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 Protein modifikasyonu ve değişikliği, diyabet, alzheimer ve kanser gibi çok 

faktörlü ve yaşa bağlı birçok hastalıkta önemli rol oynamaktadır. İleri glikasyon son 

ürünlerinin (AGE) ve ileri oksidasyon protein ürünlerinin (AOPP) oluşumu gibi 

değişiklikler protein agregasyon ve amiloid fibril oluşumuna katkıda bulunmaları 

nedeni ile organizmaya zarar verebilirler. Bu nedenle bu protein modifikasyonlarını 

önleyebilecek ve verimli bir şekilde düzeltebilecek tedavi seçeneklerinin bulunması 

büyük önem taşımaktadır. Bununla birlikte, bir tedavinin hedefine ulaşması için, 

vücutta, dokularda ve hücrelerde bulunan çeşitli kimyasal ve fiziksel mekanizmalar 

ve bariyerlerle karşı karşıya kalması söz konusudur. Örneğin, kan-beyin bariyeri 

gibi. Bu nedenle, istenmeyen etkileşimler ve degradasyonun aşılması için yeni nano 

mühendislik formülasyonları üzerine çalışmalar yoğunlaşmıştır. Bu bağlamda, bu 

çalışmada olası bariyerlerin aşılması, protein modifikasyonlarının önlenmesi ve 

hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesi amacı ile nano-taşıyıcılar ve spesifik 

peptidler kullanarak teranostik bir yaklaşımın geliştirilmesi hedeflendi. 

Bu amaçla farklı çalışmalar yapılmış olup ilk olarak, karnosin gibi bazı 

peptitlerin, iki değerlikli bir metal olan çinko varlığında hazırlanan niozomların 

etkinliği araştırıldı. Sonrasında ise, her yapının içeriğin performansı üzerindeki 

avantajlarını görmek için niozomlar ve polimerzomlar dâhil olmak üzere farklı 

enkapsülasyon türleri üzerinde karşılaştırmalı bir çalışma yapıldı. Elde edilen 

sonuçlar doğrultusunda, kematerapötik bir kanser ilacı olan doksorubisini kapsayan 

bir teranostik (terapötik ve tanı) polimerzom tasarımı gerçekleştirildi. Bu bağlamda 



vi 

 

 

 

polimerzom yüzeyine nanotaşıyıcının penetrasyon kapasitesini arttırmak için 

Histatin 5 peptidi bağlanarak uygulanan ilaç miktarının düşürülmesi sağlandı. 

Elde edilen veriler, ilaca direnç mekanizmalarının potansiyel olarak tersine 

çevrilmesiyle ilacın kanser hücreleri üzerinde etkisinin önemli bir şekilde arttığını 

gösterdi. Diğer yandan hazırlanan polimerzomların floresansının izlenmesi ile 

gerek nano-taşıyıcı tabanlı tedavinin etkinliğinin ve seyrinin takip edilmesi gerekse 

tedavinin ayarlanmasına da olanak sağlayabileceği gözlemlendi. 

Sonuç olarak bu tez kapsamında çok ilginç olumlu sonuçlar gösteren orijinal 

bir teranostik yapı tanımlandı. Ancak ileride yapılacak hem in vitro hem de in vivo 

sinyal yolları da dâhil olmak üzere mekanistik çalışmaların yapılması gerekliliği 

açıktır. 

Keywords: Nanotaşıyıcılar, peptidler, yaşlanma ile ilgili hastalıklar, kanser, 

teranostikler. 
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ABSTRACT 

METAL-BINDING AMINO ACID-RICH PEPTIDES IN BIO-

FUNCTIONALIZED NANO-CARRIERS CONCEPTION AND 

THERANOSTICS 

MOULAHOUM, Hichem 

PhD in Biochemistry 

Supervisor: Prof. Dr. Figen ZİHNİOĞLU 

Co-Supervisor: Prof. Dr. Suna TİMUR 

December 2021, 130 pages 

Protein modification and alteration are important factors in many age-related 

diseases such as diabetes, Alzheimer's disease, and cancer. Modifications like the 

formation of advanced glycation end-products (AGE) and advanced oxidation 

protein products (AOPP) can cause harm to the organism and may contribute to 

protein aggregation and amyloid fibrils formation. Other protein can also aggregate 

under certain conditions such as cancer. Consequently, finding treatment options 

that can efficiently correct and prevent these protein modifications is of substantial 

importance. However, for a treatment to reach its target, it faces various chemical 

and physical mechanisms and barriers present in the body, tissues, and cells. For 

example, some organs like the brain are difficult to reach due to the blood-brain 

barrier. As such, new Nano ngineered formulations were sought to bypass unwanted 

interactions and degradation. Thus, the current thesis aimed for the development of 

a theranostic approach using nanocarriers and specific peptides to overcome the 

barriers and act on the prevention and treatment of protein modifications. 

This work first explored the efficiency of some peptides such as carnosine in 

the presence of a divalent metal zinc and when encapsulated inside niozomes. The 

aim was to understand if the combination could enhance the activity of the peptide 

for the upcoming steps. After that, a comparative study on different types of 

encapsulations was performed including niozomes and polymersomes to see the 

advantages of each structure on the performance of the content. The last steps made 

use of the previous results to design a theranostic polymersome encapsulating the 

anti-cancer drug doxorubicin (acts both as a therapeutic agent and has fluorescence 

for diagnostic). The polymersome surface was decorated using a cell-penetrating 

peptide called Histatin 5 to enhance the penetration capacity of the nanocarrier 

while lowering the drug amount administered. 
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The obtained data showed an important enhancement of the drug over cancer 

cells with a potential reversal of drug-resistance mechanisms. The fluorescence 

observation allows the continuous tracking of the administered nanocarrier-based 

treatment which has a great potential in clinical applications by following the 

treatment course, effect, and adjusting the therapy directly. 

While the current thesis has described an original theranostic structure that 

has yet to be seen in the literature and showing very interesting positive results, it 

is necessary to further analyze the mechanistic effects including signaling pathways 

both in vitro and especially in vivo. 

Keywords: Nanocarriers, peptides, aging-related diseases, cancer, 

theranostics. 
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ÖNSÖZ 

 

Yaşlanma süreci, diyabet ve kanser gibi çeşitli hastalık ve bozuklukların ortaya 

çıkmasında ve gelişmesinde çok önemli bir rol oynamaktadır. Beyin gibi bazı organ 

ve dokular yoğun bir şekilde korunuyor olması tedavi ve ilaç dağılım proseslerinin 

performansını etkiler. Diğer yandan her tedavi tüm hastalarda aynı etkiyi 

göstermez. Bu bağlamda tanı, tedavi ve tedavi takibinin aynı anda yapılabildiği 

teranostik yaklaşımlar ile tedavi süreçleri standart yaklaşımlara kıyasla daha 

etkilidir.  

Son yıllarda nanoteknoloji, kanser, enfeksiyonlar, metabolik ve genetik 

bozukluklar gibi çeşitli hastalıkların tedavisi için güçlü ilaç dağıtım platformlarının 

hazırlanmasına izin veren gelişmeler kaydedildi. Özellikle nanotaşıyıcılar, 

klinisyenlerin yüksek miktarda ilacı enkapsülasyon ve farmakokinetiği kontrol 

etme ve kapsüllenmiş ilacın salınımını kontrol etme kapasitesi nedeniyle tedavileri 

modüle etmesine olanak sağlamıştır. Bu avantaj, düşük biyolojik dağılım ve 

biyoyararlanım gibi geleneksel terapilerde görülen birçok sınırlamanın yanı sıra 

uygulanan günlük dozların düşürülmesini sağlamıştır. Sonuç olarak, spesifik 

hedefleme ve gelişmiş biyoyararlanım sayesinde, nanotaşıyıcılar patolojik olmayan 

ve sağlıklı dokular üzerinde istenmeyen yan etkileri en aza indirir. 

Bu tezin temel amacı, farklı uygulamalarda kullanılabilecek orijinal bir 

teranostik yaklaşım önererek nano-taşıyıcıların gelişimine katkıda bulunmaktır. 
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1.GİRİŞ 

1.1 Yaşa Bağlı Patolojilerde Protein Farklanmaları 

Yaşlanma süreci, yaşam boyunca hem fizyolojik hem de biyokimyasal 

fonksiyonlarda bir düşüş olarak bilinir. (Harman 1981). Hücrede istenmeyen bazı 

yan ürünlerin birikmesinin yaşlanmanın nedenlerinden biri olabileceği 

düşünülmektedir (Gladyshev 2012; Gladyshev 2013). Glikoksidasyon, Amadori 

ürünlerinin oluşumu yoluyla proteinleri, lipidleri ve DNA'yı etkileyen doğal olarak 

gelişen bir olgudur. Amadori ürünleri, ileri glikasyon son ürünlerinin (AGE'ler) 

oluşumuyla sonuçlanan bir dizi modifikasyona uğrar (Maillard 1912). Glikasyon, 

daha yüksek şeker seviyeleri ve gelişmiş oksidasyon protein ürünleri (AOPP'ler) 

üreten oksidatif stres varlığında daha da artar. (Ahmed and Thornalley 2003). 

Glikasyon, protein fonksiyonlarının bozulmasına yol açar. Ayrıca, oksidatif stres 

mekanizmalarının, AOPP'lerin üretiminde, AGE'lerin oluşumu / birikimininde ekili 

olduğu ve tip 2 diyabet (T2D) ve Alzheimer hastalığı gibi çok faktörlü yaşlanma ile 

ilgili bazı hastalıkların gelişiminde önemli olduğu gösterilmiştir. (Baynes 1991; 

Brownlee 1995; Suji and Sivakami 2004; Yan et al. 1995). İnsan vücudu bu 

“glikotoksinleri” ortadan kaldıracak bir enzimatik sistemden yoksun olduğundan, 

yaşlanma sürecinin hücrelerde metabolik atıkların birikmesiyle ilgili olduğu 

teorisini desteklemektedir. Oksidatif stresten kaynaklanan protein hasarı, 

yaşlanmayla ilgili protein modifikasyonlarında kilit bir rol oynamaktadır. Oksidatif 

stres, çeşitli biyolojik moleküller ve fizyopatoloji ile ilişkili olabilecek hücresel 

mekanizmalarla ilişkilidir. Esas olarak, glukozun otooksidasyonundan reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) orantısız üretimi, glukozun kovalent ve enzimatik olmayan 

kombinasyonu ile kan dolaşımında bulunan ve AGE oluşumuna dönüşen diğer 

proteinler tarafından yönlendirilir (Giacco and Brownlee 2010). 

Protein agregatlarının birikmesi, yapısal olarak düzensiz veya yanlış katlanmış 

çeşitli proteinlerde bulunan bir özelliktir ve bunların görünümü genellikle yaşa 

bağlı hastalık başlangıcı (diyabet, Alzheimer, Huntington, amyotrofik lateral 
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skleroz (ALS) vb.) ile ilişkilidir. Örneğin, bu hastalıklarda bulunan bazı protein 

kümeleri, -sinüklein ve amiloid-beta peptitlerini içerir. Amiloid olmayan protein 

yanlış katlanması ve kümelenmesine, ALS'de süperoksit dismutaz 1 (SOD-1) 

kümelenmesi, karaciğer hastalıklarında α1-antitripsin kümeleri gibi çeşitli protein 

ve enzim türlerini etkileyebilir. Çeşitli hayvan modellerinde protein 

agregasyonunun yaşlanma ile yakından ilişkili olduğu gösterilmiştir. 

Kanser proteomik bir patoloji olarak da sınıflandırılabilir. Kanser araştırmalarında 

önemli bir alan, proteostasisin ve kanser hücrelerinin zararlı hücresel mikro-

ortamlarından kaynaklanan streslerin üstesinden gelmek için moleküler şaperon 

mekanizmalarını nasıl kullandıklarının incelenmesidir. Kanser gelişiminin 

korunmasında çok önemli bir oyuncu, hücre döngüsü durması ve apoptozu 

indüklemedeki önemli rolü nedeniyle insan kanserlerinin %50'sinden fazlasında 

mutasyona uğramış olan p53 tümör baskılayıcı proteindir. Kanser hücreleri, mutant 

p53 ekspresyonunu sürdürmek için hücresel proteostaz mekanizmasının parçalarını 

kullanır.(de Oliveira et al. 2015; Naus 2019). Glioblastomanın (U87 hücre hatları), 

daha önce tanımlanan ve aynı mekanizmada reaksiyona giren amiloid kümeleri gibi 

protein kümelerine sahip olduğu gösterilmiştir (Kucheryavykh et al. 2019; Pedrote 

et al. 2020). Rahim ağzı kanseri hücreleri (HeLa hücre hattı), protein agregatlarının 

etkilerini göstermek için birçok çalışmada kullanılmıştır (Forget et al. 2013; Pereira 

et al. 2018). 

Yaşa bağlı hastalıkların önlenmesi için çok fonksiyonlu özelliklerde doğal ve 

sentetik terapötiklerin geliştirilmesine artan bir ilgi vardır. AGE'lere ve diğer 

protein bazlı değişikliklere karşı etkili inhibitörlere duyulan ihtiyaç nedeni ile 

özellikle nanopartiküllerin kullanımındaki önemli gelişmeler nedeniyle daha 

gerekli hale gelmektedir. (Jha and Ali 2019). Ancak uygun ve etkili tedavi 

yaklaşımları önermek, uygulanan moleküllerin geçtiği hedeflerin ve yolların 

anlaşılması, özellikle canlı sistemlerde karşılaşılan çeşitli engeller açısından büyük 

önem taşımaktadır. 
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1.2 Terapi ve İlaç Dağılımındaki Bariyerler 

Tedavide kullanılan ilaçlar formülasyonlarının biyolojik dağılımları ve 

biyoyararlanımları, protein adsorpsiyonu ve hızlı klirens gibi çeşitli biyolojik ve 

fiziksel bariyerlerden etkilenir. Bunun sonucunda, hedeflenen bölgeye ulaşan ilaç 

miktarı sınırlanabilir. Biyolojik engeller patolojik koşullar altında daha da değişir 

ve bu da geleneksel genelleştirilmiş yaklaşımların uygulanmasını daha da zorlaştırır 

(Nag and Delehanty 2019). Ek olarak, biyolojik engellerdeki farklılıklar sadece 

patolojiler arasında değil, kişiden kişiye de farklılık gösterir. Değişiklikler sistemik, 

mikro-çevresel ve hücresel seviyelerde görülebilir, bu nedenle en uygun tedavileri 

üretmek ve tasarlamak için biyolojik engelleri anlamanın önemi büyüktür. Tedavi 

sırasında karşılaşılan biyolojik engeller, kullanılan uygulama yolunun yanı sıra 

patoloji tipine ve ilerlemesine de bağlıdır (Blanco et al. 2015). Lokal tedavi 

uygulaması, sistematik tedavide görülen birçok engelden uzak olduğundan, tedavi 

için en uygun yaklaşımdır. Bununla birlikte, genellikle invaziv stratejilerdir ve 

dezavantajlarını daha da artıran diğer karmaşık tekniklere ihtiyaç duyarlar. Ek 

olarak, lokal tedaviler yalnızca hedef pozisyon biliniyorsa ve katı tümörler gibi 

erişimi kolaysa uygulanabilir. Bu nedenlerle sistematik terapiler halen terapide en 

çok kullanılan yaklaşımlardır (Mitchell et al. 2021). 

Moleküller kan dolaşımına ulaştığında, atılım, kan akışı ve fagositik hücreler gibi 

terapötik etkiyi büyük ölçüde etkileyebilecek çeşitli faktörlerle karşı karşıya 

kalabilirler. Bu faktörler, ilaç moleküllerinin fizikokimyasal özellikleri ve 

organlarda, hücrelerde vb. spesifik olarak bulunan özelliklerle yakından ilişkilidir. 

Terapötik moleküllerin karşılaştığı ve biyolojik dağılımını etkileyen bazı fiziksel 

engeller, vücuttaki kan-beyin bariyerinde bulunan sıkı bağlantıları içerir. 

(intravenöz uygulama durumunda veya oral uygulama durumunda gastrointestinal 

(GI) yolun endotelyal ve epitelyal hücreleri).  
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1.2.1 Gastrointestinal bariyer 

Terapötiğin oral yoldan verilmesinin en yaygın kullanılan ilaç verme şekli olduğu 

göz önüne alındığında, GI yolu, optimal tedavileri engelleyebilecek çeşitli 

bariyerlere sahiptir (Ensign et al. 2012). Genel olarak moleküller, bağırsaklara 

ulaşmak için bazı P-glikoproteinler ve konsantrasyon gradientleri ile kontrol edilen 

pasif difüzyon yoluyla endotelden geçer. GI yolunu geçmek için endo ve ekzositoz 

hareketine dayanan moleküller için molekülün boyutu önemli bir faktördür. 

Optimal geçiş için 20-500 nm arasında değişen büyüklükte moleküller 

önerilmektedir. Bununla birlikte, bağırsak epiteline geçişte ekzositoz gerekli 

değildir. Sadece küçük bir kısmı ekzositoz yapabilir (Zhuang et al. 2018). GI yolunu 

geçmek için başka bir seçenek de aktif hedeflemeden yararlanmaktır. Transferrin 

yolu, özellikle kolon kanseri veya kolit tedavilerinde düşünülmesi gereken ilginç 

bir yoldur. Bu hastalıklarda, mukozada bir transferrin reseptörünün aşırı 

ekspresyonu vardır (Yong et al. 2019). GI yolu, endotel yüzeyini kaplayan bir 

mukus tabakası içerir. Bu katman, moleküllerin bağırsak duvarı ile etkileşimini 

büyük ölçüde sınırlayabilir (Durán-Lobato et al. 2020; Ensign et al. 2012). Bu 

bariyerler pH seviyeleri, mikrobiyom ve mukus miktarını değiştiren diyet içeriği ve 

patolojilerin varlığı nedeniyle oldukça heterojendir (Durán-Lobato et al. 2020; 

Ensign et al. 2012). Sonuç olarak GI yolunun, oral uygulama temelli tedavi için 

oldukça zorlu bir bariyer olduğu anlaşılmaktadır. 

1.2.2 Kan –beyin bariyeri 

Kan-beyin bariyeri (KBB), diğer hücreler (astrositler ve perisitler) tarafından 

desteklenen ve çeşitli özelliklere sahip bariyerler oluşturarak beyni koruyan bir 

endotelyal hücre tabakasıdır. (Pardridge 1999). Fiziksel bir bariyer olmanın yanı 

sıra moleküllerin giriş ve çıkışını kolaylaştırmak için çeşitli protein taşıyıcıları ve 

transsitoz mekanizmalarını kullanan çok seçici bir taşıma bariyeridir. Ayrıca bazı 

metabolizma enzimlerinin (sitokrom P450, peptidazlar ve monoamin oksidazlar) 

ekspresyonuna dayanan bir metabolik bariyere sahiptir (van Rooy et al. 2011). Bu 

üç bariyerin doruk noktası, beyin ve kan dolaşımı arasındaki geçişi kontrol eden 
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oldukça seçici bir sistem üretir. Beyni hedef alan terapötik yaklaşımlar, kan beyin 

bariyerinin varlığında sınırlıdır. Teorik olarak tüm büyük moleküller bloke olurken, 

küçük moleküllerin %98'i bariyeri geçip beyin dokusuna ulaşamaz. Bu nedenle, 

tedavi genellikle BBB'yi geçebilmek için reseptör aracılı endositozdan yararlanır 

(Saraiva et al. 2016). Glukoz taşıyıcıları, ilaç dağıtımını kolaylaştırmak için kan 

beyin bariyerinde yüksek oranda sentezlenir. Transferrin reseptörü beyin beyine 

ilaç dağıtımında da kullanılabilir ancak bu yaklaşımın kullanılmasının kan 

dolaşımında bulunan ilacın bir kısmının geçmesine izin verdiği gösterildiğinden, bu 

yaklaşım henüz klinik uygulamalarda yer almamaktadır (Johnsen et al. 2019). Tüm 

bu bilgiler göz önüne alındığında sistematik ilaç uygulamasının kan beyin bariyeri 

tarafından büyük ölçüde engellendiği ve bu da araştırmacıların bu bariyeri 

aşabilecek intranazal uygulama gibi diğer yolların kullanıma yönelik preparatların 

hazırlanmasını desteklemektedir. Bununla birlikte, bu yaklaşımda uygulanacak 

hacim, kişiler arası mukus farklılıkları vb. gibi bazı sınırlamalarında göz önüne 

alınması gerekliliği açıktır (Sousa et al. 2019). 

1.2.3 Mikroçevresel, hücresel ve hücre içi bariyerler 

Lokal mikro çevrenin kimyasal veya fiziksel özellikleri ilaçları büyük ölçüde 

etkilemektedir. Bu nedenle, terapötik moleküllerin, hedeflenen mikro ortamın iyi 

anlaşılmasından sonra tasarlanması gerekir (Mitchell et al. 2021). 

Bu çalışmada, solid tümörlerin mikro-çevresine ve hücresel mekanizmalarına 

odaklanıldı. İlaçların solid tümörlere penetrasyonu oldukça zordur. Tümör 

mikroçevresini çevreleyen damar sistemi, ekstraselüler matriks (ECM) ve 

interstisyel sıvılar, herhangi bir terapötik molekülün karşılaştığı bariyerin temel 

bileşenleridir (Nagel et al. 2020; Zan et al. 2019). Terapötik moleküllerin tümör 

mikroçevresindeki kaderi ve tümör hücrelerinin içinde birikme yeteneğinin, 

arttırılmış geçirgenlik ve alıkonma (EPR) ile ilişkili olduğuna inanılmaktadır 

(Scheetz et al. 2019; Zan et al. 2019). Tümör ekstraselüler matriksi negatif yüklü 

olduğundan, bu engelin katyonik ilaçlarla aşılması oldukça zordur (Ding et al. 

2019). 
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Hücre membranları, heterojen olarak dağılmış transmembran proteinleri ve lipidler 

dâhil olmak üzere sayısız bileşen içerir (Behzadi et al. 2017). Protein ve lipid 

bileşimindeki farklılıklar hücre membran akışkanlığını ve ilaç geçirgenliğini etkiler 

ve bu nedenle biyomoleküllerin kullanılan hücresel transport mekanizmaları 

etkileşimin türüne bağlı olarak farklanır. Hücresel transport pasif ve aktif olarak 

gerçekleşebilir (Mitchell et al. 2021). Pasif transport genellikle hücrelerin seçiciliği 

nedeniyle sınırlıdır ve transport konsantrasyon gradiyenti yönündedir 

(Foroozandeh and Aziz 2018). Bu nedenle, ilaçların çoğunun hücre zarından geçişi 

aktif transport ile gerçekleşir. İlaçların hücre zarını geçmek için kullandığı yaygın 

transport yollarından bazıları Şekil 1.1 de verildi. 

 

 

Şekil 1.1. Hücre zarı bariyerini geçmek için moleküller tarafından üstlenilen alım yolları: endositoz 

ve pinositoz. 

Bahsedilen çeşitli bariyerlerin aşılmasında en umut verici yaklaşımlardan biri, 

nanoparçacıkların (NP'ler) kullanılmasıdır. Son yıllarda, nanoteknolojideki 

ilerlemeler, nano ölçekli, biyouyumlu ve biyolojik olarak parçalanabilen ilaç 

salınım sistemlerinin sentezini mümkün kılmıştır.  
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1.3 İlaç Salınım Sistemleri 

Nanoteknoloji birçok alandaki kullanımlarının yanı sıra malzeme bilimi ve 

biyomedikal uygulamalardaki gelişmelere çok önemli katkılar sağlamış olup 

özellikle medikal alanda nano ölçekte (1-1000 nm) çeşitli ilaçları enkapsülleyebilen 

nano taşıyıcıların geliştirilmesiyle ‘’nanotıp’’ adı verilen alt disiplin doğmuştur 

(Brambilla et al. 2011; Brigger et al. 2002; Farokhzad and Langer 2009; Riehemann 

et al. 2009; Sanhai et al. 2008). Bu nano-taşıyıcılar, lipidler, polimerler, proteinler, 

inorganik malzemeler vb. gibi çeşitli malzemelerden farklı boyut ve şekillerde 

hazırlanabilir. Kullanılan malzemelerin fizikokimyasal özelliklerindeki çeşitlilik, 

çok değişik ilaç dağılım uygulamalarına olanak sağlar (Şekil 1.2). İlaç dağılımı için 

nano-taşıyıcı tasarımı genel olarak aşağıdakileri hedefler: (i) ilaçların bozulmasına 

karşı koruyucu bir sistem oluşturmak (sindirim sistemi, kan dolaşımı, vb.); (ii) 

ilacın epitelden emilimini ve geçişini kolaylaştırmak; (iii) tedavilerin dağılım 

profilini ve farmakokinetiğini modüle etmek ve (iv) belirli bölgelere dağılımı ve 

hücre penetrasyonunu geliştirmek olarak özetlenebilir. 

 

Şekil 1.2. Farklı malzemelerden hazırlanan nanotaşıyıcı tabanlı ilaç taşıma sistemleri (Couvreur and 

Vauthier 2006). 

Nanotaşıyıcıların hazırlanmasında kullanılan biyomalzemeler yüzeyi ihtiyaç 

duyulan uygulamaya göre modifiye etme ve ayarlama açısından avantajlıdırlar. Bu 

tür modifikasyonlar ile kan dolaşımındaki nanotaşıyıcıların kararlılığının ve yarı 

ömrünün arttırılması ve içeriklerinin aktif hedefleme yoluyla veya hedef hücrelerde 
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bulunan spesifik belirteçler ile hedef bölgeye ulaştırılması mümkün olabilmektedir. 

Bir diğer önemli avantajı ise canlı sistemde enzimatik veya kimyasal reaksiyonlarla 

elimine edilebilen biyolojik olarak parçalanabilen materyallerin 

kullanılabilmesidir. Nanotaşıyıcılardan lipozomlar ve polimerzomlar, 

fizikokimyasal özelliklerinin yanı sıra hücresel membranlara morfolojik 

benzerlikleri nedeniyle dikkat çekicidir. Yaygın olarak bilinen ilaç taşıma 

sistemlerinden bazıları Şekil 1.3 de verilmiştir. 

1.3.1 Lipid bazlı veziküller (miseller, lipozomlar ve niozomlar) 

Amfifilik lipidler sulu ortamda farklı küresel formlarda kendiliğinden birleşme 

eğilimindedirler. Bu platformlar, yalnızca bir katman veya sulu bir bölmeyi içine 

alan iki katmanlı miseller halinde de oluşturulabilir. Lipozomlar ve niozomlar en 

yaygın olarak kullanılan sistemlerdendir. Kolay ve basit sentez süreci, 

biyouyumluluk, biyoyararlanım ve (çeşitli fiziksel ve kimyasal özelliklere sahip) 

çeşitli molekül türlerinin önemli miktarlarını kapsülleme yeteneği gibi bazı 

avantajlar sağlarlar. Lipid bazlı veziküller, FDA tarafından en çok onaylanmış 

formülasyonlardır (Mitchell ve diğerleri 2021). 

 

Şekil 1.3. Yaygın olarak kullanılan ilaç taşıma/dağıtım sistemleri ve özellikleri (Mitchell et al. 

2021).  
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1.3.2 Polimerzomlar 

Bu nanotaşıyıcılar geleneksel lipid bazlı vezikülleri taklit eden sentetik 

veziküllerdir. Bunlar aynı zamanda ‘’core-shell’’ ilaç nanotaşıyıcıları olarak da 

bilinirler ve veziküler sistemlerde kendiliğinden birleşen ve ilacı çekirdeklerinde 

hapseden blok kopolimerlerin hidrasyonu yoluyla oluşturulurlar. Polimerzomlar, 

lipozomlara kıyasla gelişmiş stabiliteleri ve kapsülleme kapasiteleri ile de bilinirler 

(Rideau et al. 2018). Polimerzomların sentezinde kullanılan polimerlerden bazıları 

poli- (etilen glikol) (PEG) ve poli- (dimetilsiloksan) (PDMS) dır. Polimerzomun 

ana avantajı, amaçlanan uygulamaya göre farklı polimerler kullanarak yapının 

çeşitli özelliklerini değiştirme ve ayarlama yeteneğidir (Discher and Ahmed 2006). 

Polimerlere ilaç konjugasyonu, bir pro- ilacı bir hidrofilik polimer ile kovalent 

olarak bağlamak için biyolojik olarak bozunabilir bir bağlayıcının kullanılması ile 

gerçekleştirilir. Polimer, nano yapılı bir yapı veya misel benzeri bir form 

oluşturarak ilacı koruyabilen bir taşıyıcı görevi görür (Hu and Jing 2009). 

1.3.3 İnorganik nanopartiküller 

Metaller (altın, demir vb.), silika ve kuantum noktaları (Quantum dots, QDs), nano 

ölçekli görüntüleme ve ilaç dağıtım sistemlerinin oluşturulması için kullanılan 

inorganik malzemelerden bazılarıdır. Polimer tabanlı platformlara benzer inorganik 

nanopartiküller, belirli boyut, şekil ve yapılarda sentezlenebilir. Altın 

nanopartiküller en çok araştırılan moleküllerdir (Yang et al. 2019). Ayrıca, temel 

malzemelerin doğası göz önüne alındığında, bu inorganik nanopartiküller, diğerleri 

arasında renk, floresan, termal ve manyetizma gibi benzersiz özelliklere sahip 

olabilir. Metal bazlı nanopartiküller kolayca değiştirilebilir ve fonksiyonlanabilir, 

bu da ilaç dağıtım sistemleri olarak uygulamalarını genişleten ek özellikler 

kazandırır (Wang et al. 2020; Yang et al. 2019). Manyetik nanoparçacıklar, FDA 

tarafından onaylanan başlıca inorganik nanoparçacıklardır (Bobo et al. 2016). 

İnorganik nanopartiküller, organik malzeme bazlı nanopartiküllerde eksik olan bazı 

özelliklere sahiptir. Ancak, düşük çözünürlükleri ve toksisiteleri ile ilgili birçok 
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endişe nedeniyle klinik kullanımları büyük ölçüde sınırlıdır (Arias et al. 2018; 

Manshian et al. 2017). 

1.4 İlaç Taşınımı/Dağıtımının İyileştirilmesi 

Nano boyutlu partiküller, ilaç taşınmasında dolaşım sürelerinin uzatılması yoluyla 

ilaç dağıtımı sırasında hücrelerin fizyolojik bariyerlerini aşabilirler (Maeda 2001; 

Matsumura and Maeda 1986; Tanaka et al. 2004). 50-150 nm arasındaki 

boyutlardaki terapötik nanopartiküller, damar sisteminden sızarak tümörlerin hücre 

dışı matrikslerinde toplanabilirler. Diğer yandan tam fonksiyonlu lenfatik drenaj 

sisteminin olmaması nedeniyle daha iyi bir tutma olasılığına sahiptir (Şekil 1.4). 

Geleneksel antikanser ilaçları, dolaşımdaki kısa ömürleri nedeniyle EPR etkisinden 

daha az yararlanır. Spesifik olmayan hücresel alım, opsonizasyon, plazmada 

bozunma ve hepatik klirens gibi çeşitli işlemler yoluyla dolaşımdan hızla elimine 

edilirler. Küçük antikanser ilaçları genellikle uygulamadan birkaç saat sonra 

dolaşımdan temizlenir. Bu nedenle, nanopartiküllerin bu amaçla kullanımlarında 

antikanser ilaçların farmakokinetik özelliklerinin geliştirilmesine odaklanılmıştır. 

 

Şekil 1.4. Tümörlerde EPR etkisinin gösterimi.  
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Lipozomların dolaşım ömrünü uzatmaya yönelik ilk çalışmalardan yeterli sonuçlar 

alınamamıştır (Torchilin 2005). Lipozomlarda ilaçların enkapsülasyonunun ilgili 

ilacın plazmada degredasyonundan ve renal filtrasyonundan koruyabileceği 

gösterilmiştir. Bununla birlikte, lipozomların, retiküloendotelyal sistem (RES) 

(monositler ve makrofajlar) tarafından alınımı nedeni ile lipozomların kan 

dolaşımından hızlı bir şekilde elimine edilmesine yol açtığı rapor edilmiştir. Daha 

sonra NP teknolojilerindeki gelişmeler ile NP dolaşım süresinin uzamasında ve 

spesifik olmayan RES alımına karşı korumada etkin fomlar temel olarak polietilen 

glikol (PEG) kaplama tabakasının eklenmesiyle elde edilmiştir (Ballou et al. 2004; 

Carpenter et al. 1971; Uchida et al. 2005). 

PEG'in uzunluğunun ve yoğunluğunun bu parametreleri büyük ölçüde 

etkileyebileceği gösterilmiştir. 2-5 kDa'lık bir moleküler ağırlığa (MW) sahip PEG 

kullanımı, optimal dolaşım özellikleri ürettiği rapor edilmiştir. Diğer yandan 

kaplanmış NP'lerin son boyutunun, in vivo etkili ilaç taşıma/salınım performansı 

için en önemli kriter olduğunu gösterilmiştir. Kabul edilebilir ilaç alıkonmasına ve 

tümör ekstravazasyonuna ulaşmak için 50 ile 150 nm arasında değişen boyutların 

en iyi olduğu bildirilmiştir (Jiang et al. 2008; Perrault et al. 2009). 

NP'leri kaplayarak artan dolaşım süresinin önemini daha da doğrulamak için, 

hayvanlar ve insanlar üzerinde test edilen serbest doksorubisin (DOX) ve DOX'un 

enkapsüle edildiği PEG kaplı lipozomlar arasındaki karşılaştırmalı bir çalışmada, 

enkapsülasyondan sonra farmakokinetik özelliklerin geliştirildiğini göstermiştir. 

(Gabizon et al. 2003). (Li et al. 2001; Peracchia et al. 1999). 

1.4.1 Hedeflenmiş ilaç taşınımı 

Genellikle damarlanmanın zayıf olduğu tümörlerde pasif hedefleme ile ilaç 

taşınımının kullanımı sınırlıdır. Diğer yandan daha önce de belirtildiği gibi, damar 

geçirgenliği tümörden tümöre değişebilir, bu da ilacın düzensiz lokalizasyonuna 

neden olur ve etkinliğini azaltır. Bu nedenle, tümöre üniform ilaç taşınmasını 

sağlamak için ligand reseptör etkileşimini kullanan aktif hedefleme sistemleri 

geliştirmeye yönelik çalışmalar yapılmaktadır. İlgili hedefe spesifik yönlenme 
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sağlayabilecek antikorlar, peptitler, aptamerler vb. gibi bazı ligandlar, kovalent 

bağlar yoluyla NP'lerin yüzeyine eklenebilir. Antikorların antijenleriyle spesifik 

etkileşimi, hedeflenmiş NP'lerin oluşturulmasındaki en yaygın yaklaşımlardan bir 

tanesidir. Bazı kanser türleri, doğal olarak belirli antijenleri aşırı eksprese eder ve 

antikorla modifiye edilmiş NP'lerin kullanılması ile spesifik etkileşim ile hedefe 

yönlenme sağlanmış olur. Örneğin, anti-HER2 ile konjuge edilmiş lipozomlar, 

HER2 aşırı ekspresyonu olan göğüs tümörlerinde konjuge olmayan lipozomlarla 

karşılaştırıldığında 700 kat daha fazla ilaç alımı gerçekleştirmektedir (Park et al. 

2001). Büyük boyutta antikorlar (150 kDa) NP'lere bağlanmalarında tanıma 

bölgelerinde sorunlar yaşanmaktadır. Bu nedenle araştırmacılar alternatif olarak 

Fab fragmanları, RNA tabanlı aptamerler, spesifik büyüme faktörleri ve peptidler 

gibi farklı ligantların kullanımına yönelik çalışmalara ağırlık vermişlerdir 

(Farokhzad et al. 2006; Karmali et al. 2009; Maruyama et al. 1999; Zhou et al. 

2007). 

1.4.2 Birden çok ilacın birlikte taşınımı 

Çoklu ilaç direnci (MDR), kanser hücrelerini terapötik moleküllerden koruyan iyi 

bilinen bir savunma mekanizmasıdır. Bu nedenle kanser hücrelerinin ilaca 

dirençlilik bariyerini aşmak için birden çok ilacın birlikte kullanımı gündeme 

gelmiştir. Bu bağlamda ilaçların doğru kombinasyonu, kanser hücrelerinde 

seçiciliği artırabilen ve ilaca direnç mekanizmalarını engelleyebilen terapötik 

yaklaşımın sinerjistik etkisini destekleyici olması gerekmektedir (DeVita et al. 

1975). 

Nanotaşıyıcılar, birkaç ilacın enkapsülasyonu ve patolojik dokulara dağıtımlarını 

senkronize etme yetenekleri nedeniyle terapide büyük bir potansiyele sahiptir. 

Nanotaşıyıcılara dayalı kombinasyonlar, geleneksel ilaç kokteyllerine kıyasla ilaç-

ilaç oranının korunması açısından da önemlidirler. Belirli molar oranlarda birden 

fazla ilacın enkapsülasyonu ile hazırlanan lipozomlar ile yapılan klinik 

çalışmalarda, lipozomal formülasyonun geleneksel kombinasyon tedavisine göre 
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avantajı gösterilmiştir (Batist et al. 2009; Bayne et al. 2009; Feldman et al. 2011; 

Lim et al. 2010). 

Kemosensitize edici moleküller ile birlikte enkapsüllenen ilaçların kanser 

hücrelerinde çoklu ilaç direncinden korunmadaki potansiyeli Şekil 1.5 de 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 1.5. İki molekülün (ilaç ve kemosensitizer) birlikte kapsüllenmesinin MDR kanser hücrelerine 

karşı nasıl etki edebileceğinin gösterimi. 

Doksorubisin ve P-glikoprotein (P-gp) inhibitörü sikloporin A ile birleştirilerek 

hazırlanan polialkilsiyanoakrilat NP'lerin tek başına Dox tedavisine kıyasla Dox'a 

dirençli P388 hücreleri üzerinde gelişmiş bir inhibisyon etkisi gösterdiği 

bulunmuştur. Ayrıca Ko-enkapsülasyon yaklaşımının, Dox yüklü NP'lerin serbest 

siklosporin A ile bir kombinasyonunda görülmeyen bir sinerjik etki ürettiği de 

gösterilmiştir (Emilienne Soma et al. 2000). Başka emoterapötik nano-emülsiyonlar 

oluşturulmasında çeşitli kombinatoryal NP'ler hazırlanmış, çoklu ilaç 

dirençliliğinden korunma açısından değerlendirilmiştir (Ganta and Amiji 2009). 

Çoklu ilaç direnci ile ilgili lipozomal formülasyonlar ve farklı NP'ler ile yapılan 

çalışmalardan bazıları aşağıda özetlenmiştir (Çizelge 1.1). 
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Çizelge 1.1. Kemoterapötikler ve kemosensitizörler içeren kombinatoryal nanopartikül 

formülasyonlara örnekler (Hu and Zhang 2012). 

Nanocarrier Platform 
Chemo-

Therapeutic 
Chemosensiting 

Agent 

Indication 

Status 

Refs 

Liposome Topotecan amlodipine Leukemia in vivo (Li et al. 2006) 

Liposome Vincristine quinacrine Leukemia in vivo 
(Liang et al. 
2008) 

Liposome Paclitaxel tariquidar Ovarian cancer in vitro (Patel et al. 2011) 

Liposome 

(transferrinconjugated) 
Doxorubicin verapamil Leukemia in vitro (Wu et al. 2007) 

Liposome (cationic) Doxorubicin 
MRP-1 and BCL2 

siRNA 
Lung Cancer in vitro (Saad et al. 2008) 

Cationic coreshell 
nanoparticle 

Paclitaxel 
siRNA BCL2- 
siRNA 

Breast cancer in vitro 
(Wang et al. 
2006) 

PLGA-PEG 

nanoparticle  
Vincristine  verapamil  Breast Cancer  in vitro  (Song et al. 2009) 

PLGA-PEGbiotin 

nanoparticle 
Paclitaxel  tariquidar  

Various cancer 

types  
in vivo  (Patil et al. 2009) 

PLA-PEGbiotin 
nanoparticle 

Paclitaxel  P-gp siRNA  
Various cancer 
types  

in vivo  (Patil et al. 2010) 

Polyalkylcyan 

oacrylate nanoparticle 
Doxorubicin  Cyclosporine A  

Various cancer 

types  
in vitro 

(Emilienne Soma 

et al. 2000) 

Oil nanoemulsion Paclitaxel curcumin Ovarian Cancer in vitro 
(Ganta and Amiji 

2009) 

Mesoporous silica 
nanoparticle 

Doxorubicin  BCL2-siRNA  Ovarian Cancer  in vitro  (Chen et al. 2009) 

1.5 Teranostikler 

Hastalıkların erken tanısı, patolojinin doğru yönetilmesine yardımcı olan etkili 

tedavi yaklaşımlarının oluşturulmasında önemli bir adımdır. Kanser ve yaşlanmaya 

bağlı diğer hastalıklarda semptomların erken tespiti, hastanın yaşam tarzını 

etkilemeden terapötik etkinin artmasında büyük fark yaratabilir. Şu anda kullanılan 

tanı araçlarının çoğu, optik görüntüleme, manyetik rezonans görüntüleme (MRI), 

bilgisayarlı tomografi (CT) vb. gibi radyoaktif, floresan veya kontrast maddeler gibi 

toksik maddelerden yararlanan çeşitli teknikleri içermektedir. Bu moleküller 

genellikle kanseri tedavi etmek ve izlemek için kemoterapi ile birlikte kullanılır. 

Toksisite sorunu, araştırmaları yüksek toksisite riski olmadan her iki eylemi de 

gerçekleştirebilecek yeni yaklaşımlar tanımlamaya yöneltmiştir. Bu bağlamda 

teranostik nanotaşıyıcılar, hem ilaç moleküllerinin hem de kontrast ajanının birlikte 

kullanılmasından dolayı önemli bir alternatif olarak görülmektedir. Bu platformlar 

lipidik (lipozomlar), polimerik (polimerler, polimerzomlar) inorganik 
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nanopartiküller (metalik NP'ler), miseller veya dendrimerler olabilmektedir. 

Tercihen, teranostik nanotaşıyıcılar, hem terapötik hem de tanısal moleküllerin 

yüksek konsantrasyonunu kapsülleyebilmelidir. Normal dokulara düşük düzeyde 

toksisite ile içeriklerini hedef tarafa verimli bir şekilde iletebilmeleri gerekir (Jani 

et al. 2020). 

NP'lerin optik özelliklerini kullanmak, teranostik platformlar geliştirmenin en basit 

yoludur. Bu nedenle, metalik NP'ler, NIR yakınında ışığı absorbe etme yetenekleri 

nedeniyle kanser kemoterapisinde umut verici bir seçenektir (Loo et al. 2005). 

Ayrıca NP'ler doksorubisin gibi hem tedavi edici hem de görüntüleme özelliklerine 

sahip moleküller ile birleştirilebilir (Sorace et al. 2012). Literatürde Teranostik 

uygulamalar için önerilen katı lipid NP'ler, nanoyapılı lipidler, nanokapsüller, 

miseller, inorganik NP'ler, protein bazlı NP'ler, viral NP'ler gibi birçok nanotaşıyıcı 

formülasyonu vardır (Madamsetty et al. 2019). 

1.6 Tedavide Peptidler 

Doğal peptitlerin biyomedikal alanda ve gıda endüstrisinde kullanımı büyük ilgi 

görmektedir. Özellikle bağışıklık sistemi ve inflamasyon bağlantılı kanser, diyabet 

vb. hastalıkların patalojilerinde önemli olmaları nedeni ile birçok biyolojik proseste 

değerlendirilmektedirler. Bu nedenle peptidlerin yapı ve etki mekanizmalarının 

araştırılarak tedavi amaçlı kullanımlarına ilişkin çalışmalar son yıllarda 

yaygınlaşmıştır (Melino et al. 2014). 

1.6.1 Hücreye girebilen peptidler (‘’Cell-penetrating’’ CPP’s) 

Hücreye nüfuz eden peptitler (CPP'ler), hücre girişlerini kolaylaştırmak için büyük 

makromoleküller ve/veya mikroskobik partiküller ile konjuge veya kompleks 

oluşturulabilen kısa katyonik ve/veya amfipatik peptidlerdir. Bu peptitler genellikle 

30 amino asitten daha kısadır. Hücre içine geçiş ilgili peptide ve hücre tipine bağlı 

olarak farklanmalar gösterse de hemen hemen tüm hücrelerde gözlenir. Hücre 

plazma zarını geçebilen bir polikatyonik peptid ilk olarak 1965'te rapor edilmiştir 
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(Ryser and Hancock 1965). Sonrasında ise çeşitli çalışmalar ile bu görüşler 

desteklenmiştir (Derossi et al. 1994; Vives et al. 1997). Günümüzde ise çok sayıda 

karakterize edilmiş CPP vardır ve bunlardan bazıları Çizelge 1.2 de verildi. 

Çizelge 1.2. Türetilmiş ve tasarlanmış CPP'lere örnekler. 

Name  Sequence  Ref.  

Protein derived:  

Penetratin  RQIKIWFQNRRMKWKK  (Derossi et al. 1994)  

Tat (48-60)  GRKKRRQRRRPPQ  (Vives et al. 1997)  

pVEC  LLIILRRRIRKQAHAHSK (Elmquist et al. 2001) 

Designed:  

Polyarginine (R)n (Wender et al. 2000)  

Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (Pooga et al. 1998)  

TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL (Soomets et al. 2000)  

Tüm peptitlerin amidasyonlu bir C-terminali vardır.  

Kanser, global bir sorundur ve kemoterapi hala tercih edilen tedavi olarak kabul 

edilir ancak seçicilik eksikliği, ağır yan etkiler ve hatta ilaca direnç nedeniyle düşük 

başarı şansı vb. bu tür tedavilerin temel kısıtlamalarıdır. Bu nedenle yeni 

kemoterapötik ilaç geliştirilmesinde peptitler tedavi için iyi bir aday olarak 

görülmektedir ve CPP’ler özellikleri nedeniyle antikanser ilaç taşınımındaki 

kullanım potansiyelleri ile ilgi çekmektedir (Dinca et al. 2016; Fonseca et al. 2009; 

Helmfors et al. 2015; Huang et al. 2013; Kato et al. 2016; Vives et al. 2008). Ayrıca 

CPP'lerin çoklu ilaca direnç bariyerini aşabileceği öne sürülmüştür (Davoudi et al. 

2014; Dubikovskaya et al. 2008; Lindgren et al. 2006; Vargas et al. 2014). Her ne 

kadar olumlu bir beklenti gösterseler de peptidlerin katyonik karakterlerinden 

dolayı peptidlerin kullanımlarının spesifik olmayan, toksisite ve hızlı eliminasyon 

vb. sınırlamaları söz konusudur. Bu nedenle, bu sınırlamaları kaldırabilmek için 

örn. kanser hücrelerini hedefleyen pH ile aktive olabilen CPP'lerin kullanılması gibi 

farklı yaklaşımlar denenmiştir (Fei et al. 2014; Jiang et al. 2012; Lee et al. 2008; 

Shi et al. 2015). Aşırı laktik asit üretimi nedeniyle kanser hücresi ortamının normal 

doku ortamından biraz daha asidik olduğu bilinmektedir ve pH ile aktive olan 

CPP’ler ile asidik ortam nedeniyle kanser hücrelerine karşı daha seçici hale 

getirilmiştir (Cardone et al. 2005; Jahde et al. 1982; Liang et al. 2014; Tannock and 

Rotin 1989). Negatif yüklü membranlar ve katyonik peptitler arasında üretilen 

CPP'lerin elektroporasyon mekanizması, antikanser moleküllerin hücresel alımını 
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etkileyen ana faktördür (Futaki et al. 2007; Guo et al. 2016; Ziegler 2008). Bu 

nedenle, elektrostatik yüklere odaklanmak, aktiviteyi modüle etmeye ve özgüllüğü 

artırmaya yardımcı olabileceği düşünülmüştür. (Yao et al. 2017; Zaro et al. 2012; 

Zhang et al. 2011). 

1.6.2 Metal iyon bağlayıcı peptitler 

Proteinlere/peptidlere metal iyonlarının eklenmesinin agregatlaşma hızlarını büyük 

ölçüde değiştirebileceği bilinmesine rağmen, bu ilişki göründüğü kadar basit 

değildir. Metal iyonları, fizyolojik koşullar altında bile proteinlerin 

agregasyonlarını indükleyebilir. Bu mekanizma hala tam olarak anlaşılamamıştır 

çünkü metal iyonlarının varlığında agregasyon sürecini indüklemek/azaltmak 

sıcaklık, pH, protein ve metal konsantrasyonları gibi diğer faktörlere bağlıdır. Bazı 

metal iyonları protein agregasyonunu hem hızlandırabilir hem de engelleyebilir 

(örneğin: Cu2+, Zn2+). Bu nedenle, protein agregasyonu ve metal iyonları 

arasındaki bağlantıları belirlemenin, peptid tabanlı tedavilere katkıda bulunulacağı 

düşünülmekedir (Poulson et al. 2020). Zn2+ ve Ca2+ gibi bazı iki değerlikli metal 

iyonlarının varlığı bazı katyonik AMP'lerin aktivitesini veya etki şeklini 

etkileyebilir (Łoboda et al. 2018). 

Bu çalışmada, katyonik antimikrobiyal etkisi olan bazı peptidler kullanılmıştır. 

AMP'lerin metallerle etkileşimi kısmen His, Arg ve Lys gibi katyonik amino 

asitlerin varlığı ile ilişkilidir. Metaller, protein aktivitesinin düzenlenmesinde 

oynadıkları merkezi rol nedeniyle proteinlerde çok önemli kofaktörler olarak kabul 

edilir. Protein dizisi boyunca amino asitlerin fonksiyonel gruplarının uygun şekilde 

düzenlenmesi, çok çeşitli metal iyonlarının bağlanmasına yardımcı olur. Proteinler 

metal iyonlarını, doğalarına ve konumlarına bağlı olarak, sekonder ve tersiyer 

konformasyonlarına göre seçimli olarak bağlarlar. Bu nedenle, farklı uygulamalar 

için kullanılacak peptid dizilerinin belirlenmesi metal iyonları etkileşimi açısından 

önemli olduğu rapor edilmiştir (Xing and DeRose 2001). Yaygın stratejilerden bir 

tanesi, metal iyonlarını bağlayabilen peptit dizilerini kullanmaktır. Öte yandan 

bilim adamları, bu peptitlerin sürekli büyüyen kütüphanesini (veri tabanı) 

oluşturmak için doğal metal iyon bağlayıcı peptitlere dayalı yeni dizilerin 
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öngörüsünü ve sentezini de kullanmaktadırlar (Licini and Scrimin 2003; Turk and 

Cantley 2003). 

Histidince zengin peptitler; katyonik ve amfipatik peptidlerdir. Katyonik 

amfipatik helikal yapılar sergilerler ve mikroorganizmaların membranları ile temas 

halindeyken mikroorganizmalara karşı yıkıcı etkinlikleri indüklenir. Histidin 

açısından zengin AMP'lere, Clavinin, daptomisin ve histatin vb. çok sayıda örnek 

verilebilir (Conde et al. 2012). 

Histatinler 

Tükürük, birçok enfeksiyon türüne karşı korunma ve sindirim gibi birçok 

fonksiyonda etkin olan biyoaktif peptitler, enzimler, metabolitler, metal iyonları, 

düzenleyici hormonlar vb. bileşenleri içerir. Bu sıvının kompleksliği aynı zamanda 

iyi bir tanı ortamı olarak da önemlidir. Ayrıca tükürük, proteolitik proteinler ve 

peptitler açısından son derece zengindir (Çizelge 1.3) (Conklin et al. 2017; Imamura 

et al. 2009; Sun et al. 2009; Troxler et al. 1990). 

Çizelge 1.3. Tükürükte bulunan bazı biyoaktif peptidlere örnekler (Melino ve diğerleri 1999) (© 

2014 American Chemical Society). 

Structural groups Additional classification Representative peptides families 

Histidine-rich  Peptides Histatins 

Cysteine-rich  Cationic peptides Defensins 

 Phosphoproteins Cystatins 

Proline-rich  Acidic, basic, glycosylated Proline-rich proteins (PRPs) 

Proline- and tyrosine-rich Phosphopeptides Statherins 

Name Sequence 

Histatin 1 DSpHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN 

Histatin 3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN 

Histatin 5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY 

Proteolytic fragment 

Histatin 2 RKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN 

Histatin 4 KFHEKHHSHRGYRSNYLYDN 

Histatin 6 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYR 

Histatin 7 RKFHEKHHSHRGY 

Histatin 8 KFHEKHHSHRGY 

Histatin 9 RKFHEKHHSHRGYR 
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Histatin 10 KFHEKHHSHRGYR 

Histatin 11 KRHHGYKR 

Histatin 12 KRHHGYK 

Histatin C-ter YGDYGSNYLYDN 

Sp fosfoserini temsil eder. 

Histatinler, ağız boşluğunun korunmasında ve diş minesi oluşumunda rol oynar 

(Khurshid et al. 2017). HST5 en bol bulunan formdur (15–30 μM) (Conklin ve 

diğerleri 2017). Hidrofobik bir ortamda bir α-sarmal konformasyona sahipken, 

diğer AMP'lerden farklı bir mekanizma düşündüren sulu çözeltilerde sarmallık 

kaybolur (Şekil 1.8 A) (Melino et al. 1999). Yapı-fonksiyon çalışmaları sonucunda, 

bu peptitlerin N-terminalinde antimikrobiyal etkiye sahip bir dizi ve C-terminalinde 

yara iyileştirici etkisinin olduğu gösterilmiştir Şekil 1.8 (Grogan et al. 2001; Puri 

and Edgerton 2014). 

 

Şekil 1.8. (A) Farklı HST5 yapısal konformasyonlarının NMR karakterizasyonu, (B) HST1 ve 5'in 

amino asit dizisinin, farklı biyoaktif ve metal bağlama alanları (© 2017, 1999 Amerikan Chemical 

Society) (Conklin ve diğerleri 2017; Melino ve diğerleri 1999).  



20 

 

 

 

 

1.7 Nanotaşıyıcılar İle İlaç Taşınımındaki Sınırlamalar 

Nanotıp ve teknolojideki gelişmeler ile NP'lerin kullanımının daha güvenli hale 

gelmesine yönelik çalışmalar yapılmaktadır. Nano partiküllerin uzun süreli 

dolaşım, hedefleme, hücre penetrasyonu ve alımı, birden fazla molekülün 

enkapsülasyon ve taşıma yeteneği gibi çeşitli avantajlarının yanı sıra bazı 

dezavantajları vardır. Bunlar genel olarak aşağıda özetlenmiştir: 

➢ Dolaşım sürelerini artırmak için PEGilasyon ile NP'lerin kaplanması 

sırasında toksik kimyasalların kullanımı (Alexis et al. 2008; Knop et al. 

2010; Koide et al. 2009; Salvador Morales et al. 2009). 

➢ Kombinatoryal tedavide (çoklu ilaç enkapsülasyonu) kullanılacak 

nanopartiküllerde lipid kompozisyonunun ayarlanması, enkapsüle edilmiş 

bileşenlerin konsantrasyonu ve inkübasyon süresinin iyi optimize edilmesi 

gerekliliği. 

➢ Hedeflenmiş nanopartikül uygulamalarında biyokonjugasyon 

yöntemlerinin optimizasyonu ve standartlaştırılması (Casey et al. 2000; 

Hayashi et al. 1995; Moulahoum et al. 2021; Schneider 2000; Siemers et al. 

1997). 

1.8 Protein Glikoksidasyonu ve Hastalık İlişkisi 

Protein glikasyonu, şekerin karbonil grubu ile proteinin serbest amino grubunun 

Schiff bazı oluşturmasıyla başlamaktadır. Schiff bazı oluşumu saatler içerisinde 

gerçekleşmekte ve sonrasında günler içerisinde Amadori ürünlerine dönüşmektedir. 

Amadori ürünleri ise daha sonra dikarbonil bileşiklerine ve sonrasında da haftalar 

içerisinde ileri glikasyon son ürünlerine (AGE‘lere) dönüşmektedir. Amadori 

ürünlerinin oluşumuna kadar olan bölüm geri dönüşümlü iken, daha sonraki evreler 

ise geri dönüşümsüzdür. Glikasyon, özellikle erken dönemlerde daha fazla olmak 

üzere konsantrasyona bağımlıdır, bu sebeple hiperglisemik koşullarda oluşumları 

artar. 
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Monosakkaritler arasındaki reaktivite şekerin açık (karbonil) ve kapalı (hemiasetal) 

konfigürasyonları arasındaki dengeye bağlı olarak 300 kata kadar çıkabilir. Aldoz 

şekerler ketoz şekerler ile karşılaştırıldığında, yapılarındaki aldehit karbonil 

grubunun daha elektrofilik olmasından dolayı daha hızlı reaksiyon verirler. Glukoz 

aldoz şekerler arasında en az reaktif olanlardan biridir. Bunun nedeni ise asiklik 

formda bulunma oranının % 0,001 olmasıdır. Kantitatif olarak insanlarda bulunan 

ana monosakkarittir ve glike proteinlerin çoğu glukoz eklenmesiyle oluşur. 

Amadori ürünlerinin bir seri dehidrasyon ve yeniden düzenlenmeler ile spontane 

olarak parçalanması ile reaktif ketoaldehit dikarbonil bileşikleri meydana gelir. 

Oluşan bu deoksiglukozonlar proteinlerin amino gruplarıyla reaksiyona girerek ileri 

glikasyon son ürünleri (AGE) olarak bilinen protein içi çapraz bağlantıları 

oluştururlar. Amadori ürünlerinin oluşumuna kadar olan bölüm geri dönüşümlü 

iken daha sonraki evreler ise geri dönüşümsüzdür  ve yaşam süresi boyunca birikir. 

AGE’lerin çoğu floresan özelliktedir ve klinik veri oluşturulmasında protein bağlı 

floresan ölçümünden yararlanılır. 

AGE oluşumu haftalar süren bir süreç olduğu için genellikle uzun ömürlü 

proteinleri etkiler. Proteinlerdeki lizin, histidin, arginin aminoasitleri glikasyona 

daha hassastır. Son dönem böbrek yetmezliği gibi yüksek düzeyde AGE 

oluşumunun olduğu durumlarda nükleik asit ve lipid bileşenler de AGE oluşumuna 

katılırlar. Glikasyon miktarı hiperglisemi derecesine bağlı olduğundan hem hücre 

içinde hem de hücre dışında oluşabilir. Proteinlerin glikasyonu ile oluşan ketoamin 

yapıdaki ilk ürünler kararlı değildir; oksidatif ve oksidatif olmayan mekanizmalarla 

bozunarak çok sayıda glikasyon son ürünlerine (AGE) çevrilir. İleri glikasyon son 

ürünleri olarak adlandırılan bu ürünlerin birikmesi ile doku proteinlerinde yapısal 

ve fonksiyonel değişiklikler oluşmaktadır. 

Sonuç olarak Alzheimer gibi yaşlanma ve yaşlanmaya bağlı hastalıklar, diyabetik 

komplikasyonlar, romatoid artrit, nörodejeneratif hastalıklar, kanser, katarakt vb. 

birçok önemli hastalığın patagonezinde önemli rol oynadıkları bilinmektedir 

(Christen, 2000; Dukic-Stefanovic et al., 2001; Nawale et al., 2006). 
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AGE oluşumunda etkili faktörler; proteinlerin yapım yıkım hızı, hiperglisemi 

derecesi oksidatif stresin varlığıdır. AGE’ler, endotelin-1 aracılığıyla 

vazokonstriksiyonu arttırarak endotel hasarına yol açtığı gibi, kompleks 

biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal üretebilme kapasitesine de sahiptirler. 

Diğer yandan AGE’lerin toksik etkileri arasında; proteinlerin yapılarını ve 

fonksiyonlarını değiştirebilmeleri, kendi reseptörleri ile oksidatif stresi 

indükleyebilmeleri, nükleer faktör kappa B (NFkB) gibi redoks duyarlı 

transkripsiyon faktörlerini aktive etmeleri ve ilgili genlerin (prokoagülant doku 

faktörü endotelin-1, adhezyon molekülü, VCAM-1 gibi) ekspresyonlarının 

artışında da etkin oldukları bilinmektedir. In vivo şartlarda, bu reaksiyonun 

yaşlanma sürecinde moleküllerin yavaş olarak parçalanmasının yönlendirilmesinde 

önemli bir rolü olduğu görülmüştür. Glikasyon bağımlı hasarın temel mekanizması 

proteinlerin aralarındaki çapraz bağlanmalar sonucu modifiye olmaları veya 

fonksiyonel özelliklerini kaybetmelerinden kaynaklanmaktadır. Glikasyonla ilgili 

çalışmaların çoğu ökaryotlar üzerinde gerçekleştirilmiştir. Bunun nedeni ise diyabet 

ve Alzheimer gibi yaşlanmaya bağlı hastalıklarla ilişkisinin olmasından ileri gelir. 

Geçiş metal iyonlarının Maillard reaksiyonunda önemli rol oynadığı pek çok kanıt 

ile desteklenmiştir. Metal iyonlarından özellikle bakır(II) ile demir(III) iyonlarının 

oksijen katalizi ile birlikte glukoz ve Amadori ürünlerini ROS ve dikarbonillere 

dönüştürerek, modifiye AGE moleküllerinin oluşumuna ve doku hasarına neden 

olduğu belirlenmiştir (Brewer 2010; Price et al. 2001; Ramonaitytė et al. 2009; Van 

Campenhout et al. 2004). Bu nedenle AGE‘lerin oluşumunu minimuma indirmek 

veya engellemek için birçok antioksidan ve deglikasyon ajanı geliştirilmektedir. 

AGE‘ler temelde diyabet komplikasyonlarında iki şekilde rol almaktadır. 

Bunlardan birincisi; özellikle ekstrasellüler matriksin yapısındaki proteinler 

arasında çapraz bağlar oluşturarak matriks yapısını ve fonksiyonlarını bozmak, 

ikincisi ise; AGE‘lerin birtakım hücrelerde bulunan reseptörlerine bağlanması 

sonucunda çeşitli sinyal yolaklarını aktive ederek çeşitli transkripsiyon 

faktörlerinin ve sitokinlerin sentezine ve salınımına yol açılmasıyla pek çok 

metabolik değişikliklere neden olmasıdır. Bu değişimler, tromboz faktörlerinin 

artışı, trombomodülin sentezinin azalışıdır. 
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1.9 Deglikasyon ve AGE İnhibitörleri 

Proteinlerin deglikasyonu protein hasarının(glikoksidasyon) giderilmesinde 

yeni bir yaklaşım olup aşağıda verilen mekanizmalara göre etki göstermektedirler; 

➢ İleri glikasyon ürünlerinin oluşumununun engellenmesi. 

➢ Oluşan glikasyon ürünlerinin yıkımının sağlanması. 

➢ AGE reseptörlerinin aktivasyonununun önlenmesi. 

Daha geniş anlamda glikasyon reaksiyonunun inhibisyonu AGE oluşumunun ve 

AGE aracılı hasarın farklı adımlarına müdahalede bulunarak gerçekleştirilebilir 

(Hipkiss and Brownson, 2000; Rahbar and Figarola, 2003; Vasan et al., 2003). 

➢ Reaktif dikarbonil gruplarını tuzaklamak 

➢ Geçiş metal iyonlarının antioksidan aktivitelerinden yararlanmak 

➢ Serbest radikalleri tutan diğer antioksidanlar 

➢ AGE çapraz bağ kırıcıları 

➢ AGE reseptör bloklayıcıları 

➢ AGE reseptör sinyali bloklayıcıları 

➢ Antidiyabetik tedavi ile glisemi indirgenmesi 

➢ Aldehit redüktaz inhibisyonu 

➢ Transketolaz aktivitesi ile trioz fosfatların pentoz fosfat yolağına geçişini 

sağlamaktır. 

Günümüze değin yapılan çalışmalarda endojen ve ekzojen kaynaklı birçok farklı 

bileşik etki mekanizmalarına göre değerlendirilmiştir. Özellikle bir dipeptid olan 

karnosin (β-Alanil-histidin) ve anserin gibi analogları, piridoksamin, 

aminoguanidin, piridoksal-5-fosfat, n-asetil sistein gibi bileşikler hem antioksidan 

hem de deglikasyon etkinliği açısından değerlendirilmiştir (Ardestani and 

Yazdanparast 2007; Bellia et al. 2009). Ayrıca antioksidan etki yanında metal 

şelatlama etkisinin de değerlendirildiği karma çalışmalar mevcuttur. 
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1.10 Tez Çalışmasının Amacı 

 Son yıllarda nanoteknolojinin gelişimi ile farklı tanı ve tedavi stratejileri üzerine 

yoğunlaşılmış olmakla birlikte bu tür uygulamalarda kullanılan malzemelerin 

birikimi ve toksik etkileri tartışma konusudur. Bu nedenle hedefe yönelik hastalık 

tanı ve tedavisinde biyo-uyumlu nanopartiküllerin tasarlanması önem 

kazanmaktadır. Metal bağlayan amino asit açısından zengin peptidler genel olarak 

membran penetrasyonu ve seçicilikleri, biyolojik uyumlulukları ve kolay 

bozunmaları nedeniyle antimikrobiyal etkilerinin yanı sıra kanser terapisinde etkin 

oldukları bilinmektedir. 

Bu bağlamda, bu çalışmada kanser, diyabet ve nörodejeneratif vb. multifaktoryel 

hastalıkların tedavisine katkı sağlayabilecek teranostik nanoyapıların hazırlanması 

temel olarak amaçlandı. Özellikle metal iyonlarını bağlama etkinliğine sahip 

peptidler ile kombinasyon halinde lipidik ve polimerik malzemelerden farklı tipte 

nanotaşıyıcıların hazırlanması proje kapsamında tutuldu. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez kapsamında yapılan çalışmalar 4 Bölüm de gerçekleştirilmiş olup her 

bölüme ilişkin kullanılan materyaller ve yöntemler ilgili bölüm başlığı altında 

verilmiştir. 

2.1 1. Bölüm: Metal İyonu Peptid Etkileşiminin Proteinlerin 

Glikoksidasyonları Üzerine Etkilerinin İncelenmesi 

Bu bölümde albumin glioksidasyon modeli kullanılarak çinkonun karnosin’in 

protein glikoksidasyonun inhibisyonu üzerine etkisinin araştırılması hedeflendi. 

Çalışmalar, hazırlanacak olan nanoyapılarda peptid ve metal iyonunun birlikte 

kullanımının glikoksidasyon sonucu gelişen protein farklanmalarının önlenmesinde 

kullanım potansiyellerinin belirlenmesinde temel oluşturmak amacı ile 

gerçekleştirildi. 

2.1.1 In-vitro Protein Glikasyon/Deglikasyon Modeli 

Glikasyon/Deglikasyon etkisinin incelenmesi amacı ile tarafımızdan optimize 

edilen Matsuura ve ark. (2002) tanımladığı glikasyon modeli kullanıldı. Buna göre, 

3 mL fosfat tamponu (0.1 M, pH7.4, %0.02 sodyum azit) içinde sığır serum 

albümini (BSA, 10 mg/mL) ve 0.5 M glukoz (Glc) ile 60°C'de 48 saat inkübe edildi. 

Başlangıçta, en uygun süreyi belirlemek amacıyla BSA veya BSA-Glc içeren iki 

set zamana bağlı bir glikasyon değerlendirmesi için test edildi (1, 2, 3, 4, 5, 6, 18, 

24, ve 48 saat). Oluşturulan model Glukoz-BSA in vitro glikasyon sisteminde 

deglikasyon etkisinin incelenmesi amacı ile hazırlanan peptid, metal ve 

peptid/metal farklı zaman aralıklarında ilave edilmesi ile test edildi Şekil 2.1. Test 

grupları; 

➢ Karnosin (5 mM) ve farklı çinko konsantrasyonları (125, 250 ve 500 uM) 

içeren BSA-Glc, 



26 

 

 

 

 

➢ Her deney seti için negatif kontrol (BSA) ve pozitif kontrol (BSA-Glc), 

➢ Bir referans anti-glikasyon molekülü aminoguanidin ile (BSA-Glc + AG). 

Protokolün sonunda, bağlanmamış glukozu elimine etmek için numuneler 24 saat 

boyunca fosfat tamponuna karşı diyalizlendi ve daha sonra, glikasyon ve 

agregasyon (AGE'ler, ditirozin ve β amiloid) belirteçlerinin belirlenmesi için 

porsiyonlanarak 4 °C de depolandı. Tüm deney setleri üç tekrarlı olarak çalışıldı. 

 

Şekil 2.1. Karnosinin in vitro olarak deglikasyon ve protein oksidasyonuna etkileri üzerine çinko 

eklenmesinin incelenmesi için protokol tasarımı.  
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2.1.2 AGE ve ditirozin tayini 

İleri glikasyon son ürünlerinin belirlenmesinde glikasyon sonrası AGE oluşumu 

florometrik ölçüm (λex=370 nm’de uyarım ve λem=440 nm’de emisyon ölçümleri 

alınarak (Perkin Elmer Ltd., İngiltere) incelendi (Tupe ve Agte 2010). Ek olarak, 

ditirozin (λex=330 nm/ λem=415 nm) AGE'lerle aynı koşullarda ölçüldü. % 

inhibisyon değerleri aşağıdaki formülasyona göre hesaplandı. 

İnhibisyon (%) = 100 - [(Numune floresan/C+ floresan) × 100]. 

Tüm örnekler üç tekrarlı olarak çalışıldı. 

2.1.3  Çapraz β yapı ve yüksek molekül kütleli agregatların 

belirlenmesi 

Glikasyonlu albümin örneklerindeki çapraz beta agregasyonu, Tiyoflavin T (ThT) 

florometrik yöntemi kullanılarak belirlendi (Tupe and Agte 2010). Örnekler (300 

uL), 3 mL fosfat tamponu (0.1M, pH7.4) içinde ThT (64 uM) ile karıştırıldı ve 1 

saat (oda sıcaklığında, karanlıkta) inkübe edildi. Örnekler florometrik olarak 

(λex=435 nm ve λem=485 nm) değerlendirildi ve inhibisyon etkinlikleri AGE 

inhibisyon hesabı için kullanılan formüle göre belirlendi. Tüm örnekler üç tekrarlı 

olarak çalışıldı. 

2.1.4 Protein oksidasyonu ve İleri oksidasyon protein ürünlerinin 

(AOPP) Belirlenmesi 

Protein oksidasyon analizi Grzebyk ve ark. tarafından gerçekleştirilen metotta bazı 

değişiklikler yapılarak gerçekleştirildi (Grzebyk and Piwowar 2016b). Kısaca, BSA 

(10 mg/mL) ve fosfat tamponunda (0.1M, %0.02 sodyum azit, pH 7.4) hazırlanan 

20 mM kloramin T (CT) 37oC’de 2 saat çalkalamalı şekilde inkübe edildi. Protein 

glikasyonu protokolüne benzer şekilde, 5 mM karnosin ve farklı dozlarda çinko 
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sülfat (125, 250, 500 µM) eklendi. Pozitif kontrol için BSA+CT, negatif kontrol 

için yalnızca BSA kullanıldı. AG (5 mM) referans molekül olarak kullanıldı. 

Örnekler, protein oksidasyonunu önleyici etkiyi test etmek için (preventive 

protocol) reaksiyon başlangıcında (sıfırıncı an), tedavi edici etkiyi görmek için 

(curative protocol) reaksiyondan 1 saat sonra eklendi. Örnekler, inkübasyon sonrası 

fosfat tamponuna karşı 24 saat boyunca diyaliz edildi ve sonraki analizler için 

saklandı. 

İleri oksidasyon protein ürünleri (AOPP, Advanced oxidation protein product) 

(Witko-Sarsat et al. 1996) tarafından gerçekleştirilen metoda göre analizlendi 

(Witko-Sarsat et al., 1996). Bunun için, mikroplakalara örneklerden 70 µL 

eklendikten sonra sırasıyla 100 µL fosfat tamponu, 20 µL glasiyel asetik asit, 10 

µL, 1.16 M KI ve tekrar 20 µL glasiyel asetik asit eklenerek 340 nm’de absorbans 

ölçüldü. Kloramin T ile oluşturulan standart grafik (0-10 µM aralığında) yardımıyla 

hesaplamalar gerçekleştirildi. Tüm denemeler üç tekrarlı olarak çalışıldı. 

2.1.5 İstatiksel Analiz 

Çalışmadaki sonuçlar ortalama ± standart sapma (SD) şeklinde verildi. İstatiksel 

çalışma Student’s t-test (GraphPad Prism 5.0, California) kullanılarak 

gerçekleştirildi. P değeri 0,05'in altında (p<0.05) bir değer ise karşılaştırma sonucu 

istatiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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2.2 2. Bölüm: Karnosin Enkapsüle Edilmiş Niozomların Sığır Serum 

Albümin Modifikasyonları Üzerine Etkisi 

2.2.1 Niozomların hazırlanması 

Niozomlar, ince film yöntemi kullanılarak hazırlandı (Barlas ve ark. 2016). Kısaca, 

Span 60 ve kolesterol (20 mM), 1:1 molar oranda hazırlanarak kloroform/metanol 

(2:1 v/v) karışımı içinde çözüldü. Daha sonra çözücü, ince bir lipid filmi oluşturmak 

üzere döner bir buharlaştırıcı (Buchi R-3, İsviçre) kullanılarak uzaklaştırıldı. 

Karnosin yüklü niozomlar (CarNIO) elde etmek için elde edilen ince film 50 mM 

karnosin içeren pH 7.4, 60°C'de 10 mL PBS ile hidratasyona tabi tutuldu. Lipid 

tabakası daha sonra sulu çözelti ile dağıtıldı ve ultrasonik bir banyoda (Sonics & 

Materials Inc. ABD) sonike edildi. Enkapsüle edilmiş karnosini elde etmek için 

hazırlanan preperat PBS ile üç yıkamanın ardından 7000g'de 30 dakika 

santrifüjlendi. Elde edilen niozom pellet PBS ile süspanse edilerek +4oC’de muhaza 

edildi. 

2.2.2 Niozomların Karakterizasyonu 

Niozomların boyutları, dinamik ışık saçılımı (DLS) analizi (DLS, Malvern 

Zetasizer, Nano ZS modeli, Malvern Instruments Ltd., UK) ile üç tekrarlı çalışarak 

belirlendi. 

Niozomlardaki enkapsüle edilen karnosin miktarı, 205 nm dalga boyunda amid bağı 

(peptid bağı) ölçümüne dayalı karnosin standartı kalibrasyonları kullanılarak 

spektrofotometrik yöntem ile belirlendi. Enkapsülasyon etkinliği, başlangıçta 

eklenen karnosin miktarından enkapsülasyon sonrası serbest karnosin miktarının 

çıkarılması ile hesaplandı; 

EE% (Enkapsülasyon Etkinliği) = [(Başlangıç karnosin miktarı – serbest karnosin 

miktarı) /Başlangıç karnosin miktarı] *100. 
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2.2.3 Niozomlardan karnosin salınımının incelenmesi 

Niozomlardan karnosinin in vitro salımı, diyaliz yöntemi kullanılarak 

gerçekleştirildi. Bilinen miktarlarda niozom formülasyonları, diyaliz torbalarına 

alınarak PBS'ye (pH7.4) karşı 100 rpm'de, 37°C'de 24 saat karıştırılarak 

diyalizlendi. Farklı zaman aralıklarında örnekler alınarak salınan karnosin miktarı 

hesaplandı. 

2.2.4 Niozomların fiziksel kararlılığının belirlenmesi 

Karnosin yüklü niozomların stabilitesi, 30 gün boyunca 4°C'de ve oda sıcaklığında 

(RT) saklanarak izlendi. Örneklerin karnosin içeriği her beş günde bir DLS analizi 

yoluyla test edildi. 

2.2.5 In vitro glikoksidasyon ve agregasyonun belirlenmesi 

Karnosin enkapsüle edilmiş niozomal preparatların deglikasyon, AGE oluşumunun 

inhibisyonu ve protein oksidasyonu vb. ile ilişkili tüm biyolojik etkinlikler 1. 

Bölümde detaylı olarak verildi. Bu kısımdaki tek fark deneylerin karnosin 

enkapsüle niozomlar ile gerçekleştirilmesidir. 

2.2.6 Karnosin-BSA etkileşiminin In silico değerlendirilmesi 

Agregasyona yatkın bölgelerin tahmini 

Son yıllarda, bir proteinin primer yapısının agregasyon bölgelerini tahmin etmek 

için hesapsal tabanlı birçok yöntem geliştirilmiştir. Buradaki temel amaç farklı 

hesaplama formülleri ve logaritmalarını izleyerek agregasyona (sıcak noktalar) 

karşı oldukça hassas olan amino asit kalıntılarını bulmaktır. Bu hesaplamalar, in 

vivo verilere, sekonder yapılara, bazı amino asitlerin spesifik modellerine ve 

agregasyon eğilimlerine ve konformasyonel enerjiyle ilgili fizikokimyasal 
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özelliklere dayanmaktadır (Hamodrakas et al. 2007; Lopez de la Paz and Serrano 

2004; Zhang et al. 2007). Çalışmanın bu kısımında mevcut birçok çevrimiçi araçtan 

Aggrescan 3D, (Conchillo-Sole et al. 2007), AmylPred (Frousios et al. 2009) ve 

Tango (Fernandez-Escamilla et al. 2004) BSA'daki olası agregasyon bölgelerinin 

gösterilmesi için seçildi. TANGO sistemi, sıcaklık, pH ve tampon konsantrasyonu 

gibi farklı deneysel koşulları dikkate alan özelleştirilebilir bir sistemdir. Böylece 

simülasyon, in vitro deneylerde kullanılan aynı parametrelerde (0.1M, pH7.4, 

50°C) gerçekleştirildi. Diğer yandan AmlyPred, agregasyona meyilli konsensüs 

dizisini tahmin etmek için Aggrescan ve Tango dahil olmak üzere çeşitli araçlar 

içermektedir. 

Karnosin / BSA ‘’Molecular docking’’ 

Çalışmanın bu kısmında Autodock Vina programı kullanıldı (Trott and Olson 

2010). Karnosin, AG ve BSA protein kristal yapıları sırasıyla PubChem ve Protein 

Veri Bankası'ndan (PDB) elde edildi ve pdbqt formatlanmış formatlar Discovery 

Studio 2019 ve Autodock için MGL araçları kullanılarak elde edildi. BSA 

monomeri (PDB: 3V03) (Majorek et al. 2012) ‘’docking’’hesaplamaları için 

kullanılarak ve tüm yapıyı kapsayacak şekilde model oluşturuldu.  Autodock Vina 

hesaplamalarına göre en düşük bağlanma enerjisi ile BSA'ya en iyi bağlanan ilk 10 

yapıyı elde etmek için yapılan çalışma sonunda elde edilen moleküler grafikler 

Discovery Studio 2019 programı kullanılarak oluşturuldu (Dassault Systèmes 

BIOVIA, San Diego). 

2.2.7 İstatiksel Analiz 

Çalışmadaki sonuçlar ortalama ± standart sapma (SD) şeklinde verildi. İstatiksel 

çalışma Student’s t-test (GraphPad Prism 5.0, California) kullanılarak 

gerçekleştirildi. P değeri 0,05'in altında (p<0.05) bir değer ise karşılaştırma sonucu 

istatiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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2.3 3. Bölüm: Glutatyon (GSH) Yüklü Niozomlar ve 

Kaprolakton/Laktid Polimerzomları ile Protein 

Glikoksidasyonunun Önlenmesi 

2.3.1 GSH yüklü Niozomların hazırlanması (GSH-NIO) 

GSH’ın niozomlara enkapsülasyonu ince film tabaka yöntemi uygulanarak daha 

önceki protokolümüze göre gerçekleştirildi (Moulahoum et al. 2019). Bu 

kapsamda, ince lipid tabakaları oluşturmak için, eşit miktarda (20 mM) kolesterol 

ve Span 60 içeren sulu çözelti klorofom/metanol (2:1, v/v) ile karıştırıldı ve rotary 

evaporatörde (Buchi R-3, Switzerland) sıvı kısım uçuruldu. Oluşan filmlerin 

hidratasyonu PBS (0.1M, pH7.4, 60°C) ile sağlanarak boş niozomlar oluşturuldu. 

GSH yüklü niozomları (GSH-NIO) PBS yerine bir GSH çözeltisi (20 mg/mL, PBS 

0.1M içinde, 60°C'de pH 7.4) ince film tabakasına aynı şekilde eklenerek 

niozomların oluşması sağlandı. Preparatlar güçlü bir şekilde 5 dakika 

vortekslendikten sonra 1 saat boyunca sonik banyoda tutularak nano ölçekte 

niozomların oluşması sağlandı. Solüsyon daha sonra 7000g’de 30 dakika 

santrifüjlendi. Elde edilen GSH yüklü niozomal pellet PBS ile süspanse edilerek 

+4°C’de muhaza edildi. 

2.3.2 GSH yüklü polimerzomların hazırlanması(GSH-LAC ve-

CAPRO) 

Block polimer sentezi 

GSH yüklü polimerzom sentezinde başlıca 2 kimyasal kullanıldı. Bunlar; GSH 

yüklü laktit polimerzoma (GSH-LAC) elde edilen poli(laktid-b-etilen oksit); ve 

GSH-CAPRO'yu eldesinde kullanılan poli(kaprolakton-b-etilen oksit). 

Polimerzomlar, bir inisiyatör olarak etilen oksit ve 3,3-dietoksi-1-propanol 

kullanıldığı sıralı anyonik halka açılma polimerizasyonu ile oluşturuldu (Scholz et 
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al. 1995). Kısaca, 3-dietoksipropanol (1 mmol), potasyum naftalin (1 mmol) ile 

1:23 oranında (v/v) karıştırıldı ve çözelti, 20 mL THF'a ilave edildi. 10 dakika 

karıştırıldıktan sonra 10 mL etilen oksit (200 mmol) eklendi. Viskoz açık 

kahverengi bir çözelti verecek şekilde 48 saat için bekletildi. 1.5 mL potasyum 

naftalin, solüsyon yeşile dönene kadar karışıma ilave edildi. Yeşil çözeltiye THF 

(2.5M) içinde çözülmüş 20 mL laktit veya kaprolakton (50 mmol) ilave edildi ve 

90 dakika boyunca polimerizasyon için bırakıldı. Daha sonra polimer, soğuk 2-

propanol ile çöktürülerek 2 saat -20°C'de bekleme sonrasında 4500g'de 25 dakika 

santrifüjlendi. Polimer benzen içinde liyofilize edildi. Kaprolakton ve laktit blok 

oluşumu için reaksiyon adımları Şekil 2.2 verildi. 

 

Şekil 2.2 Farklı nanotaşıyıcılar (niozomlar, polikaprolakton polimerler, polilaktid polimerler) için 

sentez reaksiyonu.  
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Misel oluşumu 

Boş polimerzomlar elde etmek için 15 mg kaprolakton veya laktit blokları 1 mL 

DMA içinde çözüldü ve 24 saat 4 mL PBS ile karıştırıldı. GSH-CAPRO veya GSH-

LAC, PBS yerine PBS içinde çözülmüş 65 mg/mL GSH kullanılarak boş 

polimerzomlar ile aynı şekilde hazırlandı. Son olarak karışımlar, 24 saat PBS'ye 

karşı diyaliz edildi. 

2.3.3 Karakterizasyon ve Enkapsülasyon Etkinliği 

Niozomlar ve polimerzomların boyutu, zeta potansiyeli ve PDI, dinamik ışık 

saçılımı (DLS) analizi (Nano ZS Malvern Zetasizer, Malvern Instruments Ltd., UK) 

ile belirlendi. Ölçümler üç tekrarlı yapıldı. Yapılandırılan polimerzomların nükleer 

manyetik rezonansı (1H-NMR) alınarak elde edilen veriler Şekil 2.3 de verildi. Ek 

olarak, farklı nanotaşıyıcıların morfolojisini doğrulamak için taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) kullanıldı (Thermo Scientific Apreo S, Holland). 

 

 

Şekil 2.3. Kaprolakton bazlı (solda) ve laktit bazlı (sağda) polimerzomların HNMR analizi. 

GSH-NIO, GSH-CAPRO ve GSH-LAC'ın kapsülleme verimliliği, GSH miktar 

ölçümüne dayalı spektrofotometrik yöntemle belirlendi. Niozom ve polimerzom 

formülasyonlarının santirifüj ve diyaliz sırasında alınan örneklerdeki glutatyon 
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miktarı başlangıca kıyasla modifiye Ellman yöntemi ile mikro plaka okuyucuda 

(Thermo Multiskan FC) GSH standart eğrisi kullanılarak belirlendi (Ellman 1959). 

EE% (Enkapsülasyon Etkinliği) = [(Başlangıç GSH miktarı – serbest GSH miktarı) 

/Başlangıç GSH miktarı] *100. 

2.3.4 GSH Salınım profilinin incelenmesi 

GSH salınımının in vitro analizi, diyaliz yöntemi kullanılarak incelendi. Farklı 

formülasyondaki (niozom, polimerzom) GSH konsantrasyonları, aynı 

konsantrasyona (10 mg/mL) seyreltildi. Çözeltiler diyaliz torbalarına alınarak 20 

mL PBS (pH7.4 veya pH5.5) içine daldırıldı. Diyaliz ortamı 100 rpm'de, 37°C'de 

24 saat karıştırıldı. Farklı zaman aralıklarında 1 mL örnek alınarak aynı hacimde 

taze tampon (37°C) ile değiştirildi. Salınan GSH miktarı, yüklenen konsantrasyon 

(niozomlardaki ilk kapsüllenmiş miktar) dikkate alınarak belirlendi. 

2.3.5 Niozomların ve polimerzomların fiziksel kararlılıkları 

GSH yüklü niozomların ve polimerzomların stabilitesi, 30 gün boyunca 4°C'de ve 

oda sıcaklığında (RT) saklanarak izlendi. Örneklerin GSH içeriği her beş günde bir 

DLS analizi yoluyla test edildi. 

2.3.6 Kritik Misel Konsantrasyonunun (CMC) belirlenmesi 

Kritik misel konsantrasyonu (CMC) piren (pyren) kullanılarak florometrik olarak 

belirlendi. Farklı konsantrasyonlarda piren (8x10-8 M'lik son konsantrasyon) 

kloroform içinde hazırlandı ve tüm tüpler tamamen kuruyana kadar buharlaşmaya 

bırakıldı. Her bir tüpe 4 mL örnekler ilave edildi ve dengeye ulaşılması için oda 

sıcaklığında karıştırıldı. 300-370 nm eksitasyon aralığı ve 395 nm emisyon dalga 

boyu (2.5 nm slit) ile her bir örnek için floresan yoğunlukları kaydedildi.  



36 

 

 

 

 

2.3.7 In vitro hücre toksisitesi (MTT Testi ) 

İnsan rahim ağzı adenokarsinom hücreleri (Human cervix adenocarcinoma cells; 

HeLa, ATCC® CCL-2™, ABD) ve glioblastoma hücreleri (U87, ATCC® HTB-

14™, ABD), tüm nanotaşıyıcı yapıların toksisitesinin analizi için kullanıldı. 

(Puglisi et al. 2019). Farklı hücreler kültür ortamında [Eagle's Minimum Essential 

Medium (EMEM, Merck, Almanya), %10 (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS, 

Cegrogen, Almanya), %1.0 (h/v) sodyum piruvat. (Biochrom, Almanya), 100 U/mL 

penisilin ve 100μg/mL streptomisin (Biochrom, Almanya)] %5 CO2, 37°C'de, 

nemlendirilmiş bir inkübatörde kültive edildi. Belirli bir çoğalma sonrası 96 oyuklu 

bir plakada (beş kopya) 104 hücre/oyuk olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat sonra 

ortam, EMEM ortamında (6.5-400 ug/mL) hazırlanan farklı konsantrasyonlarda 

niozomlar ve polimerzomlar ile değiştirildi. 

Hücre toksisitesinin belirlenmesinde MTT testi kullanıldı (Mosmann 1983). 

nanotaşıyıcılarla muameleden 24 saat sonra ortam, %10 (v/v) 5 mg/mL MTT 

çözeltisi ile karıştırılmış FBS içermeyen EMEM ortamı ile değiştirildi. Hücre 

kültürü koşullarında 4 saatlik inkübasyondan sonra, ortam uzaklaştırıldı ve her oyuk 

için 100 μL dimetil sülfoksit (DMSO, Merck, Almanya) ilave edildikten sonra 

formazan kristalleri çözündürüldü. Plaka okuyucuda 570 nm'de absorbanslar 

okundu ve sonuçlar, işlenmemiş hücrelere kıyasla canlı hücrelerin yüzdeleri olarak 

ifade edildi. 

2.3.8 In vitro glikoksidasyon ve agregasyonun belirlenmesi 

Serbest GSH, GSH enkapsüle edilmiş niozomların (GSH-NIO), ve 

polimerzomların (GSH-CAPRO ve GSH-LAC) deglikasyon, AGE oluşumunun 

inhibisyonu ve protein oksidasyonu vb. ile ilşkili tüm biyolojik etkinlikler 1. 

bölümde detaylı olarak verildi. Bu kısımdaki tek fark deneylerin GSH enkapsüle 

niozomlar ve polimerzomlar ile gerçekleştirilmesidir. 
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2.3.9 İstatiksel analizler 

Çalışmadaki sonuçlar ortalama ± standart sapma (SD) şeklinde verildi. İstatiksel 

çalışma Student’s t-test (GraphPad Prism 5.0, California) kullanılarak 

gerçekleştirildi. P değeri 0,05'in altında (p<0.05) bir değer ise karşılaştırma sonucu 

istatiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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2.4  4.Bölüm: Teranostik Polimerzom; Hedeflenmiş-Akıllı İlaç 

Taşınımı İçin Histatin 5 ve Doksorubisin İçeren Metoksi PEG-b-

poli kaprolakton Polimerinin Hazırlanması 

2.4.1 Teranostik polimerzom hazırlanması 

Bu çalışma kapsamında teranostik polimerzomun hazırlanmasında sırasıyla 

gerçekleştirilen adımlar; metoksi poli(etilen glikol)-b-poli (kaprolakton) iki bloklu 

kopolimerlerin (mPEG-b-PCL) oluşumu, kopolimere DOX enkapsülasyonu ve 

yüzeydeki iki bloğun karboksil gruplarının Hst5'i bağlamak için aktive edilmesi 

olarak özetlenebilir (Şekil 2.4). 

 

Şekil 2.4. pH duyarlı histatin 5 (Hst5) ile fonksiyonlanmış DOX ile yüklü teranostik polimerin 

sentezinin gösterimi (A) iki bloklu kopolimer sentez adımları (B) enkapsülasyon ve fonksiyonlama.  
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mPEG-b-PCL Diblok kopolimer sentezi 

Sentez işlemi, Kim ve arkadaşları tarafından açıklanan teknik izlenerek 

gerçekleştirildi (Kim et al. 2004). 0.812 g (0.4 mmol) mPEG (Mn = 2000), 30 mL 

toluen ile karıştırıldı. Su ve toluen kalıntısını ortamdan uzaklaştırmak için distile 

edildi. mPEG, 2.5 mL CH2Cl2 içinde süspanse edilerek 0.589 g (0.8 mmol) 

kaprolakton (CL) ilave edildi ve 24 saat süreyle 25°C'de inkübe edildi. Polimeri 

çöktürme amacı ile karışımın üzerine n-Heksan ilave edildi ve dekante edildi. 

Polimer tekrar CH2Cl2 içinde süspanse edilerek süzüldü. Buharlaştırılarak 

konsantre edildikten sonra vakum altında kurutuldu. 

mPEG-b-PCL’un karboksilasyonu 

mPEG-b-PCL'nin hidroksil gruplarının karboksilasyonu, bir katalizör olan DMAP 

varlığında süksinik anhidrit kullanılarak gerçekleştirildi (Kang et al. 2013). MPEG-

b-PCL, süksinik anhidrit ve DMAP (1:2:1 w/w) 10 hacim 1,4-dioksan içinde 

çözüldü ve reaksiyonun gerçekleşmesi için oda sıcaklığında 24 saat bırakıldı. 

mPEG-b-PCL-COOH, heksan/eter karışımı (1:1 v/v) ile üç kez çöktürüldükten 

sonra kurutuldu. 

Polimerzomlara Doksorubisin enkapsülasyonu 

Polimerzomlara DOX enkapsülasyonu Scarpa ve arkadaşlarının kullanmış olduğu 

yöntem ile gerçekleştirildi (Scarpa et al. 2016). Karboksilik ile modifiye edilmiş 

PEG-b-PCL (6.0 mg), 400 uL dimetilformamid (DMF) içinde tamamen çözünene 

kadar ultrasonik banyoda bekletildi. 0.5 M Doksorubisin çözeltisi %10 DMF içeren 

0.1 M fosfat tamponunda (PBS) hazırlandı ve karıştırılarak polimer çözeltisi damla 

damla ilave edildi. Örnek karışımı, 24 saat boyunca (4 kez tampon değişimi) PBS'ye 

karşı diyalizlendi. Ortamdaki serbest kalan doksorubisini uzaklaştırmak için 

santrifüjlenerek elde edilen kırmızı-bordo çökelek liyofilize edildi.  
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Polimerzomlara Histatin 5 konjugasyonu 

Histatin 5 konjugasyonunda ilk olarak EDC/NHS kimyası kullanılarak 

polimerzomun karboksil grubunun aktivasyonu gerçekleştirildi (Dieu et al. 2014). 

Bu amaçla, 1.0 mL polimerzom (10 mM MES tamponunda 10 mg/mL, pH 4.5), eşit 

hacimlerde (2.5 uL) EDC (8.0 mg/mL) ve NHS (22 mg/mL) ile karıştırıldı ve 30 

dakika süreyle oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. Polimerzomun Histatin 5 ile 

biyo-konjugasyonu 1000:1 oranında hazırlandı. EDC/NHS ile aktive edilmiş 

polimerzom, Hst5 (PBS içinde, 10 mM, pH 7.4) ile karıştırıldı ve gece boyunca oda 

sıcaklığında karıştırıldı. Bağlanmayan peptitler, santrifüj ile uzaklaştırıldı ve 

bağlanan peptid miktarları spektrofotometrik olarak belirlendi. 

2.4.2 Teranostik polimerzomun karakterizasyonu 

Farklı nanoyapıların karakterizasyonu amacı ile 1H-NMR (Varian Mercury-

plus/AS-400), FTIR-ATR (Spectrum Two FT-IR Spektrometresi-PerkinElmer), 

Taramalı elektron mikroskobu (SEM) (Thermo Scientific Apreo S) ve Dinamik ışık 

saçılması (DLS) (Zetasizer NanoZS, Malvern Instruments) gibi sistemlerin standart 

protokolleri kullanıldı. Jel geçirgenlik kromatografisi (GPC), polimerzomun relatif 

moleküler ağırlığını (MW) tanımlamak için kullanıldı. 

2.4.3 Enkapsülasyon Etkinliğinin belirlenmesi 

DOX'un enkapsülasyon verimliliği (% EE), diyalizatta ve süpernatanda bulunan 

kapsüllenmemiş DOX'un floresan ölçümü ile belirlendi. Hazırlanan DOX standart 

eğrisi (0.01-0.5 mg/mL) (y = 0.3303x + 0.0354; R² = 0.9983) kullanılarak 

örneklerdeki DOX miktarları hesaplandı. 

% EE [(toplam ilaç - kapsüllenmemiş)/toplam ilaç]*100  
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2.4.4 pH-Duyarlılığı ve salınım profilinin incelenmesi 

Hazırlanan teranostik polimerzomların pH ya bağlı ilaç salınımları fizyolojik 

koşullar (pH 7.4) ve asidik koşullar (pH 5.5) için analiz edildi. 1.0 mg/mL DOX 

içeren polimerzomlar diyaliz torbalarına alınarak 15 mL fosfat tamponu (50 mM) 

(fizyolojik ve asit koşulları) içine daldırıldı. 37°C'de 24 saat boyunca belirli 

aralıklarla 1.0 mL örnek alındı ve aynı hacimde taze PBS (37°C) ortama ilave 

edildi. DOX konsantrasyonları, önceden belirlenmiş bir standart eğri (y = 7.5228x 

- 0.0244; R² = 0.9955) kullanılarak hesaplandı. Maksimum salıma ulaşmak için 

gerekli sürenin belirlenmesinden sonra, daha önce açıklanan koşullara benzer 

şekilde ilave pH ortamları (pH 5.5, pH 6, pH 6.5, pH 7, pH 7.5) test edildi ve ilaç 

içeriği 4. saatte ölçüldü. 

2.4.5 Cell culture In vitro hücre toksisitesi (MTT Testi ) 

Hem serbest DOX'un hem de farklı polimerzom formülasyonlarının 

sitotoksisitesinin analizi için insan meme kanseri hücre hatları (MCF-7, ATCC® 

HTB-22™, ABD) kullanıldı (Ghorbanizamani et al. 2020). In vitro toksisite 

testlerinde izlenen yöntem 3. Bölümde detaylı olarak verildi. Bu bölümde test 

edilen örnekler sırasıyla kontrol mPEG-b-PCL, mPEG-b-PCL/DOX ve mPEG-b-

PCL/DOX/Hst5 olarak verilebilir. 

2.4.6 İstatiksel Analizler 

Çalışmadaki sonuçlar ortalama ± standart sapma (SD) şeklinde verildi. İstatiksel 

çalışma Student’s t-test (GraphPad Prism 5.0, California) kullanılarak 

gerçekleştirildi. P değeri 0,05'in altında (p<0.05) bir değer ise karşılaştırma sonucu 

istatiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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3. BULGULAR VE TARTIŞMA 

3.1 1.Bölüm: Metal İyonu Peptid Etkileşiminin Proteinlerin 

Glikoksidasyonları Üzerine Etkilerinin İncelenmesi 

Geçiş metalleri ile karnosin metal kompleksleri, önemli farmakolojik uygulamaları 

nedeniyle incelenmiştir (Matsukura and Tanaka 2000). Ülserlere, mukozal 

lezyonlara ve Helicobacter pylori ile ilişkili gastrite karşı koruyucu etkiye sahip 

olduğu gösterilen bir çinko-karnosin kompleksi sentezlenerek Polaprezinc veya Z-

103 adı ile ticarileştirilmiştir (Mineo et al. 2002; Torreggiani et al. 2000). 

Diğer yandan, protein glikasyonu ve agregasyonunun önlenmesinde çinko veya 

karnosinin etkisini inceleyen çalışmalar rapor edilmekle birlikte (Moulahoum et al. 

2019; Tupe and Agte 2010) çinko karnosin kombinasyonunun, istenmeyen protein 

glikoksidasyonunu önleyici veya tedavi edici etkiye sahip olup olmadığına ilişkin 

çalışmalar sınırlıdır. Bu nedenle, çalışmanın bu bölümünde, farklı çinko 

konsantrasyonları (125, 250 ve 500 µM) ile takviye edilmiş karnosinin kullanımının 

proteinlerin glikoksidasyonları üzerine etkisinin araştırılması hedeflendi. 

Bu amaçla in vitro glikasyon ve oksidasyon modelleri oluşturularak standardize 

edildi. Sonrasında ise ileri glikasyon son ürünleri (AGE'ler) ve İleri Oksidasyon 

protein ürünlerinin (AOPP'ler) analizleri tanımlanan zaman aralıklarında 

gerçekleştirildi. Elde edilen veriler 48 saatlik inkübasyon sırasında AGE'lerde 

zamana bağlı bir artışın olduğu ve 24 saat ile 48 saat arasında ise neredeyse ikiye 

katlandığı görüldü. Bu nedenle, AGE oluşumunun inhibisyon çalışmalarında 

değişimin kolay izlenebilmesi için 24 saat inkübasyon koşulu seçildi. Benzer 

şekilde, AOPP seviyelerinin de zamana bağlı artışın lineer olduğu görüldü, ve 1 ile 

2 saatlik ölçümlerde gözlenebilir sonuçlar elde edildiği için bu protokol için 1 saatin 

uygun olduğu düşünüldü (Şekil 3.1). 

Birçok doğal ve sentetik molekülün protein glikoksidasyon sonrasındaki yapısal 

değişikliklerin incelenmesinde genellikle AGE'lerin ve AOPP'lerin artışının 
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izlenmesinde bu deneysel model kullanılmaktadır (Grzebyk and Piwowar 2016b; 

Tupe et al. 2017). 

 

Şekil 3.1. Protein glikoksidasyon modellerinin incelenmesinde zaman etkisi (A) AGE oluşumu, (B) 

AOPP oluşumu. 

Glikasyon sonucunda, protein agregasyonu ve oksidasyonu dışında çeşitli 

modifikasyonlar gerçekleşir. Bu değişiklikler, farklı bakış açıları ile hem in vitro 

hem de in vivo bulunabilen tiyol grupları, fruktozaminler ve protein karbonilleri vb. 

aracılığıyla izlenebilir (Awasthi and Saraswathi 2016; Aydin et al. 2018; Grzebyk 

and Piwowar 2016b; Tupe et al. 2017). 
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Daha önce karnosin (2.5, 5 ve 10 mM) ve aminoguadin'in (5 mM) BSA glikasyonu, 

agregasyonu ve oksidasyonunu azaltma üzerindeki etkisi tarafımızdan incelenmişti 

(Moulahoum ve diğerleri 2019). Ancak, karnosinin de novo protein değişimini 

önleyip önlemediği veya değiştirilmiş proteinleri düzeltip düzeltmediği konusunda 

açıklamalar yeterli değildi. Ayrıca, bir histidine sahip olan dipeptidin yapısı ve 

karnosinin metal şelatlama kapasitesi göz önüne alındığında, iki değerlikli bir geçiş 

metalinin eklenmesinin aktivitesini etkileyeceğini düşünerek bu çalışmada, hem 

önleyici (protein modifikasyonu indüksiyonu sırasında) hem de iyileştirici (post 

indüksiyon) farklı protein modifikasyon modelleri üzerinde çeşitli çinko 

konsantrasyonlarına (125, 250, 500 µM) ek olarak karnosinin etkisi araştırıldı. Elde 

edilen veriler çinko ilavesinin AGE'leri, AOPP'leri, agregasyon seviyelerini 

azaltarak her iki protokol grubunda doza bağlı bir şekilde karnosin aktivitesinde bir 

artışa neden olduğunu gösterdi (Şekil 3.2). Bu sonuçlar çinko karnosin 

kombinasyonunun yaşa bağlı protein değişikliğine karşı önleyici bir engelleyici etki 

gösterdiğini göstermektedir. 
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Şekil 3.2 Karnosin ve çinko ile muamele edilmiş bir BSA protein modifikasyon modelinde 

AGE'lerin (A) ve AOPP'lerin (B) belirlenmesi ile protein modifikasyonunun değerlendirilmesi. 

**p<0.01 ve ***p<0.001 - C-, ##p<0.01 ve ###p<0.001 - C+, $p<0.05, $$p<0.01 ve $$$p< 0,001 

karnosine karşı 5 mM. 

Çinko 300'den fazla enzimin kofaktörü olarak önemli bir metal olup ve seviyeleri 

hücredeki birçok biyolojik mekanizma ile ilişkilidir. Seviyelerinin bozulması, 

diyabet gibi hastalıklarda zararlı etkilere neden olur. Diyabetik hastalarda çinko 

metabolizması muhtemelen glikasyon sonrası proteinlerin yapı-fonksiyon kaybına 

bağlı olarak olumsuz etkilenir. Şeker hastalarına çinko ilavesinin faydalı olduğu 

gösterilmiştir. Ek olarak, raporlar çinkonun tek başına protein modifikasyonlarını 

azaltabileceğini göstermiştir (Taylor 2005; Tupe et al. 2015). 
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İnsan serum albümini üzerinde yapılan araştırmalar ile beş potansiyel çinko 

bağlanma bölgesi belirlenmiştir. Bu bölgelerde esas olarak histidin, asparagin ve 

aspartat üzerinden kompleks oluştuğu gösterilmiştir (Stewart et al. 2003). 

Glikasyon noktaları genellikle çinko bağlama bölgeleriyle ilgisi olmayan lizin ve 

arginin ile ilişkili olmasına rağmen, çinko bağlayıcı histidin ve sisteine yakın 

konumlandırılan lizin amino asitlerinin çinkodan etkilendiği ve bunların glukoz ile 

reaksiyonunu inhibe ettiği öngörülmüştür (Tupe et al. 2015). 

Proteinler agregat oluşturmaya eğilimlidirler ve yapı ve dizilim açısından farklılık 

gösterseler de amiloid fibrillerinde gözlenenlere benzer çapraz β yapıları oluşturma 

potansiyeline sahiptirler (Alam et al. 2017b; Chiti and Dobson 2006). (Frousios et 

al. 2009; Hamodrakas 2011; Lopez de la Paz and Serrano 2004). In vivo protein 

glukozilasyonu, arginin, lizin ve sistein amino asitlerini içeren farklı bölgelerde 

meydana gelir ve gizli hidrofobik bölgelerin açılmasına neden olur ve zamanla alfa-

helikal formdan beta-yaprak yapısına geçiş (amiloid oluşumu) gerçekleşir. 

Çalışmamızda, ThT ile karıştırılmış glike proteinlerin florometrik seviyeleri 

ölçülerek beta-yaprak oluşumunun analizi yapıldı. Elde edilen veriler, glukoz (C+) 

varlığında yüksek düzeyde agregatlaşma olduğunu ve kontrol olarak kullanılan 

aminoguanidin ve karnosin’in agregasyonu önemli ölçüde önleyebildiğini gösterdi. 

Ayrıca, karnosin üzerine farklı çinko konsantrasyonlarının eklenmesi, doza bağlı 

bir şekilde anti-agregatif etkide kayda değer bir bir artışa neden oldu (Şekil 3.3 A). 

Karnosin’in varlığında glike α-kristalinde amiloid fibril oluşumunun yüksek oranda 

önlendiği gösterilmiş olup, karnosin, beta-amiloid birikimi ve fibril oluşumunun bir 

baskılayıcısı olarak tanımlanmıştır (Aloisi et al. 2013; Attanasio et al. 2009; 

Attanasio et al. 2013; Brender et al. 2010). Protein agregasyonu, çapraz bağlı 

proteinleri tanımlamak için kullanılan genel bir terimdir. Bu agregatlar, lizozomlar, 

inklüzyon cisimcikleri, agresomlar, hatalı katlanma ve plaklar dahil olmak üzere 

farklı form ve yapılarda oluşturulabilir (Reeg and Grune 2015). 

Protein değişimi sırasında genellikle analiz edilen bir başka belirteç, yaşlanma ve 

protein oksidasyonu (hücresel stres, UV ışınlaması ve patolojik koşullar) ile artan 

ditirozin çapraz bağlarının oluşumudur. Bu dimerler, oksitlenmiş proteinlerin 
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proteolizinden sonra salınan kimyasal olarak kararlı bileşiklerdir (Giulivi et al. 

2003). Agregasyon sürecine ilişkin yapılan çalışmalarda, literatüre benzer şekilde 

ditirozin seviyelerinde bir yükselme olduğu gösterilmiştir. AG, karnosin ve 

çinko/karnosin kullanımının ditirozin düzeylerini önemli ölçüde azalttığı görüldü. 

Ayrıca çinkonun varlığı, daha yüksek konsantrasyonlarda karnosin aktivitesini 

artıran doza bağımlı bir etki gösterdiği gözlemlendi (Şekil 3.3B). 
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Şekil 3.3 Çinko / karnosin ile muamele edilmiş BSA protein modifikasyon modelinde (A) ThT 

analizi, (B) ditirozin oluşumu. *p<0.05 ve ***p<0.001 - C-, ###p<0.001 - C+, $p<0.05 ve $$p<0.01 

- karnosin 5 mM.  

Azheimer hastalarının beyinlerinden izole edilen beta-amiloid dimerlerinin 

nörotoksik ve yıkıcı bir etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Bu dimerler, beta 

amiloid bölgesini içeren amiloid öncüsü üzerinde bir ditirozin çapraz bağ bağının 

varlığından dolayı stabil ve tutarlıdır (Portelius et al. 2009; Roberts et al. 2012; 

Shankar et al. 2008). Karnosin ve homologlarının (homokarnosin ve anserin) 

karbonil ve ditirozin gruplarıyla etkileşim yoluyla çapraz bağlanmayı ve 

agregasyonu azalttığı daha önceki çalışmalarda gösterilmiş olup bu etkinin daha 

çok karnosinin antioksidan etkisi ile ilgili olduğu düşünülmektedir (Cararo et al. 

2015; Hipkiss et al. 2001; Kim and Kang 2007). Amiloid plaklarında yüksek 

miktarlarda çinko, demir ve bakırın bulunması metallerin Alzheimer hastalığının 

(AD) patogenezinde önemini vurgulamaktadır. Bazı raporlar, AD ve diyabetteki 
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geçiş metallerinin eksikliğinin, muhtemelen beta-amiloidler ve ROS üretimi ile 

metallerin tutulumuna bağlı olduğu ileri sürülmüştür. Bu nedenle, bir metal şelatör 

olarak karnosin etkisi ve çinko ile etkileşimi, amiloid plaklardan metalleri 

şelatlamanın yanı sıra anti-agregasyon ve antioksidasyon etkisi nedeniyle ilginç bir 

yaklaşım olarak görülebilir (Al-Hilaly et al. 2013; Mukherjee et al. 2017). 

Karnosinin terapötik potansiyelininin irdelenmesi ve çalışma sonuçlarının 

doğrulanmasında in vivo çalışmaların gerçekleştirilmesi gereklidir. Metabolik 

yanıt, absorpsiyon hızı ve terapötik dozlar gibi çeşitli faktörlerin ve mekanizmaların 

etkisi nedeniyle in vitro çalışmaların canlı vücutta olanlardan farklı olması 

anlaşılabilir bir durumdur. Serumda karnosinaz tarafından yürütülen bozunma 

olasılığı nedeniyle karnosin tedavisi hakkında bir endişe olmuştur. Bu nedenle, ya 

mevcut çalışmada açıklananlar gibi kompleksler oluşturarak ya da peptidi korumak 

için kapsülleme yöntemleri geliştirerek hidroliz sorununun üstesinden gelebilecek 

yeni formülasyonların araştırılması gereklidir (Bellia et al. 2012; Moulahoum et al. 

2019). 
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3.2 2. Bölüm: Karnosin Enkapsüle Edilmiş Niozomların Sığır Serum 

Albumin Modifikasyonları Üzerine Etkisi 

Hazırlanan niozomların karakterizasyon çalışmaları sonucunda morfolojik olarak, 

küresel formda ve ortalama 560±203 nm büyüklüğünde olduğu belirlendi. Karnosin 

enkapsülasyon (CarNIO) için etkinliği (%EE) ise %32.4±5 olarak bulundu. Ayrıca, 

formüle edilmiş niozomlar 30 gün 4°C'de depolama sonrasında boyut ve dağılımda 

hiçbir farklılık göstermediği gözlendi. Nanotaşıyıcılar kullanımında yan etkilerden 

kaçınmak için molekül tutma ve sürekli salınım önemli kriterlerdir. Niozomlardan 

karnosinin salınımı, fizyolojik koşullarda diyaliz kullanılarak takip edildi. Karnosin 

yüklü niozomların ve serbest karnosinin salınım profile incelendiğinde ilk 5-6 

saatte lineer olduğu, 24 saat sonrasında ise sırasıyla %12.4±0.6 ve %41.5±5'e 

ulaştığı belirlendi. Ancak 6. Saat sonrasında da belirgin bir artış gözlenmedi (Şekil 

3.4). 

 

Şekil 3.4 Serbest karnosin ve CarNIO'nun ilaç salım profili. 

Serbest karnosin ve CarNIO'nun antiglikatif etkisi, Şekil 3.5 de verildi. Hem negatif 

(C-) hem de pozitif (C+) kontrollerden elde edilen fluoresans, glikasyon işleminin 

doğrulanmasına ve test moleküllerinin antiglikatif etkilerinin incelenmesinde 

kullanıldı. AGE'lerin floresan değerleri C+'da C-'ye kıyasla anlamlı olarak daha 

yüksek olarak bulundu (p<0.001) (Şekil 3.5A). Ayrıca, serbest veya karnosin 
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enkapsüle edilmiş niozomların glikasyon sürecinde doza bağlı bir azalma gösterdiği 

belirlendi. Paralel olarak, boş niozomlar aynı koşullarda ayrı ayrı test edildi ve 

önemli bir fark gözlenmedi. Aminoguanidin, referans antiglikatif ajan olarak 

kullanıldı ve yaklaşık olarak %40'lık bir inhibisyon yüzdesi gösterdi (p<0.001) 

(Şekil 3.5 B). Serbest karnosinin 2.5 mM'lik dozunun %53'lük bir azalma ile 

(p<0.001) referans AG’e kıyasla biraz daha iyi antiglikatif etkisi olduğu görüldü. 

Daha yüksek konsantrasyonlar (5 ve 10 mM), C+ ile karşılaştırıldığında sırasıyla 

%70'e (p<0,001) ve %82'ye (p<0,001) ulaşan daha iyi bir inhibitör etki göstermiştir. 

Aynı konsantrasyonlarda karnosin enkapsüle edilmiş niozomlar kullanıldığında ise 

2.5 mM, 5 mM ve 10 mM için sırasıyla %25 (p<0.05), %31 (p<0.001) ve %37 

(p<0.001) antiglikatif etki gösterdiği belirlendi. Bu değerlerin, difüzyon nedeni ile 

serbest karnosin ile gözlenen değerlerden daha düşük olması doğal olarak 

karşılandı. 

 

Şekil 3.5 Karnosin ve karnosin/niozomlarının (CarNIO) antiglikatif etkisi. (A), λex=370/λem=440 

nm'de floresan yoğunluğu, (B) gözlemlenen inhibisyon, *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 ve C- 

grubu. #p<0.05, ##p<0.01 ve ###p<0.001 ve C+ grubu karşılaştırması. $p<0.05, $$p<0.01 ve 

$$$p<0.001 ve AG 5mM grubu.  
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Albümin modelinde β-amiloid oluşum miktarı, spesifik olarak fibrillere bağlanan 

Tiyoflavin T testi ile değerlendirildi (Şekil 3.6). BSA'nın glukoz (C+) ile 

glikasyonu, negatif kontrole kıyasla (p<0.01) önemli bir artış gösterdi (Şekil 3.6A). 

Ayrıca, serbest karnosin ve CarNIO, pozitif kontrol ile karşılaştırıldığında doza 

bağımlı bir şekilde amiloid oluşumunun azaldığı gözlendi (Şekil 3.6 A ve B). 

Serbest karnosin, 2.5 mM, 5 mM ve 10 mM tedavi dozları için sırasıyla %27 

(p<0.001), %38 (p<0.01) ve %49.9 (p<0.01) koruma seviyesi gösterdi. Benzer 

şekilde, CarNIO için aynı doz aralığı için sırasıyla %19.4 (p<0.01), %20.6 (p<0.01) 

ve %22.2 (p<0.001) etkinlik gözlemlendi. 5 mM amino guanidin, referans molekül 

olarak kullanıldığında ise ve yaklaşık %25'lik bir fibril oluşumunu engelleme 

potansiyeli olduğu görüldü. 

 

Şekil 3.6. Karnosin ve karnosin enkapsüllenmiş niozomların (CarNIO) anti-fibril oluşum etkisinin 

belirlenmesi (A), λex=435/λem=485 nm'de floresan yoğunluğu(B) gözlemlenen inhibisyon yüzdesi. 

*p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 ve C- grubu. ##p<0.01 ve ###p<0.001 ve C+ grubu. $p<0.05 ve 

$$p<0.01 ve AG 5mM grubu.  
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Karnosin ve CARNIO (2.5, 5, 10 mM) varlığında ve yokluğunda BSA 

fibrilasyonunun kinetik çalışması, 24 saatlik bir süre boyunca ThT floresan 

ölçümleri ile izlendi (Şekil 3.7). 

 

 

Şekil 3.7 BSA'nın ThT floresan kinetiği. (A) Karnosin, (B) CarNIO. 

Elde edilen veriler fibril oluşumu inhibisyonunun olduğunu göstermektedir. 

Mevcut deneysel koşullar altında BSA fibrilasyonu işlemi sırasında herhangi bir 

gecikme fazı gözlenmedi ve bu nedenle reaksiyon başlangıcı, farklı karnosin 

konsantrasyonunun varlığından etkilenmediği görüldü. Bununla birlikte, karnosin 
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için en yüksek inhibitör etkisinin 10 mM konsantrasyonda olduğu gözlendi (Şekil 

3.7B). t1/2'de (yarı ömür; ThT floresansıyla gösterilen fibril oluşumunun %50'si) 

sağa kayma, fibrilasyon oluşumunda genel bir azalmayı göstermektedir. Benzer 

şekilde, artan karnosin dozları ile BSA fibrilasyonunun t1/2'sinde bir kayma 

gözlendi ve bunun da sürecin doza bağlı sabit düşüşünden kaynaklandığını 

düşündürdü. 

Protein oksidasyonunun incelenmesi amacı ile AOPP seviyeleri ölçüldü (Şekil 3.8). 

Genel olarak karnosinin (serbest veya kapsüllenmiş) mekanizma üzerinde önemli 

bir inhibitör etkiye sahip olduğunu gösterdi. Serbest karnosin, AOPP seviyelerini 

sırasıyla 2.5 mM, 5 mM ve 10 mM için %7.6 (p>0.005), %36 (p<0.05) ve %47 

(p<0.001) oranında önemli ölçüde azaltırken benzer şekilde, CarNIO aynı dozları 

için %3.8 (p<0.01), %19.8 (p<0.01) ve %26.7 (p<0.05) AOPP seviyelerinde azalma 

sağladıgı tespit edildi. Serbest karnosinin, 2.5 mM'den başlayarak referans molekül 

(AG) ile aynı etkiyi yarattığı ve 10 mM'de ise daha iyi bir etkiye ulaşıldığı görüldü.  
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Şekil 3.8. Karnosin ve enkapsüle karnosin niozomlarının (CarNIO) protein oksidasyonunu önleyici 

etkisi. (A) AOPP seviyeleri (B) gözlemlenen inhibisyon yüzdesi. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 

ve C- grubu. #p<0.05, ##p<0.01 ve ###p<0.001 ve C+ grubu karşılaştırması. $p<0.05, $$p<0.01 ve 

$$$p<0.001 ve AG 5mM grubu. 

Karnosin ve BSA etkileşimine ilişkin verilerin teyit edilmesi için in silico model 

çalışması gerçekleştirildi. Bu amaçla ilk olarak agregasyonun başlamasıyla ilgili 

potansiyel bölgeler üzerinde farklı informatik araçlar kullanılarak yapılan model ile 

elde edilen sonuçlar agregasyonun proteinin primer yapısına dayalı olduğunu 

gösterdi. Karnosinin yerleştirme simülasyonlarını takiben, BSA'da (Sudlow'un 

sitesi I ve II) karnosinin çoğunun yoğunlaştığı iki potansiyel bölge tanımlandı (Şekil 

3.9 A). En kararlı karnosin yapısının yöneliminin (en düşük enerji -5.5 kcal/mol) 

daha önce de elde edilen tahmini agregasyon bölgesinin yakınında olduğu görüldü 

(Şekil 3.9 B). Karnosin-BSA kompleksinin kararlılığında etkin olan dört hidrojen 

bağı: Arg208 (2.61 A), Gly327 (3.37 A), Leu346 (3.46 A) ve Glu353 (2.23 A) 

olarak belirlendi. 
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Diğer yandan karnosin ile referans antiglikasyon ajanı olan aminoguanidin (AG) 

arasında bir karşılaştırma yapıldı. Elde edilen afinite enerjileri ve farklı yapılar 

Çizelge 3.1 ve Şekil 3.9 A da verildi. İki molekülün BSA ile bağlanma afinitesi 

karşılaştırıldığında karnosinin bağlanma afinitesinin daha yüksek olduğu görüldü. 

 

Şekil 3.9. (A) BSA ile karnosin ve aminoguanidin etkileşiminin in silico incelenmesi. (B) 

Genişletilmiş bölge. 

Çizelge 3.1. Autodock Vina programı kullanılarak moleküler yerleştirmeden sonra karnosin ve 

aminoguanidin'in (AG) BSA bağlanma afinitesi. 

Poses 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Carnosine (kcal/mol) -5.5 -4.7 -4.6 -4.4 -4.4 -4.4 -4.3 -4.2 -4.2 

Aminoguanidine (kcal/mol) -4.0 -4.0 -3.9 -3.9 -3.8 -3.7 -3.7 -3.7 -3.6 

Enzimatik olmayan glikasyon ve oksidatif stres, makromoleküllerin, özellikle 

proteinlerin istenmeyen önemli modifikasyonlarından bir tanesidir. Bu 

modifikasyonlar, agregasyon ve birikim, parçalanma ve çapraz bağlama 

reaksiyonları gibi karşılaştırılabilir dönüşümler üstlenen AGE ve AOPP gibi 

karmaşık protein yapıları ile sonuçlanır. AGE ve AOPP'lerin her ikisi de gelişmiş 

glikasyon son ürünleri (RAGE) için reseptörü aktive edebilir ve daha sonra doku ve 

organ yapılarında ve fonksiyonlarında olumsuz değişikliklere neden olan bazı hücre 

içi sinyal yollarını modüle edebilir. Bu nedenle patogenez süreçlerindeki ve diyabet 
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ve Alzheimer gibi belirli hastalıkların gelişimindeki rollerinin araştırılması için 

önemli mekanizmaları içinde barındırır (Demirbilek et al. 2007; Kalousova et al. 

2005; Rondeau and Bourdon 2011). 

Protein glikoksidasyonların günümüzün en yaygın olan diyabet, kanser ve 

nörodejeneratif hastalıkların patalojisindeki rolü üzerine yapılan çalışmalar 

neticesinde gerek doğal maddelerin kullanımı gerekse benzeri sentetik bileşenler 

üzerinde çalışmalar yoğunlaşmıştır (Alavi et al. 2011; Grzebyk and Piwowar 2016a; 

Hipkiss 2009; Maher and Schubert 2009). Karnosin ve analogları (homokarnosin, 

anserin ve beta- alanin), hayvanların beyin ve kaslarında yüksek miktarlarda 

bulunur ve karnosin antioksidan, metal-iyon şelatlayıcı ve antiglikasyon ajanı 

olduğu için daha önce bahsedilen kriterlerin neredeyse tamamını karşılamaktadır 

(Baran 2000; Calabrese et al. 2005; Hipkiss et al. 1995; Quinn et al. 1992). Ayrıca 

karnosinin, özellikle AD ve diyabet olmak üzere yaşlanma ile bağlantılı birçok 

protein modifikasyonunu önlediği gösterilmiştir (Bauer 2005; Hipkiss 2005; 

Hipkiss 2007). 

BSA'nın glikasyonu, proteinlerde glikasyon ve agregasyon dışında birçok 

değişikliği indükler. Tiyol grupları, Amadori ürünleri (fruktozamin) ve protein 

karbonilleri glikasyondan sonra meydana gelen değişiklikleri değerlendirmek için 

kullanılan diğer belirteçlerdir (Awasthi and Saraswathi 2016). Bu belirteçler birçok 

in vitro ve in vivo çalışmada yaygın olarak değerlendirilir (Aydin et al. 2018; 

Grzebyk and Piwowar 2016b; Tupe et al. 2017). 

Farklı tipteki proteinlerin agregat oluşturma duyarlılığı hem deneysel hem de teorik 

olarak büyük ilgi gören bir konu olmuştur. Çalışmalar, yapısal veya dizi benzerliği 

olmamasına rağmen, proteinlerin amiloid fibrillerinde görülen çapraz β yapıları 

oluşturma eğilimi gösterdiğini ileri sürmektedir (Alam et al. 2017a; Chiti and 

Dobson 2006; Esteras-Chopo et al. 2005; Hamodrakas 2011; Lopez de la Paz and 

Serrano 2004; Rousseau et al. 2006). Birçok çalışma, agregasyon bölgelerinin 

genellikle hidrofobik ve protein yapıları içinde gizli bölgeler olduğunu 

tanımlamıştır (Frousios et al. 2009; Hamodrakas 2011; Sanchez de Groot et al. 
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2005). Birçok araştırma grubu agregasyon ve amiloid fibril oluşumunun 

anlaşılmasında fizikokimyasal özelliklere ve amino asit dizilerine dayalı siliko 

algoritmalar geliştirmiştir. 

Proteinlerin, peptitlerin ve amino asitlerin şekerlerle enzimatik olmayan 

reaksiyonları geniş çapta araştırılmıştır. Varsayılan süreç, Schiff bazları üretimini, 

ardından bir Amadori düzenlemesini içerir ve AGE'lerin oluşumuyla sonuçlanır. 

Yerleştirme sonuçlarından, karnosinin, arginin ve lizin amino asit kalıntılarına çok 

yakın konumlandırıldığı gösterildi. Bu amino asitler Schiff bazı oluşumuna 

yatkındır ve bu nedenle karnosinin bu bölge üzerinden etki gösterme olasılığı 

güçlüdür. Bununla birlikte, bu hipotezi doğrulamak için daha fazla araştırmaya 

ihtiyaç vardır. 

Belirli terapötik hedeflere (örneğin beyin) ulaşmanın zorluğu göz önüne 

alındığında, nanoteknoloji, bu tür zorlukların üstesinden gelmek için modern 

biyotıbba büyük katkıda bulunmuştur. Niozomlar, iyonik olmayan yüzey aktif 

maddelerden hazırlanan nano yapılı taşıyıcılar olarak bilinir ve biyolojik olarak 

bozunabilir, biyolojik olarak uyumlu ve immünojenik olmadıkları bilinir, bu da 

terapideki potansiyellerini daha da iyi vurgular (Gharbavi et al. 2018). 

Spesifik koşullar altında (pH, ısı ve basınç gibi çevresel stresler), herhangi bir 

patoloji biçimiyle ilgili olmayan proteinler, amiloid fibrilleri veya fibril benzeri 

kümeler oluşturabilir (Chiti and Dobson 2009; Ferrao-Gonzales et al. 2000; Wang 

et al. 2010). Araştırmalar, bu protein kümelerinin morfolojik ve histokimyasal 

özelliklerinin hastalıkla ilişkili amiloid proteinleriyle karşılaştırılabilir olduğunu 

göstermiştir. Bu, amiloid fibril oluşumu eğiliminin tüm polipeptitlerde görülen 

ortak bir özellik olduğunu göstermektedir (Naeem et al. 2011; Zhang et al. 2010). 

Terapötik moleküllerin vücuttaki etkisi, farmakokinetik farklanmalar nedeni ile 

çalışmalar ile tam olarak karşılaştırılamaz. Bu nedenle, karnosinin protein 

modifikasyonları üzerinde indüklediği mekanizmaları araştıran daha ileri düzeyde 

çalışmalara ihtiyaç olduğu açıktır. 
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3.3 3. Bölüm: Glutatyon (GSH) Yüklü Niozomlar ve 

Kaprolakton/Laktid Polimerzomları ile Protein Glikoksidasyonunun 

Önlenmesi 

Niozomların, kaprolakton polimerzomlarının ve laktid polimerzomlarının ilk 

incelemesi DLS ile yapıldı. Boş niozomların boyutu ortalama 62.5±15.8 nm iken, 

Boş-CAPRO ve BoşLAC sırasıyla 101±51.4 nm (p<0.05) ve 147.8±76,2 nm 

(p<0.05) olarak bulundu. GSH'nin farklı nanotaşıyıcılarda (niozom ve 

polimerzomlar) kapsüllenmesi sonrasında boyutlar sırasıyla 90.3±29.3 nm 

(p>0.05), 137±81.6 nm (p>0.05) ve 147.8±76,2 nm (p>0.05) olarak bulundu. Buna 

göre farklı nanotaşıyıcıların hazırlanmasına dayalı olarak boyuttaki faklanmaları 

tutarlı olduğu düşünüldü (Şekil 3.10 A) Farklı yapıların +4°C'deki stabilitesi, bir 

aylık süre boyunca sürekli takip edildi ve yukarıda açıklanan ilk sonuçlara kıyasla 

önemli bir fark gözlemlenmedi. 

 

Şekil 3.10. GSH yüklü nano taşıyıcıların karakterizasyonu. (A) DLS'den elde edilen boyut dağılımı 

sonuçları. (B) Farklı nanotaşıyıcıların pH 7.2 ve pH 5.5 salım profili.  
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Nanotaşıyıcıların içeriklerinin sürekli salım kapasitesi, yan etkilerin üstesinden 

gelmek ve etkili ilaç taşınımı için önemli bir özelliktir. GSH'nin niozomlardan ve 

polimerzomlardan salım profili, iki pH aralığında diyaliz kullanılarak izlendi: 

fizyolojik koşullar (pH 7.2) ve kanser hücrelerinin ortamını taklit eden asidik 

koşullar (pH 5.0) (Şekil 3.10 B). Burada, tüm nanotaşıyıcıların serbest GSH'den 

daha iyi performans göstermesine rağmen hem fizyolojik hem de asidik koşullarda 

GSH-CAPRO ve GSH-LAC'ın GSH-NIO'dan daha yüksek alıkonmaya sahip 

olduğunu görülmektedir. Veriler, 8 ila 10 saatlik inkübasyon arasında bir platoya 

ulaşıldığını göstermektedir; pH 7.4'te kontrol (serbest GSH) %14 salım gösterirken, 

GSH-NIO için %7,8, GSH-CAPRO için %7,1, GSH-LAC için %7 olarak görüldü. 

Diğer yandan bu değerler asidik koşullarda (pH 5.5) önemli bir farklılık göstermedi. 

Zeta potansiyeli değerlendirmesi, tüm nano taşıyıcıların negatif bir yüke sahip 

olduğunu gösterdi. Ayrıca PDI değerleri 0.278-0.541 arasında değişmektedir 

(Çizelge 3.2). DLS gözlemlerine benzer şekilde, veziküllerin içine GSH 

yüklendikten sonra yapıların boyutu artmaktadır. Farklı formülasyonların 

enkapsülasyon verimliliği (%EE), GSH-NIO için %99,02±0,005, GSH-CAPRO 

için %95,19±2,27 ve GSH-LAC için %95,68±3,05'e olarak belirlendi. 

Çizelge 3.2 Farklı nanoyapıların karakterizasyonu (boyut, zeta potansiyeli ve PDI) ve 

enkapsülasyonverimii (%EE). 

 
EE (%) Size (nm) Zeta potential (mV) PDI 

Empty-NIO _ 62.5±15.8 -37.1±5.24 0.509 

GSH-NIO 99.02±0.005 90.3±29.3a -35.2±4.5ns 0.541 

Empty-CAPRO _ 101±51.4a -42.2±6.9ns 0.278 

GSH-CAPRO 95.19±2.27 137±81.6ns -41.4±6.4ns 0.335 

Empty-LAC _ 114.1±52.2a -38.5±5.3ns 0.263 

GSH-LAC 95.68±3.05 147.8±76.2ns -43±8.08ns 0.338 

a p<0.05 boş niosoma karşı-NIO, ns anlamlı olmayan değer. 

Nanotaşıyıcılar, ilaçların ve farklı fizikokimyasal özelliklere sahip diğer 

moleküllerin hedef bölgelere taşıyıcılarıdır (Qian et al. 2012). Bu nanotaşıyıcıların 

çapı 1-100 nm arasında değişen küçük bir boyuta sahipken, biyomedikal 

uygulamalarda vücudun mikro kapilerlerinin 200 nm civarında olması nedeniyle bu 
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sınır 200 nm'ye ulaşabilmektedir (Singh and Lillard 2009). Elde ettiğimiz sonuçlar 

bu tanımlama ile uyumludur. Ayrıca nanoparçacıkların yüzeyinde negatif yüklerin 

bulunması yapının kırılmasını engeller. Nanopartiküllerin büyük boyutlu ve yüksek 

yük seviyelerinin, makrofajlar tarafından kolayca yakalanmalarını sağladığı 

gösterilmiştir. Öte yandan, hafif yüzey yüküne sahip küçük boyutun, çeşitli 

mekanizmalar yoluyla farklı hücre hatlarındaki alım sürecini etkilediği 

gösterilmiştir (Honary and Zahir 2013). Bir in vivo biyodağılım çalışmasında, 

negatif yüklü polimerik nanoparçacıklara sahip küçük boyutlu (yaklaşık 150 nm) 

farklı organların tümörlerinde daha kolay birikme eğiliminde olduğu gösterilmiştir 

(He et al. 2010). Bu bulgular, boyut ve yüke dayalı olarak geliştirilmiş etkinlik ve 

kontrollü dağıtım ile yeni nanotaşıyıcıların tasarımı için bir temel oluşturmaktadır. 

SEM mikroskobu altında farklı nano taşıyıcıların karakterizasyonu, bu tip nano 

taşıyıcılar için tipik olan veziküler yapıları gösterdi (Şekil 3.11). 
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Şekil 3.11. Sentezlenen farklı nanotaşıyıcıların taramalı elektronik mikroskopi (SEM) görüntüleri. 

Sol taraf boş formülasyonları gösterirken sağ taraf GSH yüklü nanoformülasyonları göstermektedir. 

Kritik misel konsantrasyonu (CMC), polimerik nanotaşıyıcıların oluşumunu 

kanıtlamak için bir karakterizasyon aracıdır. Ölçüm sonuçları, artan 

konsantrasyonlarla, 300 nm'de (sudaki pirenin özelliği) maksimum spektrumdan 

335 nm'ye (hidrofobik ortamda piren) bir kaymanın gözlemlendiğini göstermiştir 

(Şekil 3.12). Bu, pirenin sulu bir ortamdan hidrofobik misel ortamına transferinin 

dönüşümünü ifade etmektedir. CMC değerleri, polimerlerin logaritmik 

konsantrasyonlarına karşı eksitasyon yoğunluk oranı (I335/I330) grafiğinden elde 

edildi (Şekil 3.13). 
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Şekil 3.12. CMC tayini için nanotaşıyıcıların eksitasyon spektrumları. 

 

Şekil 3.13. Kaprolakton ve laktit bazlı polimerzomların kritik misel konsantrasyonu (CMC).  
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Sitotoksisite çalışmasının amacı, temel olarak iki hücre hattında (HeLa ve U87) 

farklı nano formülasyonların güvenliğini araştırmaktı. U87 hücre hatları, 

kontrollere kıyasla anlamlı bir azalma göstermeden üç nanotaşıyıcıya daha 

toleranslı olarak bulundu (p>0.05). Düşük dozlarda boş kaprolakton ve laktid 

polimerzomları (0-200 µg/mL) önemli bir etki göstermedi. 400 µg/mL'de 

kaprolakton için %81.3±3.8'e (p<0.01) ve laktid polimerzomları için 

%84.36±1.69'a ulaşan önemli bir toksik etki gözlendi (p<0.05). Ayrıca, HeLa 

hücreleri, >100 µg/mL'den başlayarak %84.06±2.3'e ulaşan önemli bir düşüşün 

kaydedildiği niozomlara karşı daha duyarlı olarak gözlemlendi (p<0.05) (Şekil 

3.14). 

Nanopartiküllerin toksisitesi yoğunluk ve polariteden etkilenir. Yüklü 

nanopartiküllerin nötr olanlardan daha sitotoksik olduğu öne sürülmüştür 

(Schaeublin et al. 2011). Ayrıca, pozitif yüklü altın, ZnO ve diğer nanopartiküller, 

negatif yüklü olanlara kıyasla daha fazla sitotoksisiteye sahiptir (Baek et al. 2011; 

Bhattacharjee et al. 2010; Goodman et al. 2004; Oh et al. 2010; Ruizendaal et al. 

2009). Bu ifadeler tüm nanopartiküller için geçerli değildir. Poli(laktik-ko-glikolik 

asit) (PLGA) partiküllerinde yükün önemli bir rolü yok gibi görünmektedir (Mura 

et al. 2011). Nanotaşıyıcılar ile görülen toksisiteyi azaltmak amacıyla araştırmalar 

yapılmaktadır ve önerilen uygulanabilir çözümlerden biri, yüzeyin fonksiyonel 

gruplar ve PEGilasyonu ile korunmasıdır (Luo et al. 2012). 
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Şekil 3.14 İki farklı hücre hattında (HeLa ve U87 hücre hatları) farklı nanotaşıyıcılar için hücre 

sitotoksisite testi (MTT testi). *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 Kontrol grubuna karşı. 

GSH, hücre metabolizmasında ve reaktif oksidatif türlerin (ROS) düzenlenerek 

fizyolojik dengenin korunmasında rol oynayan doğal bir antioksidan peptidtir. Öte 

yandan, kanser hücrelerinde hücre ölümünü önlemek için GSH düzeylerinin önemli 

bir rol oynadığı gösterilmiştir (Lv et al. 2019). Yukarıdaki bulgular sadece 

hücrelerin canlılığını açıklamaktadır ve GSH'nin hücrelerdeki yolunu ve etkilerini 

takip etmek için moleküler ve sinyalizasyon çalışmalarına ihtiyaç vardır. 

GSH yüklü nano taşıyıcıların her üçü de, protein glikasyon mekanizması üzerinde 

doza bağlı bir etki sergilemektedir. Referans antiglikasyon molekülü 

aminoguanidin (AG) ile karşılaştırma, sonucunda serbest GSH'nin tüm dozlarda 

AG'den daha iyi etkiler elde edebildiğini göstermiştir (Şekil 3.15). Aynı zamanda, 

GSH enkapsülasyonu, serbest GSH'ye kıyasla farklı derecelerde doza bağımlı bir 

etki üretmiştir. Niozomlar, tüm doz aralığı için serbest GSH'den biraz daha düşük 

bir etki göstermiştir (p<0.05). İki polimerzom formülasyonu, serbest GSH ve GSH-

NIO'dan daha düşük bir inhibitör etki göstermektedir (p<0.05). 
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Şekil 3.15 in vitro BSA modelinde protein modifikasyon parametreleri. (A) Serbest GSH'nin ve GSH ile yüklü 

farklı nanotaşıyıcıların (GSH-NIO, GSH-CAPRO ve GSH-LAC) anti-glikasyon etkisi. (B) anti-fibril oluşumu 

etkisinin (anti-agregasyon) ThT ölçümü. (C) Protein oksidasyonu önleyici etkisi (AOPP). Üst grafikler 

floresan/optik yoğunlukları temsil ederken alt grafikler inhibisyon yüzdesini göstermektedir. **p<0.01 ve 

***p<0.001 ve C+ grubu. #p<0.05, ##p<0.01 ve ###p<0.001 ile AG 5mM grubu karşılaştırması. $p<0.05, 

$$p<0.01 ve $$$p<0.001 ile serbest GSH 2.5mM grubu karşılaştırması. £p<0,05, ££p<0,01 ve £££p<0,001 ile 

ücretsiz GSH 5mM grubu karşılaştırması. +p<0.05, ++p<0.01 ve +++p<0.001 ve serbest GSH 10mM grubu.  
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Paralel olarak, boş niozomlar ve polimerzomlar aynı şekilde test edildi ve önemli 

bir değişiklik gözlenmedi. Nanotaşıyıcıların antiglikasyon etkisinin serbest 

GSH'den farklı olmasının nedeni, muhtemelen GSH ve BSA etkileşimi arasındaki 

fiziksel veya kimyasal etkileşimden kaynaklanmakta olup difüzyon etkisinin varlığı 

göz ardı edilmemelidir. Bu bağlamda farklı nano taşıyıcılardan serbest bırakılan 

içeriğin, serbest olan GSH ile görülen etkin konsantrasyonlara ulaşmamış olması 

da mümkündür, bu sırada nano taşıyıcılar, reaksiyon karışımındaki içeriklerini 

yavaşça serbest bırakır. Ditirozin, N'-formilkinürenin ve bunun öncüsü kinurenin 

gibi diğer protein modifikasyon belirteçleri, farklı nanoformülasyonlar altında 

AGE’lerin inhibisyonu ile benzer sonuçlar göstermiştir (p<0.01) (Çizelge 3.3). Bir 

belirteç olarak ditirozin kullanmanın avantajı, kimyasal stabilitesinin yanı sıra 

oksitlenmiş proteinlerin proteolizini takiben serbest bırakılmasından 

kaynaklanmaktadır (Giulivi et al. 2003). Bu nedenle, ditirozinin değerlendirilmesi, 

protein modifikasyonunun derecesini yansıtabilir (DiMarco and Giulivi 2007). 

Çizelge 3.3 GSH ve GSH Yüklü nano taşıyıcıların BSA glikoksidasyonu üzerindeki etkileri. 

  Dityrosine (%) N’-Formylkynurenine (%) Kynurenine (%) 

C- (BSA alone) 15.9±4.2 c 16.9±0.5 c 25.3±0.2 c 

C+ (BSA+Glucose, no 

additive) 

100 100 100 

Different Treatments 

AG 5 mM 48.8±1.9 c 50.6±1.2 c 63.0±0.7 c 

Free GSH 

2.5 mM 52.0±3.7 c, 54.6±2.5 c 92.2±0.9 e 

5 mM 37.6±5.3 c,f 46.1±5.6 c 83.9±0.7 c,f 

10 mM 27.8±6.8 c,f 37.5±6.8 c,e 66.1±4.3 c 

GSH-NIO 

2.5 mM 71.1±2 c,f,h 77.2±1.2 c,f,h 89.3±0.6 b,f 

5 mM 56.5±3.5 c,d,k 58.7±2.8 c,d,j 70.2±3.6 b,j 

10 mM 37.4±11.7 c,d,m 41.3±6.7 c,d 66.4±2.1 c 

GSH-CAPRO 

2.5 mM 85.8±0.8 b,f,i 87.9±0.4 b,f,h 85.5±2.2 d 

5 mM 66.9±1.4 c,f,l 69.3±2.6 c,e,k 72.4±2.7 b,j 

10 mM 53.2±5.0 c,m 61.4±2.4 c,e,o 67.6±4.1 c,m 

GSH-LAC 

2.5 mM 77.7±1.4 c,f,h 85.2±0.4 b,f,h 95.2±0.4 e 

5 mM 68.1±0.9 c,f,l 68.5±3 c,e,j 88.5±0.9 a,e 

10 mM 54.4±2.6 c,f,o 60.9±2.5 c,e,o 67.9±6 b 

a,b,c p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 C+’a karşı; d,e,f p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 AG’ye karşı; g,h,i p<0.05, p<0.01 

ve p<0.001 serbest GSH 2.5mM kıyasla; j,k,l p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 serbest GSH 5mM kıyasla; m,n,o 

p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 serbest GSH 10mM kıyasla ; ns anlamlı olmayan değer 
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Albüminde beta-amiloid oluşumu, fibrilleri seçici olarak bağlayan Tiyoflavin T 

testi ile belirlendi (Şekil3.15 B). BSA’nın glukoz (C+) ile glikasyonu, C-'ye kıyasla 

β-amiloid oluşumunda önemli bir artış göstermektedir (p<0.001). Ek olarak, GSH 

ilavesi ile (serbest veya kapsüllenmiş), pozitif kontrol ile karşılaştırıldığında 

(p<0.001) doza bağımlı bir şekilde amiloid oluşumunu engellediği gözlendi. 

Serbest GSH, C+ ile karşılaştırıldığında üç doz (2.5 mM, 5mM ve 10 mM) için 

sırasıyla %58 (p<0.001), %65 (p<0.001) ve %82 (p<0.001) oranında inhibisyon 

gerçekleştiği görüldü GSH-NIO aynı doz aralığı için irdelendiğinde ise sırası ile 

%27 (p<0,001), %24 (p<0,001) ve %21 (p<0,001) inhibisyon değerleri tespit edildi. 

2.5 mM doz için GSH-CAPRO ve GSH-LAC sırasıyla %36 (p<0.001) ve %33 

(p<0.001) oranında fibril oluşumundan korunmuştur; 5 mM tedavi dozu için %33 

(p<0,001) ve %31 (p<0,001); ve son olarak, C+ ile karşılaştırıldığında 10 mM doz 

için %31 (p<0,001) ve %25 (p<0,001) olaral fibril oluşumu engellendiği 

görülmüştür. 

Proteinlerin agregat oluşturmaya yatkınlığı önemli birçok hastalık ve 

komplikasyonları açısından önemli bir konu olmuştur. Birçok çalışmada, benzer bir 

yapı bulunamamasına rağmen, proteinlerin amiloid fibrillerindekilere benzeyen 

çapraz β yapılara eğilimli olduğu belirtilmiştir (Alam et al. 2017a). Proteinler, β-

tabakaları oluşturmak için aynı özellikleri paylaşan belirli dizilerden yararlanır 

(Rousseau et al. 2006). Proteinlerde agregasyon oluşumunda etken olan bölgelerin 

protein yapılarının içine gömülü hidrofobik bölgeler olduğu yapılan çalışmalarda 

belirtilmiştir (Frousios et al. 2009; Moulahoum et al. 2019) (Shankar et al. 2008) 

(Portelius et al. 2009; Roberts et al. 2012). 

BSA'nın protein oksidasyonu, AOPP içeriğinin ölçülmesi yoluyla takip edildi. 

BSA'nın kloramin T (C+) ile inkübasyonu, AOPP seviyelerinde önemli bir artışa 

neden oldu (p<0.001). Farklı nanoformülasyonlar ve serbest GSH, 2.5 mM dozda 

ile karşılaştırıldığında serbest GSH için protein okidasyon ürünlerinin seviyelerinin 

maksimum %87 ile önemli bir düşüş gösterdiği görüldü. Üç nanokapsülleme 
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arasında, GSH-NIO, üç dozun tümü için en önemli düşüşü gösterdi (p<0.001) (Şekil 

3.15 C). 

Galiniak ve ark. (2017) hem BSA modelinde hem de eritrosit hücrelerinin içindeki 

hemoglobin üzerinde in vitro protein modifikasyonu süreci üzerindeki amino 

asitlerin ve peptitlerin etkilerini araştırmışlardır (Galiniak et al. 2017). Ayrıca GSH 

eksikliğinin hücrelerde hemoglobinin glikasyon hızını arttırdığı bulunmuştur 

(Ramamurthy et al.2001). Lens proteinleri galaktozilasyonunun GSH tedavisi ile 

inhibe edildiği gösterilmiştir (Huby and Harding 1988). GSH'nin glikasyon ve 

protein modifikasyonunun inhibisyonunun istenmeyen etkilerden arınmış olmadığı 

belirtilmelidir. GSH'nin glukoz ile etkileşiminin, GSH'de glutamat kalıntısının alfa 

amino grubunun veya sisteinin -SH grubunun glikasyonu ile sonuçlanabileceği öne 

sürülmüştür. Elde edilen modifiye bileşiğin, glutatyon enzimatik sisteminde 

dönüşüme uğratılamaması söz konusu olduğundan glutatyon S-transferaz, 

glutatyon redüktaz ve glutatyon peroksidaz ile düşük etkileşim seviyesine sahip 

olduğu bilinmektedir (Linetsky et al. 2005). 

Bu çalışma kapsamında elde edilen sonuçlar literatürde belirtilen araştırma 

raporlarıyla uyumludur. 

Hücre kültürü, tekniğin kapsadığı çeşitlilik ve kısa süre gerektirmesi nedeniyle 

medikal alanda yaygın olarak kullanılan araçlardan biridir. In vitro çalışmalar, 

farmakoloji ve terapötik araştırmalar dahil olmak üzere temel yaklaşım olarak kabul 

edilir. Yöntem çoğunlukla, yeni terapötik ajanların tanımlanması ve 

geliştirilmesinde bir başlangıç noktası olarak kullanılır. Hali hazırda kullanılan 

hücre hatlarında görülen çeşitlilik ve intrinsik mekanizmalar ile insan hastalıkları 

arasındaki benzerlikler nedeniyle, belirli patolojilerde bileşiklerin etkisini 

araştırmak için uygun bir seçim sağlarlar. Yine de hücre kültürü temelli deneyler, 

farmakolojik yanıtın bütününü tercüme edemez ve biyokimyasal yollar ve genetik 

çeşitlilik gibi belirli özelliklerle sınırlıdır. Hücre kültürü, dokular ve organizmalar 

yerine tek bir hücre tipine odaklanır. Bu nedenle, çapraz sinyal mekanizmaları, 

hormonlar, sıvılar ve diğer çevresel etkiler bu çalışmalarda genellikle eksiktir. 
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Esasen, ilaçların farmakokinetiği gibi bazı parametreler in vitro testler yoluyla 

araştırılamaz ve yeni geliştirilen ilaçlar ve bileşiklerin tam olarak anlaşılması için 

hayvan deneylerinin gerekliliği açıktır. 
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3.4 4.Bölüm: Teranostik Polimerzom; Hedeflenmiş-Akıllı İlaç Taşınımı 

İçin Histatin 5 ve Doksorubisin İçeren Metoksi PEG-b-poli kaprolakton 

Polimerinin Hazırlanması 

Bu bölüm kapsamında hazırlanan teranostik polimerzomların yapıları 1H-NMR, 

FTIR ve DLS kullanılarak karakterize edildi (Şekil 3.16 ve 3.17). Öte yandan, farklı 

nanotaşıyıcıların boyutunu, dağılımını ve yüzey yükünü belirlemek için DLS 

analizi kullanıldı. DOX'un enkapsülasyonu ve fonksiyonlanması sonrasında 

partikül boyutunun büyüdüğü gözlendi (Çizelge 3.4). SEM sonuçları, tipik olarak 

gözlemlenen küresel polimerzom yapılarını gösteren DLS sonuçlarını doğruladığı 

görüldü (Şekil 3.18). 

 

Şekil 3.16 Sentezlenen polimerzom çift blokunun FTIR sonuçları ve aktivasyonu.  
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Şekil 3.17 Polimerzom bileşenlerinin 1H-NMR analizi.  
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Çizelge 3.4. Doksorubisin enkapsülasyon etkinliği (EE%), mPEG-b-PCL polimerzomunun 

karakterizasyonu. 

 Encapsulation 

efficacy (EE%) 

Hst5 attachment 

(%) 

Size (nm) PDI Zeta-Potential 

(mV) 

mPEG-b-PCL - - 138.5 ± 20.53 0.683 -40.9 ± 3.47  

mPEG-b-PCL/Hst5 - 81.82 ± 3.96 140.1 ± 23.68 0.271 -32.5 ± 5.7 

mPEG-b-PCL/DOX 37.82 ± 3.78 - 145.6 ± 14.83 0.386 -37.2 ± 3.49 

mPEG-b-

PCL/DOX/Hst5 

69.18 ± 1.62 79.32 ± 4.05 154.8 ± 15.13 0.312 -30.9 ± 7.62 

 

 

Şekil 3.18 Polimerzomların SEM görüntüleri (100000X büyütme). (A) polimerzom (B) 

Polimerzom/Hst5, (C) Polimerzom/DOX, (D) Polimerzom/DOX/Hst5. 

İlaç salınımının araştırılması iki farklı pH ortamında (pH 7.4 ve pH 5.5) 

gerçekleştirildi. Çeşitli polimerler arasındaki farklar, asidik koşullarda daha yüksek 

salım oranlarının gözlendiği üçüncü saatten başlayarak daha belirgin hale 

gelmektedir (Şekil 3.19 A). 24 saatte ilaç salınımı, Hst5'in varlığında ve 

yokluğunda, mPEG-b-PCL polimerzomlarının pH 5.5'te pH 7.4'e kıyasla daha 

yüksek salınıma sahip olduğunu gösterdi (Şekil 3.19 B). Sonuçlar, ilaç salınımın 
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yaklaşık 4 saatte maksimuma ulaştığını göstermekte olup asidik ortamda yüksek 

salınımı indüklendiği belirlendi (Şekik 3.19 C). Şekil 3.19 D de Hst5'in salınıma 

etkisi davranışını farklı pH ortamlarında gösterildi. 

 

Şekil 3.19 Farklı pH larda kümülatif ilaç salınımı. (A) Fizyolojik koşullar (pH 7.4) ve asidik koşullar 

(pH 5.5) altında 24 saat boyunca zamana bağlı ilaç salınımı. (B) 24 saatte ilaç salımının 

karşılaştırmalı analizi. (C) Tümör çevresi etrafındaki fizyolojik ve asidik gradienti taklit eden 

koşullar altında ilaç salımı gözlemi (4 saat inkübasyon). (D) Farklı pH koşulları altında Hst5'in 

davranışının şematik açıklaması. Gruplar arası istatistiksel anlamlılık **p<0.01 ve ***p<0.001'dir. 

#p<0.05, pH 5.5'te elde edilen değerlere kıyasla. 

Boş mPEG-b-PCL polimerzomları ve Hst5-fonksiyonelleştirilmiş polimerzomlar 

düşük veya hiç toksisite göstermedi (Şekil 3.20 A-B). Doksorubisin iki tür davranış 

gösterdi. Antikanser aktivite, 5.0-25 µg/mL doz aralığı arasında doza bağımlı bir 

şekilde gösterilirken, diğer yandan daha yüksek dozlar, artan hücre canlılığı ile 

belirlenen daha düşük toksisite gösterdi (Şekil 3.20 C-D). DOX'un polimerzom 
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içinde kapsüllenmesi ile antikanser etkisinin arttığı gözlendi (Şekil 3.20 C-D). DOX 

yüklü polimerzom ve Hst5 kombinasyonu, serbest DOX ile karşılaştırıldığında 

hücre toksisitesini %26-41 oranında artırdı. IC50 değerleri serbest DOX, 

Polimerzom/DOX ve Polimerzom/DOX/Hst5 için sırasıyla 46.13±1.01, 23.6±0.77 

ve 15.74±1.45 µg/mL olarak bulundu. Son olarak, Hst5, test edilen tüm dozlar için 

polimerzom tarafından gözlemlenen etkilerini daha da attırdığı görüldü (Şekil 3.20 

C-D). Floresan mikroskopisi sonuçlarından, hücre toksisite testine benzer 

gözlemler elde edildi. DOX'un kapsüllenmesi ve Hst5 ile fonksiyonlanmasından 

sonra artan floresan yoğunluğu gözlendi (Şekil 3.21). Tüm tedavi türleri için 

floresan varlığının çekirdekte odaklandığı gözlendi. 

 

Şekil 3.20 Hst5 ile fonksiyonlanmış DOX yüklü polimerzomların antikanser etkisinin analizi. (A) 

Boş polimerzomun sitotoksisitesi. (B) Hst5 işlevselleştirmesinin hücre canlılığı üzerindeki etkisi. 

(C) 5.0-25 µg/mL dozlarda serbest DOX, polimerzom/DOX ve polimerzom/DOX/Hst5'in 

antikanser etkisi (D) 50 ve 500 ug/mL arasındaki üç formülasyonun analizi. *p<0,05, **p<0,01 ve 

***p<0,001 ile kontrol (0). *#<0.05, ##p<0.01 ve ###p<0.001 ile serbest DOX karşılaştırması.  
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Şekil 3.21 İlaç penetrasyonunun ve ilaç taşınımının belirlenmesi. (A) Floresan mikroskobu altında 

gözlenen hücreler (B) Gözlenen floresan ölçümü. **p<0.01 ve ücretsiz DOX. 

İlaç taşınması için tasarlanan ideal nanotaşıyıcıların, hedef dokularda veya 

organlarda spesifik olarak birikme kabiliyetine sahip olduğu tahmin edilmektedir. 

Ayrıca, içeriklerini hücre içine iletmek için hücre zarını aşmaları gerekir (Torchilin 

2008). Akümülasyon, tümör çevresinde pasif hedefleme ve sürekli salıverme 

yoluyla gerçekleştirilebilir veya reseptör/ligand (veya CPP'ler) etkileşimini ve ilaç 

dağıtımını kullanan aktif hedefleme yoluyla gerçekleşebilir (Das et al. 2020; 

Torchilin 2008; Xie et al. 2020; Xu et al. 2020; Yang et al. 2020). Nanotaşıyıcılar, 

içeriklerini akıllı bir şekilde iletebilecek ve belirli koşullar altında açılmaya imkân 

sağlayarak spesifik olmayan hücre penetrasyonundan kaçınacak şekilde 
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oluşturulmalıdır. Bu, nanotaşıyıcıların hedef dokuda birikmesine izin veren ve bazı 

özel koşullar altında (pH veya sıcaklık) içeriklerini ileten duyarlı kısımların dâhil 

edilmesiyle başarılabilir (Torchilin 2008). 

Tüm bu bilgilerin değerlendirilmesi ile, metoksi poli(etilen glikol)-b-

polikaprolakton (mPEG-b-PCL) çift bloğundan hazırlanan bir teranostik polimer 

çalışmanın bu bölümünde önerildi. Polimerzoma DOX yüklendi ve Hst5 ile 

fonksiyonlandı. Polipleks nanotaşıyıcı, spesifik hedefleme ve hücre 

penetrasyonuna izin veren bir CPP olan polimer ve Hst5 peptidi tarafından sağlanan 

pH ile aktive olan ve pH'ya duyarlı yapılara sahiptir. Ek olarak, doksorubisin 

kullanımı, kemoterapötik ve floresan özelliklerinden dolayı ikili bir kullanıma 

sahiptir. Bildiğimiz kadarıyla, bu, Hst5'in kanser tedavisi için polimerzoma bağlı 

hücreye nüfuz eden bir peptit olarak kullanılmasına ilişkin ilk rapordur. Aslında, 

polimerzom yapısının tek başına veya Hst5'in varlığında pH'a duyarlı bir özelliğe 

sahip olduğu gösterilmiştir. Fizyolojik koşullarda (pH 7.4), polimerzomlar, 24 saat 

sonra salınan %25 ilaçla içeriklerini muhafaza edebildiler. Asidik koşullarda (pH 

5.5) salınımın daha hızlı arttığı gözlendi. Daha önceki bir çalışmada, poli(etilen 

oksit)-b-poli(kaprolakton) (mPEG-b-PCL) çift bloklu polimerlere dayalı ilaç 

dağıtımı için pH'a duyarlı bir polimer yapısı önerilmişti. Hazırlanan yapının, yüklü 

ilaç etkisini arttırabildiği ve içeriğini asidik koşullar altında serbest bıraktığı 

gözlenmiştir (Ghorbanizamani et al. 2020). Bununla birlikte asidik koşullar altında 

reaksiyona başlamak için aktivasyon gecikmesinde (birkaç saat) bu yapıların 

dezavantajıdır (Park et al. 2019). Bu zorluklar, farklı uyarıcılar ile hedefleme için 

kullanılabilecek daha spesifik yapılara olan ihtiyacı vurgulamaktadır. 

Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler) ve CPP'ler gibi peptitler, tümörlerin pH 

ortamını hedeflemek için ilgi çekici seçeneklerdir. Penetrasyon yetenekleri ve 

zardan geçmeleriyle bilinirler. Kanser tedavisi için nano taşıyıcılarla birleştirilmiş 

tedaviler veya vektörler olarak kullanılmışlardır (Alves et al. 2015; Ng et al. 2016). 

Hst5'in farklı ortamlardaki davranışı, ilaç dağıtımında uygulanması çok ilginç bir 

kavramdır. Hst5, fizyolojik koşullar altında rastgele bir yapıdadır ve genellikle 

tümör ortamında bulunan asidik koşullarda aktif bir α-sarmal formuna dönüşür 
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(Moulahoum et al. 2020; Seo et al. 2012). Bu nedenle polimerzomun Hst5 ile 

fonksiyonlanması ile polimerzomun pH-duyarlılığının arttırılarak, spesifik ilaç 

dağıtımına yönelik bir tasarım gerçekleştirildi. Verilerimiz, Hst5 ilavesiyle 

kapsüllemeden sonra DOX'un anti-kanser aktivitesinde önemli bir artış olduğunu 

ortaya koydu. Kapsülleme ve fonksiyonlamadan sonra daha düşük IC50 değerlerinin 

elde edilmesi de tedaviye hücre duyarlılığında bir artış ile yansımıştır Hücre kültürü 

araştırmalarımızın ikinci kısmı, hücrelerde dirence neden olabilecek yüksek doz 

tedavilerin kullanımının değerledirilmesine yönelik olarak gerçekleştirildi. 

Kemoterapide en çok kullanılan antikanser ilaçlarından biri olan doksorubisin, 

çoklu ilaç direncinin (MDR) ortaya çıkması, sağlıklı dokulara zarar vermesi ve 

diğer kritik organlara toksisitesi gibi birçok dezavantaja sahiptir (Chao et al. 2017). 

Yüksek doz kemoterapinin ilaç direncinin ortaya çıkmasını önlediğine dair bir 

inanç vardır. Ancak, bu yaklaşımı kanıtlamak için yeterli bilimsel veri yoktur. 

Aksine, artan ilaç miktarları ile direnç oluşumu arasında tek yönlü bir bağlantı 

olduğu savunulmaktadır (Day and Read 2016). Elde edilen veriler, yüksek dozda 

serbest DOX'un daha az etkili hale geldiği önceki ifadeyle tutarlıdır. DOX'un Hst5 

fonksiyonlanması ile kapsüllenmesi, DOX ve diğer kemoterapötik ajanlarda 

görülen dezavantajların üstesinden gelebilecek daha verimli bir etki gösterdiği 

gözlemlendi. 

Hücrelerde DOX birikimi, floresan mikroskobu kullanılarak araştırıldı. DOX'un 

hücre içi varlığı, kapsülleme ve Hst5 fonksiyonlanmasından sonra artmakadır. 

DOX'un varlığı esas olarak çekirdek bölgesinde görüldü. Bu, inkübasyonun 

uzunluğuna ve muhtemelen hücrelerde endositoz ve çekirdeğin çevresine iletilen 

endozomlara yönlendirilmesine bağlanabilir (Chao et al. 2017). 
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4. GENEL DEĞERLENDİRME 

Bu tez çalışmasında, çeşitli fonksiyonlara sahip doğal peptitlerin kullanımı yoluyla 

yaşlanmaya bağlı hastalıkların tedavisinde teranostik uygulamalar için nanotaşıyıcı 

platform geliştirilmesi temel olarak amaçlanmıştır. Çalışma 4 bölümden oluşmakta 

olup yaşlanma ile ilgili protein modifikasyonlarının önlenmesi/tedavisi için uygun 

peptitlerin seçilmesi ilk olarak gerçekleştirildi. Ek olarak, metallerin peptit 

aktiviteleri üzerindeki etkisi araştırıldı. Başlangıçta, çinko varlığının antiglikatif 

yeteneği üzerindeki etkisini araştırmak için bir dipeptid olan karnosin seçildi. Bir 

sonraki adımda, karnosinin lipit bazlı nano taşıyıcılar “Niozomlar” içinde 

enkapsülasyonu ile etkinin uzun süreli salınımın ile gerçekleştiği gösterildi. Daha 

sonra, niozomlar ve polimerzomlar dahil olmak üzere iki tür nanotaşıyıcı 

karşılaştırmalı olarak protein glikoksidasyon üzerine etkileri araştırıldı. Burada, 

antiglikasyon ve antikanser etkilerine ek olarak, polimerik bazlı bir 

nanoformülasyonun terapötik yaklaşımın daha iyi kontrolünü ve stabilitesini 

sağladığını gösterildi. Son adımda ise, önceki deneylerden elde edilen verilerin ve 

deneyimlerin kullanılması ile doksorubisin (floresan kapasiteli antikanser ajan) ile 

yüklü bir polimer kullanılarak teranostik bir platform formüle edildi. 

Polimerzomların yüzeyi, histatin-5 adı verilen bir CPP'nin eklenmesiyle 

biyofonksiyonelleştirildi. Aslında, sonuçlar, böyle bir teranostik yaklaşımın 

kullanılmasının, serbest moleküller veya biyokonjuge olmayan polimerzomlara 

kıyasla daha iyi ilaç iletimi sağladığını gösterdi. Bu formülasyon, kanserin tanısı ve 

tedavisi için CPP'leri nano taşıyıcılarla birleştiren türünün ilk örneğidir. Gelecekte, 

yapıyı daha da geliştirmek ve peptidlerin uyarıcılara yanıt verebilirliğini daha 

ayrıntılı araştırılmasına temel olacak bir çalışma gerçekleştirilmiştir. Kullanılan 

peptitlerin metal bağlama kapasiteleri olmasına rağmen, mevcut tez bu özelliği 

yeterince araştırmamıştır ve metallerin önerilen nanotaşıyıcının teranostik 

kapasiteleri üzerindeki etkisini incelemek büyük bir etkiye sahip olacaktır. Son 

olarak, bu çalışmanın potansiyelini daha fazla vurgulamak için hayvan deneylerine 

büyük ihtiyaç vardır. 
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