sonrasi her iki FVP formu

icin hesaplanan “Best Fit” 1Csq (her iki form i¢in R2 degerleri 0.99) degerleri kaydedildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Etkin Madde FVP’nin Fizikokimyasal Analiz Sonuclar:

Yapilan tez kapsaminda etkin madde FVP’nin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
ve c¢alismalara bu veriler dogrultusunda devam edilmesi amaciyla FTIR, UV ve DSC

spektrumlar1 yapilmistir. Calisma sonuglart sirasi ile asagida verilmistir.

4.1.1. FVP’nin FTIR Spektrum Sonuclan

FVP’nin FTIR spektrumu, 4000-400 cm™ dalga boylar1 arasinda alimus ve Sekil 4.1.’de
gdsterilmistir. 1659.17, 1259.51 ve 1178.64 cm™’ deki gerilme kuvvetleri sirasi ile C=0,
CF ve C-OH gerilme karakteristigidir. NH gruplarinin esnemesi ise 3340.52 ve 3203.11
cm! de gozlenmistir. Bu degerler literatiirde verilen FVP FTIR karakteristigi ile
uyumludur [197].
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Sekil 4. 1. FVP’nin FTIR spektrumu

4.1.2. UV Spektrum Sonuclari

Yapilan UV spektrum calismasinda FVP’nin 323 nm’ de en yiiksek pik gosterdigi
bulunmustur. Maksimum dalga boyu olarak saptanan bu deger Bulduk ve ark.’larinin
calismasi ile uyumlu bulunmustur [198]. Ayrica miktar tayini ¢alismalarinda kullanilacak

HPLC yonteminde FVP’nin analizi 323 nm’de yapilacaktir.
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Sekil 4. 2. FVP’nin UV spektrumu

4.1.3. DSC Analiz Sonuclari

FVP lle yapilan DSC analizi ¢alismasi Sonucunda, Sekil 4.3.’de goriildiigii gibi erime
derecesi 193.82°C olarak bulunmustur. Bu deger literatiirler ile uyumludur [199].

Instrument: DSC Q100 V9.9 Build 303

) )

Heat Flow (W/g)

| 19382°C

T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250
Exo Up Temperature (°C) Universal V4 54 TA Instruments

Sekil 4. 3. FVP’nin DSC spektrumu
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4.2. Analitik Yontem Validasyon Sonuclar:

Tez calismasi kapsaminda yapilan analitik yontem validasyon g¢alismasi sonucunda
yontemin; 6zgiilliikk ve secicilik, dogrusallik, aralik, duyarlilik, LOD, LOQ, dogruluk-
kesinlik ve kararlilik-stabilite verileri degerlendirilmis olup sonuglar sirasi ile asagida

tartisilmastir.

4.2.1. Ozgiinliik ve Secicilik

Yapilan 6zgiinliik calismasinda elde edilen kramotogramlar karsilastirilmis ve belirlenen

validasyon yonteminin FVP analizi i¢in 6zgiin oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 4. Analiz edilen kramotogram a) Etken madde igermeyen nanolipozom
formiilasyonu (plesebo) b) 10 ppm standart ¢ozelti c) Etken madde yiiklii nanolipozom
formiilasyonu

4.2.2. Dogrusalhk

Dogrusallik analizi i¢in belirtilen konsantrasyonlara karst egri altinda kalan alan igin
kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Cizilen kalibrasyon dogrusuna gore yontemin dogrusal

oldugu sonucuna ulasiimistir. (R?=0,9999)
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Sekil 4. 5. Kalibrasyon egrisi (n=3)

4.2.3. Aralik

FVP-NL formiilasyonu ¢aligmalar1 dogrusallik grafigi araliginda ¢alisilacaktir.

4.2.4. Duyarhhk

4.2.4.1. Gozlenebilme ve Tayin Alt Sinir1 (LOD ve LOQ)

Yapilan validasyon c¢aligmasinda tespit edilen sinyal/giiriiltii orani (signal/noise)
hesaplanarak bulunan Gozlenebilme Sinir1 (LOD) 0,15 pg/ml ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)
0,50 pg/ml olarak bulunmustur. (n=3)

4.2.5. Dogruluk ve Kesinlik

Giin i¢i ve giinler aras1 yapilan dogruluk ve kesinlik testi sonucunda hesaplanan %BSS
ve %VK degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu degerler belirtilen derisimlere karsilik
gelen pik alanlar1 dogrusallik egrisinde yerine konularak bulunan denklemde ¢ikan

derisimlerin % VK ve %BSS’s1 hesaplanarak bulunmustur.
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Cizelge 4. 1. Belirtilen konsantrasyonlarin % VK ve %BSS degerleri

Giin I¢i Analizler (n=3) Giinler Aras1 Analizler (n=3)
Derisim Dogruluk Kesinlik Dogruluk Kesinlik
(ng/ml) (%VK) (%BSS) (%VK) (%BSS)
0,5 -1,55 1,30 -1,67 1,45
1 1,14 1,56 -1,44 1,47
5 -1,65 1,53 1,65 2,23
30 0,28 1,77 0,42 0,40

Tabloda hesaplanan verilere bakildiginda giin i¢i ve giinler arast %BSS ve %VK
degerlerinin %2 nin altinda oldugu goriilmiis ve yontemin dogru ve kesin oldugu kanisina

vartlmistir [200].

Yapilan enjeksiyon tekrarlanabilirligi analizi sonucunda, alikonma zamani ve bu zamana

karsilik gelen pik alani degerleri Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4. 2. 5 ppm’de tekrarlanan enjeksiyonlarin alikonma zamani ve pik alanlar

Enjeksiyon-1 | 3,115 140 389
Enjeksiyon-2 | 3,115 141 631
Enjeksiyon-3 | 3,119 142 838
Enjeksiyon-4 | 3,131 142 628
Enjeksiyon-5 | 3,114 142 995
Enjeksiyon-6 | 3,120 141 243
Enjeksiyon-7 | 3,136 143 906
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Enjeksiyon-8 | 3,205 143 598

Ortalama 3,130 142 400
Std. Sapma | 0,03 1,21
%BSS 0,98 0,85

Bu verilerin %BSS degerinin %2’nin altinda olmasi yontemin kesinligini destekler

niteliktedir.

4.2.6. Kararhlik (Stabilite)

Yapilan oto 6rnekleyici kararlilik testi sonucunda altinct saatin sonunda % Geri Kazanim
99,26 olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak FVP’nin alt1 saat boyunca oto ornekleyicide

kararl1 oldugu goriilmiistiir. (n=3)

4.3. Formiilasyon Optimizasyon Calismalar: Sonuglari

Yapilan tez kapsaminda en ideal formiilasyonu elde etmek i¢in Oncelikle farkli lipit
tirevleri (L-a-Fosfatidilkolin, Lipoid S 100, DPPC ve Forfolipon 90 G) ve bu lipitler ile
farkli organik fazlarda (EtOH ve Kloroform) hazirlanan etkin madde yiiklenmemis ve 10
mg FVP-NL formiilasyonlar1 denenmistir. Bu parametrelerin formiilasyon karakteristigi
lizerindeki etkileri belirlenmistir. ideal kazrterizasyona sahip formiilasyon ile farkl
konsantrasyonlardaki FVP-NL’ler hazirlanmis ve karakterizasyon parametrisi en ideal

olan ii¢ formiilasyon ile EE ¢alismasina gegilmistir.

4.3.1. Farkh Lipit Yapilarinin Etkisinin Degerlendirilmesi

Tez kapsamin kullanilan L-a-Fosfatidilkolin, Lipoid S 100, DPPC ve Forfolipon 90 G

lipitleri ile hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonu Cizelge 4.3.’te yer almaktadir.

53



Cizelge 4. 3. Farkli lipit tiirevlerinin karakterizasyona etkisi

L-o-Fosfatidilkolin:CH 112.8+1.59 33.9+1.0 0.265+0.006
DPPC:CH 169.8+1.986 42.1+£3.03 0.604+0.04

Lipoid S100:CH 143.943.585 36.1£1.56 0.411£0.018
Fosfolipon 90G:CH 120.6+4.378 30.6+1.48 0.280+0.038

Cizelgede goriildiigi gibi ZP degeri (30.6+1.48) literatiir verilerine en uygun olan lipit
tirevi olarak Fosfolipon 90 G ‘dir [194]. Bu formiilasyonun PDI degerinden de
anlasilacag tizere (0.280+0.038) homojen oldugu ve boyut olarak da istenilen boyutta
(120.6+4.378) oldugu goriilmistiir. Calismanin FVP yiiklenmis formiilasyonlarinin etkin
madde yiiklenmemis formiilasyon ile karsilastirilmast ve degerlendirilmesi ise ¢izelge

4.4 ’te verilmistir.

Cizelge 4. 4. Farkl lipit tiirevlerinde FVP yliklenmemis ve FVP-NL’ler

(nnl:))?ort. ZP (mV) (ort. PDI (ort. PB(nm) (ort. ZP (nV) (ort. PDI (ort.
+55%) £SS%) £55%) +55%) £55%) £S5%)
Lgin | 11285159 339210 0.265£0.006 | 145.049.591 23.11.37 0.3680.067
Lhafta |60 0% | 3234127 0.42420.007 | 153.941.069 27.0£1.79 0.428+0.025
Lay e PR S EE 0.277+0.006 | 110.10.90 24241.42 0.274+0.006
3.4y op 0% 9.9340.501 0.162+0.001 | 99.96:+0.592 12.740.681 0.218£0.013
!‘é‘,ﬁFC Gay | 09323935 |469:0421 0.51040.034 | 597.1427.87 6.58+0.555 0.45820.078
| giin é69'8il'98 42.1£3.03 0.60420.04 | 184.5:83 32.240.666 0.489£0.069
Lhafta | 16615150 | 36.3£1.02 0.450£0.010 | 123.044.537 30.0+1.136 0.298+0.031
Lay 32534100 1139 740 608 0.419£0.007 | 118.040.801 31.9£0.971 0.2780.011
34y § 034132 g 14131 0.385£0.01 | 117.5+2.346 27.6+1.28 0.2810.034
DPPC:
o Gay | 15923550 |19.5:0854 0.585:0.009 | 114.6:1.650 18.4:1.45 0.31940.012
1 giin B8 3614156 0.41120.018 | 144.4+1.986 30.1+1.03 0.40240.010
Lhafta | 63 0% | 3245105 0.418£0.007 | 135.8+1308 31.742.05 0.377+0.004
Lipoid | 1.4y }191)9'710'98 27.441.23 0.270£0.006 | 114.5+1.493 25.6£0.688 0.254+0.004
3100:0 3.4y éég“io"‘ 16.4+1.41 0.257£0.005 | 109.7:0.289 15.3+0.603 0.238+0.010
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6.2y 13665559 | g 47200513 0.36240.027 | 125.341.562 9.66+0.729 0.22240.004
| gin §2065437 1 30.601.48 0.2800.038 | 139.043.612 25240.61 0.19840.017
135.9%3.50 | 31 40+1.40 0.400£0.007 | 148.6:4.015 24.840.954 0.257+0.005
1.hafta | 2
Lay ;”'&3'25 26,3190 0.257£0.007 | 131.6:0.839 18.541.21 0.263£0.010
Fosfolip | 3.ay OB g0 801 22 0.243£0.006 | 145.743.012 15.6+1.12 0.29540.030
on 2167214
S0G:CH | 6ay |6 10,140,444 0.4270.056 | 170.8+4.128 1034132 0.36540.034

Tiim bu calismalarda organik faz olarak kloroform kullanilmistir. Alt1 aylik stabilite
degerleri karsilastirildiginda Fosfolipon 90 G lipitteki verilerin daha stabil oldugu

gorilmiustir.

4.3.2. Farkh Organik Fazlarin Formiilasyona Etkisi

Tez kapsaminda kullanilmak iizere etanol ve kloroform olarak iki farkli organik faz
belirlenmistir. Bu organik fazlarda daha onceden belirlenen lipitlerin etkin madde
nanolipozomlart  hazirlanmistir.  Hazirlanan

yiikklenmemis nanolipozomlarin

karakterizasyon o6zellikleri asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 4. 5. EtOH’ 1n karakterizasyona etkisi

|giin | 280.5+12.04 -22.6+0.306 0.925+0.087
1 hafta |209.114.42 -21.8+0.959 0.698+0.168
Lay 169.6+3.443 -18.0+0.709 0.553+0.014
3.ay 210.8+13.77 -19.3+0.643 0.815+0.055
L-a-Fosfatidilkolin:CH | 6.ay [ ¢okme ¢okme ¢okme
1.giin 1626+220.9 -1.87+0.646 0.993+0.012
1 hafta | 1917+183.4 -8.55+0.101 0.872+0.159
lay | 2607217.9 3.26+0.205 0.573+0.169
3.ay 3286+478.8 -0.994+0.108 0.780+0.262
DPPC:CH pay |6333+573.5 0.352:0.040 9.17+0.980
1.giin 378.2+8.581 -18.4+£0.321 0.546+0.015
1 hafta | 359-0+5.201 -14.8+0.115 0.582+0.008
Lay 359.249.551 -16.1£0.231 0.539+0.022
Lipoid S100:CH 3.ay 734.1+43.38 -15.7+0.709 1.000
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6.ay ¢Okme ¢okme ¢okme

1.giin 201.6£12.76 -21.1£1.04 0.532+0.048

1.hafta | 250+13.21 -15.2+0.87 0.654+0.023

lay | 514124 -9.4+0.012 0.765+0.011

3ay |675%147 -2.140.010 1.0
Fosfolipon 90G:CH | 6.ay | ¢Okme ¢okme ¢okme

Yapilan alt1 aylik karakterizasyon c¢alismasinda, etanol ile hazirlanan FVP yiliklenmemis
formiilasyonlarin PB’leri istenilen biiylikliikten daha yiiksek, PDI degerleri ise 0.5’ten
daha biiyiiktiir. PDI degerinin 0.5’ten biiyiik olmas1 molekiillerin homojen biiytikliikte

1313

olmadigin1 gostermektedir. ZP degerinin cikmasi kullanilan alkol solventinin
nanolipozom yiizeyindeki modifikasyonuna atfedilmektedir. Manca ve ark. yaptigi
calismada hazirlanan nanolipozom formiilasyonlarinin PBS ile seyreltilerek tekrar ZP

olgtildiigiinde ZP degerinin 0 veya 0’a yakin degerlere diistiigii goriilmiistiir [201].

Cizelge 4. 6. Kloroformun karakterizasyona etkisi
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Laiin | 112:851.59 33.9+1.0 0.265:0.006
Lhafta | 139-4£0.929 32.3+1.27 0.424+0.007
lay 111.4+1.168 23.8+1.33 0.277:0.006
3.ay 117.240.5508 9.93+0.501 0.162:0.001

L-o-Fosfatidilkolin:CH 6.2y 693439.35 4.69+0.421 0.510+0.034
Lain | 169-8+1.986 42.123.03 0.6040.04
Lhafta | 166.1£1.50 36.3%1.02 0.450+0.010
1ay 155.3+1.002 32.740.608 0.4190.007
3.ay 149.3+1.328 28.1+1.31 0.385+0.01

DPPC-CH 6.2y 15943.550 19.50.854 0.585:0.009
laiin | 143.9+3.585 36.1+1.56 0.411x0.018
Lhafta | 143.0+0.8963 32.4+1.05 0.4180.007
1ay 119.7+0.9849 27.4+1.23 0.270:0.006
3.ay 112.13+0.4359 16.4+1.41 0.2570.005

Lipoid S100:CH 6.2y 156.6+5.597 8.47+0.0513 0.3620.027
lgiin | 1206+4.378 30.6+1.48 0.2800.038
Lhafta | 135943502 31.40£1.40 0.260:0.007
1ay 111.5+3.252 26.3190 0.2570.007

Fosfolipon 90G:CH 3.y 108.11.044 20.8+1.22 0.2430.006




6ay | 21672146 10.120.444 0.4270.056

Kloroform organik fazinda hazirlanan nanolipozom formiilasyonlarinda PB’leri istenilen
degerlerdedir. PDI degerlerinin ise 0.5’ten kiiglik olmasi partikiillerin EtOH’de
hazirlanan partikiillerden daha homojen dagildiginin gostergesidir. Fosfolipon 90 G ile
hazirlanan nanolipozomlarin PB, PDI ve ZP degerleri ilk ii¢ ay stabilitesini korumakta ve

diger lipid ¢esitlerine gére homojenitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. +4°C’de 6

ayin sonunda ZP degerlerindeki degisim stabilitenin azalmaya bagladiginin géstergesidir.

Sekil 4. 6. Fosfolipon 90 G ile hazirlanan FVP nanolipozom formiilasyonu boyut
dagilim1

Farkli lipid tiirevleri ve organik fazda hazirlanan nanolipozom formiilasyonlar
degerlendirildiginde en ideal formiilasyonun klorofomdaki Fosfolipon 90G lipitine ait
oldugu sonucuna varilmistir. Bundan sonraki g¢aligmalarda kloroformda hazirlanan

Fosfolipon 90 G formiilasyonu kullanilacaktir.

4.3.3. Farkh Konsantrasyonlardaki FVP’nin Formiilasyon Karakterizasyona Etkisi

Fosfolipon 90 G ve FVP ile yapilan karakterizasyon ¢aligmalarinda 10:1, 10:2 ve 10:3
kiitle  oranlarinda  Fosfolipon  90G:FVP  konsantrasyonundaki  nanolipozom
formiilasyonlarinin daha stabil degerlerde oldugu 6 aylik Ol¢iimler sonucunda
bulunmustur. PB ve PDI degerlerindeki degisimler arasinda anlamli bir fark goriilemez
iken ZP’deki degisim 6 ayin sonunda stabilitesini kaybetmeye basladiginin gostergesi

olarak diistiniilmektedir.
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Cizelge 4. 7. Farkli konsantrasyonlarin karakterizasyona etKisi

Zama PB (nm)(ort. ZP (mV) (ort. PDI (ort.
Fosfolipon 90G:FVP Konsantrasyonlari n +SS*) +SS*) +SS*)
1.giin 136.4+1.361 24.2+1.84 0.331+0.034
1.hafta | 122.5+3.504 22.9+1.56 0.241+0005
lay 115.2+2.138 19.8+*.907 0.250+0.005
3.ay 120.6+5.056 11.0+£0.603 0.243+0.001
1:1 (50mg:50mg) Fosfolipon 90G:FVP | 6.ay 251.7+2.868 7.65+0.660 0.474+0.054
l.glin | 128.5+1.405 35.6+1.45 0.271+0.005
1.hafta | 131.8+1.589 34.6+1.81 0.280+0.008
lay 126.4+0.866 35.8+1.01 0.267+0.011
3.ay 121.5+4.167 24.6+1.00 0.2724+0.003
10:1 (50 mg:5mg)Fosfolipon 90G:FVP | 6.ay 128.9+1.504 14.6+0.608 0.386+0.004
1.giin 139.0+3.612 25.24+0.61 0.198+0.017
1.hafta | 148.6+4.015 24.8+0.954 0.2574+0.005
lay 131.6+0.839 18.5+1.21 0.263+0.010
3.ay 145.7£3.012 15.6+1.12 0.295+0.030
10:2 (50 mg:10mg)Fosfolipon 90G:FVP |6.ay | 170.8+4.128 10.3+1.32 0.365+0.034
1.giin 137.4+1.365 33.1+1.69 0.2660.007
1.hafta | 134.9£1.779 30.4+1.47 0.262+0.016
lay |132:6£1.656 30.6+1.56 0.2370.004
3.y 119.3+0.1737 20.9+0.917 0.321+0.048
10:3 (50 mg:15 mg) Fosfolipon 90G:FVP | 6.ay | 134.243.323 12.740.99 0.388+0.040
l.glin | 118.0+0.900 41.4+1.44 0.275+0.005
1.hafta | 116.6+1.779 39.6+1.80 0.283+0.003
lay 118.2+3.235 40.5+1.53 0.270+0.003
3.ay 116.6+£0.231 34.8+1.10 0.272+0.001
20:1 (50 mg:2.5 mg)Fosfolipon 90G:FVP | 6.ay 116.4+3.876 20.2+1.40 0.280+0.007

Bir sonraki c¢alisma olan %EE’nin belirlenmesinde kiitlesel olarak 10:1, 10:2 ve 10:3

oranlarindaki Fosfolipon 90G:FVP formiilasyonlar1 kullanilacaktir.
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4.3.4. SEM Analiz Sonuclari

Gelistirilen nanolipozomlarin partikiil boyutunun ve seklinin incelenmesi i¢in Taramali

Elektron Mikroskobu (SEM) calismalar1 gergeklestirilmistir.

SEM goriintiileri, soya-fosfatidilkolin bazli nanolipozomlarin diizgiin yiizeyli ve kiiresel

yapida olduklarini gostermistir.

SEM MAG: 13.0 kx Det: In-Beam SE | {

WO: 470 mm SEMMV: 00KV Sum
View fieéd: 16.0 pm Scan speed: 5

Sekil 4. 7. a)FVP-NL, b) Bos numunelerine ait SEM goriintiileri

4.4. %EE’nin Belirlenmesi

Dolayli yontem kullanilarak yapilan EE calismasinda farkli konsantrasyonlardaki
Fosfolipon 90G:FVP fosmiilasyonlarindan 10:1, 10:2, 10:3 Lipit:FVP formiilasyonlarinin
stabilitelerindeki kararliliklarindan dolayr bu ii¢ formiilasyon ile EE c¢alismast
gerceklestirilmistir. HPLC yontemi ile enkapsiile olmayan ilag miktar1 belirlenerek daha

once verilen formiilde yerine yazilmis ve %EE bulunmustur.

Cizelge 4. 8. Farkli konsatrasyondaki formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri

10:1 (50 mg:5mg)Fosfolipon 90G:FVP 72.75
10:2 (50 mg:10mg)Fosfolipon 90G:FVP 76.50
10:3 (50 mg:15 mg) Fosfolipon 90G:FVP 75.15

Yapilan tez ¢alismasinda %EE degerinin en yiiksek oldugu ve stabilitesini neredeyse 6
aya kadar korumasi sebebi ile 10:2 Fosfolipon 90 G:FVP formiilasyonu ile ¢alismalara

devam edilmistir.
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4.5. In vitro Salim Calismasi Sonuclari

Diyaliz membran yontemi ile yapilan ve kiimiilatif olarak degerlendirilen in-vitro salim
calismalar1 sonucunda, kontrol grubu olan etkin madde ¢6zeltisi (FVP) ile 1. saatin
sonunda ilacin tamaminin saliverildigi gézlenmistir. Siispande haldeki ticari form ise 0.5.

saatte yaklasik %70, 1. Saatin sonunda ise yaklasik %95 bir salim profili gostermistir.

120
100 N
¢ *
80
E
& 60
X
40
20 —=xTicari form
—+FVP
—e-FVP-NL
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Zaman (saat)

Sekil 4. 8. FVP Cozeltisi, FVP’nin ticari formu ve FVP-NL formiilasyonlarinin salim
profilleri

Nanolipozom formiilasyonu (FVP-NL) i¢in baslangicta ani salim etkisi goriilmiis olup
(0.5. saat sonunda yaklasik %45 salim), daha sonra sabit bir seviyede siirekli salim profili
elde edilmistir. Bu formiilasyon ile 1. saatin sonunda %52.72 salim ger¢eklesmistir
(p<0.05). ilk basta gdzlenen ani ilag salim1, nanolipozomun cekirdek/geper yapisinda yer
alan etkin maddeye dayandirilmistir. Tlacin lipit tabakalardan sizma seklinde ceperden
gerceklesen salimi sonucu ani salim etkisi gézlenmistir. Daha sonra salimin yavaslamasi

cekirdek kisminda enkapsiile olan ilacin saliverilmesine dayandirilmistir.
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Kinetik degerlendirmeler kapsaminda ise, nanolipozom formiilasyonlarindan etkin
madde saliminin uyum sagladigr mekanizmalari belirlemek amaciyla salim sonuglarina
bes farkli kinetik model (Sifirinci derece, Birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell ve

Langenbucher) uygulanmis ve k/r? (salim hiz sabiti/determinasyon katsayisi) degerleri,

Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4. 9. Nanolipozom formiilasyonunun in-vitro salim hizi kinetik verileri

k | 3.9553 -0.0797 | 1.5319 | 0.0975 0.0342
Lipo-FVP

r? | 0.7099 0.6194 0.7167 | 0.6163 0.9248

4.6. Difiizyon Calismasi Sonuclari

Franz difiizyon ¢alismasi sonucunda, 1. saatin sonunda FVP serbest ilag, ticari preparat
ve nanolipozom formiilasyonlarindan sirasiyla 98.87+1.78 ug/cm?, 75.008+2.56 ng/cm?
ve 56.026+0.85 ng/cm? miktarda etkin madde difiize olmustur.

250
—~ 200 _Jf
o~
5
Ei
= 150
=
e
g
§ 100
[=]
Q
N
=
A 50 —4+FVP
—-FVP-NL
=¥ Ticari form
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Zaman (saat)

Sekil 4. 9. FVP Cozeltisi, FVP’nin ticari formu ve FVP-NL formiilasyonlarinin
difiizyon c¢aligmasi profilleri
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3. saatin sonunda etkin madde ve ticari preparat i¢indeki ilacin tamami difiize olmasina
ragmen (yaklasik 200 pg/cm?), nanolipozom formiilasyonu ile 24. saatin sonunda
difiizyon tamamlanmistir. Hazirlamis oldugumuz nanolipozom formiilasyonu, ticari iiriin

preparatina gore kontrollii ve uzun stireli bir difiizyon profili gdstermistir.

4.7. In vitro Hiicre Canlihig1 Analizi Sonuclar:

In vitro hiicre canliligi i¢in ¢alismasinda 1.929 ve Vero E6 hiicrelerinde MTT analizi
gerceklestirilmistir. Bu calismada kullanilana 1.929 fare fibroblast hiicreleri olup MTT
analizinde sik kullanilan bir hiicre hattidir. Vero E6 ise maymun bobrek epitel hiicresidir.
Vero E6 hiicrelerinde yapilan antiviral aktivite ¢caligmalar1 bu hiicrelerde eksprese edilen

TMPRSS2 enziminin  SARS-CoV-2 viriislerinin konaga girisini kolaylagtidigina
dayandirilmaktadir.

>

Hiicre Canhilg (%)
@
3

FLE PSP

Pt

FVP Konsantrasyoenu (mM)

Sekil 4. 10.A)Cozelti FVP, B)FVP yiiklenmemis NL, C) FVP-NL formulasyonlarinin
L929 hiicre hattindaki MTT analiz sonuglari

62



Yapilan MTT analizi ¢alismamizda; FVP ¢ozeltisinin 1929 fare fibroblast hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkinin CCs0=20 mM oldugu goriilmektedir. FVP-NL ve Bos NL

formiilasyonlarinin uygulanmasinda ise herhangi bir sitotoksik etki gdzlenmemis olup

L929 fare fibroblast hiicrelerinin canliligin1 korudugu goriilmistir.

Sekil 4. 11. Nanolipozom partikiillerinin L929 hiicrelerine tutunumu a) Bog NL
partikiillerinin hiicrelere uygulanmasi b) FVP-NL formiilasyonunun hiicrelere uygulanmasi

Sekilde gortldigl iizere nanolipozom formiilasyonlar1 1929 hiicrelerine tutunum

saglamistir. Bu durum hazirlanan partikiillerin biyouyumlu oldugunun gostergesidir.

A 120

Hiicre Canliign (%)
2
=

SEEE S e

FLd

Hiicre Canlihdi (%)
c3B8BE823888

FEF PSS

Hiicre Canhihg (%)
2
2

O S L
« <

FVP Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4. 12.A)Cozelti FVP, B)FVP yiiklenmemis NL, C) FVP-NL
formulasyonlarinin Vero E6 hiicre hattindaki MTT analiz sonuglari
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Vero E6 hiicreleri ilizerinde yapilan MTT analizinde ise FVP c¢ozeltisinin hiicreler
tizerindeki sitotoksik etkinin (CCsp) yaklasik 30 mM oldugu goriilmektedir. Israa ve ark.
yapmis oldugu ¢alismada bu degerin 5.262 mM oldugu goriilmiistiir [196]. Bu farkliligin
laboratuvarimizda kullanilan hiicre hattinin biiyiik pasaj numarasindan dolay1 (pasan
no:17) hiicrelerin modifikasyona ugradigindan dolayr meydana geldigini diistinmekteyiz.
Etkin madde yiiklenmemis NL formiilasyonlarinin Vero E6 hiicreleri tizerindeki etkisi ise
su sekildedir: 30 mM yiikledigimiz FVP-NL formulasyonuna karsilik gelen bos NL
formulasyonunun uygulandigi Vero E6 hiicrelerinde %70’lik bir hiicre canliligi
goriilmektedir. Ortamda yiiksek konsantrasyonda NL partikiiliiniin hiicre membranina
tutunmas: membran biitiinliigiinii bozabilmektedir. Yiiksek NL konsantrasyonina bagl
olarak hiicrelerin strese girerek 6lmesi bu durumu net bir sekilde agiklamaktadir. FVP-
NL formulasyonu daha oncede belirtildigi lizere L929 hiicre hattinda sitotoksik etki
gostermezken, 10 mM konsantrasyondaki FVP-NL formiilasyonu uygulanan Vero E6
hiicre hattinda, hiicre canlilig1 %74 olarak goriilmiistiir. FVP-NL formiilasyonu ile serbest
FVP etkin maddesi kiyaslandiginda ise FVP-NL formiilasyonunun Vero E6 hiicrelerinde
daha az toksik oldugu goriilmiistiir. Bu durum amacimiza uygun bir formiilasyon

tretebildigimizin kanit1 olarak goriilmektedir.

4.8. Antiviral Aktivite Sonuclari

Yapilan tez kapsaminda, 5.528, 2.764, 1.382, 0.691, 0.3466 ve 0.1728 mM
konsantrasyonlarinda FVP-NL ve FVP formiilasyonlar1 Vero E6-SARS-CoV-2 ANK-1
1zolat1 lizerinde denenmistir. Her bir sulandirma 4 replika yapilmis olup, her replikadan
RT-qPCR ile RNA kantitasyonu yapilmistir. Veriler, normalize edilmis olup asagidaki
grafikte yer almaktadir.
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Sekil 4. 13. FVP ve FVP-NL'nin antiviral aktivite profili

SARS-CoV-2 ile enfekte edilmis Vero E6 hiicre hatti lizerinde yapilan antiviral aktivite
calisma sonuglarina gore, FVP yiiklii lipozomlar i¢in ICso degeri 1.147 mM bulunmustur.
Serbest ilagta ise bu degerin 0.5927 mM oldugu gozlenmistir. Literatiirlerde benzer
caligmalar incelendiginde ise serbest ilacin 1.382 mM - 0.477 mM araliklarda 1Cso

degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir.
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5. YORUM

Tez calismast kapsaminda Covid-19 hastalifina yonelik, tedavide onerilebilecek
Favipiravir yiiklii nanolipozom formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve degerlendirilmesi

amaglanmstir.

Bir pirazin analogu olan FVP, konak hiicreye girip fosforilasyona ugrayarak, enfekte eden
viral RNA’nin RARP enzimini inhibe etmekte ve viral RNA replikasyonunu engelleyerek,
RNA proteinlerinin olusmasini dnlemektedir. Yarilanma 6mrii 2-5 saattir ve oral yolla
kullanilan ticari preparatlart mevcuttur. Covid-19 tedavisine yonelik olarak FVP, oral
yoldan ilk giin giinde iki defa 1600 mg ve ardindan 9 giin boyunca 600 mg olacak sekilde
yiiksek dozda kullanilmaktadir. Yapilan doz toksisitesi ¢alismalari, oral FVP’nin kirmizi
kan hiicresi lretimi azalmasina ve Kkaraciger fonksiyon parametrelerinde anormal
degisiklikler gozlenmesine sebep oldugunu gostermistir. Testis toksisitesi ve hamile
kadinlarda teratojenik etkisi oldugu da bilinmektedir. Sindirim sistemi yan etkisi olarak
da, bulant1 ve diyare goriilebilmektedir. Bu yan etkileri ortadan kaldirmak amaciyla tez
kapsaminda hazirlanan FVP-NL formiilasyonlarinin, farkli uygulama yollar ile viicuda
verilmesi amaclanmistir. Ayrica kontrollii salim profili saglanarak, ila¢ alim sikliginin
azaltilmas: ve diisiik dozlarla saglanacak tedavi sonucunda yan etkilerin azaltilmasi

planlanmastir.
Bu dogrultuda tez ¢aligmalar1 kapsaminda;

[lk asamada FVP’nin fizikokimyasal o6zellikleri degerlendirilmistir. FTIR analizi
sonucunda C=0 1659.17 cm™, CF 1259.51 cm™ ve C-OH 1178.64 cm™ olarak bulunan
gerilme kuvvetleri literatiirler ile uyumlu bulunmustur. UV analizi sonucunda FVP’nin
maksimum pik verdigi dalga boyu 323 nm olarak bulunmustur ve bu deger analitik
caligmalarda kullanilmistir. DSC analizi sonucunda etkin maddenin erime derecesi

193.83°C olarak bulunmustur, bu deger literatiirde bulunan erime derecesi araligindadir.

Ikinci asamada yiiriitiilen analitik yontem validasyonu calismalarinda, ydntemin:
ozgiinlilk, secicilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, saglamlik ve tutarlilik
parametrelerini karsiladigi ispatlanmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla, 0,15 pg/ml ve
0,50 pg/ml olarak bulunmustur.

Uciincii asamada formiilasyon ve ydntem optimizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir.

Etkin maddenin lipozomlar tarafindan ilgili hiicre/doku/organa tasinmasi sirasinda
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gerceklesen olaylar (ilag salimi, difiizyon, absorbsiyon vb.) fosfolipitteki yag asidi
zincirlerinin doygunlugu, zincir uzunlugu, kolesterol miktar1 ve ilag:lipid oranina
baghdir. Bu nedenle ¢alismamizda yontem parametrelerinin (farkli lipitler, organik
coOziiciiler, ilag:lipit konsantrasyonlari) formiilasyon karakterizasyonuna etkileri

degerlendirilmistir.

Kullanilan farkli fosfolipit tiirevlerinin (Lipoid-a-fosfotidilkolin, Lipoid S100,
Fosfolipon 90G, DPPC) formiilasyon karakterizasyonuna etkisi karsilastirildiginda
Fosfolipon 90 G ile hazirlanan nanolipozom formiilasyonunun homojen (PDI:
0.280+0.038) ve stabil (ZP: 30.6+£1.48mV) oldugu goriilmiistiir. Farkli organik fazlar
olarak etanol ile hazirlanan formiilasyonlarin ZP degeri negatif iken, kloroform ile
hazirlanan formiilasyonlarin ZP degerinin pozitif oldugu gozlenmistir. Etanolde
hazirlanan formiilasyonlarda partikiil boyutunun daha yiiksek oldugu ve stabilitelerinin
diisiik oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, calismalara kloroform kullanilarak devam
edilmistir. Fosfolipon 90G lipidi kullanilarak, farkli lipit:etkin madde oranlarinda (1:1,
10:1, 10:2, 10:3, 20:2) formiilasyonlar hazirlanmigtir. Farkli konsantrasyondaki NL-FVP
formiilasyonlarindan stabil olan 10:1, 10:2 ve 10:3 oranindaki 3 formiilasyon ile EE
hesaplanmig ve en yiiksek enkapsiilasyon degerine sahip (EE:%76.50+1.27), 10:2

Fosfolipon 90G:FVP formiilasyonu ile ¢alismalara devam edilmistir.

Dordiincii asamada diyaliz membran yontemi ile in-vitro salim galismalar1 ve Franz
difiizyon ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Etkin maddenin formiilasyondan salim hizt membran
kullanilarak veya kullanilmayarak yapilan salim deneyleriyle incelenir ve salim hizi hiz
sinirlayict  basamaktir.  Calismamizda, etkin  madde ¢ozeltisi ile  FVP-NL
formiilasyonunun salim sonuglar1 karsilagtirildiginda, nanolipozomlar ile uzatilmis bir
salim profili elde edilmistir. Ayrica FVP-NL ile baslangicta ani salim etkisi goriilmiis
olup, daha sonra sabit bir seviyede siirekli salim profili elde edilmistir. Bu formiilasyon
ile 1. saatin sonunda %52.72+0.85 oraninda salim gergeklesmistir (p<0.05). ilk basta
gozlenen ani ilag salimi, lipozomun cekirdek/ceper yapisinda yer alan etkin maddeye
dayandirilmustir. ilacin lipit tabakalardan sizma seklinde ceperden gerceklesen salimi
sonucu ani salim etkisi gézlenmistir. Daha sonra salimin yavaslamasi ¢ekirdek kisminda

enkapsiile olan ilacin saliverilmesine dayandirilmistir.

Kinetik degerlendirmeler kapsaminda ise, formiilasyonlarindan etkin madde saliminin
uyum sagladigi mekanizmalari belirlemek amaciyla salim sonuglarina bes farkli kinetik

model (Sifirinct derece, Birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell ve Langenbucher)
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uygulanmis ve k/r? (salim hiz sabiti/determinasyon katsayisi) degerleri hesaplanmustir.
Lipo-FVP formiilasyonunun ilag saliminda diflizyonun baskin oldugu ve diisiik
¢Oziiniirliige sahip ila¢ saliminda gozlenen Langenbucher salim kinetigi modeline uydugu

goriilmiistiir (r>=0.9248).

flag ve formiilasyon bilesenleri arasindaki etkilesim nedeniyle ilacin lipit tabakalardan
membran yiizeyine diflizyonunun azalmasi s6z konusu olabilir bu da etkin maddenin
membran bariyerinden geg¢isini azaltabilir. Bu yilizden ulasilmak istenen terapotik etki
icin, membrandan yeterli diizeyde difiizyonun gergeklesip ger¢eklesmediginin

incelenmesi gerekmektedir.

Bu kapsamda yiiriitiilen Franz diflizyon ¢alismasi sonucunda, 3. saatin sonunda etkin
madde ve ticari preparat igindeki ilacin tamami difiize olmasina ragmen, nanolipozom
formiilasyonu ile 24. saatin sonunda difiizyon tamamlanmistir. Hazirlamis oldugumuz
nanolipozom formiilasyonu, ticari liriin preparatina gore kontrollii ve uzun siireli bir
difiizyon profili gostermistir. Bu durum diisiik dozlarda tedavi i¢in gerekli etkin
konsantrasyona ulagilmasi, yiiksek ve sik araliklarla yinelenen dozlarda ila¢ kullanimin

onlenmesi ve yan etkilerin azaltilmasi bakimindan bir avantaj teskil etmektedir.

Son asamada ise hiicre kiiltlirii caligmalar1 gergeklestirilmistir. MTT testi ile
formiilasyonlarin sitotoksisite degerlendirmeleri, SARS-CoV-2 ile enfekte edilmis Vero
E6 hiicreleri ile de antiviral etkinlik degerlendirmeleri yapilmistir. L929 hiicreleri ile
yiiriitiilen MTT testi sonucunda serbest ilacin ICso degeri 20mM olarak bulunmus, ilag
yiikli lipozomlar yiiksek konsantrasyonda herhangi bir sitotoksik etki gostermemistir.
Calismamiz sonucunda in vitro olarak Vero hiicre Kiiltirinde favipiravir yiikli
lipozomlarin SARS-CoV-2'ye Kkarsi, viriisii %50 oranda inhibe etmek i¢in 1.147 mM
konsantrasyonda etkili oldugu goézlenmistir. Ydriitilen benzer caligmalarda, viriisle
enfekte edilen Vero hiicrelerinde FVP’nin daha yiiksek konantrasyonlarda etki gosterdigi

gbzlenmistir.

Sonug olarak, etkinligi ve giivenirligi gosterilen FVP yiiklii nanolipozomlar ile tedavide
onerilebilecek yenilik¢i bir formiilasyon gelistirilmistir. Ileriki dénem ¢alismalarda
liyofilize edilen nanolipozom formiilasyonlarinin kapsiil igerisinde sunularak oral
ve/veya inhaler yoldan kullanimina yonelik tedavi edici etkinliklerinin degerlendirilmesi

planlanmustir.
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