OZET

Koronavirls hastaligi 2019 (COVID-19) hizla yayildi ve bugiine kadar diinya capinda 5
milyondan fazla dlime yol acti. Art arda ortaya ¢ikan mutant suslar nedeniyle, etken virise,
siddetli akut solunum yolu sendromu koronaviris 2'ye (SARS-CoV-2) karsi tedavi ve
onlemeye acilen ihtiya¢ duyulmaktadir. Enfeksiyon sikligini azaltmak icin kamusal ve hastane
alanlarinda SARS-CoV-2 enfeksiyonunun dnlenmesi esastir. Virsidal etkiye sahip giimus
nanopartikiller (AgNP'ler) bildirilmistir. Bu nedenle, in vitro SARS-CoV-2'ye maruz kalan
hicrelerde farkli yuzey modifikasyonlari ve partikil boyutlarina sahip on tip AgNP'nin
virisidal aktivitesini ve guvenligini arastirdik. AgNP'ler SARS-CoV-2'nin aktivitesini etkili bir
sekilde inhibe edebilir ve farkli ylizey modifikasyonlari ve partikil boyutlari farkli virisidal
etkiler sagladi; bunlardan 50-nm BPEI en gicli antiviral etkiyi gosterdi. Her bir AgNP tipinin
etkinliginin, karsilik gelen potansiyel farkla (R 2 = 0,82) pozitif olarak iliskili oldugu sonucuna
vardik. Bu in vitro deneysel veriler, COVID-19'a karsi terapé&tiklerin gelistiriimesi icin bilimsel
destek saglamanin yani sira genis spektrumlu virls oldurtctlerin gelistiriimesi igin bir
arastirma temeli de sunmaktadir. Patojenlerin geleneksel kimyasal ve antikor bazli ilaclara
karsi edinilmis direncinin artmasi g6z 6nlne alindiginda, AgNP'ler, harici bir malzeme veya
potansiyel bir ilag olarak, bulagsma yolunu kesmek icin olasi bir ¢c6ziim olabilir.

1. Girig

Aralik 2019'dan bu yana, siddetli akut solunum yolu sendromu koronaviriis 2'nin (SARS-CoV-
2) neden oldugu akut solunum yolu enfeksiyon hastaligi, diinya capinda halk sagligini ve
glvenligini ciddi sekilde tehdit eden koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) pandemisine
ilerledi[ 1 ]. SARS-CoV-2 kireseldir ve ¢api yaklasik 100 nm'dir. Zarfi olan tek sarmalli pozitif
sarmalli bir RNA virGsudiar [ 2, 3, 4, 5 ] ve beta koronavirUs ailesine aittir. Bu virisle
enfeksiyon, son derece bulasici, akut bir akciger hastaligina yol agabilir. 2021'in sonunda [ 6
, 7,81, kiiresel vaka sayisi 422 milyonu asarken olim sayisi 5,8 milyonun Uzerine ¢ikti. Bu
rakamlar cogu Ulkede hala keskin bir sekilde artan egilimler gostermektedir [ 9 ]. Bugiine
kadar, ABD Gida ve ila¢c Dairesi (FDA) yalnizca akut yatili bakim saglayabilen saglk
merkezlerinde kullanilabilen Veklury'yi (Remdesivir) tamamen onayladi. Uygulanabilecek
diger ilaglar FDA'nin acil kullanim yetkisi altinda yapilmaktadir [ 10 ]. Bu arada, RNA
viristiiniin devam eden evrimi, Ustel olarak, bulagsma orany, iliskili hastalik siddeti ve bagisiklik
kacisi gibi viral ozellikleri etkileyen yapisal degisikliklerle birgok SARS-CoV-2 varyantina yol
agmaktadir[ 11 ]. Varyantlarin baskinliginin degismesiyle, ilag gelistirme daha karmasik hale
gelmistir ve bu nedenle COVID-19 salgini henuz etkili bir sekilde kontrol altina alinamamistir.
Ek olarak, kontamine fomitler ve havadaki partikiller yiksek bulagsma oranindan sorumludur
[ 12 ]. SARS-CoV-2, cevrede ginlerce canli ve bulasici kalir ve plastik ve paslanmaz gelik
uzerinde gugli bir stabiliteye sahiptir [ 13 ]. Bu nedenle, SARS-CoV-2'den kaynaklanan
cevrenin etkili bir sekilde dezenfekte edilmesinin COVID-19'a yonelik etkili bir ¢6ziim
olacagi ve genis hedef spektrumlu yeni virUsitlerin gelistirilmesinin bu amaca énemli katki
saglayacagi dustndlmektedir.

Son yillarda, gimusten yapilmis olanlar gibi nano 6lgcekli metal malzemeler de dahil olmak
Uzere nanopartikiller, benzersiz fiziksel ve kimyasal ozellikleri nedeniyle virUsit
arastirmalarinin  odak noktasi haline gelmisti. Su anda AgNP'ler, antimikrobiyal
merhemlerde, uzun sireli yanik bakim Urlnlerinde ve antibakteriyel losyonlarda ve ayrica



PolyMem Silver™ (Aspen), Acticoat™, Bactigras™ (Smith & Nephew), Tegaderm™ (3M) ve
Aquacel™ (ConvaTec) dahil olmak Gzere tibbi pansumanlarda (FDA tarafindan onaylanmis
ticari Urlnler) terapdtik olarak uygulanmaktadir [ 14,15, 16, 17 ]. Gimus nanopartikiller
(AgNP'ler), nano teknoloji kullanilarak elementer glimuisin nano kristalizasyonu yoluyla
olusturulan 1-100 nm boyutunda glimis kiimeleridir. AgNP'lerin kiicik boyutu (1-100 nm),
benzer buyuklikteki biyolojik hedefle etkilesime girmelerine olanak tanir, boylece tipik
plazma membran bariyerinden gecebilirler [ 18 ] ve bircok acidan mikemmel performans
gosterirler [ 19 . Klinik kullanimlan, 6zellikle virls 6lduricl aktiviteleri, cesitli calismalarda
degerlendirilmistir. Gimusln tibbi 6zellikleri medeniyet tarihinde ¢cok erken bir donemde
taninmistir [ 16 ]. Orta Cag'da Avrupa'da, giimUs iceren bilesikler Roma Farmakopesi'nde
acikca ilag olarak kaydedilmistir [ 20 ]. Cin'de Tang Hanedanlgi'ndan beri, elementer giimus
virislerin neden oldugu akne hastaliklarini tedavi etmek icin kullanilmistir [ 21, 22 ]. Erken
Cin'de, elementer giimisiin ilag olarak kullanimi yaygin olarak kabul edilmistir. Ornegin,
Ming Hanedanhgi'ndan Li Shizhen, 'Materya Medica Ozeti'nde, toksisite durumunda
yalnizca hassas giimus folyolarinin ve baska hicbir formunun kullanilmamasi gerektigini
vurgulamistir [ 23 ]. Bu tlr eski kayitlar, nano-gimis materyallerin virls oldurtculer
alanindaki potansiyelini vurgulamaktadir.

AgNP'ler cagdas tipta da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakterisidal etkileri, virtsidler
alanindaki arastirmacilari bu parcaciklarin virisidal bir etkiye sahip olup olmadigini
degerlendirmeye yoneltmistir [ 24 ]. AgNP'ler, insan immn yetmezlik virtst, HIV-1, hepatit
B, Tacaraibe, adenoviris, parainfluenza virlsi ve influenza virist (H3N2) gibi RNA ve DNA
virUslerini in vitro etkili bir sekilde inhibe edebilir [ 25, 26 , 27 , 28 , 29 ]. Caligmalar,
AgNP'lerin viriisidal etkilerini esas olarak iki mekanizma yoluyla gdsterdigini gdstermistir. ilk
mekanizma, virlisin konak hiicreyi enfekte etmesini dnlemeyi amaclar ve bu etki, ylzey
glikoproteinindeki kikirt iceren kalintilarin bir kombinasyonu yoluyla elde edilebilir [ 30 ].
Ornegin, Morris ve arkadaslari, viral glikoproteine baglanarak AgNP'lerin RSV'nin konak
hiicrelere girmesini 6nleyebilecedini bulmuslardir [ 31 ]. ikinci mekanizmada, AgNP'ler
konak hicreye girer ve daha sonra viral birlesme icin gerekli makineyi bloke eder [ 32,33 ].
Lv ve digerleri, AgNP'lerin p38/mitokondriyal kaspaz3 sinyal yolunu dizenleyerek TEGV
kaynakli apoptozu azalttigini buldu [ 34 ]. Diz AgNP'lerle karsilastirldiginda, kaplamali
AgNP'lerin stabiliteyi artirdigi ve sitotoksisiteyi ve aglomerasyonu azalttigi bildirilmistir [ 19
]. Ornegin, bir polivinilpirolidon (PVP) kaplamasi, AgNP'lerin antiviral uygulamalarda
kullanimini kolaylastirir ve iliskili sitotoksisiteyi dustrar [ 35 .

COVID-19 pandemisinin yayilmasindan Ug yil sonra, bununla micadele i¢in umut vadeden
bir ilag hala eksiktir. SARS-CoV-2'nin hizli mutasyonu, mevcut bircok COVID-19 asisinin ve
tedavisinin nétralize edici aktivitesinin 6nemli 6lctide azalmasina yol agmaktadir. SARS-CoV-
2'ye karsi yeni mekanizmalar yoluyla ilag gelistirmeye acil ihtiyag vardir. Metal bazli
antimikrobiyal ajanlar uzun slredir kullanilmaktadir ve gesitli virlslere karsi antiviral
aktiviteye sahiptir. Bu metallerin nanoformu son yillarda daha da iyi aktiviteler géstermistir.
Cesitli  calismalar, AgNP'lerin  SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi onleyici  bir rol
oynayabilecegini ve nanoteknolojiye dayali asilarin ve virUsitlerin gelistiriimesine katkida
bulunabilecegini géstermistir [ 36 1. Ornegin, saglik tesisleri gibi ciddi viral veya bakteriyel
enfeksiyonlarin oldugu yerlerde, nano-giimisle modifiye edilmis titanyum dioksit,
fotokataliz yoluyla ¢cevrenin kendi kendini dezenfekte etmesi icin kullanilir ve béylece SARS-



CoV-2'nin yayilmasi onlenir [ 37 ]. Jeremiah ve ark. farkli boyut ve konsantrasyonlardaki
AgNP'leri degerlendirdi ve yaklasik 10 nm capindaki parcaciklarin 1-10 ppm'sinin hiicre disi
SARS-CoV-2'yi etkili bir sekilde notralize edebilecegini ve sitotoksisitenin >20 ppm'de
gozlemlendigini buldu [ 19 ]. Al-Sanea ve arkadaslari, anti-SARS-CoV-2 aktivitesini
etkinlestirmek icin AgNP'lerin Uretiminde cilek ve zencefil ozleri uyguladilar [ 38 1.
AgNP'lerin ylzey modifikasyonu, biyouyumluluklarini ve hiicrelerle etkilesimlerini énemli
Olctide etkileyebilir [ 39 ]. House ve arkadaslar, dallanmis BPEI ile modifiye edilen
AgNP'lerin, modifiye edilmemis parcaciklara goére daha dnemli bir gen dizenleyici etkiye
sahip oldugunu gozlemlediler [ 40 ].

Bu galismada, farkli ylizey modifikasyonlarina sahip AgNP'ler in vitro SARS-CoV-2'ye karsi
virtsidal etkileri acisindan degerlendirildi ve ylizey yikleri buyik dl¢tde farkhlik gdsteren tg¢
tip ylzey kaplamasi modifikasyon materyalleri olarak secildi: sitrat, polivinil pirolidon (PVP)
ve dalli polietilenin (BPEI). Hiicre canhhigini ve apoptozu degerlendirmek icin sirasiyla CCK-
8 yontemi ve akis sitometrisi gibi bir dizi analitik ydntem benimsendi. Ek olarak, her bir AgNP
tipinin in vitro gtvenligini ve anti-SARS-CoV-2 etkisini degerlendirmek icin kristal menekse
boyama, Hoechst boyama, viris titrasyonu ve ters transkripsiyon-kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu gerceklestirildi. Sonuclarimiz, bu nanopartikillerin SARS-CoV-2 enfeksiyonuna
karsi potansiyel virisidler olarak hizmet edebilecegini géstermektedir.

2.Yontemler ve Malzemeler
2.1. Kimyasallar, Viral Sus ve Hiicre Hatlari

SARS-CoV-2 susu BetaCoV/Beijing/IME-BJ01/2020 (Pekin, Cin) baslangicta daha once
aciklandigr gibi izole edildi [ 41 ]. Virls stoklari Afrika yesil maymun bdbregi (Vero E6)
hicrelerinde ¢cogaltildi ve titre edildi. Bulasici SARS-CoV-2 ile ilgili tim deneyler Changchun
Veterinerlik Arastirma Enstitisi'nde biyoglvenlik seviyesi 3 olan bir laboratuvarda
gerceklestirildi. Vero E6 hicreleri laboratuvarimizda muhafaza edildi. Hicreler %10 fetal
dana serumu (FBS), 50 U mL -1 penisilin ve 50 yg mL -1 streptomisin eklenmis Dulbecco'nun
modifiye Eagle ortaminda (DMEM) %5 CO2 ile 37 °C'de kdltire edildi . Caplari 5, 20, 50 ve
100 nm olan PVP kapl AgNP'ler, caplari 5, 20, 50 ve 100 nm olan sitrat kapli AgNP'ler ve
caplari 50 ve 100 nm olan BPEIl kapli AgNP'ler dahil olmak Uzere on tip AgNP
nanoComposix'ten (San Diego, CA, ABD) satin alindi.

2.2. AgNP'lerin karakterizasyonu

Her bir AgNP tipinin boyut dagilimi ve zeta potansiyeli karakterize edildi. AgNP'ler her
karakterizasyondan once yaklasik 5 dakika boyunca sonikasyona tabi tutuldu. Milli-Q
suyundaki AgNP'lerin hidrodinamik boyut dagilimlar ve ylzey zeta potansiyelleri, Malvern
Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, ingiltere) kullanilarak dinamik isik sacilmasi
yoluyla 6lctldu. AgNP'lerin hidrodinamik boyut dagilimi ve zeta potansiyeli en az lUg¢ kez
Olctldi. 200 keV hizlandirma voltajina sahip yiiksek ¢ozintrltkli transmisyon elektron
mikroskobu (HRTEM, JEOL Ltd., Tokyo, 2100F, Japonya) bakir aglt AgNP'lerin fiziksel boyut
dagilimini karakterize etmek icin kullanildi. AgNP ¢ozeltisi (8 pL) 200 agh ultra ince karbon
kapli bakir ag tzerine damlatildi (Beijing Zhongjingkeyi Technology Co., Ltd., Pekin, Cin).
Her numunede 200'den fazla pargacik incelendi ve pargacik caplari Image J yazilimi (Image
J 1.53e, National Institutes of Health, Bethesda, MD, ABD) kullanilarak él¢ilda.



2.3. Hicre Canlihgi Testi

Hicre canliligi, Hicre Sayim Kiti-8 (CCK-8; CK04, Dojindo Laboratuvarlari, Kumamoto,
Japonya) kullanilarak degerlendirildi. Vero E6 hicreleri (5 x 10 3) 96 kuyulu bir plakanin her
bir kuyusuna ekildi ve herhangi bir islemden &nce 24 saat boyunca kiiltiirlendi. ilag tedavi
grubuna, ¢esitli boyutlarda her bir modifiye partikilin gesitli konsantrasyonlari uygulandi. 2
saatlik inklilbasyondan sonra, hiicreler 48 saat boyunca SARS-CoV-2 ile enfekte edildi. Daha
sonra, 10 uL CCK-8 reaktifi eklendi ve 37 °C'de 2 saatlik inkiibasyondan sonra, numunelerin
450 nm dalga boyundaki optik yogunlugu bir mikro plaka okuyucu kullanilarak 6lctldu.

2.4. Kristal-Menekse Boyama

Hicre cogalmasi kristal viyole boyama kullanilarak degerlendirildi. Vero Eé hiicreleri (2 x 10
5) 6-kuyulu plakalarin her bir kuyusuna ekildi ve 24 saat boyunca kdltirlendi. 48 saatlik ilag
tedavisinden sonra, kiltirin ortami kristal viyole boyasi ile degistirildi ve 6rnekler 15 dakika
daha inkibe edildi. Daha sonra, boya c¢ikarildi ve hiicreler fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile
yikandi ve ardindan fotografland..

2.5. Hoechst Boyama

Vero E6 hiicreleri (2,5 x 10 5 ) 6-kuyulu plakalarin her bir kuyusuna ekildi ve 24 saat boyunca
kilturlendi. 48 saatlik ilag tedavisinden sonra, ortam cikarildi, hiicreler t¢ kez PBS ile yikandi
ve her bir kuyuya 1 mL 1:1000 seyreltiimis Hoechst boyasi eklendi. Ornekler karanlikta 15
dakika inkiibe edildikten sonra, iki kez PBS ile durulandi ve daha sonra nikleer morfolojileri
bir floresan mikroskobu kullanilarak gézlendi ve 6rnekler fotograflandi.

2.6. Annexin-V Analizi

Vero E6 hicreleri (5 x 10 5 ) 6-kuyulu plakalarin her bir kuyusuna yerlestirildi ve 24 saat
boyunca kultirlendi. Daha sonra, her bir AgNP tirG ile 48 saat boyunca muamele edildi.
Daha sonra, hicreler 5 dakika boyunca 1500 rpm/dakika hizinda santrifijleme yoluyla
toplandi, 500 pL 1x Annexin V Baglayici Tamponunda yeniden sispanse edildi ve ardindan
5 uL FITC ve 5 pL propidyum iyodiir eklendi. Ornekler karanlikta 15-20 dakika inkiibe edildi
ve daha sonra akis sitometrik analizi yoluyla apoptozis agisindan degerlendirildi.

2.7. Ters Transkripsiyon-Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR)

Kualtir Gst sivilarindaki viral RNA, QlAamp Viral RNA Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya)
kullanilarak cikarildi. Virls kopyalari daha sonra HiScript Il One Step gRT-PCR SYBR Green
Kiti (Vazyme Biotech, Nanjing, Cin) ile RT-qPCR kullanilarak tespit edildi. RT-qPCR protokoli
su sekildeydi: 15 dakika boyunca 50 °C, 30 saniye boyunca 95 °C, ardindan 10 saniye
boyunca 95 °C'de ve 35 saniye boyunca 63 °C'de 45 dongl. SARS-CoV-2N genini tespit
etmek icin kullanilan primerler su sekildeydi:

N geni ileri: 5-GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT-3';
Arka yliz: 5-CAGACATTTTGCTCTCAAGCT-3;

E geni lleri: 5-CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTC-3".
Arka yiz: 5-ATATTGCATTGCAGCAGTACGCACA-3'.



TagMan sondajlarinin dizileri su sekildeydi:

N geni 5-FAM-TTGCTGCTGCTTGACAGATT-TAMRA-3’
E geni 5-ATATTGCATTGCAGCAGTACGCACA-3".

2.8. Viral Titrelerin Olciimii

Vero E6 hiicreleri (5 x 10 3') 96-kuyulu plakalarin her bir kuyusuna ekildi ve 24 saat boyunca
kdlture edildi. Kaltdr Gst sivisi, 100 pL/kuyu hacminde serumsuz DMEM'de strekli olarak 10
kat seyreltildi ve daha sonra enfeksiyondan 2 saat sonra %4 FBS, 100 IU/mL penisilin ve 100
pg/mL streptomisin iceren 100 yL DMEM eklendi ve kuyu basina son hacim 200 plL'ye ulasti.
Kultir plakasi 37 °C'de %5 CO2 ile kiltire edildi . Sitopatik gozenek sayisi her giin gézlendi
ve kaydedildi. VirUs titresi, Reed-Muench yontemi kullanilarak hesaplandi.

2.9. istatistiksel Analizler

Tum veriler GraphPadPrism striim 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, ABD)
kullanilarak analiz edildi ve ortalama = SEM olarak ifade edildi. Her bir farkin anlamliligi t -
testi veya ANOVA ve ardindan iki kuyruklu t -testi kullanilarak degerlendirildi. istatistiksel
anlamlihgi belitmek icin <0,05'lik bir p -degeri kabul edildi.

3. Sonuglar
3.1. AgNP'lerin 6zellikleri

AgNP'lerin morfolojisi TEM gérintilerinde neredeyse kireseldi ( Sekil 1 A-J). TEM
goruntulerindeki AgNP'lerin boyut dagilimlari dar normal dagilimlar gosterdi ( Sekil S1), bu
da AgNP'lerin boyutlarinin Uretici tarafindan ilan edilen degerlere yakin oldugunu gosterdi.
Hidrodinamik boyut dagilimi neredeyse unimodal bir dagilim goésterdi ( Sekil S2 ), bu da
AgNP'lerin dizglin dagildigini gosteriyordu. Zeta potansiyeli AgNP'lerin ylzey yukind
yansitir ve pargacik boyutu ve ylizey kaplamasiyla farklilik gosterdi. PVP kapli ve sitrat kapl
AgNP'lerin zeta potansiyelleri -10,8 = -27,4 mV ile -3,1 = -31,5 mV arasinda degisen negatif
ylkler gosterdi, buna karsin BPEI kapli AgNP'ler pozitif bir yik gosterdi ( Sekil S3'). Her bir
AgNP ylizey kaplamasinin kimyasal yapisi $Sekil S4'te gosterilmektedir . AgNP'lerin ayrintili
ozellikleri Tablo 1'de listelenmistir .

Citrate-5 nm Citrate-20 nm Citrate-50 nm Citrate-100 nm

BPEI-100 nm

Sekil 1. AgNP'lerin HRTEM gériintiisii. ( A - D ) Farkl parcacik boyutlarina sahip PVP
kapli AgNP'lerin morfolojisi: 5nm (A ),20nm (B ), 50 nm (C)ve 100nm (D ); (E-H)



Farkli parcacik boyutlarina sahip sitrat kapli AgNP'lerin morfolojisi: 5 nm ( E ), 20 nm (
F) 50nm (G )ve 100 nm ( H ); (1, J ) Farklh parcacik boyutlarina sahip BPEI kapli
AgNP'lerin morfolojisi: 50 nm (1) ve 100 nm (J ).

Tablo 1. AgNP'lerin 6zellikleri.

AgNP'ler TEM'e gére boyut (nm) Hidrodinamik Boyut (nm) Zeta Potansiyeli (mV)

PvP-5 6,0+2,9 1,1+1,4 10,9+43
PVP-20 189+35 35,6 +6,6 126414
PVP-50 48,8456 492 +1,0 10,812

PVP-100 96,2+ 8,2 1226+1,0 274406

Sitrat-5 6,2+18 78422 31+08
Sitrat-20 22,0437 350+ 14,6 12,741,0
Sitrat-50 475458 62,2+ 1,0 15,2+0,8
Sitrat-100 14,1+ 11,9 1144+ 05 31506
BPEI-50 475453 71,4+38 13,6+ 1,0
BPEI-100 101,5+ 10,9 114,3 £ 0,4 28,1+ 0,4

Veriler ortalama * SD olarak sunulmustur.

3.2. AgNP'lerin SARS-CoV-2 ile Enfekte Vero E6 Hiicrelerinin Canliligi Uzerindeki Etkileri

AgNP'lerin ozelliklerini belirledikten sonra, enfekte hicreler Uzerinde deneyler yirittik.
CCK-8 deneyleri ile hiicre cogalmasini tespit ederek, AgNP'lerin hiicre koruyucu etkisini ve
biyolojik dostlugunu belirlemeyi ve parcacik boyutu ile ylizey modifikasyonunun hicre
koruyucu etki Gzerindeki etkilerini incelemeyi amacladik. Sekil 2'de gosterildigi gibi, Vero E6
hicrelerinin canliligi, SARS-CoV-2 (MOI = 0,008) enfeksiyonundan sonra énemli 6lgtide
azaldi . Bununla birlikte, t¢ tip AgNP, enfekte hicrelerin canliligini 6nemli &lctide iyilestirdi.
Cesitli konsantrasyonlarda AgNP'lerle SARS-CoV-2 ile enfekte edilen Vero Eé hiicrelerinin
canliigr belirlendi ( Sekil S5 ). SARS-CoV-2 tedavi grubuyla karsilastirldiginda, 1 pg/mL
konsantrasyonda hticrelerin canhhigi 5, 20, 50 ve 100 nm sitrat gruplarinda sirasiyla %7,18,
%15,37, %7,93 ve %8,96 oraninda artti ( Sekil 2A); 5, 20, 50 ve 100 nm PVP gruplarinda
sirastyla %16,01, %15,48, %10,67 ve %12,32 oraninda artti ( Sekil 2B ); ve 50 ve 100 nm BPEI
gruplarinda sirasiyla %20,70 ve %16,72 oraninda artti ( Sekil 2C ). Dahasi, daha kiguk
AgNP'ler enfekte hiicrelerin canhhigini iyilestirmede biyik AgNP'lere gére daha énemli
etkilere sahipti. Ek olarak, 50 nm sitrat modifiyeli ve PVP modifiyeli AgNP'ler, kontrol



grubundaki seviyeyle karsilastinldiginda hiicre canliligini sirasiyla %11,49 ve %9,72 oraninda
artirdi. BPEI modifikasyonlu AgNP'ler hiicre canliigini %20,70 oraninda artirdi ( Sekil 2 D).
AgNP'ler, genellikle 1 ila 100 nm arasinda degisen boyutlarda ultra mikroskobik bir
malzemedir. AgNP'lerin boyutu ve ylizey modifikasyonu, antiviral aktivitede énemli roller
oynar ve 6nceki ¢aligmalar, nanomalzemenin boyutu ne kadar kiiglikse, o kadar fazla ytzey
reaktivitesi Uretildigini gostermistir [ 42 ]. Jeremiah ve arkadaslari, cok sayida farkli boyut ve
konsantrasyonda AgNP degerlendirdi ve 10 nm g¢apindaki AgNP'nin, 1 ppm ila 10 ppm
araligindaki konsantrasyonlarda SARS-CoV-2 aktivitesini inhibe etmede etkili oldugunu
gozlemledi[ 19 ]. Sonuglarimiz, AgNP'lerin SARS-CoV-2 aktivitesini etkili bir sekilde inhibe
edebilecegini, farkli ylizey modifikasyonlari ve parcacik boyutlarinin farkl virls oldirici
etkiler sagladigini gostermistir.
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Sekil 2. SARS-CoV-2 ile enfekte edilmis Vero E6 hiicrelerinin yasayabilirligi lizerinde
AgNP'lerin etkileri. Vero E6 hiicreleri SARS-CoV-2 ile enfekte edildi (MOI = 0,008);
farkl partikiil boyutlarina sahip sitrat, PVP veya BPEI ile kaplanmis 1 ug/mL AgNP'ler
48 saat boyunca uygulandi. ( A - C ) SARS-CoV-2, Sitrat (A ), PVP ( B ), BPFI ( C ) ile
enfekte edilmis Vero E6 hiicrelerinin yagayabilirligi iizerinde farkl partikiil boyutlu



malzemelerin etkileri ; ( D ) 1 ug/mL 50 nm AgNP'lerle tedavi edilen SARS-CoV-2 ile
enfekte edilmis Vero E6 hiicrelerinin yasayabilirligi; (n = 8 grup), * p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001.

3.3. AgNP'lerin Vero Eé Hiicrelerinde SARS-CoV-2 Replikasyonu Uzerindeki Etkileri

AgNP materyali enfekte hiicreler Gzerinde koruyucu bir etkiye sahiptir. AQNP'lerin SARS-
CoV-2 tizerindeki dogrudan inhibe edici etkisini ve pargacik boyutu ve ylizey modifikasyonu
ile korelasyonunu daha fazla dogrulamak icin virls titrasyon deneyleri ve RT-qPCR yoluyla
virUs replikasyonunu tespit ettik. Viral titre, cesitli boyutlarda sitrat AgNP'leri veya PVP veya
BPEIl ile modifiye edilmis olanlarla 24 veya 48 saat tedavi edilen SARS-CoV-2 ile enfekte Vero
E6 hicrelerinde, herhangi bir AgNP ile tedavi edilmeyen enfekte hiicrelerdeki seviyeye
kiyasla 6nemli dl¢lide azaldi ( Sekil 3 A-C). AgNP ile tedavi edilen enfekte hiicrelerdeki SARS-
CoV-2'nin N ve E genlerinin kopya sayisi, kontrol seviyelerine kiyasla dnemli 6l¢tide azaldi (
Sekil 3 D-I), bu da AgNP'lerin Vero E6 hicrelerinde SARS-CoV-2 replikasyonunu 6nemli
Olcide inhibe ettigini gostermektedir. Dahasi, virls titresinin AgNP'lerin boyutundaki
azalmayla daha da azaldigi bulundu. BPEI ve PVP ile modifiye edilen AgNP'ler sitrat
AgNP'lerden daha giiclii virlis dldirici etkiler gosterdi ( Sekil S6 ). ilging bir sekilde,
modifikasyon materyalinin zeta potansiyeli, Sekil 4'te gosterildigi gibi virUs titresi ile pozitif
olarak iliskiliydi (R 2 = 0,8162, p < 0,001) .
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Sekil 3. AgNP'lerin Vero Eé hiicrelerinde SARS-CoV-2 replikasyonuna etkisi. Hiicreler
SARS-CoV-2 (0.008 MOI) ile enfekte edildi. Vero E6 hiicreleri, farkli parcacik
boyutlarina sahip sitrat, PVP ve BPEI kapli AgNP'lerle muamele edildi. Viriis titresini ve
virlis genomunun kopya sayisini tespit etmek icin hiicre iist sivisi 24 ve 48 saatte
toplandi. ( A - C ) Farkli islem siireleri ve parcacik boyutlarinin SARS-CoV-2 viriis titresi
tizerinde etkileri sirasiyla Sitrat (A ), PVP ( B ) ve BPEI ( C ). ( D , E ) Farkh parcacik
boyutlarina sahip Sitrat ( D ), PVP ( E ) ve BPEI'nin ( F ) SARS-CoV-2 N geninin kopya
sayisi lizerindeki etkileri. ( G - I ) Farkl partikiil boyutlarina sahip Sitrat (G ), PVP (H )
ve BPEI'nin ( I ) SARS-CoV-2 E geninin kopya sayisi iizerindeki etkileri. U¢ deney
gerceklestirildi (n = 3 grup), *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Sekil 4. Modifiye edilmis materyalin zeta potansiyeli ile viriis titresi arasindaki
korelasyon.

3.4. AgNP'lerin Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

AgNP'ler virls replikasyonunu énemli dl¢tide inhibe edebilir ve in vitro SARS-CoV-2 ile
enfekte olmus hicrelerin hiicre cogalmasini iyilestirebilir. AGNP'lerin sitotoksisitesini daha
fazla incelemek icin enfekte olmamis hiicreler iizerinde deneyler gerceklestirdik. ik olarak
AgNO 3'ln Vero E6 hiicre canliligr Gzerindeki etkisini CCK-8 tespit yontemini kullanarak
analiz ettik . Kontrol seviyesiyle karsilastirildiginda, Vero E6 hicrelerinin canliigi AQNO 3 (10
pg/mL) tedavisinden sonra onemli 6lcide azaldi ( Sekil 5 A). AgNP'lerin toksisitesini



degerlendirmek igin cesitli boyutlarda AgNP'lerle tedavi edilen Vero Eé hiicreleri kristal
viyole boyama ve Hoechst boyama yoluyla analiz edildi. Sonuglar, AGNO 3'lGin énemli dl¢lide
sitotoksik olmasina ragmen, AgNP'lerden herhangi biriyle tedavi edilen hiicrelerde belirgin
bir sitotoksisite tespit edilmedigini gosterdi ( Sekil 5 B,C). Son olarak, AgNP'lerin Vero E6
hicrelerinin apoptozu tzerindeki etkileri akis sitometrik analizi kullanilarak degerlendirildi.
Kontrol grubundaki apoptoz oraniyla karsilastirildiginda, AgNP tedavilerinin herhangi bir
onemli etkisi olmadi ( Sekil 5D ). Bu sonuglar, AgNP'lerin iyi biyogtvenlige sahip oldugunu
dustindirmektedir.
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Sekil 5. AgNP'lerin sitotoksisitesinin degerlendirilmesi. ( A ) Vero Eé hiicrelerinin
canlihgi lizerinde AgNO3'iin etkisini gésteren CCK-8 deneyleri (n = 8 grup); ( B ) Farkl
parcacik boyutlarina sahip AgNO3, sitrat, PVP ve BPEI kapli AGNP'lerle muamele edilen
Vero E6 hiicrelerinin kristal menekse boyama; ( C ) Farkh parcacik boyutlarina sahip
AgNO3 , sitrat, PVP ve BPEI kapli AgNP'lerin Vero E6 hiicrelerinin hiicre cekirdegi
tizerindeki etkilerini gosteren Hoechst boyama, 6lcek cubugu = 20 um; ( D ) Sitrat, PVP
ve BPEI kapli AgNP'lerin Vero Eé hiicrelerinin apoptoz orani iizerindeki etkileri, *** p <
0,001.

4. Tartisma

Bu calismada, AgNP'lerin SARS-CoV-2 (zerindeki virlsidal etkileri toksik olmayan
konsantrasyonlarda analiz edildi. AgNP'lerden herhangi biriyle tedavi edilen SARS-CoV-2 ile
enfekte Vero E6 hicrelerindeki N ve E genlerinin kopya sayisinin ve viris titresinin dnemli
Olciide azaldigi, hicre canhhginin ise herhangi bir AgNP ile tedavi edilmeyen enfekte
hicrelerdeki seviyelere kiyasla dnemli dlctde iyilestigi kesfedildi.

AgNP'ler cesitli ylizey modifikasyonlari icerebilir. Ug farkli modifiye edilmis AgNP tipinin
anti-SARS-CoV-2 virtsidal etkilerini degerlendirdik. PVP veya BPEI ile kaplanmis AgNP'ler,
sitrat ile kaplanmis olanlardan daha gtcli virGsidal etkilere sahipti. Daha da 6nemlisi,
modifikasyon materyalinin zeta potansiyeli virlsidal etki ile pozitif olarak iliskiliydi ve
gelecekte AgNP'lerin virlsidal mekanizmasi hakkinda daha fazla arastirma igin yeni bir bakis
agisi sagladi.

AgNP'ler, blyuk 6zgul yuzey alanlarina (partikil capiyla ters orantili) sahip tipik metal
nanomalzemelerdir. Partikil boyutu ne kadar kiclkse, ylzey atomlarinin ytzdesi o kadar
ylksek olur ve daha fazla doymamis bag olur. Bu yapi, cesitli reaksiyon tipleri icin bircok
adsorpsiyon ve reaksiyon alani saglar ve bu partikiller kimyasal baglanma yoluyla yabanci
atomlarla kolayca birlestirilebilir. Bylece, virlslere baglanma ve onlarla kimyasal reaksiyona
girme yetenekleri biyiik dlciide iyilestirilir. Onceki calismalar, AGNP'lerin virlisidal etkilerinin
nanopartikillerin boyutuna bagli oldugunu kanitlamistir. 10 nm ¢apindaki AgNP'lerin en
blyuk virisidal etkiye sahip oldugu bildirilmistir [ 30 ], bu sonuclarimizla tutarlidir. Virtsidal
etkilerini degerlendirmek icin farkl partikil boyutlarina (5-100 nm) sahip lg tip AgNP sectik.
CCK-8 ve RT-qPCR deneylerinin sonuglarina ve viral titre tahminlerine gore, kugik
nanopartikiller biytk nanopartikillere gore daha onemli virtsidal etkilere sahipti. Farkli
sekillerdeki nanopartikillerin farkli ylzey-hacim oranlar vardir ve protein koronalari farkli
olabilir. Bu, nanopartikillerin hicresel alimini ve biyolojik sistemle etkilesimlerini
etkileyebilir. Kisacasi, AgNP'ler SARS-CoV-2 enfeksiyonunu etkili bir sekilde engelleyebilir
ve farkli ylzey modifikasyonlarina veya partikil boyutlarina sahip AgNP'ler farkli virls
olduricl etkilere sahiptir ve bu da gelecekte bir anti-SARS-CoV-2 virls 6ldaricinin
gelistirilmesi igin bir arastirma temeli saglar.

Ayrica, AgNP'lerin potansiyel bir ic malzeme olarak kullanimini arastirmayi hedefledigimizi
belitmekte fayda var. Buna gore, virlsle enfekte olmus hicre Uzerindeki deneyler,
AgNP'lerin hem antiviral etkilerini hem de biyotoksisitesini arastirmak icin yalnizca virls
Uzerindeki deneylerden daha katiydi. Daha ylksek standartlar belirledik ve AgNP'lerin



antiviral etkilerini degerlendirmek icin virisle enfekte olmus hicreleri sectik. Neyse ki,
deneylerimizden elde edilen veriler, AgNP'lerin hem biyolojik giivenlik hem de antiviral
yetenege sahip aday ilaclar oldugu yoniinde olumlu bir sonug ortaya koydu.

GUmUs bazli biyokompozitlerin antibakteriyel kaplamalarda, gida muhafazasinda, hava
artiminda, tibbi cihazlarda, klinik koruyucu giysilerde ve diger alanlardaki uygulama
potansiyeli kapsamli bir sekilde incelenmistir [ 43 |. Hizla yayilan ve yayginlasan COVID-19
salgini g6z 6nline alindiginda, yeni virUsitlerin gelistiriimesi kritik Gneme sahiptir ve disik
toksisiteli biyouyumlu AgNP'ler bu amaca hizmet edebilir [ 44 ]. Ornegin, polipamuklu
kumaslara dahil edilen AgNP'lerin SARS-CoV-2'yi inhibe etmede etkili oldugu bulunmustur
[ 45 ]. Harici bir antiviral ajan olarak, insan cildi ve mukoza zariyla temas ve solunum yollarina
solunma riski olacaktir. Bu calismada, AgNP'lerin antiviral etkisini ve biyolojik dostlugunu
belirlemek icin enfekte hiicreler tizerinde deneyler yapiimistir. Ote yandan, AgNP'nin dahili
kullanim potansiyeli vardir. Onceki calismalar, AgNP'lerin epitel hiicre hatlarinda ve fare
akcigerinde solunum sinsitiyal virisiiniin replikasyonunu ve pro-inflamatuar sitokin Gretimini
etkili bir sekilde azalttigini géstermistir [ 31 ]. Mevcut calisma ayrica enfekte hiicrelerde
AgNP'lerin dogrudan bir SARS-CoV-2 inhibisyonu ve sitoprotektif etkisi bulmus olup, bu da
AgNP'lerin dahili anti-SARS-CoV-2 ilaglar olarak kullanimi icin 6n deneysel bir temel
saglamistir. Onceki bir calisma, nanopartikiillerin yeni antiviral terapétikler olarak potansiyel
kullaniminin, kimyasal veya antikor bazli antiviral terapéotiklere kiyasla edinilmis ilag direnci
olasiliginin daha distk oldugunu gostermistir [ 17 ]. Dahasi, sonuclarimiz belirli AgNP'lerin
glvenligini gdstermistir ve fomitler Gzerinde virlsidal uygulamalari icin destekleyici kanitlar
sunmaktadir. Ancak, daha ileri terap&tik uygulama icin ek toksisite ¢alismalari yapilmalidir [
13 1. Ozellikle, AgNP'lerin kronik toksisitesi, insanlarla yakin baglantilari gz &niinde
bulundurularak degerlendirilmelidir.

5. Sonuglar

Bu calisma oncelikle in vitro SARS-CoV-2 enfeksiyonu ortaminda AgNP'lerin virlsidal
etkinligini ve glvenligini degerlendirmeyi amaclamistir. Arastirmacilar, in vitro SARS-CoV-2
ile enfekte olmus konak hicrelerinde g farkli AgNP'nin (sitrat, PVP ve BPEI) inhibe edici
etkilerini degerlendirdiler. Sonuglar, AQNO 3'lGn tek basina Vero Eé hicreleri icin toksik
olmasina ragmen, AgNP'lerin dnemli dl¢liide daha az toksisite gosterdigini gostermektedir.
Dahasi, sonucglar AgNP'lerin apoptozu indiklemedigini gostermektedir. Bu sonuclar, tg tip
AgNP'nin nispeten givenli oldugunu ve virtsidal kapasitenin modifikasyon materyallerinin
potansiyelleriyle pozitif korelasyonlu oldugunu gostermektedir. AgNP'ler, hicreler icin
glimus iyonlarindan daha az toksiktir ve bu da virtsidler alaninda glimis arastirmalarina
daha elveriglidir. AgQNP'ler daha glicli anti-SARS-CoV-2 aktivitesine sahiptir. Sonuglarimiz,
agiz gargaralari ve burun yikama soltsyonlarinda ve kisisel koruyucu ekipmanlarda kullanimi
[ 46 ] gibi bulasmayi 6nlemek icin AgNP'lerin virGs oldiricli uygulamasina ve enfekte
bireyleri tedavi etmek igin terapoétik uygulamalarina iliskin icgoriler sunmaktadir. Bu
nedenle, bu nanomalzemeler anti-SARS-CoV-2 ajanlari olarak daha fazla arastirmayi hak
ediyor.
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