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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima
agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya
da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim
haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayimnlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik
Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karar ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigime
agilmas1 mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

Hamide Sena OZBAY

1% isanstistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lligkin
Yénerge”
(1) Madde 6. 1. Lisanstistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii (izerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
ybntemlerle korunmamig ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz
kazang imkani olugturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin 6nerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goériisii lizerine enstitii veya fakliilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti
ayl| asmamak lizere tezin erigime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve glivenlik, saglik vb.
konulara iligkin lisansdstii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluglarla yapilan isbirligi protokolii ¢cergevesinde hazirlanan lisansustii tezlere iliskin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulugun o6nerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisii iizerine iiniversite yénetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekégretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karan verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik
kurallan gergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldiriimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine
yliklenir

* Tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérisii lizerine enstitii veya

fakiilte yénetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN
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kaynak gosterilen durumlar diginda 6zgiin  oldugunu, Prof. Dr. Samiye
YABANOGLU-CIFTCI damismanhginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Ynergesine gore yazildigii beyan

ederim.
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OZET

OZBAY, HS. KoenzimQwo Nefropatisinde KoenzimQio Icerikli
Nanoterapétiklerin Tedavi Etkinliginin Arastirilmas1 ve In Vitro Modelde
Mitokondriyal Fonksiyonlarinin Karsilastirilmasi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Programm Doktora Tezi, Ankara, 2022.
KoenzimQ1o0 (CoQ10) biyosentezinde rol alan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanan
CoQ1o eksikligi basta bobrekler olmak tlizere bir¢ok sistemi etkilemektedir. Bunlardan
COQ8B mutasyonlar1, adolesan yas grubunda ortaya c¢ikan kronik bobrek
yetmezliginin 6nemli bir nedeni olarak tanimlanmistir. COQ8B mutasyonu olan
hastalar proteiniiri evresinde iken teshis edilip ekzojen oral Co0Qio tedavisine
baslandiginda proteiniirinin azaldig1 ve bobrek fonksiyonlarinin korunabildigi ortaya
konmustur. Ancak CoQ1o, yliksek molekiil agirligi ve lipofilik 6zelligi nedeniyle
biyoyararlanimi diisiik ve doku dagilimi1 yiiksek bir molekiildiir. Co0Qio’un
mitokondrideki lokal konsantrasyonunun artirilmasi daha etkin bir tedavi saglama ve
bu hastalarda bobrek yetmezligini tamamen 6nleyebilme potansiyeline sahiptir. Bu tez
kapsaminda, C0Qio eksikligine neden olan mutasyonlara ikincil gelisen Co0Q1o
nefropatisinin Oonlenmesi/iyilestirilmesi i¢cin mitokondrilere hedeflendirilmis CoQ1o
icerikli poli (laktid-ko-glikolik asit)-blok-poli (etilen glikol)-(5-karboksipentil) trifenil
fosfonyum bromiir nanopartikiiller (CoQ1o-TPP-NP) gelistirilmistir. Gelistirilen bu
NP’ler boyut, yiizey yiikii, partikiil dagilimi, ilag enkapsiilasyon etkinligi ve
morfolojik 6zellikleri bakimindan karakterize edilmistir. CoQ10-TPP-NP’ler yaklasik
150 nm boyut ve +20 mV yiizey yiikii ile aktif hedeflendirme i¢in uygun 6zelliklere
sahiptir. Bu NP’lerin ilag yiikleme etkinligi yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) yontemi ile belirlenmis ve yaklasik %40 oraninda CoQio enkapsiilasyon
etkinligine sahip oldugu bulunmustur. /n vitro ortamda insan bébrek proksimal tiibiil
epitel hiicre hattina (HK-2) uygulanan bu NP’lerin (NP11) hiicreler iizerinde toksik
etkisinin olmadigr XTT deneyi ile gosterilmistir. HK-2 hiicrelerinde siRNA araciligi
ile COQ8B geni susturularak (COQ8B” hiicre hatlar1) in vitro hastalik modeli
olusturulmus, bunun i¢in farkli doz ve siirelerde siRNA uygulamasi yapilmistir.
Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyon (PCR) deneyleri ile en etkili gen
inhibisyonu 100 nM siRNA ile 48 saat siirenin sonunda elde edilmis ve Western Blot
analizleri ile bu sonu¢ dogrulanmistir. Formiile edilen NP’lerin COQ8B™" hiicreleri
tizerindeki etkinligi metabolomik analizler yapilarak mitokondri fonksiyonlar
tizerinden degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara goére, siRNA uygulanan hiicre
grubuna uygulanan CoQio-TPP-NP’nin trikarboksilik asit (TCA) dongiisii hizini
artirmada serbest CoQ1o’a kiyasla daha etkili oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: KoenzimQio, COQ8B, polimerik nanopartikiil, mitokondri, aktif
hedefleme, metabolomiks

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir
(Proje Numarasi: TSA 2018-16993).
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ABSTRACT

OZBAY, HS. Investigation of the Treatment Efficacy of CoenzymeQio
Loaded Nanotherapeutics in CoenzymeQio Nephropathy and Comparison of
Mitochondrial Functions in In Vitro Model. Hacettepe University Institute of
Health Sciences, Ph.D. Thesis in Biochemistry, Ankara, 2022. CoQ1o deficiency
caused by genetic mutations affects many organs, especially the kidneys. Among these
genetic mutations, COQ8B mutations have been identified as an important cause of
chronic renal failure in the adolescent age group. Oral CoQ10 supplementation at the
early stage of failure can reduce proteinuria and stabilize kidney function. However,
CoQ1o is amolecule with low bioavailability and high tissue distribution due to its high
molecular weight and lipophilic characteristics. More effective treatment can be
provided by increasing the local CoQ1o concentration in the mitochondria, and renal
failure can be prevented entirely in these patients. In this study, mitochondria-targeted
CoQ1o0 loaded PLGA-b-PEG-TPP nanoparticles (CoQio-TPP-NPs) have been
formulated to prevent/cure CoQ1o nephropathy secondary to mutations causing CoQ1o
deficiency. These nanoparticles were characterized by determining surface charge,
particle distribution, drug entrapment efficiency and morphological properties. CoQ1o-
TPP-NPs were found to have a size of approximately 150 nm and a zeta potential of
+20 mV. The entrapment efficiency of the nanoparticles was determined as 40% by
the HPLC method. Cytotoxicity studies with the XTT assay have shown no effect on
the viability of the human kidney proximal tubule epithelial cells (HK-2) exposed to
CoQ10-TPP-NPs. An in vitro disease model was developed in HK-2 cells by silencing
the COQ8B gene (COQ8B™ cell lines) with different doses of siRNA for 48 and 72
hours. According to the results of real-time polymerase chain reaction (rt-PCR)
experiments, the most effective gene inhibition was obtained by 100 nM siRNA after
48 hours. This result was confirmed by Western Blot analysis. The efficacy of the
formulated nanoparticles on COQ8B” cells was evaluated through mitochondrial
functions by metabolomic analyzes. The findings have shown that the treatment of
COQ8B™ cells with CoQ10-TPP-NPs is more effective in increasing the TCA cycle
rate compared to free COQ1o.

Keywords: CoQi, COQ8B, polymeric nanoparticle, targeting mitochondria,
metabolomics

This thesis was supported by Hacettepe Scientific Research Project Coordination
Unit (Project number: TSA 2018-16993)
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1. GIRIS

Steroide direngli nefrotik sendrom (SRNS) c¢ocukluk yas grubunun en sik
goriilen glomeriiler hastaliklarindan birisi olup son donem bdobrek yetmezliginin de
ikinci nedenidir. Steroide direng bir klinik gézlem olup bu duruma yol agan ¢ok sayida
kalitsal neden vardir. Bu nedenlerden birisi de endojen koenzimQio (CoQ1o) sentez
defektine neden olan genetik bozukluklardir. Elektron transportu i¢in kritik 6neme
sahip bu molekiiliin eksikligi disaridan verilmek suretiyle giderilebilir ve bdylelikle
kalitsal bir bobrek hastaligi olan “CoQ1o nefropatisinde” tedavi edici olabilir (1).

CoQuo oOzellikle mitokondride yogun olmak iizere hiicre membranlarinda
bulunan lipofilik bir molekiildiir. Mitokondriyal solunum zincirinde CoQio,
elektronlarin kompleks I ve II'den kompleks IIl'e ve elektron transfer-flavoprotein
dehidrogenaz'dan kompleks III'e tasinmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Primer CoQ1o
eksikligi klinik ve genetik agidan heterojen bir bozukluktur. Bugiin itibariyle insanda
endojen CoQio biyosentezine katilan 16 gen oldugu bilinmektedir. Co0Qio
biyosentezinde rol alan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanan endojen CoQio
eksikligi basta bobrekler olmak iizere birgok sistemi etkilemektedir. Bunlardan
COQ8B mutasyonlar1 adolesan yas grubunda ortaya ¢ikan kronik bobrek
yetmezliginin 6nemli bir nedeni olarak tanimlanmistir. Bu hastalarda ¢ocukluk yas
grubunda sinsi seyirli proteiniiri, addlesan yasa ulasinca bdbrek yetmezligi
gelismesine neden olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada ilk kez, COQ8B mutasyonu olan
ailelerin asemptomatik aile bireylerinde mutasyon taramasi ile daha proteiniiri
evresinde iken teshis edilip ekzojen oral CoQio tedavisine baslanan hastalarda
proteiniirinin bu tedavi ile azaldigi ve bobrek fonksiyonlarinin korunabildigi ortaya
konmustur (2). Ancak oral yolla alinan ekzojen CoQ10’un biyoyararlanimi diisiik olup
ne kadarinin etki yeri olan mitokondriye ulastigi belli degildir. CoQio’un
mitokondrideki lokal konsantrasyonunun arttiritlmasi daha etkin bir tedavi saglama ve
belki de bu hastalarda bdbrek yetmezligini tamamen Onleyebilme potansiyeline
sahiptir. Ticari olarak piyasada mevcut olan formiilasyonlarin farmakokinetik ve

farmakodinamik 6zellikleri arasinda ¢ok biiylik farklar vardir; CoQio’un dokulara



dagilimi fazla ve biyoyararlanimi diisiiktiir. Bu nedenle daha etkin tedavi i¢in yeni
farmasotik dozaj formlarina ihtiyag duyulmaktadir.

Bu tez kapsaminda, CoQ1o eksikligine neden olan mutasyonlara ikincil gelisen
CoQ1o0 nefropatisinin énlenmesi/iyilestirilmesi i¢in CoQio’un aktif farmasotik igerik
olarak kullanildigi mitokondriye hedefli PLGA-b-PEG nanopartikiillerin (NP)
gelistirilmesi, proksimal tiibiil hiicre hattinda siRNA temelli COQ8B’iin susturulmasi
(COQ8B™ hiicre hatlarr) ile in vitro hastalik modelinin olusturulmasi, gelistirilen
NP’lerin etkinliginin olusturulan COQ8B”" hiicre hatlarinda degerlendirilmesi,
olusturulan COQ8B" hiicre hatlarinda mitokondriye hedefli CoQ10’un aktif farmasétik
icerik olarak kullanildig1 polimerik NP’ler ile tedavi edilen ve edilmeyen hiicreler ile
yabanil (wild-type) hiicrelerde Oksijen-18 (*0) isaretlemeli fluksomik analizler
yapilarak hiicre hatlar1 arasindaki mitokondri dinamikleri/fonksiyonlarinin
karsilastirilmas1  yoluyla yeni gelistirilen ilacin etkinliginin degerlendirilmesi

amaclanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Nefrotik Sendrom

Nefrotik sendrom c¢ocukluk c¢aginda yaygin olarak goriilen proteiniiri
(>1g/m?/giin), hipoalbuminemi (serum albumin <2,5 g/dL), 6dem ve hiperlipidemi ile
tanimlanan Klinik bir tablodur (3). insidans1 her 100 000 ¢ocukta 2-7 olan bu kronik
hastaligin erkeklerde goriilme ihtimali kizlara gore 1,5-2 kat daha fazladir (4).

Yasamin ilk 3 ayinda ortaya cikabilen konjenital nefrotik sendromu olan
cocuklarda genellikle podosit veya glomeriiler bazal membrani etkileyen genetik bir
mutasyon olabildigi gibi sitomegaloviriis gibi bir enfeksiyona ikincil de goriilebilir.
Hayatin ilk 3 ayindan sonra ortaya c¢ikan nefrotik sendromlarda glomertiler
bozukluklar, vaskiilitler, enfeksiyonlar, toksinler, malignite, genetik mutasyonlar altta

yatan sebepler olabildigi gibi bazilarinda da neden saptanamayabilir (5).
2.1.1. Nefrotik Sendromun Siniflandirilmasi

Klinik olarak nefrotik sendrom kortikosteroid tedavisine verilen yanita gore
steroide duyarli veya steroide direngli olarak ikiye ayrilir.

Idiyopatik nefrotik sendromlu hastalarin  %80-90’1 4 hafta igerisinde
kortikosteroid tedavisine olumlu yanit verir. Bu da bobrek fonksiyonlar1 agisindan
uzun donemde olumlu bir prognostik gostergedir. Hastalarin %20’si ise steroid
tedavisine yanit vermez, bu hastalarda genellikle diyaliz ve bobrek nakli gereksinimi
ile son donem bobrek hastaligina ilerleme goriiliir (6, 7). SRNS, 4 veya 8 hafta siireyle
60 mg/m?%giin prednizolon uygulandigi halde remisyon saglanamamasi seklinde
tanimlanir. SRNS’li hastalarda renal biyopside c¢ogunlukla fokal segmental
glomeruloskleroz (FSGS) gortiliir ve son donem bobrek yetmezligi gelisme olasiligi

yiiksektir (7, 8).
2.1.2. SRNS ve COQ8B Gen Iliskisi

SRNS yasamin ilk 20 yilinda FSGS’den sonra son donem bobrek yetmezliginin

en sik ikinci nedenidir. SRNS vakalarinin ¢ogunda glomertiler filtrasyon bariyerinde



kalitsal yapisal defektler mevcuttur. Hastalikla ilgili olarak podosit proteinlerini
kodlayan 70’ten fazla gende mutasyonlarin SRNS ile iliskisi ortaya konmustur. SRNS
ile iliskili genler aktin hiicre iskeleti diizenleyici genler (ACTN4, MHY9, MYOLE,
INF2); ve proteinler slit (yarik) diyafram proteinleri (NPHS1, NPHS2, CD2AP, ve
PLCE1); glomeriiler bazal memran ve matriks proteinleri (LAMB2, ITGAS,
COL4A3-5); mitokondriyal proteinler (COQ2, COQ6, COQ8B); ¢ekirdek proteinleri
(WT1, LMXI1B, NUP93, NUP107, NUP205, SMARCALI1) ve diger hiicre igi
proteinler (TRPC6, SCARB2, APOL1, DGKE, CUBN, GAPVD1) secklinde
siralanabilir (8).

Son yillarda COQ8B (6nceki adiyla AarF Domain Containing Kinase-4,
ADCK4) genindeki mutasyonlarin SRNS ile iligkisi gosterilmistir. Bu gen 19.
kromozomun uzun kolunda yer alir ve kodladig1 protein podositlerde, proksimal tiibiil
hiicrelerinde ve toplayict kanallarda CoQio’un endojen biyosentezinde rol
oynamaktadir.

Bes yiiz otuz dort SRNS hastasi ile yapilan bir ¢alismada hastalarin %1.9’unda
COQ8B geninde mutasyon oldugu tespit edilmis ve bu hastalarin ergenlik déneminde
SRNS olarak bulgu verdigi ve yaklasik yarisinda tani aninda ileri evre kronik bobrek
hastalig1 gelistigi gosterilmistir. WT1 ve NPHS2 mutasyonu ile iligkili glomerulopatili
hastalarla karsilastirildiginda, COQ8B mutasyonu olan hastalarin tan1 aninda yasca
daha biiyiik oldugu ve bu hastalarda kronik bobrek hastaligi goriilme sikliginin daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Bu da COQB8B ile iligkili nefropatilerin daha sinsi seyirli
oldugunu ve SRNS, FSGS ve/veya sebebi bilinmeyen kronik bobrek hastaligi olan
hastalarda ayiric1 tanida diisiiniilmesi gerektigini gostermektedir (1). Ashraf ve ark.
(9)’nin yaptig1 caligmada 8 farkli aileden SRNS tanis1 konulan 15 bireyde COQ8B
geninde 11 farkli mutasyon saptanmistir. Bu calismada nefrotik sendrom fenotipini
olusturmak amaciyla zebra baliginda COQ8B ortolog geni susturulmus ve nefrotik
sendroma 0zgii bulgular olan proteiniiri, 6dem ve mikroskobik degisiklikler
goriilmiistiir. Ayrica nefrotik sendromlu hastalara benzer sekilde morfolojik olarak
podositlerin ayaks1 uzantilarmin kayboldugunu ve filtrasyon yariginin bozuldugunu
gostererek COQ8B mutasyonunun nefrotik sendrom ile iligkili oldugunu ortaya

koymuslardir.



Nefrotik sendrom veya kronik bobrek hastaligi tanisi alan 166 hasta ile yapilan
bir bagka galismada hastalar COQ8B mutasyonu agisindan taranmis ve 26 hastada bi-
allelik mutasyon saptanmistir. Bu hastalarin aile bireyleri de taramadan gegirilmis ve
8 bireyin mutasyonu homozigot olarak tasidigi, heniiz sikayeti ve klinik bulgusu
olmadigi halde asemptomatik proteiniirileri oldugu ortaya konulmustur. Bu ¢alisma ile
COQ8B mutasyonu olan nefrotik sendromlu hastalarin aile bireylerinin klinik

belirtileri olmasa dahi degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir (2).
2.2. CoQ1o

CoQuo, ilk olarak 1957 yilinda tanimlanan yaygin olarak hiicre zarlarinda
bulunan lipofilik yapida bir molekiildiir. Baglica mitokondri i¢ zarinda yerlesmis olan
CoQ1o, yaygin olarak hiicre membranlarinda bulunur. Bir benzokinon halkasi ve
uzunlugu tiirler arasinda degiskenlik gosteren poliizoprenoid kuyruk kismindan
olusmaktadir. Tirozin veya fenilalaninden tiireyen benzokinon halkasi molekiiliin
fonksiyonel grubudur; mevalonik asitten tiireyen poliizopren kuyruk kismi ise

membranda lokalize olarak molekiiliin stabilitesini saglar (10).
2.2.1. CoQ10’un Fonksiyonlari

CoQ10’un baslica fonksiyonu mitokondri i¢ zarinda yer alan elektron tagima
zincirindedir (ETZ). ETZ’de elektronlar1 kompleks 1 ve II’den kompleks III’e
aktararak elektron tasiyicist olarak gorev yapar. CoQio; ubikinon (tam okside),
semikinon (yar1 okside) ve ubikinol (rediikte) olarak 3 ayr1 redoks formunda
bulunabilir (Sekil 2.1.). Elektron transferi ile farkli redoks formlarina doniisen bu
molekiil, mitokondri matriksinden zarlar arasi alana proton pompalanmasina aracilik

ederek adenozin trifosfat (ATP) tiretimi i¢in gerekli proton gradientini saglar (11).

o o OH
e+H' e+H'
OCH, CH;y Tﬂs \' OCH, CHs \' OCH, CH,
OCH; (CH;, cH=—Cc CHy)yp —H OCH; R s OCH,3 R
0 OH OH
Okside form Yari okside form Rediikte form
(Ubikinon, Q) (Semikinon, QH-) (Ubikinol, QH,)

Sekil 2.1. CoQ10' un redoks formlar1 (11).



Bunun disinda, CoQio elektron transfer flavoprotein/elektron transfer
flavoprotein: ubikinon oksidorediiktaz (ETF/ETF:QO) sistemi araciligi ile yag asidi
oksidasyonunda da gérev yapar. ETF/ETF:QO sistemi, yag asitlerinin 3-oksidasyonu
ve aminoasit metabolizmasindaki 9 farkli mitokondriyal flavin-adenin diniikleotid
(FAD) igeren agil-KoA dehidrogenazdan solunum zincirindeki CoQio havuzuna
elektronlar1 aktaran kisa bir elektron transfer yolagidir (12). Tiim bu siiregler ile
mitokondride ubikinon ve ubikinol arasinda denge saglanmis olur.

CoQ10, pirimidin niikleotidlerinin de novo sentezinde yer alan dihidroorotat
dehidrogenaz enziminin koenzimi ve mitokondriyal eslesme bozucu proteinlerin islevi
igin gerekli bir kofaktordiir (13).

Ubikinol, hiicreleri oksidatif hasardan koruyan ve membran lipitlerinin
peroksidasyonunu engelleyerek hiicre zarlarinin stabilitesine katki saglayan giiclii bir
antioksidandir. Ayrica CoQ1o’un indirgenmis formu, plazmadaki diisiik yogunluklu
lipoproteinleri (LDL) oksidasyondan koruyarak anti-aterojenik etki gosterir (14).
Ubikinol ve semi-kinon formlari, a-tokoferol ve askorbik asit gibi antioksidan
ozellikteki bilesiklerin rediikte hallerinin rejenerasyonunu saglayarak antioksidan
olarak gorev yapar, bdylelikle CoQ1o’un bu formlar: hiicrelerin oksidan/antioksidan
dengesinin korunmasina katki saglarlar (15). CoQ1o, siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz enzimlerinin aktivitelerini artirmak suretiyle antioksidan etkisini gosterir.
Yaslanma ile beraber CoQ1o miktarinin azalmasi membran peroksidasyonuna neden
olur (16). CoQuo; endojen sentezlenen tek antioksidan olmasi, intraseliiler redoks
mekanizmalari ile rejenere olmast ve diger antioksidan ozellikteki maddelere gore
daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi gibi 6zellikleri nedeniyle a-tokoferol’den
daha giiglii bir antioksidan olarak kabul edilir (17).

CoQ10 ayn1 zamanda mitokondriyal eslesme bozucu proteinler (UCP) icin
kofaktor olarak gorev yapar. CoQio’un okside formu olan ubikinon yag asitlerinden
H* iyonunu alip UCP’ye tasiyarak yag asidi bagimli H" transportunda rol alir (18, 19).

CoQio’un gecirgenlik gegisi gozeneginin (PTP) acikligini inhibe ederek,
mitokondriyal depolarizasyonunu ve ardindan sitokrom ¢ salinimini ve apoptozun
indiiklenmesini 6nledigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (20, 21).

Hiicre kiiltiiriinde ve hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar CoQio’un anti-

inflamatuvar etkiye sahip oldugunu gostermistir (22, 23). Fan ve ark. (24) CoQuo



takviyesinin CRP, interlokin-6 (IL-6) ve timor nekroz faktor- o (TNF-a) gibi
inflamatuvar belirtegleri 6nemli dl¢lide azalttigini gostermislerdir, ancak kesin kanit
icin daha ileri ¢alismalara gerek oldugunu vurgulamislardir. Bir diger ¢alismada
metabolik sendromlu hastalarda CoQio takviyesinin inflamatuvar siireci kismen
iyilestirebilecegine dair bulgular elde edilmistir (25). CoQio’un anti-inflamatuvar
etkisinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, niikleer faktor-kB'ye
(NF-xB) bagimli gen ekspresyonunun azaltilmasi yoluyla anti-inflamatuvar etki
gosterebilecegi One siiriilmektedir. NF-kB reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile aktive
edilebilir ve daha sonra pro-inflamatuvar sitokin ifadesini (TNF-a ve IL-6 gibi) artirir.
Bir antioksidan olarak CoQ1o, serbest radikalleri bloke ederek NF-kB inhibisyonu

saglar ve dolayisiyla anti-inflamatuvar sitokin ifadesi azalir (13).
2.2.2. CoQuo Biyosentezi

Insan viicudunda sentezlenen tek lipofilik antioksidan olan Co0Qio’un
biyosentezi, tiirler arasinda yiiksek derecede korunmus en az 16 gen (COQ geni) igeren
bir yolak iizerinden gerceklesir. CoQ1o sentezi insanda tiim dokularda, mitokondriyal
matriks zarinda ve endoplazmik retikulumda bulunan bir enzim kompleksi araciligiyla
gerceklesir. Benzokinon halkasi tirozin veya fenilalaninden, izopren yan zincir ise
mevalonik asitten elde edilir. Mevalonik asit yolu ayn1 zamanda kolesterol biyosentezi
icin gerekli olan bir yolaktir. Benzokinon halkasi ve izoprenoid yan zincir COQ2 geni
tarafindan kodlanan poliprenil-4-hidroksibenzoat transferaz enzimi tarafindan
katalizlenen bir reaksiyonla birlestirilir. Son {irin olan CoQ1o’un olusumu en az 6
enzimin sorumlu oldugu (COQ3-8 tarafindan kodlanan), C-metilasyon,
dekarboksilasyon, hidroksilasyon ve O-metilasyon reaksiyonlarini kapsamaktadir.
Okaryotlarda mitokondri matriksinde gerceklesen biyosentezin son basamaklarmin

hiz kisitlayict oldugu diistiniilmektedir (10, 13, 26) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Memeli hiicresinde CoQ10 biyosentez basamaklari (27).

*Soru isaretleri heniiz tanimlanmamig enzimatik basamaklar1 gostermektedir.
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Mayalarda COQ genleri tarafindan kodlanan 12 proteinin bu siirece dahil

oldugu bilinmektedir. Tablo 2.1.” de S. Cerevisiae’da CoQ1o biyosentezi i¢in gerekli

olan genler ve bunlarin insandaki homologlart gosterilmistir (28), bununla birlikte

biyosentez mekanizmasi halen tam olarak tanimlanmamustir.

CoQ1o’un endojen

sentezi transkripsiyonel ve translasyonel diizeylerde ve sentez basamaklarindaki bazi

proteinlerin fosforilasyon/defosforilasyonu ile diizenlenmektedir (29).



Tablo 2.1. Maya ve memeli hiicrelerinde CoQ biyosentezinde rol oynayan genler.

S. Cerevisiae Homo Sapiens Fonksiyon

Enzimler

Co0I PDSS1 Pren'i'l difosfat‘ septflz ‘
PDSS2 (Poliizopren zincirin sentezi)

coQ2 CcoQ2 Preniltransferaz

(Benzokinon halkasi ve izopren
zineirin kondensasyonu)

CoQ3 COQ3 O-metiltransferaz

CoQs CcoQs C-metiltransferaz

COQ6 coQ6 Monooksijenaz

coQ7 CcoQ7 Hidroksilaz

YAH] FDXIL COQ6’ya elektron transferi

ARH]1 FDXR COQ6’ya elektron transferi

Non-enzimatik rolii olanlar

COQ4 CoQ4 Q kompleksinin stabilizasyonu

CcoQ8 ADCK3 Kinaz benzeri. Diger Coq
ADCK4 proteinlerinin fosforilasyonu?

CoQ9 coQ9 Lipit baglayan protein. COQ7’nin

kofaktorii?

COoQl11 ? Dekarboksilaz?

Saperon/Tasivici

coQl10 CcoQ104 CoQ’nun i¢ mitokondri zarinda
COQI10B dogru lokalizasyonu i¢in gerekli

CoQ Bivosentezinde Rol
ovnadigl diisiiniillen? (heniiz

kanitlanmamis)

MCP2 ADCK1 ?
? ADCKS ?
YPL109c ADCK2 ?

*Koyu yazilan genler primer CoQ eksiklikleri ile iliskilidir.

2.2.3.CoQio’un Kaynaklar,, Biyoyararlammm ve Farmakokinetik
Ozellikleri

CoQuo sigir eti, domuz eti, balik, tavuk, ispanak, brokoli, portakal, ¢ilek,
cavdar, bugday gibi bircok hayvansal ve bitkisel kaynakta bulunur. Diyetle giinliik
alinan CoQ1o miktarinin 3-5 mg olmasi yeterli olarak kabul edilir. Diyetle CoQ10 alimi

plazma CoQio diizeylerini artirirken, doku diizeylerini etkilemez. CoQio’un ince
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barsaktan absorbsiyonu yavas olmakla birlikte rediikte formu ubikinoliin absorbsiyonu
3-4 kat daha hizlidir ve lipitlerle birlikte alimi absorbsiyonu artirir. Enterositler
tarafindan emildikten sonra lenfatik dolasim araciligiyla plazmaya gecer ve LDL’ye
baglanarak diger dokulara tasmir. Farkli dokulardaki CoQio diizeyleri farklilik
gosterir. Kalp, beyin, bobrek ve kas dokulari gibi metabolizma hiz1 yiiksek olan
dokularda CoQ1o miktar1 daha fazladir (11). Ekzojen alinan CoQ10’un absorbsiyon ve
biyoyararlanimi formiilasyona bagli olarak degiskenlik gosterir. CoQio plazma
konsantrasyonu oral yolla alimi takiben 2-6 saat i¢inde pik yapar (30) ve, eliminasyon
yar1 omrii yaklasik 33 saattir (31). CoQuo, ticari olarak yag-bazli, yumusak jel veya
toz-dolu kapsiiller ve tabletler gibi cesitli formiilasyonlarda piyasada bulunmaktadir.
Son yillarda CoQio’un ¢oziiniirlik ve biyoyararlanimini iyilestirmek i¢in gesitli

formiilasyonlar gelistirilmektedir (13).
2.3. CoQuo Eksiklikleri

CoQuo eksiklikleri, dokularda veya hiicrelerde CoQio diizeylerinin azalmasi
olarak tamimlanan, oksidatif fosforilasyon ve diger mitokondriyal fonksiyonlarin
bozulmasi ile kendini gosteren nadir bir biyokimyasal bulgudur. Bu klinik tablo primer
ve sekonder CoQ1o eksiklikleri olarak ikiye ayrilir. Primer CoQ1o eksiklikleri CoQ1o
biyosentez yolaginda gorevli proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar sebebiyle
meydana gelirken, sekonder CoQio eksiklikleri direkt olarak biyosentezde gorev
almayan genlerde goriilen mutasyonlar veya fibromiyalji gibi genetik olmayan
faktorler ile iliskilidir (29, 32).

2.3.1. Primer CoQuo Eksiklikleri

Primer CoQuo eksikligi, dogumdan 70 yasina kadar goriilebilen klinik ve
genetik agidan heterojen bir bozukluktur. Hastaligin semptomlar: fatal yenidogan
multisistem bozuklugundan izole, yetiskin ¢ag1 baslangicli ensefalopati/nefropatiye
kadar degiskenlik gosterir (33). CoQ1o biyosentez yolaginda etkili olan genlerden 9
tanesinde tanimlanan mutasyonlarin primer CoQio eksikligi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. CoQuo eksikligi olan hastalarda goriilen belirtilerin ¢ogu diger
mitokondriyal hastaliklar ile ortaktir, ancak SRNS gibi bazi1 bulgular Co0Quo

eksikliginin bazi formlarina 6zgiidiir (27).
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CoQ1o biyosentez yolaginin genetik hatalar1 li¢ farkli grupta siniflandirilabilir.
Ik grup PDSS1, PDSS2, COQ2, COQ6 ve COQ8B genlerindeki mutasyonlar igerir.
Mutasyon sonucunda meydana gelen kusurlar ortak Ozelliklere sahiptir ve SRNS
olarak kendini gosteren renal glomeriiler tutulum ile iliskilidir. SRNS, CoQ1o
eksikligine 6zgilidiir, ¢linkli genellikle tiibiiler disfonksiyon ile ortaya ¢ikan diger
mitokondriyal hastaliklarda nadiren goriiliir. SRNS izole bir bulgu olabilir veya diger
norolojik/sistemik bulgularla birlikte gozlenebilir. Yenidogan baslangici olan veya
ciddi formdaki hastalarda SRNS goriilmeyebilir veya hastaliin seyri sirasinda
sonradan gelisebilir (10).

Ikinci grup COQ4, COQ7 ve COQ9 genlerinden olusur. Bu genlerde mutasyon
olan hastalarda SRNS goriilmez fakat esas klinik bulgu ensefalomiyopatidir. Diger
bulgular hipertrofik kardiyomiyopati, laktik asidoz ve renal tiibiilopatidir (34, 35).

Son grup sadece COQ8A (ADCK3) mutasyonlarindan olusur ve temel klinik
bulgu serebellar ataksidir. Bu hastalarda diger dokularda da CoQ1o eksikligi olmasina
ragmen sadece santral sinir sistemi (SSS) tutulumuna ait bulgularin (nébet, distoni,
biligsel bozukluklar vb.) olmasi ilgingtir (36, 37).

Bu smiflandirmanin bazi kisitlamalar1 vardir. Bir¢cok gen i¢in bildirilen hasta
sayis1 azdir, COQ7 mutasyonunda oldugu gibi bazilarinda sadece tek bir aile
bildirilmistir, bu nedenle fenotipik spektrum sanildigindan daha genistir. Bir diger
nokta, cesitli gen defektleri arasindaki fenotipik farkliliklarin net bir sekilde
aciklanamamis olmasi ve iic grubun her birini karakterize eden belirgin ortak bir
biyolojik mekanizmanin bulunmamasidir. Her bir genin dokuya 6zgii ifadesi (COQ8A
ve COQ8B gibi) klinik tablodaki farkliliklart tam olarak agiklayamamaktadir. Bazi
genlerin CoQ1o biyosentezi disinda mitokondriyal homeostaz ile ilgili rolleri klinik
heterojeniteyi kismen agiklayabilir (36). Bununla birlikte bircok vakada, altta yatan
genetik anormallikler belirsiz kalmistir; bu da baska genlerin patogenezde rol aldigini
gostermektedir (37).

CoQuo eksikligi, genellikle herhangi bir tedaviye yanitsiz olduguna inanilan
mitokondriyal sitopatiler arasinda istisnadir. Bu nedenle, erken tan1 ve erken CoQ1o

replasmani, kalic1 organ hasarini 6nlemek i¢in ¢ok 6nemlidir (1, 2, 27, 38).
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2.3.2. Sekonder CoQuo Eksiklikleri

CoQuo eksikligi, bagka hastaliklara eslik eden ikincil bir durum olarak da
gorilebilir. CoQ1o biyosentezi ile ilgisi olmayan genlerde mutasyon tasiyan ancak kas
veya deri fibroblastlarinda CoQ1o eksikligini gdsteren hastalar vardir.

Sekonder CoQ1o eksikligi ile iliskisi tartismali olan diger bir durum ise statin
grubu ilaglarin kullanimina bagli gelisen miyopatidir. Statinler, hidroksi-metilglutaril
koenzim A (HMG-Ko0A) rediiktaz enzimini inhibe ederck sadece kolesteroliin
biyosentezine degil, ayn1 zamanda CoQi¢'a da miidahale eder (39, 40). Bununla
birlikte, statin kullanimina bagli miyopati goriilen hastalarda kasta CoQio eksikligi
gelistigine dair kesin bir kanit yoktur ve CoQuo takviyesinin kullanimini desteklemek

icin yeterli veri bulunmamaktadir (33).
2.4, COQ8B Geni ile CoQuo iliskisi
2.4.1. COQ8B Gen Mutasyonu ve CoQ1o Eksikligi

COQ8B geninin, CoQ1o biyosentezinde rol alan COQ6 ve COQ?7 proteinleri ile
etkilesimde oldugu gosterilmistir. COQ8B mutasyonu olan bireylerde CoQio
seviyelerinin azalmis olmasi bu genin CoQ1o biyosentezinde rolii oldugunu gosteren
bir bulgudur. Ashraf ve ark. (9)’nin yaptig1 bir calismada COQ8B mutasyonuna bagli
patolojik degisimlerin CoQ1o takviyesi ile diizelebilecegi ileri siiriilmiistiir. Nefrotik
sendrom veya kronik bobrek hastaligi tanisi alan 166 hastanin COQ8B mutasyonu
bakimindan tarandig1 bir ¢alismada, mutasyon saptanan hastalara CoQio uygulamasi
yapildiginda proteiniirinin  azaldigi ve bobrek fonksiyonlarmin  korundugu

gozlemlenmistir (2, 38).
2.4.2. Ekzojen CoQao Takviyesinin Etkisi

Bir¢ok mitokondriyal solunum zinciri bozukluklarinin aksine CoQ1o eksikligi
olan hastalar oral CoQio takviyesine yanit verir. Renal, SSS ve kas semptomlari
tedaviye olumlu yanit vermekle birlikte, renal hasar veya SSS hasarmin ciddi
boyutlara ulastigi durumlarda CoQqo takviyesi etkisiz kalabilir (41). CoQuo eksiklikleri

haricinde birgok ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastalik ile diyabet ve kanserde
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oksidatif hasar meydana geldigi icin, ekzojen CoQio takviyesi bu hastaliklarda da
antioksidan tedavi olarak uygulanabilir (42).

Son yillarda mitokondriyal hastaligi olan yetiskin insanlarin yiiksek doz
(>1200 mg/glin) oral CoQio veya ubikinol takviyesi kullanmasi Onerilmektedir.
Cocuklar i¢in bu miktar 5-10 mg/kg/giin’diir. 10 mg/kg’lik bir doz kullaniminin
ardindan 3-4 hafta igerisinde kan plazmasinda CoQ1o diizeyi 10 pg/mL civarinda artig
gosterir. Primer CoQ1o eksikligi olan hastalar yiiksek doz CoQ1o takviyesine iyi cevap
verebilir, ayrica sekonder CoQ1o eksikligi olan bazi hastalarda CoQ10 takviyesi sonucu
semptomlarin hafifledigi bildirilmistir (11).

Oral CoQ1o takviyesinin bilinen ciddi bir yan etkisi bildirilmemistir, bu nedenle
giivenli kabul edilir. Bununla birlikte bulant1 gibi baz1 hafif yan etkiler rapor edilmistir
(12).

Atmaca ve ark. (2) tarafindan yapilan bir ¢alismada, COQ8B mutasyonu olan
adolesanlarda CoQ1o takviyesinin etkisi incelenmistir. Bu ¢calismada, 11 farkli aileden
toplam 28 hastadan olusan ¢alisma grubunda hastalarin tiimiinde albuminiiri oldugu,
18 hastada kronik bobrek hastaligi (6’s1 son donem bobrek yetmezligi) saptandigi
rapor edilmistir. CoQ10 uygulamasinin ardindan tahmini glomeriiler filtrasyon hizi
(eGFH) igin median deger korunurken, proteiniiri 6nemli dlglide azalmistir. Azalan
proteiniiri 1 hastada gebelik sebebiyle CoQio uygulamasmin kesildigi durumda
artmistir. Kullandigr CoQio formiilasyonunu degistiren bir hastada da proteiniiri
artarken GFH azalmistir. Ayrica, in vitro kosullarda gergeklestirilen bir ¢alismada da
COQ8B™ podositlerde azalmis migrasyonun CoQio takviyesi ile diizeldigi
gosterilmistir (9). Bu durum mitokondriyal disfonksiyonun veya ROS olusumunun
aktin hiicre iskeletinde yaptig1 degisikliklerle ilgilidir (2).

COQ2 mutasyonuna bagli CoQio eksikligi tanis1 konulan 2 hasta iizerinde
yapilan bir ¢alismada CoQ1o takviyesinin uzun siireli etkileri incelenmistir. SRNS ve
ensefalomiyopati gelisen hastalarin birine CoQ1o uygulanmasi sonucunda, norolojik
tablo iyilesirken bobrek fonksiyonlarinda herhangi bir degisiklik gdézlenmemistir.
Semptomlar gelismeden tani alan ikinci hastada ise teshisten hemen sonra nefrotik
sendrom ve buna bagl yaygin 6dem geligmistir. Renal biyopsi sonucu FSGS oldugu
gosterilen bu hastaya diiiretikler ile semptomatik tedaviye ek olarak CoQ1o takviyesine

baslanmistir. Hastanin uzun siireli takibi sonucunda renal fonksiyonlarin iyilestigi ve
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proteiniirinin azaldigr goézlemlenmistir, ayrica ndrolojik muayenesi normal olarak
rapor edilmistir (43). Erken donemde CoQ1o takviyesi, renal semptomlarin iyilesmesi
ve norolojik hasarin 6nlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir (41).

COQ8B mutasyonundan kaynaklanan nefropatili iki hasta ile yapilan bir
calismada, her iki hastaya giinlik 15-30 mg/kg dozunda CoQio verilmistir.
Hastalardan ilki proteiniiri ve mental gerilik saptanan 9 aylik bebek, ikincisi ise FSGS
patolojisi gosteren, steroid ve immiinbaskilayici tedaviye yanit vermeyen 11 yasindaki
bir cocuktur. 12 aylik takip sonucunda ilk hastada proteiniiri azalmis, serum kreatinin
ve kan iire azot diizeyleri normal seviyede kalmistir. fkinci hastada ise protiniiri devam
etmis, serum kreatinin ve kan iire azot diizeyleri artis gostermistir. Kronik bobrek
yetmezligi teshisi konulan bu iki hasta 12 ay siireyle takip edildikten sonra ilk hastada
GFH normal seyrederken ikinci hasta evre 2 kronik bobrek yetmezligine ilerlemistir.
Bu bulgular 1s183inda hastaligin erken teshis edilmesinin ve tedaviye erken
baslanmasinin, hastalarin CoQio takviyesinden yarar saglayabilmesi icin gerekli
oldugu gozlenmistir (1, 2, 38, 44).

Deneysel bir model olan tip 2 diyabet modelinde (db/db fareleri) CoQ1o
albuminiiri ve mitokondriyal degisiklikleri iyilestirmistir (45, 46). Ek olarak, COQ8B
mutasyonu olan bir hastanin CoQ1o takviyesi ile elde ettigi olumlu tedavi sonuglari da
rapor edilmistir (6). Yiiksek doz oral CoQio takviyesi ensefalopatinin ilerlemesini
durdurabilir (46) ayn1 zamanda da COQ2 (42), COQ6 (47) ve COQ8B (9) mutasyonu
olan hastalarin renal bulgularinin ilerlemesini yavaglatabilir veya tamamen
durdurabilir. COQ4 mutasyonu olan bir hastanin kas bulgular1 CoQ1o takviyesinden
sonra onemli derecede iyilesmistir (48) ve tedavinin kesilmesi ile semptomlar
alevlenmistir. PDSS2 mutasyonlu farelerden elde edilen veriler CoQ1o takviyesinin
olumlu etkisini desteklemektedir (49). Bunun aksine, idebenon gibi antioksidan
ozellikli ancak mitokondriyal solunuma etkisi olmayan kinon analoglari tedavide etkili
degildir (50, 51). CoQ1o takviyesi ile hastaligin ilerlemesini durdurmak miimkiin olsa
da bobrekler ve SSS’de olusan hasarlar geri doniisiimsiiz oldugundan tedaviye
miimkiin oldugunca erken baslanmasi gerekmektedir (1, 2, 38, 43).

Endojen sentezin yeniden aktive edilmesi umut verici bir tedavi stratejisidir,
¢linkii endojen olarak iiretilen CoQio ilgili hiicre kompartmanlarina yeterli

konsantrasyonda ulasirken ekzojen destekle alinan CoQio’un Kimyasal o6zellikleri
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nedeniyle biyoyararlanimi diisiiktiir ve yaygin doku dagilimi gosterir, dolayisiyla
terapotik dozda mitokondriye ulagsmasi miimkiin olmamaktadir (33). Ticari olarak
piyasada bulunan CoQqo icerikli formiilasyonlar etkinlik ve biyoyararlanim agisindan
esdeger degildir. Bunlara ek olarak terapotik amagla CoQio kullanimindaki temel
hedef CoQio’un plazma diizeyinin belirli aralikta tutulmasi gerekliligi degil
mitokondriye ulagan konsantrasyonunun etkin olmasidir. Mitokondrilere ulagan
miktar arttik¢a etkinlik de artmaktadir. Ancak mitokondrilerdeki miktar1 6l¢mek kolay
degildir. Bu nedenle CoQio’un spesifik olarak mitokondrilere hedeflenip doku
dagilimini azaltip, mitokondrilere ulasan CoQio miktarini artirmak en etkili yoldur.
Biitlin bunlar g6z Oniine alindiginda mitokondrilere aktif olarak hedeflenmis

yaklagimlar tedavide kilit rol oynama potansiyeline sahiptir.
2.5. CoQuo Yiiklii ila¢ Tasiyic: Sistemler

Farkl1 biyoyararlanima sahip yumusak-jel kapsiil, toz dolu kapsiil, oral sprey
veya tablet gibi farmasotik dozaj formlarinda konvansiyonel CoQ1o formiilasyonlari
ticari olarak piyasada mevcuttur. Yiiksek molekiil agirligi (863 kDa) ve sudaki zayif
¢oziinlirliigli nedeni ile CoQi1o’un oral uygulama sonrasi gastrointestinal sistemden
absorbsiyonu zayiftir. Ilacin biyoyararlanimi artirmak amaciyla son yillarda CoQ1o
tastyict yeni sistemler gelistirilmektedir. Gelistirilen yeni sistemler ayrica CoQio’u
dogrudan belirli organellere hedeflemeyi amaglamaktadir. Literatiirde yer alan CoQ10

iceren terapotik sistemler Sekil 2.3.’te sematize edilmistir.

Nanokristaller Dispersiyonlar

J e <11 .
Nanokapsilller Nanopartikiiller

Nanoemiilsiyonlar

Sekil 2.3. CoQqo igeren tastyict sistemler (52).
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2.5.1. Lipozomlar

Lipozomlar nano- veya mikro- boyutlarda olabilen, iki veya daha ¢ok tabakali,
lipid tlirevi biyobozunur nanomateryallerdir. Lipid ¢ift tabaka ile ¢evrili bir ¢ekirdege
sahip olan kiiresel lipozomlar hidrofilik ve hidrofobik ilagclarin enkapsiilasyonu
amaciyla kullanilabilir. Lipozomlar amfifilik yapilart sayesinde hiicre zari ile
birleserek tasidiklari molekiilii rahatlikla sitoplazma igerisine salabilirler (53). Uygun
hedefleme ajanlarinin lipozom yiizeyine konjugasyonu ile ilag hedeflendirmesi
yapilabilir (54). Hazirlama yontemine gore, CoQuo igerikli lipozomlarin boyutlar1 40
nm ile 200 nm arasinda olabilir. Diger nanosistemler ile karsilastirildiginda, lipid ¢ift
tabakalar1 sayesinde lipozomlar hiicre membranini kolayca gegerek CoQ1o igeriklerini
mitokondriye tasiyabilirler. Ancak nanolipozomlar, stabilitelerinin iyi olmamasi,
oksijen ve metal iyonlarina karsi direngsiz olma gibi dezavantajlara sahiptir.
Polisakkaritler ve baz1 kiiciik molekiiller ile ¢esitli yiizey modifikasyonlar1 yapilarak

lipozomlarin fiziksel ve kimyasal stabiliteleri artirilabilir (55).
2.5.2. Polimerik Nanopartikiiller

Biyouyumlu ve biyobozunur polimerler kullanilarak sentezlenen polimerik
NP’ler ila¢ hedefleme sistemleri arasinda en umut vaat eden tasiyicilardir. Hidrofobik
ve hidrofilik polimerlerin birlesmesiyle olusturulan blok polimerler hem suda ¢6ziinen
hem de yagda c¢oziinen ilaglarin tasimmasini saglar. Polimerik NP’ler yiiksek
stabiliteleri ve kontrollil ila¢ salim1 yapabilme gibi 6zelliklerinden dolay: lipozomal
tastyici sistemlere kiyasla avantajlidirlar. En yaygin kullanilan hidrofobik polimerler
poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit) (PGA), poli (laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) ve polikaprolakton (PCL)’dur ve en yaygin kullanilan hidrofilik polimer ise
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayli polietilen glikol (PEG)’dur. PEG, partikiillerin suda
¢oOzlinlirliiglini saglayarak dolasimda kalis siirelerini uzatir, ayrica ilaglarin belirli bir
hiicre tipine veya organele hedeflenebilmesi i¢in kullanilan hedefleme ajanlari i¢in
yiizey modifikasyonuna olanak saglayacak sekilde zemin olusturur. Bu &zellikleri
nedeniyle birgok ilacin enkapsiilasyonunu ve istenen boyutta partikiil hazirlanmasini
mimkiin hale getiren polimerik NP’ler, mitokondriye ila¢ hedeflendirme

calismalarinda ilk sirada tercih edilen polimerik NP’lerdir (56).
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CoQuo iceren PLGA NP’ler, yag bazli formiilasyonlara kiyasla UV 1sin ve
sicaklik gibi faktorlere karsi daha dayaniklidirlar. Hipertansiyon modeli olusturulmus
hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda polimerik NP’lere yiiklenen CoQz1o, C0Q10
stispansiyonu ve ticari CoQio preparati ile kasilastirldiginda ¢Oziiniirlik ve
biyararlanim agisindan daha etkili bulunmustur (57). Siirfaktan kullanilmadan
nanopresipitasyon metodu ile hazirlanan PLGA-NP’ler antioksidan terapide kontrollii
ilag salimi saglamasi ag¢isindan umut vericidir (58). Hiicre kiiltiiriinde yapilan
calismalarda CoQio yliklenerek hazirlanan PLGA-NP’lerin (<100 nm), ROS’lar
etkisizlestirmede serbest CoQio’a gore 10 kat daha etkili oldugu ve oral
biyoyararlanimin da serbest CoQio’a gore 4.28 kat daha fazla oldugu gosterilmistir.
Pozitif yiiklii bu NP’lerin iki ana ROS kaynag1 organel olan mitokondri ve lizozomda
lokalize oldugu gosterilmistir (59). Tiim bu ¢aligmalara dayanarak PLGA temelli

NP’lerin CoQ1oi¢in iyi bir ilag tastyici sistem oldugu sonucuna varilabilir.
2.5.3. Polimerik Miseller

Polimerik miseller hidrofobik ¢ekirdek ve hidrofilik kabuga sahip, 20-100 nm
boyut araliginda, kendiliginden olugsma 6zelligine sahip kolloidal partikiillerdir. Bu
nanotastyicilar suda ¢oziinlirliigli az olan ilaglarin salim profillerini modifiye ederek
enkapsiile etmek i¢in kullanilirlar. Ayrica, yiiksek ilag¢ yiikleme kapasitesi saglarlar,
yiiklenen ilacin biyorarlanimini iyilestirebilirler, yan etkilerini azaltip stabilitesini
arttirabilirler (60). CoQio igeren polimerik miseller, ilacin ¢oziiniirligiine ve
stabilitesine katkida bulunur (61, 62). Sharma ve ark. (63) PCL ve PEG polimerleri ile
CoQqo yiiklii polimerik miseller formiile etmislerdir. Bu multifonksiyonel miktoarm
temelli nano-tastyict sistem, mitokondriyotropik bir molekiil olan trifenilfosfonyum
(TPP) iyonunun polimerlerin arasina yerlestirilmesiyle mitokondriye CoQ1o’un aktif
hedeflenmesini saglamustir. ilag yiikleme etkinligi, boyut ve stabilitesi, antioksidan ve
antiinflamatuvar etkinligi degerlendirildiginde bu yeni formiilasyonun ila¢ kaybini en

aza indirerek CoQ1o taginmasi i¢in uygun bir tasiyici sistem oldugu goésterilmistir.
2.5.4. Kat1 Lipit Nanopartikiiller

Kat1 lipit nanopartikiiller (SLN’ler); viicut 1sisinda kati halde olan
biyouyumlu/biyobozunur lipit matriksten meydana gelen, 100-400 nm boyut
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araliginda kolloidal sistemlerdir. Bu nanotasiyici sistemlerin avantajlar1 kullanilan
ham maddelerin ucuz olmasi, biyouyumluluklarinin ve fiziksel stabilitelerinin iyi
olmasi, boyutlarinin ayarlanabilir olmasi ve etken maddenin kontrollii salimini
saglamasidir (64). CoQio’un lipofilik yapisindan dolayr SLN’ler CoQ1o igin iyi bir
tagiyrct sistemdir. CoQio’un SLN ig¢ine yiiklenmesi, ilacin suda dagilimini ve
enkapsiilasyonunu artirir. CoQ1o’un etkisinin degerlendirildigi hayvan deneylerinde,
SLN i¢ine yiiklii CoQ10’un biyoyararlanimi oral yolla verilen CoQ1o’a gore 3 kat daha
fazladir (65). SLN’lerin bu avantajlarinin yani sira bazi dezavantajlari da vardir. Lipit
fazin kat1 halde kalabilmesi i¢in belli bir kristalizasyon derecesi gereklidir; bu kristal
yap1 CoQ1o’in enkapsiilasyonu i¢in sinirli alan birakir ve bu da ilacin enkapsiilasyon
etkinligini disiiriir. NP’lerin saklama siireci boyunca kristalizasyon daha diizenli hale
gelir ve boylece CoQ10 molekiilleri sikisarak nihayetinde partikiillerden sizmaya baslar

(55).
2.5.5. Nanoyapih Lipit Tasiyicilar

Ikinci nesil SLN’ler olarak kabul edilen nanoyapili lipit tasiyicilar (NLT),
SLN’lerin eksik yonlerini gidermek amaciyla gelistirilmistir. NLT ler kat1 lipit yerine
yari-kat1 veya yari-sivi lipitler kullanilarak yapilir, boylelikle lipitler daha diizensiz bir
yapt olusturur ve etken madde i¢in daha fazla alan kalir. Bu sayede ilacin
enkapsiilasyon etkinligi artar ve saklama siiresi boyunca partikiillerden ilacin
salinmasi engellenmis olur (66). Co0Qo’un NLT’ler ile tasimnmasi ilacin
biyoyararlanimi artirir ve organizmada endojen kaynakli oksijen radikallerini etkili bir
sekilde elimine eder. NLT ve SLN’lerin ana yapisi lipitlerden meydana geldigi i¢in
oral uygulamadan sonra metabolizmalar1 giivenlidir. NLT ler ¢ok kiigiikk boyutta
partikiiller oldugu i¢in hiicre membranindan kolayca gecerler ve aktif iceriklerini
hedef hiicreye ulagtirirlar. SLN’ler, nano-emiilsiyonlar ve lipozomlarin gegirgenlik,
kolay dagilma, yiiksek enkapsiilasyon orani ve yiikleme etkinligi gibi avantajlarina

sahip olan NLT’ler gelisime agik, umut vaat eden nano-tastyict sistemlerdir (55).
2.5.6. Kendiliginden Emiilsifiye Olabilen Sistemler

Kendiliginden emiilsifiye olabilen sistemler (SEDDS) yag, siirfaktan, bazen

kostirfaktan iceren, su ile yavasca karistirildiginda yag/su emiilsiyonu olusturabilen
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izotropik karigimlardir. Bu sistemler ilacin ¢oziiniirliigiinii artirma ve hizlandirma,
ilacin lenfatik dolagima ge¢isini artirma ve p-gp akis1 “by-pass” ederek gastrointestinal
sistemden ila¢ absorbsiyonunu artirma gibi 6zellikleri nedeniyle dikkat cekicidir.
SEDDS’ler, CoQ1o gibi hidrofobik ve biyoyararlanimi diisiik olan aktif icerigin
formiilasyon problemlerinin giderilmesi i¢in kullanilir (67). Bununla birlikte,
cogunlukla siv1 olarak hazirlanan SEDDS’ler, sert jelatin kapstillere dolduruldugunda,
stabilite problemleri ve ilag s1zintis1 gozlenebilmesi gibi baz1 dezavantajlara sahiptir.
Bu simirlamalar1 agsmak i¢in, sivi halde hazirlanan SEDDS’lerin kat1 gozenekli

tastyicilara adsorbe edilmesi alternatif bir yaklasim olarak onerilmektedir (68).
2.5.7. Siklodekstrinler

Siklodekstrinler, a-1,4-glikozidik baglarla birlestirilen glukoz birimlerinden
olusan siklik oligosakkaritlerdir. Yapisal olarak, lipofilik bir bosluk ve hidrofilik dis
yiizeyden olusurlar. Hidrofobik ilaglarin ¢oziiniirliigiintin arttirilmasini saglayan umut
verici tastyicilardir. Ilag arastirma gelistirme calismalarinda yaygin olarak
kullanilmasima ragmen, siklodekstrinlerin lokal ve sistemik toksisite gosterdikleri
rapor edilmektedir (69). Siklodekstrin kompleksleri ayrica gidalarda ve

farmasotiklerde CoQ1o'un ¢oziiniirliigiinii iyilestirme amacl kullanilir (70).
2.6. Mitokondriye Hedeflendirilmis Nanopartikiiler Sistemler

Hiicrelerin enerji liretimini saglamada ve bir¢ok metabolik siiregte 6nemli rol
oynayan mitokondriler, ¢ogu Okaryotik hiicrede bulunan kompleks organellerdir.
Mitokondriler basta ATP iiretimi olmak iizere, aminoasit biyosentezi, spesifik iyon
tamponlama, ROS yo6netimi, apoptoz yolaginin baglatilmasi gibi bir¢ok fonksiyona
sahiptir. Mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 ile iligkili hastaliklarin ortaya
cikmasint takiben diyabet, kanser, Alzheimer, Parkinson ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi bircok patolojik problemin mitokondriyal disfonksiyonlarla iligkisi
oldugu saptanmistir. Bu nedenle dogrudan mitokondriye hedeflendirilmis terapotik
sistemler bu hastaliklarin tedavisinde avantaj saglar. Bununla birlikte mitokondrinin
sahip oldugu kompleks yapi nedeniyle terapétik ajanlarin direkt mitokondriye
hedeflendirilmesinde ¢esitli giicliikler s6z konusudur. Mitokondriler dis mitokondri

membrani, i¢ mitokondri membrani, membranlar arasi bosluk ve matriks olmak iizere
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4 polimden olusur. Dis membran nispeten genis porlart sayesinde terapotik
maddelerin pasif diflizyonla gegisine imkan saglayan yapidadir. Bunun yani sira
bircok ilag molekiilii ¢ok kiigiik porlara sahip i¢ membran1 gecemez ve matrikse
ulasamaz. I¢ membranin kardiyolipin bakimindan zengin ve -160 mV ile -180 mV
arasinda degisen yliksek negatif potansiyele sahip yapisi, kii¢iik molekiillerin gegisini
zorlastirir (56). I¢ membran, ETZ ve ATP sentezine katilan kompleks I (NADH
dehidrogenaz), kompleks II (siiksinat dehidrogenaz), kompleks III (sitokrom bcl),
kompleks IV (sitokrom ¢ oksidaz) ve kompleks V (ATP sentaz) gibi protein yapili
birgok birimi barindirir (71). Bu karakteristik 6zellikleri sayesinde mitokondri apoptoz
mekanizmasi araciligi ile hiicre 6limiiniin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu
nedenle c¢esitli hastaliklarin tedavisinde mitokondrinin hedeflenmesi 6nemli bir
avantaj saglayabilir. Mitokondriye hedeflendirilmis kiiciik molekiil agirlikli bazi
molekiiller literatiirde yer almaktadir ancak in vivo uygulamada genellikle bu
molekiiller farmakokinetik agidan zayif 6zellik gosterirler ve biyodagilimlar iyi
degildir (56).

Nanoteknoloji alanindaki gelismeler terapétik ajanlarin  farmakokinetik
Ozelliklerinin ~ ve  biyodagilimlarmin  iyilestirilmesi  ile  belirli bir
dokuya/hiicreye/organele  hedeflendirilmesine  olanak  saglamistir.  Ancak,
mitokondriye ilag hedeflendirilmesinde ve nanoteknolojinin mitokondri iligkili
patolojilerde uygulanmasinda halen eksiklikler mevcuttur. Bunun muhtemel sebepleri
arasinda hiicreye hedeflenen aktif igerigin mitokondriye ulagana kadar hiicre ici
bilesenlerle etkilesime girmesi yer almaktadir. Nanoteknoloji alaninda kullanilan aktif
hedeflendirme ajanlari ile 6zellikle diisiik molekiil agirliga sahip terapotik ajanlarin
terapotik etkinliklerinin artirilmasit da miimkiin olmaktadir. Nanoformiilasyonlarin
ayrica aktif i¢erigin bozulmadan korunmasi, yar1 6mriiniin uzatilmasi, yan etkilerinin
ve immunojenitesinin azaltilmasi, hidrofobik ilaglarin suda ¢Oziiniir hale
getirilebilmesi gibi avantajlart vardir. Nanoformiilasyonlarda kullanilan aktif
hedefleme ajanlari, aktif igerigin hedeflenen dokuya, hiicreye ya da organele etkili bir
bi¢imde ulasmasi i¢in modifiye edilebilir. Mitokondri matriksine aktif hedefleme
yapabilmek ve NP’den mitokondrinin farkli kompartmanlarina salinan madde

miktarini kontrol altinda tutabilmek icin, hedefleme ajan1 olarak kullanilacak
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molekiiliin de uygun boyut, lipofilik yiizey, uygun yiizey yiikii gibi belirli 6zelliklere
sahip olmasi gerekir (56).

2.7. Mitokondri Fonksiyonunun Belirlenmesi Amaciyla Kullamlan

Deneysel Yaklasimlar

Literatiirde mitokondri fonksiyonunu belirleyebilmek amaciyla kullanilan
parametreler arasinda mitokondrinin fizikokimyasal Ozellikleri (pH ve redox
potansiyeli gibi), metabolitleri, kofaktorleri, enzimleri yer alir. Son yillarda bu
parametrelerin degerlendirilmesi amaciyla ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Selektif
mitokondri boyalari ve biyosensorler cogunlukla hiicrenin fizikokimyasal 6zelliklerini
degerlendirmek icin kullanilir. izotop isaretleme ve kolorimetrik analiz mitokondri
metabolitleri ile kofaktérlerinin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde basvurulan
yontemlerdir. Farmakolojik araclar, RNA interferans (RNA1) gibi genetik yontemler
veya proteomik, metabolomik, transkriptomik gibi omik teknolojiler mitokondri

fonksiyonlariin belirlenmesinde kullanilan diger yontemlerdir (72).
2.7.1. Mitokondriyal Respirometri

Mitokondri tarafindan tiiketilen oksijen oraninin dl¢iilmesine dayali bir yontem
olan mitokondriyal respirometri, mitokondri fonksiyonlarini ve metabolizmasini
incelemek icin kullanilan en eski yontemlerden biridir. Bu yontem ile belirli kosullar
altinda mitokondri tarafindan kullanilan oksijen miktar1 Slgiiliir ve cesitli oksijen
sensorleri kullanilarak kayit edilir. Respirometri; oksidatif fosforilasyon, mitokondri
membran potansiyeli ve yag asitlerinin B-oksidasyonu diizeyini belirlemek igin
kullanilir. Bunun disinda respirometri, metabolik fluks analizi ile kombine edilerek

mitokondri metabolizmasini aydinlatmak i¢in de kullanilabilir (72).
2.7.2. Mitokondri Membran Potansiyelinin Ol¢iilmesi

Mitokondri membranini1 gegebilen, lipofilik, katyonik ve floresan 6zellikteki
boyalar mitokondri matriksinin negatif membran potansiyeli nedeniyle matrikste
birikir. Bu boyalarin matrikste birikimi, ATP {iretimini yansitan mitokondri membran
potansiyeli (AWm) ile dogru orantilidir, burdan korelasyonla mitokondri
metabolizmasit hakkinda bilgi elde edilir (72). A¥m’nin her 10 mV’luk artist ATP
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tiretiminin yaklagik iki katina g¢ikmasi anlamina gelir. Rodamin 123, tetrametil
rodamin trimetilester (TMRM), JC-1 gibi floresan Ozellikteki boyalar in vivo

mitokondriyal memran potansiyelinin dlgiilmesinde kullanilir (73).
2.7.3. Biyosensorler

Hiicreler tarafindan genetik olarak kodlanmis intrinsik biyosensorler, biyolojik
yanitlar1 saptanabilir sinyallere (renk degisimi, liminesans, floresans gibi) doniistiiren
RNA veya protein temelli analitik araglardir. Floresan sinyal veren protein temelli
biyosensorler mitokondri metabolizmasini belirlemek igin yaygin olarak kullanilirlar.
Bu biyosensorler, raportér olarak gorev yapan bir floresan proteine kaynasmis bir
ligand baglayici protein veya peptit igerir. Hedef metabolit veya iyon, ligand baglanma
alanina baglandiginda kaynastirilmis raportdriin floresaninda degisime neden olan
konformasyonel bir degisikligi indiikler. Mitokondri fonksiyonlarini belirleyebilmek
icin mitokondrinin fizyolojik durumunu ve metabolit diizeylerini yansitan cesitli

biyosensorler kullanilir (74).
2.7.4. Fluksomik Analizler

Fluksomik analizler (metabolik fluks analizleri), kararl1 izotoplarla isaretleme
yapilarak metabolik yolaklardaki metabolitlerin ve ara lriinlerin iiretim ve tiikketim
hizlarin1 6lgmek i¢in kullanilan gii¢lii bir tekniktir (75). Fluksomik analizlerde kararli
izotoplar (*C, **N ve 0) ile metabolit derisimleri ve dongii hizlar1 es zamanli olarak
analiz edilebilmektedir. Bu analizlerde farkli yolaklar i¢in farkli kararli izotoplar
kullamlmaktadir. Fakat °C ve N ile yapilan fluksomik analizler dzellikle yasam
faaliyetlerinin vazgeg¢ilmezi olup, canli organizmalarin metabolomunda bulunma
sikligi bakimindan 6nemli olan inorganik fosfatin yer aldig1 hiicrenin enerji dongiileri,
dolayisiyla da mitokondri hakkinda bilgi veremezler (76-80). Ote yandan 80 ile
yapilan isaretleme *C ve N izotop isaretlemelerine gore daha kisa siirede yapilir ve
isaretleme dakikalar i¢inde tamamlanir. Bu da deneylerin istenilen diizeyde
tekrarlanmasini ve uygulama kolayligi saglar (79).

Kararl1 izotop 180 temelli isaretleme yontemi ile metabolit derisimlerinin yani
sira dongii hizlar1 da hesaplanabilmektedir (78, 79). Diger isaretleme ajanlarina gére

cok daha hizli olan 80, &zellikle enerji ve sinyal iletiminden sorumlu olan
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fosfotransfer aglar ve fosforil metabolik dinamiklerin izlenmesi agisindan essizdir (81-
87). Bu analizler 6zellikle mitokondri fonksiyonunun belirlenmesinde kilit rol
oynamaktadir. Dogal ve kararl1 bir izotop olan 20 ile yapilan isaretlemeler igin 30
bakimindan zenginlestirilmis su (H2'®0) kullanilir. Doku ya da hiicreler, H2'20 igeren
ortama maruz kaldiklarinda, Ho*®0 hizli bir sekilde hiicresel su ile dengeye ulasir ve
ATP’nin hidrolizi sirasinda her seferinde H>'®0 deki 80’in inorganik fosfata dahil
olmasiyla inorganik fosfatin isaretlenmesi saglanir. 120’in fosfat ile birlesmesi sadece
enzimatik kosullarda gerceklesir ve birlesen 180 yiizdesi enzimin aktivitesiyle dogru
orantilidir. Boylece 80 isaretlenmis inorganik fosfat ilgili enzimatik reaksiyonlarin
oranina bagl olarak diger fosfat igeren bilesiklerin isaretlenmesi ve ilgili enzimin

dongii hiz1 ve dongii sayisi hesaplanabilmektedir (84, 88, 89) (Sekil 2.4.).

Metabolik dinamikler
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Sekil 2.4. 180 isaretleme mekanizmasinin ve isaretlenen metabolitlerin hangi yolak
analizlerinde kullanildiginin sematik gosterimi.

Glukoz-1-fosfat (G1P), glukoz-3-fosfat (G3P), glukoz-6-fosfat (G6P),
inorganik fosfat (Pi), adenozin monofosfat (AMP), adenozin difosfat (ADP), ATP ve
guanozin trifosfat (GTP) gibi metabolitlerin 80 ile isaretlenmesi ilkesi temelinde
gerceklestirilen analizler insan ve transgenik hayvan modellerinde kullanilmistir (77-
79, 90-93). Bu caligmalar, 80 izotopu kullanilarak yapilan metabolomik ve yolak
analizleri ile genetik hastaliklar, kanser miyokardiyal iskemi, kalp yetmezligi ve
norodejeneratif hastaliklar gibi enerji ve metabolizma dengesizligi sonucu ortaya ¢ikan
hastaliklarin, patogenezlerinin aydinlatilmasi, erken teshisi ve bu hastaliklardaki

tedavi etkinliginin  belirlenmesinde fluksomik analizlerinin kullanilabilecegi
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gosterilmistir (77-79). Dzeja, Nemutlu ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢aligmada
(yaymlanmamig veri) bir mitokondri enzimi olan adenilat kinaz 2 izomer enzimini
kodlayan genin susturuldugu (AK2 7) insan epitel hiicre (HEP KO) hatt1 ile normal
hiicre hatti (HEP) enerji dinamikleri acgisindan kiyaslandiginda iki hiicre arasinda
farklilik oldugu saptanmistir (Sekil 2.5.). Bu metabolitlerden Pi, AMP, G6P ve bifosfat
isaretlenme yiizdeleri AK2” hiicre modellerinde diiserken, G3P ve G1P’1 isaretlenme
yiizdeleri artmistir. Bu da yeterli mitokondri fonksiyonu olmayan AK2” hiicre hattinin
enerji agigin1 kapatmak i¢cin G3P ve glikojenezi aktive ederek kapatmaya calistigi
yorumu ile agiklanabilir. Ayrica Nemutlu ve digerleri (yaymlanmamis veri) insan
kolon karsinoma (Caco-2) ve fotal insan kolon (FHC) hiicre hatlarinda krebs
dongiisiiniin hesaplanmasinda ve mitokondri fonksiyonlari ile iligkilendirilmesinde
fluksomik analizi kullanilmistir (Sekil 2.6.).

Hiicre kiltlirii diizeyinde yapilan fluksomik analizler ile herhangi bir ilag
tedavisi Oncesi ve sonrasinda mitokondri fonksiyonlar1 degerlendirilerek hiicre enerji

metabolizmasinin nasil degistigi hakkinda bilgi saglanabilir.

Fosfat G3P G6P
%0 70 100
60
3. 50
¢ 20 i~
O 20 © 39 o =
» ,
10 -
o 0 0
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GIP AMP Pirofosfat
2 30
2
2 1. ~q 20 -2
5 <) o)
- 1 - - 1
. ® = ]
)
0. 0
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Sekil 2.5. Normal (HEP) ve AK2 7 transgenik (HEP KO) hiicre modellerinde farkli
metabolitlerin 10 ile isaretlenme yiizdeleri.
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Sekil 2.6. Caco-2 ve FHC hiicre hatlarinda Krebs dongiisiiniin 80 ile isaretlenme
yiizdeleri

2.7.5. Metabolomik Analizler

Metabolomik; belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik
stvilar gibi biyolojik numunelerde kii¢lik molekiillii metabolitlerin (<1500 Da) yiiksek
verimli  teknolojiler kullanilarak saptanmasi, miktarinin  belirlenmesi  ve
tanimlanmasidir (94).

Son yillarda hizla gelisen metabolomik c¢alismalar hiicrelerde, dokularda,
organlarda ve biyolojik sivilarda bulunan tiim metabolitlerin ¢aligildig1 bir disiplindir.
Daha oOnceki analitik yontemlerden farkli olarak metabolomik, biyolojik bir
numunedeki binlerce kii¢iik molekiilii ayn1 anda nicellestirebilen araglari kullanir. Bu
analitik yetenek daha sonra milyonlarca veri pargasi arasinda molekiiler bir sinyali
tanimlayabilen karmasik matematiksel araglarla birlestirilir. Metabolomik ¢aligsmalar
ile hastalik mekanizmalari ve ilaglarin etkisi ile ilgili bilgiler elde edilebilir ve bunlar
metabolik yolaklarla iliskilendirilir (95).

Tipik bir metabolomik ¢alisma, Sekil 2.7.'de sematik olarak gosterilmektedir.
Ilgilenilen numuneler (6rnegin plazma, idrar veya hiicre kiiltiirii 6rnegi vs.) toplanir.

Kiiclik molekiiller numuneden c¢ikarilir ve ilgili molekiilleri ayiran ve nicellestiren
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teknikler kullanilarak analiz edilir. Bu analitik teknikler, siv1 ve gaz kromatografisi,
kiitle ve niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi ve elektrokimyasal
algilamal1 s1v1 kromatografisini igerir. Tanimlanan metabolit sayisin1 artirmak ve/veya
toplanan metabolit bilgilerini genisletmek i¢in bu tekniklerin kombinasyonlar1 da
kullanilabilir. Elde edilen veri setleri gerekli diizeltmeler yapildiktan sonra bir veya

daha fazla yazilim paketi tarafindan analiz edilir (95).

Omeklerin toplanmas1
(kan, idrar, tiikriik, hticre vs.)

4

[ Omeklerin hazirlanmas: ]
Metabolomik analiz
(GC-MS, NMR, HPLC)

[ Veri toplama ]

Veri analizi ve yorumlama
(Cok degiskenli veri analizi vs.)

Sekil 2.7. Metabolomik analiz basamaklari.

Metabolomik analizlerde yontem ve yazilim se¢imi ¢alismanin amacina ve
icerigine gore degismektedir. Ornegin; gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-
MS) lipidomik analizlerde, sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (LC-MS)
genellikle miimkiin olan en biiyiik biyokimyasal profili elde etmek i¢cin ve NMR,
toksikoloji caligmalarinda kullanilmaktadir. Benzer bir sekilde, farkli yazilim
paketleri, her ¢calisma i¢in farkli sorulari ele almak iizere tasarlanmig 6zel araglar igerir.

Mitokondri ile iligkili hastaliklarin incelenmesi ve tani yontemlerinde
karsilagilan bazi smirlamalari agsmak icin son yillarda metabolomik c¢aligsmalar
mitokondriyal hastaliklarin aragtirilmasinda kullanilan bir yontem olmustur. Kalitsal

metabolik hastaliklarin teshisinde spesifik bazi metabolitlerin 6l¢iilmesinden
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yararlanilabilmektedir. Metabolitlerin konsantrasyonlarinin degismesi spesifik enzim
defektleri ile sonuglanabilir. Bu nedenle biyolojik numunelerde konsantrasyonu
degisen bir veye birka¢ metabolitin tayin edilmesi ile teshis koyulabilir. Mitokondride
oksidatif fosforilasyon sisteminde bir hasar olmasi durumunda solunum zincirine
elektron aktarilmasinda aksaklik meydana gelir. Bunun sonucu olarak da yetersiz ATP
tiretimi, NAD/NADH dengesinde bozulma, oksidatif stres ve mitokondri membran
potansiyelinde azalma meydana gelir. Mitokondride redoks dengesinin bozulmasi
bir¢ok hiicresel yaniti tetikler ve birgok metabolitin diizeyleri degisir.

Bu tez kapsaminda, Co0Qio nefropatisinin onlenmesi/iyilestirilmesi igin
terapotik potansiyeli olan CoQio’un polimerik nanopartikiillere yiiklenerek
mitokondriye hedeflendirilmesi, HK-2 (human kidney proximal tubule epithelial cell
line, insan bobrek proksimal tiibiil epitel hiicre hatti) hiicre hattinda siRNA temelli
COQ8B geninin susturulmasi ile in vitro hastalik modelinin olusturulmasi, gelistirilen
nanoterapotiklerin  terapotik  etkinliginin - metabolomik/fluksomik analizler ile
mitokondri  dinamikleri/fonksiyonlariin ~ kontrol ~ve  hastalik  modelinde
karsilagtirilarak ileride ila¢ olarak kullanilabilme potansiyelininin ortaya konulmasi

amaclanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

Poli(laktid-ko-glikolid)-blok-poli(etilen glikol), KoenzimQ1o, (5-
karboksipentil)(trifenil) fosfonyum bromiir ve diger kimyasal maddeler Sigma-
Aldrich (Almanya) firmasindan, gene 6zgii siRNA molekiilleri Horizon Discovery
firmasindan, HK-2 hiicre hattt ATCC (ABD), RNA izolasyon kitleri GeneAll
Biyoteknoloji’den, cDNA sentez kiti Meridian Bioscience’tan (Hollanda), ELISA
kitleri, antikorlar, RIPA lysis buffer, COQ8B primer antikor (20190429) Bioassay
Technology Laboratory’den (Cin), XTT kiti Biological Industries (USA)’den satin
alind1.

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar ve temin edildikleri firmalar asagidaki
gibidir: Partikiil Boyutu ve Zeta potansiyel Ol¢iim Cihaz1 (Malvern Zetasizer Nano-
ZS, Ingiltere), Santrifiij (Hettich, Almanya), Manyetik Karistiric1 (Ika, Almanya), pH
metre (Orion, ABD), Hassas Terazi (Mettler Toledo, ABD), Buz Makinesi (AF80,
Scotsman, Italya), Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi (HPLC, Dionex,
Almanya), pompast ZORBAX Eclipse XDB-C18 kolon (Agilent, USA), HPLC
otamatik ornek enjektorii (ASI-100, Dionex, Almanya), HPLC Termostatli kolon
kompartman1 (TCC-100, Dionex, Almanya), HPLC UV dedektori (UVD340U,
Dionex, Almanya), Spektrofotometre (UV-1800, Shimadzu, Japonya), PCR (Veriti,
Applied Biyosystems, ABD), Gergek zamanli PCR (ViiA7, Applied Biyosystems,
ABD), Mikroplaka okuyucu (FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Almanya), -86°C
Buzdolab1 (Panasonic, Japonya), Laminar akis kabini (Clean Air, ABD), CO:
inkiibatorii (Panasonic, Japonya), 151tk mikroskobu (Leica DM4000B, Almanya).

3.2. Hiicre Kiiltiiri

Caligmalarda, ticari olarak mevcut saglikli insan bébreginden elde edilmis olan
HK-2 insan proksimal tiibiil epitel hiicre hatt1 (ATCC, CRL-2190, Manassas, VA,
ABD) kullanilmistir. Bu hiicreler, insan papilloma viriisii 16 (HPV-16) ile transforme

edilerek 6liimsiiz hale getirilmis hiicrelerdir. Hiicreler 75 cm?’lik flasklarda; %10 fotal
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sigir serumu (FBS), 100 U/ml penisilin ve 100 mg/mL streptomisin ile desteklenmis
yiikksek glukoz igeren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri ile
siispande edilerek 37°C’de %5 CO: igeren nemli atmosferli ortamda biiyiimeye
birakilmiglardir. Besiyeri ortami her 2 giinde bir yenilenmistir. Hiicreler tam doluluga
erismeleri beklenmeden yaklasik %80 doluluga eristiklerinde pasajlanmistir.
Pasajlama i¢in besiyeri uzaklastirilarak hiicrelere %0.05 (agirlik/hacim) Tripsin-0.53
mM EDTA ¢ozeltisi uygulanmistir. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasini takiben
(5-15 dakika igerisinde) flaska besiyeri eklenerek Tripsin-EDTA ¢0zeltisini
uzaklagtirmak amaciyla 125xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan atilarak

hiicreler yeni besiyerinde siispande edilmis ve yeni flasklara ekimi gergeklestirilmistir.
3.3. siRNA Transfeksiyonu

HK-2 hiicre hatlarinda COQ8B (ADCK-4) geni, ticari olarak erisilebilen 3 ile
5 farkli hedefe 6zgii 19-25 niikleotidlik sekans uzunlugunda COQ8B siRNA (ON-
TARGETplus Human COQ8B siRNA) ile DharmaFECT 1 Transfection Reagent
(Dharmacon) kullanilarak susturulmustur. Transfeksiyondan dnce 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii plakalarna her kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilarak,
hiicrelerin tutunmasi i¢in 12 saat boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler 6 gruba ayrilarak
en etkin siRNA konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 3 farkli siRNA
konsantrasyonu ile uygulama yapilmistir. Transfeksiyon siiresini optimize etmek
amaciyla 48 saatlik ve 72 saatlik uygulamalar yapilmstir.

1. Kontrol

2. Negatif Kontrol (hedefli olmayan siRNA)

3. Pozitif Kontrol (GAPDH-sIRNA)

4.25nM COQ8B-siRNA

5. 50 nM COQ8B-siRNA

6. 100 nM COQ8B-siRNA

6 kuyucuklu plakalara 6nceki giin ekilen hiicreler 10 uM siRNA + 0.3 uL
Dharmafectl ve antibiyotik igermeyen besiyeri kullanilarak transfekte edilmistir.
COQ8B genine 6zgii susturma saglandigini gostermek amaciyla da negatif kontrol

olarak  hedeflenmemis siRNA  kullanilmistir.  Transfeksiyonun etkinligini
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degerlendirmek amaciyla ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve

Western Blot analizleri yapilmustir.
3.4. Gercek zamanh PCR

Gergek zamanli PCR analizleri i¢cin HK-2 hiicrelerinden total RNA; RNA
ekstraksiyon Kkiti ile iiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda izole edilmistir. Tek
zincirli cDNA 1 pg total RNA’dan ters transkriptaz kullanilarak sentezlenmistir. RNA
orneklerinin saflig1 260 ve 280 nm’de absorbans 6lgliimii yapilarak belirlenmistir. Total
RNA konsantrasyonu 260 nm’de absorbans Ol¢limii yapilarak hesaplanmistir.
Orneklerden elde edilen 1 pg total RNA kullanilarak cDNA sentez kiti yonergeleri
dogrultusunda cDNA sentezi yapilmistir. Real-time PCR ViiA 7 gergek zamanli PCR
sistemi ile WizPure qPCR Master (SYBR) kullanilarak kit iiretici firmanin yonergeleri
dogrultusunda gerceklestirilmistir. Amflifikasyon programi 95°C’de 5 dk, 40 dongii
boyunca 95°C 30 sn denatiirasyon, 55°C 60 sn uzama asamalarini i¢ermektedir.

Gergek zamanli PCR isleminde, kullanilan primerler Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Gergek zamanli PCR deneylerinde kullanilan primer dizileri.

Primerler Sekanslar

F: CACATTGCCTGGAGGAGAAGA
cOQsB R: CTAGCAACCAGGGGAGAACC
GAPDH F: 5-ATGGGCAGCCGTTAGGAAA-3’

R: 5'-GCATCGCCCCACTTGATTTT-3’

Bagil gen ekspresyon seviyeleri delta-delta C; yontemi hesaplanmustir. F: leri primerin sekansi, R:
Revers primerin sekansi.

3.5. Western Blot Analizleri

Yabanil-tip HK-2 hiicreleri ile COQ8B” (ADCK™") HK-2 hiicrelerinde COQ8B
protein diizeyleri Western Blot analizi ile tayin edilmistir. siRNA transfeksiyonu i¢in
96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarmna her kuyucuga 5x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapilmis ve hiicrelerin plaka yiizeyine tutunmasi i¢in gece boyunca inkiibe edilmistir.
Transfeksiyon sonrasinda hiicreler RIPA tampon c¢ozeltisi ile muamele edilerek
parcalanmustir. Hiicre lizatlar1 12,000xg’de, 4°C’de 20 dk santrifiij edildikten sonra

siipernatanlar  toplanmistir. Orneklerdeki protein miktarin1  belirlemek igin
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Bikinkoninik asit (BCA) metodu kullanilmistir. Esit miktarda protein igeren 6rnekler
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jelde (SDS-PAGE) ayrildiktan sonra nitroseliiloz
membrana transfer edilmistir. %5°lik sigir serum albiimini (BSA) ve %0.1°lik Tween
20 igeren fosfatla tamponlanmis salin (PBS) ¢o6zeltisi ile oda sicakliginda gece
boyunca bloke edilmistir. Bloklama asamasindan sonra membran bloklama ¢ozeltisi
icinde diliie edilmis primer antikorlar ile +4°C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda membran %0.1°’lik Tween 20 igeren tris ile tamponlanmis salin (TBS)
¢ozeltisi ile yikanmistir. Membran bloklama ¢ozeltisi i¢inde diliie edilmis yabanturbu
peroksidazi bagli sekonder antikor ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bir
saatin sonunda membran %0.1 oraninda Tween 20 igeren TBS ¢ozeltisi ile yikanmustir.
Antikor-antijen baglanmasi Advansta WesternBright ECL HRP substrat ile

goriintiilenmistir.
3.6. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

PLGA-b-PEG-NH, ve PLGA-b-PEG-OH polimerleri ile  NP’lerin

hazirlanmasinda kullanilan yontemler Tablo 3.2.”de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2. Nanopartikiil hazirlama yontemleri.

Polimer Nanopartikiil Hazirlama Yo6ntemi
Nanogoktiirme
PLGA-b-PEG-NH: Cift Emiilsiyon-Cdoziicii Ugurma
(Double Emulsion-Solvent Evaporation)
PLGA-b-PEG-OH Nanog¢oktiirme

3.6.1. Nanocoktiirme Yontemi ile Nanopartikiil Hazirlanmasi

PLGA-b-PEG-NH> polimeri ile hazirlanan NP’ler Marrache ve ark. (96)’nin
kullandigr yontem modifiye edilerek hazirlanmistir. Dimetilformamid (DMF)
igerisindeki PLGA-b-PEG-NH: polimer ¢6zeltisi 10 mL saf su igerisine damla damla
eklenerek manyetik karistiricida karistirilmistir. Elde edilen bu emdiilsiyon 2 saat
manyetik karistiricida karistirilarak organik ¢oziiciiniin uzaklastirilmas: saglanmastir.
Daha sonra elde edilen partikiil siispansiyonu 20,000xg’de 1 saat santrifiijlenerek, bos

NP’ler ¢oktiiriilmiistiir. Nanogoktiirme yonteminde formiilasyonun boyut 6zelligine
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etkisinin saptanmasi amaciyla farkli polimer konsantrasyonlar1 denenmistir (%5 ve
%10 (a/h)). CoQqo yiiklii NP’ler ise CoQ1o/polimer orani %20 ve %50 olacak sekilde
ayni yontemle hazirlanmistir.

PLGA-b-PEG-OH polimeri ile NP hazirlanmasi i¢in 6ncelikle TPP molekiiliiniin
polimer yiizeyine konjugasyonu saglanmistir. Bu amagla PLGA-b-PEG-OH polimeri
(0.022 mmol), disiklohekzilkarbodiimid (DCC) (0.136 mmol), 4-Dimetilaminopiridin
(DMAP) (0.07 mmol) ve TPP (0.136 mmol) diklorometan (DCM) igerisinde ¢6ziilmiis
ve 0°C’de 16 saat reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda dietil eter
yardimiyla ¢oziilen polimer ¢dzme-¢oktiirme yontemiyle saflagtirilmig ve dietil eter-
metanol (1:1) ¢ozeltisi ile yikanarak vakum etiiviinde kurutulmustur. Sekil 3.1.de
konjugasyon reaksiyonu sematize edilmistir. Elde edilen polimer Fourier Transform
Infrared (FT-IR) ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi yardimiyla

karakterize edilmistir.

CH, o DMAP, DCC CHs o o ©
o O otk oo ot o)
[ o I [ ]

PLGA PEG PLGA-b-PEG-TPP

Sekil 3.1. PLGA-b-PEG-OH polimerinin TPP ile konjugasyon reaksiyonu (96).

PLGA-b-PEG-OH ve PLGA-b-PEG-TPP nanopartikiiller nanog¢oktiirme
yontemi modifiye edilerek hazirlanmistir. 5:1 (a/a) polimer (PLGA-b-PEG-OH veya
PLGA-b-PEG-TPP):CoQ10 oraninda tartilmis ve bu karisim, 6:1 (a/h) oraninda
asetonitril icerisinde ¢oziilerek polimer-ilag ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti
siringa pompast yardimiyla 50 pL/dk akis hizinda Fluorinated Ethylene
Polypropylene (FEP) kapiler tiip (i¢ ¢ap =200 um) yardimiyla ultra saf su igerisine
damlatilarak nanogdktiirme islemi gerceklestirilmistir. Nanog¢oktiirme iglemi sirasinda
ultra saf su-NP ¢ozeltisi manyetik karistirici yardimiyla karistirilarak asetonitrilin
uzaklastirilmasi saglanmistir. Elde edilen NP’lerin yapilar1 Sekil 3.2.’de sematize

edilmistir.
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Sekil 3.2. CoQio yiikli NP yapilarinin sematik gosterimi. A) PLGA-b-PEG-TPP
polimeri ile hazirlanan NP’ler B) PLGA-b-PEG-OH polimeri ile
hazirlanan NP’ler.

3.6.2. Cift Emiilsiyon-Coziicii Ucurma Yontemi ile Nanopartikiil

Hazirlanmasi

CoQ1o yiiklit PLGA-b-PEG-NH: polimeri ile hazirlanan NP’ler literatiirdeki
yontem modifiye edilerek hazirlanmistir (97). PLGA-b-PEG-NH> polimerinin DCM
icerisindeki ¢ozeltisi ve CoQuo ¢ozeltisi %2 (a’h) Pluronik F-68 veya polivinil alkol
(PVA) igceren 5 mL su fazina sonikator altinda (%40 amplitiit, 5dk) eklenmistir. Elde
edilen bu emiilsiyon %0.5 (a/h) oraninda Pluronik-F68 veya PVA igeren ikinci sulu
faza eklenerek organik ¢oziiclinlin ugmasi i¢in manyetik karistirici tizerinde (700 rpm)
+4 °C’de gece boyunca karigsmaya birakilmistir. Olusan olan partikiil siispansiyonu
40,000xg’de 1 saat santrifiijlenerek, NP’ler ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra NP’lerin 2 kez
yikanmasi ile yiiklenmemis CoQio ve ylizey aktif maddenin fazlasi uzaklastirilmistir.

CoQ1o icermeyen NP’ler de kontrol amagli olarak ayn1 yontem ile hazirlanmistir.

3.6.3. PLGA-b-PEG-NH2 Polimeri ile Hazirlanan CoQio yiiklii

Nanopartikiillerin TPP ile Konjugasyonu

CoQ1oyliklii PLGA-b-PEG-NH: polimeri ile hazirlanan NP’lerin mitokondriye
hedeflendirilmesi amaciyla TPP ile konjugasyonu N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-
etilkarbodiimid hidrokloriir (EDC)/N-Hidroksisiiksinimid (NHS) reaksiyonu ile
gerceklestirilmistir. Amin ug¢lu PLGA-b-PEG NP’lerin karboksil uglu TPP ile
reaksiyona  girmesiyle su  ¢ikist  saglanarak  konjugasyon  reaksiyonu
gerceklestirilmistir. BOylece bu polimer ile hazirlanan NP’lerin mitokondriye
hedeflendirilmesi saglanacaktir. Gergeklestirilen reaksiyon FT-IR spektroskopisi ile

karakterize edilmistir.
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3.6.4. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Hazirlanan NP formiilasyonlarinin boyut ve zeta potansiyel analizleri Malvern

Zetasizer Nano-ZS cihazi ile yapilmistir. Tiim 6l¢timler 25 °C'de 3 kez yapilmustir.
3.6.5. Morfolojik Analiz

NP’lerin sekil, geometri, biiyiikliik ve dagilim gibi morfolojik 6zelliklerinin
degerlendirilmesi i¢in Taramali Geg¢irmeli Elektron Mikroskobu (STEM)
kullanilmistir. Ornekler STEM gridleri iizerine damlatildiktan sonra kurutularak rnek
hazirlama islemi tamamlanmistir. Hazirlanan 6rnekler 100 kX biiylitmede, 2.07 pm
alanda, 30.0 kV voltajda bright STEM modunda analiz edilmistir. Analizde kullanilan
cihaz TESCAN Gaia3 (Cek Cumbhuriyeti) cihazi ile gergeklestirilmistir. Analizler
Hiinitek - Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde yapilmistir.
3.6.6. Nanopartikiillere Yiiklenen CoQi0 Miktarimin Tayini

NP’lere yiiklenen CoQio miktarinin belirlenmesi i¢in Enzim-ilintili
ImmiinSorben (ELISA) ve Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

yontemleri kullanilmistir.
ELISA

PLGA-b-PEG-NH: polimeri kullanilarak nanog¢oktiirme metodu ile hazirlanan
NP’lerde CoQ1o yiikleme etkinliginin belirlenmesi i¢in NP hazirlama islemi sirasinda
dis sulu fazda serbest halde bulunan CoQ10 madde miktar1 belirlenerek indirekt olarak
NP’lere yiiklenen CoQ1o miktarinin tayin edilmesi amaglanmistir. CoQzo yiiklii NP’ler
nanog¢Oktiirme yontemi ile hazirlandiktan sonra NP siispansiyonu 20,000xg’de 15
dakika santriflij edildikten sonra NP’lerin iist fazindan alinan 6rnek 0,22 pm por
acikligina sahip filtreden siiziilmiistir. CoQio miktar tayini ELISA Kiti ile kit
yonergeleri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Absorbans Ol¢limii i¢cin FLUOstar
OMEGA mikroplaka okuyucu (BMG Labtech, Almanya) kullanilmistir.

PLGA-b-PEG-NH; polimeri kullanilarak ¢ift emiilsiyon-¢6ziicii ugurma

metodu ile hazirlanan NP’lere yiiklenen CoQio miktarinin belirlenmesi amaciyla
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NP’ler literatiirdeki yer alan yontemin (97) optimize edilmesi ile hazirlanmistir.
Partikiiller ultrasantrifiijde ¢oktiiriiliip (40,000xg, 1 saat) yikandiktan sonra 2 giin
etiivde kurutulmustur. Kuruyan NP’ler DCM eklenmesiyle pargalanarak iglerindeki
ilacin disar1 ¢gikmasi saglanmistir. Daha sonra DCM ugurularak ilacin ¢ozlinmesi i¢in
klorofom eklendi. ELISA kitinin yonergeleri dogrultusunda deney gergeklestirilmis,
ancak mikroplakaya organik ¢oziicii ilavesiyle kristalizasyon meydana geldigi igin
diizgiin bir 6l¢iim yapilamamistir.

NP’lerdeki ilag miktarinin tayini icin ELISA yonteminin uygun olmadig: tespit
edilerek sonraki miktar tayini deneyleri i¢cin HPLC ydntemi uygulanmasina karar

verilmigtir.
HPLC

PLGA-b-PEG-NH2 polimeri kullanilarak ¢ift emiilsiyon-¢6ziicii ugurma
metodu ile hazirlanan NP’lere yiiklenen CoQ1o0 miktarinin tayini Sharma ve ark. (63)
tarafindan gelistirilen HPLC yonteminin modifiye edilmesi ile gergeklestirilmistir.
Yontemde mobil faz olarak 6:4 (h/h) etanol-metanol karisimi kullanilmistir. Analitik
ayirm i¢in ZORBAX Eclipse XDB-C18 kolon (4.6x150 mm, 5 um) kullanilmig
(25°C) ve CoQio tayini A=274 nm’de gerceklestirilmistir. Akis hiz1 1 mL.dk? ve
enjeksiyon hacmi 20 pL olarak ayarlanmistir. Mobil fazda hazirlanan 1 mg.mL™*
derigsimdeki stok CoQio ¢ozeltisinden hareketle 8 farkli kalibrasyon noktast igin
gerekli seyreltmeler yapilmustir (0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1, 0.05 mg.mL™1). Bu
standart ¢ozeltilere ait kromatogramlardan elde edilen piklerin alanlar1 hesaplanmaistir.
CoQ10 derisimine kars1 pik alanlarini gosteren standart egri ¢izilmis, regresyon analizi
gergeklestirilmistir.

PLGA-b-PEG-OH polimeri kullanilarak nanogoktiirme metodu ile hazirlanan
NP’lere yiiklenen CoQ1o miktarin tayini Orozco ve ark. (98) tarafindan gelistirilen
HPLC yontemi modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Yontemde mobil faz olarak
asetonitril-tetrahidrofuran-su karisimi 55:40:5 oraninda kullanilmistir. Analitik ayirim
icin ZORBAX Eclipse XDB-C18 kolon (4.6x150 mm, 5 pm) kullanilmis (25°C) ve
CoQ1o tayini A=274 nm’de gergeklestirilmistir. Akis hiz1 mL.dk™ ve enjeksiyon hacmi
20 pL olarak ayarlanmistir. CoQ1o’un asetonitrilde hazirlanan 1 mg.mL™? derisimdeki

stok ¢ozeltisinden hareketle 8 farkli kalibrasyon noktasi ig¢in gerekli seyreltmeler
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yapilmistir (1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.1, 0.05, 0.0125, 0.005 mg.mL™). Bu standart
cozeltilere ait kromatogramlardan elde edilen piklerin alanlar1 hesaplanmistir. CoQ1o
derisimine karsi pik alanlarin1 gosteren standart egri ¢izilmis, regresyon analizi

gergeklestirilmistir.
3.6.7. CoQ1o0 Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

CoQ10’un enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi i¢in NP’lere yiiklenen ilag
miktar1 direkt olarak tayin edilmistir. Bu amagla, 5 mg PLGA-b-PEG-OH, PLGA-b-
PEG-TPP veya PLGA-b-PEG-NH2 polimeri ve 1 mg CoQio kullanilarak
nanogoktiirme/cift emiilsiyon-¢6ziici ugurma yontemi ile hazirlanan NP’ler
asetonitril/DCM ile parcalanarak ila¢ miktart HPLC yontemi ile tayin edilmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi asagidaki formiil ile hesaplanmustir (99).

K
Enkapsiilasyon Etkinligi (%EE) = K—Z x 100
1

K1: NP’ler hazirlanmasinda kullanilan CoQ1o miktari

K2: NP’lerde tayin edilen CoQ10 miktar1
3.6.8. CoQ10 Salim Calismalari

CoQuo yiiklii PLGA-b-PEG-NH2 polimeri ile hazirlanan NP’lerden etken
madde salim profilini incelemek i¢cin NP’lerin hiicre kiiltiiriinde uygulanacagi goz
oniinde bulundurularak salim ortami olarak DMEM besiyeri kullanilmigtir. Ornekler
37°C ve 110 rpm’e ayarlanmig ¢alkalamali inkiibatore yerlestirilmis ve farkli zaman
dilimlerinde (1, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72 saat) ve CoQ1o yiiklii nanopartikiillerin % salinan
etken madde miktarinin Slgiilmesiyle (n=2) gerceklestirilmistir. Orneklerin &nceden
belirlenmis zaman noktalarinda iist fazlar1 toplanarak yerine ayni hacimde DMEM
besiyeri ilave edilmistir. Toplanan 6rnekler santrifiij edilerek iist fazlar1 toplanmis ve

ELISA kiti ile salinan etkin madde miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Absorbans 6l¢limii igin

FLUOstar OMEGA mikroplaka okuyucu (BMG Labtech, Almanya) kullanilmistir.
3.6.9. XTT Deneyi

CoQqo yiikliit PLGA-b-PEG-TPP polimeri ile hazirlanan NP’lerin HK-2 hiicre

hatlarinin proliferasyonu tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla XTT deneyi
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yapilmustir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin her bir kuyucuguna yaklasik
4x10% - 6x10° hiicre %10 FBS iceren DMEM ortami iginde ekilmistir. Hiicreler 25,
50, 100, 200 ve 300 uM konsantrasyonunda NP’ler ile 48 saat muamele edildikten
sonra kit yonergeleri dogrultusunda XTT reaksiyon ¢ozeltisinden kuyucuk basina 50
L eklenmigtir. 37°C’de 4 saatlik inkiibasyon sonunda plaka 450 nm’de plaka
okuyucuda okunmustur. En yiiksek hiicre canliligina sahip olan grup %100 olarak
kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edilmistir. Deneyler
ic bagimsiz kuyucukta gerceklestirilmistir.

Yiizde canliligin tespiti i¢in asagidaki esitlik kullanilmigtir.

Esitlikte Asmek Ornek hiicre grubunun absorbans degeri; Anegatif, Desiyerinin
absorbans degeri;

Axontral, ilag uygulanmayan kontrol hiicre grubunun absorbans degerini ifade

etmektedir.

Aérnek - Anegatif

x 100

Hiicre canliligi (%) =
Akontrol r Anegatif

3.7. Hiicre Kiiltiiriinde Nanopartikiil Uygulamasi

96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda 96 saat siireli SIRNA uygulamasini
takiben NP uygulamas: i¢in agagidaki deney gruplari olusturulmustur.

1. Kontrol

2. SiRNA
3. SiRNA + Serbest CoQ1o
4. siRNA + CoQ1o-NP (Hedefsiz nanopartikiil)
5. SIRNA + CoQ1o-TPP-NP (Mitokondriye hedefli nanopartikiil)

Hiicrelere CoQ1o konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde serbest ilag veya NP
48 saat siireyle uygulanmistir. Uygulanan CoQio konsantrasyonu ve inkiibasyon

sliresi, literatiir bilgisinden yararlanilarak belirlenmistir (98, 100).
3.8. Metabolomik ve Fluksomik Analizler
3.8.1. Hiicrelerin Toplanmas

Metabolomik analizler igin %100 doluluga ulasan hiicreler, inkiibatérden

¢ikarildiktan sonra ii¢ defa izotonik sodyum kloriir (NaCl) ¢6zeltisi ile hizli bir sekilde
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yikanmistir. Fluksomik analizler igin ise % 100 doluluga ulagmis hiicrelerin besiyerleri
aspire edildikten sonra i¢inde %30 H2'®0 igeren besiyeri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarinin her kuyucuguna 50 pL eklenerek 37°C’de 15 dk inkiibe edilerek
hiicrelerin isaretlenmesi saglanmustir. Isaretleme siiresi tamamlandiktan sonra
inkiibatorden ¢ikartilip Ho'®O igeren besiyeri uzaklastirildiktan sonra izotonik NaCl
¢ozeltisi ile hizli bir sekilde yikanmaistir.

Hiicre kiiltiirii plakalar hafif bir sekilde ¢alkalandiktan sonra siv1 azot iizerine
alinmig; hiicreler dondurulmustur. Dondurulmus hiicrelerin {izerine 100’er uL
metanol:su (9:1, hacim/hacim) karisimi ilave edilerek, hiicre kiiltiirii plakalar1 tekrar
stvi azot tizerine almmustir. Dondurulmus hiicreler hiicre kaziyici ile kazinmis ve
ependorf tiiplere aktarilmistir. Kalan hiicreleri toplamak i¢in hiicre kiiltiirii plakalarinin
her kuyucuguna tekrar 100 pL metanol:su (9:1, hacim/hacim) karisimi eklenerek diger
hiicre siispansiyonlari ile birlestirilmistir. 4°C” de 25,000xg’de hiicreler 10 dk siireyle
santrifiijlendikten sonra st faz 2 mL’lik ependorf tiipe transfer edilmis ve

siipernatantlar -20 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmistir.
3.8.2. GC-MS Temelli Metabolomik ve Fluksomik Analizler

Metabolomik ve fluksomik analizler literatiirde yer alan yontem ile yapilmistir
(101). -20°C’ de saklanan numuneler oda sicakligina getirildikten sonra vakumlu
santrifiijjde kuruluga kadar ugurulmustur. Kurumus numuneler 20 pL. metoksiamin
hidrokloriir (piridin i¢inde, 20 mg/mL) ile etiivde 30°C’de 90 dk tutularak
metoksillendirilmislerdir. Daha sonra oda sicakligina getirilen numuneler iizerine 80
uL N-metil-N-trimetilsilil trifloroasetamit +trimetilklorosilan (MSTFA + %1 TMCS)
eklenmis ve etiivde 37°C’de 30 dk bekletilerek tiirevlendirilmistir. Tiirevlendirilen
numuneler silillenmis GC-MS viallerine aktarilmis ve sonrasinda DB5-MS kolon
kullanilarak GC-MS sistemi ile analizleri Tablo 3.3.’te belirtilen optimize edilmis
kosullarda gerceklestirilmistir. Elde edilen kompleks kromatogramlar ayristirildiktan
sonra piklerin alikonma zamanlar1t MS-DIAL yazilimi kullanilarak diizeltilmis ve veri
matrisleri olusturulmustur. Metabolitlere ait pikler alikonma indeksli Fiehn ve Golm

Veritabani kullanilarak aydinlatilmigtir.
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Tablo 3.3. GC-MS analiz kosullar1 ve cihaz parametreleri.

Kolon DB5-MS kolon (30 m+10 m 6n kolon,
0.25 mm i¢ ¢ap ve 0.25 uM film
kalinlig)

Firin sicaklik programi Firin sicakhigi artisi 60°C’den (1 dk
tutulur) 325°C’ye 10°C/dk artisla (10 dk
tutulur)

Analiz siiresi 37.5dk

Enjeksiyon hacmi 1 uL

Tastyict gaz Helyum mg.mL-1

MSD gegis sicakligi 290°C

Coziicii gecikme siiresi 5.90 dk

Kiitle Aralig1 50-650 Da

GC-MS temelli metabolomik analizler sonucunda elde edilen veri matrisleri
toplam pik alani kullanilarak normalize edilmistir. Daha sonra bu veri matrisi SIMCA -
P+ (8v13.0, Umetrics, Umea, Isve¢) programina aktarilarak; temel bilesenler analizi
(PCA) ve en kiiciik kareler farklilastirma analizi (PLS-DA) yontemleri ile incelenerek

gruplarin ayrilmasinda 6nemli olan metabolitler ve regresyon katsayilar1 bulunmustur.
3.8.3. Istatistiksel Analizler

Tiim in vitro deneyler en az 3 kez yapilmis, veriler, ortalama + SEM olarak
ifade edilmistir. Istatistiksel analizler icin GraphPad Prism 8.0 (Graphpad Software,
ABD) kullanilmistir. Gergek zamanli PCR analizleri i¢in “one-way ANOVA testi”
kullanilmistir. Metabolomik analizler i¢in, metabolit basina ortalama ifadede gruplar
arasindaki degisiklikleri karsilagtirmak igin “unpaired t-test” yapilmistir. Normal HK-
2 hiicre hattindan elde edilen metabolit degerlerine “Student’s t-test” uygulanmis ve
COQ8B™ hiicre hatlarindan elde edilen P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. siRNA Transfeksiyonu Sonrasinda HK-2 Hiicrelerinde COQ8B Gen
Ekspresyon Diizeyleri

COQ8B gen mutasyonuna bagli CoQio eksikligini hiicre kiiltiirii diizeyinde
olusturmak i¢in HK-2 hiicre hattinda COQ8B genine 6zgii siRNA kullanilmis, boylece
in vitro hastalik modeli gelistirilmistir. SIRNA ile transfekte edilen HK-2 hiicrelerinde
SiRNA konsantrasyonuna bagli olarak gen susturma etkinligi Sekil 4.1.’de
gosterilmistir. Gen diizeyinde en yiiksek gen susturma etkinligi 100 nM siRNA’nin

48 saat siireyle uygulamasi sonucu goriilmiistiir.
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda siRNA ile transfekte edilen HK-2 hiicrelerinin

COQ8B gen ekspresyon diizeyleri (** P<0.01, * P<0.05 kontrole karsi.

COQ8B gen ckspresyon diizeyleri GAPDH genine gore normalize
edilmistir.)

4.2. siRNA Transfeksiyonu Sonrasinda HK-2 Hiicrelerde COQ8B Protein

Diizeyleri

SIRNA ile 72 ve 96 saat siireli transfeksiyon sonrasi HK-2 hiicrelerinde
COQ8B protein diizeylerindeki degisim Western Blot analizi ile belirlenmistir (Sekil
4.2)).
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Sekil 4.2. siRNA ile 72 ve 96 saat siireli transfeksiyon sonrast HK-2 hiicrelerinde
COQ8B proteinine ait Western Blot goriintiisti.

4.2.1. PLGA-b-PEG-NH2 Polimeri ve Nanocoktiirme Yontemi ile

Hazirlanan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.2.2. Nanopartikiillerin Partikiil Boyutu ve Dagiliminin Incelenmesi

Farkli konsantrasyonlarda PLGA-b-PEG-NH2 polimeri kullanilarak hazirlanan
NP’lere ait ortalama boyut, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyel degerleri
Tablo 4.1°de belirtilmistir. Her formiilasyon i¢in 3 tekrar yapilmis ve ortalama boyut,
zeta potansiyel ve PDI degerleri standart sapmalar1 hesaplanarak elde edilmistir.
Nanogoktiirme yontemi kullanilarak %5 (a/h) polimer ¢ozeltisi ile hazirlanan NP1
ornek grubunda partikiil boyutu 59.72 nm iken %10 (a/h) polimer derisimi ile
hazirlanan NP2 grubunda ise 71.6 nm olarak bulunmustur. Elde edilen NP boyutlarinin
100 nm’den daha kii¢iik olmas1 nedeniyle mitokondriye hedeflendirme i¢in uygun
ozellikte oldugu goriilmiistiir. Her iki 6rnek grubunun da PDI degerleri agregasyon
egiliminin olmadigini1 dogrulamaktadir. Ayrica NP’lerin yiizey yiikleri NP1 i¢in +16
mV olarak hesaplanirken, NP2 i¢in +9.59 mV olarak hesaplanmistir. Sekil 4.3. ve
Sekil 4.4. PLGA-b-PEG-NH: polimeri ile hazirlanan farkli formiilasyonlardaki
NP’lerin boyut ve zeta potansiyel grafiklerini gostermektedir.

NP1 formiilasyonunun boyut ve PDI degerlerininin daha uygun olmasi
nedeniyle PLGA-b-PEG-NH: polimeri ile CoQ1o yiiklii NP’ler hazirlanirken polimer
konsantrasyonu %35 olacak sekilde ayn1 yontem kullanilmustir. Tlag yiiklii ve yiiklii
olmayan NP’lerin boyut, zeta potansiyeli ve polidispersite indeksleri Tablo 4.1.de

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.1 Nanogoktiirme yontemi ve PLGA-b-PEG-NH2 polimeri ile hazirlanan
NP’lerin ortalama boyut, PDI, zeta potansiyel degerleri.

Polimer ilac/Polime Bovut Zeta
Nanopartikiil | miktar acr; n:) (10r/n) r (n%) Potansiyel PDI
%ah) | MO (mV)
NP1 5 - 59.72 +16 0.142
NP2 10 - 71.6 +9.59 0.264
NP3 5 20 132.9 +5.68 0.230
NP4 5 50 132 +0.1 0.304

Ilag yiiklii NP’lerin yiiklii olmayan NP’lere kiyasla daha biiyiikk boyutta
olmalar1 beklenen bir sonugtur. NP’lerin hazirlanmasinda kullanilan ilag yiizdesi
arttikga partikiil boyutunun da arttig1 izlenmistir. Ancak bu tezde hedeflenen NP
boyutu 100-200 nm arasinda oldugu i¢in elde edilen NP’ler bu hedefe uygundur.

NP’lerin boyut dagilimimin homojenligini gosteren PDI degeri de %350
CoQio/polimer oranina sahip NP’lerde artis gostermistir. PDI degerinin 0.1-0.3
arasinda olmasi partikiil boyutlarinin dar bir dagilim gosterdigini, bu araliktan daha
yiiksek bir degerde olmasi ise partikiil boyutlarinin genis dagilim gosterdigini ifade
etmektedir.

NP’lerde yiiksek zeta potansiyel elektriksel itme nedeniyle partikiillerin agrege
olmalarin1 engelleyen bir oOzelliktir. Zeta potansiyel degerlerininin £20-30 mV
araliginda olmasi partikiillerin kararli oldugunu ve agregasyona egilimlerinin daha az
oldugunu gosterirken, bu degerlerden daha disiik yiizey yiikii partikiillerin zayif itme
glicii nedeniyle agrege olmalarina neden olabilir (102). NP’lerin yiizey yiikiinii
gosteren zeta potansiyel degerleri yiiklii olmayan NP’lerde daha yiiksek iken, CoQuo

yiiklenmesi sonucu zeta potansiyel degerlerinde azalma gozlenmistir.
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Sekil 4.3. NP’lerin partikiil biiyiikliigii ve biiyiiklikk dagilimini gosteren grafikler. A)
NP1 B) NP2, C) NP3, D) NP4’¢c ait partikiil biiyiikligii ve biiyiiklik
dagilimini gosteren grafik.
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Sekil 4.4. NP’lerin zeta potansiyel grafikleri. A) NP1 B) NP2, C) NP3, D) NP4’¢ ait
zeta potansiyel grafigi.
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4.2.3. Nanopartikiillere Yiiklenen CoQio0 Miktarinin ELISA Yontemi ile
Tayini

Nanogoktiirme yontemi kullanilarak PLGA-b-PEG-NH2 polimeri ile
hazirlanan CoQio yiiklii NP’lere yiiklenen ilag miktarin1 belirlemek i¢in ELISA
yontemi kullanilmigtir. NP hazirlama asamasinda dis sulu fazdan alinan 6rnekler ile

yapilan ELISA deneylerinde anlamli bir sonug elde edilememistir.
4.2.4. CoQ1o0 Etken Madde Salim Calismalar:

CoQqo iceren PLGA-b-PEG-NH2 NP’lerin salim g¢alismalar1 farkli zaman
dilimlerinde (1, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72 saat) ve farkli CoQ10 konsantrasyonlari (1 mg
ve 2,5 mg) ile hazirlanan NP’lerin % salinan etken madde miktarinin 6lgiilmesiyle
(n=2) gerceklestirilmistir. Salim ortamindan toplanan 6rneklerdeki CoQio miktarinm
tayin etmek i¢in ELISA kiti kullamilmistir, ancak ¢ikan sonuglar anlamlh
bulunmamaistir. Bu problemi ¢6zmek i¢in NP’lerin hazirlanmasi i¢in farkli yontemler

denenmesi ve/veya salim deneyi kosullarinin degistirilmesi planlanmustir.

4.3. PLGA-b-PEG-NH2 Polimeri ve Cift Emiilsiyon-Coziicii Ucurma

Yontemi ile Hazirlanan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.3.1. Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagiliminin incelenmesi

Polimer konsantrasyonu %5 (a/h) olacak sekilde hazirlanan CoQ1o yiiklii (NP5
ve NP7) ve yiikli olmayan PLGA-b-PEG-NH: partikiiller (NP6 ve NP8) yiizey aktif
madde olarak %2 (h/h) oraninda PVA veya Pluronic F-68 iceren saf su igerisinde
hazirlanmistir. NP’lere ait ortalama boyut, zeta potansiyel ve PDI degerleri Tablo
4.2.’de belirtilmistir.
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Tablo 4.2. PLGA-b-PEG-NH: polimeri kullanilarak ¢ift emiilsiyon-¢oziicii ugurma
yontemi ile hazirlanan NP’lerin ortalama boyut, PDI, zeta potansiyel

degerleri.
, . Zeta
Nanopartikiil maYdlézeezg/:lz( t;fh) Boyut (nm) | Potansiyel PDI
(mV)
NP5 PVA 220.6 -3.13 0.22
NP6 PVA 181.7 +4.06 0.3
NP7 Pluronik F-68 141.7 -10.7 0.3
NP8 Pluronik F-68 173.5 -7.96 0.345

Hazirlanan ilag yiiklii NP’ler 173 ile 220 nm arasinda bulunmustur

Ilag yiiklii NP’ler yiiklii olmayan NP’lere kiyasla daha biiyiik boyut ve daha

yiikksek PDI degerlerine sahiptir. Hazirlanan NP’lerin boyutlar1 173 ile 220 nm

arasinda ve PDI degerleri ise 0.22 ile 0.34 arasinda bulunmustur.

4.3.2. Nanopartikiillerin STEM Goriintiileri

PLGA-b-PEG-NH: polimeri ile ve %2 (a/h) Pluronik F-68 kullanilarak
hazirlanan C0Qo yiiklii ve yiikli olmayan NP’lerin (NP7 ve NP8) morfolojik

yapilarinin incelenmesi amaciyla STEM gorintiileri alinmistir. STEM-bright field

modunda yapilan analizler sonucunda partikiil boyutlar1 ~130-180 nm araliginda

bulunmus olup, kiiresel yapida olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.5.). Elde edilen veriler

1s18inda NP formiilasyonlarinin istenen morfoloji ve boyutlarda elde edildigi

belirlenmistir.

Sekil 4.5. NP’lere ait STEM goriintiileri: A) NP7’ye ait STEM goriintiisii B) NP8’e
ait STEM goriintiisii.
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4.3.3. Nanopartikiillerin FT-IR Spektrumu

PLGA-b-PEG-NH: polimeri kullanilarak ¢ift emiilsiyon-¢oziicii ugurma
yontemi ile hazirlanan CoQio yiikli NP’lerin FT-IR spektrumu Sekil 4.6.’da
karsilagtirilmali olarak sunulmustur. PLGA-b-PEG-NH2 polimerine ait FT-IR
spektrumu kirmizi ile belirtilen spektrum ile karakterize edilirken, PLGA-b-PEG-TPP
polimerine ait FT-IR spektrumu mavi ile belirtilen spektrumda sunulmustur.

PLGA-b-PEG-NH2 polimerine TPP molekiiliiniin konjuge edilmesiyle birlikte
1250 cm™ ve 890cm™’deki pikler P=0 ve P-O-P esnemelerini karakterize ederken,
2200 cm ! ve 3400-3600cm™ bandlarinda gériilen kaymalar ve degisimler TPP
konjugasyonundan sonra elde edilen —H baglarindan kaynaklanmaktadir. 1500-
1600cm™ bandinda goriilen degisimler ise amin bandindaki degisimleri belirterek
konjugasyonun basariyla gerceklestirildigini desteklemektedir.

L1} S
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| .\q / 1 \
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Sekil 4.6. PLGA-b-PEG ve PLGA-b-PEG-TPP polimerlerinin FT-IR spektrumlari.

4.3.4. Nanopartikiillere Yiiklenen CoQio Miktarinin ELISA Yontemi ile
Tayini

Cift emiilsiyon-¢oziicii ugurma yontemi ile PLGA-b-PEG-NH: polimeri
kullanilarak hazirlanan CoQ1o yiiklii NP’lere yiiklenen ila¢ miktarini tayin etmek igin
ELISA yo6ntemi kullanilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen kat1 haldeki NP’ler DCM
ile pargalandiktan sonra ¢oziicli ugurulmus ve NP icerigindeki CoQio’un ¢dzlinmesi

i¢in kloroform igerisinde yeniden siispande edilmistir. Elde edilen 6rneklerin tayini



48

ELISA kiti ile yapilmis, ancak kit igerigindeki plakanin kuyucuklarina kloroform
iceren Orneklerin eklenmesiyle kristalizasyon meydana geldigi i¢in deney devam
ettirilememistir. NP’lere yiiklenen CoQio miktarinin tayini i¢in HPLC yoOntemi

kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.5. Nanopartikiillere Yiiklenen CoQio Miktarimin HPLC Yontemi ile
Tayini

CoQaio0’a Ait Kalibrasyon Dogrusu

1 mg.mL? derisimdeki stok CoQuo ¢dzeltisinden hareketle hazirlanan standart
cozeltilere ait piklerin alanlar1 hesaplanarak elde edilen standart egri grafigi Sekil

4.7.°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. CoQqo’a ait kalibrasyon dogrusu.

0.7, 0.6, 0.5,0.4, 0.3,0.2, 0.1, 0.05 mg.mL'1 CoQ1o iceren standart ¢ozeltilere
ait HPLC kromatogrami Sekil 4.8.’de gosterilmistir. Pikler miktar tayinine olanak

verecek sekilde simetrik olup pik alanlar1 cihaz tarafindan otomatik hesaplanmistir.
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Sekil 4.8. CoQqo standart ¢ozeltilerine ait HPLC kromatogramlari. A) 0,05; 0,1; 0,2;
0,3 mg.mL'l CoQqo igeren B) 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 mg.mL'1 CoQ1o igeren
standart ¢ozeltilere ait HPLC kromatogrami.

CoQ1o Enkapsiilasyon Etkinligi
PLGA-b-PEG-NH, polimeri kullanilarak ¢ift emiilsiyon-¢oziicii ugurma

yontemi ile hazirlanan CoQ1o yiiklii NP’lere yiiklenen ilag miktarin1 gésteren HPLC
kromatogrami Sekil 4.9.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. PLGA-b-PEG-NH:z polimeri ile hazirlanan CoQ1o yiiklii NP’lerin (NP7)
kromatogrami.

Elde edilen bu kromatograma gore NP’lerin CoQio enkapsiilasyon etkinligi

%1,5 olarak bulunmustur.

4.4. Mitokondri Hedefli, PLGA-b-PEG-TPP Polimeri ile Hazirlanan

CoQuo Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

CoQ10’un hedeflenen etki yeri olan mitokondri igine yiiksek verimle ulagsmasini
saglamak amaciyla PLGA-b-PEG-OH polimeri TPP molekiili ile konjuge edilmistir.
TPP molekiilii pozitif yiikii sayesinde negatif membran potansiyeline sahip mitokondri
i¢ zarindan gecebilir. NP’lerin yiizey ve boyut 6zellikleri sentez i¢in gerekli adimlarin
sayist arttikca degisir (96). Bu nedenle polimerin TPP ile konjugasyonu NP
formiilasyon asamasindan once gerceklestirilmistir. Aktif hedefleme ligandinin

konjugasyonu sentezlenen NP’iin boyut ve yiizey yiikii gibi 6zelliklerini degistirmistir.
4.4.1. PLGA-b-PEG-TPP Polimerinin FT-IR ve NMR Spektrumu

PLGA-b-PEG-OH polimerinin TPP molekiilii ile konjuge edilmesi sonucu elde
edilen PLGA-b-PEG-TPP polimerine ait FT-IR spektrumu Sekil 4.10.’da
karsilagtirmali olarak sunulmustur. Elde edilen spektrumlar incelendiginde, TPP’nin
yapisindan gelen P—-O—P kopriisiine ait yaklasik 800 cm™ dalga boyundaki asimetrik
gerilme titresimleri, yaklasik 1000 cm™ dalga boyundaki PO3 grubunun simetrik ve
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asimetrik gerilme titresimlerini, 1130 cm™ dalga boyundaki simetrik ve asimetrik
gerilme titresimleri O—P=0 grubunun varligmi ve 1210 cm™ dalga boyundaki P=0
gerilme titresimlerini gdstermektedir. Ayrica 900-675 cm™ dalga boyunda goriilen
coklu pikler aromatik yapilarin C-H baglarin1 dogrulamaktadir. 1700-1750 cm™ dalga
boyu araliginda goriilen karbonil gruplarinin TPP konjugasyonu sonrasi PLGA-b-
PEG-TPP yapisinda yarattig1 kayma da baglanmay1 dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.10. PLGA-b-PEG-OH ve PLGA-b-PEG-TPP polimerlerinin ve TPP
molekiiliiniin FT-IR spektrumlari.

PLGA-b-PEG-OH ve PLGA-b-PEG-TPP polimerlerinin *H-NMR spektrumu,
TPP molekiiliiniin polimer ile konjugasyonunu gostermektedir (Sekil 4.11.). PLGA-b-
PEG-OH 'H NMR (CDCls, 300 MHz): § 1,30-1,70 (laktik asit, -OCHCH3COO-),
3,60-3,80 (PEG, -OCH.CH>0-), 4,70-4,90 (glikolik asit, HOCH>CO-), 5,20-5,30
(laktik asit, -OCHCH3COO-), 7,20-7,40 (d-kloroform, CDCl3). PLGA-b-PEG-TPP 'H
NMR (CDCls, 300 MHz): 8 1,30-1,70 (laktik asit, -OCHCH3COO-), 3,30-3,80 (PEG,
-OCH2CH;0-), 4,20-4,90 (glikolik asit, HOCH>CO-), 5,20-5,30 (laktik asit, -
OCHCH3COO-), 7,20-7,40 (d-kloroform, CDClz) ve 7,70-7,90 (TPP, PPhs") (96,
103). 7,70-7,90 araligindaki PPhs" pikinin TPP NMR spektrumu ile korelasyonu, TPP
molekiiliiniin PLGA-b-PEG-OH polimerine baglandigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.11. PLGA-b-PEG-OH polimeri, TPP molekiili ve PLGA-b-PEG-TPP
polimerinin NMR spektrumlari. A) PLGA-b-PEG-OH polimerinin NMR
spektrumu. B) TPP molekiiliiniin NMR spektrumu. C) PLGA-b-PEG-
TPP polimerinin NMR spektrumu.
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4.4.2. Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagihminin incelenmesi

PLGA-b-PEG-OH ve PLGA-b-PEG-TPP polimeri ile hazirlanan CoQ1o yiiklii
NP’lere ait partikiil biiyiikliigii ve dagilimlar1 Sekil 4.12.°de, zeta potansiyel grafikleri
Sekil 4.13.te gosterilmistir. Ug¢ farkli formiilasyona ait detaylar Tablo 4.3.’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.12. PLGA-b-PEG-OH ve PLGA-b-PEG-TPP polimeri ile hazirlanan CoQ1o
yiiklii NP’lere ait partikiil biiyiikliigii ve dagilimin1 gosteren grafikler. A)
NP9, B) NP10, C) NP11’ e ait partikiil biiyiikliigi ve dagilimimi gdsteren
grafik.



Sekil 4.13.

A 250000--..yv...--...y.-..‘- ................... : ................... : .................. :
200000 = crrrr s " """"""""" '
. t : | : :
€ 1500001 == ---rrmrree e e emeaeaeaaan . | 3 e e iimmaeeaamaeaa :
. | . .
8 r : 1 . : :
LT T Yo7t 1 | S R d oo eeeemesnanamannnnnn L eecessssssmcennns .
E 100000 : 1 'l : : :
: | TR\ : :
Boom.“.......“‘...AA..l: ............ ;...?“E .................. E ................. E
L . / : ! !
0 Z \
-200 100 0 100 200
B Zeta Potential (mV)
100000 e I I . ................... : ................... . .................. :
80000 .................... ................... ................... ................... ,
P . ] . .
5 60000 .................... ................... ' .................. ................... '
=] . : . :
b r : : : :
= v
20000 crrerraarnaenns ................... ................... ................... :
0 . ' . '
-200 -100 0 100 200
Zeta Potential (mV)
300000 T - e o T e RRCETETREEE FEEEEEEETERPREEEERE :
@ 2000007 r e ___________________ -l ;l .............. ___________________
g . o ! :
5] |
(;3 |
2 : Vol : :
B 100000+ - -rmeeaenns ASSAATLIILITELIEELE 3% iR | MISRILELELL Frerestasanieniene
-/
0 . : : - : - : |
-200 -100 0 100 200

Zeta Potential (mV)

54

PLGA-b-PEG-OH ve PLGA-b-PEG-TPP polimeri ile hazirlanan CoQ1o

yiiklii NP’lere ait zeta potansiyel grafikleri. A) NP9, B) NP10, C) NP11°

e ait partikiil bliylikliigli ve dagilimini gosteren grafik.

Tablo 4.3. PLGA-b-PEG-OH ve PLGA-b-PEG-TPP NP’lerin ortalama boyut, PDI,

zeta potansiyel degerleri.

(NP11)

Nanopartikiil TPP:polimer Boyut Zeta Potansiyel PDI
formiilasyonu orani (nm) (mV)
PLGA-b-PEG-OH
(NP9) - 141+2.8 -26.9 0.183
PLGA-b-PEG-TPP _
(NP10) 1:2 131+£7.2 +2.24 0.237
PLGA-b-PEG-TPP 11 157.8+0.87 +20.3 0.187
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CoQ1o yiiklii NP’lerin mitokondriye hedeflendirilmesi i¢in boyutlarinin 200
nm’den daha kiigiik olmas1 gerekmektedir (96). Elde edilen NP’lerin boyutlar1 bu sarta
uygundur. NP’lerin yiizey ylikiinii gosteren zeta potansiyel degerleri PLGA-b-PEG-
OH polimeri ile hazirlanan partikiillerde negatif iken PLGA-b-PEG-OH polimerine
TPP molekiiliiniin konjuge edildigi polimer ile hazirlanan NP’lerin yiizey yiikii pozitif
hale gelmistir. Polimere konjuge edilen TPP miktar1 arttik¢a partikiil boyutlar1 ve zeta
potansiyel degeri de artmistir. NP’lerin mitokondriye hedeflendirilebilmesi i¢in ylizey
yiiklerinin pozitif olmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in en ideal zeta potansiyel degerleri
yaklastk +22 mV civarindadir (96). Sentezlenen CoQio yiikli NP’lerden NP11
formiilasyonu mitokondriye hedeflendirme i¢in uygun boyutlara (<200 nm) ve zeta
potansiyel degerine (~20 mV) sahip oldugu i¢in deneylerde bu formiilasyon

kullanilmastir.
4.5. CoQ1o Yiiklii Nanopartikiillerin Morfolojisi

PLGA-b-PEG ve PLGA-b-PEG-TPP polimerleri ile hazirlanan CoQ1o yiiklii ve
yiiklii olmayan NP’lerin STEM goriintiileri Sekil 4.14. ve 4.15.°te gosterilmistir. Elde
edilen NP’ler mitokondriye hedeflendirme igin istenen boyut (<200 nm) ve morfolojik

ozelliklere sahiptir.

Sekil 4.14. PLGA-b-PEG-OH polimeri ile hazirlanan A) yiiklii olmayan ve B) CoQ1o
yiiklii NP’lere ait STEM goriintiileri.
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Sekil 4.15. PLGA-b-PEG-TPP polimeri ile hazirlanan A) yiiklii olmayan ve B) CoQ1o
yiiklii NP’lere ait STEM goriintiileri.

4.6. CoQ1o Yiiklii Nanopartikiillere Yiiklenen CoQ10 Miktari
4.6.1. CoQ10’ a ait Kalibrasyon Dogrusu

CoQ1o’a ait kalibrasyon dogrusu Sekil 4.16.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.16. CoQ1o’a ait kalibrasyon dogrusu.

0,005:; 0,0125:; 0,05: 0,1; 0,125; 0,25;0,5; 1 mg.mL'1 CoQ1o i¢eren standartlara
ait HPLC kromotogramlari Sekil 4.17.”de gosterilmistir. Pikler miktar tayinine olanak

verecek sekilde simetrik olup pik alanlari cihaz tarafindan otomatik hesaplanmistir.
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Sekil 4.17. CoQqo igeren standartlara ait HPLC kromatogramlari. A) 0,005; 0,0125;
0,05; 0,1 mg.mL? CoQ1o igeren, B) 0,125; 0,25; 0,5; 1 mg.mL? CoQio
igeren standart ¢6zeltilere ait kromatogram.

4.6.2. CoQ1o0 Enkapsiilasyon Etkinligi
PLGA-b-PEG-OH ve PLGA-b-PEG-TPP polimeri kullanilarak hazirlanan

CoQ1o yiiklii NP’lerin HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.18.’de gosterilmistir. NP’lerin
CoQ1o enkapsiilasyon etkinligi Tablo 4.4.’te gosterilmistir.



58

Retansiyon zamam (dk)

mAU

Retansiyon zamam (dk)

mAU

- ¥ & 8 8 8 B 3 8 8% 8 § |
T OO O T RO OO O O RN § Ol

8
T

Retansiyon zamam (dk)

Sekil 4.18. CoQio yiikkli NP’lerin HPLC kromatogramlari. A) PLGA-b-PEG-OH
polimeri ile hazirlanan CoQ1o yiiklii NP’lere ait (NP9), B) PLGA-b-PEG-
TPP polimeri ile hazirlanan CoQ1o yiiklii NP’lere ait, C) PLGA-b-PEG-
TPP polimeri ile hazirlanan CoQio yiiklii NP’lere ait (NP11)
kromatogrami.
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Tablo 4.4. Nanopartikiillere CoQ10 enkapsiilasyon etkinligi.

_ . T Enkapsiilasyon
Nanopartikiil Formiilasyon TPP:polimer orani Etkinligi (%)
NP9 PLGA-b-PEG-OH - 91
NP10 PLGA-b-PEG-TPP 1:2 82
NP11 PLGA-b-PEG-TPP 1:1 40

NP’lerin enkapsiilasyon etkinlikleri degerlendirildiginde PLGA-b-PEG-OH
polimerine TPP molekiiliiniin konjuge edilmesi sonucu partikiillere yiiklenen ilag
miktarinin  azaldigr goriilmiistiir. Polimere baglanan TPP miktar1 arttik¢a

enkapsiilasyon etkinligi azalmaktadir ancak elde edilen ilag yilikleme yiizdesi

calismanin amacina uygundur.

4.7. CoQuo Yiiklii Nanopartikiillerin Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

CoQqo yiikliit PLGA-b-PEG-TPP NP’lerin sitotoksik etkilerini belirlemek igin
XTT testi yapilmistir. Hiicrelere 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM ve 300 uM
dozlarinda NP uygulamasi yapilmistir. Sekil 4.19.’da farkli dozlarda NP uygulanan

HK-2 hiicrelerinin canlilik oranlar gosterilmistir.
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Sekil 4.19. PLGA-b-PEG-TPP polimeri ile hazirlanan CoQ1o yiiklii NP’ler (NP11) ile
muamele edilen HK-2 hiicre hattina ait canlilik grafigi.
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4.8. CoQio Yiiklii Nanopartikiillerin COQ8B” HK-2 Hiicre Hatti
Uzerindeki Etkilerinin Metabolomik Yaklasimla Degerlendirilmesi

HK-2 kontrol hiicre grubu, siRNA, siRNA+Serbest CoQ10, SIRNA+ CoQ10-NP
(NP9) ve siRNA+C0Q1o-TPP-NP (NP11) hiicre gruplarindan edilen metabolomiks

verilerine PCA analizleri uygulanmis ve veri setinde herhangi bir sistemik hata veya

aykiri bir deger olup olmadigi arastirilmigtir. Sonuglar Tablo 4.5.’te sunulmustur.

Tablo 4.5. GC-MS sonucunda tanimlanan metabolitler ve bagil derisimleri.

CoQ1o- CoQ10-TPP-
Metabolitler Kontrol COoQ8B™* CoQuo NP NP

(NP9) (NP11)
2-amino-1-feniletanol 0.754€0.02 | 1.54+0.11** | 0.78+£0.02v¥¥ | 1.58+0.06 0.35+0.06
2-hidroksibenzilalkol 1.484£0.06 | 1.00+£0.04** | 1.12+0.01Y | 0.74+0.03 | 0.66+£0.36"V
2-ketoizokaproik asit 1.1740.04 | 1.42+0.01** | 1.28+0.02¥ | 0.71+0.01 | 0.42+0.11V
Alanin 1.08+0.05 1.154+0.02 0.97+0.04v | 0.83%0.01 0.97+0.08
Allo-inozitol 0.46+0.01 | 1.37+0.01** | 1.77+0.01"V | 1.40+0.01 | 0.01+£0.00""
Aspartik asit 1.25+0.05 | 1.08+0.03* 0.99+0.02 0.87+0.03 | 0.82+0.01V
Beta- alanin 1.19+0.04 1.07+0.03 0.95+£0.03¥ | 0.80+0.01 | 0.99+0.02V
Beta-gliserolfosfat 0.94+0.02 0.97+0.01 0.99+0.01 0.88+0.01 1.2240.02
Kolesterol 1.14+0.03 | 0.96+0.02* 1.01+0.04 0.75+£0.02 | 1.15+0.03V
Sitrik asit 0.77+0.01 0.97+0.05* 1.204£0.04 ¥ 1.4840.02 | 0.58+0.06"V
D-(+) trehaloz 0.40+0.03 | 0.54+0.04* 0.50+0.01 1.55+0.02 | 2.01+0.06"
D-alloz 1.05+0.03 1.17+0.00* 1.17+0.01 0.98+0.01 0.63+£0.01Vv
D-glukoz 0.94+£0.03 | 1.32+0.02** | 1.19+£0.01v¥ | 1.06+0.01 | 0.48+0.01VV
D-izolosin 0.88+0.05 | 1.28+0.02** 1.20£0.01V 1.07£0.01 | 0.58+0.01VvV
D-malik asit 1.09+0.02 | 0.91£0.01** | 1.15+0.02¥¥ | 0.94+0.01 0.91+0.02
D-mannoz 1.4+0.08 1.40+0.10 1.10+£0.04v | 0.59+0.03 0.50+0.10¥
D-sorbitol 0.40+0.1 0.75+0.04* 0.944+0.06 v | 1.17+0.05 1.744+0.1V
D-treitol 0.87+0.05 0.95+0.02 1.18+0.03 vV | 1.02+0.01 0.98+0.00 ¥
Fruktoz 0.56+0.02 | 0.98+0.01** | 1.29+0.02¥¥ | 1.06+0.01 | 1.11+£0.01v¥
Fumarik asit 1.45+0.05 | 0.89+£0.02** | 1.05+0.03¥ | 0.65+0.01 | 0.97£0.03VV




Glukonik asit
Gliserol 1-fosfat
Glisin

Hipotaurin

izolosin

L-(+) laktik asit
Losin

L-glutamik asit
L-homoserin
L-metiyonin
L-piroglutamik asit
L-serin

L-treonin

L-tirozin

L-valin

Lizin

Miyo-inozitol
Miristik asit
N-asetil-5-
hidroksitriptamin
N-asetil-l-aspartik asit
N-asetil-l-glutamik asit
Oleik asit
O-fosfokolamin
Pantotenik asit
Fenilalanin
Fosforik asit
Pikolonik asit

Serin

Stearik asit

1.00+0.04

1.00+0.01

1.09+0.03

1.16+0.06

0.89+0.05

0.61+0.15

0.82+0.04

0.93+0.03

3.00+1.28

0.86+0.02

0.92+0.02

0.81+0.04

0.68+0.03

0.72+0.01

0.89+0.04

0.64+0.01

1.35+0.04

1.23+0.04

4.04+1.63

1.06+0.07

1.03+0.05

1.11+0.05

0.54+0.03

1+0.03

0.77+0.01

1.37+0.07

1.71+0.35

1.03+0.04

0.86+0.05

1.46+0.05**

0.94+0.02*

1.03+0.02

1.04+0.02

1.2740.02**

1.394+0.02*

1.50+0.03**

1.56+0.07**

0.97+0.20

1.44+0.03**

1.28+0.02**

2.37+0.54*

2.46+0.45*

1.53+£0.07**

1.39+0.02**

1.77+0.11%*

1.10+0.03*

0.75+0.04**

0.76+0.25

0.94+0.04

1.20+0.04*

0.90+0.03*

0.90+0.03**

1.1940.04*

1.48+0.04**

0.86+0.01**

0.92+0.03

1.11+0.02

0.54+0.03*

1.14£0.02vY

0.96+0.01

1.01+0.01

0.934+0.03 ¥

1.204+0.02 ¥

1.05+£0.05v¥

1.06+£0.03 ¥¥

1.04+0.01 vV

0.44+0.02 v

1.06+£0.01 vV

1.12+£0.02 ¥

0.62+0.03 ¥

0.61+0.02 ¥

0.98+0.03 vV

1.11+0.03 V¥

0.93£0.03 vv

0.90+0.01 vv

0.78+0.03

0.01+0.00 ¥

0.99+0.01

1.27+0.03

0.88+0.02

0.89+0.02

1.044+0.02 ¥

1.11+0.01 ¥¥

0.994+0.01 ¥¥

0.89+0.02

1.05+0.02

0.45+0.03

0.99+0.01

0.84+0.01

0.85+0.01

0.83+0.02

1.05+0.01

1.12+0.02

1.06+0.03

0.88+0.01

0.25+0.01

1.06+0.01

1.05+0.01

0.66+0.05

0.73+0.06

1.3+0.02

1.01+0.01

1.44+0.02

0.70+0.00

0.95+0.03

0.18+0.01

0.96+0.02

0.92+0.02

0.9+0.01

1.12+0.03

1.00+0.01

1.14+0.01

0.70+0.01

0.58+0.01

0.93+0.01

1.32+0.00

0.41+0.02 v

1.26+0.01 ¥

1.02+0.06

1.04+0.01 ¥

0.59+0.01 Vv

0.83+0.09 ¥

0.56+0.05 "

0.59+0.05

0.34+0.03

0.58+0.02 vV

0.62+0.02 Vv

0.54+0.03 ¥

0.52+0.03

0.47+0.02 vV

0.60+0.05 v

0.22+0.03 Vv

0.95+0.01 Vv

1.29+0.04 vV

0.01+0.00 ¥

1.04+0.01

0.58+0.04 ¥

1.21+0.02 ¥

1.55+0.04 V¥

0.77+0.01

0.5+0.02vY

1.08+0.02 ¥

0.89+0.05

0.88+0.01

1.83£0.04 ¥¥
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Siiksinik asit 1.88+0.17 | 0.59+0.20** 1.16£0.02V¥ | 0.71+0.02 | 0.66+0.23 "
Siikroz 1.15£0.06 | 0.86+0.04* 0.77+0.02 1.05+0.01 | 1.18+0.03VvV
Treonin 0.97+0.03 | 1.12+0.03* 1.1£0.02 0.94+0.01 | 0.87+0.01"¥
Ure 1.47+0.06 | 0.93+0.02** 0.89+0.02 0.73£0.07 | 0.98+0.02vY
Valin 0.9+0.06 1.23+£0.03* 1.23+0.02 1.03+0.01 0.62+£0.01"v

(* P<0,05; ** P<0,001 kontrole kars1, ¥ P<0,05; ¥¥ P<0,001 COQ8B" grubuna kars1)

Yabanil tip ve COQ8B” HK-2 hiicre hatlarindan elde edilen metabolit
degerleri normalizasyon islemlerinden sonra t-testi ile karsilastirilmistir (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Yabanil tip ve COQ8B” HK-2 hiicre hatlarindan elde edilen gruplarin
istatistiksel olarak karsilastirilmalarina ait P degerleri.

Metabolitler Kontrol/ | COQ8B’/ | Kontrol/ | CoQi/ | COQ8B | Kontrol/

COQ8B" CoQuo- CoQu1o- CoQio- | "“/CoQwo | CoQuo

TPP-NP | TPP-NP | TPP-NP
(NP11) (NP11) | (NP11)

2-amino-1-feniletanol 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,334
2-hidroksibenzilalkol 0,001 0,389 0,068 0,258 0,040 0,001
2-ketoizokaproik asit 0,001 0,000 0,001 0,000 0,002 0,048
Alanin 0,192 0,064 0,308 0,970 0,004 0,134
Allo-inozitol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Aspartik asit 0,031 0,000 0,000 0,000 0,060 0,003
Beta- alanin 0,059 0,071 0,005 0,254 0,032 0,004
Beta-gliserolfosfat 0,273 0,000 0,000 0,000 0,140 0,065
Kolesterol 0,002 0,003 0,847 0,026 0,303 0,024
Sitrik asit 0,008 0,002 0,020 0,000 0,011 0,000
D-(+) trehaloz 0,038 0,000 0,000 0,000 0,436 0,029
D-alloz 0,010 0,000 0,000 0,000 0,982 0,013
D-glukoz 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
D-izolésin 0,000 0,000 0,001 0,000 0,021 0,001
D-malik asit 0,000 0,806 0,001 0,000 0,000 0,119
D-mannoz 0,982 0,001 0,000 0,001 0,028 0,018
D-sorbitol 0,016 0,000 0,000 0,000 0,039 0,003
D-treitol 0,228 0,224 0,089 0,000 0,001 0,002
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Fruktoz

Fumarik asit
Glukonik asit
Gliserol 1-fosfat
Glisin

Hipotaurin
izolésin

L-(+) laktik asit
Losin

L-glutamik asit
L-homoserin
L-metiyonin
L-piroglutamik asit
L-serin

L-treonin
L-tirozin

L-valin

Lizin
Miyo-inozitol
Miristik asit
N-asetil-5-
hidroksitriptamin
N-_asetil-l-aspartik
asit
N-_asetil-l-glutamik
asit

Oleik asit
O-fosfokolamin
Pantotenik asit
Fenilalanin
Fosforik asit

Pikolonik asit

Serin

0,000
0,000
0,000
0,033
0,213
0,126
0,000
0,003
0,000
0,000
0,170
0,000
0,000
0,027
0,008
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,094
0,205
0,032
0,014
0,000
0,010
0,000
0,000
0,065

0,094

0,000
0,066
0,000
0,000
0,802
0,881
0,000
0,001
0,000
0,000
0,019
0,000
0,000
0,014
0,005
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,023
0,058
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,640

0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,344
0,106
0,001
0,265
0,007
0,001
0,083
0,000
0,000
0,001
0,009
0,000
0,003
0,000
0,000
0,345
0,049
0,792
0,001
0,148
0,000
0,001
0,000
0,009
0,059

0,007

0,000
0,103
0,000
0,000
0,958
0,014
0,000
0,066
0,000
0,000
0,036
0,000
0,000
0,123
0,090
0,000
0,000
0,000
0,006
0,000
0,544
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,011
0,950

0,000

0,000
0,006
0,001
0,461
0,424
0,021
0,040
0,001
0,000
0,000
0,035
0,000
0,002
0,017
0,006
0,000
0,000
0,000
0,000
0,610
0,022
0,266
0,240
0,704
0,822
0,012
0,000
0,000
0,466

0,075

0,000
0,001
0,017
0,018
0,099
0,017
0,001
0,036
0,004
0,005
0,093
0,000
0,001
0,009
0,070
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,049
0,405
0,007
0,007
0,000
0,377
0,000
0,002
0,058

0,651
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Stearik asit 0,002 0,000 0,000 0,000 0,107 0,001
Siiksinik asit 0,002 0,822 0,005 0,067 0,027 0,005
Siikroz 0,004 0,000 0,570 0,000 0,072 0,001
Treonin 0,006 0,000 0,018 0,000 0,564 0,006
Ure 0,000 0,149 0,000 0,027 0,167 0,000
Valin 0,002 0,000 0,003 0,000 0,912 0,002

GC-MS temelli metabolomik analizler sonucunda elde edilen veri matrisleri
farkli normalizasyon teknikleri kullanilarak normalize edilmistir. Daha sonra bu veri
matrisi SIMCA-P+ programina aktarilarak; PCA analizleri uygulanmis ve veri setinde
herhangi bir sistemik hata veya aykir1 bir deger olup olmadigr arastirilmistir (Sekil
4.20.). Aykir1 degerler uzaklastirildiktan sonra PLS-DA analizleri gerceklestirilerek

gruplarin ayrilmasinda 6nemli olan metabolitler belirlenmistir (Sekil 4.21.).

10

Kontrol
0o %}
S
sIRNA
CoQyo ° Y
S0 ! o __ =
* o °% .
o)
CoQ,,-TPP-NP
-5
CoQ,-NP
-10
415 4 } >
-15 -10 -5 0 S 10
1)
R2X[1] = 0.48 R2X[2] = 0.27 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Sekil 4.20. HK-2 hiicrelerine ait metabolomiks verilerine ait PCA skor grafigi
(Turkuaz: Kontrol, Yesil: siRNA, Mavi: sSiRNA+Serbest CoQ1o, Kirmizi:
SIRNA+C0Q10-NP (NP9), Sar1: SIRNA+C0Q10-TPP-NP (NP11)).
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VIP

Fructose
L-serine
Sucrose

Alanine

D-malic acid
D-threitol
Citric acid
L-threonine
Cholesterol
Succinic acid
Beta- alanine
Myo-inositol
Fumaric acid
Hypotaurine

Beta-glycerolphosphate
2-amino-1-phenylethanol
Glycerol 1-phosphate
O-phosphocolamine

N-acetyl-5-hydroxytryptamine

Sekil 4.21. HK-2 hiicrelerinde gergeklestirilen metabolomiks analiz verilerine ait ¢ok
degiskenli veri analizi. A) PLS-DA skor grafigi, B) Veri analizinde
farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi (K: Kontrol, A:
siRNA, B: siRNA+Serbest CoQio, C: siRNA+Co0Qio-NP (NP9), D:
SIRNA+C0Q10-TPP-NP (NP11)).

PLS-DA skor grafiginde tespit edilen metabolitlerdeki farkliliklarla 5 grubun

(kontrol, siRNA uygulamasi, CoQ10-NP (NP9), CoQ1o-TPP-NP (NP11) ve serbest

CoQ10 uygulamalari) birbirinden net olarak ayrilabildigi tespit edilmistir (Sekil 4.22.-

A). HK-2 hiicre hattinda siRNA araciligi ile COQ8B geninin susturulmasi sonucu
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analiz edilen metabolitler grafikte sag iist kadrana dogru kayarak kontrol grubunun yer
aldig1 sol alt kadrandan uzaklasmistir. COQ8B™ hiicre hattina CoQio-TPP-NP
uygulanmasi sonucu metabolitler sol st kadrana kayarak kontrol grubuna
yaklasmustir. Serbest CoQ1o ve CoQ1o-NP (NP9) ise siRNA grubu ile ayn1 kadranda
yer almaktadir.

Farkli deney gruplarindaki hiicrelerin metabolomik profilleri ikili gruplar
halinde Kkarsilastirilmis ve PLS-DA skor grafikleri olusturulmustur. PLS-DA
analizlerindeki farklilasmaya neden olan metabolitlerin belirlenmesi i¢cin VIP (projede
onemli degisken) grafiginden yararlanilmistir. Bu grafik iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli oranda degisim gosteren (P<0,05) metabolitleri P degerlerine gore
kiigiikten biiytige dogru siralamaktadir. Elde edilen PLS-DA modellerinin giivenilirligi
R? ve tahmin edebilme degerleri Q? ile gosterilmistir. Gruplarin ikiserli olarak
karsilagtirilldigt PLS-DA skor grafigi, VIP grafigi ve diizeyleri azalan/artan
metabolitlerin gosterildigi garfikler Sekil 4.22.-4.27.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.22. HK-2 kontrol grubu ile siRNA uygulamasi yapilan hiicre grubunun

metabolomiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi. A) PLS-DA skor
grafigi (R%:0,9 ve Q%:0,99), B) Veri analizinde farklilasmaya neden olan

metabolitlere ait VIP grafigi, C) siRNA grubunda kontrol grubuna

kiyasla miktar1 artan ve azalan metabolitler.
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Sekil 4.23. siRNA uygulamasi yapilan hiicre grubu ile mitokondriye hedefli NP

(NP11) uygulanan grubun metabolomiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri

analizi. A) PLS-DA skor grafigi (R%0,99 ve Q2:0,99), B) Veri analizinde

farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi, C) CoQ1o-TPP-NP

(NP11) grubunda siRNA grubuna kiyasla miktar1 artan ve azalan

metabolitler.
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Sekil 4.24. HK-2 kontrol grubu ile mitokondriye hedefli NP (NP11) uygulamasi

yapilan hiicre grubunun metabolomiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri

analizi. A) PLS-DA skor grafigi (R%: 0,99 ve Q%0,99), B) Veri analizinde

farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi, C) CoQ1o-TPP-NP
grubunda kontrol grubuna kiyasla miktar1 artan ve azalan metabolitler.
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Sekil 4.25. HK-2 kontrol grubu ile serbest CoQ10 uygulamasi yapilan hiicre grubunun

metabolomiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi. A) PLS-DA skor

grafigi (R% 0,99 ve Q%0,99), B) Veri analizinde farklilasmaya neden olan

metabolitlere ait VVIP grafigi, C) Serbest CoQ10 grubunda kontrol grubuna

kiyasla miktar1 artan ve azalan metabolitler.
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Sekil 4.26. siRNA uygulanan grup ile serbest CoQio uygulamasi yapilan hiicre

grubunun metabolomiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi. A)

PLS-DA skor grafigi (R%0,99 ve Q%0,96), B) Veri analizinde

farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi, C) Serbest CoQ1o

grubunda kontrol grubuna kiyasla miktari artan ve azalan metabolitler.
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Sekil 4.27. Serbest CoQ10 uygulamasi yapilan hiicre grubu ile mitokondriye hedefli

NP (NP11) uygulanan grubun metabolomiks verilerine ait cok degiskenli
veri analizi. A) PLS-DA skor grafigi (R? 0,99 ve Q20,99), B) Veri

analizinde farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi, C)

C0Q10-TPP-NP (NP11) grubunda serbest CoQ1o grubuna kiyasla miktar1

artan ve azalan metabolitler.
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5 farkli deney grubunun metabolit profillerinin degerlendirilmesi sonucu

gruplar arasinda metabolit diizeylerinin varyasyonunun -2 ile 2 arasinda renk skalasi

ile gosterildigi “heatmap” grafigi Sekil 4.28.’de gosterilmistir. Benzer metabolit

profile sahip gruplar benzer renk skalasinda yer almaktadir.
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HK-2 hiicre hatti metabolitlerinin heatmap grafigi. Satirlar metabolitleri,
stitunlar deney gruplarin1 gostermektedir (K: Kontrol; A: siRNA, B:
siRNA+Serbest CoQ1o; C: sSiRNA+C0Q10-NP (NP9); D: siRNA+C0Q10-
TPP-NP (NP11)).

CoQio Yiiklii Nanopartikiillerin Krebs Dongiisit Metabolitlerinin
Dongii Hizina Etkisi

Hiicrelerde in vitro hastalik modelinin olusturulmasinin ardindan farkli

formiilasyonlarda CoQio uygulamasi yapilmistir. 48 saatlik inkiibasyonun sonunda

%100 doluluga ulasmus hiicre hatlar1 %30 H2'0 iceren hiicre besiyerinde 15 dakika

isaretlendikten sonra fluksomik analizler ger¢eklestirilmistir. HK-2 hiicrelerinde farkli
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metabolitler igin elde edilen 80 ile isaretlenme yiizdeleri Sekil 4.29. ve 4.30.’da
sunulmustur.
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Sekil 4.29. HK-2 hiicrelerinde Pi, siiksinat, fumarat, sitrat, malat ve G1P
metabolitlerinin ‘80 isaretlenme yiizdeleri (K: Kontrol; A: siRNA, B:
siRNA+Serbest CoQ10; C: SIRNA+C0Q10-NP (NP9); D: sSiRNA+C0Q10-
TPP-NP (NP11)).
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Sekil 4.30. HK-2 hiicrelerinde glutamat, serin, aspartat, gliserol, palmitat ve oleat
metabolitlerinin 80 isaretlenme yiizdeleri (K: Kontrol; A: siRNA, B:
SIRNA+Serbest CoQ10; C: SIRNA+C0Q10-NP (NP9); D: siRNA+C0Q10-
TPP-NP (NP11)).

Fluksomik analizler ile kontrol, siRNA, siRNA+Serbest CoQ1o, SIRNA+C0Q10-NP ve
SiIRNA+C0Q10-TPP-NP gruplarinda Pj, sitrat, malat, glutamat gibi krebs dongiisii
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metabolitlerinin déngii hizlarmi karsilastirmak amacryla HK-2 hiicreleri 20 ile
isaretlenmistir. Metabolitlerin 180 isaretlenme yiizdelerinden yola ¢ikilarak, hiicrelere
uygulanan serbest CoQio ve CoQio yiikli NP’lerin gelistirilen in vitro hastalik
modelinde krebs dongiisii hizina etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Ancak
ATP iiretiminde kullanilan Pi’1n 180 isaretlenmesi bakimindan deney gruplari arasinda
anlamli  farkliigin  olmamasi, Trikarboksilik asit (TCA) dongii hizinin
diizenlenmesinde kilit nokta olan sitratin 2O isaretlenem yiizdesinin hedefli NP
grubunda tespit edilememesi; hiicre sayisinin yetersizligi ve/veya HK-2 hiicrelerinin
metabolik faaliyetlerinin bu yontemle tespitinin sinirli olmasi nedeniyle fluksomiks

analizlerde teknik sikintilar yasanmustir.
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5. TARTISMA

CoQ1o eksiklikleri, mitokondri disfonksiyonlar1 ve oksidatif hasarin goriildigii
bircok kronik hastalikla iligkilidir. CoQio takviyesi, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet, kronik bobrek hastaliklari ve ndrodejeneratif hastaliklarin semptomlari
tizerinde olumlu etki gostermektedir (29). CoQio’un yiikksek molekiil agirligr ve
hidrofobik 6zelligi nedeniyle mitokondriye girisi zordur. Bu olumsuzluklari agsmak
icin son yillarda birgok ilag tasiyict sistem gelistirmektedir. Bu amacla gelistirilen bazi
formiilasyonlar lipozomlar, polimerik NP’ler, polimerik miseller, SLN’ler,
nanoemiilsiyonlar ve siklodekstrinlerdir (52). Bu formiilasyonlar arasinda, CoQ1o’un
direkt olarak mitokondriye hedeflendirildigi tek formiilasyon CoQ1o igeren miktoarm
misellerdir (63). Ancak bu ¢alismada CoQ10’un ETZ metabolomik profili tizerindeki
etkilerini degerlendiren herhangi bir bulgu elde edilmemistir.

Bu sebeplerden otilirii bu tez kapsaminda, CoQio eksikligine neden olan
mutasyonlara ikincil gelisen Co0Qio nefropatisinin Onlenmesi/iyilestirilmesi ig¢in
CoQ10’ un aktif farmasoétik igerik olarak kullanildigi mitokondriye hedeflendirilmis
PLGA-b-PEG-TPP NP’leri gelistirilerek COQ8B geni susturulmus proksimal tiibiil
hiicre hattinda GC-MS temelli metabolomik analizler ile hiicre hatlar1 arasindaki
mitokondri dinamikleri/fonksiyonlarinin karsilastirilmis ve boylelikle yeni gelistirilen
ilacin etkinligi degerlendirilmistir.

CoQ1o biyosentez yolaginda etkili olan genlerden biri olan COQ8B geninde
mutasyon olan bireylerde ekzojen CoQio takviyesinin erken donemde proteiniiride
azalma sagladigi gosterilmistir. COQ8B mutasyonuna bagli hastalik modelini
olusturmak amaciyla hiicre kiiltiiri ortaminda HK-2 hiicre hattinda siRNA temelli
COQ8B geninin inhibisyonu saglanmis ve gen susturma etkinligi ger¢ek zamanli PCR
ve Western Blot analizleri ile dogrulanmistir. Optimum diizeyde gen inhibisyonunu
saglayabilmek i¢in farkli konsantrasyonlarda siRNA molekiilleri ile calisilmis ve farkli
stirelerde transfeksiyon gerceklestirilmistir. 100 nM siRNA kullanilarak 96 saat
stireyle transfeksiyon yapildiginda COQ8B geninin ekspresyonunda yaklasik %80
oraninda azalma oldugu gergek zamanli PCR ile gosterilmis ve Western Blot analizi
ile bu sonug¢ dogrulanmistir. Bu da literatiirde ilk kez olusturulan siRNA temelli in

vitro modelin hastalik modeli olarak kullanilabilecegini gostermistir.
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Son zamanlarda mitokondri basta kanser, ndrodejeneratif hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve metabolik hastaliklar olmak iizere bir¢ok hastaligin
tedavisi igin ilag tasarim c¢alismalarinda O6nemli bir hedef haline gelmistir (56).
Bununla birlikte, mitokondrinin 6zel ¢ift katmanli yapisi ve negatif membran
potansiyeli nedeniyle mitokondriye terapotik maddelerin iletilmesinde bazi giigliikler
s6z konusu olmaktadir (71). laglarin mitokondriye tasinmasi igin en etkili strateji,
ilgili ila¢g molekiiliine bir alkiltrifenilfosfonyum lipofilik katyon baglanmasidir (104).
Mitokondriyi ila¢ tasinmasi igin lipozomlar, altin NP’ler, dendrimerler ve polimerik
NP’ler gibi gesitli nanopreparatlar gelistirilmistir (56, 71). Bu tasiyici sistemler
arasinda polimerik NP’ler, biyouyumluluklari nedeniyle in vivo uygulamada oldukga
avantajhidir. Polimerik NP’ler dogal veya sentetik polimerlerden olusan kolloidal
sistemlerdir. Polimerik NP’lerin viicut sivilarinda stabilitesi, yiizeylerinin
islevsellestirmeye uygun olmasi bu tastyici sistemlerin sahip oldugu avantajlardan
bazilaridir. Polimerlerin sahip oldugu 6zellikler ayn1 zamanda bolgelere 6zgii taginimi
da saglar. PLA, PCL, PGA gibi biyobozunur polimerler; diisiik toksisiteye sahip
olmalari, viicutla uyumlu olmalar1 ve uygulama sonrasi cerrahi islem gerektirmeden
viicuttan uzaklastirilabilmesi gibi avantajlari nedeni ile ilag tasiyici sistemlerde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Son yillarda PLGA gibi blok kopolimerler de ilag¢ tasiyici
sistemlerde yaygin olarak kullanmilmaktadir. PLGA, FDA onayli, biyouyumlu,
biyolojik olarak parcalanabilen ve giivenli bir sekilde uygulanan bir polimerdir (59).
Uzun klinik deneyimi, uygun bozunma 6zellikleri ve siirekli ila¢ dagitimi olanaklari
nedeniyle PLGA, diger biyolojik olarak bozunabilir polimerler arasinda en popiiler
olanidir. PLGA polimerine PEG gibi FDA onayli bir hidrofilik blok eklenerek bir blok
kopolimer gelistirilebilir (105). PLGA'ya PEG eklenmesi, kan dolasiminda NP’lerin
kalis siiresinin ve stabilitesinin artmasina neden olur (71). Bu sekilde elde edilen
PLGA-b-PEG polimeri ile iiretilen NP’ler biyobozunur olmanin yanisira artmis
yarilanma Omriine sahiptir. Basta kanser tedavisi olmak iizere bir¢ok kronik hastaligin
tedavisinde kullanilmak tizere dokuya 6zgii hedeflendirme saglayan PLGA temelli NP
sentezlenmis ve karakterize edilmistir, ancak mitokondri iliskili hastaliklarin tedavisi
i¢in gelistirilen NP’ler heniiz yolun basindadir (105).

Marrache ve ark. (96)’nin yaptig1 bir ¢alismada obezite, alzheimer ve kanser

gibi mitokondri temelli hastaliklarin tedavisinde kullanilmak iizere dogrudan
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mitokondriye hedeflendirilmis NP’ler hazirlanmistir. Katyonik 06zelligi sayesinde
mitokondri membranini gegebilen TPP molekiilii PLGA-b-PEG polimerine konjuge
edilmis ve bu yeni polimer ile a-tokoferol, lonidamin ve 2,4-dinitrofenol gibi ilaglar
iceren NP’ler sentezlenmis ve hiicre kiiltiirii ortaminda mitokondriye hedeflendirme
saglanmistir. Mitokondriye hedeflendirilen bu ilag yiiklii NP’ler, hedeflendirilmemis
NP’ler veya serbest ilag formlari ile kiyaslandiginda, Alzheimer, obezite ve kanser
tedavisi i¢in daha etkili bulunmustur.

Sharma ve ark. (63), CoQio’un direkt olarak mitokondriye hedeflendirildigi
CoQ1o igeren miktoarm misel formiilasyonu gelistirmislerdir. Gelistirilen bu ilag
tastyict sistemin in vitro etkinligini degerlendirmek ig¢in mikroglia hiicrelerinde H20>
ve paraquat ile olusturulan iki stres modelinde CoQio’un antioksidan etkisi
incelenmistir. CoQ1o, ROS ve siiperoksit anyon seviyelerini azaltmis, ancak serbest
CoQ1o ve mitokondriye hedeflendirilmis polimerik misellerin etkisi arasinda anlamli
bir fark bulunmamistir. Mikroglia hiicrelere hedeflendirilmis CoQio miselleri veya
serbest CoQ1o uygulanmis ve antimisin A maruziyeti sonrasinda TMRM kullanilarak
mitokondri membran potansiyeli Ol¢iilmiistiir. Her iki deney grubundaki hiicrelerin
mitokondri membran potansiyelleri korunmustur, ancak gruplar arasinda anlamli bir
fark gortiilmemistir (63).

Velichkovska ve ark. (99), noral progenitor hiicrelerde anti-retroviral ilaglarin
oksidatif strese neden olarak hiicresel yaslanmaya neden oldugu ve mitokondri
fonksiyonlarmin bozuldugunu ileri siirmiiglerdir. Bu ¢alismada anti-retroviral tedavi
(ART) uygulamasimin ardindan, serbest CoQ1o, hedeflendirilmemis ve mitokondriye
hedefli CoQuo iceren PLGA-b-PEG NP’ler noral progenitor hiicrelere verilmistir.
CoQio’un ART’ye bagli gelisen oksidatif stress ve hiicresel yaslanma sonucu
mitokondri disfonksiyonlar1 tizerindeki etkileri ROS diizeyleri, mitokondri membran
potansiyeli, hiicresel oksijen tiikketimi, ATP diizeyleri, telomer uzunlugu gibi
parametreler ile degerlendirilmistir. ART ile bozulan tiim bu parametreler serbest
CoQqo ile diizelme gostermezken, CoQio igerikli NP’ler ile iyilesme gostermis ve
ozellikle mitokondriye hedeflendirilmis NP’ler daha etkili bulunmustur.

Tiim bu ¢alismalarda CoQ10’un ETZ metabolomik profili izerindeki etkilerini

degerlendiren herhangi bir bulgu elde edilmemistir.
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Bu bulgulara dayanarak CoQio ile iliskili bobrek hastaliklarinda da
mitokondriye hedeflendirilen polimerik NP’lerin ilacin serbest veya hedeflenmemis
NP formlarindan daha etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez kapsaminda mitokondriye hedeflendirmeyi saglamak igin TPP
molekiilii ile konjuge edilmis PLGA-b-PEG polimeri kullanilarak CoQ1o yiiklii NP’ler
nanogoktiirme metodu ile hazirlanmis ve karakterize edilmistir (96). Gelistirilen bu
formiilasyonla CoQio’un lipofilik ve yiiksek molekiil agirlikli bir bilesik olmasinin
neden oldugu biyoyararlanim sorunlar1 asilmistir, bu nedenle bu ilag tasiyici sistem
mitokondriye ila¢ hedeflemek i¢cin umut vaat eden bir yaklasim olma potansiyeline
sahiptir.

NP’lerin  hazirlanmasinda PLGA-b-PEG-NH, veya PLGA-b-PEG-OH
polimerleri kullanilarak polimer yiizdesi, ilag/polimer orani, yiizey aktif madde,
nanopartikiil hazirlama yontemi gibi parametreler degistririlerek farkli formiilasyonlar
hazirlanmis ve karakterize edilmistir. Optimizasyon ¢aligmalart sonucunda
mitokondriye hedefleme i¢in en uygun 6zelliklere sahip formiilasyon segilerek sonraki
deneylere bu formiilasyon ile devam edilmistir.

Nanogoktiirme yontemi kullanilarak PLGA-b-PEG-NH2 polimeri ile
hazirlanan NP’ler (NP3 ve NP4) mitokondriye hedefleme i¢in uygun biyut ve dagilima
sahiptir. Bu NP’lere yiiklenen ilag miktarnin degerlendirilmesi i¢in kullanilan ELISA
yontemi sonucunda anlamli bir sonug elde edilemedigi i¢in sonraki deneylerde HPLC
yonteminin kullanilmasina karar verilmistir. Etken madde salim c¢alismalari
kapsaminda salim ortamindaki CoQ1g tayini i¢in ELISA yontemi kullanilmis ancak,
ilacin diisiik suda ¢oziiniirliik nedeni ile salim ortamina gecememesi veya ilacin
NP’lere tam olarak yiiklenememesi sebebiyle anlamli bir sonug elde edilememistir. Bu
nedenlerden dolay1 nanopartikiil hazirlama yonteminde degisiklige gidilmistir.

Cift emiilsiyon-¢oziici ugurma yontemi kullanilarak PLGA-b-PEG-NH;
polimeri ile hazirlanan NP’ler boyut, zeta potansiyelleri ve partikiil dagilimlari
acisindan degerlendirildiginde, NP7 ve NP8’in boyut olarak hedeflenen degerlere
uygun oldugu ve aymi zamanda homojen bir dagilim gostermeleri nedeniyle
calismanin amacina uygun oldugu sonucuna varilmistir. Bu NP’lerin mitokondriye
hedeflendirilmesi icin TPP molekiilii ile konjugasyon yapilmis ve FT-IR
spektroskopisi ile polimer-TPP baglanmasi dogrulanmistir. NP’lere yiiklenen ilag
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miktar1 HPLC yontemi ile belirlenmis ve NP’lerin CoQio enkapsiilasyon etkinligi
%1,5 olarak bulunmustur. Ilag yiikleme etkinligi artirmak icin NP formiilasyonunda
ve hazirlama yonteminde ¢esitli modifikasyonlar yapilmis ancak ¢alismanin amacina
uygun (en az %20 EE) bir sonug elde edilememistir. PLGA-b-PEG-NH2 polimeri
kullanilarak iki farkli yontemle hazirlanan NP’ler ilag yiikleme etkinligi ve etken
madde salim ¢aligmalar1 bakimindan istenen ozellikleri saglayamamistir. Farkli iki
yontem ve bir¢ok farkli formiilasyon denenmis olmasina ragmen istenen 6zelliklerde
NP elde edilememis olmasi kullanilan polimerde degisiklik yapilmasini gerekli
kilmigtir. Bu nedenle sonraki deneylere hidroksil u¢lu PLGA-b-PEG (PLGA-b-PEG-
OH) polimeri ile devam edilmistir.

NP’lerin boyut ve ylizey ozelliklerindeki degisimleri en aza indirmek i¢in
PLGA-b-PEG-OH polimeri ile NP hazirlama asamasindan 6nce TPP molekiilii
polimer ile konjuge edilmis ve baglanma FT-IR ve NMR spektrumlar ile
dogrulanmistir. Hazirlanan yiiklii olmayan ve ilag yiikli NP’lerin karakterizasyonu
kapsaminda NP’lerin zeta potansiyel degerlerine bakarak NP’lerin stabil oldugu ve
agregasyon egilimlerinin olmadigint sdylemek miimkiindiir. CoQio yiiklii NP’ler
negatif zeta potansiyeline sahiptir, bunun yanmisira TPP molekiiliinden dolay:
mitokondriye hedeflendirilmis CoQ1o-TPP-NP’lerin (NP10 ve NP11) zeta potansiyeli
pozitiftir. Tasidig: fenil ve fosfor gruplart nedeniyle oldukea lipofilik ve pozitif yiiklii
olan TPP molekiillii mitokondriye ila¢ hedeflendirme ¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Polimer yiizeyine TPP molekiiliiniin baglanmasi NP’lerin lipofilik
ozellikleri ve ylizey yiikiinii degistirmektedir. NP’lerin pozitif yiizey yiikiine sahip
olmasi, negatif membran potansiyeline sahip mitokondriye giris avantaj saglar, bunun
icin en uygun zeta potansiyel degeri +22 mV tur (96). Hazirlanan NP’lerden +20 mV
zeta potansiyele sahip CoQio-TPP-NP’ler (NP11) yiizey yiikii bakimindan
mitokondriye giris i¢in uygun 6zelliktedir. Gelistirilen NP’lerin PDI degerlerinin 0,1
ile 0,2 arasinda olmasi NP’lerin homojen dagildiklarin1 géstermektedir. NP’lerin
ortalama boyutlar1 140-160 nm araligindadir. CoQio-TPP-NP’ler, CoQio-NP’lere
kiyasla daha biiyiikk boyuttadir. NP hazirlama asamasindan &nce PLGA-b-PEG
polimer yiizeyine TPP molekiiliiniin konjugasyonu partikiil boyutudaki artis
aciklamaktadir. Bununla birlikte NP’ler mitokondriye hedefleme i¢in istenen boyut
araligindadir (<200 nm) (96). NP’lere ait tiim bu ozellikler degerlendirildiginde,
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hazirlanan NP’lerin boyut, yiizey yiikii ve parikiil dagilimi agisindan bu tezin amacina
uygun ozellikte oldugu goriilmektedir.

NP9, NP10, ve NP11 formiilasyonlari i¢in ila¢ yiikleme etkinligi sirastyla %90,
%80 ve %40 olarak bulunmustur. Polimer yiizeyine TPP molekiilii konjugasyonu
sonucu NP’lere yiiklenen ila¢ miktarinin azalmasi beklenen bir sonugtur. Nitekim
NP10 ve NP11 frmiilasyonlar kiyaslandiginda polimer yiizeyine konjuge edilen TPP
miktar1 arttikca ilag enkapsiilasyon etkinligi azalmaktadir.

PLGA-b-PEG polimeri FDA onayli bir polimer olarak birgok ila¢ hedefleme
caligmasinda giivenle kullanilmasina ragmen TPP molekiiliinden dolayr NP’lerin
sitotoksik olma potansiyeli mevcuttur (106). Bu nedenle hiicre kiiltiirtinde NP’lerin
hiicre canlilig1 tizerindeki etkisini gostermek igin XTT deneyi yapilmistir ve NP’lerin
hiicreler ilizerinde toksik etki gostermedigi bulunmustur. Yapilan karakterizasyon
caligmalarinin sonuglarina dayanarak, CoQio-TPP-NP'lerin (NP11) sitotoksik etki
gostermeksizin boyut, zeta potansiyeli, boyut dagilimi, morfoloji ve ilag yiikleme
etkinligi acisindan bu ¢aligsmanin amacina uygun oldugu kanitlanmistir.

CoQ1o mitokondri membraninda bulunan ve ETZ’de gorev alan bir molekiil
olmasi sebebiyle eksikligi durumunda elektron transferinde ve dolayisiyla TCA dongii
hizinda yavaglama s6z konusudur. siRNA aracili COQ8B mutasyonu olusturulan
hiicrelerde CoQ1o formiilasyonlarinin etkilerini mitokondri fonksiyonlar1 {izerinden
degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen metabolomik analizlerin  sonucu
degerlendirilirken CoQ1o eksikligi durumunda birincil olarak etkilenen TCA dongiisii
metabolitleri ve 0Ozellikle hiicrede temel enerji kaynagi olan karbohidratlarin
metabolizmasi iizerinde durulmustur.

TCA dongiistiniin ana diizenlenme noktasinda yer alan sitrik asitin siRNA
uygulamasi yapilarak in vitro hastalik modeli olusturulan hiicre grubunda kontrol
grubuna (0,77+£0,01°den 0,97+0,05’¢) kiyasla artisi (Tablo 4.5), COQ8B”
hiicrelerinde TCA dongiisiiniin yavasladigini gostermektedir. CoQ1o-TPP-NP’lerin
(NP11) uygulanmasindan sonra sitrik asit konsantrasyonunun azalmasi (0,58+0,006)
(Tablo 45.) bu NP’lerin TCA dongiisiinii hizlandirmaya katki sagladigin
gostermektedir. Sitrik asit diizeyleri tizerinde NP’ler serbest CoQ1o’a gore daha etkili
bulunmustur (0,58+0,06’ya kars1 1,2+0,04) (Tablo 4.5.), bu da bu etkinin CoQ1o

molekiiliinden ziyade formiilasyon ile iligkili oldugunu gdstermektedir.
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Fruktoz ve glukoz gibi enerji metabolizmasinin temel prekiirsorii olan
karbohidratlarn COQ8B™" hiicrelerinde miktarlarmin kontrol grubuna kiyasla artis
gostermis olmas1 (Fruktoz 0,56+0,02’den 0,98+0,01’e; glukoz 0,9440,03’ten
1,32+0,02’ye) (Tablo 4.5.) TCA dongiisiiniin hizinin azalmasi ile iliskilendirilebilir.
SIRNA ile COQ8B gen inhibisyonu olusturulan hiicre grubunda TCA dongiisiiniin
baskilanmis olmasina paralel olarak hiicrelerde meydana gelen enerji agig1 sinyali,
sukrozun pargalanarak monomerleri olan glukoz ve fruktoza doniisiimiinii tetiklemis
olabilir. Glukoz ve fruktoz diizeylerindeki artis ve sukroz diizeyindeki azalma
(1,15+0,06’dan 0,86+0,04’¢) (Tablo 4.5.)bu varsayimi dogrulamaktadir. CoQ1o-TPP-
NP’lerin (NP11) hiicrelere uygulanmasindan sonra TCA dongiisiiniin hizlanmasi ve
dolayistyla CoQio’un yer aldigt ETZ’nin hizlanmasi sebebiyle glukoz tiiketiminde
artis olmustur (1,32+0,02’den 0,48+0,01’¢) (Tablo 4.5.). Serbest CoQio’un glukoz
diizeylerini azaltmada nanopartikiiller kadar etkili olmadigi goriilmiistiir
(1,32+0,02’den 1,19+0,01°e) (Tablo 4.5.). CoQ10-NP’lerin (NP9) ise glukoz diizeyini
azaltmada serbest CoQ1o’dan daha etkili olmakla birlikte CoQ1o-TPP-NP’ler (NP11)
kadar etkili degildir (1,06+0,01) (Tablo 4.5.)

SIRNA uygulamasi yapilan hiicrelerde TCA dongiisiiniin yavaslamig olmasi
nedeniyle glukozun alternatif yolaklara yonelmesi sonucu glukonik asit ve laktik asit
gibi metabolitlerin konsantrasyonunda artis meydana gelmistir (Glukonik asit
14+0,04’ten 1,46+0,05’¢; laktik asit 0,61+0,15’ten 1,39+0,02’ye) (Tablo 4.5.). COQ8B"
" hiicrelere CoQ10-TPP-NP’ler (NP11) uygulandiktan sonra glukoz, ana yikim yolu
olan glikoliz yolagina girdigi icin glukonik asit ve laktik asit miktar1 azalmistir
(Glukonik asit 0,41+0,02; laktik asit 0,83+0,09) (Tablo 4.5.). Serbest CoQio
uygulamasi, glukonik asit ve laktik asit miktarinin azalmasinda hedefli
nanopartikiillere kiyasla daha az etkili bulunmustur (Glukonik asit 1,14+0,02; laktik
asit 1,05+0,05) (Tablo 4.5.).

Intrinsik CoQio Ve kolesterol sentez basamaklari farnezilpirofosfat ara
bilesigine kadar ortak ilerlemektedir ve her iki basamgin da prekiirsorii asetil-koA’dir.
Her iki yolak da piriivat dehidrogenaz (PDH) basamagida denetime tabidir ve artan
asetil-koA miktar1 PDH kompleksini inhibe eder. siRNA uygulamasi ile beraber
COQB8B gen inhibisyonuna bagl olarak CoQ1o yapim yolu baskilanacagi i¢in feed-

back mekanizma ile piriivat dehidrogenaz enzim kompleksi inhibisyona ugrar. Buna
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paralel olarak kolesterol diizeyinin de kontrol grubuna kiyasla azalmis olmasi
beklenen bir durumdur (1,14+0,03’ten 0,96+0,02’ye) (Tablo 4.5.). CoQ1o’un her iki
formu da (CoQ1o-TPP-NP (NP11) ve serbest CoQio) kolesterol diizeyini kontrol
diizeyine yaklastirmis, NP formu daha etkin bulunmustur (Serbest CoQ1o 1,01+0,04,
CoQio0-TPP-NP  1,15+0,03) (Tablo 4.5.). Bu da NP’lerin mitokondriye
hedeflendirilmesinin spesifik etkisini ortaya koymaktadir.

Metabolomik analizler kapsaminda tespit edilen aminoasitlerden aspartik asit
haricindeki aminoasitlerin diizeyi kontrol grubu ile kiyaslandiginda SiRNA
uygulamasi ile artmistir (izolosin 0,89+0,05’ten 1,274+0,02’ye; glutamik asit
0,93+0,03’ten  1,56+0,07’ye; metiyonin 0,86+£0,02’den  1,44+0,03’e; serin
0,81+0,04’ten 2,37+0,54’¢; treonin 0,68+0,03’ten 2,46+0,45’¢; tirozin 0,72+0,01’den
1,53+0,07’ye; valin 0,89+0,04’ten 1,39+0,02’ye; 16sin 0,82+0,04 ten 1,5+0,03’¢; lizin
0,64+0,01’den  1,77+0,11’¢) (Tablo 4.5.). Bu artisin nedeni siRNA uygulamasi
sonrast TCA dongiisiiniin yavaslamasi sonucu TCA dongiisii ara iiriinlerinin aminoasit
sentez yolaklarina yonelmis olmasidir. Hiicrelere uygulanan Co0Qio-TPP-NP’ler
(NP11) TCA dongiisiinii hizlandirarak ara {irinlerin aminoasit sentez yolaklarina
gidisini azaltmistir, boylece bu aminoasitlerin konsantrasyonu azalmistir (izolésin
0,59+0,01; glutamik asit 0,5940,05; metiyonin 0,58+0,02; serin 0,54+0,03; treonin
0,52+0,03; tirozin 0,47+0,02; valin 0,6+0,05; 16sin 0,56+0,05; lizin 0,22+0,03) (Tablo
4.5.).

SiRNA uygulamast ile tespit edilen aspartat diizeyindeki kontrol grubuna gore
azalma, ETZ ve TCA dongiisiindeki inhibisyon sonucu aspartatin alternatif olarak
serin, treonin, lizin, pantotenik asit yapimina yonelmesi ile aciklanabilir
(1,25+0,05’ten 1,08+0,03°¢) (Tablo 4.5.). Buna paralel olarak hiicrelere uygulanan
CoQ1o-TPP-NP’lerin (NP11) ve serbest CoQio’un ETZ’yi hizlandirmasi nedeniyle
aspartatin oksaloasetat lizerinden TCA dongiisiine yonelerek miktarinin azaldig
sonucuna varilabilir (Serbest C0Qio ile 0,99+0,02; CoQio-TPP-NP (NP11) ile
0,82+0,01) (Tablo 4.5.). Bu nedenle CoQio uygulamasi ile beraber izlenen serin,
treonin, lizin, 10sin, izoldsin gibi aminoasitlerin diizeyindeki azalma bu aminoasitlerin
prekiirsorii olan ve TCA dongiisiine yonelen aspartatin diizeyinin azalmasina

baglanabilir.
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Fluksomik analizleri i¢in hiicre sayisinin yetersiz kalmasi ve/veya HK-2
hiicrelerinin metabolik hizlarinin smirli olmas: sebebiyle 20 ile isaretleme beklendigi
gibi yapilamamistir. Bunun yerine LC-g-TOF-MS ile hiicre gruplarinda ATP

diizeylerine bakilmasi alternatif bir yontem olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, mitokondriye hedeflendirilmis CoQio yiiklii NP’lerin endojen
biyosentezinde rol alan COQ8B geninin siRNA aracili susturulmasi ile gelistirilen in
vitro hastalik modelinde, mitokondri fonksiyonlar: tizerindeki etkilerini metabolomik
analizler ile degerlendiren literatiirdeki ilk ¢alismadir. ETZ’de yer alan bu molekiiliin
eksikliginde TCA dongiisiiniin yavaglamasi1 sonucu bu dongiiye dahil olan veya dolayl
olarak ilgili metabolitlerin diizeylerinde degisiklikler meydana gelmistir. Hiicrelere
uygulanan CoQ1o-TPP-NP’lerin degisen metabolit diizeyleri tizerindeki iyilestirici
etkisi serbest CoQuo ile kiyaslandiginda daha fazladir. Bu tez kapsaminda gelistirilen
mitokondriye aktif olarak hedeflendirilmis NP formiilasyonuyla, serbest CoQio'un
diisiik biyoyararlanim1 ve suda ¢oziintirliigii ile ilgili dezavantajlarin iistesinden
gelinmistir. Bu ilag tasiyici sisteminin avantaji, ilag hedeflemede en yaygin kullanilan
FDA onayli polimer olan PLGA-b-PEG icermesidir. Sonug olarak, bu formiilasyon
CoQ10 nefropatileri de dahil olmak tizere CoQqo ile iliskili bozukluklarin tedavisi i¢in

giiclii bir aday olacaktir.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Coenzyme Qg (CoQyg) deficiency exhibits signs of multiple organ dysfunctions, particular subtypes present
Coenzyme Q1o isolated kidney involvement progressing to chronic kidney disease. In these patients, early administration of oral
COQ8B

CoQyp has been shown to decrease proteinuria and to delay development of chronic kidney disease, which
suggests that it may have a renoprotective potential in these patients. However, CoQq bioavailability in mito-
chondria is low, therefore its efficacy is limited. We aimed to develop mitochondria-targeted CoQyq loaded poly
(lactic-co-glycolic acid)-poly(ethylene glycol)-triphenylphosphonium nanoparticles (CoQyo-TPP-NPs) that would
be more efficient in the treatment of CoQyo nephropathies. These nanoparticles were found to have a size of
approximately 150 nm and a zeta potential of + 20 mV. The entrapment efficiency of the nanoparticles was
determined as 40%. Cytotoxicity studies showed no effect on the viability of the human kidney proximal tubule
epithelial cells exposed to the nanoparticles. The efficacy of the formulated nanoparticles on in vitro disease
model, which was developed in the human kidney proximal tubule epithelial cells by siRNA based silencing of
the COQ8B, was evaluated through mitochondrial functions by means of metabolomic analyses. We showed that
the treatment of COQ8B" cells with mitochondria-targeted nanoparticles was more effective in increasing the

Polymeric nanoparticle
Targeting Mitochondria
Metabolomics, Treatment

tricarboxylic acid eycle rate compared to free-CoQyp. Our formulation would be more effective in treatment of

CoQyo-related neph

hies than

for

1. Introduction

Coenzyme Q (CoQ, Ubiquinone), is a lipophilic vitamin-like mole-
cule involved in many crucial cellular processes, such as adenosine
triphosphate (ATP) production through the mitochondrial respiratory
chain, beta oxidation of fatty acids. It is one of the most important
cellular antioxidants and is the cofactor of several mitochondrial de-
hydrogenases. It has also a role in the pyrimidine nucleoside

Abbreviations: CoQys, Coenzyme Qia.
* Corresponding authors,

biosynthesis. It is comprised of a quinone group and a polyisoprenoid
tail of variable length in different species: six units in yeast (CoQg), nine
in mice (CoQo) and 10 in humans (CoQqq) [1].

The CoQ1p biosynthetic pathway is highly complex and requires the
products of at least 16 different genes (PDSS1, PDSS2, COQ2, COQ3,
COQ4, COQS, COQE, COQZ, COQBA, COQSB, COQY, COQI0A, COQI0B,
FDX1L, FDXR, and ALDH3A1) [1,2]. Mutations in some of these genes
have already been identified in a wide spectrum of patients with primary
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CoQyp deficiencies ineluding patients with steroid-resistant nephrotic
syndrome (SRNS) and some adolescents with chronic kidney disease
(CKD) of unknown origin [3,4].

Parients with COQ8B mutations have been reported to have reduced
cellular CoQyq levels and intracellular mitochondrial respiratory
enzyme activities [3]. Progression of CoQqgTelated nephropathies may
be delayed with oral CoQy supplementation, if it is diagnosed early [5].
Hence we hypothesized that kidney disease resulting from COQ8B mu-
tations can be ameliorated with more efficient CoQy, supplementation,
that would not possible with current formulations in the market.

Due to its chemical structure, CoQyo has low bioavailability and high
tissue distribution. Reaching effective concentrations of CoQqg in the
mitochendria is challenging [6]. It was suggested that extremely high
levels of CoQyp such as > 10 pM are required to reach therapeutic
concentrations in cell culture experiments [7]. Instead of the use of high
dose CoQqp development of strategies that aim to target the CoQqq
direetly into mitochondria would be rational,

Recently, mitochondria have become an attractive target in drug
design for many diseases [8], however there are some difficulties to
deliver therapeutics to the mitochondria due to the mitochondrial spe-
cial bilayer structure and negative membrane potential [9], The most
effective strategy for delivering drugs to the mitochondria is binding an
alkyltriphenylphosphonium lipophilic eation to the drug molecule [10],
In this context, polymeric NPs are prominent candidates for effective
drug delivery due to their biocompatibility [8]. In comparison to the
other polymers, due to its properties such as amphiphilicity and easier
synthesis PLGA-b-PEG has attracted attention [ 11]. During formation of
nanoparticles with PLGA-b-PEG polymer, PLGA, which is hydrophobic
in nature remains inside the nanoparticles and the hydrophilic PEG
moiety creates a stabilizing shell by facing outside. PLGA-b-PEG is
considered as a promising biomaterial for drug delivery applications as
it possesses all the desired properties of its components, PLGA and PEG,
and shows improved qualities with respect to the single PLGA or PEG
polymers. PLGA-b-PEG is biocompatible and biodegradable like PLGA
polymer and also due to its PEG moiety, formulated nanoparticles with
PLGA-b-PEG undergo slower uptake by the reticulo-endothelial system
(RES) in the liver, spleen and have increased circulation time, are stable
in aqueous solutions, and have increased solubility [12,13]. Moreover, it
is possible to entrap hydrophobic drugs in the inner core region of these
nanoparticles and protect them against hydrolysis or enzymatic degra-
dation and to transport them at desired concentration to the site of ac-
tion. Additionally, for targeting tissues or cell compartments PEG chains
can be used for conjugation of active targeting molecules [13].

In this study, we employed a mitochondria-targeted PLGA-b-PEG
nanoparticle-based swategy for more effective CoQqo delivery and
aimed to determine how this nanotherapeutic affects the mitochondrial
funetions. We showed that our developed NPs are effective by means of
acceleraring the rate of TCA cycle compared to free-COQ,y in COQSB
silenced HK-2 cells. Our findings indicate that this formulation is
promising and therefore a sowong candidate in the meatment of CoQqg-
related nephropathies.

2. Materials and methods
2.1, Materials

Poly(lactic-co-glycolic acid)-block-poly(ethylene glyeol) (PLGA-b-
PEG) (RGP d 50155) from Evonik (Germany), Coenzyme Q1o (C9538),
(5-Carboxypentyl)triphenylphosphonium bromide (TPP) (21935) and
other chemicals from Sigma-Aldrich (Germany), gene specific siRNA
maolecules from Dharmacon (USA), and HK-2 cell line from ATCC (USA)
were purchased,

2.2, Cell culture

HK-2 cells, immortalized by wansduction with human papilloma

Europaan Joumnal of Pharmaceutics and Biopharmacetitics 173 (2022) 22-33

virus 16 E6/E7 genes, were cultured on T75 culture plates at 5% CO»
and 37 °C, in Dulbeceo’s Modified Eagle Medium (DMEM)-High Glucose
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin,
and 100 mg/mL smeptomycin following the procedures of the manu-
facturer (ATCC, USA). Culture medium was changed with fresh growth
medium every 2 days until confluence. Cells were subcultured by tryp-
sinization at 80-90% confluence. For siRNA transfection and drug-
loaded nanoparticle treatment, cells were cultured on 96-well culture
plates.

2.3. siRNA transfection

ON-TARGETplus Human COQ8B siRNA was transfected into HK-2
cells to silence the expression of COQ8B. Cells were transfected using
DharmaFect 1 transfection reagent by modifying the method used by
Chen et al [14]. Before wansfection, HK-2 cells were seeded at an initial
density of 5x107 cells/well in 96-well plates in complete medium, and
allowed to adhere overnight. Then, 100 pL of transfection mixture (10
M siRNA + DharmaFECT1 + antibiotics-free medium) was added to
each well, To optimize transfection efficiency, cells were treated with

25, 50 or 100 nM of siRNA for 48 h.
2.4. Real-time PCR

Total RNA was extracted from HK-2 cells with RNA extraction Kit
(GeneAll Biotechnology, Korea) according to the manufacturer’s in-
structions. 1 pg of total RNA from each sample was used for reverse
wanscription (RT) using a SensiFAST™ ¢DNA Synthesis Kit (Bioline,
USA). Real-time polymerase chain reaction (PCR) was performed by
ViiA 7 Real-Time PCR System (Thermofisher Scientific, USA) using
WizPure qPCR Master (SYBR) (WIZBIO Solutions, South Korea) ac-
cording to the manufacturer’s instructions.

Primers used to amplify specific gene products from the cDNA of HK-
2 cells were as follows:

COQBB sense: 5 -CACATTGCCTGGAGGAGAAGA-3'

COQBB antisense: 5'-CTAGCAACCAGGGGAGAACC-3

GAPDH sense: 5'-ATGGGCAGCCGTTAGGAAA-3'

GAPDH antisense: 5'-GCATCGCCCCACTTGATTTT-3

The relative gene expression levels were calculated using the
comparative G (AAG) method [15] where the relative expression was
caleulared as 2 4 and ¢, represented the threshold cycle.

2.5, Western blot analysis

COQ8B protein expression levels of HK-2 cells were determined by
modifying the Western blot method used by Chen et al [14]. HK-2 cells
were plated onto 96 well plate at 0.5 » 10% cells/well and cultured for
siRMA transfection. Cells were harvested and lysed in RIPA buffer for 30
min on ice. Cell lysates were centrifuged at 20,000g for 20 min at 4 °C
and protein concentrations measured using BCA protein assay kit. Equal
amounts of protein were electrophoresed on SDS-polyacrylamide gels,
mansferred onto nitrocellulose membranes and blocked in the blocking
solution in the wis buffered saline (TBS) solution containing 5% bovine
serum albumin (BSA) and 0.1% Tween®20 at the room temperature
overnight. Membranes were probed overnight at 4C with primary rabbit
polyelonal anti-COQ8B. Then, membranes were washed with the TBS
solution containing 0.1% Tween®20. After washing step, membranes
were incubated with secondary antibody conjugated to horseradish
peroxidase (HRP) at the room temperature for 1 h, After the incubation
membranes were washed with TBS solution containing 0.1%
Tween®20, Sites of antibody-antigen reaction were viewed using
Advansta Western Bright ECL HRP substrate,

96



H. Sena Ozbay er al.

2.6, TPP conjugation with PLGA-b-PEG polymer and synthesis of CoQo
loaded nanoparticles

Mitochondria-targeted NPs were developed by encapsulating CoQqo
using a biocompatible polymer PLGA-b-PEG, which functionalized with
a terminal lipophilic TPP cation. CoQyq loaded NPs (CoQyo-TPP-NPs)
were synthesized by the nanoprecipitation method with slight modifi-
cation [16]. TPP directs NPs to the mitochondria by exploiting the
negative membrane potential (Awm) of the inmer mitochondrial mem-
brane (IMM). In preparation of CoQqo-TPP-NPs as a first step PLGA-b-
PEG-OH polymer was conjugated with TPP (Fig. 1A). For this purpose,
PLGA-b-PEG-OH (0,022 mmol), dicyelohexycarbediimide (DCC) (0.136
mmol), 4-dimethylaminopyridine (DMAP) (0,07 mmol) and TPP (0.136
mmol) were dissolved in dichloromethane (CH»Cly). The reaction was
carried out at 0 °C for 16 h. Then cold diethyl ether was added to the
resulting mixture to precipitate the polymer. The polymer was washed
with diethyl ether-methanol (1:1) mixture and the solvent was evapo-
rated under vacuum. The resulting polymer was characterized by
Fourier transform infrared (FT-IR) and Nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy. Chemical structures of PLGA-b-PEG, TPP and
PLGA-b-PEG-TPP were confirmed by "H NMR analysis. Samples were
dissolved in d-chloroform (CDCly) prior to analysis. The spectra were
recorded at 25 °C by using 300 MHz Bruker Biospin NMR Spectrometer
(Germany).

For NPs preparation, PLGA-b-PEG-TPP and CoQqg (polymer/ CoQg
ratio 5:1 (w/w)) were dissolved in 1 mL acetonitrile. The mixture was
added dropwise Lo nanopure water with constant stirring at 900 rpm.
This solution was then stirred overnight to remove organic solvent and
trigger nanoparticle formation. Nanoparticle suspension was centri-
fuged at 40,000g for 30 min. and then nanoparticles were rinsed to
remove residual polymer and unloaded drug. The non-targeted NPs
(CoQjo-NPs) were also prepared using PLGA-b-PEG-OH polymer as
control. Schematic view of the formulated targeted and non-targeted
NPs is shown in Fig. 1B.
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2.7. Characterization of nanoparticles

Dynamic Light Scattering (DLS) measurements of prepared nano-
particle formulations were performed to determine NP size, poly-
dispersity index (PDI) and zeta potential with Malvern Zetasizer Nano
ZS (UK) particle size analyzer. All measurements were performed at
25 °C for at least 3 independent experiments and results were expressed
as mean + SEM.

Morphological properties of NPs such as shape, geometry, size and
distribution were evaluated by Scanning Transmission Electron Micro-
scopy (STEM) (TESCAN Gaia3, Czech Republic). After the samples were
dripped onto the STEM grids, they were dried and the sample prepara-
tion process was completed. Prepared samples were analyzed at 100 kX
magnification, 2.07 pym area, 30.0 kV voltage in bright STEM mode,

2.8. Determination of CoQ;p loading efficiency in nanoparticles by HPLC
method

CoQqg loading efficiencies of the targeted and non-targeted NPs were
determined directly by quantifying loaded CoQqp amount in the NPs,
The amount of CoQqg in the NPs was quantified by modifying the HPLC
method developed by Orozeo et al [17], In this method, acetonitrile-
tetrahydrofuran-water mixture was used as the mobile phase in a ratio
of 55:40:5, ZORBAX Eclipse XDB-C18 column (4.6 = 150 mm, 5 ym) was
used for analytical separation (25 °C) and CoQyp detection was per-
formed at A = 274 nm. Flow rate and injection volume were set as 1 mL/
min and 20 pL, respectively. 1 mg/mL stock solution of CoQqo was
prepared in acetonitrile and eight different calibration points were
prepared by dilution (1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.1, 0.05, 0.0125, 0.005 mg/
mL). CoQyo entrapment efficiency was calculated with the following
formula.

Wonoen e 1y

Entrapment Efficiency (\%) = w0
total dmg

Wiotal drugt Amount of CoQyp used for NP synthesis
Wentrapped drug! Amount of CoQq in the NPs

CHs

o a
H \/\IT}IFO\/-?;:".O(\/UIFO/IK/\/\F—# b
o

PLGA-b-PEG-TPP

CoQyq

Fig. 1. (A) Synthesis of PLGA-D-PEG-TPP conjugated polymer. (B) Schematic view of the formulated CoQ,o-TPP-NPs and CoQqp-HPs on the left and right side
respectively. (PLGA: poly(lactic-co-glveolic acid); PEG: poly ethylene glycol; DMAP: dimethylaminopyridine; DCC: dicyclohexyearbodiimide; TPP: (5- Carbox-

vpentyDtriphenylphosphonium bromide; CoQyq: Coenzyme Q).
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2.9, XTT assay

XTT assay was performed to evaluate the effect of CoQy ¢ TPP-NPs on
the proliferation of HK-2 cells. Approximately 4 = 10% to 6 » 10% cells
were seeded in each well of 96-well cell culture plates in DMEM med ium
containing 10% FBS. After the cells were treated with different doses of
NPs (25, 50, 100, 200 and 300 uM) for 48 h, 50 uL of XTT reaction so-
lurion was added per well according to the kit instructions. After 4 h of
incubation at 37 °C, the absorbance values were recorded in the plate
reader at 450 nm. The group with the highest cell viability without any
treatment was accepted as 100% (control) and the viability rates of the
experimental cells were expressed as % of control. Experiments were
performed in triplicate and the results were expressed as mean + SEM of
at least three independent experiments.

The following equation was used to determine the cell viability,

Cellviability(%) = [(Anmge — Aegative)/ (Acantrot — Anegaive) 100

In the equation; Ammpu refers to the absorbance value of the sample
cell group (nanoparticle application group), Amsm" refers to the
absorbance value of the medium and A g, Tefers to the absorbance
value of the control cell group without any treatment.

2.10. Nanoparticle treatiment

Following 72 h of siRNA meatment, experimental groups; Control
(Group 1), siRNA (Group 2), siRNA + Free-CoQqq (Group 3), siRNA +
CoQyp-NPs (non-targeted NPs, Group 4) and siRNA + CoQ,o TPP-NPs
(mitochondria-targeted NPs, Group 5) were set up for nanoparticle
application. The amount of NP to be administered to the cells was
calculated based on the concentration of CoQqp in the NPs as determined
by HPLC. Free-CoQqp or NPs were applied to the cells for 48 h with a
final CoQqo concentration of 100 pM, CoQp concentration and incu-
bation time were determined based on the results of previous studies
[18,19].

2.11, Metabolomics analyses

HK-2 cells that reached 100% confluency were quickly washed with
isotonic sodium chloride (NaCl) solution for three times. Cell culture
plates were gently shaken, then placed in liquid nitrogen to freeze the
cells, 100 pL of methanol;water (9:1, v/v) mixture was added to the
frozen cells and the cell culture plates were placed on liquid nitrogen
again, Frozen cells were scraped by cell scraper and collected into
eppendorf tubes, Another 100 pL of methanol:water (9:1, v/v) mixture
was added to each well of the cell culture plates to collect the remaining
cells and combined with other cell suspensions. After the cells were
precipitated for 10 min at 25,000xg at 4 °C, the supernatant was
transferred to a 2 mL Eppendorf tube and stored at —20 °C till analysis
with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

Metabolomics analyses were performed with GC-MS as described in
our previous study [20]. Briefly, the samples were evaporated in a
vacuum centrifuge and methoxylated with 20 uL of methoxyamine hy-
drochloride (20 mg/mL in pyridine) by keeping them in an ovenat 30 °C
for 90 min. Then, 80 yL of N-methyl-N-trimethylsilyl trifluoroacetamide
+ trimethylchlorosilane (MSTFA + 1% TMCS) was added to the samples
for derivatization at 37 °C for 30 min. Derivatized samples were trans-
ferred into slylated GC-MS vials and then analyzed by GC-MS system
using DB5-MS column under optimized conditions. The complex chro-
matograms were deconvoluted and aligned using MS-DIAL software.
The peaks of the metabolites were annotated using the Fiehn retention
index library.

Data matrices obtained from GC-MS based metabolomic analyzes
were normalized using total peak area. Then, this data matrix was
ransferred to the SIMCA-P+ (v13.0, Umertrics, Umea, Sweden) program
for multivariate analysis such as principal component analysis (PCA) for
any systemic errors or outliers in the data set and partial least square-
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discriminant analysis (PLS-DA) for rteveal class discrimination and
identification of the significantly altered metabolites in the groups. The
variable importance in projection (VIP) values were used to differentiate
the most important metabolites for group stratification. Lastly, the mean
relative concentrations of metabolites were calculated and unpaired ¢
test was performed to compare the groups’ changes in mean expression
per metabolite.

2.12. Statistical analyses

All in vitro experiments were performed at least 3 times, Data are
expressed as the mean + standard error mean (SEM). Statistical analyses
were performed using GraphPad Prism 8.0 (Graphpad Software, USA).
For metabolomics analyses unpaired #test was performed to compare
the changes between groups in mean expression per metabolite. Student
t-test was applied to the metabolite values obtained from normal HK-2
cell line and COQBB™" cell lines P value<0.05 was considered statisti-
cally significant.

3. Resulis
3.1. siRNA knockdown of COQ8B in HK-2 cells

The gene silencing efficiencies of different siRNA concentrations (25,
50 and 100 nM) in HK-2 cells transfected with siRNA are shown in
Iig. 2A. The highest gene silencing efficiency was observed with the
application of 100 nM siRNA for 48 h. Silencing efficiency was
confirmed by western blot analysis for 100 nM siRMA concentration at
96 h (Fig. 2B).

3.2, FT-IR and NMR spectrum of PLGA-b-PEG-TPP

The FT-IR spectra of PLGA-b-PEG-TPP, TPP and PLGA-b-PEG are
presented comparatively in Fig. 3, The asymmetric stretch vibrations of
the P — O — P bridge from the structure of TPP at a wavelength of about
800 cm ! indicate the symmetrical and asymmetric stretching vibra-
tions of the PO group at a wavelength of about 1000 cm !, Symmetrical
and asymmelrical stretching vibrations at 1130 cm ! wavelength indi-
cate the presence of O — P = O group and P = O stretching vibrations at
1210 em ! wavelength, In addition, multiple peaks seen at a wavelength
0f900-675 em ! confirm the C-H bonds of aromatic structures, The shift
created by carbonyl groups in the wavelength range of 1700-1750 cm !
in the PLGA-b-PEG-TPP structure after TPP conjugation also confirms
the binding.

IH NMR spectra of PLGA-b-PEG-OH and PLGA-b-PEG-TPP confirm
the conjugation of TPP to PLGA-b-PEG-OH polymer (Fig. 4). PLGA-b-
PEG-OH 'H NMR (CDCly, 300 MHz): & 1.30-1.70 (lactic acid,
-OCHCH3CQ0O-), 3.60-3.80 (PEG, -OCH3CH20-), 4.70-4.90 (glycolic
acid, HOCHZC0-), 5.20-5.30 (lactic acid, ~OCHCH3COO-), 7.20-7.40
(d-chloroform, CDCls). PLGA-b-PEG-TPP *H NMR (CDCls, 300 MHz): &
1.30-1.70 (lactic acid, ~-OCHCH3C00-), 3.30-3.80 (PEG, —~OCH,CH0-),
4.20-4.90 (glycolic acid, HOCHCO-), 5.20-5.30 (lactic acid,
—OCHCH,C00-), 7.20-7.40 (d-chloroform, CDCly) and 7.70-7.90 (TPP,
PPhg + ) [16,21]. The correlation of the PPhy + peak in the range of
7.70-7.90 with the TPP NMR spectrum confirms the conjugation of TPP
with PLGA-b-PEG.Average size, PDI and zeta potential values of NPs are
shown in Table 1 and Fig. 5. Average PDI values for prepared nano-
particles were observed between the range of 0.1 and 0.2, which indi-
cate that the nanoparticles are distributed homogeneously. The size of
the prepared NPs was in the range of 140-160 nm. CoQ, o TPP-NPs were
found to be bigger in size compared to the size of CoQyo-NPs. Conju-
gation of the TPP cation to the PLGA-b-PEG polymer surface before
nanoparticle synthesis led to an increase in particle size. Nevertheless,
these NPs were still in the desired size range (<200 nm) for targeting the
mitochondria. Based on their size, surface charge and monodisperse
distribution CoQyo-NPs (MP1) and CoQyo-TPP-NPs (NP3) were found to
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Fig. 2. Silencing efficiency of HK-2 cells transfected with different

ions of siRNA. (A) COQ8B gene expression levels ol HK-2 cell transfected with siRNA (0,

25 nM, 50 nM, 100 nM). Real-time PCR was used to quantify the mRNA expression of COQ8B. Gene expression level of COQ8B siRNA at 100 nM is 20% and silencing.
efficiency is ~ 80%. (B) COQBB protein levels of HK-2 cells transfected with 25 nM, 50 nM and 100 nM siRNA for 72 and 96 h. Results (means — SEM) are from 3 sets

of experiments. (** P < 0.01, * P < 0.05 vs. control; by one-way ANOVA).
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Fig. 3. FT-IR Spectrum of TPP, PLGA-b-PEG and PLGA-b-PEG-TPP polymers in between 700 and 2000 em ™ wavelength. Colored bars indicate asymmetric stretch
vibrations at specific wavelengths. TPP binding confirmed by the shift created by carbonyl groups. (I'PP: (5-CarboxypentyDtriphenylphosphonium bromide; PLGA-b-
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Fig. 4. NMR spectra of (A) PLGA-b-PEG-OH, (B) TPP and (C) PLGA-b-PEG-TPP. The correlation of the PPh; + peak in the range of 7.70-7.90 with the TPP NMR
spectrum confirms the conjugation of TPP with PLGA-b-PEG (TPP: (5-Carboxypentyl)triphenylphosphonium bromide; PLGA-b-PEG : Poly(lactic-co-glycolic acid)-
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Table 1
Average size, zeta potential and PDI data of nanoparticles.
Nanopartide  TPP/ Size Zeta Polydispersity  Entrapment
Formulation  Polymer  (nm) potential  Index (PDI) Ffficiency %
(mV)
CoQyo HPs - 141 —26.9 0.183 91
(Np1) +28
CoQyo-TPP- 1:2 1318 +2.24 0.237 82
HPs (NP2) £7.2
CoQyq-TPP- 11 157.8 +20.3 0.187 40
NPs (NP3) +
0.87

be appropriate to be used in further experiments. STEM images revealed
that all nanoparticles were spherical and uniform in shape with standard
dimensions and stable without aggregation (Fig. 6).

The cell viability of HK-2 cells weated with different doses of NPs
(25, 50, 100, 200 and 300 M) is shown in Fig. 7.

3.3. CoQ;q entrapment efficiency

To determine the amount of CoQqg load in NPs by HPLC, CoQqq
standard solutions were used to obtain a calibration eurve (Fig. 8). HPLC
peaks of standards containing 0.005; 0.0125; 0.05; 0.1; 0.125; 0.25; 0.5
and 1 mg/mL CoQqo were symmetrical to allow quantification, and the
peak areas were calculated automatically by chromeleon software
version 6.5 SP1 Build 956. The drug loading efficiency of the NPs are
shown in Table 1. Drug loading efficiencies of prepared NPs were found
to be approximately 90%, 80% and 40 for NP1, NP2 and NP3

Size Distribution

12
10
g 8
=
g6
g
2
= 4
2
B .
[ 1 10 100 1000
Size (d.nm)
B
w0t -
£° H
=
% 6
2
2
= 4
S N
L]
0.1 1 10 100 1000
C Size (d.nm)
i2r- - .
10 :
L R B A S :
e :
H H
= i
2
01 1 10000

Size (d.om)

Europaan Joumnal of Pharmaceutics and Biopharmacetitics 173 (2022) 22-33

respectively. This decrease in drug loading efficiency with the conju-
gation of TPP to the polymer was a predictable result. As a matter of fact,
the encapsulation efficiency decreases as the amount of TPP-conjugated
to the polymer surface increases as observed between NP2 and NP3.

3.4. Effect of CoQ0-TPP-NPs on the concentration of krebs cycle
metabolomic profile

As a result of GC-MS-based metabolomic analyses, 56 metabolites
were identified in the HK-2 conmol cell group and the COQ8B”™ cell
group in which mitochondria-targeted CoQ10-TPP-NPs were treated.
(Supplementary Material, Table S1). The results were visualized using
multivariate data analysis. First, PCA and PLS-DA analyzes showed a
clear separation between groups and no outliers in the data (Figs. © and
10). To enhance metabolomic changes, PLS-DA analyses were applied
for binary comparisons (Iig. 11). In addition, Student t-test was applied
to the metabolite values obrained from normal HK-2 cell line and
COQ8BY" cell lines (Supplementary Material, Table §2).

It was determined that 5 groups (control, siRNA, CoQqo-NPs, CoQqq-
TPP-NPs and free-CoQqq) could be clearly separated from each other
with the differences in the metabolites detected in the PLS-DA score plot
(Fig. 10). Metabolites detected as a result of silencing of the COQ8E gene
by siRNA in the HK-2 cell line shifted towards the right upper quadrant
of the graph and moved away from the left lower quadrant where the
control group was located. As a result of the treatment with CoQqg-TPP-
NPs in the COQBB™" cell line, the metabolites shifted to the left upper
quadrant and converged with the control group. Metabolic profiles with
free-CoQqp and CoQq¢-NPs were in the same quadrant with the siRNA
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Fig. 5. Parricle size distriburion and zeta potential of NP1 (A), NP2 (B) and NP3 (C). (NP1: CoQ-NPs; NP2: CoQ,p-TPP-NPs (TPP/polymer ratio 1:2); NP3: CoQyg-

TPP-MPs (TPP/polymer ratio 1:1).
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Fig. 6. STEM images of the formulated nanoparticles. Empty (A) and CoQ,, loaded (B) NPs prepared with PLGA-b-PEG polymer. Empty (C) and CoQ,, loaded (D)
NPs prepared with PLGA-b-PEG-TPP polymer. Yellow arrows show nanoparticle structure. Samples were analyzed at 100.000 X magnification, 2.07 ym area, 30.0 kv
voltage in bright STEM mode. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 7. Impact of CoQ,,-TPP-NPs on cell viability. Cell viability assay (XTT
assay) was performed on HK-2 cells with different doses of CoQ;o-TPP-NPs for
48 h.

group.

The metabolomic profiles of cells in different experimental groups
were compared in pairs and PLS-DA score graphs were created. The VIP
graph was used to determine the metabolites that caused the

28
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Fig. 8. Calibration curve of CoQo.

differentiation in PLS-DA analyses. In this graph, metabolites that show
statistically significant changes (P < 0.05) between two groups were
ranked according to their p values. The reliability and predictability of
the obtained PLS-DA models were shown with high R? (>0.990) and Q*
(>0.966). Score plots, VIP graphs and the regression coefficient plots of
PLS-DA analyses are presented in Iig. 11 for control versus siRNA, free-
CoQq9 and CoQqo-TPP-NPs groups; siRNA versus free CoQyo and CoQqq-
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Fig. 10. Multivariate data analysis of metabolomics data from HK-2 cells. A) PLS-DA score plot, B) VIP plot of metabolites causing differentiation in data analysis (K:

Contral, A: siRMNA, B: Free CoQp, €: CoQyo-NPs, D: CoQ,o-TPP-NPs).

NPs groups; free-CoQqp versus CoQqo-NPs group.

A heatmap diagram showed that there is a significant difference
between the control and siRNA groups in terms of metabolite profile.
However, the metabolite profile of targeted nanoparticle group was
found to have similar pattern with the control group (I'ig. 12).

4. Discussion

In many years, huge efforts have been made to develop more effec-
tive drug delivery systems to overcome the negative biochemical prop-
erties of CoQyo which limit its mitochondrial delivery. Liposomes,
polymeric nanoparticles, polymeric micelles, solid lipid nanoparticles,
nanoemulsions and cyclodexirins are some of the formulations that were
developed for this purpose [22]. Among these formulations, the mic-
toarm micelles containing CoQye was the only formulation in which
CoQyp is directly targeted to the mitochondria. To evaluate the in vitro
efficacy of this drug delivery system, the antioxidant effect of CoQy was
investigated in two sress models induced by H2O, or paraquat in
microglia cells. It was shown that CoQqo decreased reactive oxygen
species (ROS) and superoxide anion levels, but no significant difference
was found between free-CoQqe and mitochondria-targeted polymeric
micelles. Microglia cells were treated with targeted CoQqo micelle or

29

free-CoQqo and mitochondrial membrane potential was measured by
Tetramethylrhodamine Ethyl Ester (TMRE) following antimycin A
exposure. Mitochondrial membrane potential was retained partially
following treatment with CoQyp or targeted CoQqp micelle without no
significant difference [23]. In this study, there was no any evaluation
about the effects of CoQqp on the metabolomic profile in electron
transport chain (ETC). In the present study, we developed CoQqq loaded
PLGA-b-PEG-TPP NPs targeting mitochondria to have more effective
therapeutic solutions that would be relevant in treatment of CoQqg-
related nephropathies and their effects were investigated by means of
metabolomics analyses for the first time.

Another difference of our study from the previous studies is to
establish an in vitro disease model, in which COQS8B has been efficiently
silenced by siRNA. In addition to studies conducted in patients with
SRNS associated with COQ8B mutations [2-5], various in vive and in
vitro studies have been performed to establish the nephrotic syndrome
disease model. Ashraf et al. performed knockdown of the COQSB
ortholog in zebrafish to confirm the role of COQ8B for the SRNS
phenotype. They also performed siRNA-mediated gene silencing in
podocytes [3]. In another study, to establish COQ8B knockout (KO)
cells, lentiCRISPR v2, pMD2.G, and psPAX2 were transfected into Lenti-
X 208 T cells. Cultured podocytes and HK-2 cells were ransduced with

102



H. Sena Ozbay et al.

PLS-DA
A |
Control
™
K ey
v
et
B ‘
Control
Freo-CoQy,
s @
@
c .
CoQ,,-TPP-NPs (- Control
. (& )
v
- hd
D
E '
: i CoQ,,-TPP-NPs
4 SiRNA - ‘,{g\
2 Lo
5 e
F.
i CoQ:o-TPP-NPs
' Free-CoQ,,y i
& | swl
13 @ \ \
) \ ]
J \
A

VIP

European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 173 (2022) 22-33

—

Vatin
PR

Saearc aci.
Lorinaktunis ved

oibe Jum—
e ——

Caotie
B s

ot j—
[P =y

Fructoss SN
[ =———

Alnniew —
——— ]

it acia J—

Pantothenc acio JENE
Larine jumm—

Coefficient
i
si
53
. - 3
THHIBHH T
O giﬁi'gh 33?5;‘1
3 LRI |

am e ew om oM
Ceatneiant

o ow am aw om
Commciont

]
i
b
¢
i

TR
A

]

Vaiine Su—

Glyeorol 1-3hosphate SN—_

Coetheiont

Incinucime J—

rer——

v
g £ -
Ogucors ju—
Oosiose JE—

Didacheucine SN

Fig. 11. Comparison of metabolomic profiles of control versus siRNA, free CoQ;o and GoQ,o-TPP-NPs groups (A,B,C); siRNA versus free CoQ;o and CoQ;,-TPP-NPs
(D, E); free CoQ,s versus GoQ,o-TPP-NPs group (F). Left panels: PLS-DA score plots showing metabolomic profiles. (R*: 0.99 and Q%0.99) Middle panels: Plots of
variable importance in the projection (VIP) showing the most significant metabolites in discriminating between metabolomic profiles. Right panels: The regression
coefficient plot of PLS-DA analysis indicating metabolite levels in groups.

lentivirus [24]. However, the silencing efficiency of the COQ8B was not
demonstrated in these studies. We established a siRNA-based in vitro
disease model that reproduced COQ8B-related disease and achieved
approximately 80% gene silencing efficiency, which can be used in

COQ8B-related studies.

The fact that NPs have a positive surface charge is an advantage for

them to cross the mitochondria membrane that has a negative mem-
brane potential [16]. The zeta potential of CoQqo-TPP-NPs (NP3) was
measured as + 20 mV, which is suitable for targeting of mitochondria.
The average size and PDI values of the synthesized NPs were evaluated.

It was suggested that the NPs are in desired limits and compositions for

30

mitochondrial targeting and could be efficiently used as a drug delivery
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system.

In recent years, surface modification of polymeric nanocarriers with
lipophilic cations, peptides, or aptamers become an attractive approach
to deliver several therapeutic agents to mitochondria [25]. Lipophilic
cations are distinguished by their substantial hydrophobic surface area,
which allows them to pass easily across the phospholipid bilayer and
accumulate in the mitochondrial matrix in response to the membrane
potential [26]. Several lipophilic cations, including triphenylphosphine
(TPP), dequalinium (DQA), heptamethine dye, cyclometalated iridium
(I11) complexes, and rhodamine derivatives, have been used to poly-
meric nanocarriers for mitochondria-targeted delivery [25]. TPP cation
has some advantages to generate mitochondria-targeted compounds
[26]. TPP has good stability in biological systems, relatively simple
synthesis and purification procedure. Its interactions with mitochondria
are reasonably well understood, the TPP-conjugated molecules are
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chemically tractable and most importantly MitoQ, a combination of TPP
and CoQpo was shown to be relatively safe in humans, thereby
enhancing the potential clinical and translational significance of TPP-
based compounds [27,28]. TPP is frequently used in surface modifica-
tions of mitochondria-targeted polymeric nanoparticles, due to its direct
binding with different types of polymers with minimal interference to
the properties and functions of nanomaterials after binding to polymers
[25]. Moreover, it is rapidly taken into the mitochondria within the
organs following oral, intravenous or intraperitoneal administration and
can be used safely in heart, liver and kidney, thanks to its relatively low
toxicity [26],

Marrache et al, [16] formulated a variety of mitochondria-acting
therapeutics with PLGA-b-PEG copolymer with a single terminal lipo-
philic TPP cation. The applicability of this drug delivery was demon-
strated by studying various mitochondria-acting therapeutics used in
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Alzheimer’s disease, obesity and cancer. Curcumin, mitochondrial
decoupler 2,4-dinirophenol (2,4-DNP), lonidamine and «-tocopheryl
succinate (a-TOS) were loaded into this drug delivery system. Consid-
ering the efficacy of these formulations, mitochondria-targeted NPs
provide a significant therapeutic improvement for cancer, Alzheimer’s
disease and obesity compared to non-targeted NPs or therapeutics in
their free form [16]. Therefore, it is anticipated that this would also be
relevant in kidney diseases associated with CoQ, deficiency.

In the present study, we synthesized CoQpploaded NPs by nano-
precipitation method using PLGA-b-PEG polymer conjugated with TPP
cation due to its aforementioned advantages to provide active targeting
to mitochendria. Our formulation has been well-characterized and has
overcome the bioavailability problems observed due to lipophilic and
high molecular weight structural characteristics of CoQqq, therefore
offers a promising tool for more effective drug delivery to the mito-
chondria associated with a more effective therapeutic potential.

Although PLGA-b-PEG polymer is an FDA-approved polymer that can
be used safely in many drug delivery studies, NPs could have a cytotoxic
effect because of the TPP molecule [ 29], We, therefore, performed XTT
assay to determine the effect of MPs treated in cell culture on cell
viability, however we did not observe any cytotoxic effect on cell
viability,

CoQqg is a molecule found in the mitochendrial membrane and is
invalved in ETC, and might be of benefit in the activity of TCA cycle
[30]. We, therefore reasoned metabolomic analyzes in order to evaluate
the effects of CoQqg formulations on mitochondrial functions in COQ8B-
silenced HK-2 cells. We mainly focused on TCA cycle metabolites that
may be affected by CoQqp deficiency and the metabolism of carbohy-
drates, which are the main energy source in the cell during evaluation of
the metabolomics results.

Citric acid formation is one of the regulation step and also rate-
limiting step of the TCA cycle. Accordingly, the increase in citric acid
concentration in the COQ8B ™ cells was compared to the control group,
which indicated that the TCA cycle slowed down in COQBB” cells. We
observed a decrease in citric acid concentration after the treatment of
CoQqo-TPP-NPs, which indicated that this nanotherapeutic system
contributes the acceleration in TCA cycle. Moreover, nanoparticles were
found to be more effective in decreasing citric acid concentration when
compared to free-CoQqp, suggesting that the increased efficiency is
associated with the formulation itself rather than the CoQqo molecule. It
is well known that fructose and glucose are precursors of energy meta-
bolism and serve as substrates during TCA cycle. Accordingly, another
finding in our study regarding TCA cycle was the increased levels of
fructose and glicose in COQ8B™ cells as compared to the control cells
further supporting the fact of TCA cycle inhibition.

In COQ8B™ cells, a signal for energy deficit resulting from sup-
pression of the TCA cycle may have triggered the breakdown of sucrose
into its monomers glucose and fructose. The increase in glucose and
fructose levels and the decrease in sucrose levels confirmed this
assumption. We observed a decrease in glucose concentration after the
meatment of HK-2 cells with CoQo-TPP-NPs, which may be the conse-
quence of increased ETC rate by the effect of CoQQqp. We did not observe
such a decrease with free-CoQ,g. Motably, the CoQqp-NPs were more
effective than free-CoQqq in reducing glucose levels, but were not found
to be as effective as Co(QYyo- TPP-NPs, an observation that further supports
the positive effects of mitochondrial rargeting.

The conecentration of metabolites such as gluconic acid and lactie
acid increased as a result of glucose shifting to alternative pathways due
to the slowdown of the TCA cycle in siRNA-teated cells, After the
treatment of COQ8B”" cells with CoQqo-TPP-NPs, gluconic acid and
lactic acid levels were found to be decreased since glucose entered into
the aerobic glycolysis that is the main degradation pathway. Free-CoQqg
was found to be less effective in reducing the amount of gluconic acid
and lactic acid compared to CoQyq-TPP-NPs,

Intrinsic CoQy g and cholesterol synthesis pathways are common up
to famesylpyrophosphate; the precursor of both pathways is acetyl-CoA.
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Acetyl-CoA is a regulation factor for pyruvate dehdyrogenase enzyme
(PDH) complex, therefore increased acetyl-CoA levels inhibit PDH
complex. Since the CoQpp synthesis pathway was suppressed in
COQ8B”" cells, the PDH enzyme complex might be inhibited due to the
increased aceryl-CoA levels. As such, a decrease in the cholesterol level
in the COQ8B™" cells compared to the control group would be an ex-
pected result, and we observed aceordingly. Both free-CoQ g and CoQqq-
TPP-NPs increased the cholesterol levels to control level, however the
CoQy o TPP-NPs were found to be more effective, suggesting the specific
effect of the mitochondrial targeting.

The amino acid levels, except for aspartic acid, determined by
metabolomic analyzes increased with siRNA treatment compared to the
control group. It was concluded that this may be due to the slowing of
the TCA cycle after siRNA administration, and the redirection of TCA
cycle metabolites to the pathways of amino acid synthesis. We thought
that CoQyp-TPP-NPs accelerated the TCA cyele in HK-2 cells, and that
TCA cyele intermediates were directed to the TCA cycle rather than to
the pathways of amino acid synthesis, which resulted in a decrease in the
concentration of the corresponding amino acids,

Directing aspartate to alternative serine, threonine, lysine and pan-
tothenic acid production in parallel with the inhibition of the ETC and
TCA cycle may be the explanation for the observed decrease in aspartate
level with siRNA treatment compared to the control group,

The amount of aspartate was found to be decreased in HK-2 cells
treated either with CoQq-TPP-NPs or free-CoQqg. We speculated that
aspartate was directed to the TCA cycle via oxaloacetate due to the ac-
celeration in ETC by the action of CoQqq. Therefore, the decrease in
amino acid levels such as serine, threonine, lysine, leucine, and isoleu-
cine with CoQqg treatment can be atributed to the decrease in aspartate,
which is the precursor of mentioned amino acids that are directed to
TCA cycle.

5. Conclusion

This study is the first in the literature to evaluate effects of
mitochondria-targeted CoQ;o NPs on the mitochondrial functions in an
invitro disease model induced by siRNA-mediated COQ8B gene silencing
that leads interruption of endogenous CoQqq biosynthesis. In the
absence of this molecule in ETC, the levels of metabolites involved or
indirectly related to this cycle have changed due to the slowing of the
TCA cycle. The therapeutic effect of CoQqo TPP-NPs applied to these
cells is significant when compared to free-CoQpo. We overcame the
disadvantages with low bioavailability and water solubility of free-
CoQqo with this formulation. The advantage of this delivery system is
that it contains PLGA-b-PEG, a most widely used FDA-approved polymer
in drug delivery. In conclusion, nanotherapeutic systems formulated
with FDA approved, non-toxic polymers such as PLGA-b-PEG having
lipophilic TPP cation on the surface to target mitochondria are currently
atmracting great interest for the weatment of mitochondrial dysfunction-
based diseases. As proved with the results of this in vitre cell culture-
based metabolomics study, this promising therapeutic system have the
ability to deliver the active substance, Co(Jy, to the mitoechondria effi-
ciently by inereasing its local concentration, without losing its thera-
peutic action. Thus, this nanotherapeutic formulation would be a strong
candidate for mitochondrial targeting and the meatment of CoQqg-
related disorders including Co(qp nephropathies. Mevertheless, to
determine the potential use of the formulation in clinical settings, pre-
clinical and clinical studies should be conducted.
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