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OZET

METAL-BAGLAYAN AMINO ASITLERCE ZENGIN PEPTIDLER iLE
FONKSIiYONLANMIS NANOPARCACIKLARIN HAZIRLANMASI VE
TERANOSTIK UYGULAMALARI

MOULAHOUM, Hichem

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Figen ZIHNIOGLU

Ikinci Danisman: Prof. Dr. Suna TIMUR
December 2021, 130 Sayfa

Protein modifikasyonu ve degisikligi, diyabet, alzheimer ve kanser gibi ¢ok
faktorll ve yasa bagli birgok hastalikta dnemli rol oynamaktadir. Ileri glikasyon son
iriinlerinin (AGE) ve ileri oksidasyon protein iiriinlerinin (AOPP) olusumu gibi
degisiklikler protein agregasyon ve amiloid fibril olusumuna katkida bulunmalari
nedeni ile organizmaya zarar verebilirler. Bu nedenle bu protein modifikasyonlarini
Onleyebilecek ve verimli bir sekilde diizeltebilecek tedavi segeneklerinin bulunmasi
biiylik 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte, bir tedavinin hedefine ulagsmasi igin,
viicutta, dokularda ve hiicrelerde bulunan ¢esitli kimyasal ve fiziksel mekanizmalar
ve bariyerlerle karsi karsiya kalmasi s6z konusudur. Ornegin, kan-beyin bariyeri
gibi. Bu nedenle, istenmeyen etkilesimler ve degradasyonun agilmas igin yeni nano
muhendislik formiilasyonlari iizerine ¢aligmalar yogunlagmistir. Bu baglamda, bu
caligsmada olas1 bariyerlerin asilmasi, protein modifikasyonlarinin 6nlenmesi ve
hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi amaci ile nano-tasiyicilar ve spesifik
peptidler kullanarak teranostik bir yaklasimin gelistirilmesi hedeflendi.

Bu amagla farkli ¢aligmalar yapilmis olup ilk olarak, karnosin gibi bazi
peptitlerin, iki degerlikli bir metal olan ¢inko varliginda hazirlanan niozomlarin
etkinligi arastirildi. Sonrasinda ise, her yapinin igerigin performansi tizerindekKi
avantajlarin1 gérmek igin niozomlar ve polimerzomlar dahil olmak iizere farkli
enkapsilasyon tiirleri lizerinde karsilagtirmali bir calisma yapildi. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, kematerapdtik bir kanser ilact olan doksorubisini kapsayan
bir teranostik (terapotik ve tani) polimerzom tasarimi gergeklestirildi. Bu baglamda
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polimerzom ylizeyine nanotasiyicinin penetrasyon kapasitesini arttirmak icin

Histatin 5 peptidi baglanarak uygulanan ila¢ miktarinin diisiiriilmesi saglandi.

Elde edilen veriler, ilaca diren¢ mekanizmalarinin potansiyel olarak tersine
cevrilmesiyle ilacin kanser hiicreleri tizerinde etkisinin 6nemli bir sekilde arttigin
gosterdi. Diger yandan hazirlanan polimerzomlarin floresansinin izlenmesi ile
gerek nano-tasiyici tabanli tedavinin etkinliginin ve seyrinin takip edilmesi gerekse
tedavinin ayarlanmasina da olanak saglayabilecegi gozlemlendi.

Sonug olarak bu tez kapsaminda ¢ok ilgin¢ olumlu sonugclar gésteren orijinal
bir teranostik yap1 tanimlandi. Ancak ileride yapilacak hem in vitro hem de in vivo
sinyal yollar1 da dahil olmak iizere mekanistik caligmalarin yapilmasi gerekliligi

aciktir.

Keywords: Nanotasiyicilar, peptidler, yaslanma ile ilgili hastaliklar, 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 ZIHNIOGLU
Co-Supervisor: Prof. Dr. Suna TIMUR
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.



ONSOZz

Yaslanma siireci, diyabet ve kanser gibi ¢esitli hastalik ve bozukluklarin ortaya
¢ikmasinda ve gelismesinde ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Beyin gibi bazi organ
ve dokular yogun bir sekilde korunuyor olmasi tedavi ve ilag dagilim proseslerinin
performansin1 etkiler. Diger yandan her tedavi tiim hastalarda aynmi etkiyi
gostermez. Bu baglamda tani, tedavi ve tedavi takibinin ayni anda yapilabildigi
teranostik yaklagimlar ile tedavi sirecleri standart yaklasimlara kiyasla daha
etkilidir.

Son yillarda nanoteknoloji, kanser, enfeksiyonlar, metabolik ve genetik
bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in gii¢lii ilag dagitim platformlarinin
hazirlanmasina izin veren gelismeler kaydedildi. Ozellikle nanotastyicilar,
klinisyenlerin yiliksek miktarda ilact enkapsiilasyon ve farmakokinetigi kontrol
etme ve kapsiillenmis ilacin salinimini1 kontrol etme kapasitesi nedeniyle tedavileri
module etmesine olanak saglamistir. Bu avantaj, diisiik biyolojik dagilim ve
biyoyararlanim gibi geleneksel terapilerde goriilen bir¢ok sinirlamanin yani sira
uygulanan giinliilk dozlarin disiiriilmesini saglamistir. Sonug¢ olarak, spesifik
hedefleme ve gelismis biyoyararlanim sayesinde, nanotasiyicilar patolojik olmayan

ve saglikli dokular {izerinde istenmeyen yan etkileri en aza indirir.

Bu tezin temel amaci, farkli uygulamalarda kullanilabilecek orijinal bir

teranostik yaklasim Onererek nano-tasiyicilarin gelisimine katkida bulunmaktir.

IZMIR
.../.../2021
Hichem MOULAHOUM
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1.GIRIS

1.1 Yasa Bagh Patolojilerde Protein Farklanmalar:

Yaglanma siireci, yasam boyunca hem fizyolojik hem de biyokimyasal
fonksiyonlarda bir diisiis olarak bilinir. (Harman 1981). Hiicrede istenmeyen bazi
yan {riinlerin birikmesinin yaglanmanin nedenlerinden biri olabilecegi
distiniilmektedir (Gladyshev 2012; Gladyshev 2013). Glikoksidasyon, Amadori
tirtinlerinin olusumu yoluyla proteinleri, lipidleri ve DNA'y1 etkileyen dogal olarak
gelisen bir olgudur. Amadori Urtnleri, ileri glikasyon son (Grlnlerinin (AGE'ler)
olusumuyla sonuglanan bir dizi modifikasyona ugrar (Maillard 1912). Glikasyon,
daha yiiksek seker seviyeleri ve gelismis oksidasyon protein Urtnleri (AOPP'ler)
tireten oksidatif stres varliginda daha da artar. (Ahmed and Thornalley 2003).

Glikasyon, protein fonksiyonlarinin bozulmasina yol agar. Ayrica, oksidatif stres
mekanizmalarinin, AOPP'lerin iiretiminde, AGE'lerin olusumu / birikimininde ekili
oldugu ve tip 2 diyabet (T2D) ve Alzheimer hastalig1 gibi ¢cok faktorlii yaslanma ile
ilgili baz1 hastaliklarin gelisiminde 6nemli oldugu gosterilmistir. (Baynes 1991;
Brownlee 1995; Suji and Sivakami 2004; Yan et al. 1995). insan viicudu bu
“glikotoksinleri” ortadan kaldiracak bir enzimatik sistemden yoksun oldugundan,
yaglanma siirecinin hiicrelerde metabolik atiklarin birikmesiyle ilgili oldugu
teorisini desteklemektedir. Oksidatif stresten kaynaklanan protein hasari,
yaslanmayla ilgili protein modifikasyonlarinda kilit bir rol oynamaktadir. Oksidatif
stres, cesitli biyolojik molekiiller ve fizyopatoloji ile iliskili olabilecek hiicresel
mekanizmalarla iligkilidir. Esas olarak, glukozun otooksidasyonundan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) orantisiz tiretimi, glukozun kovalent ve enzimatik olmayan
kombinasyonu ile kan dolagiminda bulunan ve AGE olusumuna doniisen diger

proteinler tarafindan yonlendirilir (Giacco and Brownlee 2010).

Protein agregatlarimin birikmesi, yapisal olarak diizensiz veya yanlis katlanmig
cesitli proteinlerde bulunan bir 6zelliktir ve bunlarin goériiniimii genellikle yasa

bagli hastalik baglangici (diyabet, Alzheimer, Huntington, amyotrofik lateral



skleroz (ALS) vb.) ile iliskilidir. Ornegin, bu hastaliklarda bulunan bazi protein
kiimeleri, a-sinuklein ve amiloid-beta peptitlerini icerir. Amiloid olmayan protein
yanlis katlanmasi ve kiimelenmesine, ALS'de siiperoksit dismutaz 1 (SOD-1)
kiimelenmesi, karaciger hastaliklarinda al-antitripsin kiimeleri gibi ¢esitli protein
ve enzim tirlerini etkileyebilir. Cesitli hayvan modellerinde protein

agregasyonunun yaslanma ile yakindan iliskili oldugu gosterilmistir.

Kanser proteomik bir patoloji olarak da siniflandirilabilir. Kanser arastirmalarinda
onemli bir alan, proteostasisin ve kanser hiicrelerinin zararli hiicresel mikro-
ortamlarindan kaynaklanan streslerin iistesinden gelmek i¢in molekiiler saperon
mekanizmalarini nasil  kullandiklarinin  incelenmesidir. Kanser gelisiminin
korunmasinda ¢ok Onemli bir oyuncu, hiicre dongiisii durmasi ve apoptozu
indliklemedeki 6nemli rolii nedeniyle insan kanserlerinin %50'sinden fazlasinda
mutasyona ugramis olan p53 tiimor baskilayici proteindir. Kanser hiicreleri, mutant
p53 ekspresyonunu siirdiirmek i¢in hiicresel proteostaz mekanizmasinin pargalarini
kullanir.(de Oliveira et al. 2015; Naus 2019). Glioblastomanin (U87 hiicre hatlar1),
daha 6nce tanimlanan ve ayn1 mekanizmada reaksiyona giren amiloid kiimeleri gibi
protein kiimelerine sahip oldugu gosterilmistir (Kucheryavykh et al. 2019; Pedrote
et al. 2020). Rahim agz1 kanseri hiicreleri (HeLa hiicre hatt1), protein agregatlarinin
etkilerini gostermek igin birgok ¢alismada kullanilmistir (Forget et al. 2013; Pereira
et al. 2018).

Yasa bagl hastaliklarin onlenmesi i¢in ¢ok fonksiyonlu 6zelliklerde dogal ve
sentetik terapotiklerin gelistirilmesine artan bir ilgi vardir. AGE'lere ve diger
protein bazli degisikliklere kars1 etkili inhibitorlere duyulan ihtiya¢ nedeni ile
ozellikle nanopartikiillerin kullanimindaki &nemli gelismeler nedeniyle daha
gerekli hale gelmektedir. (Jha and Ali 2019). Ancak uygun ve etkili tedavi
yaklagimlart onermek, uygulanan molekiillerin gegtigi hedeflerin ve yollarin
anlasilmasi, 6zellikle canli sistemlerde karsilasilan gesitli engeller agisindan biiyiik

Oonem tagimaktadir.



1.2 Terapi ve ilac Dagihmindaki Bariyerler

Tedavide kullanilan ilaglar formiilasyonlarinin biyolojik dagilimlart  ve
biyoyararlanimlari, protein adsorpsiyonu ve hizli klirens gibi gesitli biyolojik ve
fiziksel bariyerlerden etkilenir. Bunun sonucunda, hedeflenen bdlgeye ulasan ilag
miktar1 siirlanabilir. Biyolojik engeller patolojik kosullar altinda daha da degisir
ve bu da geleneksel genellestirilmis yaklasimlarin uygulanmasini daha da zorlastirir
(Nag and Delehanty 2019). Ek olarak, biyolojik engellerdeki farkliliklar sadece
patolojiler arasinda degil, kisiden kisiye de farklilik gosterir. Degisiklikler sistemik,
mikro-cevresel ve hiicresel seviyelerde gorilebilir, bu nedenle en uygun tedavileri
tiretmek ve tasarlamak i¢in biyolojik engelleri anlamanin 6nemi biiyiiktiir. Tedavi
sirasinda karsilagilan biyolojik engeller, kullanilan uygulama yolunun yani sira
patoloji tipine ve ilerlemesine de baghdir (Blanco et al. 2015). Lokal tedavi
uygulamasi, sistematik tedavide goriilen bir¢cok engelden uzak oldugundan, tedavi
icin en uygun yaklasimdir. Bununla birlikte, genellikle invaziv stratejilerdir ve
dezavantajlarin1 daha da artiran diger karmasik tekniklere ihtiya¢ duyarlar. Ek
olarak, lokal tedaviler yalnizca hedef pozisyon biliniyorsa ve kati tiimorler gibi
erisimi kolaysa uygulanabilir. Bu nedenlerle sistematik terapiler halen terapide en

¢ok kullanilan yaklasimlardir (Mitchell et al. 2021).

Molekiiller kan dolasimina ulastiginda, atilim, kan akis1 ve fagositik hiicreler gibi
terapotik etkiyi biliyiikk Olciide etkileyebilecek cesitli faktorlerle karsi karsiya
kalabilirler. Bu faktorler, ilag molekdllerinin fizikokimyasal o6zellikleri ve
organlarda, hiicrelerde vb. spesifik olarak bulunan 6zelliklerle yakindan iligkilidir.
Terapotik molekiillerin karsilastigi ve biyolojik dagilimini etkileyen bazi fiziksel
engeller, vicuttaki kan-beyin bariyerinde bulunan siki baglantilar1 igerir.
(intraventz uygulama durumunda veya oral uygulama durumunda gastrointestinal

(GI) yolun endotelyal ve epitelyal hiicreleri).



1.2.1 Gastrointestinal bariyer

Terapotigin oral yoldan verilmesinin en yaygin kullanilan ilag verme sekli oldugu
gdz Oniine alindiginda, GI yolu, optimal tedavileri engelleyebilecek c¢esitli
bariyerlere sahiptir (Ensign et al. 2012). Genel olarak molekiiller, bagirsaklara
ulagsmak i¢in baz1 P-glikoproteinler ve konsantrasyon gradientleri ile kontrol edilen
pasif difuizyon yoluyla endotelden gecer. Gl yolunu gegmek icin endo ve ekzositoz
hareketine dayanan molekdller igcin molekiliin boyutu 6nemli bir faktordur.
Optimal ge¢is i¢in 20-500 nm arasinda degisen biiyiikliikte molekiiller
Onerilmektedir. Bununla birlikte, bagirsak epiteline gegiste ekzositoz gerekli
degildir. Sadece kiiciik bir kismi ekzositoz yapabilir (Zhuang et al. 2018). GI yolunu
geemek icin baska bir segenek de aktif hedeflemeden yararlanmaktir. Transferrin
yolu, 6zellikle kolon kanseri veya kolit tedavilerinde diisliniilmesi gereken ilging
bir yoldur. Bu hastaliklarda, mukozada bir transferrin reseptoriiniin asir1
ekspresyonu vardir (Yong et al. 2019). Gl yolu, endotel yizeyini kaplayan bir
mukus tabakasi icerir. Bu katman, molekiillerin bagirsak duvari ile etkilesimini
biiyiik 6l¢tide sinirlayabilir (Durén-Lobato et al. 2020; Ensign et al. 2012). Bu
bariyerler pH seviyeleri, mikrobiyom ve mukus miktarini degistiren diyet igerigi ve
patolojilerin varligi nedeniyle olduk¢a heterojendir (Durén-Lobato et al. 2020;
Ensign et al. 2012). Sonug olarak Gl yolunun, oral uygulama temelli tedavi icin

oldukca zorlu bir bariyer oldugu anlagilmaktadir.

1.2.2 Kan -beyin bariyeri

Kan-beyin bariyeri (KBB), diger hiicreler (astrositler ve perisitler) tarafindan
desteklenen ve cesitli 6zelliklere sahip bariyerler olusturarak beyni koruyan bir
endotelyal hiicre tabakasidir. (Pardridge 1999). Fiziksel bir bariyer olmanin yani
sira molekiillerin giris ve ¢ikisini kolaylastirmak i¢in ¢esitli protein tasiyicilar: ve
transsitoz mekanizmalarii kullanan ¢ok segici bir tagima bariyeridir. Ayrica bazi
metabolizma enzimlerinin (sitokrom P450, peptidazlar ve monoamin oksidazlar)
ekspresyonuna dayanan bir metabolik bariyere sahiptir (van Rooy et al. 2011). Bu

Uc bariyerin doruk noktasi, beyin ve kan dolagimi arasindaki gegisi kontrol eden



oldukga secici bir sistem iretir. Beyni hedef alan terapotik yaklasimlar, kan beyin
bariyerinin varliginda sinirlidir. Teorik olarak tiim biiyiik molekiiller bloke olurken,
kiglk molekullerin %98'i bariyeri ge¢ip beyin dokusuna ulasamaz. Bu nedenle,
tedavi genellikle BBB'yi gecebilmek i¢in reseptor aracili endositozdan yararlanir
(Saraiva et al. 2016). Glukoz tasiyicilar, ilag dagitimini kolaylastirmak igin kan
beyin bariyerinde ylksek oranda sentezlenir. Transferrin reseptorii beyin beyine
ilag dagitiminda da kullanilabilir ancak bu yaklasimin kullanilmasinin kan
dolagiminda bulunan ilacin bir kisminin gegmesine izin verdigi gosterildiginden, bu
yaklagim heniiz klinik uygulamalarda yer almamaktadir (Johnsen et al. 2019). Tim
bu bilgiler gbz 6niine alindiginda sistematik ilag uygulamasinin kan beyin bariyeri
tarafindan biiyiik Olglide engellendigi ve bu da arastirmacilarin bu bariyeri
asabilecek intranazal uygulama gibi diger yollarin kullanima ydnelik preparatlarin
hazirlanmasin1 desteklemektedir. Bununla birlikte, bu yaklasimda uygulanacak
hacim, kisiler aras1 mukus farkliliklar1 vb. gibi bazi sinirlamalarinda géz oniine

alinmasi gerekliligi agiktir (Sousa et al. 2019).

1.2.3 Mikrocevresel, hiicresel ve hiicre ici bariyerler

Lokal mikro g¢evrenin kimyasal veya fiziksel Ozellikleri ilaglar1 biiyiik Olciide
etkilemektedir. Bu nedenle, terapdtik molekiillerin, hedeflenen mikro ortamin iyi

anlasilmasindan sonra tasarlanmasi gerekir (Mitchell et al. 2021).

Bu calismada, solid tiimorlerin mikro-¢evresine ve hiicresel mekanizmalarina
odaklanildi. Ilaglarin solid tiimérlere penetrasyonu olduk¢a zordur. Tiimor
mikrocevresini cevreleyen damar sistemi, ekstraseluler matriks (ECM) ve
interstisyel sivilar, herhangi bir terapotik molekiiliin karsilagtigi bariyerin temel
bilesenleridir (Nagel et al. 2020; Zan et al. 2019). Terap6tik molekillerin timor
mikrogevresindeki kaderi ve tumor hicrelerinin i¢inde birikme yeteneginin,
arttirtlmis  gegirgenlik ve alikonma (EPR) ile iliskili olduguna inanilmaktadir
(Scheetz et al. 2019; Zan et al. 2019). Tumor ekstraseltler matriksi negatif yukli
oldugundan, bu engelin katyonik ilaglarla asilmasi olduk¢a zordur (Ding et al.
2019).



Hiicre membranlari, heterojen olarak dagilmis transmembran proteinleri ve lipidler
dahil olmak iizere sayisiz bilesen icerir (Behzadi et al. 2017). Protein ve lipid
bilesimindeki farkliliklar hiicre membran akiskanligini ve ilag ge¢irgenligini etkiler
ve bu nedenle biyomolekdillerin kullanilan hiicresel transport mekanizmalari
etkilesimin tiiriine bagl olarak farklanir. Hlcresel transport pasif ve aktif olarak
gerceklesebilir (Mitchell et al. 2021). Pasif transport genellikle hiicrelerin segiciligi
nedeniyle smirhdir ve transport konsantrasyon gradiyenti yonundedir
(Foroozandeh and Aziz 2018). Bu nedenle, ilaglarin gogunun hiicre zarindan gegisi
aktif transport ile gergeklesir. flaglarm hiicre zarmi1 ge¢mek igin kullandig1 yaygin

transport yollarindan bazilar1 Sekil 1.1 de verildi.
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Sekil 1.1. Hiicre zar1 bariyerini gegmek i¢in molekiiller tarafindan tistlenilen alim yollar1: endositoz

ve pinositoz.

Bahsedilen ¢esitli bariyerlerin asilmasinda en umut verici yaklagimlardan biri,
nanoparcaciklarin (NP'ler) kullanilmasidir. Son yillarda, nanoteknolojideki
ilerlemeler, nano olcekli, biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen ilag

salimim sistemlerinin sentezini miimkiin kilmistir.



1.3 ila¢ Salinim Sistemleri

Nanoteknoloji birgok alandaki kullanimlarinin yani sira malzeme bilimi ve
biyomedikal uygulamalardaki gelismelere ¢ok onemli katkilar saglamis olup
oOzellikle medikal alanda nano 6lcekte (1-1000 nm) gesitli ilaglar1 enkapsulleyebilen
nano tasiyicilarin gelistirilmesiyle ‘’nanotip’” adi verilen alt disiplin dogmustur
(Brambilla et al. 2011; Brigger et al. 2002; Farokhzad and Langer 2009; Riehemann
et al. 2009; Sanhai et al. 2008). Bu nano-tasiyicilar, lipidler, polimerler, proteinler,
inorganik malzemeler vb. gibi ¢esitli malzemelerden farkli boyut ve sekillerde
hazirlanabilir. Kullanilan malzemelerin fizikokimyasal 6zelliklerindeki ¢esitlilik,
cok degisik ilag dagilim uygulamalarina olanak saglar (Sekil 1.2). Ila¢ dagilimi igin
nano-tastyici tasarimi genel olarak asagidakileri hedefler: (i) ilaglarin bozulmasina
kars1 koruyucu bir sistem olusturmak (sindirim sistemi, kan dolasimi, vb.); (ii)
ilacin epitelden emilimini ve gecisini kolaylastirmak; (iii) tedavilerin dagilim
profilini ve farmakokinetigini modiile etmek ve (iv) belirli bolgelere dagilimi ve

hiicre penetrasyonunu gelistirmek olarak 6zetlenebilir.
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Sekil 1.2. Farkli malzemelerden hazirlanan nanotasiyici tabanli ilag tasima sistemleri (Couvreur and
Vauthier 2006).

Nanotastyicilarin  hazirlanmasinda kullanilan biyomalzemeler yiizeyi ihtiyag
duyulan uygulamaya gére modifiye etme ve ayarlama ag¢isindan avantajlidirlar. Bu
tiir modifikasyonlar ile kan dolasimindaki nanotasiyicilarin kararliliginin ve yari

Omrunun arttirilmasi ve iceriklerinin aktif hedefleme yoluyla veya hedef hiicrelerde



bulunan spesifik belirtegler ile hedef bolgeye ulastirilmast miimkiin olabilmektedir.
Bir diger 6nemli avantaji ise canli sistemde enzimatik veya kimyasal reaksiyonlarla
elimine  edilebilen  biyolojik  olarak  parcalanabilen materyallerin
kullanilabilmesidir. ~ Nanotastyicilardan ~ lipozomlar ~ ve  polimerzomlar,
fizikokimyasal Ozelliklerinin yan1 sira hiicresel membranlara morfolojik
benzerlikleri nedeniyle dikkat cekicidir. Yaygin olarak bilinen ilag tagima

sistemlerinden bazilar1 Sekil 1.3 de verilmistir.

1.3.1 Lipid bazh vezikiiller (miseller, lipozomlar ve niozomlar)

Amfifilik lipidler sulu ortamda farkli kiiresel formlarda kendiliginden birlesme
egilimindedirler. Bu platformlar, yalnizca bir katman veya sulu bir bolmeyi igine
alan iki katmanli miseller halinde de olusturulabilir. Lipozomlar ve niozomlar en
yaygin olarak kullanilan sistemlerdendir. Kolay ve basit sentez sireci,
biyouyumluluk, biyoyararlanim ve (gesitli fiziksel ve kimyasal dzelliklere sahip)
cesitli molekil tiirlerinin 6nemli miktarlarini kapsiilleme yetenegi gibi bazi
avantajlar saglarlar. Lipid bazli vezikiiller, FDA tarafindan en ¢ok onaylanmig

formiilasyonlardir (Mitchell ve digerleri 2021).

Polymeric Inorganic Lipid-based
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and hydrophobic cargo and geometry * High bioavailability
* Easy surface modification * Well suited for theranostic * Payload flexibility
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Sekil 1.3. Yaygin olarak kullanilan ila¢ tagima/dagitim sistemleri ve ozellikleri (Mitchell et al.
2021).



1.3.2 Polimerzomlar

Bu nanotasiyicilar geleneksel lipid bazli vezikiilleri taklit eden sentetik
vezikiillerdir. Bunlar ayn1 zamanda “’core-shell’’ ila¢ nanotasiyicilart olarak da
bilinirler ve vezikiler sistemlerde kendiliginden birlesen ve ilaci ¢ekirdeklerinde
hapseden blok kopolimerlerin hidrasyonu yoluyla olusturulurlar. Polimerzomlar,
lipozomlara kiyasla gelismis stabiliteleri ve kapsiilleme kapasiteleri ile de bilinirler
(Rideau et al. 2018). Polimerzomlarin sentezinde kullanilan polimerlerden bazilart
poli- (etilen glikol) (PEG) ve poli- (dimetilsiloksan) (PDMS) dir. Polimerzomun
ana avantaji, amaglanan uygulamaya gore farkli polimerler kullanarak yapinin
cesitli ozelliklerini degistirme ve ayarlama yetenegidir (Discher and Ahmed 2006).
Polimerlere ila¢ konjugasyonu, bir pro- ilaci bir hidrofilik polimer ile kovalent
olarak baglamak i¢in biyolojik olarak bozunabilir bir baglayicinin kullanilmasi ile
gerceklestirilir. Polimer, nano yapili bir yapt veya misel benzeri bir form

olusturarak ilac1 koruyabilen bir tagiyici gérevi goriir (Hu and Jing 2009).

1.3.3 Iinorganik nanopartikiiller

Metaller (altin, demir vb.), silika ve kuantum noktalar1 (Quantum dots, QDs), nano
Olgekli goriintiileme ve ilag dagitim sistemlerinin olusturulmasi igin kullanilan
inorganik malzemelerden bazilaridir. Polimer tabanli platformlara benzer inorganik
nanopartikiiller, belirli boyut, sekil ve yapilarda sentezlenebilir. Altin
nanopartikiiller en ¢ok arastirilan molekiillerdir (Yang et al. 2019). Ayrica, temel
malzemelerin dogas1 géz Oniine alindiginda, bu inorganik nanopartikiiller, digerleri
arasinda renk, floresan, termal ve manyetizma gibi benzersiz Ozelliklere sahip
olabilir. Metal bazli nanopartikiiller kolayca degistirilebilir ve fonksiyonlanabilir,
bu da ilag dagiim sistemleri olarak uygulamalarini genisleten ek ozellikler
kazandirir (Wang et al. 2020; Yang et al. 2019). Manyetik nanopargaciklar, FDA
tarafindan onaylanan baslica inorganik nanopargaciklardir (Bobo et al. 2016).
Inorganik nanopartikiiller, organik malzeme bazl1 nanopartikiillerde eksik olan bazi

ozelliklere sahiptir. Ancak, diisikk ¢ozundrltkleri ve toksisiteleri ile ilgili birgok
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endise nedeniyle klinik kullanimlart biiyiik 6lgiide smirlidir (Arias et al. 2018;
Manshian et al. 2017).

1.4 Tla¢ Tasimmy/Dagitimmin Iyilestirilmesi

Nano boyutlu partikiller, ilag tasinmasinda dolagim siirelerinin uzatilmasi yoluyla
ilag dagitimi sirasinda hiicrelerin fizyolojik bariyerlerini asabilirler (Maeda 2001;
Matsumura and Maeda 1986; Tanaka et al. 2004). 50-150 nm arasindaki
boyutlardaki terapotik nanopartikiiller, damar sisteminden sizarak tiimorlerin hiicre
dig1 matrikslerinde toplanabilirler. Diger yandan tam fonksiyonlu lenfatik drenaj
sisteminin olmamasi nedeniyle daha iyi bir tutma olasiligina sahiptir (Sekil 1.4).
Geleneksel antikanser ilaclari, dolasimdaki kisa dmiirleri nedeniyle EPR etkisinden
daha az yararlanir. Spesifik olmayan hiicresel alim, opsonizasyon, plazmada
bozunma ve hepatik klirens gibi gesitli islemler yoluyla dolasimdan hizla elimine
edilirler. Kii¢iik antikanser ilaglar1 genellikle uygulamadan birka¢ saat sonra
dolagimdan temizlenir. Bu nedenle, nanopartikiillerin bu amagla kullanimlarinda

antikanser ilaglarin farmakokinetik 6zelliklerinin gelistirilmesine odaklanilmistir.

Sekil 1.4. Timorlerde EPR etkisinin gdsterimi.
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Lipozomlarin dolasim dmriinii uzatmaya yonelik ilk ¢aligmalardan yeterli sonuglar
almamamustir (Torchilin 2005). Lipozomlarda ilaglarin enkapsiilasyonunun ilgili
ilacin plazmada degredasyonundan ve renal filtrasyonundan koruyabilecegi
gosterilmistir. Bununla birlikte, lipozomlarin, retikiiloendotelyal sistem (RES)
(monositler ve makrofajlar) tarafindan alinimi nedeni ile lipozomlarin kan
dolasimindan hizli bir sekilde elimine edilmesine yol actig1 rapor edilmistir. Daha
sonra NP teknolojilerindeki gelismeler ile NP dolasim siiresinin uzamasinda ve
spesifik olmayan RES alimina kars1 korumada etkin fomlar temel olarak polietilen
glikol (PEG) kaplama tabakasinin eklenmesiyle elde edilmistir (Ballou et al. 2004;
Carpenter et al. 1971; Uchida et al. 2005).

PEG'in uzunlugunun ve yogunlugunun bu parametreleri biiyiik oOlgiide
etkileyebilecegi gosterilmistir. 2-5 kDa'lik bir molekiiler agirliga (MW) sahip PEG
kullanimi, optimal dolasim Ozellikleri iirettigi rapor edilmistir. Diger yandan
kaplanmig NP'lerin son boyutunun, in vivo etkili ilag tagima/salinim performansi
icin en 6nemli kriter oldugunu gosterilmistir. Kabul edilebilir ilag alikonmasina ve
timor ekstravazasyonuna ulagsmak icin 50 ile 150 nm arasinda degisen boyutlarin
en iyi oldugu bildirilmistir (Jiang et al. 2008; Perrault et al. 2009).

NP'leri kaplayarak artan dolasim siiresinin 6nemini daha da dogrulamak igin,
hayvanlar ve insanlar izerinde test edilen serbest doksorubisin (DOX) ve DOX'un
enkapsule edildigi PEG kapli lipozomlar arasindaki karsilagtirmali bir ¢alismada,
enkapsilasyondan sonra farmakokinetik 6zelliklerin gelistirildigini gdstermistir.
(Gabizon et al. 2003). (Li et al. 2001; Peracchia et al. 1999).

1.4.1 Hedeflenmis ila¢ tasinim

Genellikle damarlanmanin zayif oldugu tiimorlerde pasif hedefleme ile ilag
tagimniminin kullanimi sinirlidir. Diger yandan daha 0nce de belirtildigi gibi, damar
gecirgenligi tiimorden tiimore degisebilir, bu da ilacin diizensiz lokalizasyonuna
neden olur ve etkinligini azaltir. Bu nedenle, tiimore iiniform ila¢ taginmasini
saglamak i¢in ligand reseptor etkilesimini kullanan aktif hedefleme sistemleri

gelistirmeye yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir. ilgili hedefe spesifik yénlenme
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saglayabilecek antikorlar, peptitler, aptamerler vb. gibi bazi ligandlar, kovalent
baglar yoluyla NP'lerin yilizeyine eklenebilir. Antikorlarin antijenleriyle spesifik
etkilesimi, hedeflenmis NP'lerin olusturulmasindaki en yaygin yaklasimlardan bir
tanesidir. Baz1 kanser tiirleri, dogal olarak belirli antijenleri asir1 eksprese eder ve
antikorla modifiye edilmis NP'lerin kullanilmasi ile spesifik etkilesim ile hedefe
yonlenme saglanmis olur. Ornegin, anti-HER?2 ile konjuge edilmis lipozomlar,
HER?2 asir1 ekspresyonu olan gogiis tiimorlerinde konjuge olmayan lipozomlarla
karsilastirildiginda 700 kat daha fazla ilag alimi1 gergeklestirmektedir (Park et al.
2001). Biiyiik boyutta antikorlar (150 kDa) NP'lere baglanmalarinda tanima
bolgelerinde sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenle arastirmacilar alternatif olarak
Fab fragmanlari, RNA tabanli aptamerler, spesifik biiylime faktorleri ve peptidler
gibi farkli ligantlarin kullanimina yonelik calismalara agirlik vermislerdir
(Farokhzad et al. 2006; Karmali et al. 2009; Maruyama et al. 1999; Zhou et al.
2007).

1.4.2 Birden ¢ok ilacin birlikte tasinimi

Coklu ila¢ direnci (MDR), kanser hucrelerini terapotik molekillerden koruyan iyi
bilinen bir savunma mekanizmasidir. Bu nedenle kanser hiicrelerinin ilaca
direnclilik bariyerini agsmak i¢in birden ¢ok ilacin birlikte kullanimi giindeme
gelmistir. Bu baglamda ilaglarin dogru kombinasyonu, kanser hiicrelerinde
seciciligi artirabilen ve ilaca diren¢ mekanizmalarini engelleyebilen terapdtik
yaklagimin sinerjistik etkisini destekleyici olmasi gerekmektedir (DeVita et al.
1975).

Nanotasiyicilar, birkag ilacin enkapsiilasyonu ve patolojik dokulara dagitimlarini
senkronize etme yetenekleri nedeniyle terapide bulyik bir potansiyele sahiptir.
Nanotasiyicilara dayali kombinasyonlar, geleneksel ilag kokteyllerine kiyasla ilag-
ilag oraninin Korunmasi acisindan da 6énemlidirler. Belirli molar oranlarda birden
fazla ilacin enkapsiilasyonu ile hazirlanan lipozomlar ile yapilan Klinik

calismalarda, lipozomal formilasyonun geleneksel kombinasyon tedavisine gore



13

avantaji gosterilmistir (Batist et al. 2009; Bayne et al. 2009; Feldman et al. 2011;
Lim et al. 2010).

Kemosensitize edici molekuller ile birlikte enkapsiillenen ilaglarin kanser
hicrelerinde c¢oklu ilag direncinden korunmadaki potansiyeli Sekil 1.5 de

gosterilmistir.

<
*» &
<><><><> N

Chemosensitizers block multidrug
transporters and restore apoptotic signaling

o
¢ o

Chemotherapeutics initiate apoptosis

Sekil 1.5. Tki molekiiliin (ilag ve kemosensitizer) birlikte kapsiillenmesinin MDR kanser hiicrelerine

kars1 nasil etki edebileceginin gosterimi.

Doksorubisin ve P-glikoprotein (P-gp) inhibitort sikloporin A ile birlestirilerek
hazirlanan polialkilsiyanoakrilat NP'lerin tek basina Dox tedavisine kiyasla Dox'a
direncli P388 hiicreleri {izerinde gelismis bir inhibisyon etkisi gosterdigi
bulunmustur. Ayrica Ko-enkapsiilasyon yaklasiminin, Dox yiiklii NP'lerin serbest
siklosporin A ile bir kombinasyonunda goriilmeyen bir sinerjik etki tirettigi de
gosterilmistir (Emilienne Soma et al. 2000). Baska emoterap6tik nano-emulsiyonlar
olusturulmasinda c¢esitli kombinatoryal NP'ler hazirlanmis, c¢oklu ilag
direngliliginden korunma agisindan degerlendirilmistir (Ganta and Amiji 2009).
Coklu ilag direnci ile ilgili lipozomal formiilasyonlar ve farkli NP'ler ile yapilan

calismalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir (Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1. Kemoterapotikler ve kemosensitizorler iceren kombinatoryal nanopartikdil

formilasyonlara érnekler (Hu and Zhang 2012).

Chemo- Agent
Nanocarrier Platform . Chemosensiting Indication Refs

Therapeutic

Status

Liposome Topotecan amlodipine Leukemia in vivo (Li et al. 2006)
Liposome Vincristine quinacrine Leukemia in vivo ga'(?g)g et al
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 2|/IRR|\ITA% and BCL2 Lung Cancer in vitro (Saad et al. 2008)
Cationic coreshell Paclitaxel siRNA BCL2- Breast cancer in vitro (Wang et al.
nanoparticle SiRNA 2006)
PLGA-PEG S . -
nanoparticle Vincristine verapamil Breast Cancer in vitro (Song et al. 2009)
PLGA-P!EGbIOIIh Paclitaxel tariquidar geous Cancer in vivo (Patil et al. 2009)
nanoparticle types
PLA_PE.Gb'Otm Paclitaxel P-gp siRNA Varlgig CaNCer i vivo (Patil et al. 2010)
nanoparticle types
Polyalkylcyan - . Various cancer . . (Emilienne Soma
oacrylate nanoparticle Doxorubreig CyEborine A types In vitg et al. 2000)
Oil nanoemulsion Paclitaxel curcumin Ovarian Cancer in vitro gé'gg;a and Amiji
Mesoporous silica Doxorubicin BCL2-siRNA Ovarian Cancer in vitro (Chen et al. 2009)

nanoparticle

1.5 Teranostikler

Hastaliklarin erken tanisi, patolojinin dogru yonetilmesine yardimci olan etkili
tedavi yaklasimlarinin olusturulmasinda 6nemli bir adimdir. Kanser ve yaslanmaya
bagli diger hastaliklarda semptomlarin erken tespiti, hastanin yasam tarzini
etkilemeden terapotik etkinin artmasinda biiyiik fark yaratabilir. Su anda kullanilan
tan1 araglarinin ¢ogu, optik goriintiileme, manyetik rezonans goriintiileme (MRI),
bilgisayarli tomografi (CT) vb. gibi radyoaktif, floresan veya kontrast maddeler gibi
toksik maddelerden yararlanan ¢esitli teknikleri icermektedir. Bu molekiiller
genellikle kanseri tedavi etmek ve izlemek icin kemoterapi ile birlikte kullanilir.
Toksisite sorunu, arastirmalart yUksek toksisite riski olmadan her iki eylemi de
gerceklestirebilecek yeni yaklasimlar tanimlamaya yoneltmistir. Bu baglamda
teranostik nanotasiyicilar, hem ilag molekiillerinin hem de kontrast ajaninin birlikte
kullanilmasindan dolay1 6nemli bir alternatif olarak gortlmektedir. Bu platformlar

lipidik  (lipozomlar), polimerik  (polimerler, polimerzomlar) inorganik
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nanopartikiller (metalik NP'ler), miseller veya dendrimerler olabilmektedir.
Tercihen, teranostik nanotasiyicilar, hem terapotik hem de tanisal molekillerin
ylksek konsantrasyonunu kapsiilleyebilmelidir. Normal dokulara diisiik diizeyde
toksisite ile iceriklerini hedef tarafa verimli bir sekilde iletebilmeleri gerekir (Jani
et al. 2020).

NP'lerin optik 6zelliklerini kullanmak, teranostik platformlar gelistirmenin en basit
yoludur. Bu nedenle, metalik NP'ler, NIR yakininda 15181 absorbe etme yetenekleri
nedeniyle kanser kemoterapisinde umut verici bir secenektir (Loo et al. 2005).
Ayrica NP'ler doksorubisin gibi hem tedavi edici hem de goriintiileme 6zelliklerine
sahip molekiiller ile birlestirilebilir (Sorace et al. 2012). Literatirde Teranostik
uygulamalar i¢in Onerilen kati1 lipid NP'ler, nanoyapili lipidler, nanokapsiiller,
miseller, inorganik NP'ler, protein bazli NP'ler, viral NP'ler gibi birgok nanotasiyici

formiilasyonu vardir (Madamsetty et al. 2019).

1.6 Tedavide Peptidler

Dogal peptitlerin biyomedikal alanda ve gida endiistrisinde kullanim1 biiytik ilgi
gormektedir. Ozellikle bagisiklik sistemi ve inflamasyon baglantili kanser, diyabet
vb. hastaliklarin patalojilerinde 6nemli olmalar1 nedeni ile bir¢ok biyolojik proseste
degerlendirilmektedirler. Bu nedenle peptidlerin yap1 ve etki mekanizmalarinin
aragtirilarak tedavi amagli kullamimlarina iligkin ¢alismalar son yillarda

yayginlasmistir (Melino et al. 2014).

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

Hiicreye niifuz eden peptitler (CPP'ler), hiicre girislerini kolaylastirmak icin biiyiik
makromolekuller ve/veya mikroskobik partikiller ile konjuge veya kompleks
olusturulabilen kisa katyonik ve/veya amfipatik peptidlerdir. Bu peptitler genellikle
30 amino asitten daha kisadir. Hiicre igine gegis ilgili peptide ve hiicre tipine bagl
olarak farklanmalar gosterse de hemen hemen tim hiicrelerde gdzlenir. Hicre

plazma zarmi gecebilen bir polikatyonik peptid ilk olarak 1965'te rapor edilmistir
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(Ryser and Hancock 1965). Sonrasinda ise c¢esitli ¢alismalar ile bu gortsler
desteklenmistir (Derossi et al. 1994; Vives et al. 1997). Giiniimiizde ise ¢ok sayida

karakterize edilmis CPP vardir ve bunlardan bazilar1 Cizelge 1.2 de verildi.

Cizelge 1.2. Tiretilmis ve tasarlanmis CPP'lere 6rnekler.

Name Sequence Ref.

Protein derived:

Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK (Derossi et al. 1994)
Tat (48-60) GRKKRRQRRRPPQ (Vives et al. 1997)
pVEC LLIILRRRIRKQAHAHSK (Elmaquist et al. 2001)
Designed:

Polyarginine (R)n (Wender et al. 2000)
Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (Pooga et al. 1998)
TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL (Soomets et al. 2000)

Tum peptitlerin amidasyonlu bir C-terminali vardir.

Kanser, global bir sorundur ve kemoterapi hala tercih edilen tedavi olarak kabul
edilir ancak secicilik eksikligi, agir yan etkiler ve hatta ilaca diren¢ nedeniyle diisiik
basar1 sanst vb. bu tiir tedavilerin temel kisitlamalaridir. Bu nedenle yeni
kemoterapotik ilag gelistirilmesinde peptitler tedavi icin iyi bir aday olarak
gorulmektedir ve CPP’ler ozellikleri nedeniyle antikanser ilag tagmimindaki
kullanim potansiyelleri ile ilgi cekmektedir (Dinca et al. 2016; Fonseca et al. 2009;
Helmfors et al. 2015; Huang et al. 2013; Kato et al. 2016; Vives et al. 2008). Ayrica
CPP'lerin ¢oklu ilaca direng bariyerini asabilecegi one siiriilmistiir (Davoudi et al.
2014; Dubikovskaya et al. 2008; Lindgren et al. 2006; Vargas et al. 2014). Her ne
kadar olumlu bir beklenti gosterseler de peptidlerin katyonik karakterlerinden
dolay1 peptidlerin kullanimlarinin spesifik olmayan, toksisite ve hizli eliminasyon
vb. smirlamalar1 s6z konusudur. Bu nedenle, bu sinirlamalar1 kaldirabilmek igin
orn. kanser hiicrelerini hedefleyen pH ile aktive olabilen CPP'lerin kullanilmasi gibi
farkli yaklasimlar denenmistir (Fei et al. 2014; Jiang et al. 2012; Lee et al. 2008;
Shi et al. 2015). Asir1 laktik asit tiretimi nedeniyle kanser hiicresi ortaminin normal
doku ortamindan biraz daha asidik oldugu bilinmektedir ve pH ile aktive olan
CPP’ler ile asidik ortam nedeniyle kanser hiicrelerine karsi daha secici hale
getirilmistir (Cardone et al. 2005; Jahde et al. 1982; Liang et al. 2014; Tannock and
Rotin 1989). Negatif yiiklii membranlar ve katyonik peptitler arasinda iretilen

CPP'lerin elektroporasyon mekanizmasi, antikanser molekiillerin hiicresel alimin



17

etkileyen ana faktordir (Futaki et al. 2007; Guo et al. 2016; Ziegler 2008). Bu
nedenle, elektrostatik yiklere odaklanmak, aktiviteyi modiile etmeye ve 6zgilligi
artirmaya yardimci olabilecegi diistiniilmiistiir. (Yao et al. 2017; Zaro et al. 2012,
Zhang et al. 2011).

1.6.2 Metal iyon baglayici peptitler

Proteinlere/peptidlere metal iyonlarinin eklenmesinin agregatlagma hizlarini biiyiik
Olciide degistirebilecegi bilinmesine ragmen, bu iliski goriindiigi kadar basit
degildir. Metal iyonlari, fizyolojik kosullar altinda bile proteinlerin
agregasyonlarimi indiikleyebilir. Bu mekanizma hala tam olarak anlasilamamistir
cinkd metal iyonlarmin varhiginda agregasyon siirecini indiiklemek/azaltmak
sicaklik, pH, protein ve metal konsantrasyonlari gibi diger faktorlere baglidir. Bazi
metal iyonlar1 protein agregasyonunu hem hizlandirabilir hem de engelleyebilir
(6rnegin: Cu2+, Zn2+). Bu nedenle, protein agregasyonu ve metal iyonlari
arasindaki baglantilar1 belirlemenin, peptid tabanl tedavilere katkida bulunulacagi
diisiiniilmekedir (Poulson et al. 2020). Zn2+ ve Ca2+ gibi bazi iki degerlikli metal
iyonlarmmin varligi baz1 katyonik AMP'lerin aktivitesini veya etki seklini

etkileyebilir (Loboda et al. 2018).

Bu caligmada, katyonik antimikrobiyal etkisi olan bazi peptidler kullanilmistir.
AMP'lerin metallerle etkilesimi kismen His, Arg ve Lys gibi katyonik amino
asitlerin varligi ile iliskilidir. Metaller, protein aktivitesinin diizenlenmesinde
oynadiklari merkezi rol nedeniyle proteinlerde cok 6nemli kofaktorler olarak kabul
edilir. Protein dizisi boyunca amino asitlerin fonksiyonel gruplarinin uygun sekilde
diizenlenmesi, ¢ok ¢esitli metal iyonlarinin baglanmasina yardimci olur. Proteinler
metal iyonlarini, dogalarina ve konumlarina bagh olarak, sekonder ve tersiyer
konformasyonlarina gore segimli olarak baglarlar. Bu nedenle, farkli uygulamalar
icin kullanilacak peptid dizilerinin belirlenmesi metal iyonlar1 etkilesimi agisindan
6nemli oldugu rapor edilmistir (Xing and DeRose 2001). Yaygin stratejilerden bir
tanesi, metal iyonlarini baglayabilen peptit dizilerini kullanmaktir. Ote yandan
bilim adamlari, bu peptitlerin siirekli biiyliyen kiitiiphanesini (veri tabani)

olusturmak i¢in dogal metal iyon baglayici peptitlere dayali yeni dizilerin
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0ngorisind ve sentezini de kullanmaktadirlar (Licini and Scrimin 2003; Turk and
Cantley 2003).

Histidince zengin peptitler; katyonik ve amfipatik peptidlerdir. Katyonik

amfipatik helikal yapilar sergilerler ve mikroorganizmalarin membranlar ile temas
halindeyken mikroorganizmalara karst yikict etkinlikleri indiiklenir. Histidin
acisindan zengin AMP'lere, Clavinin, daptomisin ve histatin vb. ¢ok sayida ornek

verilebilir (Conde et al. 2012).

Histatinler

Tiikiirtik, birgok enfeksiyon tiiriine karsi korunma ve sindirim gibi bircok
fonksiyonda etkin olan biyoaktif peptitler, enzimler, metabolitler, metal iyonlari,
diizenleyici hormonlar vb. bilesenleri igerir. Bu sivinin kompleksligi ayni zamanda
iyi bir tan1 ortami olarak da onemlidir. Ayrica tiikiiriik, proteolitik proteinler ve
peptitler agisindan son derece zengindir (Cizelge 1.3) (Conklin et al. 2017; Imamura
et al. 2009; Sun et al. 2009; Troxler et al. 1990).

Cizelge 1.3. Tiikiiriikte bulunan bazi biyoaktif peptidlere 6rnekler (Melino ve digerleri 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

Histatin C-ter

YGDYGSNYLYDN

SP fosfoserini temsil eder.

Histatinler, agiz boslugunun korunmasinda ve dis minesi olusumunda rol oynar
(Khurshid et al. 2017). HST5 en bol bulunan formdur (15-30 uM) (Conklin ve
digerleri 2017). Hidrofobik bir ortamda bir a-sarmal konformasyona sahipken,

diger AMP'lerden farkli bir mekanizma diisiindiiren sulu ¢ozeltilerde sarmallik

kaybolur (Sekil 1.8 A) (Melino et al. 1999). Yapi-fonksiyon ¢alismalari sonucunda,

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

yara iyilestirici etkisinin oldugu gosterilmistir Sekil 1.8 (Grogan et al. 2001; Puri

and Edgerton 2014).

B
HST1 ¢
Mo . DSpHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN 5
Antimicrobial activity
HST5

DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

HaN-X-X-His His-Giu-X-X-His

ATCUN motif Motif binding Zn(ll)
Binding Cu(ll)/Ni{ll)

H2N-XXH... = ATCUN

o o

...HH... = bis-His
e R8T
Ny
\Q‘\ o ~w M5
NH

N=/

Sekil 1.8. (A) Farkli HST5 yapisal konformasyonlarinin NMR karakterizasyonu, (B) HST1 ve 5'in

amino asit dizisinin, farkli biyoaktif ve metal baglama alanlar1 (© 2017, 1999 Amerikan Chemical

Society) (Conklin ve digerleri 2017; Melino ve digerleri 1999).
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1.7 Nanotasiyicilar Ile ila¢ Tasimmmindaki Simirlamalar

Nanotip ve teknolojideki gelismeler ile NP'lerin kullaniminin daha giivenli hale
gelmesine yonelik calismalar yapilmaktadir. Nano partikiillerin uzun siireli
dolasim, hedefleme, hiicre penetrasyonu ve alimi, birden fazla molekiiliin
enkapsiilasyon ve tagima yetenegi gibi c¢esitli avantajlarinin yani sira bazi

dezavantajlar: vardir. Bunlar genel olarak asagida 6zetlenmistir:

» Dolasim siirelerini artirmak i¢in PEGilasyon ile NP'lerin kaplanmasi
sirasinda toksik kimyasallarin kullanimi (Alexis et al. 2008; Knop et al.
2010; Koide et al. 2009; Salvador Morales et al. 2009).

» Kombinatoryal tedavide (¢oklu ilag enkapsiilasyonu) kullanilacak
nanopartikiillerde lipid kompozisyonunun ayarlanmasi, enkapsiile edilmis
bilesenlerin konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresinin iyi optimize edilmesi
gerekliligi.

» Hedeflenmis nanopartikiil uygulamalarinda biyokonjugasyon
yontemlerinin optimizasyonu ve standartlastiriimasi (Casey et al. 2000;
Hayashi et al. 1995; Moulahoum et al. 2021; Schneider 2000; Siemers et al.
1997).

1.8 Protein Glikoksidasyonu ve Hastahk iliskisi

Protein glikasyonu, sekerin karbonil grubu ile proteinin serbest amino grubunun
Schiff baz1 olusturmasiyla baslamaktadir. Schiff bazi olusumu saatler igerisinde
gergceklesmekte ve sonrasinda giinler igerisinde Amadori tirtinlerine doniismektedir.
Amadori tirtinleri ise daha sonra dikarbonil bilesiklerine ve sonrasinda da haftalar
icerisinde ileri glikasyon son drtnlerine (AGE‘lere) doniismektedir. Amadori
tiriinlerinin olusumuna kadar olan boliim geri doniisiimlt iken, daha sonraki evreler
ise geri donlisiimstizdiir. Glikasyon, 6zellikle erken donemlerde daha fazla olmak
uzere konsantrasyona bagimlidir, bu sebeple hiperglisemik kosullarda olusumlari

artar.
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Monosakkaritler arasindaki reaktivite sekerin agik (karbonil) ve kapali (hemiasetal)
konfigiirasyonlar1 arasindaki dengeye bagli olarak 300 kata kadar ¢ikabilir. Aldoz
sekerler ketoz sekerler ile karsilastirildiginda, yapilarindaki aldehit karbonil
grubunun daha elektrofilik olmasindan dolay1 daha hizli reaksiyon verirler. Glukoz
aldoz sekerler arasinda en az reaktif olanlardan biridir. Bunun nedeni ise asiklik
formda bulunma oranmin % 0,001 olmasidir. Kantitatif olarak insanlarda bulunan
ana monosakkarittir ve glike proteinlerin ¢ogu glukoz eklenmesiyle olusur.
Amadori Urtnlerinin bir seri dehidrasyon ve yeniden dizenlenmeler ile spontane
olarak parcalanmasi ile reaktif ketoaldehit dikarbonil bilesikleri meydana gelir.
Olusan bu deoksiglukozonlar proteinlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek ileri
glikasyon son drlnleri (AGE) olarak bilinen protein i¢i c¢apraz baglantilar
olustururlar. Amadori triinlerinin olusumuna kadar olan bolim geri donisimli
iken daha sonraki evreler ise geri doniisiimsiizdiir ve yasam siiresi boyunca birikir.
AGE’lerin ¢ogu floresan 6zelliktedir ve klinik veri olusturulmasinda protein bagl

floresan 6l¢limiinden yararlanilir.

AGE olusumu haftalar siiren bir siire¢ oldugu icin genellikle uzun Omiirlii
proteinleri etkiler. Proteinlerdeki lizin, histidin, arginin aminoasitleri glikasyona
daha hassastir. Son donem bobrek yetmezligi gibi yiiksek diizeyde AGE
olusumunun oldugu durumlarda niikleik asit ve lipid bilesenler de AGE olusumuna
katilirlar. Glikasyon miktar1 hiperglisemi derecesine bagli oldugundan hem hiicre
iginde hem de hiicre disinda olusabilir. Proteinlerin glikasyonu ile olusan ketoamin
yapidaki ilk Grlinler kararli degildir; oksidatif ve oksidatif olmayan mekanizmalarla
bozunarak ¢ok sayida glikasyon son iiriinlerine (AGE) cevrilir. Ileri glikasyon son
tiriinleri olarak adlandirilan bu {irtinlerin birikmesi ile doku proteinlerinde yapisal

ve fonksiyonel degisiklikler olusmaktadir.

Sonug olarak Alzheimer gibi yaglanma ve yaslanmaya bagl hastaliklar, diyabetik
komplikasyonlar, romatoid artrit, ndrodejeneratif hastaliklar, kanser, katarakt vb.
bircok 6nemli hastaligin patagonezinde onemli rol oynadiklar1 bilinmektedir
(Christen, 2000; Dukic-Stefanovic et al., 2001; Nawale et al., 2006).
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AGE olusumunda etkili faktorler; proteinlerin yapim yikim hizi, hiperglisemi
derecesi oksidatif stresin varligidir. AGE’ler, endotelin-1 araciligiyla
vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarma yol agtigi gibi, kompleks
biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal tiretebilme kapasitesine de sahiptirler.
Diger yandan AGE’lerin toksik etkileri arasinda; proteinlerin yapilarini ve
fonksiyonlarmi1 degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi
indikleyebilmeleri, nikleer faktor kappa B (NFkB) gibi redoks duyarh
transkripsiyon faktorlerini aktive etmeleri ve ilgili genlerin (prokoagulant doku
faktoru endotelin-1, adhezyon molekili, VCAM-1 gibi) ekspresyonlarinin
artisinda da etkin olduklar1 bilinmektedir. In vivo sartlarda, bu reaksiyonun
yaslanma siirecinde molekiillerin yavas olarak parcalanmasinin yonlendirilmesinde
onemli bir rolii oldugu gorilmiistiir. Glikasyon bagimli hasarin temel mekanizmasi
proteinlerin aralarindaki capraz baglanmalar sonucu modifiye olmalar1 veya
fonksiyonel dzelliklerini kaybetmelerinden kaynaklanmaktadir. Glikasyonla ilgili
caligmalarin ¢ogu okaryotlar lizerinde gergeklestirilmistir. Bunun nedeni ise diyabet

ve Alzheimer gibi yaslanmaya bagl hastaliklarla iliskisinin olmasindan ileri gelir.

Gegis metal iyonlarinin Maillard reaksiyonunda 6nemli rol oynadigi pek ¢ok kanit
ile desteklenmistir. Metal iyonlarindan 6zellikle bakir(Il) ile demir(IIl) iyonlarinin
oksijen katalizi ile birlikte glukoz ve Amadori drinlerini ROS ve dikarbonillere
dontstiirerek, modifiye AGE molekiillerinin olusumuna ve doku hasarina neden
oldugu belirlenmistir (Brewer 2010; Price et al. 2001; Ramonaityt¢ et al. 2009; Van
Campenhout et al. 2004). Bu nedenle AGE‘lerin olusumunu minimuma indirmek
veya engellemek ic¢in bircok antioksidan ve deglikasyon ajani gelistirilmektedir.
AGE‘ler temelde diyabet komplikasyonlarinda iki sekilde rol almaktadir.
Bunlardan birincisi; 6zellikle ekstraselliiller matriksin yapisindaki proteinler
arasinda capraz baglar olusturarak matriks yapisint ve fonksiyonlarmi bozmak,
ikincisi ise; AGE°‘lerin birtakim hiicrelerde bulunan reseptorlerine baglanmasi
sonucunda ¢esitli sinyal yolaklarin1 aktive ederek c¢esitli transkripsiyon
faktorlerinin ve sitokinlerin sentezine ve salimmina yol agilmasiyla pek ¢ok
metabolik degisikliklere neden olmasidir. Bu degisimler, tromboz faktorlerinin

artis1, trombomodiilin sentezinin azaligidir.
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1.9 Deglikasyon ve AGE Inhibitorleri

Proteinlerin deglikasyonu protein hasarinin(glikoksidasyon) giderilmesinde

yeni bir yaklagim olup asagida verilen mekanizmalara gore etki gdstermektedirler;

> lleri glikasyon iiriinlerinin olusumununun engellenmesi.
» Olusan glikasyon lirtinlerinin yikiminin saglanmasi.

» AGE reseptorlerinin aktivasyonununun dnlenmesi.

Daha genis anlamda glikasyon reaksiyonunun inhibisyonu AGE olusumunun ve
AGE aracili hasarin farkli adimlarina miidahalede bulunarak gergeklestirilebilir

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

Reaktif dikarbonil gruplarini tuzaklamak

Gegcis metal iyonlarinin antioksidan aktivitelerinden yararlanmak
Serbest radikalleri tutan diger antioksidanlar

AGE ¢apraz bag kiricilari

AGE reseptor bloklayicilar

AGE reseptor sinyali bloklayicilari

Antidiyabetik tedavi ile glisemi indirgenmesi

Aldehit rediktaz inhibisyonu

YV V. V V V V V V V

Transketolaz aktivitesi ile trioz fosfatlarin pentoz fosfat yolagina ge¢isini

saglamaktir.

Giliniimiize degin yapilan ¢alismalarda endojen ve ekzojen kaynakli bir¢ok farkli
bilesik etki mekanizmalarina gore degerlendirilmistir. Ozellikle bir dipeptid olan
karnosin  (B-Alanil-histidin) ve anserin gibi analoglari, piridoksamin,
aminoguanidin, piridoksal-5-fosfat, n-asetil sistein gibi bilesikler hem antioksidan
hem de deglikasyon etkinligi agisindan degerlendirilmistir (Ardestani and
Yazdanparast 2007; Bellia et al. 2009). Ayrica antioksidan etki yaninda metal

selatlama etkisinin de degerlendirildigi karma ¢aligsmalar mevcuttur.
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1.10 Tez Calismasinin Amaci

Son yillarda nanoteknolojinin gelisimi ile farkli tan1 ve tedavi stratejileri ilizerine
yogunlagilmis olmakla birlikte bu tiir uygulamalarda kullanilan malzemelerin
birikimi ve toksik etkileri tartisma konusudur. Bu nedenle hedefe yonelik hastalik
tam1  ve tedavisinde biyo-uyumlu nanopartikiillerin tasarlanmasi Onem
kazanmaktadir. Metal baglayan amino asit agisindan zengin peptidler genel olarak
membran penetrasyonu ve secicilikleri, biyolojik uyumluluklar1 ve kolay
bozunmalar1 nedeniyle antimikrobiyal etkilerinin yan1 sira kanser terapisinde etkin

olduklar1 bilinmektedir.

Bu baglamda, bu ¢alismada kanser, diyabet ve norodejeneratif vb. multifaktoryel
hastaliklarin tedavisine katki saglayabilecek teranostik nanoyapilarin hazirlanmasi
temel olarak amagclandi. Ozellikle metal iyonlarin1 baglama etkinligine sahip
peptidler ile kombinasyon halinde lipidik ve polimerik malzemelerden farkl tipte

nanotastyicilarin hazirlanmasi proje kapsaminda tutuldu.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu tez kapsaminda yapilan caligmalar 4 Bolim de gerceklestirilmis olup her
boliime iliskin kullanilan materyaller ve yontemler ilgili boliim bashgi altinda

verilmistir.

2.1 1. Bolim: Metal Iyonu Peptid Etkilesiminin Proteinlerin

Glikoksidasyonlar1 Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Bu béliimde albumin glioksidasyon modeli kullanilarak ¢inkonun karnosin’in
protein glikoksidasyonun inhibisyonu iizerine etkisinin arastirilmasi hedeflendi.
Calismalar, hazirlanacak olan nanoyapilarda peptid ve metal iyonunun birlikte
kullaniminin glikoksidasyon sonucu gelisen protein farklanmalarinin 6nlenmesinde
kullanim potansiyellerinin belirlenmesinde temel olusturmak amaci ile

gerceklestirildi.

2.1.1 In-vitro Protein Glikasyon/Deglikasyon Modeli

Glikasyon/Deglikasyon etkisinin incelenmesi amaci ile tarafimizdan optimize
edilen Matsuura ve ark. (2002) tanimladigi glikasyon modeli kullanildi. Buna gore,
3 mL fosfat tamponu (0.1 M, pH7.4, %0.02 sodyum azit) iginde sigir serum
albimini (BSA, 10 mg/mL) ve 0.5 M glukoz (Glc) ile 60°C'de 48 saat inkiibe edildi.
Baslangigta, en uygun siireyi belirlemek amaciyla BSA veya BSA-GIc iceren iki
set zamana bagl bir glikasyon degerlendirmesi i¢in test edildi (1, 2, 3, 4, 5, 6, 18,
24, ve 48 saat). Olusturulan model Glukoz-BSA in vitro glikasyon sisteminde
deglikasyon etkisinin incelenmesi amaci ile hazirlanan peptid, metal ve
peptid/metal farkli zaman araliklarinda ilave edilmesi ile test edildi Sekil 2.1. Test

gruplari;

» Karnosin (5 mM) ve farkli ¢inko konsantrasyonlari (125, 250 ve 500 uM)
iceren BSA-Glc,
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» Her deney seti icin negatif kontrol (BSA) ve pozitif kontrol (BSA-Glc),

» Bir referans anti-glikasyon molekult aminoguanidin ile (BSA-Glc + AG).

Protokoliin sonunda, baglanmamis glukozu elimine etmek icin numuneler 24 saat
boyunca fosfat tamponuna karsi diyalizlendi ve daha sonra, glikasyon ve
agregasyon (AGE'ler, ditirozin ve B amiloid) belirteglerinin belirlenmesi icin

porsiyonlanarak 4 °C de depolandi. Tim deney setleri (i¢ tekrarli olarak ¢alisildi.

Protein Glycation

Oh 24h
c- (BsA) | ]
Cc+ (BSA+GIc)
BSA+Glc+AG 5 mM
BSA+Glc+Car 5 mM
BSA+Glc+Car+Zn 125 uM
BSA+Glc+Car+Zn 250 uM
BSA+Glc+Car+Zn 500 uM

A\ /S

A

 duldnldnidnian
>

A

Protective protocol
treatment addition

Protein Oxidation

Oh Th
c- (BsA) | ]
C+ (BSA+CT)
BSA+CT+AG 5 mM
BSA+CT+Car 5 mM
BSA+CT+Car+Zn 125 pM
BSA+CT+Car+Zn 250 uM
BSA+CT+Car+Zn 500 uyM

A\ [

e
>

A

 nlanldniam
4

A

Protective protocol
treatment addition

Sekil 2.1. Karnosinin in vitro olarak deglikasyon ve protein oksidasyonuna etkileri Gzerine ginko

eklenmesinin incelenmesi igin protokol tasarimi.
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2.1.2 AGE ve ditirozin tayini

fleri glikasyon son iiriinlerinin belirlenmesinde glikasyon sonrast AGE olusumu
florometrik 6lgiim (Aex=370 nm’de uyarim ve Aem=440 nm’de emisyon ol¢iimleri
almarak (Perkin Elmer Ltd., Ingiltere) incelendi (Tupe ve Agte 2010). EK olarak,
ditirozin (Aex=330 nm/ Aem=415 nm) AGE'lerle aym1 kosullarda ol¢iildi. %

inhibisyon degerleri asagidaki formiilasyona gore hesaplandi.

Inhibisyon (%) = 100 - [(Numune floresan/C+ floresan) x 100].

Tim 6rnekler ti¢ tekrarlt olarak calisildi.

213 Capraz p yapr ve yiiksek molekiil Kkiitleli agregatlarin

belirlenmesi

Glikasyonlu albumin 6rneklerindeki capraz beta agregasyonu, Tiyoflavin T (ThT)
florometrik yontemi kullanilarak belirlendi (Tupe and Agte 2010). Ornekler (300
uL), 3 mL fosfat tamponu (0.1M, pH7.4) i¢inde ThT (64 uM) ile karigtirild1 ve 1
saat (oda sicakliginda, karanlikta) inkiibe edildi. Ornekler florometrik olarak
(Aex=435 nm ve Aem=485 nm) degerlendirildi ve inhibisyon etkinlikleri AGE
inhibisyon hesabi i¢in kullanilan formile gore belirlendi. Tiim 6rnekler ti¢ tekrarh

olarak calisildi.

2.1.4 Protein oksidasyonu ve fleri oksidasyon protein iiriinlerinin

(AOPP) Belirlenmesi

Protein oksidasyon analizi Grzebyk ve ark. tarafindan gergeklestirilen metotta bazi
degisiklikler yapilarak gergeklestirildi (Grzebyk and Piwowar 2016b). Kisaca, BSA
(10 mg/mL) ve fosfat tamponunda (0.1M, %0.02 sodyum azit, pH 7.4) hazirlanan
20 mM kloramin T (CT) 37°C’de 2 saat ¢alkalamal sekilde inkiibe edildi. Protein
glikasyonu protokoliine benzer sekilde, 5 mM karnosin ve farkli dozlarda ¢inko



28

sulfat (125, 250, 500 pM) eklendi. Pozitif kontrol igcin BSA+CT, negatif kontrol
icin yalnizca BSA kullanildi. AG (5 mM) referans molekiil olarak kullanildi.
Ornekler, protein oksidasyonunu onleyici etkiyi test etmek igin (preventive
protocol) reaksiyon baslangicinda (sifirinci an), tedavi edici etkiyi gérmek igin
(curative protocol) reaksiyondan 1 saat sonra eklendi. Ornekler, inkiibasyon sonrasi
fosfat tamponuna kars1 24 saat boyunca diyaliz edildi ve sonraki analizler igin

saklandi.

fleri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP, Advanced oxidation protein product)
(Witko-Sarsat et al. 1996) tarafindan gergeklestirilen metoda gore analizlendi
(Witko-Sarsat et al.,, 1996). Bunun icin, mikroplakalara orneklerden 70 pL
eklendikten sonra sirasiyla 100 pL fosfat tamponu, 20 pL glasiyel asetik asit, 10
ML, 1.16 M KI ve tekrar 20 puL glasiyel asetik asit eklenerek 340 nm’de absorbans
olgiildii. Kloramin T ile olusturulan standart grafik (0-10 uM araliginda) yardimiyla

hesaplamalar gerceklestirildi. Tiim denemeler ii¢ tekrarli olarak ¢alisildi.

2.1.5 istatiksel Analiz

Calismadaki sonuglar ortalama + standart sapma (SD) seklinde verildi. Istatiksel
calisgma Student’s t-test (GraphPad Prism 5.0, California) kullanilarak
gerceklestirildi. P degeri 0,05'in altinda (p<0.05) bir deger ise karsilastirma sonucu
istatiksel olarak anlaml: kabul edildi.
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2.2 2. BOlum: Karnosin Enkapsule Edilmis Niozomlarm Sigir Serum

Albumin Modifikasyonlar1 Uzerine Etkisi

2.2.1 Niozomlarin hazirlanmasi

Niozomlar, ince film yontemi kullanilarak hazirlandi (Barlas ve ark. 2016). Kisaca,
Span 60 ve kolesterol (20 mM), 1:1 molar oranda hazirlanarak kloroform/metanol
(2:1 v/v) karisimi iginde ¢oziildii. Daha sonra ¢6ziicii, ince bir lipid filmi olusturmak
iizere déner bir buharlastirict (Buchi R-3, Isvigre) kullanilarak uzaklastirildi.
Karnosin yuklu niozomlar (CarNIO) elde etmek icin elde edilen ince film 50 mM
karnosin igeren pH 7.4, 60°C'de 10 mL PBS ile hidratasyona tabi tutuldu. Lipid
tabakas1 daha sonra sulu ¢ozelti ile dagitildi ve ultrasonik bir banyoda (Sonics &
Materials Inc. ABD) sonike edildi. Enkapsiile edilmis karnosini elde etmek icin
hazirlanan preperat PBS ile ii¢ yikamanin ardindan 7000g'de 30 dakika
santriftjlendi. Elde edilen niozom pellet PBS ile siispanse edilerek +4°C’de muhaza
edildi.

2.2.2 Niozomlarm Karakterizasyonu

Niozomlarin boyutlar, dinamik 151k sagilimi (DLS) analizi (DLS, Malvern
Zetasizer, Nano ZS modeli, Malvern Instruments Ltd., UK) ile ii¢ tekrarli galisarak

belirlendi.

Niozomlardaki enkapsiile edilen karnosin miktari, 205 nm dalga boyunda amid bagi
(peptid bagi) olglimiine dayali karnosin standarti kalibrasyonlari kullanilarak
spektrofotometrik yontem ile belirlendi. Enkapsiilasyon etkinligi, baslangicta
eklenen karnosin miktarindan enkapsiilasyon sonrasi serbest karnosin miktarinin

c¢ikarilmasi ile hesaplandi;

EE% (Enkapsiilasyon Etkinligi) = [(Baslangi¢ karnosin miktari — serbest karnosin
miktari) /Baslangi¢ karnosin miktari] *100.
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2.2.3 Niozomlardan karnosin saliniminin incelenmesi

Niozomlardan karnosinin in vitro salimi, diyaliz yontemi kullanilarak
gerceklestirildi. Bilinen miktarlarda niozom formiilasyonlari, diyaliz torbalarina
almarak PBS'ye (pH7.4) karst 100 rpm'de, 37°C'de 24 saat karistirilarak
diyalizlendi. Farkli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak salinan karnosin miktari

hesaplandi.

2.2.4 Niozomlarin fiziksel kararhhiginin belirlenmesi

Karnosin yukli niozomlarin stabilitesi, 30 giin boyunca 4°C'de ve oda sicakliginda
(RT) saklanarak izlendi. Orneklerin karnosin igerigi her bes giinde bir DLS analizi

yoluyla test edildi.

2.2.5 Invitro glikoksidasyon ve agregasyonun belirlenmesi

Karnosin enkapsiile edilmis niozomal preparatlarin deglikasyon, AGE olusumunun
inhibisyonu ve protein oksidasyonu vb. ile iligkili tiim biyolojik etkinlikler 1.
Boliimde detaylt olarak verildi. Bu kisimdaki tek fark deneylerin karnosin

enkapsule niozomlar ile gergeklestirilmesidir.

2.2.6 Karnosin-BSA etkilesiminin In silico degerlendirilmesi

Agregasvona vatkin bolgelerin tahmini

Son yillarda, bir proteinin primer yapisinin agregasyon bolgelerini tahmin etmek
icin hesapsal tabanli bircok yontem gelistirilmistir. Buradaki temel amag¢ farkli
hesaplama formiilleri ve logaritmalarini1 izleyerek agregasyona (sicak noktalar)
kars1 oldukca hassas olan amino asit kalintilarin1 bulmaktir. Bu hesaplamalar, in
vivo verilere, sekonder yapilara, bazi amino asitlerin spesifik modellerine ve

agregasyon egilimlerine ve konformasyonel enerjiyle ilgili fizikokimyasal
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ozelliklere dayanmaktadir (Hamodrakas et al. 2007; Lopez de la Paz and Serrano
2004; Zhang et al. 2007). Calismanin bu kisiminda mevcut bir¢ok ¢evrimigi aragtan
Aggrescan 3D, (Conchillo-Sole et al. 2007), AmylPred (Frousios et al. 2009) ve
Tango (Fernandez-Escamilla et al. 2004) BSA'daki olas1 agregasyon bolgelerinin
gosterilmesi i¢in secildi. TANGO sistemi, sicaklik, pH ve tampon konsantrasyonu
gibi farkli deneysel kosullar1 dikkate alan 6zellestirilebilir bir sistemdir. Boylece
simulasyon, in vitro deneylerde kullanilan ayni parametrelerde (0.1M, pH7.4,
50°C) gergeklestirildi. Diger yandan AmlyPred, agregasyona meyilli konsenstis
dizisini tahmin etmek icin Aggrescan ve Tango dahil olmak {izere ¢esitli araglar

icermektedir.

Karnosin / BSA ¢’Molecular docking”’

Calismanin bu kisminda Autodock Vina programi kullanildi (Trott and Olson
2010). Karnosin, AG ve BSA protein kristal yapilari sirasiyla PubChem ve Protein
Veri Bankasi'ndan (PDB) elde edildi ve pdbqt formatlanmis formatlar Discovery
Studio 2019 ve Autodock i¢cin MGL araglar1 kullanilarak elde edildi. BSA
monomeri (PDB: 3V03) (Majorek et al. 2012) “’docking’’hesaplamalari igin
kullanilarak ve tiim yap1y1 kapsayacak sekilde model olusturuldu. Autodock Vina
hesaplamalarina gore en diisiik baglanma enerjisi ile BSA'ya en iyi baglanan ilk 10
yapiy1 elde etmek icin yapilan ¢alisma sonunda elde edilen molekiiler grafikler
Discovery Studio 2019 programi kullanilarak olusturuldu (Dassault Systémes
BIOVIA, San Diego).

2.2.7 Istatiksel Analiz

Calismadaki sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) seklinde verildi. Istatiksel
calisma Student’s t-test (GraphPad Prism 5.0, California) kullanilarak
gerceklestirildi. P degeri 0,05'in altinda (p<0.05) bir deger ise karsilastirma sonucu

istatiksel olarak anlaml kabul edildi.
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2.3 3. Bolum: Glutatyon (GSH) Yuklu  Niozomlar ve
Kaprolakton/Laktid Polimerzomlan ile Protein

Glikoksidasyonunun Onlenmesi

2.3.1 GSH yukli Niozomlarin hazirlanmasi (GSH-NI10O)

GSH’in niozomlara enkapsiilasyonu ince film tabaka yontemi uygulanarak daha
onceki protokoliimiize gore gergeklestirildi (Moulahoum et al. 2019). Bu
kapsamda, ince lipid tabakalar1 olusturmak igin, esit miktarda (20 mM) kolesterol
ve Span 60 iceren sulu ¢ozelti klorofom/metanol (2:1, v/v) ile karistirildi ve rotary
evaporatorde (Buchi R-3, Switzerland) sivi kisim uguruldu. Olusan filmlerin
hidratasyonu PBS (0.1M, pH7.4, 60°C) ile saglanarak bos niozomlar olusturuldu.
GSH yikli niozomlar: (GSH-NIO) PBS yerine bir GSH ¢ozeltisi (20 mg/mL, PBS
0.IM iginde, 60°C'de pH 7.4) ince film tabakasina ayni sekilde eklenerek
niozomlarin olusmas1 saglandi. Preparatlar giicli bir sekilde 5 dakika
vortekslendikten sonra 1 saat boyunca sonik banyoda tutularak nano Olcekte
niozomlarin olugmasi saglandi. Sollisyon daha sonra 7000g’de 30 dakika
santrifujlendi. Elde edilen GSH yikli niozomal pellet PBS ile siispanse edilerek
+4°C’de muhaza edildi.

2.3.2 GSH vyukli polimerzomlarim hazirlanmasi(GSH-LAC ve-

CAPRO)

Block polimer sentezi

GSH yuklu polimerzom sentezinde baslica 2 kimyasal kullanildi. Bunlar; GSH
yukll laktit polimerzoma (GSH-LAC) elde edilen poli(laktid-b-etilen oksit); ve
GSH-CAPRO'yu  eldesinde  kullanilan  poli(kaprolakton-b-etilen  oksit).
Polimerzomlar, bir inisiyator olarak etilen oksit ve 3,3-dietoksi-1-propanol

kullanildig: sirali anyonik halka agilma polimerizasyonu ile olusturuldu (Scholz et
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al. 1995). Kisaca, 3-dietoksipropanol (1 mmol), potasyum naftalin (1 mmol) ile
1:23 oraninda (v/v) karnistirild1 ve ¢ozelti, 20 mL THF'a ilave edildi. 10 dakika
karistirildiktan sonra 10 mL etilen oksit (200 mmol) eklendi. Viskoz agik
kahverengi bir ¢ozelti verecek sekilde 48 saat i¢in bekletildi. 1.5 mL potasyum
naftalin, soliisyon yesile donene kadar karigima ilave edildi. Yesil ¢cozeltiye THF
(2.5M) iginde ¢ozilmiis 20 mL laktit veya kaprolakton (50 mmol) ilave edildi ve
90 dakika boyunca polimerizasyon i¢in birakildi. Daha sonra polimer, soguk 2-
propanol ile ¢okturilerek 2 saat -20°C'de bekleme sonrasinda 4500g'de 25 dakika
santriftjlendi. Polimer benzen icinde liyofilize edildi. Kaprolakton ve laktit blok

olusumu i¢in reaksiyon adimlari Sekil 2.2 verildi.

e
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Sekil 2.2 Farkli nanotastyicilar (niozomlar, polikaprolakton polimerler, polilaktid polimerler) igin

sentez reaksiyonu.
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Misel olusumu

Bos polimerzomlar elde etmek i¢in 15 mg kaprolakton veya laktit bloklart 1 mL
DMA iginde ¢ozuldu ve 24 saat 4 mL PBS ile karistirildi. GSH-CAPRO veya GSH-
LAC, PBS yerine PBS i¢inde c¢oziilmiis 65 mg/mL GSH kullanilarak bos
polimerzomlar ile ayn1 sekilde hazirlandi. Son olarak karisimlar, 24 saat PBS'ye

kars1 diyaliz edildi.

2.3.3 Karakterizasyon ve Enkapsiilasyon Etkinligi

Niozomlar ve polimerzomlarin boyutu, zeta potansiyeli ve PDI, dinamik 1s1k
sacilim1 (DLS) analizi (Nano ZS Malvern Zetasizer, Malvern Instruments Ltd., UK)
ile belirlendi. Olgtimler U¢ tekrarl yapildi. Yapilandirilan polimerzomlarin niikleer
manyetik rezonansi (1H-NMR) alinarak elde edilen veriler Sekil 2.3 de verildi. Ek
olarak, farkli nanotasiyicilarin morfolojisini dogrulamak i¢in taramali elektron

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

| L Jl i I_JZ_IL_;;_

Sekil 2.3. Kaprolakton bazli (solda) ve laktit bazli (sagda) polimerzomlarin HNMR analizi.

GSH-NIO, GSH-CAPRO ve GSH-LAC'n kapsiilleme verimliligi, GSH miktar
Ol¢timiine dayali spektrofotometrik yontemle belirlendi. Niozom ve polimerzom

formiilasyonlarinin santirifiij ve diyaliz sirasinda alinan 6rneklerdeki glutatyon
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miktar1 baslangica kiyasla modifiye Ellman yontemi ile mikro plaka okuyucuda
(Thermo Multiskan FC) GSH standart egrisi kullanilarak belirlendi (Ellman 1959).

EE% (Enkapsiilasyon Etkinligi) = [(Baslangic GSH miktar1 — serbest GSH miktar1)
/Baslangi¢ GSH miktar1] *100.

2.3.4 GSH Salinim profilinin incelenmesi

GSH saliniminin in vitro analizi, diyaliz yontemi kullanilarak incelendi. Farkli
formilasyondaki  (niozom, polimerzom) GSH konsantrasyonlari, ayni
konsantrasyona (10 mg/mL) seyreltildi. Cozeltiler diyaliz torbalarina alinarak 20
mL PBS (pH7.4 veya pH5.5) igine daldirildi. Diyaliz ortami1 100 rpm'de, 37°C'de
24 saat karistirildi. Farkli zaman araliklarinda 1 mL 6rnek alinarak ayni hacimde
taze tampon (37°C) ile degistirildi. Salinan GSH miktari, yiiklenen konsantrasyon

(niozomlardaki ilk kapsiillenmis miktar) dikkate alinarak belirlendi.

2.3.5 Niozomlarm ve polimerzomlarn fiziksel kararhhklari

GSH yikKli niozomlarin ve polimerzomlarin stabilitesi, 30 giin boyunca 4°C'de ve
oda sicakliginda (RT) saklanarak izlendi. Orneklerin GSH icerigi her bes giinde bir
DLS analizi yoluyla test edildi.

2.3.6 Kritik Misel Konsantrasyonunun (CMC) belirlenmesi

Kritik misel konsantrasyonu (CMC) piren (pyren) kullanilarak florometrik olarak
belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda piren (8x10-8 M'lik son konsantrasyon)
kloroform i¢inde hazirland1 ve tim tiipler tamamen kuruyana kadar buharlasmaya
birakildi. Her bir tipe 4 mL 6rnekler ilave edildi ve dengeye ulasilmasi igin oda
sicakliginda karistirildi. 300-370 nm eksitasyon araligi ve 395 nm emisyon dalga

boyu (2.5 nm slit) ile her bir 6rnek igin floresan yogunluklari kaydedildi.
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2.3.7 Invitro hicre toksisitesi (MTT Testi )

Insan rahim agz1 adenokarsinom hiicreleri (Human cervix adenocarcinoma cells;
HeLa, ATCC® CCL-2™, ABD) ve glioblastoma hiicreleri (U87, ATCC® HTB-
14™_ ABD), tiim nanotasiyici yapilarin toksisitesinin analizi i¢in kullanildi.
(Puglisi et al. 2019). Farkli hiicreler kiiltiir ortaminda [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 100ug/mL streptomisin (Biochrom, Almanya)] %5 CO2, 37°C'de,
nemlendirilmis bir inkiibatorde kiiltive edildi. Belirli bir gogalma sonras1 96 oyuklu
bir plakada (bes kopya) 104 hiicre/oyuk olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat sonra
ortam, EMEM ortaminda (6.5-400 ug/mL) hazirlanan farkli konsantrasyonlarda

niozomlar ve polimerzomlar ile degistirildi.

Hiicre toksisitesinin belirlenmesinde MTT testi kullanildi (Mosmann 1983).
nanotasiyicilarla muameleden 24 saat sonra ortam, %10 (v/v) 5 mg/mL MTT
cozeltisi ile karistirllmis FBS icermeyen EMEM ortami ile degistirildi. Hiicre
kiiltiirii kosullarinda 4 saatlik inkiibasyondan sonra, ortam uzaklastirildi ve her oyuk
icin 100 pL dimetil sulfoksit (DMSO, Merck, Almanya) ilave edildikten sonra
formazan kristalleri ¢ozinduruldu. Plaka okuyucuda 570 nm'de absorbanslar

okundu ve sonuglar, islenmemis hiicrelere kiyasla canli hiicrelerin yiizdeleri olarak
ifade edildi.

2.3.8 Invitro glikoksidasyon ve agregasyonun belirlenmesi

Serbest GSH, GSH enkapsule edilmis niozomlarin (GSH-NIO), ve
polimerzomlarin (GSH-CAPRO ve GSH-LAC) deglikasyon, AGE olusumunun
inhibisyonu ve protein oksidasyonu vb. ile ilgkili tiim biyolojik etkinlikler 1.
boliimde detayl olarak verildi. Bu kisimdaki tek fark deneylerin GSH enkapsiile

niozomlar ve polimerzomlar ile gergeklestirilmesidir.
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2.3.9 istatiksel analizler

Calismadaki sonuglar ortalama + standart sapma (SD) seklinde verildi. Istatiksel
calisgma Student’s t-test (GraphPad Prism 5.0, California) kullanilarak
gergeklestirildi. P degeri 0,05'in altinda (p<0.05) bir deger ise karsilastirma sonucu

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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2.4 4.Bolum: Teranostik Polimerzom; Hedeflenmis-Akilh Tlag¢
Tasimm Icin Histatin 5 ve Doksorubisin igeren Metoksi PEG-b-

poli kaprolakton Polimerinin Hazirlanmasi

2.4.1 Teranostik polimerzom hazirlanmasi

Bu c¢aligma kapsaminda teranostik polimerzomun hazirlanmasinda sirasiyla
gergeklestirilen adimlar; metoksi poli(etilen glikol)-b-poli (kaprolakton) iki bloklu
kopolimerlerin (MPEG-b-PCL) olusumu, kopolimere DOX enkapsiilasyonu ve
ylizeydeki iki blogun karboksil gruplarinin Hst5'i baglamak ig¢in aktive edilmesi
olarak Ozetlenebilir (Sekil 2.4).

o
A HCI/Diethylether
OH 1’4 24h
H,COM +
B ng Opening
Methoxy poly(ethylene e-caprolactone Polymerization n-1

glycol) (mPEG)
mPEG-b-PCL
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o © )\/\/
PEG-b-PCL-COOH \ o o o <
o \o
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HOOC iy

B " COOH
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mMPEG-b-PCL-COOH + Doxorubicine (DOX) - Polymersome
COOH »
E  EDC/NHS ' 24h incubation
¥ — —
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‘NHA
Carboxyl Histatin 5
group (Hst5)

activation

Hst5 Functionalized
DOX-Loaded Polymersome

Sekil 2.4. pH duyarli histatin 5 (Hst5) ile fonksiyonlanmig DOX ile yiiklii teranostik polimerin

sentezinin gosterimi (A) iki bloklu kopolimer sentez adimlari (B) enkapstilasyon ve fonksiyonlama.
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MPEG-b-PCL Diblok kopolimer sentezi

Sentez islemi, Kim ve arkadaslar1 tarafindan aciklanan teknik izlenerek
gerceklestirildi (Kim et al. 2004). 0.812 g (0.4 mmol) mPEG (Mn = 2000), 30 mL
toluen ile karigtirildi. Su ve toluen kalintisin1 ortamdan uzaklastirmak igin distile
edildi. mPEG, 2.5 mL CHCl, iginde sispanse edilerek 0.589 g (0.8 mmol)
kaprolakton (CL) ilave edildi ve 24 saat streyle 25°C'de inkube edildi. Polimeri
¢oktirme amaci ile karisimin lizerine n-Heksan ilave edildi ve dekante edildi.
Polimer tekrar CH2Cl> icinde sispanse edilerek stzlldu. Buharlastirilarak

konsantre edildikten sonra vakum altinda kurutuldu.

MPEG-b-PCL ’un karboksilasyonu

MPEG-b-PCL'nin hidroksil gruplarmin karboksilasyonu, bir katalizér olan DMAP
varhiginda siiksinik anhidrit kullanilarak gergeklestirildi (Kang et al. 2013). MPEG-
b-PCL, suksinik anhidrit ve DMAP (1:2:1 w/w) 10 hacim 1,4-dioksan iginde
¢Oziildii ve reaksiyonun gerceklesmesi i¢in oda sicakliginda 24 saat birakildi.
MPEG-b-PCL-COOH, heksan/eter karisimi (1:1 v/v) ile ii¢ kez ¢oktiiriildiikten

sonra kurutuldu.

Polimerzomlara Doksorubisin enkapstlasyonu

Polimerzomlara DOX enkapsiilasyonu Scarpa ve arkadaslarinin kullanmis oldugu
yontem ile gergeklestirildi (Scarpa et al. 2016). Karboksilik ile modifiye edilmis
PEG-b-PCL (6.0 mg), 400 uL dimetilformamid (DMF) icinde tamamen ¢ozlinene
kadar ultrasonik banyoda bekletildi. 0.5 M Doksorubisin ¢0zeltisi %10 DMF iceren
0.1 M fosfat tamponunda (PBS) hazirland1 ve karistirilarak polimer ¢ozeltisi damla
damla ilave edildi. Ornek karigimi, 24 saat boyunca (4 kez tampon degisimi) PBS'ye
kars1 diyalizlendi. Ortamdaki serbest kalan doksorubisini uzaklastirmak icin

santrifiijlenerek elde edilen kirmizi-bordo ¢okelek liyofilize edildi.
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Polimerzomlara Histatin 5 konjugasyonu

Histatin 5 konjugasyonunda ilk olarak EDC/NHS kimyasi kullanilarak
polimerzomun karboksil grubunun aktivasyonu gerceklestirildi (Dieu et al. 2014).
Bu amacla, 1.0 mL polimerzom (10 mM MES tamponunda 10 mg/mL, pH 4.5), esit
hacimlerde (2.5 uL) EDC (8.0 mg/mL) ve NHS (22 mg/mL) ile karistirildi ve 30
dakika siireyle oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Polimerzomun Histatin 5 ile
biyo-konjugasyonu 1000:1 oraninda hazirlandi. EDC/NHS ile aktive edilmis
polimerzom, Hst5 (PBS i¢inde, 10 mM, pH 7.4) ile karigtirildi ve gece boyunca oda
sicakliginda karistirildi. Baglanmayan peptitler, santrifiij ile uzaklastirildi ve

baglanan peptid miktarlar1 spektrofotometrik olarak belirlendi.

2.4.2 Teranostik polimerzomun karakterizasyonu

Farkli nanoyapilarin karakterizasyonu amaci ile 1H-NMR (Varian Mercury-
plus/AS-400), FTIR-ATR (Spectrum Two FT-IR Spektrometresi-PerkinElmer),
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) (Thermo Scientific Apreo S) ve Dinamik 151k
sagilmasi (DLS) (Zetasizer NanoZS, Malvern Instruments) gibi sistemlerin standart
protokolleri kullanildi. Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC), polimerzomun relatif

molekiiler agirligint (MW) tanimlamak i¢in kullanildi.

2.4.3 Enkapsiilasyon Etkinliginin belirlenmesi

DOX'un enkapsulasyon verimliligi (% EE), diyalizatta ve siipernatanda bulunan
kapstillenmemis DOX'un floresan 6l¢iimii ile belirlendi. Hazirlanan DOX standart
egrisi (0.01-0.5 mg/mL) (y = 0.3303x + 0.0354; R? = 0.9983) kullanilarak
orneklerdeki DOX miktarlar1 hesaplandi.

% EE [(toplam ilag - kapsiillenmemis)/toplam ilag]*100
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2.4.4 pH-Duyarhhgi ve salinim profilinin incelenmesi

Hazirlanan teranostik polimerzomlarin pH ya bagh ilag salimmlart fizyolojik
kosullar (pH 7.4) ve asidik kosullar (pH 5.5) i¢in analiz edildi. 1.0 mg/mL DOX
iceren polimerzomlar diyaliz torbalarina alinarak 15 mL fosfat tamponu (50 mM)
(fizyolojik ve asit kosullar1) i¢ine daldirildi. 37°C'de 24 saat boyunca belirli
araliklarla 1.0 mL 6rnek alindi ve ayn1 hacimde taze PBS (37°C) ortama ilave
edildi. DOX konsantrasyonlari, 6nceden belirlenmis bir standart egri (y = 7.5228x
- 0.0244; R? = 0.9955) kullanilarak hesaplandi. Maksimum salima ulagmak i¢in
gerekli siirenin belirlenmesinden sonra, daha Once aciklanan kosullara benzer
sekilde ilave pH ortamlar1 (pH 5.5, pH 6, pH 6.5, pH 7, pH 7.5) test edildi ve ilag

igerigi 4. saatte olgtildii.

2.4.5 Cell culture Invitro hicre toksisitesi (MTT Testi )

Hem serbest DOX'un hem de farkli polimerzom formiilasyonlarinin
sitotoksisitesinin analizi icin insan meme kanseri hiicre hatlari (MCF-7, ATCC®
HTB-22™_ ABD) kullanildi (Ghorbanizamani et al. 2020). In vitro toksisite
testlerinde izlenen yontem 3. Bolimde detayli olarak verildi. Bu bolumde test
edilen drnekler sirasiyla kontrol mPEG-b-PCL, mPEG-b-PCL/DOX ve mPEG-b-
PCL/DOX/Hst5 olarak verilebilir.

2.4.6 Istatiksel Analizler

Calismadaki sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) seklinde verildi. Istatiksel
calisma Student’s t-test (GraphPad Prism 5.0, California) kullanilarak
gerceklestirildi. P degeri 0,05'in altinda (p<<0.05) bir deger ise karsilastirma sonucu

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 1.Bolum: Metal Iyonu Peptid Etkilesiminin Proteinlerin

Glikoksidasyonlar1 Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Gegis metalleri ile karnosin metal kompleksleri, 6nemli farmakolojik uygulamalari
nedeniyle incelenmistir (Matsukura and Tanaka 2000). Ulserlere, mukozal
lezyonlara ve Helicobacter pylori ile iliskili gastrite kars1 koruyucu etkiye sahip
oldugu gosterilen bir ¢inko-karnosin kompleksi sentezlenerek Polaprezinc veya Z-
103 adu ile ticarilestirilmistir (Mineo et al. 2002; Torreggiani et al. 2000).

Diger yandan, protein glikasyonu ve agregasyonunun Onlenmesinde ¢inko veya
karnosinin etkisini inceleyen ¢aligsmalar rapor edilmekle birlikte (Moulahoum et al.
2019; Tupe and Agte 2010) cinko karnosin kombinasyonunun, istenmeyen protein
glikoksidasyonunu 6nleyici veya tedavi edici etkiye sahip olup olmadigina iliskin
caligmalar siirlidir. Bu nedenle, calismanin bu boliimiinde, farkli ¢inko
konsantrasyonlar1 (125, 250 ve 500 uM) ile takviye edilmis karnosinin kullaniminin

proteinlerin glikoksidasyonlar iizerine etkisinin arastiriimasi hedeflendi.

Bu amagcla in vitro glikasyon ve oksidasyon modelleri olusturularak standardize
edildi. Sonrasinda ise ileri glikasyon son Uriinleri (AGE'ler) ve Ileri Oksidasyon
protein Urunlerinin  (AOPP'ler) analizleri tanimlanan zaman araliklarinda
gerceklestirildi. Elde edilen veriler 48 saatlik inkiibasyon sirasinda AGE'lerde
zamana bagli bir artisin oldugu ve 24 saat ile 48 saat arasinda ise neredeyse ikiye
katlandig1 goriildi. Bu nedenle, AGE olusumunun inhibisyon c¢aligsmalarinda
degisimin kolay izlenebilmesi i¢in 24 saat inkiibasyon kosulu secildi. Benzer
sekilde, AOPP seviyelerinin de zamana bagli artigin lineer oldugu gortildii, ve 1 ile
2 saatlik 6lcumlerde gozlenebilir sonuglar elde edildigi igin bu protokol i¢in 1 saatin

uygun oldugu disiiniildi (Sekil 3.1).

Bircok dogal ve sentetik molekiiliin protein glikoksidasyon sonrasindaki yapisal

degisikliklerin incelenmesinde genellikle AGE'lerin ve AOPP'lerin artisinin
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izlenmesinde bu deneysel model kullanilmaktadir (Grzebyk and Piwowar 2016b;
Tupe et al. 2017).

uBSA mBSA+Glc
160 -
140 -
120 -
100 -

A O
o O O

Fluorescence (ex370/em440)
N
o

o
1

Time (h)

uBSA uBSA+CT

N
o

AOPP level (uM)
ONMAO®P®ONROD®

Time (minutes)

Sekil 3.1. Protein glikoksidasyon modellerinin incelenmesinde zaman etkisi (A) AGE olusumu, (B)
AOPP olusumu.

Glikasyon sonucunda, protein agregasyonu ve oksidasyonu disinda ¢esitli
modifikasyonlar gergeklesir. Bu degisiklikler, farkli bakis agilari ile hem in vitro
hem de in vivo bulunabilen tiyol gruplari, fruktozaminler ve protein karbonilleri vb.
araciligryla izlenebilir (Awasthi and Saraswathi 2016; Aydin et al. 2018; Grzebyk
and Piwowar 2016b; Tupe et al. 2017).
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Daha 6nce karnosin (2.5, 5 ve 10 mM) ve aminoguadin'in (5 mM) BSA glikasyonu,
agregasyonu ve oksidasyonunu azaltma iizerindeki etkisi tarafimizdan incelenmisti
(Moulahoum ve digerleri 2019). Ancak, karnosinin de novo protein degisimini
Onleyip 6nlemedigi veya degistirilmis proteinleri diizeltip diizeltmedigi konusunda
aciklamalar yeterli degildi. Ayrica, bir histidine sahip olan dipeptidin yapist ve
karnosinin metal selatlama kapasitesi goz oniine alindiginda, iki degerlikli bir gecis
metalinin eklenmesinin aktivitesini etkileyecegini diisiinerek bu calismada, hem
onleyici (protein modifikasyonu indiiksiyonu sirasinda) hem de iyilestirici (post
indiikksiyon) farkli protein modifikasyon modelleri {izerinde c¢esitli ¢inko
konsantrasyonlarina (125, 250, 500 uM) ek olarak karnosinin etkisi arastirildi. Elde
edilen veriler cinko ilavesinin AGE'leri, AOPP'leri, agregasyon seviyelerini
azaltarak her iki protokol grubunda doza bagli bir sekilde karnosin aktivitesinde bir
artisa neden oldugunu gosterdi (Sekil 3.2). Bu sonuglar ¢inko karnosin
kombinasyonunun yasa bagli protein degisikligine kars1 6nleyici bir engelleyici etki

gosterdigini gostermektedir.
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Sekil 3.2 Karnosin ve ¢inko ile muamele edilmis bir BSA protein modifikasyon modelinde
AGE'lerin (A) ve AOPP'lerin (B) belirlenmesi ile protein modifikasyonunun degerlendirilmesi.
**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 kargi 5 mM.

Cinko 300'den fazla enzimin kofaktorii olarak énemli bir metal olup ve seviyeleri
hiicredeki bir¢ok biyolojik mekanizma ile iligkilidir. Seviyelerinin bozulmasi,
diyabet gibi hastaliklarda zararli etkilere neden olur. Diyabetik hastalarda ¢inko
metabolizmas1 muhtemelen glikasyon sonrasi proteinlerin yapi-fonksiyon kaybina
bagl olarak olumsuz etkilenir. Seker hastalarina ¢inko ilavesinin faydali oldugu
gosterilmistir. Ek olarak, raporlar ¢inkonun tek basina protein modifikasyonlarini

azaltabilecegini gostermistir (Taylor 2005; Tupe et al. 2015).
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Insan serum albiimini iizerinde yapilan arastirmalar ile bes potansiyel cinko
baglanma bolgesi belirlenmistir. Bu bolgelerde esas olarak histidin, asparagin ve
aspartat tizerinden kompleks olustugu gosterilmistir (Stewart et al. 2003).
Glikasyon noktalar1 genellikle ¢inko baglama bolgeleriyle ilgisi olmayan lizin ve
arginin ile iligkili olmasina ragmen, ¢inko baglayici histidin ve sisteine yakin
konumlandirilan lizin amino asitlerinin ¢inkodan etkilendigi ve bunlarin glukoz ile

reaksiyonunu inhibe ettigi ongorilmistiir (Tupe et al. 2015).

Proteinler agregat olusturmaya egilimlidirler ve yap1 ve dizilim agisindan farklilik
gosterseler de amiloid fibrillerinde gézlenenlere benzer ¢apraz 3 yapilari olugturma
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 igeren farkli bolgelerde
meydana gelir ve gizli hidrofobik bolgelerin agilmasina neden olur ve zamanla alfa-
helikal formdan beta-yaprak yapisina gecis (amiloid olusumu) gergeklesir.
Calismamizda, ThT ile karistirilmis glike proteinlerin florometrik seviyeleri
Olculerek beta-yaprak olusumunun analizi yapildi. Elde edilen veriler, glukoz (C+)
varliginda yiiksek diizeyde agregatlasma oldugunu ve kontrol olarak kullanilan
aminoguanidin ve karnosin’in agregasyonu 6énemli 6l¢iide 6nleyebildigini gosterdi.
Ayrica, karnosin iizerine farkli ¢inko konsantrasyonlarinin eklenmesi, doza baglh
bir sekilde anti-agregatif etkide kayda deger bir bir artisa neden oldu (Sekil 3.3 A).
Karnosin’in varliginda glike a-kristalinde amiloid fibril olusumunun yiiksek oranda
onlendigi gosterilmis olup, karnosin, beta-amiloid birikimi ve fibril olusumunun bir
baskilayicisi olarak tamimlanmistir (Aloisi et al. 2013; Attanasio et al. 2009;
Attanasio et al. 2013; Brender et al. 2010). Protein agregasyonu, ¢apraz bagli
proteinleri tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir. Bu agregatlar, lizozomlar,
inkliizyon cisimcikleri, agresomlar, hatali katlanma ve plaklar dahil olmak Uzere

farkli form ve yapilarda olusturulabilir (Reeg and Grune 2015).

Protein degisimi sirasinda genellikle analiz edilen bir baska belirte¢, yaslanma ve
protein oksidasyonu (hiicresel stres, UV 1sinlamasi ve patolojik kosullar) ile artan

ditirozin ¢apraz baglarinin olusumudur. Bu dimerler, oksitlenmis proteinlerin
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proteolizinden sonra salinan kimyasal olarak kararli bilesiklerdir (Giulivi et al.
2003). Agregasyon slrecine iligskin yapilan ¢aligmalarda, literatiire benzer sekilde
ditirozin seviyelerinde bir yiikselme oldugu gosterilmistir. AG, karnosin ve
¢inko/karnosin kullaniminin ditirozin diizeylerini énemli dlgiide azalttigir goruldu.
Ayrica ¢inkonun varligi, daha yiliksek konsantrasyonlarda karnosin aktivitesini

artiran doza bagiml bir etki gosterdigi gozlemlendi (Sekil 3.3B).
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Sekil 3.3 Cinko / karnosin ile muamele edilmis BSA protein modifikasyon modelinde (A) ThT
analizi, (B) ditirozin olusumu. *p<0.05 ve ***p<0.001 - C-, ###p<0.001 - C+, $p<0.05 ve $$p<0.01
- karnosin 5 mM.

Azheimer hastalarinin beyinlerinden izole edilen beta-amiloid dimerlerinin
norotoksik ve yikict bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu dimerler, beta
amiloid bolgesini iceren amiloid Onciisii tizerinde bir ditirozin ¢apraz bag baginin
varligindan dolay1 stabil ve tutarlidir (Portelius et al. 2009; Roberts et al. 2012;
Shankar et al. 2008). Karnosin ve homologlarinin (homokarnosin ve anserin)
karbonil ve ditirozin gruplartyla etkilesim yoluyla ¢apraz baglanmayi ve
agregasyonu azalttigi daha onceki ¢aligmalarda gosterilmis olup bu etkinin daha
¢ok karnosinin antioksidan etkisi ile ilgili oldugu disiiniilmektedir (Cararo et al.
2015; Hipkiss et al. 2001; Kim and Kang 2007). Amiloid plaklarinda yiiksek
miktarlarda ¢inko, demir ve bakirin bulunmasi metallerin Alzheimer hastaliginin

(AD) patogenezinde 6nemini vurgulamaktadir. Baz1 raporlar, AD ve diyabetteki
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gecis metallerinin eksikliginin, muhtemelen beta-amiloidler ve ROS uretimi ile
metallerin tutulumuna bagl oldugu ileri siirtilmiistiir. Bu nedenle, bir metal selator
olarak karnosin etkisi ve ¢inko ile etkilesimi, amiloid plaklardan metalleri
selatlamanin yani sira anti-agregasyon ve antioksidasyon etkisi nedeniyle ilging bir
yaklasim olarak goriilebilir (Al-Hilaly et al. 2013; Mukherjee et al. 2017).

Karnosinin terapotik potansiyelininin  irdelenmesi ve ¢alisma sonuglarinin
dogrulanmasinda in vivo c¢aligmalarin gerceklestirilmesi gereklidir. Metabolik
yanit, absorpsiyon hiz1 ve terapotik dozlar gibi ¢esitli faktdrlerin ve mekanizmalarin
etkisi nedeniyle in vitro calismalarin canli viicutta olanlardan farkli olmasi
anlagilabilir bir durumdur. Serumda karnosinaz tarafindan yiiriitiilen bozunma
olasilig1 nedeniyle karnosin tedavisi hakkinda bir endise olmustur. Bu nedenle, ya
mevcut ¢caligmada agiklananlar gibi kompleksler olusturarak ya da peptidi korumak
icin kapstlleme yontemleri gelistirerek hidroliz sorununun istesinden gelebilecek
yeni formilasyonlarin aragtirillmasi gereklidir (Bellia et al. 2012; Moulahoum et al.
2019).
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3.2 2. Bolum: Karnosin Enkapsule Edilmis Niozomlarm Sigir Serum

Albumin Modifikasyonlar1 Uzerine Etkisi

Hazirlanan niozomlarin karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda morfolojik olarak,
kiiresel formda ve ortalama 560+£203 nm biiyiikliiglinde oldugu belirlendi. Karnosin
enkapstlasyon (CarNIO) i¢in etkinligi (Y%EE) ise %32.4+£5 olarak bulundu. Ayrica,
formiile edilmis niozomlar 30 giin 4°C'de depolama sonrasinda boyut ve dagilimda
hicbir farklilik gostermedigi gozlendi. Nanotasiyicilar kullaniminda yan etkilerden
kag¢inmak i¢in molekiil tutma ve siirekli salinim 6nemli Kriterlerdir. Niozomlardan
karnosinin salinimi, fizyolojik kosullarda diyaliz kullanilarak takip edildi. Karnosin
yukli niozomlarin ve serbest karnosinin salinim profile incelendiginde ilk 5-6
saatte lineer oldugu, 24 saat sonrasinda ise sirasiyla %12.440.6 ve %41.5+5'e
ulastig1 belirlendi. Ancak 6. Saat sonrasinda da belirgin bir artis gozlenmedi (Sekil
3.4).

—e—Car ——g—CarNIO

50 -
45
40
35
30
25
20
15
10

b

Cumulative drugrelease profile (%)

0 5 10 15 20 25
Time (h)

Sekil 3.4 Serbest karnosin ve CarNIO'un ilag¢ salim profili.

Serbest karnosin ve CarNIO'nun antiglikatif etkisi, Sekil 3.5 de verildi. Hem negatif
(C-) hem de pozitif (C+) kontrollerden elde edilen fluoresans, glikasyon isleminin
dogrulanmasina ve test molekiillerinin antiglikatif etkilerinin incelenmesinde
kullanildi. AGE'lerin floresan degerleri C+'da C-'ye kiyasla anlaml olarak daha
yuksek olarak bulundu (p<0.001) (Sekil 3.5A). Ayrica, serbest veya karnosin
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enkapsiile edilmis niozomlarin glikasyon siirecinde doza bagl bir azalma gosterdigi
belirlendi. Paralel olarak, bos niozomlar ayni kosullarda ayri ayri test edildi ve
onemli bir fark gozlenmedi. Aminoguanidin, referans antiglikatif ajan olarak
kullanildi ve yaklasik olarak %401k bir inhibisyon yiizdesi gosterdi (p<<0.001)
(Sekil 3.5 B). Serbest karnosinin 2.5 mM'lik dozunun %53'lik bir azalma ile
(p<0.001) referans AG’e kiyasla biraz daha iyi antiglikatif etkisi oldugu goriildii.
Daha yiiksek konsantrasyonlar (5 ve 10 mM), C+ ile karsilastirildiginda sirasiyla
%70'e (p<0,001) ve %82'ye (p<0,001) ulasan daha iyi bir inhibitor etki gostermistir.
Ayni1 konsantrasyonlarda karnosin enkapsiile edilmis niozomlar kullanildiginda ise
2.5 mM, 5 mM ve 10 mM igin sirastyla %25 (p<0.05), %31 (p<0.001) ve %37
(p<0.001) antiglikatif etki gosterdigi belirlendi. Bu degerlerin, diflizyon nedeni ile
serbest karnosin ile gozlenen degerlerden daha diisiik olmasi dogal olarak

kargilandi.
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Sekil 3.5 Karnosin ve karnosin/niozomlarinin (CarNIO) antiglikatif etkisi. (A), Aex=370/Aem=440
nm'de floresan yogunlugu, (B) gbzlemlenen 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 karsilagtirmasi. $p<0.05, $$p<0.01 ve
$$$p<0.001 ve AG 5mM grubu.
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Alblimin modelinde B-amiloid olusum miktari, spesifik olarak fibrillere baglanan

Tiyoflavin T testi ile degerlendirildi (Sekil 3.6). BSA'nin glukoz (C+) ile

glikasyonu, negatif kontrole kiyasla (p<0.01) 6nemli bir artis gosterdi (Sekil 3.6A).

Ayrica, serbest karnosin ve CarNIO, pozitif kontrol ile karsilastirildiginda doza

bagimh bir sekilde amiloid olusumunun azaldigi gozlendi (Sekil 3.6 A ve B).

Serbest karnosin, 2.5 mM, 5 mM ve 10 mM tedavi dozlan igin sirasiyla %27
(p<0.001), %38 (p<0.01) ve %49.9 (p<0.01) koruma seviyesi gosterdi. Benzer
sekilde, CarNIO i¢in ayni doz araligi i¢in sirasiyla %19.4 (p<0.01), %20.6 (p<0.01)
ve %22.2 (p<0.001) etkinlik gbzlemlendi. 5 mM amino guanidin, referans molekiil

olarak kullanildiginda ise ve yaklasik %25'lik bir fibril olusumunu engelleme

potansiyeli oldugu goruldu.
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Sekil 3.6. Karnosin ve karnosin enkapsiillenmis niozomlarin (CarNIO) anti-fibril olusum etkisinin

belirlenmesi (A), Aex=435/Aem=485 nm'de floresan yogunlugu(B) gézlemlenen inhibisyon yizdesi.
*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) varliginda ve yoklugunda BSA
fibrilasyonunun kinetik caligmasi, 24 saatlik bir siire boyunca ThT floresan

olcimleri ile izlendi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 BSA'nin ThT floresan kinetigi. (A) Karnosin, (B) CarNIO.

Elde edilen veriler fibril olusumu inhibisyonunun oldugunu gostermektedir.
Mevcut deneysel kosullar altinda BSA fibrilasyonu islemi sirasinda herhangi bir
gecikme fazi gozlenmedi ve bu nedenle reaksiyon baslangici, farkli karnosin

konsantrasyonunun varligindan etkilenmedigi goriildii. Bununla birlikte, karnosin
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icin en yiiksek inhibitdr etkisinin 10 mM konsantrasyonda oldugu gozlendi (Sekil
3.7B). t1/2'de (yar1 omiir; ThT floresansiyla gosterilen fibril olusumunun %50's1)
saga kayma, fibrilasyon olusumunda genel bir azalmay1 gostermektedir. Benzer
sekilde, artan karnosin dozlari ile BSA fibrilasyonunun t1/2'sinde bir kayma
gozlendi ve bunun da silirecin doza bagli sabit diisiisiinden kaynaklandigini

diistindiirdi.

Protein oksidasyonunun incelenmesi amaci ile AOPP seviyeleri 6lculdu (Sekil 3.8).
Genel olarak karnosinin (serbest veya kapstillenmis) mekanizma iizerinde 6nemli
bir inhibitor etkiye sahip oldugunu gosterdi. Serbest karnosin, AOPP seviyelerini
strastyla 2.5 mM, 5 mM ve 10 mM ig¢in %7.6 (p>0.005), %36 (p<0.05) ve %47
(p<0.001) oraninda 6nemli dl¢iide azaltirken benzer sekilde, CarNIO ayni1 dozlari
i¢in %3.8 (p<0.01), %19.8 (p<0.01) ve %26.7 (p<0.05) AOPP seviyelerinde azalma
sagladigi tespit edildi. Serbest karnosinin, 2.5 mM'den baslayarak referans molekiil
(AG) ile ayn1 etkiyi yarattigi ve 10 mM'de ise daha iyi bir etkiye ulasildig1 goriildii.
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Sekil 3.8. Karnosin ve enkapstile karnosin niozomlarinin (CarNIO) protein oksidasyonunu onleyici
etkisi. (A) AOPP seviyeleri (B) gdzlemlenen inhibisyon yuzdesi. *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 karsilagtirmasi. $p<0.05, $$p<0.01 ve
$$$p<0.001 ve AG 5mM grubu.

Karnosin ve BSA etkilesimine iliskin verilerin teyit edilmesi icin in silico model
calismast gergeklestirildi. Bu amagla ilk olarak agregasyonun baglamasiyla ilgili
potansiyel bolgeler tizerinde farkli informatik araglar kullanilarak yapilan model ile
elde edilen sonuglar agregasyonun proteinin primer yapisina dayali oldugunu
gosterdi. Karnosinin yerlestirme simiilasyonlarini takiben, BSA'da (Sudlow'un
sitesi I ve I1) karnosinin cogunun yogunlastigi iki potansiyel bolge tanimlandi (Sekil
3.9 A). En kararli karnosin yapisinin yoneliminin (en diisiik enerji -5.5 kcal/mol)
daha 6nce de elde edilen tahmini agregasyon bolgesinin yakininda oldugu goruldu
(Sekil 3.9 B). Karnosin-BSA kompleksinin kararliliginda etkin olan dort hidrojen
bagi: Arg208 (2.61 A), Gly327 (3.37 A), Leu346 (3.46 A) ve Glu353 (2.23 A)
olarak belirlendi.
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Diger yandan karnosin ile referans antiglikasyon ajani olan aminoguanidin (AG)
arasinda bir karsilastirma yapildi. Elde edilen afinite enerjileri ve farkli yapilar
Cizelge 3.1 ve Sekil 3.9 A da verildi. Iki molekiiliin BSA ile baglanma afinitesi

karsilastirildiginda karnosinin baglanma afinitesinin daha yiiksek oldugu goriildii.

Aminoguanidine

Carnosine Carnosine

.....

Best pose from autodock vina

Aminoguanidine. .
Carnosine

Sekil 3.9. (A) BSA ile karnosin ve aminoguanidin etkilesiminin in silico incelenmesi. (B)

Genisletilmis bolge.

Cizelge 3.1. Autodock Vina programi kullanilarak molekiiler yerlestirmeden sonra karnosin ve

aminoguanidin'in (AG) BSA baglanma afinitesi.

Poses 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Carnosine (kcal/mol) 55 47 -46 -44 -44 -44 -43 -42 -42
Aminoguanidine (kcal/mol) -40 -40 -39 -39 -38 -37 -37 -37 -36

Enzimatik olmayan glikasyon ve oksidatif stres, makromolekullerin, ozellikle
proteinlerin istenmeyen 6nemli modifikasyonlarindan bir tanesidir. Bu
modifikasyonlar, agregasyon ve birikim, parcalanma ve capraz baglama
reaksiyonlar1 gibi karsilastirilabilir doniisimler Ustlenen AGE ve AOPP gibi
karmasik protein yapilari ile sonuglanir. AGE ve AOPP'lerin her ikisi de gelismis
glikasyon son trunleri (RAGE) igin reseptdri aktive edebilir ve daha sonra doku ve
organ yapilarinda ve fonksiyonlarinda olumsuz degisikliklere neden olan bazi hiicre

ici sinyal yollarin1 modiile edebilir. Bu nedenle patogenez sureclerindeki ve diyabet
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ve Alzheimer gibi belirli hastaliklarin gelisimindeki rollerinin arastirilmasi igin
onemli mekanizmalar iginde barindirir (Demirbilek et al. 2007; Kalousova et al.
2005; Rondeau and Bourdon 2011).

Protein glikoksidasyonlarin giiniimiiziin en yaygin olan diyabet, kanser ve
ndrodejeneratif hastaliklarin patalojisindeki rolii tizerine yapilan caligmalar
neticesinde gerek dogal maddelerin kullanimi gerekse benzeri sentetik bilesenler
tizerinde ¢alismalar yogunlasmustir (Alavi et al. 2011; Grzebyk and Piwowar 2016a;
Hipkiss 2009; Maher and Schubert 2009). Karnosin ve analoglart (homokarnosin,
anserin ve beta- alanin), hayvanlarin beyin ve kaslarinda yiiksek miktarlarda
bulunur ve karnosin antioksidan, metal-iyon selatlayict ve antiglikasyon ajani
oldugu icin daha dnce bahsedilen kriterlerin neredeyse tamamini karsilamaktadir
(Baran 2000; Calabrese et al. 2005; Hipkiss et al. 1995; Quinn et al. 1992). Ayrica
karnosinin, 6zellikle AD ve diyabet olmak iizere yaslanma ile baglantili birgok
protein modifikasyonunu oOnledigi gosterilmistir (Bauer 2005; Hipkiss 2005;
Hipkiss 2007).

BSA'nin glikasyonu, proteinlerde glikasyon ve agregasyon disinda birgok
degisikligi indiikler. Tiyol gruplari, Amadori iriinleri (fruktozamin) ve protein
karbonilleri glikasyondan sonra meydana gelen degisiklikleri degerlendirmek igin
kullanilan diger belirteglerdir (Awasthi and Saraswathi 2016). Bu belirtecler birgcok
in vitro ve in vivo c¢alismada yaygin olarak degerlendirilir (Aydin et al. 2018;
Grzebyk and Piwowar 2016b; Tupe et al. 2017).

Farkl1 tipteki proteinlerin agregat olugturma duyarlilig1 hem deneysel hem de teorik
olarak buyuk ilgi géren bir konu olmustur. Calismalar, yapisal veya dizi benzerligi
olmamasina ragmen, proteinlerin amiloid fibrillerinde goriilen c¢apraz B yapilar
olusturma egilimi gosterdigini ileri stirmektedir (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). Birgok calisma, agregasyon boélgelerinin
genellikle hidrofobik ve protein yapilar1 icinde gizli bdlgeler oldugunu

tamimlamistir (Frousios et al. 2009; Hamodrakas 2011; Sanchez de Groot et al.
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2005). Birgok arastirma grubu agregasyon ve amiloid fibril olusumunun
anlasilmasinda fizikokimyasal 6zelliklere ve amino asit dizilerine dayali siliko

algoritmalar gelistirmistir.

Proteinlerin, peptitlerin ve amino asitlerin gekerlerle enzimatik olmayan
reaksiyonlart genig ¢apta arastirilmistir. Varsayilan siireg, Schiff bazlari iiretimini,
ardindan bir Amadori diizenlemesini igerir ve AGE'lerin olusumuyla sonuglanir.
Yerlestirme sonuglarindan, karnosinin, arginin ve lizin amino asit kalintilarina ¢ok
yakin konumlandirildigir gosterildi. Bu amino asitler Schiff bazi olusumuna
yatkindir ve bu nedenle karnosinin bu bolge iizerinden etki gosterme olasiligt
giicliidiir. Bununla birlikte, bu hipotezi dogrulamak i¢in daha fazla arastirmaya

ihtiyag¢ vardir.

Belirli terapotik hedeflere (6rnegin beyin) ulagmanin zorlugu goz Oniine
alindiginda, nanoteknoloji, bu tiir zorluklarin iistesinden gelmek icin modern
biyotibba biiyiik katkida bulunmustur. Niozomlar, iyonik olmayan yuzey aktif
maddelerden hazirlanan nano yapili tasiyicilar olarak bilinir ve biyolojik olarak
bozunabilir, biyolojik olarak uyumlu ve immiinojenik olmadiklar bilinir, bu da

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

Spesifik kosullar altinda (pH, 1s1 ve basing gibi ¢evresel stresler), herhangi bir
patoloji bicimiyle ilgili olmayan proteinler, amiloid fibrilleri veya fibril benzeri
kiimeler olusturabilir (Chiti and Dobson 2009; Ferrao-Gonzales et al. 2000; Wang
et al. 2010). Arastirmalar, bu protein kiimelerinin morfolojik ve histokimyasal
ozelliklerinin hastalikla iligkili amiloid proteinleriyle karsilastirilabilir oldugunu
gostermistir. Bu, amiloid fibril olusumu egiliminin tiim polipeptitlerde goriilen
ortak bir 6zellik oldugunu goéstermektedir (Naeem et al. 2011; Zhang et al. 2010).

Terapo6tik molekdllerin vicuttaki etkisi, farmakokinetik farklanmalar nedeni ile
calismalar ile tam olarak karsilastirilamaz. Bu nedenle, karnosinin protein
modifikasyonlari lizerinde indiikledigi mekanizmalar1 arastiran daha ileri diizeyde

caligmalara ihtiyag¢ oldugu agiktir.
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3.3 3. Boluim: Glutatyon (GSH) YuUkld Niozomlar ve
Kaprolakton/Laktid Polimerzomlar ile Protein Glikoksidasyonunun

Onlenmesi

Niozomlarin, kaprolakton polimerzomlarinin ve laktid polimerzomlarinin ilk
incelemesi DLS ile yapildi. Bosg niozomlarin boyutu ortalama 62.5+15.8 nm iken,
Bos-CAPRO ve BosLAC sirastyla 101£51.4 nm (p<0.05) ve 147.8£76,2 nm
(p<0.05) olarak bulundu. GSH'nin farkli nanotasiyicilarda (niozom ve
polimerzomlar) kapsiillenmesi sonrasinda boyutlar sirasiyla 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
gore farkli nanotasiyicilarin hazirlanmasina dayali olarak boyuttaki faklanmalari
tutarlt oldugu diistintildi (Sekil 3.10 A) Farkli yapilarin +4°C'deki stabilitesi, bir
aylik siire boyunca siirekli takip edildi ve yukarida aciklanan ilk sonuglara kiyasla

onemli bir fark gézlemlenmedi.
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Sekil 3.10. GSH yiiklii nano tasiyicilarin karakterizasyonu. (A) DLS'den elde edilen boyut dagilimi
sonuglar1. (B) Farkli nanotastyicilarin pH 7.2 ve pH 5.5 salim profili.
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Nanotastyicilarin igeriklerinin siirekli salim kapasitesi, yan etkilerin {istesinden
gelmek ve etkili ilag tasinimi igin énemli bir 6zelliktir. GSH'nin niozomlardan ve
polimerzomlardan salim profili, iki pH araliginda diyaliz kullanilarak izlendi:
fizyolojik kosullar (pH 7.2) ve kanser hiicrelerinin ortamini taklit eden asidik
kosullar (pH 5.0) (Sekil 3.10 B). Burada, tiim nanotasiyicilarin serbest GSH'den
daha iyi performans gostermesine ragmen hem fizyolojik hem de asidik kosullarda
GSH-CAPRO ve GSH-LAC'!n GSH-NIO'dan daha yiiksek alikonmaya sahip
oldugunu goriilmektedir. Veriler, 8 ila 10 saatlik inkiibasyon arasinda bir platoya
ulasildigini gostermektedir; pH 7.4'te kontrol (serbest GSH) %14 salim gosterirken,
GSH-NIO igin %7,8, GSH-CAPRO i¢in %7,1, GSH-LAC icin %7 olarak goruld.
Diger yandan bu degerler asidik kosullarda (pH 5.5) 6nemli bir farklilik géstermedi.

Zeta potansiyeli degerlendirmesi, tiim nano tasiyicilarin negatif bir yiike sahip
oldugunu gosterdi. Ayrica PDI degerleri 0.278-0.541 arasinda degismektedir
(Cizelge 3.2). DLS gozlemlerine benzer sekilde, vezikiillerin igine GSH
yiiklendikten sonra yapilarin boyutu artmaktadir. Farkli formiilasyonlarin
enkapsilasyon verimliligi (%EE), GSH-NIO igin %99,02+0,005, GSH-CAPRO
icin %95,19+2,27 ve GSH-LAC i¢in %95,68+3,05'e olarak belirlendi.

Cizelge 3.2 Farkli nanoyapilarin karakterizasyonu (boyut, zeta potansiyeli ve PDI) ve

enkapsulasyonverimii (%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+29.3? -35.2+4.5™ 0.541
Empty-CAPRO _ 101+51.48 -42.2+6.9" 0.278
GSH-CAPRO 95.19+2.27 137+81.6"™ -41.4+6.4™ 0.335
Empty-LAC _ 114.1+52.28 -38.5+5.3™ 0.263
GSH-LAC 95.68+3.05 147.8+76.2" -43+8.08" 0.338

2p<0.05 bos niosoma karsi-NIO, ™ anlamli olmayan deger.

Nanotasiyicilar, ilaglarin ve farkli fizikokimyasal Ozelliklere sahip diger
molekiillerin hedef boélgelere tastyicilaridir (Qian et al. 2012). Bu nanotasiyicilarin
capt 1-100 nm arasinda degisen kiiciik bir boyuta sahipken, biyomedikal

uygulamalarda viicudun mikro kapilerlerinin 200 nm civarinda olmasi nedeniyle bu
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siir 200 nm'ye ulasabilmektedir (Singh and Lillard 2009). Elde ettigimiz sonuglar
bu tanmimlama ile uyumludur. Ayrica nanopargaciklarin yiizeyinde negatif yiiklerin
bulunmasi yapinin kirilmasini engeller. Nanopartikiillerin biiylik boyutlu ve yiiksek
yuk seviyelerinin, makrofajlar tarafindan kolayca yakalanmalarini sagladig
gosterilmistir. Ote yandan, hafif yiizey yiikiine sahip kiiciik boyutun, gesitli
mekanizmalar yoluyla farkli hiicre hatlarindaki alim siirecini etkiledigi
gosterilmistir (Honary and Zahir 2013). Bir in vivo biyodagilim galismasinda,
negatif ylklii polimerik nanoparcaciklara sahip kii¢iik boyutlu (yaklasik 150 nm)
farkli organlarin timdrlerinde daha kolay birikme egiliminde oldugu gosterilmistir
(He et al. 2010). Bu bulgular, boyut ve yiike dayali olarak gelistirilmis etkinlik ve
kontrollii dagitim ile yeni nanotastyicilarin tasarimi i¢in bir temel olusturmaktadir.
SEM mikroskobu altinda farkli nano tastyicilarin karakterizasyonu, bu tip nano

tastyicilar icin tipik olan vezikiiler yapilar gosterdi (Sekil 3.11).
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Empty GSH-Loaded

Caprolactone
Polymerosomes

Lactide
Polymerosomes __

Niosomes

Sekil 3.11. Sentezlenen farkli nanotasiyicilarin taramali elektronik mikroskopi (SEM) goriintileri.

Sol taraf bos formiilasyonlar1 gosterirken sag taraf GSH yiikli nanoformiilasyonlart gostermektedir.

Kritik misel konsantrasyonu (CMC), polimerik nanotasiyicilarin olusumunu
kanitlamak igin bir karakterizasyon aracidir. Olgiim sonuglari, artan
konsantrasyonlarla, 300 nm'de (sudaki pirenin 6zelligi) maksimum spektrumdan
335 nm'ye (hidrofobik ortamda piren) bir kaymanin gozlemlendigini gdstermistir
(Sekil 3.12). Bu, pirenin sulu bir ortamdan hidrofobik misel ortamina transferinin
donligimiinii  ifade etmektedir. CMC degerleri, polimerlerin logaritmik
konsantrasyonlarina kars1 eksitasyon yogunluk orani (I335/1330) grafiginden elde
edildi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. CMC tayini i¢in nanotagtyicilarin eksitasyon spektrumlari.
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Sitotoksisite ¢alismasinin amaci, temel olarak iki hiicre hattinda (HeLa ve U87)
farkli nano formiilasyonlarin giivenligini arastirmakti. U87 hiicre hatlari,
kontrollere kiyasla anlamli bir azalma gostermeden {i¢ nanotasiyiciya daha
toleranshi olarak bulundu (p>0.05). Diisiikk dozlarda bos kaprolakton ve laktid
polimerzomlart (0-200 pg/mL) Onemli bir etki gostermedi. 400 pg/mL'de
kaprolakton icin 9%81.3+3.8'e  (p<0.01) ve laktid polimerzomlar1 igin
%84.36£1.69'a ulasan onemli bir toksik etki gozlendi (p<0.05). Ayrica, HelLa
hicreleri, >100 pg/mL'den baslayarak %84.06+2.3'e ulasan 6nemli bir diisiisiin
kaydedildigi niozomlara karsi daha duyarli olarak gézlemlendi (p<0.05) (Sekil
3.14).

Nanopartikiillerin ~ toksisitesi yogunluk ve polariteden etkilenir. YUKkIU
nanopartikiillerin nétr olanlardan daha sitotoksik oldugu One siiriilmiistiir
(Schaeublin et al. 2011). Ayrica, pozitif yiikli altin, ZnO ve diger nanopartikiiller,
negatif yiiklii olanlara kiyasla 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 tim nanopartikuller i¢in gegerli degildir. Poli(laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) partikllerinde yukin énemli bir rolu yok gibi gérinmektedir (Mura
et al. 2011). Nanotastyicilar ile goriilen toksisiteyi azaltmak amaciyla aragtirmalar
yapilmaktadir ve Onerilen uygulanabilir ¢éziimlerden biri, yuzeyin fonksiyonel

gruplar ve PEGilasyonu ile korunmasidir (Luo et al. 2012).
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Hela us87

Caprolactone
Cell viability (%)
Cell viability (%)

Control 65 125 25 50 100 200 400 Control 65 125 25 50 100 200 400

Polymersome

Lactide
Cell viability (%)
Cell viability (%)

Control 65 125 25 50 100 200 400 Control 65 125 25 50 100 200 400

Niosome
Cell viability (%)
3

Cell viability (%)

Control 65 125 25 50 100 200 400 Control 6.5 125 5 50 100 200 400
GSH Concentration (ug/ml) GSH Concentration (ug/ml)

Sekil 3.14 Tki farkli hiicre hattinda (HeLa ve U87 hiicre hatlar1) farkli nanotasiyicilar igin hiicre
sitotoksisite testi (MTT testi). *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 Kontrol grubuna karst.

GSH, hiicre metabolizmasinda ve reaktif oksidatif tiirlerin (ROS) diizenlenerek
fizyolojik dengenin korunmasinda rol oynayan dogal bir antioksidan peptidtir. Ote
yandan, kanser hucrelerinde hiicre 6limanu 6nlemek igin GSH diizeylerinin 6nemli
bir rol oynadigi gosterilmistir (Lv et al. 2019). Yukaridaki bulgular sadece
hiicrelerin canliligini agiklamaktadir ve GSH'nin hiicrelerdeki yolunu ve etkilerini

takip etmek i¢in molekiiler ve sinyalizasyon ¢alismalarina ihtiyag vardir.

GSH yiiklii nano tasiyicilarin her {icii de, protein glikasyon mekanizmasi iizerinde
doza baghh bir etki sergilemektedir. Referans antiglikasyon molekiili
aminoguanidin (AG) ile karsilastirma, sonucunda serbest GSH'nin tim dozlarda
AG'den daha iyi etkiler elde edebildigini gostermistir (Sekil 3.15). Ayn1 zamanda,
GSH enkapsiilasyonu, serbest GSH'ye kiyasla farkli derecelerde doza bagimli bir
etki tiretmistir. Niozomlar, tiim doz aralig1 igin serbest GSH'den biraz daha diisiik
bir etki gdstermistir (p<0.05). Iki polimerzom formiilasyonu, serbest GSH ve GSH-
NIO'dan daha diisiik bir inhibitor etki gostermektedir (p<0.05).
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Sekil 3.15 in vitro BSA modelinde protein modifikasyon parametreleri. (A) Serbest GSH'nin ve GSH ile yuklu
farkli nanotagtyicilarin (GSH-NIO, GSH-CAPRO ve GSH-LAC) anti-glikasyon etkisi. (B) anti-fibril olusumu
etkisinin (anti-agregasyon) ThT &lgiimii. (C) Protein oksidasyonu onleyici etkisi (AOPP). Ust grafikler
floresan/optik yogunluklari temsil ederken alt grafikler inhibisyon yiizdesini gdstermektedir. **p<0.01 ve
**%p<0.001 ve C+ grubu. #p<0.05, ##p<0.01 ve ###p<0.001 ile AG 5mM grubu karsilagtirmasi. $p<0.05,
$$p<0.01 ve $$$p<0.001 ile serbest GSH 2.5mM grubu karsilagtirmasi. £p<0,05, ££p<0,01 ve £££p<0,001 ile
iicretsiz GSH 5mM grubu karsilastirmasi. +p<0.05, ++p<0.01 ve +++p<0.001 ve serbest GSH 10mM grubu.
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Paralel olarak, bos niozomlar ve polimerzomlar ayni sekilde test edildi ve dnemli
bir degisiklik godzlenmedi. Nanotasiyicilarin antiglikasyon etkisinin serbest
GSH'den farkli olmasinin nedeni, muhtemelen GSH ve BSA etkilesimi arasindaki
fiziksel veya kimyasal etkilesimden kaynaklanmakta olup difiizyon etkisinin varligi
g6z ard1 edilmemelidir. Bu baglamda farkli nano tasiyicilardan serbest birakilan
igerigin, serbest olan GSH ile goriilen etkin konsantrasyonlara ulasmamis olmasi
da miimkiindiir, bu sirada nano tasiyicilar, reaksiyon karisimindaki igeriklerini
yavasga serbest birakir. Ditirozin, N'-formilkintrenin ve bunun 6ncust kinurenin
gibi diger protein modifikasyon belirtegleri, farkli nanoformiilasyonlar altinda
AGE’lerin inhibisyonu ile benzer sonuglar gostermistir (p<0.01) (Cizelge 3.3). Bir
belirte¢ olarak ditirozin kullanmanin avantaji, kimyasal stabilitesinin yani sira
oksitlenmis  proteinlerin  proteolizini  takiben serbest birakilmasindan
kaynaklanmaktadir (Giulivi et al. 2003). Bu nedenle, ditirozinin degerlendirilmesi,

protein modifikasyonunun derecesini yansitabilir (DiMarco and Giulivi 2007).

Cizelge 3.3 GSH ve GSH Yiiklii nano tagtyicilarin BSA glikoksidasyonu tizerindeki etkileri.

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

C- (BSA alone) 15.9+4.2¢ 16.9+0.5¢ 25.3+0.2°¢

C+ (BSA+Glucose, no 100 100 100

additive)

Different Treatments

AG 5mM 48.8+1.9¢ 50.6+1.2°¢ 63.0+£0.7°¢
25mM  52.0+3.7¢% 54.6+2.5¢ 92.2+0.9¢

Free GSH 5mM 37.645.3¢f 46.1+5.6¢ 83.9+0.7¢f
10 mM 27.8+6.8¢f 37.5+6.8°¢ 66.1+4.3°¢
25mM  71.1%2¢8 77.2£1.2¢6h 89.3+0.6 °F

GSH-NIO 5mM 56.5+3.5 ¢dk 58.7+2.8 ¢4 70.2+3.60
10mM 37.4+11.7¢4m 41.3+6.7¢d 66.4+2.1°¢
25mM  85.8+0.8bF 87.9+0.4 bfh 85.5+2.24

GSH-CAPRO 5mM 66.9+1.4 ¢f! 69.3+2.6 66k 7244270
10 mM 53.2£5.0¢m 61.4+2.4¢¢0 67.6+4.1¢m
2.5 mM 77.7+1.4¢fh 85.2+0.4 fh 95.2+0.4¢

GSH-LAC 5mM 68.1+0.9 ¢f! 68.5+3 %8 88.5+0.92¢
10mM 54.4+2.6 cfo 60.942.5¢e0 67.9+6°

abc p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 C+’a karst; 4¢f p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 AG’ye kars1; 9" p<0.05, p<0.01
ve p<0.001 serbest GSH 2.5mM kiyasla; 7! p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 serbest GSH 5mM kiyasla; ™"°

p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 serbest GSH 10mM kuyasla ; ™ anlamli olmayan deger
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Albiminde beta-amiloid olusumu, fibrilleri segici olarak baglayan Tiyoflavin T
testi ile belirlendi (Sekil3.15 B). BSA’nin glukoz (C+) ile glikasyonu, C-'ye kiyasla
B-amiloid olusumunda 6nemli bir artis gostermektedir (p<0.001). Ek olarak, GSH
ilavesi ile (serbest veya kapsiillenmis), pozitif kontrol ile karsilastirildiginda
(p<0.001) doza bagiml bir sekilde amiloid olusumunu engelledigi gozlendi.
Serbest GSH, C+ ile karsilastirildiginda i¢ doz (2.5 mM, 5mM ve 10 mM) igin
strastyla %58 (p<0.001), %65 (p<0.001) ve %82 (p<0.001) oraninda inhibisyon
gergeklestigi goriildi GSH-NIO ayni doz araligi igin irdelendiginde ise sirast ile
%27 (p<0,001), %24 (p<0,001) ve %21 (p<0,001) inhibisyon degerleri tespit edildi.

2.5 mM doz igin GSH-CAPRO ve GSH-LAC sirastyla %36 (p<0.001) ve %33
(p<0.001) oraninda fibril olusumundan korunmustur; 5 mM tedavi dozu icin %33
(p<0,001) ve %31 (p<0,001); ve son olarak, C+ ile karsilastirildiginda 10 mM doz
icin %31 (p<0,001) ve %25 (p<0,001) olaral fibril olusumu engellendigi

goriilmiistiir.

Proteinlerin  agregat olusturmaya yatkinhigi onemli birgok hastalik ve
komplikasyonlari a¢isindan 6nemli bir konu olmustur. Birgok ¢alismada, benzer bir
yap1 bulunamamasina ragmen, proteinlerin amiloid fibrillerindekilere benzeyen
capraz 3 yapilara egilimli oldugu belirtilmistir (Alam et al. 2017a). Proteinler, -
tabakalar1 olusturmak icin ayni1 o6zellikleri paylasan belirli dizilerden yararlanir
(Rousseau et al. 2006). Proteinlerde agregasyon olusumunda etken olan bolgelerin
protein yapilarinin igine gémiilii hidrofobik bolgeler oldugu yapilan ¢alismalarda
belirtilmistir (Frousios et al. 2009; Moulahoum et al. 2019) (Shankar et al. 2008)
(Portelius et al. 2009; Roberts et al. 2012).

BSA'nin protein oksidasyonu, AOPP igeriginin olglilmesi yoluyla takip edildi.
BSA'nin kloramin T (C+) ile inkiibasyonu, AOPP seviyelerinde 6nemli bir artisa
neden oldu (p<0.001). Farkli nanoformiilasyonlar ve serbest GSH, 2.5 mM dozda
ile karsilastirildiginda serbest GSH igin protein okidasyon {irlinlerinin seviyelerinin

maksimum %87 ile 6nemli bir diisiis gosterdigi goriildii. Ug nanokapsiilleme
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arasinda, GSH-NIO, t¢ dozun timdi igin en dnemli diisiisii gosterdi (p<0.001) (Sekil
3.15C).

Galiniak ve ark. (2017) hem BSA modelinde hem de eritrosit hiicrelerinin icindeki
hemoglobin Uzerinde in vitro protein modifikasyonu siireci (zerindeki amino
asitlerin ve peptitlerin etkilerini arastirmiglardir (Galiniak et al. 2017). Ayrica GSH
eksikliginin hiicrelerde hemoglobinin glikasyon hizini arttirdigi bulunmustur
(Ramamurthy et al.2001). Lens proteinleri galaktozilasyonunun GSH tedavisi ile
inhibe edildigi gosterilmistir (Huby and Harding 1988). GSH'nin glikasyon ve
protein modifikasyonunun inhibisyonunun istenmeyen etkilerden arinmis olmadigi
belirtilmelidir. GSH'nin glukoz ile etkilesiminin, GSH'de glutamat kalintisinin alfa
amino grubunun veya sisteinin -SH grubunun glikasyonu ile sonuglanabilecegi one
sirilmiistir. Elde edilen modifiye bilesigin, glutatyon enzimatik sisteminde
donligime ugratilamamast s6z konusu oldugundan glutatyon S-transferaz,
glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz ile diisiik etkilesim seviyesine sahip

oldugu bilinmektedir (Linetsky et al. 2005).

Bu calisma kapsaminda elde edilen sonuglar literatiirde belirtilen arastirma

raporlartyla uyumludur.

Hicre kultlru, teknigin kapsadigi cesitlilik ve kisa siire gerektirmesi nedeniyle
medikal alanda yaygin olarak kullanilan araglardan biridir. In vitro c¢alismalar,
farmakoloji ve terapotik arastirmalar dahil olmak iizere temel yaklagim olarak kabul
edilir. Yontem c¢ogunlukla, yeni terapotik ajanlarin  tamimlanmasi  ve
gelistirilmesinde bir baslangi¢ noktast olarak kullanilir. Hali hazirda kullanilan
hiicre hatlarinda goriilen cesitlilik ve intrinsik mekanizmalar ile insan hastaliklar
arasindaki benzerlikler nedeniyle, belirli patolojilerde bilesiklerin etkisini
arastirmak i¢in uygun bir se¢im saglarlar. Yine de hiicre kiiltiirii temelli deneyler,
farmakolojik yanitin biitiiniinii terclime edemez ve biyokimyasal yollar ve genetik
cesitlilik gibi belirli 6zelliklerle sinirlidir. Hiicre kiiltiirli, dokular ve organizmalar
yerine tek bir hiicre tipine odaklanir. Bu nedenle, capraz sinyal mekanizmalari,

hormonlar, sivilar ve diger cevresel etkiler bu ¢alismalarda genellikle eksiktir.



71

Esasen, ilaglarin farmakokinetigi gibi bazi parametreler in vitro testler yoluyla
arastirilamaz ve yeni gelistirilen ilaglar ve bilesiklerin tam olarak anlasilmasi igin

hayvan deneylerinin gerekliligi aciktir.
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3.4 4.Bolum: Teranostik Polimerzom; Hedeflenmis-Akill fla¢ Tasmimm
Icin Histatin 5 ve Doksorubisin iceren Metoksi PEG-b-poli kaprolakton

Polimerinin Hazirlanmasi

Bu bolim kapsaminda hazirlanan teranostik polimerzomlarin yapilari 1H-NMR,
FTIR ve DLS kullanilarak karakterize edildi (Sekil 3.16 ve 3.17). Ote yandan, farkli
nanotastyicilarin boyutunu, dagilimini ve yiizey yiikiinii belirlemek i¢in DLS
analizi kullanildi. DOX'un enkapsiilasyonu ve fonksiyonlanmasi sonrasinda
partikiil boyutunun biiytidiigii gézlendi (Cizelge 3.4). SEM sonuglari, tipik olarak
go6zlemlenen kiresel polimerzom yapilarini gésteren DLS sonuglarini dogruladigi
goruldi (Sekil 3.18).

mPEG-PCL

2946.5,79.81
C-H stetching
PCL 2892,74.24
C-H stetching
mPEG

2864,74.6 C-H stetching
PCL

1343,60.58:

CHj stretching
MPEG

C=Ostretching
“.17225,28.35

C-Ostretching
mPEG-PCL-COOH 1107,26.78

34445 ,94.01

OH stretching 29445 ,81.09,

carboxylicacid
C -H stretching
PCL

13425 6224

1106 ,25.97

C -0 stretching

T T T T T T T J
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600

Sekil 3.16 Sentezlenen polimerzom ¢ift blokunun FTIR sonuglar1 ve aktivasyonu.
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Sekil 3.17 Polimerzom bilesenlerinin *H-NMR analizi.
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Cizelge 3.4. Doksorubisin enkapsulasyon etkinligi (EE%), mPEG-b-PCL polimerzomunun
karakterizasyonu.

Encapsulation Hst5 attachment = Size (nm) PDI Zeta-Potential

efficacy (EE%0) (%) (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 -325+57
mMPEG-b-PCL/DOX | 37.82+3.78 - 145.6 + 14.83 0.386 -37.2+3.49
mPEG-b- 69.18 +1.62 79.32 +4.05 154.8 +15.13 0.312 -30.9+7.62
PCL/DOX/Hst5

HY spot WD usecase mag  Odet mode 1 pum———| % 1 |HY spot | WD usecase |mag  O|det | mode
7.50kV 9.0 9.4 mm |Standard 100000 ETD | SE EGE MATAL M |7.50kV 9.0 |9.5mm |Standard (100000 ETD SE EGE MATAL

D

21 HY spot WD |usecose  mag 1pm S 1RV spot [WD  |usecase |mag O det |mode  j————1pm
AM 7.50kV 9.0 9.4 mm |Standard 100000 x |ETD SE EGE MATAL 2 7.50kV 9.0 9.5 mm Standard 100000x ETD SE EGE-MATAL

Sekil 3.18 Polimerzomlarin SEM goriintileri (100000X biiyiitme). (A) polimerzom (B)
Polimerzom/Hst5, (C) Polimerzom/DOX, (D) Polimerzom/DOX/Hst5.

flag salimiminin arastirilmas: iki farkli pH ortaminda (pH 7.4 ve pH 5.5)
gerceklestirildi. Cesitli polimerler arasindaki farklar, asidik kosullarda daha yiiksek
salim oranlarinin gozlendigi {igiincli saatten baglayarak daha belirgin hale
gelmektedir (Sekil 3.19 A). 24 saatte ilag salimimi, Hst5'in varliginda ve
yoklugunda, mPEG-b-PCL polimerzomlarinin pH 5.5't¢ pH 7.4'e kiyasla daha

yiiksek salinima sahip oldugunu gosterdi (Sekil 3.19 B). Sonuglar, ilag salinimin
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yaklagik 4 saatte maksimuma ulastigin1 gostermekte olup asidik ortamda yiiksek
salinimi indiiklendigi belirlendi (Sekik 3.19 C). Sekil 3.19 D de Hst5'in salinima

etkisi davranigini farkli pH ortamlarinda gosterildi.

A —e—mPEG-b-PCL/DOX (pH7.4) -+~ mPEG-b-PCL/DOX/Hst5 (pH7.4) C
—e—mPEG-b-PCL/DOX (pH5.5) —s— mPEG-b-PCL/IDOX/Hst5 (pH5.5)

' mPEG-b-PCL/DOX u mPEG-b-PCL/DOX/Hst5
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o «
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pH7.4 pH5.5 pH7.4 pH5.5

mPEG-b-PCL/DOX mPEG-b-PCL/DOX/Hst5

Sekil 3.19 Farkli pH larda kiimiilatif ilag salinimi. (A) Fizyolojik kosullar (pH 7.4) ve asidik kosullar
(pH 5.5) altinda 24 saat boyunca zamana bagl ilag salinimi. (B) 24 saatte ilag salimmnin
karsilagtirmali analizi. (C) Timor gevresi etrafindaki fizyolojik ve asidik gradienti taklit eden
kosullar altinda ilag salimi gbzlemi (4 saat inkiibasyon). (D) Farkli pH kosullar1 altinda Hst5'in
davranigimin sematik agiklamasi. Gruplar arasi istatistiksel anlamlilik **p<0.01 ve ***p<0.001'dir.

#p<0.05, pH 5.5'te elde edilen degerlere kiyasla.

Bos mPEG-b-PCL polimerzomlart ve Hst5-fonksiyonellestirilmis polimerzomlar
diisiik veya hig toksisite gostermedi (Sekil 3.20 A-B). Doksorubisin iki tiir davranis
gosterdi. Antikanser aktivite, 5.0-25 pg/mL doz aralig1 arasinda doza bagimli bir
sekilde gosterilirken, diger yandan daha yiiksek dozlar, artan hiicre canlilig: ile

belirlenen daha diisiik toksisite gosterdi (Sekil 3.20 C-D). DOX'un polimerzom
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icinde kapstillenmesi ile antikanser etkisinin arttig1 gézlendi (Sekil 3.20 C-D). DOX
yukli polimerzom ve Hst5 kombinasyonu, serbest DOX ile karsilastirildiginda
hlcre toksisitesini %26-41 oraninda artirdi. ICso degerleri serbest DOX,
Polimerzom/DOX ve Polimerzom/DOX/HstS i¢in sirastyla 46.13+1.01, 23.6+0.77
ve 15.74+1.45 pg/mL olarak bulundu. Son olarak, Hst5, test edilen tim dozlar igin
polimerzom tarafindan gézlemlenen etkilerini daha da attirdigr goriildii (Sekil 3.20
C-D). Floresan mikroskopisi sonuglarindan, hiicre toksisite testine benzer
gozlemler elde edildi. DOX'un kapsullenmesi ve Hst5 ile fonksiyonlanmasindan
sonra artan floresan yogunlugu goézlendi (Sekil 3.21). TUm tedavi turleri igin

floresan varliginin c¢ekirdekte odaklandig: gozlendi.

A u MPEG-b-PCL (empty) B u MPEG-b-PCL/Hst-5
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Sekil 3.20 Hst5 ile fonksiyonlanmig DOX yiiklii polimerzomlarin antikanser etkisinin analizi. (A)
Bos polimerzomun sitotoksisitesi. (B) Hst5 islevsellestirmesinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi.
(C) 5.0-25 pg/mL dozlarda serbest DOX, polimerzom/DOX ve polimerzom/DOX/Hst5'in
antikanser etkisi (D) 50 ve 500 ug/mL arasindaki {i¢ formiilasyonun 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 karsilastirmasi.
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Sekil 3.21 flag penetrasyonunun ve ilag tasmiminin belirlenmesi. (A) Floresan mikroskobu altinda

go6zlenen hicreler (B) Gozlenen floresan élgiimi. **p<0.01 ve (icretsiz DOX.

[lag tasinmasi igin tasarlanan ideal nanotasiyicilarin, hedef dokularda veya
organlarda spesifik olarak birikme kabiliyetine sahip oldugu tahmin edilmektedir.
Ayrica, igeriklerini hiicre igine iletmek igin hiicre zarini agsmalar1 gerekir (Torchilin
2008). Akiimiilasyon, tiimor g¢evresinde pasif hedefleme ve siirekli saliverme
yoluyla gerceklestirilebilir veya reseptor/ligand (veya CPP'ler) etkilesimini ve ilag
dagitimmi kullanan aktif hedefleme yoluyla gergeklesebilir (Das et al. 2020;
Torchilin 2008; Xie et al. 2020; Xu et al. 2020; Yang et al. 2020). Nanotasiyicilar,
igeriklerini akilli bir sekilde iletebilecek ve belirli kosullar altinda agilmaya imkan

saglayarak spesifik olmayan hiicre penetrasyonundan kaginacak sekilde
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olusturulmalidir. Bu, nanotastyicilarin hedef dokuda birikmesine izin veren ve bazi
0zel kosullar altinda (pH veya sicaklik) igeriklerini ileten duyarl kisimlarin dahil
edilmesiyle basarilabilir (Torchilin 2008).

Tim bu bilgilerin degerlendirilmesi ile, metoksi poli(etilen glikol)-b-
polikaprolakton (MPEG-b-PCL) ¢ift blogundan hazirlanan bir teranostik polimer
calismanin bu boliimiinde Onerildi. Polimerzoma DOX yiiklendi ve Hst5 ile
fonksiyonlandi.  Polipleks nanotasiyici, spesifik hedefleme ve hiicre
penetrasyonuna izin veren bir CPP olan polimer ve Hst5 peptidi tarafindan saglanan
pH ile aktive olan ve pH'ya duyarli yapilara sahiptir. Ek olarak, doksorubisin
kullanimi, kemoterapdtik ve floresan 6zelliklerinden dolay: ikili bir kullanima
sahiptir. Bildigimiz kadariyla, bu, Hst5'in kanser tedavisi i¢in polimerzoma bagl
hiicreye niifuz eden bir peptit olarak kullanilmasina iligkin ilk rapordur. Aslinda,
polimerzom yapisinin tek basina veya Hst5'in varliginda pH'a duyarli bir 6zellige
sahip oldugu gosterilmistir. Fizyolojik kosullarda (pH 7.4), polimerzomlar, 24 saat
sonra salinan %25 ilagla iceriklerini muhafaza edebildiler. Asidik kosullarda (pH
5.5) salinimin daha hizl arttig1 goézlendi. Daha onceki bir ¢alismada, poli(etilen
oksit)-b-poli(kaprolakton) (mPEG-b-PCL) ¢ift bloklu polimerlere dayali ilag
dagitim1 i¢in pH'a duyarl bir polimer yapist dnerilmisti. Hazirlanan yapinin, yukli
ilag etkisini arttirabildigi ve igerigini asidik kosullar altinda serbest biraktigi
gozlenmistir (Ghorbanizamani et al. 2020). Bununla birlikte asidik kosullar altinda
reaksiyona baglamak i¢in aktivasyon gecikmesinde (birka¢ saat) bu yapilarin
dezavantajidir (Park et al. 2019). Bu zorluklar, farkli uyaricilar ile hedefleme icin
kullanilabilecek daha spesifik yapilara olan ihtiyact vurgulamaktadir.
Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler) ve CPP'ler gibi peptitler, timdorlerin pH
ortamin1 hedeflemek igin ilgi ¢ekici segeneklerdir. Penetrasyon yetenekleri ve
zardan ge¢meleriyle bilinirler. Kanser tedavisi i¢in nano tasiyicilarla birlestirilmis

tedaviler veya vektorler olarak kullanilmiglardir (Alves et al. 2015; Ng et al. 2016).

Hst5'in farkli ortamlardaki davranisi, ilag dagitiminda uygulanmasi ¢ok ilging bir
kavramdir. Hst5, fizyolojik kosullar altinda rastgele bir yapidadir ve genellikle

tiimor ortaminda bulunan asidik kosullarda aktif bir a-sarmal formuna doniisiir
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(Moulahoum et al. 2020; Seo et al. 2012). Bu nedenle polimerzomun Hst5 ile
fonksiyonlanmasi ile polimerzomun pH-duyarliliginin arttirilarak, spesifik ilag
dagitimmna yonelik bir tasarim gergeklestirildi. Verilerimiz, Hst5 ilavesiyle
kapsullemeden sonra DOX'un anti-kanser aktivitesinde dnemli bir artis oldugunu
ortaya koydu. Kapsiilleme ve fonksiyonlamadan sonra daha diisiik ICso degerlerinin
elde edilmesi de tedaviye hiicre duyarliliginda bir artis ile yansimistir Hiicre kiiltiiri
arastirmalarimizin ikinci kismi, hiicrelerde dirence neden olabilecek yiiksek doz
tedavilerin kullanimmin degerledirilmesine yonelik olarak gergeklestirildi.
Kemoterapide en ¢ok kullanilan antikanser ilaglarindan biri olan doksorubisin,
coklu ila¢ direncinin (MDR) ortaya ¢ikmasi, sagliklt dokulara zarar vermesi ve
diger kritik organlara toksisitesi gibi bir¢ok dezavantaja sahiptir (Chao et al. 2017).
Yiiksek doz kemoterapinin ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasini 6nledigine dair bir
inang vardir. Ancak, bu yaklasimi kanitlamak i¢in yeterli bilimsel veri yoktur.
Aksine, artan ila¢ miktarlar ile diren¢ olusumu arasinda tek yonlii bir baglanti
oldugu savunulmaktadir (Day and Read 2016). Elde edilen veriler, yliksek dozda
serbest DOX'un daha az etkili hale geldigi dnceki ifadeyle tutarlidir. DOX'un Hst5
fonksiyonlanmasi ile kapsiillenmesi, DOX ve diger kemoterapotik ajanlarda
goriilen dezavantajlarin iistesinden gelebilecek daha verimli bir etki gosterdigi

gozlemlendi.

Hiicrelerde DOX birikimi, floresan mikroskobu kullanilarak arastirildi. DOX'un
hiicre i¢1 varlhigi, kapsiilleme ve Hst5 fonksiyonlanmasindan sonra artmakadir.
DOX'un varligr esas olarak ¢ekirdek bolgesinde goriildii. Bu, inkiibasyonun
uzunluguna ve muhtemelen hiicrelerde endositoz ve c¢ekirdegin ¢evresine iletilen

endozomlara yonlendirilmesine baglanabilir (Chao et al. 2017).
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Bu tez calismasinda, cesitli fonksiyonlara sahip dogal peptitlerin kullanimi1 yoluyla
yaslanmaya bagli hastaliklarin tedavisinde teranostik uygulamalar i¢in nanotasiyici
platform gelistirilmesi temel olarak amaglanmistir. Calisma 4 boliimden olugmakta
olup yaslanma ile ilgili protein modifikasyonlariin 6nlenmesi/tedavisi i¢in uygun
peptitlerin segilmesi ilk olarak gergeklestirildi. Ek olarak, metallerin peptit
aktiviteleri tizerindeki etkisi arastirildi. Baslangigta, ¢inko varliginin antiglikatif
yetenegi tizerindeki etkisini aragtirmak i¢in bir dipeptid olan karnosin segildi. Bir
sonraki adimda, karnosinin lipit bazli nano tasiyicilar “Niozomlar” iginde
enkapsiilasyonu ile etkinin uzun siireli salinimin ile gergeklestigi gosterildi. Daha
sonra, niozomlar ve polimerzomlar dahil olmak iizere iki tiir nanotasiyici
karsilagtirmali olarak protein glikoksidasyon iizerine etkileri arastirildi. Burada,
antiglikasyon ve antikanser etkilerine ek olarak, polimerik bazli bir
nanoformiilasyonun terapotik yaklasimin daha iyi kontrollini ve stabilitesini
sagladigin1 gosterildi. Son adimda ise, dnceki deneylerden elde edilen verilerin ve
deneyimlerin kullanilmasi ile doksorubisin (floresan kapasiteli antikanser ajan) ile
yiikli bir polimer kullanilarak teranostik bir platform formdile edildi.
Polimerzomlarin yiizeyi, histatin-5 adi verilen bir CPP'nin eklenmesiyle
biyofonksiyonellestirildi. Aslinda, sonuglar, bdyle bir teranostik yaklasimin
kullanilmasimin, serbest molekiiller veya biyokonjuge olmayan polimerzomlara
kiyasla daha iyi ilag iletimi sagladigini gosterdi. Bu formilasyon, kanserin tanisi ve
tedavisi icin CPP'leri nano tastyicilarla birlestiren tiiriiniin ilk 6rnegidir. Gelecekte,
yapty1 daha da gelistirmek ve peptidlerin uyaricilara yanit verebilirligini daha
ayrintil aragtirilmasina temel olacak bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Kullanilan
peptitlerin metal baglama kapasiteleri olmasina ragmen, mevcut tez bu 6zelligi
yeterince arastirmamistir ve metallerin  Onerilen nanotasiyicinin teranostik
kapasiteleri tizerindeki etkisini incelemek biiyiik bir etkiye sahip olacaktir. Son
olarak, bu ¢alismanin potansiyelini daha fazla vurgulamak i¢in hayvan deneylerine

biiyiik ihtiyag¢ vardir.
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Poster: 5th International Gastrointestinal Cancer Conference, Grand Hyatt Hotel
4-6 December 2015, Istanbul - Turkey.
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» Djerdjouri B., Moulahoum H., Boumaza BMA., Ferrat M., and Bounaama A.
(English language) "As203 promotes 1,2-dimethylhydrazine-induced

oxidative stress, metallothioneins and aberrant crypt foci in mice ™.

Kasim 2015

Poster: MolBiyoKon 2015 — 4th International Congress of the Molecular Biology
Association of Turkey, METU University. 27-29 November 2015, Ankara -
Turkey.

e Bounaama A., Shabnam E., Muserref SC., Moulahoum H., Banerjee S. and
Djerdjouri B. (English language) "Ethanolic Extract of Bark From Salix
Aegyptiaca Attenuates Inflammation and Oxidative Stress, and 1,2-

Dimethylhydrazine Induced Aberrant Crypt Foci in Mice ".

e Moulahoum H., Boumaza BMA., Shabnam E., Muserref SC., Banerjee S.,
and Djerdjouri B. (English language) "Arsenic trioxide exerts anti-
inflammatory and antioxidant effect in vivo and alters HCT116 cells viability

and proliferation by inducing apoptosis in vitro".

Aralik 2014

Poster: XXVI eémes Journées Nationales d’Hépato-Gastroentérologie et
d’Endoscopie Digestive. Société Algérienne d’Hépato-Gastroentérologie et
d’Endoscopie Digestive (SAHGEED), Hilton Hotel 12-14 December 2014, Algiers
- Algeria.

« Moulahoum H., Boumaza BMA., Ferrat M., Djerdjouri B. (French language)
"Intérét thérapeutique des €léments en traces dans la prévention d’une

inflammation colique chez la souris".

« Ferrat M., Moulahoum H., Boumaza BMA., Djerdjouri B. (English language)
"Lithium carbonate reduce inflammation and oxidative stress in an

experimental-model of Crohn’s disease".
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Kasim 2014

Poster: 1st International Congress of Bio-toxicology and Bio-Activity, Oran
(Algeria), November 26-27, 2014 Phoenix Hotel.

* Moulahoum H., Boumaza BMA., Ferrat M., Djerdjouri B. (English language)
"Protective effect of low dose arsenic treatment on acetic acid-acute colitis in

mice".

Nisan 2014

Poster: 40th anniversary of University of Science and Technology Houari
Boumediene (USTHB), Faculty of biological sciences, April 2014, Algiers -
Algeria.

» Moulahoum H., Boumaza BMA., Djerdjouri B. (English language)

"Protective effect of metalloid low dose on acetic acid-acute colitis in mice".

« Boudiaf MA., Moulahoum H., Djerdjouri B. (English language)
"Pharmacological modulation of an adverse effect of chemotherapy for colon

cancer by a natural antioxidant catechin™.

* Boumaza BMA., Moulahoum H. Djerdjouri B. (English language) "Arsenic
trioxide improves oxidative stress in chemically-induced acute colitis in

mice"

Temmuz 2011 ve 2012

Summer University of Scientific and Technologic Research. Algerian Competences
Association (ACA) and the General Directorate for Scientific Research and
Technological Development (DG-RSDT):

» University of Abbes Laghrour of Khenchela. July 07 to12, 2012. Khenchela -
Algeria.
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« University of Aboubekr Belkaid of Tlemcen. July 09 to14, 2011. Tlemcen -
Algeria.

Nisan 2011

Poster: 37th anniversary of University of Science and Technology Houari
Boumediene (USTHB), April 2011, Algiers - Algeria.

« Moulahoum H., Boumaza BMA., Abbadi MC., Raache R. (French language)
"Human immunoglobulin purification and production of immune serum for

diagnosis use".

Haziran 2010

Poster: 1st Maghrebin Congress of Immunology; 5th National days of

Immunology. Algerian Society of immunology. June 5-6, 2010, Algiers - Algeria.

« Boumaza BMA., Moulahoum H. Raache R., Abbadi MC. (French language)

"Human immunoglobulin purification and production of immune serum".



