T.C.
AKSARAY UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIiM DALI

PEPTIT TEMELLI NANO-MATERYALLERIN HAZIRLANMASI
VE HUCRESEL ETKILESIMLERININ INCELENMESI

DOKTORA TEZIi

Emrah DIKICi

DANISMAN
Prof. Dr. Mehmet ODABASI

AKSARAY, 2024



Aksaray Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’niin 182322401 numarali Doktora
ogrencisi Emrah DIKICI tarafindan hazirlanan “PEPTIT TEMELLI NANO-
MATERYALLERIN HAZIRLANMASI VE HUCRESEL
ETKILESIMLERININ INCELENMESI” adli tez calismasi asagidaki jiiri
tarafindan OY BIRLIGI ile Kimya Anabilim Dalinda DOKTORA TEZI olarak kabul

edilmistir.

Danisman: Prof. Dr. Mehmet ODABASI

Aksaray Universitesi
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum...............cooeiiiiiiinininiiiiinenn.

Uye: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

Erzincan Binali Y1ldirim Universitesi
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum...............cooeiiiiiiiininiiiiiiien.

Uye: Prof. Dr. Nalan OZDEMIR

Erciyes Universitesi
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum................ocoooiiiiiiiiiiiiniii

Uye: Prof. Dr. Talat BARAN

Aksaray Universitesi
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayltyorum................cooooviiiiiiiiiiiiiniiieae.

Uye: Dog. Dr. Tiilden INANAN

Aksaray Universitesi
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum.................ooooiiiiiiiiiiiiiniiii

Tez Savunma Tarihi: 06.02.2024

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Doktora Tezi olmasi i¢in gerekli sartlart yerine

getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Mehmet Ali HINIS

Fen Bilimleri Enstitist Muduria



DOGRULUK BEYANI

Doktora tezi olarak sundugum bu ¢alismay1, akademik kurallara ve bilimsel etik, ahlak
ve geleneklere aykiri diisecek bir yol ve yardima bagvurmaksizin yazdigimi,
yararlandigim eserlerin kaynakcada gosterilenlerden olustugunu, calismamda
kullandigim verilerin orijinalligini ve her tiirlii intihalden uzak oldugunu beyan
ederim.

Enstitii tarafindan belli bir zamana bagli olmaksizin, tezimle ilgili yaptigim bu beyana

aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya cikacak tiim ahlaki ve hukuki
sonuglara katlanacagimi bildiririm.

Emrah DIKICI



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, her tiirlii destegi
veren, bilimsel ahlaki ve insani degerleri ile de bize 151k olan kiymetli hocam Sayin
Prof. Dr. Mehmet ODABASTI’na,

Tez Izleme Komitemde yer alan tecriibeleriyle ve engin bilgileriyle bana destek olan
Sayin Prof. Dr. Nalan OZDEMIR ve Dog. Dr. Tiilden INANAN’a,

Tez Savunmas1 Komitemde yer alan desteklerini her zaman hissetmis oldugum Sayin
Prof. Dr. Ekrem KOKSAL ve Prof. Dr. Talat BARAN a sonsuz saygi ve hiirmetlerimi
sunarim.

Calismalarim esnasinda desteklerini esirgemeyen grup arkadaslarim Dog. Dr. Omiir
ACET, Burcu Onal ACET ve Tuba GOK ’e tesekkiir ederim.

Maddi ve manevi desteklerini esirgemeyerek bugiinlere gelmemde en biiyiik emege
sahip olan babama, anneme ve kardeslerime, beni sabirla her zaman destekleyen
sevgili esim Zehra, ogullarim Yusuf Mirza ve Ali Tahir’e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Hiicre ¢alismalarinda yardimlarindan dolay1 Dr. Ogr. Uyesi Tugce KARADUMAN’a
tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvarda bana yardimci olan, maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen Sayin
Dog. Dr. Burak Evren INANAN’a, Dog¢. Dr. Ismail BILICAN’a ve Dr. Omer
SONKAY A’a siikranlarimi sunarim.

Analizlerdeki yardimlarindan ve desteklerinden dolay1 Aksaray Universitesi Bilimsel
ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi (ASUBTAM) yénetimine ve calisma
arkadaslarima en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siirecte bana saglanan burs i¢in Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK, Proje No: 220N178)’na ayrica tesekkiir ederim.

Emrah DIKICI
AKSARAY, 2024



ICINDEKILER

TESEKKUR ...ttt ee e i
ICINDEKILER ..ottt ii
OZET ...ttt iv
ABSTRACT ..ottt ettt ettt et sate b e A%
SEKILLER DIZIN ..o vi
CIZELGELER DIZINI ..o, viii
SIMGELER VE KISALTMALAR ..........cooooitiiiiiinseineeiesiesissssssseseesesennns ix
Lo GIRIS oo, 1
2. KAYNAK OZETLERI ....cooooiiiiiiiniinceeeeie e 4
2.1 Peptit Temelli Nano-Materyaller...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiieceeceee e, 4
2.1.1 Peptitlerin kendiliginden diizenlenmesinden sorumlu etkilesimler........... 4
2.1.1.1 Kovalent olmayan etkilesimler...........ccccoeeveeriiiiniieenieecee e, 7
2.1.1.2 Peptit kendiliginden diizenlenmesinde dinamik kovalent bag......... 10
2.1.2 Peptitin kendiliginden diizenlenmesini etkileyen faktorler ..................... 10
2.1.2.1 I6SE FAKEOTIET ..o, 11
2.1.2.2 D1§sal faKtOrIer.......coocuiiiiieiiieeeece e 13

2.1.3 Difenilalanin (FF) peptitinin kendiliginden diizenlenmesi: sentez ve
OZEIIKIETT ..o 14
2.1.3.1 Peptit nano-materyallerin SeNntezi..........ceecueeveveeiieniienieenieeieeeeeene. 15
2.1.3.2 Amid fonksiyonel grubu ..........cccceevvieeiiiieiiiinieeee e 17
2.1.4 Peptit nano-materyallerin 6zellikIeri ............ccooeviviiiniiiiiieniieieee, 18
2.1.5 Peptit nano-materyal uygulamalari...........ccccoeeveeviiiiniieeniieeeee e, 20
2.1.5.1 SUPET KAPASTEOT......eeeeieeiieiieeieeeiie ettt ettt 20
2.1.5.2 Biyoalg1lama..........cccceeouiieiiieeiie et 21
2.1.5.3 1180 daBItIMI ..o, 22
2.2 Peptit Temelli Nano-Materyallerin Hiicresel Etkilesimleri.............c.............. 23
2.2.1 Nano-materyal iskelelerin yilizey karakteristikleri.............ccceevveerieennnnne. 24
2.2.2 Dokularin yeniden dOZUSU..........cccveeeiiieeiiieniiee e eeiee e e 25
2.3 RNA Interferans (RINATD) ........oooiiiieeieeeeeee e 25
3. MATERYAL VE YONTEM..........cocoiiiiimiiiieeeceeeeeeeee e, 27
3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar ............c.ccccevviiiiiiniiienieniieieeceee, 27
3.2 Peptit Temelli Nano-Materyallerin (NM) Sentezi.........cccceevveeecvveerneeencveeennnen. 27
3.3 FFA Temelli Nano-Materyallerin (NM) Sentezi ve Ca’>" Modifikasyonu...... 27
3.3.1 FFA temelli nano-materyallerin (NM) Sentezi ........c.ccceccveevcrveerreeennnnnnn. 27
3.3.2 FFA temelli NM’lerin Ca?" iyonlar1 ile dekore edilmesi......................... 30
3.4 Dipeptit Temelli Nano-Materyallerin Karakterizasyonu..............c.ccceeeveennee. 30
3.4.1 Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) analizleri............ccccceevveeeveeennnnn. 31

3.4.2 Dinamik 151k sa¢ilmasi (DLS) yontemi ile FFA Nano-materyallerin
boyut ve zeta potansiyel (ZP) analizleri..........cccoeecveevieniiiniieniieieee, 31

3.4.3 Zayiflatilmis toplam yansima-fourier dontisiimlii kiziltesi

spektroskopi (ATR-FTIR) Analizleri........ccccoceeeuieniiniiienieeiieiieeieeens 31
3.4.4 Kiitle spektrofotometre (MS) analizleri.........c.ccecveeveuveencieenciieeciee e, 31
3.4.5 Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizleri...........cccccccvveeeverennennn. 32
3.5 Nano-Materyallerin Farkli Biyomolekiiller ile Etkilesimleri.......................... 32
3.5.1 Dipeptit temelli nano-materyallerin HSA, IgG ve DNA ile etkilesimleri32
3.6 Dipeptit Temelli Nano-Materyallerin Sitotoksisite Analizleri........................ 33

il



3.7 siRNA'"mn FFA ve Ca**-FFA-NM’leri ile Komplekslerinin Dinamik Isik

Sacgilma (DLS) ve Zeta-Potansiyel OlgimIeri ...........ccooveveveeeieeieceeeene, 34

3.8 Agaroz Jel EleKtroforezi.........cocuiiriiiiiiieiiiiiieiiece e 35
3.9 Akis Sitometri Kullanilarak HT-29 ve Hela Kanser Hiicrelerine NM-siRNA

Komplekslerinin Internalizasyonu...............cccoeuevevevereeeeeeeeeeeeeeeeseseeeennns 36

3.10 Timor Hiicrelerine Karst NM-siRNA Komplekslerinin Sitotoksisite Analizi

...................................................................................................................... 36

4. BULGULAR ve TARTISMA ...ttt 37

4.1 Dipeptit Temelli Nano-Materyallerin Karakterizasyonu..............ccccccceeveenenn 37

4.2 FFA Temelli NM’lerin Ca®" Iyonlari ile Dekore Edilmesi............c....c.coeue...... 44

4.3 Dipeptit Temelli NM’lerin HSA, IgG ve DNA ile Etkilesimleri.................... 45
4.3.1 Ca?*-FFA temelli NM’lerin HSA, IgG ve DNA ile olusturdugu korona

yapilarin TEM analizIeri ..........cccoeoieiiieiiiiniieiieiecee e 48

4.4 Dipeptit Temelli Nano-Materyallerin Sitotoksisite Analizleri...........c........... 48

4.5 siRNA-NM Komplekslerinin DLS ve Zeta-Potansiyel Olgiimleri.................. 50

4.6 Agaroz Jel EleKtroforeZi.......cccueeviieeriieeiieeiee e 51
4.7 Akis Sitometri Kullanilarak HT-29 ve Hela Kanser Hiicrelerine NM-siRNA

Komplekslerinin Internalizasyonu..............ccocoeveveeeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 52

4.8 Tiimor Hiicrelerine Kars1t NM-siRNA Komplekslerinin Sitotoksisite Analizi 53

5.SONUC VE ONERILER...........cooooooioioioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56

KAYNAKLAR ..ottt ettt ettt et saeenne s 58

OZGECMIS ...ttt ettt et et ettt ee oo eesee et e e eseserenereserenns 69

il



DOKTORA TEZi
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Damisman: Prof. Dr. Mehmet ODABASI
OZET

Kanser hastaliklarina kars1 alisilagelmis tedavi yontemlerinde rastlanan tiimor
invazyonu, farkli dokulara tiimoriin yayillmasi ve c¢oklu ilag direnci gibi
dezavantajlardan 6tiirii, yeni yontemler gelistirmek biiyiik 6neme sahiptir. Gen terapisi
alaninda terapdtik geni hedef dokuya tasiyan, kendiliginden diizenlenme, biyo-
uyumluluk ve biyo-bozunurluk gibi avantajlara sahip nano-materyallerin iiretiminde
one c¢ikan peptit temelli yapilara, molekiiler tanima fonksiyonlar1 nedeniyle her gecen
giin ilgi artmaktadir. Tez kapsaminda, gen susturucu olarak kullanilan siRNA’lar1
kanser hiicrelerine tasimak iizere kendiliginden diizenlenebilen boyutu ve dengelenmis
ylizey yiikii bakimindan yeni olan difenilalanin amid (FFA) temelli nano-materyaller
(NM) sentezlendi. FFA-NM’ler sentezlendikten sonra Ca** iyonlari ile dekore edildi.
Karakterizasyon g¢aligmalar1 kapsaminda SEM (taramali1 elektron mikroskobu), TEM
(transmisyon elektron mikroskobu), MS (kiitle spektrometresi), DLS (dinamik 151k
sacilma), Zeta-potansiyel 6l¢iimii, Image J boyut degerlendirmesi ve FTIR (Fourier
dontistimii kizilotesi) spektroskopisi ile analiz edildi. Biyolojik molekiillerle korona
olusturma potansiyellerini degerlendirmek icin sentezlenen FFA ve Ca?*-FFA-NM’ler
HSA, IgG ve DNA molekiilleri ile etkilestirildi. NM’lerin yiizeyinde olusan korona
tabakast DLS ve spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Gergeklestirilen hiicre
toksisite ve internalizasyon testlerinden sonra elde edilen bazi bulgular soyle
Ozetlenebilir: Ortalama boy dagilimi 87,93 nm olan FFA-NM’lerin yiizey yiikleri -20, 1
mV iken Ca?" dekorasyonundan sonra +9,3 mV olmustur. Yiizey yiik dagilimi, Ca**-
FFA-NM’lerin HSA, IgG ve DNA molekiilleri ile olusturdugu korona yapilarina gore
de sirastyla -7,6, -3,7 ve -9,7 mV olarak belirlenmistir. Ca?*-FFA-NM'lerin HeLa ve
HT29 hiicre hatlariyla 24 saatlik etkilesimleri sonrasinda toksisite goriilmemistir.
Farkli siRNA tiirlerinin (Mcl-1 ve Bcl-xL) Ca*"-FFA-NM'ler ile olusturdugu
komplekslerinin HeLa ve HT29 hiicre hatlarina internalize oldugu ve canliliklarinda
yaklasik %36 oraninda bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢alismada kullanilan FFA tabanli NM'ler biyo-uyumlu olup, susturucu siRNA'larin
kanser hiicrelerine internalizasyon derecesini artirmak icin yapilacak olan daha ileri

caligmalarda umut vadedecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Difenilalanin Amid, siRNA, HelLa, HT29, Sitotoksisite,
Internalizasyon

Ocak, 2024; 70 sayfa
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PhD. THESIS

PREPARATION OF PEPTIDE-BASED NANOMATERIALS AND
INVESTIGATION OF THEIR CELLULAR INTERACTIONS

Emrah DIKICI

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet ODABASI
ABSTRACT

Traditional treatment methods for cancer diseases encounter disadvantages such as
tumor invasion, the spread of tumors to different tissues, and multiple drug resistance.
Therefore, developing new methods is of great importance. In the field of gene therapy,
there is a growing interest in peptide-based structures that stand out in the production
of nanomaterials with advantages such as self-regulation, biocompatibility, and
biodegradability, thanks to their molecular recognition functions. In the scope of this
thesis, novel nanomaterials (NM) based on diphenylalanine amide (FFA), which are
self-regulating in terms of size and balanced surface charge and are novel for carrying
small interfering RNA (siRNA) as a gene silencer to cancer cells, were synthesized.
After the synthesis of FFA-NMs, they were decorated with Ca*>" ions. Characterization
studies included analysis using scanning electron microscopy (SEM), transmission
electron microscopy (TEM), mass spectrometry (MS), dynamic light scattering (DLS),
Zeta potential measurement, Image J size assessment, and Fourier-transform infrared
(FTIR) spectroscopy. To evaluate their potential in forming coronas with biological
molecules, the synthesized FFA and Ca**- FFA-NMs were interacted with HSA, IgG,
and DNA molecules. The corona layer formed on the surface of NMs was assessed
both by DLS and spectrophotometrically. Some findings obtained after conducting cell
toxicity and internalization tests can be summarized as follows: The average size
distribution of FFA-NMs, which was 87.93 nm, had a surface charge of -20.1 mV,
while after Ca?* decoration, it became +9.3 mV. Surface charge distribution of Ca?'-
FFA-NMs occurred as -7.6, -3.7, and -9.7 mV, respectively, depending on the corona
structures they formed with HSA, IgG, and DNA molecules. No toxicity was observed
after the 24-hour interaction of Ca?’-FFA-NMs with HeLa and HT29 cell lines.
Complexes formed by different siRNA types (Mcl-1 and Bcl-xL) with Ca?*-FFA-NMs
were internalized into HeLa and HT29 cell lines, leading to an approximately 36%
decrease in their viabilities.

The FFA-based NMs used in this study are considered as biocompatible and are
believed to hold promise for future advanced studies aimed at increasing the

internalization degree of silencing siRNAs into cancer cells.

Keywords: Diphenylalanine Amide, siRNA, HelLa, HT29, Cytotoxicity,
Internalization.

January, 2024; 70 pages
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1. GIRIS

Son yillarda nanoteknoloji ve nanobilim alanlarinda goriilen gelismelerle birlikte
nano-materyal sistemlerin sentezi ve kullanim olasiliklar ile ilgili ¢caligmalara ilgi
artmaktadir. Glinlimiizde boyutlarindan kaynakli islevselliklerinden dolay1 nano-
materyaller (NM) bir¢ok alanda oldugu gibi ilag sektoriinde de geleneksel ilaglarin
yerini almaya baslamistir (Fosgerau vd., 2015; Hancock ve Sahl, 2006).

Tabiatta mevcut olan c¢ogu yapinin olusumundaki en temel mekanizma olan
kendiliginden diizenlenme (self-assembly), {i¢ boyutlu geometriye sahip molekiillerin,
belirli kosullar altinda spontane olarak olusan dogal bir konformasyonudur ve nano-
materyallerin iiretim yontemlerinden biri olarak siklikla kullanilmaya baslanmistir

(Lee,1986; Dikici, 2023).

Biyolojik sistemlerde biyoaktif ajanlarin hedef dokuya ulastirilabilmesi i¢in tasiyici
sistemler tasarlanirken biyomolekiillerden (DNA, lipit, peptit ve protein gibi) yogun

bir sekilde faydalanilmaktadir (Huang, 2011).

Proteinler, canli blinyesinde birgcok hayati géreve sahiptir (katalizor, transportor, depo,
savunma ve diizenleme gibi.) ve kendiliginden diizenlenme yapabilen organik
molekiillerin basinda yer alir. Kendiliginden diizenlenen protein yapilar, dogada
makro boyuttan nano boyuta kadar bircok yerde karsimiza c¢ikmasiyla bilim
diinyasmin ilgisini ¢ekmektedir. Ayrica molekiiler tanima kabiliyetleri proteinleri,
biyolojik diinyanin en 0&nemli varliklar1 haline getirmistir. Kendiliginden
diizenlenmeye giizel bir Ornek olarak, genetik materyal ve proteinden olusan

bakteriyofajlar verilebilir (Jeon ve Shell, 2014; Bozdogan, 2017).

Kendiliginden diizenlenme silirecini kovalent olmayan zayif etkilesimler
yonetmektedir. Uygulamada sagladigi kolayliktan Gtiirli molekiiler kendiliginden
diizenlenme, nano-materyal eldesi i¢in en pratik yol olarak goriilmektedir. Serbest
enerjiyle yonlendirilen bu siireg, molekiilleri farkli ol¢eklerde diizenli yapilara

organize edebilmektedir (Bozdogan, 2017; Hyman, 2012).

Temel yap1 taslar1 amino asitler olan peptitler, iyi biyolojik aktivite gosteren biyo-

bozunur ve biyo-uyumlu nano-materyallere kendiliginden diizenlenebilir. Bu nedenle



son yillarda yapilan ¢alismalar kendiliginden diizenlenen peptitler {iizerine

yogunlagmistir (Fleming ve Ulijn, 2014).

Farkli morfolojilere sahip stabil nano-materyaller, peptitlerin hidrofobik, hidrojen
bagi, n-n etkilesimi ve elektrostatik etkilesimler gibi kovalent olmayan etkilesimler

aracilifiyla kendiliginden diizenlenme yoluyla olusturulabilmektedir (Ma vd., 2020).

Yapilan bazi ¢aligmalar incelendiginde amfifilik peptitler, amiloyid tiirevli peptitler ve
siklik peptitlerin nanofibril, nanovezikiil ve nanotiip gibi bir¢ok farkli nano yapiya

organize olabildigi goriilmektedir (Jeon ve Shell, 2014).

Geleneksel kanser tedavi yontemlerinde goriilen tiimor invazyonu, tiimoriin ¢evre
dokulara sigramasi, ¢coklu ila¢ direncindeki hizli gelisim gibi olumsuzluklar1 agabilmek
icin gen tedavi de terapotik genin hedef dokuya taginmasini saglayacak tastyicilarin

gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir.

Difenilalaninamid (FFA) dipeptitinin yapisinda bulunan aromatik halkalar,
biyokimyasal supramolekiiler yapilarin olugmasi i¢in gerekli enerjiyi saglamasi adina
onemli rol oynamaktadir. FFA’in basit yapisi, kimyasal olarak kolay modifiye olmasi,
biyouyumluluk gostermesi ve farkli sartlarda diizenlenebilme yetenegi tasiyici

sistemler olarak tercih edilmesinde 6n plana ¢ikarmistir (Pala vd., 2014).

Bu tez ¢alismasinin amaci da kotii huylu neoplazmalara genetik terapi amaciyla kanser
hiicrelerine interfering RNA'larin iletilmesi i¢in, kendiliginden diizenlenme (self-
assembly) teknigi ile cesitli dipeptitlere dayali yeni biyopolimerik nano-materyaller
olusturmak ve bunlarin biyouyumlulugunu, proteinler ve niikleik asitlerle etkilesimini

degerlendirmek ve bunlarin kullanim olasiligin1 analiz etmektir.

Bu amagcla gergeklestirilen deneysel kisim, dipeptit temelli nano-materyal olan
difenilalaninamid (FFA) NM'in kendi kendine diizenlenme teknigi ile sentezlenmesi,
sentezlenen NM’in boyutlandirilmasi, karakterizasyonu ve biyolojik etkilesimlerinin

incelenmesini kapsamaktadir.

Bu siirecte, FFA NM'lerin 100 nm ve altinda boyutlara ayarlanmasi onemli bir
adimdir. Nano-materyallerin Ca'™ iyonu ile dekore edilmesi, bu yapilarin

fonksiyonelligini ve etkilesim kabiliyetlerini artirmak icin gergeklestirilmektedir.



Karakterizasyon ¢alismalari, nano-materyallerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
detaylt bir sekilde analiz etmeyi amaglamaktadir. Bu amagla, gecirimli elektron
mikroskobu (TEM), taramal1 elektron mikroskobu (SEM), kiitle spektrometresi (MS),
zayiflatilmig toplam yansima-fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (ATR-
FTIR) ve zeta-potansiyel Olgiimii analizleri kullanildi. Ozellikle, NM'lerin zeta-

potansiyellerine bakilarak yiizey yiik dagilimlar: ve stabilite durumlar1 degerlendirdi.

Nano-materyallerin biyomolekiiler etkilesimleri, insan serum albiimini (HSA),
immiinglobulin G (IgG) ve DNA ile olan korona olusumlari iizerinden incelendi. Bu,
FFA ve Ca?’-FFA-NM'lerin farkli biyomolekiillerle nasil etkilesime girdiklerini

anlamak i¢in Kkritik bir adimdir.

Hiicresel etkilesimlerin incelenmesi, in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda gerceklestirdi.
Bu kapsamda, FFA ve Ca?>-FFA-NM'lerin HeLa ve HT-29 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkileri arastirildi. MTT testleri kullanilarak HT-29 hiicrelerine karsi nano-
materyallerin sitotoksisite analizi yapildi. Ayrica, siRNA'nin FFA ve Ca®’-FFA-
NM’leri ile komplekslerinin zeta-potansiyel 6l¢iimleri ve agaroz jel elektroforezi ile
genetik materyal baglama yetenekleri incelendi. Tiimor hiicrelerine karsi siRNA ile
kompleks halindeki FFA ve Ca?"-FFA-NM’lerinin sitotoksisite analizi de bu

caligmanin 6nemli bir parcasidir.

Bu deneysel calismalar, dipeptit tabanli nano-materyallerin potansiyel biyomedikal
uygulamalarini anlamak i¢in hayati dneme sahiptir ve bu materyallerin hiicrelerle olan

etkilesim mekanizmalarin1 aydinlatmaya yardimci olacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Peptit Temelli Nano-Materyaller

Peptit temelli nano-materyaller, biyomedikal uygulamalarda ve nanoteknolojide
biiyiik bir potansiyele sahip olan ileri malzemelerdir. Bu nano-materyaller, 6zellikle

ilag teslimi, biyomedikal goriintiileme ve doku miihendisliginde kullanilmaktadir.

Peptit temelli nano-materyaller, kisa amino asit dizilerinden olusan peptitlerin
kendiliginden bir araya gelmesiyle olusur. Bu peptitler, nanometre dlgeginde yapilar
olusturmak icin molekiiler kendiliginden diizenleme yetenegine sahiptir. Bu nano-
materyaller, genellikle biyouyumlu ve biyo-bozunur olmalar1 nedeniyle tercih edilir.
Viicuda zarar vermeden dogal yollarla bozunabilirler ve toksik olmayan {iriinler

birakmaktadirlar.

Peptit tabanli nano-materyaller, hedeflenen ilag teslimi uygulamalarinda kullanilir.
Ilag molekiillerini dogrudan hastalikli dokulara yonlendirebilir ve saglikli dokulara
zarar vermeden etkili tedavi saglayabilirler. Doku miihendisliginde, bu materyaller
hiicre biiyiimesi ve doku onarimi igin iskeleler olarak kullanilir. Hiicrelerin
bliylimesine ve farklilasmasina yardimci olabilirler. Peptit temelli nano-materyaller,
kontrast ajanlar olarak da kullanilabilir. MR goriintiileme gibi tibbi goriintiileme

tekniklerinde daha net ve ayrintili goriintiiler elde etmek i¢in kullanilmaktadir.

Bu alanda hala ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Peptit dizilerinin tasarimi ve
fonksiyonellestirilmesi, bu  materyallerin  6zelliklerini  ve  uygulamalarini

genisletmekte 6nemli bir rol oynamaktadir.

Peptit temelli nano-materyallerin gelistirilmesi ve uygulanmasi, molekiiler biyoloji,
kimya, nanoteknoloji ve malzeme bilimi gibi disiplinler aras1 bir yaklagim gerektirir.
Bu malzemelerin gelecegi hem teknolojik yenilikler hem de etik ve diizenleyici

cerceveler tarafindan sekillendirilecektir.
2.1.1 Peptitlerin kendiliginden diizenlenmesinden sorumlu etkilesimler

Peptitlerin kendiliginden diizenlenmesi, kovalent olmayan ve dinamik kovalent

etkilesimlerini igerebilmektedir. Bir ¢oziicii icinde ¢oziinen peptit, O6zel bir



konformasyon  benimseyerek, kendiliginden  diizenlenmenin  gergeklesip
gerceklesmeyecegini belirleyebilir. Peptitlerin kendi kendine diizenlenmeyi tercih
ettikleri ikincil yapilar arasinda a-sarmallar, p-tabakalar ve [-sa¢ tokalari
bulunmaktadir (Peters vd., 2016). a-sarmal, proteinlerde ana ikincil yapisal motif

olarak kabul edilmektedir (Pabo vd., 2001).

Termodinamik olarak kararsizliklarindan dolayi, dogrusal peptitlerden a-sarmal
yapilara sahip olanlar, orijinal ortamlarindan ayrildiklarinda ¢o6zelti i¢inde bu
konformasyonlarin1 kaybedebilirler. Bu nedenle, o-sarmal yapmin kararliligi,
peptitlerin kendiliginden diizenlenmesini harekete gecirmek i¢in 6nem arz etmektedir.
Bu yapmnin kararliligi i¢in yan zincir ¢apraz baglanmasi, hidrojen bagi, metal
koordinasyonu ve tuz kopriisii olusumu sec¢enekler arasinda yer almaktadir (Liu vd.,

2008).

Toshiki vd. (2009) tarafindan sentezlenen bir peptit, iki set EK-K tuz kopriisii ile a-
sarmal bir yapiya dengelendi ve kararli nanoyapilara kendiliginden diizenlendi. Kisa
a-sarmal peptitler, kimyasal sentez ve modifikasyon kolaylig1 sunar, ancak ¢ozeltideki

stabilite eksikligi nedeniyle zorluklar igerir.

Amdursky vd. (2010) tarafindan bildirilen a-sarmal heptad peptitleri, peptit dizisine
eklenen kodlanmamis bir a-aminoizobiitirik asit kullanarak sarmal konformasyonun
stabilizasyonunu sagladi. Bu calismalar, kisa o-sarmal peptitlerin kendiliginden
diizenlenme ve stabilizasyon konusundaki zorluklarina yenilik¢i ¢oziimler
sunmaktadir. Capraz baglayicilarla sinirlandirilmis peptitler, kisa sarmal peptitlerle
kiyaslandiginda, diisiik molekiiler serbest enerjileri ve yliksek stabilitelerinden dolay1
peptit diizenlenmesi i¢in daha ¢ok tercih edilirler. Tiyoeter iceren bir yan zincire sahip
bir peptit iskeletine dayanarak, Hu vd. (2016) bes amino asit i¢ceren peptitlerden sarmal

bobin nanofiberleri tasarlamistir.

Hendricks vd. (2017) B-tabakanin aracilik ettigi peptit kendiliginden diizenlenmesinin
a-sarmalin1 ustaca stabilize edebilecegini ve boylece peptitin sulu nanoyapilara kendi
kendine katilmasini saglayabilecegini gostermistir. B-tabaka ayni zamanda peptit
molekiillerinde kritik bir ikincil yapisal motiftir. Hidrofilik ve hidrofobik uclar iceren
peptitlerin tipik bir temsilcisi olarak lego peptitleri verilebilir. Lego peptiti molekiiler

yapisindan dolayi, sulu ¢ozeltilerde hidrojen baglar1 yardimiyla B-tabakali yapilar



olusturabilir. Deiyonize su igerisinde, B-tabaka olusumu ve alifatik u¢larin hidrofobik
etkilesimlerden dolay1 bir araya gelmesi, molekiilleri nanolifler olusturmaya zorlar.
Yokoi vd. (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada, arginin, aspartik asit ve alaninden olusan
bir peptit tasarlamistir. Hidrofobik karaktere sahip olan alanin sulu ¢ozelti igerisinde,
sistemin sahip oldugu enerjisiyi diisiirmek i¢in bir araya gelirken, arginin ve aspartik
asit elektrostatik etkilesimden dolay1 birbirini ¢eker ve yapinin dis katmaninda yer alir.
Alanin, su molekiilleri ile temaslarin1 azaltmak amaciyla ve sonunda peptit zincirinin
hidrofobik yiizeyini diizenli bir p-tabaka yapis1i olusturarak nanolif yapiya
kendiliginden diizenlenir. Olusan nanoliflerle birlikte, peptitler B-tabakal1 ikincil yap1
olarak vezikiiller, nanotiipler veya diger yapilar olusturabilirler. Peptit nanotiiplerin
montaji, yiiksek derecede siralanmis, diizgiin bir sekilde uyumlu antiparalel B-tabaka
sistemi i¢in ideal bir model saglar (Clark vd., 1998). B-firkete, esnek bir amino asit
dizisi igeren peptit zinciri segmentini gerektiren B-doniisiiniin bir tlirevidir. Schneider
vd. (2002) tasarladig1 peptitler B-firkete yapisindadir. Bu peptitler, hidrofobik valin ve
hidrofilik lizin amino asidi dizisinden olusur. Cozeltinin pH degerlerini artirarak veya
elektrostatik itmeyi korumak i¢in ¢dzeltinin iyon konsantrasyonunu artirarak, peptitler
B-firkete yapilar1 olusturabilir ve dig ylizey olarak valin kalintilariyla ve ayrica
nanolifler olusturmak i¢in kendi kendine bir araya gelmek iizere hidrofobik etkisini
kullanabilir. Monomerik peptitlerin diflizyonu, peptit yapilarina gére daha hizlidir.
Peptit monomerlerinin diflizyon kinetigini kontrol ederek bu yapilar kontrol altina

almabilir (Wang vd., 2017).

Bu 6zellikten yararlanarak, sulu ¢ozeltide bag olusumu veya bag boliinmesi yoluyla
peptit diizeneklerinin enzim talimath kendiliginden diizenlenmesi (EISA)
gerceklesebilir. Biyolojik olarak 6nemli molekiillerin olusumu ve doniisiimii
genellikle enzimler tarafindan katalize edilir ve bazi enzimlerin ekspresyon seviyeleri
hastaliklarla iligkilidir. Bu nedenle, EISA, hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in nano-
materyallerinlerin yerinde kendiliginden diizenlenmesini tetikleyebilir. EISA
tarafindan hiicre ortaminda tiretilen peptit yapilari, biyomakromolekiiler yapilari taklit
edebilir. Ornegin, kisa bir peptit, naproksen ile entegre edilerek enzimatik substrat
olarak kullanilabilir. Supramolekiiler fosfoglikopeptit (sPGP), hiicresel siireclerde
kovalent olmayan filamentlerin dinamik siirekliligi i¢in kullanilir ve hiicre

davraniglarini lokal enzim aktivitesine gore kontrol edebilir (Wang vd., 2019).



Kiiciik molekiillerin enzimatik hidrojellesmesi, ii¢ temel adimdan olusur: Enzim
Oncliyli bir hidrojenatére dontiistiiriir, hidrojenator nanofiberler halinde kendi kendine
birlesir ve hidrojel matrisi olusturur. Supramolekiiler hidrojellerin olusturulmasi,
molekiiler diizenlemeyi ve hidrojelatorlerin basit yapisini igerir (Estroff ve Hamilton,
2004). o-[bis(dimetilamino)fosfono] tirozin koruma stratejisi kullanilarak,
programlanmis oncii, hiicre i¢i ve dis1 fosfataz tarafindan hidrolize direng gosterir ve
lizozomdaki asit fosfataz, hidrojelin lizozomda kendi kendine montajini saglar (Chen,

2004).

Bu siiregler, hiicre ici siireglerin ve hastaliklarin tedavisinde peptit diizeneklerinin

kullanilmasinin potansiyelini géstermektedir.
2.1.1.1 Kovalent olmayan etkilesimler

Dogada yaygin olarak var olan kovalent olmayan etkilesimler karmasik ve gelismis
biyomolekiiler yapilarin olusturulmasinda biiyiikk 6nem arz etmektedir. Bunlar
arasinda DNA'nin ¢ift sarmal yapisi, proteinlerin ikincil veya daha yiiksek dereceli
yapilar1 ve hiicre zarlarinin fosfolipid ¢ift katmanli yapis1 bulunmaktadir. Kovalent
baglara gore daha zayif ve tersinir olan bu baglar, tek bagina zayif enerji sunsalar da
peptit monomerlerinin kararli yapilar olugturmasina katkida bulunabilirler. Peptitlerin
kendiliginden diizenlenmesi siireci, kinetik ve termodinamik olarak yonlendirilen bir

stirectir (Wang vd., 2016).

Bu siiregte, peptitler arasindaki kovalent olmayan etkilesimler 6nemli bir rol oynar.
Kovalent olmayan etkilesimler, molekiiller arasinda meydana gelen ve elektron
paylasimini igermeyen baglardir. Peptitlerin kendiliginden diizenlenmesinde bu
etkilesimler, peptitlerin birbirlerine baglanmasini ve stabil yapilar olusturmasini saglar

(Aydin ve Kesmen, 2020).

Hidrojen baglari, peptit zincirlerinin stabil {i¢ boyutlu yapilar olusturmasinda anahtar
rol oynar. Van der Waals giigleri, zayif olmalarina ragmen, peptit zincirlerinin
yakinlagmasina katkida bulunur. Iyonik etkilesimler, yiiklii amino asit kalintilari
arasindaki elektrostatik ¢ekimi igerir. Hidrofobik etkilesimler, suda ¢oziinmeyen

amino asit kalintilarinin bir araya gelmesini saglar. Ayrica, aromatik yiginlanma ve



metal iyon koordinasyonu da 6z-montajda rol oynayabilir. Bu etkilesimler, peptitlerin

fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerini sekillendirir.

Peptitlerin kendiliginden diizenlenmesinde gozlemlenen baglica kovalent olmayan

etkilesim tiirleri sunlardir:

1. Hidrojen Baglar1: Peptitler bol miktarda hidrojen bag1 olusturan bolgelere sahiptir
(Steiner ve Koellner, 2001). Peptitler arasindaki en yaygin etkilesim tliriidiir. Bir
molekiiliin hidrojen atomu ile baska bir molekiiliin elektronegatif atomu (genellikle
oksijen veya azot) arasinda olusur. Bu baglar, peptit zincirlerinin belirli sekillerde
diizenlenmesine yardimci olur (Edwards-Gayle ve Hamley, 2017). Hidrojen baglari,
peptitlerin ikincil yapisini olusturmak ve stabilize etmek icin gereklidir ve peptitlerin
farkli nanoyapilara montajin1 indiikleyebilecek secicilige ve yiiksek yonliiliige
sahiptir. Bu nedenle, peptit diizenlenmesi i¢in 6zellikle 6nemli bir itici giictiir (Krone

vd., 2008).

2. Van der Waals Giigleri: Molekiiller arasindaki gegici dipol etkilesimler sonucu
meydana gelir. Bu kuvvetler zayif olmakla birlikte, ¢ok sayida oldugunda peptitlerin

bir arada tutulmasinda 6nemli bir rol oynar (Rodriguez-Vazquez vd., 2014).

3. Elektrostatik etkilesimler: Kendiliginden diizenlenmede kullanilan bir baska
kovalent olmayan etkilesim tiirii, yiikler arasindaki etkilesimdir. Peptitlerin pozitif ve
negatif yiiklii boliimleri arasinda olusan elektrostatik c¢ekimdir. Bu etkilesimler,
ozellikle yiiklii amino asitlerin bulundugu peptitlerde énemlidir (Zhang vd., 1994).
Elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglarinin ve hidrofobik etkilesimlerin kritik
rollerine kiyasla, peptitlerin yapisal 6zgiilliiklerini indiiklemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Richardson vd., 2015). Elektrostatik etkilesim, yonsiizdiir ve hem
elektrostatik ¢ekim hem de itme igerir; bu, molekiil i¢i ve molekiiller arasi
etkilesimlerde zayif bag enerjisine sahiptir. Elektrostatik etkilesimlerde iki dnemli
faktor olarak pH ve iyonik siddet 6n plana ¢ikmaktadir. Yapisinda bazik veya asidik
amino asitler barindiran peptitlerin kendiliginden diizenlenmesi, elektrostatik
etkilesimler tarafindan yonetilmektedir. Bu nedenle, peptitlerin kendiliginden
diizenlenme siireci, ¢ozelti ortaminin iyonik siddeti veya pH's1 ile oynanarak kontrol
altna almnabilir (Rehm ve Schmuck, 2010). Iyonik-tamamlayic1 peptitler,
kendiliginden montajlanan molekiillerdir ve EAK16 (n-AEAEAKAKAEAEAKAK-



¢) peptiti bu ailenin ilk {iyesidir. EAK16'nin sulu ortamda kendine has bir diizenlenme
sekli vardir: yiklii yan gruplar disariya, hidrofobik yan gruplar ise igeriye dogru
yonelir. Bu diizenleme, nanolifler olusturarak bir hidrojel ag1 meydana getirir. Iyonik-
tamamlayici peptitler, yliik dagilimlarinin basit molekiiler tasarimla degistirilebilmesi
ozelligine sahiptir. Bu sayede, farkli yiik dagilimlarina sahip peptitler tasarlanabilir ve
bu peptitler, farklt amino asit kalintilar1 kullanilarak farkli 6zelliklerde {iretilebilir
(Wen vd., 2014; Tu ve Tirrell, 2004). Bu peptitler, sulu ¢ozeltide B-tabaka yapilari
olusturur ve bu yapilar, fizyolojik kosullar altinda son derece kararlidir. Ornegin,
EAKI16-II tipi peptitler, yiiksek sicakliklara ve gesitli proteazlara kars1 direnglidir. Bu
peptidlerin olusturdugu membranlar, hiicre yapismasini destekleyen matriksler
olusturur ve cesitli memeli hiicre tipleri tarafindan baglanabilir. Iyonik-tamamlayici
peptitler, kemik, kikirdak, damar, kalp ve sinir sistemi gibi ¢esitli dokularda hiicre
biiyiimesi ve farklilasmasini destekleyebilir. Bu 6zellikleriyle, doku yenilenmesi, doku
nakli ve yara iyilesmesi gibi in vivo ¢aligmalarda kullanim potansiyeline sahiptirler

(Wen vd., 2014).

4. Hidrofobik Etkilesimler: Birgok calisma, suda ¢Oziinlir amfifilik polipeptit
molekiillerinin rasyonel tasarimi i¢in hidrofobik etkilesimlerin 6nemini gdstermistir.
Amfipatik molekiiller, hidrofobik kuyruklarin1 hidrofobik etkilesimler yoluyla
agregatlarin i¢ kisminda toplama egilimindeyken, hidrofilik basliklar agregalarin
cevresinde ve su ile temas halinde aciga ¢ikar. Hidrofobik etkilesimler, kendiliginden
diizenlenmeyi tetikleme agisindan, uygun entalpiden ziyade uygun entropi nedeniyle
kararlidir. Hidrofobik etkilesimler peptitin kendiliginden diizenlenmesinde baglanma
enerjisinin zayif olmasina ragmen, 6nemli bir rol oynar (Toks6z vd., 2010). Suda
¢oziinmeyen (hidrofobik) peptit bolgeleri, su molekiillerinden kacarak bir araya gelme
egilimindedir. Bu etkilesimler, peptitlerin belirli konformasyonlar1 almasini ve stabil

yapilar olusturmasini saglar (Rodriguez-Vazquez vd., 2014).

5. m-m etkilesimler: Peptitlerin kendiliginden diizenlenmesinde baska bir zayif
etkilesim olan n-m etkilesimleride rol oynar. Esas olarak fenilalanin, tirozin ve triptofan
gibi aromatik amino asitler igeren peptit nanoyapilarinda bulunur. n-w etkilesimlerinin
suda ¢ok kararli olmasinin sebebi aromatik gruplardan kaynakli molekiillerin sinirh
¢cozlnlrliigiidir (Zhu vd., 2010). Peptit yapr taglarimin aromatik kisimlarindan

kaynakli olarak hidrofobik etkilesimler veya m-m etkilesimleri islev gorebilir.



Hidrofobik etkilesimlerde aromatik yapilarin diziliminin genellikle diizensiz oldugu,
n-n etkilesimlerde ise aromatik yapilarin diziliminin siralandigi goriilmiistiir (Toksoz

vd., 2010).
2.1.1.2 Peptit kendiliginden diizenlenmesinde dinamik kovalent bag

Peptitlerin kendi kendine birlesmesi, kovalent olmayan etkilesimlerin yani sira
dinamik kovalent etkilesimleride icerebilmektedir. Sistein kalintilar1 tarafindan
olusturulan disiilfit baglar1 ve aldehit ile amin gruplarinin reaksiyonu sonucu olusan
imin baglar1 gibi tersinir kovalent kimyalar, peptitlerin kendiliginden diizenlenmesine
yardimc1 olmaktadir ve bu genis ¢apta arastirilmistir. Wang vd. (2018) tarafindan rapor
edilen C3-glisin-sistein (Gly-Cys) dipeptit kolye tasiyan peptitler, ilging bir sarmal
fibril yapis1 olugturmustur. Tiyol gruplarinin oksidasyonu, disiilfiir baglari olusturarak,
bitisik yapi1 taslar1 arasinda uzun sarmal liflerin solakligini stabilize edebilir ve
nanoyapilarin genel stabilitesini artirabilir. Schroder vd. (2021) tarafindan
gergeklestirilen bir calismada, mekanik olarak birbirine kenetlenmis peptitlerin sentezi
yapilmis ve bu, cesitli disiilfid bagli dinamik birbirine kenetlenmis molekiiler
kiitiiphaneler olusturulmustur. Disiilfiir kimyasinin yani sira, aril aldehit ve asil
hidrazid islevleriyle siislenmis peptitler de peptit kuaterner diizenekleri olusturmak
i¢in kullanilmigtir. Tamamlayici islevlere sahip bir peptit karisimi, reaksiyona girerek
ayarlanabilir halka boyutlarina sahip makro yapilar olusturabilir. Daha da ilginci,
reaksiyona giren peptitlerin oranlarimin kontrolii ile karmasik merdiven yapilar
olusturulabilir (Reuther vd., 2018). Peptit kendiliginden diizenlenmesi, biyolojik
sistemlerde, Ozellikle protein katlanmasi ve multimerik protein komplekslerinin
olusumunda 6nemli bir rol oynar. Ayrica, biyomimetik malzemelerin tasariminda ve
ilag teslim sistemlerinin gelistirilmesinde de kullanilan bir mekanizmadir. Bu
etkilesimlerin detayli anlasilmasi, peptit tabanli nanoteknoloji ve biyomedikal

uygulamalar i¢in yeni kapilar agabilir.
2.1.2 Peptitin kendiliginden diizenlenmesini etkileyen faktorler

Peptitin kendiliginden diizenlenmesini etkileyen faktorler, i¢sel ve dig faktorler olarak
kategorize edilebilir (Sekil 2.1). Peptitin kendiliginden diizenlenmesini etkileyen dis
faktorlerin incelenmesi, istenen peptit bazli nanoyapilarin rasyonel tasarimi igin

esastir. Igsel faktorler olarak amino asitlerin sayisi, dizlimi ve amino asit yan
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zincirlerinin 6zellikleri siralanabilir. Sicaklik, pH, ¢oziicii, ultrason gibi faktorler ise
dis faktorler arasinda yer alir. Peptitlerin kendiliginden diizenlenmesini etkileyen bu

faktorlere miidahale ederek istenilen sekiller elde edilebilir.

I¢ FAKTORLER
Peptit bag

Amino asit

( Not' ———— pH/Coziict
Kendiliginden — —>
diizenlenme Sicaklik

DIS FAKTORLER

Sekil 2.1. Peptitin kendiliginden diizenlenmesini etkileyen faktorler.

2.1.2.1 icsel faktorler

Peptitlerin kendi kendine diizenlenmesini etkileyen i¢ faktorler, esas olarak amino
asitlerin dizisini, sayisin1 ve hidrofiliklik ile hidrofobiklik 6zelliklerini igermektedir
(Cui vd., 2014). Yaygin olarak bilinen kendiliginden diizenlenen yapilar arasinda
nanotiipler, nanofiberler ve nanobeltler bulunmaktadir. Kendiliginden diizenlenme
morfolojilerinin farkliliklarinin ana nedeni olarak, farkli amino asit kalintilarinin yan
zincirleri tarafindan saglanan elektrostatik, hidrofilik veya hidrofobik etkilesimlerin
degismesi olarak siralanabilir (Lee vd., 2013). Amino asit yan zincirlerinin dogasi,
peptitlerin kendiliginden diizenlenme siirecinde hayati bir rol oynamaktadir. Ornegin,
hidrofobik amino asitler, kendiliginden diizenlenme hizinda 6nemli degisikliklere yol
acmaktadir (Liyanage ve Nilsson, 2016). Bu nedenle, peptit dizilerinin se¢imi ve

tasarimi, peptitlerin kendiliginden diizenlenmesini incelemek i¢in ¢cok dnemlidir.

Difenilalanin ve analoglarinin 1iyi dilizenlenmis nanotiiplere kendiliginden

diizenlenebilecegi c¢ok sayida caligmada goriilmektedir. Reches ve Gazit (2003)
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difenilglisinin kiiresel nanometrik diizenekler olusturabilecegini ortaya koymustur.
Difenilglisinin peptitinin 6zellikleri de difenilalanine benzer sekildedir. Yapilan TEM
analizleri incelendiginde, difenilalanin peptitlerinin nanotiipler olusturdugunu,
difenilglisin peptitlerinin ise aymi kosullar altinda kiiresel nanometrik yapilar
olusturdugunu gostermistir. Fenilglisinin yan zincirinde, fenilalanininkinde bulunan
yan zincirdeki bir metilen grubunun eksikligi nedeniyle boru seklindeki yap1 kiiresel
bir yapiya doniistiigi goriilmektedir (Qiu vd., 2018). Benzer hidrofobiklik ve yiik
ozelliklerine sahip peptitlerde, amino asitlerin diizenlenme sirasi, kendiliginden
diizenlenme yetenegini ve morfolojisini etkileyebilmektedir (Meng vd., 2012). Lee vd.
(2013) amino asit dizilerinin sirasinin peptit kendi kendine birlesme morfolojisi
tizerindeki etkisini aragtirmislardir (Lee vd., 2013; Gao ve Matsui, 2005). Farkli amino
asit dizilerine sahip peptitlerin, asidik kosullar altinda farklt morfolojik yapilar
olusturdugu goriilmiistiir. Bu bulgular, amino asit dizisi modellerinin, peptitlerin genel
hidrofobikligi ve yiikleri ¢ok yakin olsa bile, kendiliginden diizenlenme yetenegi ve
morfolojisi tlizerinde biiylik bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Yapida
bulunan amino asitlerin hidrofilik ve hidrofobik 6zellikleri ve dizilimleri, polipeptitin
kendiliginden diizenlenme yetenegi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Baska bir
calismada Meng vd. (2012) peptidin kendiliginden diizenlenmesi iizerinde hidrofilik
ve hidrofobik karakterli amino asitlerin tiirli ve sayisindaki sistematik degisikliklerin

etkili oldugunu ortaya koymustur.

Peptitlerin hidrofobikligi, glisin gibi daha lipofilik bir amino asit kullanilarak
artirlmistir.  Bu da kendiliginden diizenlenen nanoyapilarin morfolojisini
vezikiillerden tiiplere ve liflere doniistiirmiistiir. Bu sonuglar ve diger ¢aligmalar,
nanoyap1 morfolojilerinin peptit dizileri ile yakindan iliskili oldugunu gostermektedir.
Bu nedenle, peptit dizilerini degistirerek kendiliginden diizenlenen nanoyapilarin
morfolojisini ayarlamak miimkiin kilmaktadir. Bu durum, yeni peptit nano-
materyalleri tasarlamak ic¢in degerli bir yol olarak goriilmektedir (Xu vd., 2009).
Wang vd. (2018) A6K ve A9K peptitlerinin dinamik kendi kendine toplanmasini
gbzlemlemislerdir. Notr pH'ta, A6K baslangicta kiiciik kiiresel ¢okeltiler halinde kendi
kendine birlesir ve kisa nanofiberler i¢in bir yap1 tasi olarak biiyiik peptit nano
agregalarma kaynasir. A9K'nin kendi kendine montaj kinetigi daha hizlidir ve
baslangicta kii¢iik nanoagregalar olusturulur, ardindan ¢aplar1 3-4 nm civarinda ve

uzunlugu 100 nm'den az olan nanogubuklar olusturulur (Xu vd., 2009). Kendi kendine
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birlesme sirasinda gozlemlenen farkliliklar, hidrofobik peptit kuyrugunun
uzunlugundaki artisa ve bu artisin kritik agregasyon konsantrasyonlarini azaltirken

entropi kazancini ve elektrostatik etkilesimleri artirmasina baglanabilir.

2.1.2.2 Dissal faktorler

Peptitin kendiliginden diizenlenmesi, amino asitlerin dogasi1 ve dizilimlerinin yani sira
cevresel faktorlerden de etkilenir. Burada, esas olarak sicaklik, pH, ¢oziicii ve

ultrasonun peptit kendi kendine montaji {izerindeki etkileri ele alinmaktadir.

a) Sicaklik;

Hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglari, sicaklik degisikliklerinden
etkilenmektedir. Sicaklik arttiginda, hidrojen baglarinin etkisi zayiflarken, hidrofobik
etki artmaktadir. Bu nedenle, farkli sistemlerde peptitlerin kendi kendine toplanmasina
bu iki etkilesim tirii farkli sekillerde katkida bulunmaktadir ve sicaklik
degisikliklerinin kendi kendine birlesme davranisi iizerindeki etkileri farklilik
gostermektedir (Tiné vd., 2011). L-EAK16"min ikincil yapisi, sicaklik artirilip
azaltildik¢a degisiklik gostermemektedir. Ancak D-EAKI16, 25 °C’de B-yaprak
konformasyonu sergilerken, sicaklik 110 °C’ye yiikseldiginde o sarmalina
doniismektedir. Sicaklik tekrar diisiiriildiigiinde, ikincil yap1 a-sarmal konformasyonu
olarak kalmaktadir. Bu da ikincil yap1 doniisiimlerinin geri doniisiimsiiz oldugunu
ortaya koymaktadir. Suda ¢6ziinen DARI16-IV peptiti, a-sarmal yapiya sahipken,
birka¢ giin boyunca 4 °C'de bekletildikten sonra stabil bir B-tabaka yapisina
biirlinmektedir. Sicaklik yiikseltildiginde ise -tabaka yapisi dogrudan kararli bir a-
sarmal konformasyona doniismektedir. Bu kinetik siire¢ geri doniigiimsiizdiir. Ancak,
birka¢ hafta 23 °C’de saklandiktan sonra, yapi yeniden B sayfalik bir yapiya
donebilmektedir (Luo vd., 2008).

b) pH Degeri;

Farkli pH kosullarinda, peptitlerin amino asit yan zincirleri, farkli yiik egilimleri
sunmaktadir (Goldberger vd., 2011). pH degisiklikleri, amino asitlerin protonasyon
derecesini degistirebilir. Bu durum, peptitlerin elektrostatik ve hidrofobik

etkilesimlerini etkileyerek, belirli bir morfolojiden digerlerine gecislerini saglayabilir.
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Asidik kosullarda (pH 3,5), peptit molekiillerinin i¢inde giiglii elektrostatik itme
kuvveti vardir, bu da peptitin uzun nanolifler olusturmasini engeller. Alkali kosullarda
(pH 12,5) ise, peptit molekiilleri genellikle notr karakter sergiledikleri igin, B-
tabakalarinin olusmasini zorlastirir. Peptitlerin yiizey yiikii, yapida iyon ¢iftlerinin
olugmasiyla korunur. Giiglii elektrostatik ¢ekim, hidrofilik amino asitlerin bir araya
gelmesine ve hidrofobik Ala tabakasinin suya maruz kalmasina neden olur, bu da

¢cOziinlrligl azaltir ve ¢okelmeye yol agar (Li vd., 2022).
¢) Coziicii;

Coziicli, peptitlerin kendi kendine montajinin morfolojisine 6nemli bir etki
yapabilmektedir ve bu, nanofiber yapinin kiral ters cevrilmesine dahi neden
olabilmektedir. Huang vd., 2011 difenilalanin peptidinin (L-Phe-L-Phe, FF) farkli
coziiciilerdeki davranisini inceledi. Elde edilen sonuglar, difenilalaninin kendiliginden
diizenlenmesinin i¢i bos boru seklindeki yapilar olusturdugunu gostermistir. {lging bir
sekilde, asetonitrilin suya karistirilmasiyla mikrotiipler ve lifler olusmaktadir.
Asetonitril oranmi arttik¢a, mikrotiipler kaybolmakta ve saf asetonitril ¢oziiciide kiiciik

boyutlu, olduk¢a homojen peptit nanolifler elde edilebilmektedir.

Yang vd. (2009) uzun alkil zincirlerine sahip D- ve L-alaninlerden olusan dort dipeptit
sentezledi (Li vd., 2013). Bu dipeptitlerin su ve tetrahidrofuran (THF) igerisindeki
kendiliginden diizenlenme davraniglarin1 incelediler. Alan emisyonlu taramali
elektron mikroskobu (FE-SEM) goriintiileri, bu dipeptitlerin biikiilmiis nanoribonlar
seklinde organize oldugunu ve terminal alanin kiralitesinin nanoribonlarin
morfolojisini kontrol ettigini gdstermektedir. Daha da ilging olani, iki farkli ¢oziictide

olusan nanoribonlarin morfolojilerinin zit olmasidir.

2.1.3 Difenilalanin (FF) peptitinin kendiliginden diizenlenmesi: sentez ve

ozellikleri

FF peptiti, fenilalanin amino asitlerinden olusan kisa bir dizidir ve bu yap1
kendiliginden diizenlenme yetenegine sahiptir. Bu yetenek, peptitlerin nano dlgekte
yapilar olusturmasini saglamaktadir. FF peptitinin sentezi, genellikle kat1 faz peptit
sentezi yontemi kullanilarak basit ve etkili bir sekilde gerceklestirilebilmektedir.

Kendiliginden diizenlenme siirecinde, FF peptiti hidrofobik etkilesimler ve n-n
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etkilesimleri araciligiyla nano lifler veya diger nano yapilar olusturabilmektedir. Bu
yapilar, 6zellikle ilag taginmasi ve doku miihendisligi gibi biyomedikal uygulamalarda
potansiyel kullanimlara sahiptir. FF peptitinin bu 6zel 6zellikleri, nanoteknoloji ve
biyomiihendislikte yenilik¢i yaklasimlarin gelistirilmesini saglamaktadir (Bozdogan,

2017).
2.1.3.1 Peptit nano-materyallerin sentezi

Difenilalanin, B-amiloid kendiliginden diizenlenen peptitlerden tiiretilen en kiigiik
aromatik dipeptittir ve kendi kendine birleserek nano mimari olusturabilmektedir.
Difenilalanin (FF)’in kendiliginden diizenlenmesi i¢in farkli yontemler gelistirilmistir

(Sekil 2.2) (Nguyen vd., 2016).
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Sekil 2.2. Peptit Nano-materyallerin Sentezine iliskin ¢esitli metodolojiler (Nguyen
vd., 2016).

Sekil 2.2 peptit nano-materyallerin sentezine iliskin ¢esitli metodolojileri
gostermektedir. (a) Organik bir ¢oziicii iginde ¢oOziinen dipeptit monomeri,
silikonlagtirilmis cama uygulandiginda dikey olarak diizenlenmis bir peptit nanotiip
dizisinin olusumuna neden olmaktadir. (b) Buhar biriktirme tekniginin sematik
gosterimi yer almaktadir. (¢c) FF nanotiiplerin dis alanlar veya farkli kristallesme
modlart araciligtyla hizalanmasi kontrol edilebilmektedir. (d) Dikey FF peptit mikro
cubuk dizisinin biiyiimesi ve kontrolii saglanmaktadir (Nguyen vd., 2016).



a) Coziicii kontrolii;

Reches vd. (2006) FF dipeptitlerin ¢ozelti i¢inde kendi kendine montaj1 yoluyla FF
nanotiiplerin kesfedilmesinden bu yana, FF tabanli kendiliginden diizenlenmesi ile
ilgili arastirmalar ilgi c¢ekmektedir. Homo-aromatik dipeptit motifinin, nano
boyutlarda fibril ve kiiresel yapilarin olusabildigi gozlemlenmistir. Bagka bir
calismada, HFIP i¢inde ¢6ziilmiis monomer yap1 taglarinin yayilmasiyla elde edilen ve
1liman kosullar altinda buharlasma ile indiiklenmis nano ormanlar olusturulmustur. Bu
model, HFIP icinde c¢oziilmiis monomer yapi taglarinin silikonlu cam {izerine
yayilmasiyla elde edilmistir. HFIP ¢dziiciistiniin hizli buharlagmasi, aromatik par¢anin
geometrik olarak siirli birikimini ve yapinin diizenli organizasyonunu tesvik edebilir

(Wen vd., 2014).

b) Kimyasal ve fiziksel buhar birikimi;

Shklovsky vd. (2010) "asagidan yukariya" kendi kendine montaj siirecini ve
"yukaridan asagiya" ortak piiskiirtme teknigi olan fiziksel buhar biriktirme islemini
birlestirerek yeni peptit nanotiipleri (PNT'ler) gelistirdi. Bu siire¢, nanoteknolojinin
gelisimine katkida bulunabilecek yeni PNT modellemelerini miimkiin kilar. Taramali
elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri, nanotiiplerin genellikle esit dagildigini ve
caplarinin 50 ile 300 nm arasinda degistigini gostermektedir. Nanotiiplerin ortalama
uzunlugu, kalinlig1 ve yiizey ayarlanmasiyla biriktirme parametrelerinin yogunlugu
kontrol edilebilmektedir. Bu yontem, genis alanlarda biyolojik elementlerin
kullanimini saglayarak benzersiz optik ve elektrokimyasal 6zelliklere sahip PNT'lerin

elde edilmesine olanak tanir (Adler-Abramovich vd., 2006).

¢) Manyetik alan kontrolii;

Abramovich vd. (2006) yogun bir peptit nanotiip dizisinin eksenel tek yonlii
bliylimesiyle bir nanoorman olusturulabilecegini ve bu nanotiiplerin yatay olarak
hizalandigin1 gostermislerdir. Miikemmel mekanik ve kimyasal stabiliteye sahip olan
peptit nanotiipler, fonksiyonel gruplarla modifiye edilebilmektedir. Kontrol edilebilir
diizenlemeleri sayesinde, ¢ok cesitli uygulamalarda kullanilmalari miimkiindiir,
Ozellikle hassas sensorlerde, nanomekanik ve nanoakiskan cihazlarda -etkili

olabilmektedirler (Wen vd., 2014).
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d) Elektriksel alan kontrolii;

FF nanotiipler, piezoelektrik bir nano jenerator olarak kullanilabilecek potansiyel bir
biyo-malzemedir. Nguyen vd. (2016) gerceklestirdikleri bir ¢alismada, tamamen
kontrollii polarizasyon ile FF peptit mikro ¢ubuklarinin biiylimesini géstermistir. Bu
mikro ¢ubuklar, FF' in konsantre bir ¢ozeltisi i¢inde biiylimiistiir. Bu ¢alismada
elektrik alan1 uygulanan bir film ile kaplanmis substrat kullanilmistir. FF peptitinin
kendiliginden diizenlenmesi sirasinda, FF molekiillerinin elektrik dipolleri uygulanan
elektrik alanina boyunca yerlesmistir (Kelly vd., 2015). Bildirildigi iizere, biriken FF
molekiillerinin oryantasyonu, mikro ¢ubuklarin polarizasyonunu belirlemektedir. Bu
sebeple, mikro cubuklarin polarizasyon yonii, uygulanan elektrik alaninin yoniiyle

ayn1 olmaktadir.

2.1.3.2 Amid fonksiyonel grubu

Amid gruplar, peptitlerin yapisal bilesenleridir ve bu materyallerin biyolojik ve
fiziksel 6zelliklerini etkiler. Amid gruplari, peptitlerin hiicre ylizeyi reseptorleriyle,
hiicre i¢ine giris mekanizmalariyla ve hiicre ici hedeflerle etkilesimini belirler. Amid
gruplarinin kimyasal modifikasyonlari, peptit temelli nano-materyallerin islevselligini
artirabilir (Altuntas ve Gok, 2020). Amidler, karbonil grubuna bagl bir azot atomu
iceren organik bilesiklerdir. Amidlerin reaktivitesi, karbonil grubunun elektron ¢ekici
etkisi ve azotun ortaklanmamuis elektron ¢iftinin rezonans etkisi ile belirlenir. Amidler,
karboksilik asit tlirevleri arasinda en az reaktif olanlardir. Amidler, niikleofilik asit
(agil) yer degistirme (siibstitlisyonu) tepkimelerine girebilirler. Bu tepkimelerde, amid
grubunun yerini baska bir grup alir. Amidlerin reaktivitesi, amid grubunun yerine
gelen grubun kararliligina da baghdir. Amid gruplari, peptitlerin yapisal bilesenleridir
ve bu materyallerin biyokimyasal ve fizikokimyasal Ozelliklerini etkiler. Amid
gruplari, asidik veya bazik 0Ozellik gosterebilir, ancak bu ozellikler peptitlerdeki
rezonans stabilizasyonu nedeniyle zayiflar. Amid gruplarinin asit-baz 6zellikleri,
peptitlerin hiicre zarlarindan gegis yetenegini, hiicresel enzimlerle etkilesimini ve
hedeflenen hiicrelere baglanma yetenegini belirler. Amid gruplarinin asit-baz
ozellikleri, pH’a duyarli nanomateryallerin tasariminda ve uygulamalarinda

kullanilabilir (Kelly vd., 2015).
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2.1.4 Peptit nano-materyallerin ozellikleri
a) Termostabilite ve mekanik stabilite;

Esnek cihazlar i¢in peptit nano-materyallerin istenen 6zellikleri arasinda termostabilite
ve mekanik stabilite yer almaktadir. Nano-materyallerin 6zelliklerini anlamak, bu
malzemelerin uygulamalarimi arastirmak igin ¢ok dnemlidir. Onceki ¢alismalar, sulu
ve kuru kosullar altinda peptit nanotiiplerin termostabilitesini gozlemlemistir (Adler-
Abramovich vd., 2006). Peptit nanotiipler su i¢inde, kaynama noktasinin {izerindeki
sicakliklarda miikemmel stabilite gostermektedir. Yapilan termogravimetrik analizler,
peptit nanotiiplerin yiiksek sicakliklarda dayanikliligini ortaya koymaktadir. Peptit
nanotiipler 150 °C'ye kadar olan sicakliklarda, stabil kalabilmekte ve sicaga maruz

birakilmamig nanotiiplerle ayn1 morfolojiyi sergilemektedirler.

Sedman vd. (2006) AFM analizleriyle 1sitmadan sonra nanotiiplerin yapisal
stabilitesini gozlemlemislerdir. ~ Ancak FF nanotiipler, 150 °C'de uzun siire
isitildiginda yapisal biitiinliiklerini kaybetmektedirler. Nanotiiplerin morfolojisi ve
boyutu sicaklik 100 °C'nin altina diistiiglinde degismeden kalmaktadir. Ancak, 100
°C’de, nanotiipler fenilalanin salinimi nedeniyle bozulmaktadir. AFM goériintiileri
incelendiginde, sicaklik artigyla nanotiiplerin deforme oldugunu ve enine kesitin
tepesinde bir olugun olustugunu ortaya koymaktadir. Ek olarak, nanotiiplerin piirtizsiiz
dis duvar morfolojisi kaybolmakta ve nanotiip ekseni boyunca morfolojik degisiklikler
meydana gelmektedir. Nanotiipler, sicaklik 150 °C’ye yiikseldiginde, uzamsal
hacimlerini kaybetmekte ve diiz bir seride benzer bir yap1 olusturmaktadir. Sicaklik

150 °C’ye kadar yiikseldiginde, sabit bir AFM goriintiisii olusturulamamaktadir.
b) Yar iletkenlik ve iletkenlik;

Nano endiistrilerde organik malzemelerin kullanimi son yillarda biytik ilgi
gormektedir. Peptitler bu alanda en ¢ok ¢alisilan biyo-organik molekiillerdir (Gazit,
2007). Bazi1 dogal proteinlerin dogal yar1 iletken 6zelliklere sahip oldugu calismalarla
gosterilmistir. Kisa peptitlerden olusan kendi kendine birlesen yapilar da yar1 iletken
Ozelliklere sahip olabilmektedir. Geleneksel yar1 iletken malzemeler dogal
sinirlamalara sahipken, gelistirilen peptit nanoyapilari, hem biyo-esinlenmis hem de

dayanikli nano Olgekli yari iletkenler olarak kullanilabilir. Yar1 iletken o6zellikleri
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kolayca ayarlanabilir, katkili hale getirilebilir ve islevsellestirilebilir (Amdursky vd.,
2010).

c¢) Piezoelektrik;

Bir¢ok dogal biyo-malzeme, polar baglarin ve dogal asimetrinin varlig1 nedeniyle
zayif piezoelektrik 6zelliklere sahiptir. Bu malzemeler, modern nanoteknoloji i¢in
onemli bir mihenk kabul edilmektedir. Ozellikle difenilalanin (FF), benzersiz
piezoelektrik 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi uyandirmaktadir. FF peptitleri {izerine
yapilan caligmalar, bu malzemeleri biyouyumlu bir platforma doniistiirmeye yonelik

onemli bir adim atmaktadir (Shamos ve Lavine, 1967).

FF peptitleri, giiclii piezoelektriklik dahil olmak {izere bir¢ok ilgi c¢ekici ozellige
sahiptir ve akilli bir malzeme olarak biiyiik potansiyel tagimaktadir. Ancak, FF
peptidinin antiparalel polarizasyonu ve zayif piezoelektrik katsayilari, uygulamalarini

sinirlamaktadir (Gan vd., 2013).
d) Optik ozellikler;

Kendi kendine montaj islemi sirasinda, aromatik sistemlerin mw-elektronlarinin
delokalize olmasi ve hidrojen baglarinin serbest protonlarinin aktarilmasi sonucunda
peptit supramolekiiler yar1 iletkenler, uyarma altinda eksen boyunca siirekli foton
yayabilir. Bu durum, peptitleri optik dalga kilavuzlarina dontistiirmektedir (Berger vd.,

2015).

Peptit bazli kuantum sinirli nanoyapilar, kisith delikler ve elektronlar arasindaki
zorlanmis Coulomb etkilesimi nedeniyle, 0zgiil absorpsiyon ve liiminesans

ozelliklerine sahip eksitonlar olusturabilir (Adler-Abramovich vd., 2009).

Aromatik halkalarin etkilesimi, uzamsal konjugasyon yoluyla agiklanabilir. Hidrojen
atomlar1, hidrojen baglarindaki verici ve alict gruplar arasinda mekik dokuyabilir.
Elektronik yapidaki degisiklikler, enerji bandi araligini azaltarak fotoliiminesansin
kirmiziya kaymasini saglayabilir. Kristal yapidaki molekiiler rotasyon ve titresimin
sinirlanmasi, molekiiller arasindaki enerji transferini engelleyebilir, boylece cihazin

optoelektronik uygulamalarda kullanilmasini saglayabilir (Kelly vd., 2015).
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2.1.5 Peptit nano-materyal uygulamalar:

2.1.5.1 Siiper kapasitor

Peptit nanotlip (PNT)'lerin piezoelektrik, termostabilite ve elektrokimyasal 6zellikler
gibi ¢esitli uygun fiziksel Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Belirtilen bu
ozellikler sayesinde, PNT’ler, siiper kapasitorler (SC) i¢in potansiyel elektrot
malzemeleridir. Ancak, SC'ler diisiik enerji yogunlugu problemine sahiptir. Daha
bliyiik spesifik ylizey alanlarina sahip elektrot malzemelerinin gelistirilerek bu sorun
¢oziilebilir. Siiper kapasitorlerde elektrot malzemeleri olarak karbon malzemeler
yaygin kullanilmaktadir. PNT’ler ile modifiye edilmis olan karbon elektrot,
kapasitans1 onemli Olgiide artirmaktadir (Adler-Abramovich vd., 2009). Peptit
nanotiipiiniin nano Olgekli hidrofilik kanalindaki 1slak yiizey alani, kapasitansini
etkileyen kritik bir faktordiir. Metal oksitler, elektrokimyasal olarak aktif malzemeler
olarak, elektrot tizerindeki redoks reaksiyonunu hizlandirabilir ve elektrotun enerjisini
ve kapasitansimi artirabilir. Peptit bazli nanoyapilarin metal oksitlerle birlestirilmesi,
ylksek performansh siiper kapasitorler i¢cin yeni bir elektrot tiirii Uiretebilir. Peptit,
elektrolit icinde hafifce c¢oziiniir ve bu, donglisel stabilite testinde cihazin
kapasitansinda hizli bir azalmaya neden olur. Bir TiO; filmi, peptidin yiizeyine
yatirildiginda, kapasitoriin performansini artirabilir. Hu vd. (2018a) kendi kendine
montaj FF nanotiiplerin yiizeyinde TiO> olusumunu incelemis ve siiper kapasitorlerde
uygulanmasini aragtirmigtir.  Yapilan c¢alismada kapasitansin  %95'in  iizerinde

tutuldugu ve miikemmel stabilite ve kapasite sergilendigi gézlemlenmistir.

Hu vd. (2018a) stiper kapasitorler i¢in aktif malzemeler olarak peptit diizeneklerinin
enerji depolama 6zelliklerini arastirdi. Dort grup peptit molekiiliiniin elektrokimyasal
Ozellikleri diizenli olarak karsilastirildi. Sonuglar, peptit malzemelerinin enerji
depolama kapasitesinin peptit dizileri tarafindan kontrol edilebilecegini ortaya koydu.
Dongiisel voltametri, sabit akim sarj1 ve desarj1 ve diger elektrokimyasal 6l¢iim
yontemleri ile kiralite kaynakli sarmal peptit malzemelerinin spesifik kapasitans
ozelliklerine, kararliliga ve hiza sahip oldugu kanitland1 (Hu vd., 2018b). Xiong vd.
(2019) giyilebilir siiper kapasitorlerin uygulanmasinda yiiksek beklentilere sahip olan
yeni bir g¢ekirdek-kabuk nano-tugla yapisi olan peptid-Co'yu 6nerdi. Giyilebilir
elektronik cihazlar i¢in bu sistem daha iyi bir gli¢ kaynag1 performansi ortaya koydu.

Peptitin Co ile entegrasyonu, mitkemmel kararlilik ve esneklik nedeniyle ideal siiper
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kapasitorler sunmaktadir. Nguyen vd. (2021) polipeptit katotlarin ve anotlarin, tam
polipeptit pillerdeki redoks aktivitelerini ve davraniglarini belirlemek amaciyla
polipeptit bazli bir pil iiretti. Her bir peptidi bir lityum metal yarim hiicreye monte
ederek pilin enerji depolama 6zelliklerini ortaya koydular. Metal igermeyen, polipeptit
bazli bu pilin geri doniistiiriilebilirligini géstermek i¢in bozunma {irlinleri belirlendi.
Polipeptit bazli pil, 37,8 mAh sarj kapasitesine ulasabildigi ortaya konuldu. Bu
caligmalar, peptit bazli nano-materyallerin enerji depolama uygulamalarindaki

potansiyelini géstermektedir.

2.1.5.2 Biyoalgilama

Peptitin konformasyonu dis stimiilasyon altinda degisebilir ve bu degisim, tanima
islevini de etkiler. Kendiliginden diizenlenen peptitler, biyoalgilamada 6nemli bir rol
oynayabilir ve molekiiler bir tanima islevine sahip olacak sekilde tasarlanabilir
(Nguyen vd., 2021). PNT'ler, elektriksel 6zellikleri nedeniyle yiikselen nano 6lcekli
cihazlar i¢in umut verici ¢ok islevli molekiiller olarak kabul edilir. PNT'ler ve
biyomolekiiller arasindaki spesifik etkilesimlere bagl olarak, PNT'ler biyoalgilama
uygulamalarinda kullanilabilir (Gao ve Matsui, 2005). PNT, tanima islevini bozmadan
virilis antikorlarii baglayabilir, bu da PNT tabanli sensorleri hem hassas hem de ¢ok
yonlii kilar. Boyle bir sensér, mikrometrik bir boslukla ayrilmis iki elektrottan
olusabilir (Rica vd., 2008). Yemini vd. (2005) kendiliginden diizenlenen peptit
nanotiiplere dayali olduk¢a hassas bir amperometrik biyosensor tasarladi. Model
enzim sistemleri olarak alkol dehidrogenaz (ADH) ve glikoz oksidaz (GOx)
kullanilarak sensdriin {istiinliigli ortaya konuldu. Peptit nanotiip elektrotun ve ¢iplak
elektrotun hidrojen peroksit tepkileri karsilastirildiginda, modifiye edilmis elektrotun
tepki akimi ¢iplak elektrotunkinden 6nemli Olgiide daha yiiksek bulundu. GOx
modifiye edilmis peptit nanotiip elektroda siirekli olarak 0,2 mM glikoz eklenmesi
sonucunda, peptit nanotiip bazli elektrotun anotundaki akim hemen artt1 ve birkag
saniye i¢inde kararli bir duruma ulasti (Wang vd., 2001). Literatiirde bimetalik Pt/Pd
nano-materyallere dayali matris metaloproteinaz 2 (MMP-2) tespiti igin
elektrokimyasal peptit bazli biyosensoriin  hazirlanmas1 da  bildirilmistir.
Pt/Pd/mhCeO2'min miikemmel katalitik kapasitesi sayesinde biyosensoriin analitik
performanst 6nemli Olciide iyilestirilmistir. MMP-2'nin dogru bir sekilde tespit

edilmesi i¢in Pt/Pd/mhCeO; nanomateryallerini kullanmak etkili bir strateji olarak
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belirlenmistir (Xu vd., 2016). Ayrica, peptit nanotiipleri diger biyolojik malzemelerle
birlestirerek yenilik¢i hibrit malzemeler olusturulabilir. Nanometre boyutunda peptit-
polimer hibrit nanotiipler hazirlamak icin Peptit nanotiipler, kullanilmistir. Bu ve
benzeri calismalar, peptitlerin biyoalgilamada tanima elemanlar1 olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Bir fotoakustik boya, bir antibakteriyel ajan ve bir
enzime duyarli baglayicidan olusan yeni bir molekiiler prob, bakteriyel enfeksiyonun
ger¢ek zamanli ve dogru bir sekilde tespit edilmesine olanak tanimistir (Li vd., 2016).
In vivo montajim neden oldugu tiimér retansiyonu da bildirilmistir. Bellat vd. (2018)
tiimoral dagitim verimliligini optimize edebilen, sekil kontrollii timoral dagitim, sarj
destekli penetrasyon ve enzim kaynakli ila¢ tutma kombinasyonunu kullanarak birden
fazla bilesenden olusan, kendiliginden diizenlenen bir nanofiber 6nciisti (NFP) onerdi.
Cheng vd. (2018) ise kontrollii ila¢ salinimi ve timor hedefli dagitim igin ikili
duyarhilik ve terapétik potansiyele sahip bir terapotik peptit nano-materyali sentezledi.
Zhang vd. (2015) ise nanofiberlere kendiliginden diizenlenen enzime duyarli baglayici
olarak bir Pro-Leu-Gly-Val-Arg-Gly (PLGVRG) peptitinden olusan kiigiik bir
molekiiler oncii tasarladi. Diizenlenmenin neden oldugu tutma etkisi nedeniyle, foto
akustik gorilintiileme sinyali ve terapotik etkinligi iyilestirildi. Enzim aktivitesinin
belirlenmesinde ve enzim inhibitorlerinin taranmasinda, spesifik peptit dizisi, hayati
bir rol oynamaktadir. Bu oOzelliklerinden dolayi, peptitler hassas ve kullanish
biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in ideal adaylardir. Yukaridaki 6rnekler, peptit temelli
nanomateryallerin biyoalgilamasinin malzeme arastirmasi, nanobilim ve molekiiler
biyoteknoloji disiplinlerini birlestirdigini ortaya koymaktadir. Bu multidisiplinler
yaklasim, yeni biyo-nanoalgilama teknolojisi alanmin gelistirilmesine yardimci

olacaktir.
2.1.5.3 fla¢ dagitimi

Kimyasal cesitlilikleri, biyouyumluluklar1 ve hedef proteinlere spesifik baglanmalari
gibi avantajlarindan dolay1 peptit bazli nanoyapilar, diger dagitim platformlarina gore
tistlinliik gostermektedir. Bu 6zellikleri sayesinde, ilag dagitimi gibi uygulamalar igin
bliyiik bir potansiyele sahiptirler. Kanser tedavisinde etkili bir yontem olarak
doksorubisin ile konjuge edilmis peptitlerden kendiliginden diizenlenen nano-
materyaller kabul gérmektedir. Rubert vd. (2014) peptit temelli nanoliflerin aljinat ile

birlestirilmesi i¢in bir yontem onermistir. Bu yontemde, doksorubisin aljinat ¢cekirdege
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konjuge edilirken, kabuk folat reseptoriinii hedeflemek i¢in islevsellestirildi (Rubert
vd., 2014; Hartgerinkvd., 2002). Bu yaklasim, ila¢ dagitimin1 hedefe yonelik olarak
tyilestirerek kanser tedavisinde potansiyel faydalar saglayabilir. Niikleik asit ilaglari
viral enfeksiyonlar, kanser ve AIDS tedavisinde kullanilmaktadir. siRNA'nin sentezi
kolaydir ve teorik olarak herhangi bir proteini hedefleyebilir, bu nedenle siRNA
ilaglar1 son yillarda giderek daha fazla ilgi ¢ekmektedir (Bumcrot vd., 2006). Ancak,
RNA ilaglar1 kolayca bozulabilir ve hiicre zarlarina niifuz etmekte zorlanir; bu nedenle,
verimli ve biyouyumlu niikleik asit dagitim sistemlerinin gelistirilmesi zorunludur

(Mingozzi ve High, 2011).

Polipeptitler, canli organizmalarda dogal olarak bulunan bir biyomolekiil sinifi olarak
oldukca biyouyumlu olup, etkili niikleik asit tastyicilar1 olarak kabul edilmislerdir ve
biyotipta uygulamalar1 biiyiik ilgi ¢cekmistir. Geleneksel olarak kullanilan ilaglar, in
vivo hizli metabolik klerens nedeniyle zayif etkinlige sahipken, nano ilaglar ilag
¢Ozlinlirliglinii, timor pasif hedeflemesini ve kan dolagim siiresini iyilestirebilir
(Antaris vd., 2016). Liang vd. (2022) tasarladiklar1 TCASS sisteminde kiigiik
molekiillii peptitler, tiimorlerde asir1 eksprese edilen XIAP'1 spesifik olarak tantyor, bu
da tiimor hiicrelerinde kaspaz-3'iin aktivasyonunu tetikliyor. Bdylece molekiiler
eklemeyi, zenginlestirmeyi ve tiimor dokularinda kendiliginden diizenlenen
nanoyapilarin tutulmasini sagliyor (An vd., 2019). Anti-kanser kemoterapi ilac1 olarak
kullanilan taksol, klinik uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, taksolun
suda zayif ¢ozlinlirliigli, uygulanma alanini sinirlamaktadir. Di-fenilalanin tiirevleri
tarafindan olusturulan metal nanopartikiiller kadar sert olan nanosferler, tek sarmalli
DNA ve kuantum noktalar1 saglamak ic¢in kullanilabilir (Adler-Abramovich vd.,
2010). Molekiiler hidrojeller, ilag dagitimu i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir. Taksol
tirevinin (Tax-SA-GSSG) ester bagi, kat1 tiimorlerin biiylimesini ve metastazini
engelleyebilecek bir hidrojeli olusturmak iizere hidrolize edildigi bir ¢alismada
belirtilmistir. Taksolun kemoterapi sirasindaki yan etkileri, kandaki taksol
konsantrasyonunu diisiiren taksol hidrojellerin lokal olarak uygulanmasi nedeniyle

azaltilabilir (Wang vd., 2012).

2.2 Peptit Temelli Nano-Materyallerin Hiicresel Etkilesimleri

Son yillarda, nanofiber, nanopartikiil ve nanotiip formundaki doku iskelelerinin kok

hiicre kaderi tizerindeki etkileri yogun olarak incelenmistir. Nanofiberler, sentetik ve
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dogal polimerlerden iiretilebilmekte ve bu materyaller arasinda FDA tarafindan
onaylananlar da bulunmaktadir, 6rnegin, antikanser ilac1t Taxol ile nanopartikiil
formunda baglanan Abraxane™ veya kalsiyum ve fosfat nanokristallerinden olusan
NanoOss™ gibi. Bununla birlikte, kok hiicre farklilasmasi i¢in bu materyallerin
kombinasyonlari ile olusturulan nano-iskeleler, heniiz tam olarak kesfedilmemis bir
alandir. Nanomateryallerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin nano boyutlarda 6nemli
Olcilide degistigi genel kabul gormiis bir gergektir. Bu sebeple, FDA onay1 6ncesinde

nanomateryallerin giivenli kullanimlar1 hakkinda kapsamli arastirmalar gerekmektedir

(Zhao vd., 2013).
2.2.1 Nano-materyal iskelelerin yiizey karakteristikleri

Nano-materyallerin yiizey topografileri (6rnegin diizenli veya rastgele desenler) ve
kimyasal kompozisyonlari, hiicrelerin adezyon, gog¢, proliferasyon ve farklilasma
siireclerini etkileyebilir. Omurgalilarin dokularinda bulunan hiicresel mikrogevrelerin
ylzeyleri, c¢esitli  topografik  desenlerle  (oluklar, ¢ikintilar, c¢ukurlar)
zenginlestirilmistir (Martino vd., 2012). Bu karmasik yapilar, nanometreden
santimetreye kadar degisen boyutlarda fiberler ve levhalar gibi ¢esitli yapilar icerir ve
hiicreler bu mikrogevrelerin topografik ozelliklerine tepki verir (Kshitiz vd., 2012).
Hiicre biiylimesi ve farklilasmasinin kontroliinde kullanilan substratlar, mikro ve
nanofabrikasyon teknikleriyle iiretilebilir ve bu yaklasimlar hiicre tepkilerini non-
invaziv ve biyokimyasal olmayan yollarla etkileyebilir (Martino vd., 2012). Ornegin,
Wang vd. (2001) noral progenitor hiicrelerin (NPC’lerin) kollajen nanofiberlerinin
diizenlenmesini taniyabildigini ve hizalanmis nanofiberler {iizerinde rastgele
oryantasyona sahip substratlara gore daha verimli biiylidiigiinii gostermistir (Wang
vd., 2001; Zhu vd., 2010). Bu c¢aligmalar, kok hiicrelerin nanomateryal
oryantasyonuna gore yonlendirilebilecegini ve diizenli hizalanmis nanomateryallerin,
ECM'in diizenli fiber yapisim1 daha iyi taklit ederek kok hiicre farklilagsmasi ve
proliferasyonunu artirabilecegini one siirmektedir. Bu bulgular, kdk hiicre kaderinin
kontroliinde yiizey topografisinin ve nanomateryal kompozisyonunun Onemini

vurgulamaktadir (Zhao vd., 2013).
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2.2.2 Dokularin yeniden dogusu

Nanomateryal-kok hiicre etkilesimleri, kas, karaciger, kalp ve diger dokularin
rejenerasyonunda giderek artan ilgi gdrmektedir. Ozellikle kas dokusunda, travmatik
yaralanmalar sonucu olusan hasarlarin iyilesmesi i¢in, altin nanopartikiiller (AuNP)
iceren PLLA iskeleler gibi nanomateryaller kullanilmaktadir. Bu iskeleler, AuNP
orani arttikca elektrik iletimlerini artirirken, diisiik hiicre proliferasyonu gostermistir
(McKeon-Fischer ve Freeman, 2011). Kitosan-PCL nanofibr6z iskeleler, hizalanmis
yapist ile kas hiicrelerinin organizasyonunu ve farklilagmasimi tesvik ederek, kas

dokusu rejenerasyonu igin etkili olmustur (Jiang vd., 2014).

Karaciger, cesitli hastaliklar nedeniyle hasar gorebilir ve bu hasarlarin iyilestirilmesi
icin mezenkimal kok hiicreler kullanilarak hepatosit benzeri hiicrelerin olusumu
artirtlmistir. Ultra-Web™ nanofiber iskelelerin kullanimiyla bu siire¢ desteklenmistir
(Chueng vd., 2016). Kalp-damar hastaliklar1 i¢in kullanilan kék hiicreler, yarali kalp
dokusunun onarimminda etkili olmaktadir. Pluripotent kok hiicreler, kardiyak kok
hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler, kalp krizi sonrasinda kardiyak doku
rejenerasyonunu desteklemek i¢in kullanilmaktadir. Nano-topografik olarak
tanimlanmis polietilen glikol (PEG) hidrojelleri, CSC’lerin adezyonunu ve

proliferasyonunu artirmistir (Han vd., 2015).

Bu aragtirmalar, nano-materyallerin dokularin yeniden yapilandirilmasi ve iyilesmesi
icin sundugu potansiyeli gostermektedir. Nano-materyaller, 6zellikle kok hiicrelerle
birlestirildiginde, cesitli dokularin iyilesmesini ve rejenerasyonunu etkili bir sekilde
desteklemek i¢in kullanilabilmektedir. Bu alanlarda yapilan arastirmalar, klinik
uygulamalarda yenilik¢i tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesine Onemli katkilarda

bulunmaktadir.
2.3 RNA Interferans (RNAi)

Molekiiler tipin arastirma alanlarinda yer alan gen tedavi, sorunu kaynaginda ¢é6zme
tizerine kurgulanmistir. Bu tedavi yonteminde temel amag hastaliga sebep olan kusurlu
genin bloke edilerek ve hastalifi yenmesinde yardimci olacak yeni genleri ekleyerek

kusurlu yapmin diizgiin ¢alismasini saglamaktir. Bu sistem bu yoniiyle genetik
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problemleri tedavi edemeyen geleneksel ilag tedavi yontemlerinden ayrilmaktadir

(Fire vd., 1998).

Yapilan c¢alismalar incelendiginde bircok farkli gen susturma mekanizmalari
denenmistir. Dogrudan kusurlu geni hedef alan tekniklerin yani sira, son yillarda
mRNA’y1 hedef alan teknikler 6ne ¢ikmaktadir. “Antisense stratejileri” olarak
adlandirilan mRNA hedefli bu teknikler, hedeflenen proteini kodlayan mRNA’ya tersi
tamamlayici olan bir RNA veya DNA zincirini hiicrelere tagimaya dayanir (Gewirtz,

2007).

Kanser hastaliklarinin tedavisi alaninda yapilan ¢alismalarda gii¢lii bir gen susturma
islemi olan RNA interferans (RNAi) 6n plana ¢ikmaktadir. RNA interferans (RNA1),
tamamlayict mRNA dizisinin par¢alanmasi ile sonug¢lanan transkripsiyon sonrasi gen
susturma mekanizmasidir. RNA interferans gen susturma mekanizmasi,
Caenorhabditis elegans adl1 bir solucan tiiriinde ilk defa 1998 yilinda ortaya konmustur

(Fire vd., 1998).

Terapotik uygulamalarla teknolojiye doniisme potansiyelinden dolayr RNAi’in
kesfedilmesi bilim insanlar1 arasinda biiyiik heyecan olusturmustur. RNA1 {izerinde
calismalar derinlestikce miRNA (mikro RNA), siRNA (kisa interferans RNA) ve
shRNA (kisa sactokast RNA) ad1 verilen 3 ¢esit RNA1 yolag: tespit edilmistir. Bu 3
cesit RNAI yolagiin etkinligi ve etki ettigi gen farklilik gostermektedir (Dorsett ve
Tuschl, 2004). Elbashir vd. (2001) siRNA ile hiicrelerde gen susturma mekanizmasini
aciklamasi1 tedavilerde yeni bir yaklasim ortaya koymustur. Yapilan bu c¢alismada
dsRNA’y1 memeli hiicresine aktarmay1 basarmuslardir. insanlarda klinik olarak ilk
siRNA calismasin1 Davis vd. (2010) sistemik enjeksiyon yontemiyle siRNA yiikli
nano-materyalleri kullanarak yapmiglardir. Bu calismalarda siRNA kullanilmasinin en
onemli sebebi kolay sentezlenebilir olmasi ve ila¢ molekiilleri i¢in uygun olmasidir
(Xu ve Wang, 2015). siRNA yapilart RNA-indiiklii susturma kompleksi (RISC)’ nin
pargasidir. RISC, siRNA’ya tamamlayici olan mesajct RNA (mRNA)’y1 degrade eder
(Mittal vd., 2012). Yapilan bu calismalar RNAi mekanizmas1 kullanilarak siRNA

yolagiyla gerceklestirilen tedavilerinde ileri ¢alismalara 6ncii olmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Nano-materyal sentezinde kullanilan H-Phe-Phe-NH» (Difenilalaninamid) Bachem
(Bubendorf, Isvigre)> den, Hekzafluoro-2-propanol (HFIP) CovaChem (Illinois,
ABD)’ den satin alind1. Capraz baglama ajani olarak kullanilan gluteraldehit (GA) ve
FFA- Ca*" dekorasyonunda kullanilan Kalsiyum Nitrat (Ca(NO3)2) Sigma-Aldrich

(Darmstad, Almanya)’den temin edildi.

Nano-materyallerin boyut ayarlanmasi ve yikama islemleri siirecinde Beckman
Coulter markal1 Allegra 64R model sogutmali santriflij cihazi kullanildi. Bandelin
Sonorex marka sonikatdr cihazi kullanilarak Nano-materyallerin agregasyonu
engellendi. Sentezlenen Nano-materyallerin yikama islemi yapilirken kullanilan su,

Barnstead (Dubuque, 1A, ABD) ROpureLP® ters ozmoz iinitesi kullanilarak aritildi.
3.2 Peptit Temelli Nano-Materyallerin (NM) Sentezi

Tez kapsaminda difenilalanin amid (FFA) dipeptiti kullanilarak, peptit temelli nano-
materyalin sentezi gerceklestirildi. Boyut ayarlamasi ile 1ilgili ¢alismalar

tamamlandiktan sonra bu yapilar Ca?* iyonlari ile dekore edilerek Ca**-FFA yapilari

elde edildi.

3.3 FFA Temelli Nano-Materyallerin (NM) Sentezi ve Ca?* Modifikasyonu

3.3.1 FFA temelli nano-materyallerin (NM) Sentezi

Self-assembly (kendiliginden diizenlenme) ile sentezlenen peptit ve protein bazli
nano-materyaller non-kovalent etkilesimlerle olusurlar. Bu olusumda hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen baglar1 hakim giiclerdir. Bu etkilesimler zayif oldugu igin
ortamdaki fizyolojik degisimlerden etkilenirler. Ortam kosullarindan etkilenerek
sekillerini degistirirler ve agrege olurlar. Kendiliginden diizenlenme ile olusan
difenilalaninamid bazli nano-materyallerde (FFA-NM) bu sebepten dolay1 stabil
degillerdir. Bu caligmada FFA-NM’i stabil hale getirmek i¢in kovalent g¢apraz
baglanma yapilmaktadir. Capraz baglama ajan1 olarak gluteraldehit (GA) kullanildu.
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Gluteraldehit peptitin kendiliginden diizenlenmesinde stabilizér olarak gorev

yapmaktadir (Mandler ve Kraus-Ophir, 2011; Perween ve Chandanshive, 2013).

Bu calismada difenilalaninamid peptidinin amin grubu ile gluteraldehit molekiiliiniin
aldehit grubu arasinda Schiff bazi (C=N) olusarak kovalent olarak c¢apraz
baglanmaktadir. Peptit kendiliginden diizenlenme (self-assembly) ve kovalent capraz
baglama yontemlerinin entegre edilmesiyle nano-materyaller fizyolojik olarak stabil
hale getirilmektedir (Mandler ve Kraus-Ophir, 2011; Perween ve Chandanshive,
2013). Difenilalaninamid (FFA) nano-materyallerin ¢apraz baglanma ve self-assembly

mekanizmasi Sekil 3.1°de goriilmektedir.

.W
GA .'\N AN
o T, l\\.\’::\" P—— A
'Y Capraz Baglanma Oz-diizenlenme S A

FFA dipeptit

FFA-NGA-FFA
(n=2 ve n=3)

—_—
uofseqnjul

FFA Nanopartikiil

Sekil 3.1. NM ¢apraz baglanma ve kendiliginden diizenlenme semasi.

Difenilalaninamid nano-materyalin (FFA-NM) olas1 sentez reaksiyonu Sekil 3.2°de

verilmistir.

Gluteraldehit

Sekil 3.2. Difenilalaninamid (FFA) dipeptit temelli nano-materyalin olasi sentez
reaksiyonu.
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Calismanin ilk boliimiinde ¢apraz baglanma siiresinin nano-materyalin boyutu {lizerine
olan etkisi incelendi. Nano-materyal olusumu iki asamada gerceklesmektedir. Ilk
asamada FFA dipeptiti ile GA, Schiff bazi1 reaksiyonu ile ¢apraz baglanmaktadir. Bu
birlesme sonucunda FFA-2GA-FFA ve FFA-3GA-FFA dimerlerinin olustugu
ongoriilmektedir (Sekil 3.3) (Zhang vd., 2015). Bu dimerler nano-materyalin yapi1
tagidir.

2GA: FFA-2GA-FFA
MW:750

i \/@\/\/ i N
+
HsN N N\ _N NH;

M i
O ®)

3GA: FFA-3GA-FFA

MW:832
o) CHO o) -
HaN® ¢ Ny S _N \ NH;
o H Hoo

Sekil 3.3. Capraz baglanma sonucu olustugu dngériilen olasi FFA-2GA-FFA ve FFA-
3GA-FFA yapilari.

Ikinci asamada ise, olusan bu yap1 taslar1 sulu ortamda hidrofobik etkilesimler ve

hidrojen baglar ile nano-materyal olusturmak tizere kendiliginden diizenlenmektedir.

Standart nano-materyal sentez prosediiriinde FFA dipeptitleri capraz baglayici ve sulu

ortama ayni anda maruz kalmakta ve ¢apraz baglanan FFA’lar dogrudan kendiliginden

diizenlenme siirecine girmektedirler (Bozdogan vd., 2017; Bozdogan, 2018).

Gergeklestirilen deneylerde bu iki basamak birbirinden ayrildi. FFA dipeptiti 6nce
capraz baglayic ile farkli siirelerde muamele edildi (15 dak., 30 dak., 1 saat, 4 saat, 12
saat, 24 saat, 48 saat, 72 saat), ardindan olusan dimerler sulu ortamda kendiliginden
diizenlenmeye tabi tutuldu. Boylelikle kovalent ¢apraz baglanma ve kendiliginden

diizenlenme siirelerinin nano-materyalin boyutu lizerindeki etkisi arastirildi.
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Bu amagla 8 adet temiz ve kuru vial alindi ve deney gruplarinin isimleri 8 farkl
baglanma siiresi dikkate alinarak etiketlendi. FFA dipeptiti 0,1 g/mL derisimde HFIP
(1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol) igerisinde ¢ozdiiriildii (8 adet deney seti icin
toplamda 24 mg FFA/240 uLL HFIP ¢6zeltisi hazirlandi). Hazirlanan bu stok ¢ozeltisi
tizerine %25°lik GA ¢ozeltisinden 4,8 mL ilave edildi. Capraz baglanma siirecinin bu
asamada baglamis oldugu kabulii ile GA’in eklendigi saat kaydedildi. Hazirlanan bu
cozelti ivedilikle her vialde 630 pL olacak sekilde 8 viale boliindii. GA eklendikten 15
dakika sonra 15 dakikalik deney vialinin {lizerine 2,4 mL saf su eklenerek ¢apraz
baglanma siireci sonlandirilip kendiliginden diizenlenme siireci baslatildi. Bu siirecin
tamamlanmasi i¢in ¢ozelti bir gece karanlik ortamda bekletildi. Siire sonunda olusan
nano-materyaller arta kalan HFIP ve GA’in sitotoksik etkisini elimine etmek amaciyla
yiksek devirli santrifiij yardimi ile 20000 rpm de 10 dakika boyunca deiyonize su ile
yikamaya tabi tutuldu. Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Olusan nano-materyaller 3
mL saf su icinde dagitilarak karakterizasyon g¢alismalari i¢in +4 °C’de saklandi. Bu

adimlar diger 7 6rnek icin de tekrarlandi.
3.3.2 FFA temelli NM’lerin Ca?* iyonlari ile dekore edilmesi

Dipeptit temelli FFA NM’ler, hiicresel etkilesim oOncesi yiizey yiik dengelerini
ayarlamak amaciyla biyolojik olarak uyumlu olan ve canli yapisinda yiiksek miktarda
bulunan Ca®" iyonlar ile muamele edildi. Bu amagla, saf suda hazirlanan 500, 1000
ve 2000 ppm (0,5, 1 ve 2 mg/mL) gibi farkli derisimlerde Ca(NOs3), ¢Ozeltisiyle,
sentezlenen FFA-NM’ler etkilestirilerek yilizey yiikleri Zeta-potansiyelleri (mV)

acisindan degerlendirildi.
3.4 Dipeptit Temelli Nano-Materyallerin Karakterizasyonu

Sentezlenen nano-materyallerin karakterizasyonu c¢aligmalarinda taramali elektron
mikroskobu (SEM), gecirimli elektron mikroskobu (TEM), Zeta-sizer, ATR-FTIR ve
LC-MS/MS cihazlar1 kullanilmistir. NM’lerin biyolojik molekiiller ile etkilesim
siirecinde korona olusum ¢alismalar1t UV-VIS spektrofotometresi (Shimadzu, Tokyo,

Japonya, Model 1601) ile takip edildi.
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3.4.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizleri

Sentezlenen nano-materyallerin yiizey morfolojisinin belirlenmesi Taramal1 Elektron
Mikroskobuyla (SEM, FEI, Quanta FEG 250) ger¢eklestirildi. Bu islem i¢in 5 uL
nano-materyal dispersiyonu temiz karbon bant yiizeyine damlatilarak azot gazi altinda
kurutuldu ve yaklasik 10 nm Au/Pd kaplanarak analizlere hazir hale getirildi. Daha

sonra farkli biiyiitme oranlarinda goriintiileri alindi.

3.4.2 Dinamik 151k sacilmasi (DLS) yontemi ile FFA Nano-materyallerin boyut ve

zeta potansiyel (ZP) analizleri

Nano-materyallerin dinamik 11k sacilmasi analizleri Zeta-sizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Malvern, UK) cihaziyla gerceklestirildi. Hem dinamik 1sik sagilimi
(DLS) hem de zeta-potansiyeli (ZP) olgtimleri i¢in tek kullanimlik Malvern U-gekilli
kiivet (DTS 1060C) kullanildi. Sonuglar saf su ortaminda (viskozite: 0,8872 cP,
refraktif indeks (RI): 1,33, dielektrik sabiti: 78,5), 25°C’de ve 173° geri sagilma
acistyla kaydedildi. Nano-materyal ¢ozeltisinin 1 mg/mL olarak 6rnek derigimlerinin
elektroforetik mobilitesi dlgiilerek bu deger Helmholtz-Smoluchowski esitligiyle (-

potansiyel ve boyut degerlerine doniistiirtiildii.

3.4.3 Zayiflatilmis toplam yansima-fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi

(ATR-FTIR) Analizleri

Sentezlenen nano-materyallerin yap1 analizleri ATR-FTIR (Perkin-Elmer, Spectrum
100) spektrometre cihaziyla gergeklestirildi. Spektrumlar 4000 cm™ ve 600 cm’!
araliginda 4 cm™' lik araliklarla kaydedildi.

3.4.4 Kiitle spektrofotometre (MS) analizleri

Sentezlenen nano-materyal yapilarinin  kontrolii i¢in  gerceklestirilen  kiitle
spektrofotometresi (MS) analizleri i¢cin LC-MSMS (Thermo Scientific, TSQ Quantum
Access Max) cihazi kullanildi. Hazirlanan 6rneklerden 1 mL alinip tizerine ilave edilen
5 mL metanol igerisinde dagilmasi saglandi. Ardindan bu c¢ozeltiler 0,45 pm’lik

filtrelerden gecirilerek analize hazir hale getirildi.
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3.4.5 Gecirimli elektron mikroskobu (TEM) analizleri

Sentezlenen nano-materyallerin parcacik boyutlariin belirlenmesinde Gegirimli
Elektron Mikroskobu (TEM, Hitachi, HT-7700) kullanildi. Nano-materyal
dispersiyonundan kiigiik bir damla grid lizerine damlatilip kurutularak analiz igin

ornek hazirlandu.
3.5 Nano-Materyallerin Farkh Biyomolekiiller ile Etkilesimleri

Biyolojik molekiiller ile etkilesim sonrasi nano-materyaller (NM) iizerinde olusan yap1
korona olusumu olarak isimlendirilmekte ve bu olusumun NM’e sagladig1 bazi
avantajlar bulunmaktadir. NM'ler {izerinde olusan korona yapilarin olumlu etkilerine
odaklanmis cesitli calismalar mevcuttur. Proteinler gibi biyolojik yapilar ile inkiibe
edilmis NM'ler yeni bir biyolojik kimlik kazanabilir. NM'lerin kazandiklar1 bu yeni
kimlik onlar1 daha olumlu immiinojenik yanit almalarina, daha verimli
hedeflenmelerine ve ¢alisma ortamlarinda NM'lerin topaklanmaya karsi daha kararli
olmalarma olanak taniyabilir. Ornegin, Clusterin ile kaplanmig PEG nano-partikiilleri
(NP) ile yapilan bir ¢alismada, korona olusmus NP'lerin makrofajlar tarafindan
goriniirliikleri azaltilmistir (Schéttler vd., 2016). Farkli bir ¢alismada, HSA ile olusan
korona-giimiis NM'lerin topaklanma hizi, ¢iplak NM'lere kiyasla HSA derisimine
bagl olarak azaldigir goriilmiistiir (Gebauer vd., 2012). Hedefleme icin kullanilan
antikor bagli NM'lerin, HSA ile korona olusturmus yapilarinin insan yumurtalik kanser

hiicresi tizerinde daha olumlu etkisi gozlenmistir (Dai vd., 2015).
3.5.1 Dipeptit temelli nano-materyallerin HSA, IgG ve DNA ile etkilesimleri

FFA ve Ca’"-FFA temelli NM’lerin insan serum albiimini (HSA), immiinglobulin G
(IgG) ve DNA ile korona olusturmalar1 incelendi. Bu amagcla iki farkli ependorfi¢cinde
1 mg/mL derisimde olan FFA ve Ca’’-FFA-NM'ler, pH 7,4 ve 0,01 M MOPS (3-
morfolinopropan-1-sulfonik acid) tamponunda hazirlanan 35 mg/mL derisimine sahip
HSA ile 2 saat boyunca bir rotatérde 20 rpm’de etkilestirilmeye birakildi. Ardindan,
20000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenip NM'lerin ¢6kmesi saglandi. HSA’nin NM'lerle
etkilesim Oncesi ve sonrasi derisimleri 280 nm'de spektrofotometrik (Shimadzu,
Tokyo, Japonya, Model 1601) olarak okundu. Korona olusum deneylerinde I1gG ve
DNA i¢in de deneysel sartlar ayn1 olup NM’ler ile etkilesime giren IgG derisimi 7
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mg/mL, DNA derisimi ise 0,035 mg/mL olarak calisildi. Calisilan derisimler biyolojik
molekiillerin insan kanindaki ortalama degerleri oldugu icin tercih edildi.
Spektrofotometrik okumalar IgG i¢in de 280 nm de yapilmigsken DNA i¢in 260 nm’de
gergeklestirildi.

3.6 Dipeptit Temelli Nano-Materyallerin Sitotoksisite Analizleri

Dipeptit temelli NM’lerin sitotoksik etkisini incelmek i¢in NM’ler, HeLa (insan
servikal adenokarsinom hiicreleri) ve HT29 (insan kolon adenokarsinoma hiicreleri)
hiicreleri ile etkilestirildi ve hiicreler Sekil 3.4’te 6n hazirlik islemi sematize edilen

MTT yontemi ile incelendi.
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Sekil 3.4. MTT analizinin sematize 6n hazirlik iglemi.

MTT analizi hiicre canlilifi, proliferasyonu (¢ogalma) ve sitotoksisitenin bir
gostergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi 6lgmek i¢in kullanilir. Sekil 3.5°te
sematize edilen bu kolorimetrik deney, sar1 bir tetrazolyum tuzunun ((3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), MTT) metabolik olarak aktif
hiicreler tarafindan mor formazan kristallerine indirgenmesine dayanir (Vistica vd.,
1991). Canli hiicreler, MTT'yi formazana indirgeyen NAD(P)H'ye bagimh

oksidorediiktaz enzimleri icerir (Berridge ve Tan, 1993).
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Sekil 3.5. Hiicre canliligini belirlemede kullanilan MTT analiz semasi.

Coziinmeyen formazan kristalleri (plakada olusan) bir c¢oziindiirme c¢ozeltisi
kullanilarak ¢oziiliir ve elde edilen renkli ¢ozelti ¢cok kuyulu bir spektrofotometre
kullanilarak 540-720 nm’de absorbans 6l¢iilerek nicelendirilir. Cozelti ne kadar koyu
olursa, canli ve metabolik olarak aktif hiicrelerin sayist o kadar fazla olur. MTT

¢ozeltisi 0,5 mg/mL (25 mg/50 mL) derisimlerde hazirlanir.

Calismada, FFA ve Ca’"-FFA-NM'lerin HeLa ve HT29 hiicre hatlar1 iizerindeki
sitotoksik etkisinin belirlenmesi igin hiicreler 1x10* hiicre/kuyu derisiminde
mikroplakalara yerlestirildi (doku kiiltiirii derecesinde diiz tabanl1 96 kuyu). Ilk olarak,
her kuyucuga modifiye DMEM (Dulbecco's Modifiye Eagle Ortami) kiiltiir ortaminda
100 puL hazirlanmis hiicre stispansiyonu eklendi ve 24 saat inkiibatdrde bekletildikten
sonra ¢esitli derisimlerde hazirlanmis NM'ler nihai derisimler 18,0-36,0 ng/mL olacak
sekilde ortama eklendi. Hiicre ve NM’ler 24 ve 72 saat inkiibe edildikten sonra

Olgtimleri alindi.

3.7 siRNA'min FFA ve Ca*-FFA-NM’leri ile Komplekslerinin Dinamik Isik
Sacilma (DLS) ve Zeta-Potansiyel Olciimleri

Olgiimler, 25 °C’de 30 mM HEPES (4-(2-Hidroksietil)piperazin-1-etansulfonik asit)-
KOH, pH 7,4, 100 mM potasyum asetat, 2 mM magnezyum asetat tampon ¢ozeltisi

kullanilarak Malvern Zeta-Sizer Nano S90 (Malvern Instruments, Ingiltere) cihaziyla
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gerceklestirildi. Hazirlanan tampon ¢ozeltisi 0,22 pm filtreden gecirildi. siRNA-NM
kompleksleri, 0,5 uM siRNA ile hazirlandi.

DLS'de, 173 derecede geri sagilan 1s1k, kiimiilant yontemi kullanilarak bir
otokorelasyon fonksiyonuna uyarlanmis ve NM boyutu ortalama 3 tekrar ile (her biri
12 dongii) belirlenmistir. Z-ortalama boyutunun ve ¢ok sayida fraksiyonun
parcaciklarinin boyutunun degerleri, isletim programindan ¢ikarildi ve NM derisimine
kars1 ¢izildi. Istatistiksel olarak giivenilir veri elde etmek icin ZP &lgiimleri en az 3
tekrarli yapildi, ardindan ortalama ve standart sapma degerleri hesaplandi (Szewczyk

vd., 2012).
3.8 Agaroz Jel Elektroforezi

FFA ve Ca?>"-FFA-NM’lerin genetik materyali baglama yetenekleri, yatay agaroz jel
elektroforezi kullanilarak incelendi. Bcl-2 ve Mcl-1 siRNA'lar1 farkli derisimlerde
NM’ler ile 1X siRNA tamponunda (pH 7,5) 30 dakika ve 24 saat boyunca karistirildi
ve inkiibe edildi (siRNA son derisimi 2,0 uM’dir). siRNA stok ¢ozeltileri ile FFA ve
Ca’"-FFA-NM’ler, RNAaz ve DNAaz icermeyen suyla 1X siRNA tamponunda

hazirlandi.

Inkiibasyondan sonra, 20 uL'lik 6rnekler ve 4 puL %40 siikroz, %3 agaroz jel iizerine
yuklendi. Siikrozun varligi, orneklerin kuyunun altinda bir tabaka olusturmasini
saglamaktadir. Elektroforez islemi, pH 7,8 olan 1X TAE (Tris-Asetat-EDTA)
tamponunda 40 V’de 50 dakika boyunca gerceklestirildi. Elektroforez sirasinda
siRNA gociiniin gorsel olarak izlenmesi i¢in 6x DNA yiikkleme boyasi, RNA

isaretleyici olarak kullanildi.

Elektroforezden sonra jel boyanmasi i¢in 0,5 pg/mL etidyum bromiir ¢ozeltisinde 30
dakika boyunca inkiibe edildi. Arka plani azaltmak i¢in jelin su icerisinde 15 dakika
boyunca ¢oziindiirme islemi gerceklestirildi. siRNA bantlari, bir jel belgeleme ve
goriintiileme sistemi olan VersaDoc iizerinde Quantity One adli bir veri toplama ve

analiz programi kullanilarak tespit edildi.
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3.9 Akis Sitometri Kullamilarak HT-29 ve Hela Kanser Hiicrelerine NM-siRNA

Komplekslerinin Internalizasyonu

Akis sitometri, hiicrelerin ve diger partikiillerin biyolojik ve fiziksel 6zelliklerini
niteliksel ve niceliksel olarak belirlemek i¢in kullanilir. Bu 6zellikler, hiicrelerin bir
veya daha fazla lazer 1sinindan gegirilmesiyle belirlenir (Demirel, 1995; Dunphy,

2004).

FFA ve Ca’>"-FFA-NM'lerin siRNA ile komplekslerinin HT-29 ve HeLa hiicrelerine
internalizasyon (i¢sellestirme) c¢alismalart akis sitometrisi (Flow Cytometry)

kullanilarak incelendi.

siRNA'nin  FFA ve Ca**-FFA-NM'lerin yardimiyla tiimdr hiicrelerine almip
alinmadigini anlamak i¢in, ntRNA siRNA ile farkli derisimlerde hazirlanan NM’ler 30
dakikalik inkiibasyon sonrasi HeLa (insan servikal adenokarsinoma hiicreleri) ve HT-
29 (insan kolon adenokarsinoma hiicreleri) hiicreleri ile etkilestirildi ve sonuglar akis
sitometrisi ile incelendi. Bu amagcla hiicreler, 24 delikli bir plaka iizerine ekildi (mL
basina 200000 hiicre). Hiicrelerin plaka {izerine ekimden 24 saat sonra kompleksler
eklendi. Komplekslerin stok cozeltileri, 0,15 M PBS (Phosphate Buffer Saline)
tamponu, pH 7,4 i¢inde hazirlandi. (siRNA'nin nihai derigsimi 100 nM). siRNA ve
NM’ler, 30 dakika boyunca inkiibe edildi ve bu stoktan 50 pL her bir kuyuya eklendi.
Hiicreler, komplekslerle 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra santrifiijlenerek iki
kez yikama islemin tabi tutuldu. Son olarak, 6rnekler PBS'nin kiigiik bir hacmine (200
uL) yeniden siispansiyon edildi. Olgiimler, BD FACSCanto II (Becton Dickinson, San
Jose, CA, ABD) akis sitometresi ilizerinde mavi lazerle 488 nm dalga boyunda
gergeklestirildi. ntRNA ve NM iceren kompleksler pozitif kontrol olarak kullanilirken,
kompleksler yerine PBS ile muamele edilen hiicreler negatif kontrol olarak kullanildi.

Ayrica komplekslerden floresan isaretli ntRNA negatif kontrol olarak kullanildi.
3.10 Tiimor Hiicrelerine Karsit NM-siRNA Komplekslerinin Sitotoksisite Analizi

Tiimér hiicre hatlari iizerinde siRNA’lar ile kompleks olusturmus FFA ve Ca*"-FFA-
NM’lerin sitotoksik etkisi incelendi. Bu amagla FFA, Ca?’-FFA-NM’lerin Mcl-1 ve
Bcl-xL siRNA’lar1 ile olusturulan kompleksleri HeLa ve HT29 hiicre hatlari ile 24 saat

siire etkilestirildi. Elde edilen sonuglar incelendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada kendiliginden diizenlenme (self-assembly) teknigi ile hazirlanan ve
boyut olarak literatiire ilk defa verilecek olan dipeptit temelli yeni nano-materyaller
(FFA-NM ve Ca?’-FFA-NM) sentezlendi. Sentezlenen FFA ve Ca*'-FFA nano-
materyallerinin boyut ayarlamasi (<100 nm) ve karakterizasyon calismalar1 yapildi.
Daha sonra biyouyumlulugu (toksisite ¢alismalari), proteinler ve niikleik asitlerle
etkilesimi (korona olusumu agisindan) incelendi ve son olarak hiicre ¢alismalar1 i¢in

hiicre internalizasyon deneyleri gergeklestirildi.
4.1 Dipeptit Temelli Nano-Materyallerin Karakterizasyonu

Difenilalaninamid (FFA) molekiillerinin farkli siirelerde glutaraldehit (GA) ile capraz
baglanarak olusturulan nano-materyallerin SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)

gorintiileri Sekil 4.1°de verilmektedir.

Sekil 4.1. Farkli siirelerde ¢apraz baglayiciya maruz birakilan FFA-NM’lerin SEM
goriintiileri.
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Elde edilen goriintiilerin Image J programiyla alinan boyut-yiizdesel dagilim grafikleri
Sekil 4.2°de verilmisken, partikiil boyutlarinin ortalama degeri de Cizelge 4.1°de

verildi.
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Sekil 4.2. Farkli siirelerde capraz baglayiciya maruz birakilan FFA-NM’lerin
boyutlarinin ytizdesel dagilimi.

Cizelge 4.1. Farkh siirelerde ¢apraz baglayiciya maruz birakilan FFA-NM’lerin
boyutlarinin ortalama degeri.

Capraz baglayic1 GA ile muamele Nano-Materyal

edilme siiresi Boyutu
(nm)

15 Dakika 500,448

30 Dakika 631,534

1 Saat 686,920

4 Saat 1173,882

12 Saat 110,954

24 Saat 116,475
48 Saat 87,93

72 Saat 117,108

Hem SEM analizi goriintiileri hem de bu goriintiilerin Image J programi ile
degerlendirilmesi ile elde edilen bulgular dipeptidin ¢apraz baglayici ile muamelesi
icin ihtiya¢ duyulan optimum siirenin 48 saat oldugunu ortaya koymaktadir. 48 saatlik
GA muamelesi sonucunda elde edilen FFA-NM’lerin ortalama boyutu yaklasik 87 nm

civarindadir.

Belirlenen optimum siire (48 saat) lizerinden FFA nano-materyaller, sentezin

tekrarlanabilirligini test etmek amaciyla yeniden sentezlendi ve on santrifiigasyon
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islemlerinden sonra farkli biiylitmelerde SEM analizi i¢in hazirlandi. Elde edilen

goriintiiler Sekil 4.3’te verilmektedir.

Sekil 4.3. Belirlenen optimum siirede (48 saat) ¢apraz baglayiciya maruz birakilan
FFA NM’lerin farkli biiylitmelerde SEM goriintiileri.

SEM goriintiisii lizerinden Image J programiyla alinan boyut-ylizdesel dagilim

degerlendirmesi sonuglar1 Sekil 4.4’te verilmistir. Sentezlenen FFA-NM’lerin
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%74 iiniin 100 nm ve altinda oldugu ve hedeflenen boyutlara ulasildig: goriilmektedir
(Sekil 4.4). Kalan %26’lik boliimiiniin biiytik bir kisminin ise 110 nm civarinda oldugu

belirlendi.

%12'lik kisim 110 nm
-

Boyut (nm)  Siklik (%)

50 0,60

60 49

70 1600

i 1750 ~£100nm = >100 nm

% 19,60

100 1530

1 1200 gooooo
w e AERIBA IS AN
130 3,60 NM gap

140 220

150 140

Sekil 4.4. Belirlenen optimum siirede (48 saat) ¢apraz baglayiciya maruz birakilan
FFA-NM’lerin SEM goriintiisti (A) ve Image J {izerinden yapilan boyut
degerlendirmesi (B).

Sekilde 4.4A’da FFA-NM’lerin SEM goriintiisii yer almaktadir. Bu goriintii lizerinde

Imagel ile yapilan boy dagilim analizine ait grafik Sekil 4.4B’de verilmistir. Buna

gore, NM’lerin ortalama ¢ap1 87,93 + 20,40 nm’dir (ort. £ std. sap., n=1000) ve

sentezlenen FFA-NM’lerin %74 iiniin 100 nm ve altinda oldugu goriilmektedir. Raval

vd. (2019)’ a gore, PDI (polidispersite indeksi) degeri 0 ile 1 arasinda degisebilir,

PDTI'leri 0,1'den az olan partikiillerin monodispers partikiilleri ifade ettigi ve 0,1'den

bliyiik degerler, polidispers parcacik boyutu dagilimlarini ifade edebilir. Elde edilen

verilerden yola c¢ikarak, NM’lerin polidispersite endeksi (PDI) Denklem 4.1

kullanilarak hesaplanmis ve 0,054 olarak bulunmustur. Bu sonuglar NM’lerin

monodispers oldugunu gostermektedir.
PDI = (Standart Sapma/Ortalama)? 4.1

NM sentezinde kullanilan FFA dipeptit monomerlerinin ve FFA-NM’lerin kiitle analiz

sonuclar1 Sekil 4.5’te verilmektedir.
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Sekil 4.5. FFA dipeptiti (A) ve FFA-NM ’lerin (B) kiitle spektrometresi analizi sonucu
(FFA dipeptitinin molekiil agirlig: 312,01- FFA-NM’in molekiil agirlhigi:
750).

Sekil 4.5A ve 4.5B’de sirasiyla saf FFA dipeptit ve FFA-NM’lerin kiitle sonuglari

goriilmektedir. FFA-NM’ler i¢in LC-MSMS analizi sonucu elde edilen bulgular

incelendiginde saf FFA dipeptitlerinin ¢apraz baglayict GA ile 48 saat etkilesimi

sonucu FFA-NM yapilarinin olustugu ve ortamda etkilesime girmemis FFA’larin

varligina rastlanmadigr goriilmektedir. Bu da nano-materyallerin 48 saatlik siire

sonunda yliksek verimde elde edildigini gostermektedir.

Ayrica sentezlenen FFA-NM’lerin TEM analizleri de gerceklestirildi ve SEM
goriintiisi ile birlikte Sekil 4.6 da verildi. Sekil 4.6A’da 48 saatlik siirede sentezlenen
FFA-NM’lerin SEM goriintiileri ve Sekil 4.6B’de ise ayni sartlarda sentezlenen
NM’lerin TEM goriintiileri verilmektedir. Goriintiiler incelendiginde, SEM ve TEM

sonuclarinin birbirini boyutsal agidan destekledigi goriilmektedir.

Sekil 4.6. FFA NM’lerinin SEM (A) ve TEM (B) analizi gortntiileri.
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Sentezlenen FFA-NM’lerin dinamik 151k sa¢ilmasi (DLS) analizleri de gerceklestirildi.
Sonuglar saf su ortaminda (viskozite: 0,8872 cP, refraktif indeks (RI): 1,33, dielektrik
sabiti: 78,5), 25°C’de ve 173° geri sacilma acisiyla kaydedildi. 1 mg/mL 6rnek
derisimdeki nano-materyal ¢ozeltisinin elektroforetik mobilitesi dlgiilerek bu deger

Helmholtz-Smoluchowski esitligiyle {-potansiyel ve boyut degerlerine dontistiiriildii
(Sekil 4.7).

A Size Distribution by Intensity B Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.7. FFA-NM’lerin DLS sonuglari.

DLS analizi sonucu elde edilen boyut sonug¢larinin, SEM ve Image J’den alinan
sonuglar arasinda bir korelasyon oldugu goriilmektedir. Ayrica FFA-NM’lerin zeta
potansiyelleri -20,1 mV olarak dl¢iilmiistiir. Zeta-potansiyel yorumlar, kalsiyum iyonu

takilmasi ve korona olusumlari ile birlikte ayrintili olarak verilmistir.

Sentezlenen FFA-NM’lerin FT-IR analizleri, ¢apraz baglayict olarak kullanilan
glutaraldehit ve yalin FFA monomeri ile birlikte Sekil 4.8”de verilmektedir.

FFA-NM s R

.....

3600 3200 2500 2400 2000 800 600 1400 1200

Sekil 4.8. Gluteraldehit (A), FFA dipeptidi (B) ve FFA-NM (C) lerinin FT-IR
analizleri.
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Sekil 4.8°de verilen FT-IR sonuglarina gore, FFA dipeptidinin IR spektrumunda (B)
goriilen 1598 cm’deki absorpsiyon primer amin grubunun NH biikiilmesini
gosteriyorken, GA’in spektrumundaki (A) 1717 cm™’deki absorpsiyon ise GA’in
serbest aldehit gruplarina atfedilmistir. FFA-NM’e ait IR spektrumu incelendiginde
(C) bu iki pikinde yok oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu sonug¢, GA’in aldehit grubu ile
FFA’nin amin gruplarinin basarili bir sekilde dngoriildiigii gibi ¢apraz baglandigini

dogrulamaktadir.

Ayrica, FFA-NM spektrumundaki 2929 ve 2863 cm™’deki giiglii absorpsiyonlar
sirastyla GA’in C-H asimetrik ve simetrik gerilmelerine atfedilmistir. Bu sonug¢ da

capraz baglanmanin gergeklestigini desteklemektedir.

Peptit zincirde yer alan amin ve karbonil gruplari arasindaki hidrojen baglar ile peptit
zincirlerinin katlanarak proteinlerin sekonder yapilarini olusturdugu bilinmektedir.
Proteinlerin IR spektrumlarindaki amin ve karbonil bolgeleri (Amid A, amid B ve
amid I-VII bantlar1) proteinlerin yapilar1 ve konformasyonlari hakkinda bilgi
vermektedir (Bozkurt vd., 2012). FFA dipeptidi ve FFA-NM’e ait spektrumlar
incelendiginde, FFA-NM spektrumunda goriilen 1672 ve 1601 cm™!’deki
absorpsiyonlar sirastyla C=0 gerilmesine ve NH> biikiilmesini gostermektedir. Bu iki
pik FFA-NM’e ait amid I bandin1 olusturmaktadir. FFA dipeptidine ait spektrumda ise
1698 ve 1642 cm™’deki absorpsiyonlar C=0 gerilmesine 1598 cm™!”deki absorpsiyon
ise NH: biikiilmesine aittir ve bu {i¢ pik FFA’ya ait amid I bandin1 olusturmaktadir.
FFA dipeptidinde goriilen 1542 cm'’deki absorpsiyon N-H biikiilmesine aittir ve
FFA’ya ait amid II bandin1 olusturmaktadir (Barth, 2007). 1500 ve 1600 cm™ (amid
II) arasindaki absorpsiyonlar B-turn, 1600 ve 1700 cm™ (amide I) arasindaki
absorpsiyonlar B—sheet sekonder yapilari igaret etmektedir (Haris ve Severcan, 1999).
GA ile ¢apraz baglanma ve partikiil olusumu sonrast FFA-NM spektrumunda amid II
bandindaki 1542 cm™’deki absorpsiyonun tamamen ortadan kalkmas1 ve 1672 cm™’de
giicli bir pikin ortaya ¢ikmasi FFA dipeptidinin B—turn konformasyondan P—sheet
konformasyona yapisal gecis yaptigin1 gostermektedir. FFA-NM’in amid I bandindaki
1672 ve 1601 cm’deki pikler sirastyla antiparalel ve paralel P—sheet sekonder
konformasyonlarm varligim gdstermektedir (Elfrink vd., 2008). 1672 cm™’deki pikin

daha gii¢lii olmas1 yapida antiparalel B-sheet diizenlenmenin daha baskin oldugunu
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gostermektedir. 650 ve 750 cm™!*deki absorpsiyonlar fenil halkasindaki aromatik C-H

biikiilmesine atfedilmistir.
4.2 FFA Temelli NM’lerin Ca2* iyonlari ile Dekore Edilmesi

Hiicre etkilesim calismalarinda, hiicre yiizeyinin negatif yiiklii olmasindan dolayz,
genelde nanoyapilarin yiizey yiiklerinin pozitif olmasi istenir. Yalin FFA-NM’lerin
yiizey yikleri -20,1 mV olarak 6l¢iilmiis ve yiizey yliklerini ayarlamak i¢in FFA-
NM’ler kalsiyum iyonlart ile etkilestirilmistir. Bu amagla NM’ler saf suda hazirlanan
500, 1000 ve 2000 ppm (0,5, 1 ve 2 mg/mL) gibi farkli derisimlerde Ca(NO3)>
cozeltisiyle muamele edilmis ve elde edilen Zeta potansiyelleri (mV) Cizelge 4.2. ve

Sekil 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.2. Ca*' iyonlan ile dekore edilmis FFA Temelli NM’lerin Zeta potansiyel

degerleri.
FFA Ca?"-FFA Ca?-FFA Ca?-FFA
(500 ppm Ca?") (1000 ppm Ca*") (2000 ppm Ca*")
Zeta (mV) -20,1 -10,5 +6,6 +9,3
A] Zeta Potential Distribution Zeta Potential Distribution
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120000 = 100000
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Sekil 4.9. FFA NM’lerin farklt Ca(NO3), derisimlerinde alinmis Zeta-potansiyelleri:
(A) Yalin FFA, (: -20,1 mV; (B) 500 ppm-Ca?*-FFA, {: -10,5 mV; (C) 1000
ppm-Ca**-FFA, {: +6,6 mV; (D) 2000 ppm-Ca*"-FFA, {: +9,3 mV.

Sekil 4.9°da goriildiigii gibi yalin FFA-NM’lerin ylizey ytkleri -20,1 mV iken,

etkilestigi Ca®* iyon derisiminin artmasiyla yiizey yiik potansiyeli eksi yiikten pozitif

yike kaymaktadir. 2000 ppm’lik derisimden sonra Zeta-potansiyelde ciddi bir
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degisim olmadigindan bu derisimde elde edilen NM’ler korona testleri ve hiicre

calismalari i¢in kullanilmistir.

Ayrica, FFA NM’ler ve Ca*" iyonlar1 arasindaki olas1 etkilesim igin bir model Sekil

4.10°da verilmektedir.
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Sekil 4.10. FFA-NM’ler ve Ca?" iyonlar1 arasindaki olas1 etkilesim modeli.

Sekil 4.10 incelendiginde FFA yapis1 yiiksiiz goriindiigii halde -amid grubunda olusan
olas1 rezonans yapisindan dolayi, oksijen iizerinde olusan giiclii negatif yiik nano-
materyal tizerinde kendini gostermektedir (Bozdogan vd., 2017). Ortama ilave edilen

Ca?" iyonlartyla birlikte yiizeydeki negatif yiik dengelenip, pozitife kaymaktadir.
4.3 Dipeptit Temelli NM’lerin HSA, IgG ve DNA ile Etkilesimleri

FFA ve Ca**-FFA temelli NM’lerin korona deneyleri i¢in ¢alisilan HSA, IgG ve DNA

biyomolekiillerinin ¢aligsma derisimleri ve korona miktarlar1 Cizelge 4.3 te verilmistir.

Cizelge 4.3. FFA temelli NM’lerin HSA, IgG ve DNA ile etkilesimleri.

Cusa (mg/mL) FFA-NM-HSA (g/g) Ca?*-FFA-NM-HSA (g/g)
35 16,78 17,75
Cigc (mg/mL) FFA-NM-IgG (g/g) Ca?*-FFA-NM-IgG (g/g)
7 12,84 12,55
Cona (mg/mL) FFA-NM-DNA (mg/g) Ca?*-FFA-NM-DNA
0,035 14,73 17,48
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Elde edilen sonuclar incelendiginde, HSA, IgG ve DNA biyomolekiillerinin FFA ve
Ca?*-FFA-NM’ine degisen miktarlarda tutundugu goriilmektedir (g/g veya mg/g
oranlar1 1 g NM’e tutunan biyomolekiil miktarin1 vermektedir). Biyomolekiillerin
izoelektrik noktalar1 (pl), derisimleri, boyutu, etkilesime girdikleri materyalin yiizey
yiikli ve boyutu gibi parametreler korona olusumunda etkin rol oynar. Bu ¢alismada
kullanilan biyomolekiillerden HSA 66.5 kDa ve IgG 150 kDa molekiil agirligina
sahiptir (1kDa~1,6x102! g). Ayrica molekiil boyutlari sirastyla HSA 8-13 nm iken IgG
10-15 nm’dir (Kiselev vd., 2001; Kopp vd., 2017).

Burada, protein boyutunun yiizey korona olusumunda etkin oldugu diisiiniilmektedir.
Bu nedenle NM’lere IgG’nin HSA’dan daha diisiik oranda baglanmasi, IgG’nin boyut
olarak daha biiylik olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica, [gG’nin HSA’ya oranla daha
diisiik bir derisimde olmasi1 da yiizey korona olusumuna etki etmis olabilir (Adolph
Fick, 1995). DNA’nin ise NM’lere diisiik diizeyde tutunmasinin nedeninin ortamdaki
derisiminin diisiik olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Adolph Fick, 1995).
DNA’nin Ca* iyonlari ile dekore edilmis ve pozitif yiik kazanmis NM’lere daha fazla

baglanmasi ise negatif yiiklii DNA’nin elektrostatik etkilesimi ile agiklanabilir.

Ca?"-FFA-NM’lerin korona olusturmus yapilarmin Zeta-potansiyel degerleri ve

grafikleri sirasiyla Cizelge 4.4 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Korona olusturmus Ca?’-FFA-NM’lerin Zeta-potansiyel degerleri.

Ca**-FFA Ca?"-FFA-HSA  Ca?’"-FFA- Ca?*-FFA-
(2000 ppm IgG DNA
Zeta (mV) +9,3 -7,6 -3.7 -9.7
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Sekil 4.11. Korona olusturmus Ca?"-FFA-NM’lerin farkli Zeta potansiyelleri: (A)
2000 ppm-Ca**-FFA, {: 49,3 mV; (B) Ca?>"-FFA-HSA, (: -7,6 mV; (C)
Ca?"-FFA-IgG, (: -3,7 mV; (D) Ca?"-FFA-DNA, (: -9,7 mV.

DNA niikleotid zinciri gii¢lii bir polielektrolittir (Tapia vd., 2010). Bu nedenle derisimi

her ne kadar diisiik olsa da zeta degerini degistirmede giiglii rol oynar. Bu ¢alismada

da Ca?’-FFA-NM’nin DNA ile olusturdugu korona yapisinin, yalin FFA-NM’e gore
zeta degerindeki biiylik degisimin DNA’nin giiclii polielektrolit yapisindan
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. HSA ve IgG molekiilleri ise hem biiyiik hem de zay1f
negatif proteinler olduklarindan dolay1 korona olusum miktar1 fazla olmasina ragmen

ylizey yiikiinii degistirmede DNA kadar etkin olamamuglardir.
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Sekil 4.12. Ca*" iyonu ile dekore edilmis FFA-NM’lerin HSA, IgG ve DNA ile
etkilesimleri sonucu olusan korona yapilarinin sematize gosterimi.

Sekil 4.12°de Ca*"-FFA-NM’lerin HSA, IgG ve DNA ile olas1 korona olusum yapilar
sematize edilmistir. Sonug olarak Cizelge 4.4’te goriildiigii gibi 2000 ppm-Ca®" ile
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dekore edilmis FFA-NM’lerin zeta-potansiyelleri +9,3 mV’a ¢ikmisken, HSA, IgG ve
DNA ile etkilesen NM’lerin yiizey yiikleri sirastyla -7,6, -3,7 ve -9,7 mV degerlerini
almistir. Bu da NM’lerin fizyolojik bir ortamda korona olusturduklarini ortaya

koymaktadir.

4.3.1 Ca?*-FFA temelli NM’lerin HSA, IgG ve DNA ile olusturdugu korona
yapilarin TEM analizleri

Ca*2-FFA-NM’lerin korona yapilarna TEM analizi yapilmis olup Sekil 4.13’te
verilmistir. TEM analizi sonuglar1 incelendiginde, NM boyutlarinda kayda deger bir
degisim goriilmemekle birlikte, NM’lerin yapisinda herhangi bir bozunma da
goriilmemistir. TEM analizi sonuglari, biyomolekiillerle etkilesimden sonra da yapinin
stabil kaldigin1 ortaya koymaktadir. Kopp vd. (2017)’e gore yapidaki bu stabilite

hiicresel etkilesim ¢alismalarinda 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

Sekil 4.13. Ca**-FFA-NM’lerin HSA (a), IgG (b) ve DNA (c) ile etkilesim sonrasi
olusan korona yapilarinin TEM goriintiileri.

4.4 Dipeptit Temelli Nano-Materyallerin Sitotoksisite Analizleri

FFA ve Ca?>-FFA-NM’lerin HeLa hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in 24 ve 72 saatlik siirelerde etkilesime birakildi ve elde edilen sonuglar

Sekil 4.13’te verildi.
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Sekil 4.14. 24 saat (A) ve 72 saat (B) boyunca 18 pg/mL-36 ug/mL derisimlerinde
FFA ve Ca’*-FFA nano-materyalleri ile inkiibasyon sonrasi canli HeLa
hiicrelerinin yiizdesi (Hiicre kiiltiirii ortam1: DMEM; Inkiibasyon:37°C).

FFA ve Ca*"-FFA-NM'ler ile etkilesen kanser HeLa hiicre canliligmin 24 saatlik

inkiibasyondan sonra, NM'lerin varliginda HelLa hiicre canliliginda hafif bir artis

gozlenirken (Sekil 4.14A); 72 saatlik inkiibasyondan sirasinda genel olarak %8-10

oraninda azaldig1 goézlemlendi (Sekil 4.14B). Yapilan test, NM'lerin derisimlerindeki

degisikligin sitotoksisiteye etki etmedigini ortaya koydu.

Ayrica FFA ve Ca?*-FFA-NM’lerin HT29 hiicre hatti iizerinde de 24 ve 72 saatlik

stirelerde etkilesim sonucu sitotoksik etkileri incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil

4.15’te verildi.
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Sekil 4.15. 24 saat (A) ve 72 saat (B) boyunca 18 pg/mL-36 ug/mL derisimlerinde
Ca?*-FFA-NM’leri ile inkiibasyon sonrasi canlt HT29 hiicrelerinin yiizdesi

(Hiicre kiiltiirii ortam1: DMEM; Inkiibasyon sicakligi:37°C).
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FFA ve Ca?"-FFA-NM’leri, 18 pg/mL ve 36 pg/mL derisimlerinde belirtilen hiicre
hattiyla 24 ve 72 saat siire ile inkiibe edildi. HT-29 hiicrelerinin nano-materyallerle
inkiibasyonu durumunda, 24 saat sonra hiicre canliliginda kayda deger bir azalma
gozlenmezken (Sekil 4.15A), hiicrelerin nano-materyallerle inkiibasyon siiresinin 72

saate kadar uzatilmasi, hiicre canlilif1 parametresinin %2 ila %4 arasinda azalmasina

neden oldu (Sekil 4.15B).

Sonug olarak, nano-materyallerin HeLa ve HT29 hiicrelerinin iizerine eklenmesiyle 24
ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicrelerin canliliginda 6nemli bir
degisim olmamis yani NM'lerin toksik olmadig1 gézlemlenmistir. Aksine bazi hiicre
hatlarinda hiicre canlilifinin arttigr goriilmiistiir ve bu durum, NM’lerin biyolojik
kokenli olusundan hiicrenin bu malzemeyi besin olarak algiladig1 seklinde

yorumlanmustir.
4.5 siRNA-NM Komplekslerinin DLS ve Zeta-Potansiyel Olciimleri

siRNA’nin farkli derisimlerinde (0-62,5 pg/mL araliginda) FFA ve Ca**-FFA-NM’leri
ile 30 dak ve 20 sa inkiibasyon sonucu olusturdugu komplekslerin zeta-potansiyel
degerleri Sekil 4.16°da verilmistir. Ayrica Cizelge 4.5’te 1X siRNA tamponunda (pH

7,4) incelenen NM’lerin zeta-potansiyel degerleri verilmistir.

Cizelge 4.5. 1X siRNA tamponunda (pH 7,4) incelenen nano-materyallerin zeta-
potansiyel degerleri.

NM (1X siRNA tampon, pH 7,5) ZP (mV)
FFA (0-62,5 pg/ml) -9,29+2.53
Ca?"-FFA (0-62,5 pg/ml) -3,51+3,38
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Sekil 4.16. FFA (A), Ca’>*-FFA (B) NM'lerin degisen derisimlerine kars1 30 dakika ve
20 saatlik inkiibasyon siiresinde NM-siRNA arasindaki etkilesime bagh
olarak zeta-potansiyeldeki degisim (1X siRNA tamponu 0,5 uM siRNA,
pH 7.,4; inkiibasyon siiresi: 30 dakika ve 20 saat; inkiibasyon sicakligi:
25°C).

Sekil 4.16 incelendiginde FFA (A) ve Ca’*'-FFA (B) NM’lerin tiim derisimlerinde

siRNA ile etkilesim sonrasi zeta-potansiyelde diisiis gozlemlendi. Inkiibasyon

stiresindeki degisimin, ciddi bir degisiklige sebep olmadigi goriildii. Ayrica bu
diisiistin artan NM derisiminden etkilenmedigi goriildii. Elde edilen sonuglar, FFA ve

Ca*"-FFA NM’leri ile inkiibasyon ortaminda siRNA arasinda bir komplekslesme

oldugunu ve stabilitenin de korundugunu gdstermektedir.
4.6 Agaroz Jel Elektroforezi

Nano-materyallerin siRNA 6rneklerine (Bcl-xL ve Mcl-1) baglanma yetenekleri yatay
agaroz jel elektroforezi ile incelendi. Bu amacla FFA ve Ca?"-FFA-NM’leri siRNA’lar
ile inkiibe edildi. Elde edilen elektroforegramlar Sekil 4.17°de verildi. Her bir
elektroforegram bandinin karsiligi Cizelge 4.6’da belirtildi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Sekil 4.17. Farkli derisimlerdeki FFA ve Ca*'-FFA nano-materyallerine sahip
siRNA'nin elektroforegrami (2 puM siRNA;1X siRNA tamponu, pH, 7,4:
NM’lerin siRNA ile inkiibasyon siiresi: 25°C’de 30 dakikadir.).
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Cizelge 4.6. Farkli derisimlerdeki FFA ve Ca’'-FFA nano-materyallerine sahip
siRNA'nin elektroforegram karsilig: (inkiibasyon siiresi: 30 dakika).

1 siRNA buffer+6x DNA loading Dye

2 siRNA (Mcl-1)

3 FFA (200,0 pg/mL)

4 siRNA (Mcl-1) + FFA (200,0 pg/mL)

5 FFA-Ca®" (200,0 pg/mL)

6 | Ca**-FFA (200,0 ng/mL)

7 siRNA (Mcl-1) + FFA (62,5 pg/mL)

8 siRNA (Mcl-1) + Ca®*-FFA (62,5 ug/mL)
9 siRNA (Mcl-1) + FFA (25,0 pg/mL)

10 | siRNA (Mcl-1) + Ca?*-FFA (25,0 pg/mL)
11 | siRNA (Bcl-xL)

12 | siRNA (Bcl-xL) + FFA (200,0 pg/mL)

13 | siRNA (Bcl-xL) + Ca*"-FFA (200,0 pg/mL)
14 | siRNA (Bcl-xL) + FFA (62,5 pg/mL)

15 | sSiRNA (Bcl-xL) + Ca?*-FFA (62,5 pg/mL)
16 | siRNA (Bcl-xL) + FFA (25,0 pg/mL)

17 | siRNA (Bcl-xL) + Ca®*-FFA (25,0 pg/mL)
18 | siRNA buffer+6x DNA loading Dye

Elde edilen sonuglar, FFA ve Ca*’-FFA nano-materyallerin siRNA &rnekleri ile
etkilesiminin bu genetik molekiiliin elektroforetik hareketliligini engellemedigini

gostermektedir.

4.7 Akis Sitometri Kullamilarak HT-29 ve Hela Kanser Hiicrelerine NM-siRNA

Komplekslerinin Internalizasyonu

NM-siRNA komplekslerinin farkli derisimlerinin HeLa ve HT29 hiicre hatlari ile 24
saatlik inkiibasyonu sonucunda internalizasyon derecesi iizerine etkisi Sekil 4.18’de

verilmistir.
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Sekil 4.18. Farkli derisimlerdeki FFA, Ca?>"-FFA-NM'lerin ntRNA ve siRNA
komplekslerinin HeLa(A) ve HT29(B) hiicrelerine internalizasyonu
(Hiicre etkilesim siiresi; 37°C’de 24 saat).
Sekil 4.18’de goriildiigii gibi sabit hiicre derisimine karst degisen NM komplekslerinin
hiicre internalizasyonu HeLa hiicrelerinde HT29 hiicrelerine gore nispeten yliksek
goriinse de genel olarak ortalama %2-4 arasindadir. Ca?"’lu komplekslerin hiicre
internalizasyonunda yalin komplekslere gore ¢ok yiiksek oranda olmasa da bir artig
oldugu goriilmektedir. Ayrica grafik incelendiginde NM’lerin siRNA molekiilleri ile
olan komplekslerinin HeLa ve HT29 hiicrelerine internalizasyonu, yalin siRNA
molekiillerine kiyasla kolaylastigi goriilmektedir. siRNA’nin iizerindeki, hiicre
internalizasyonunu zorlastiran negatif yiikiin, NM’ler ile olusturdugu komplekslerde
siddetinin diismesinden dolay1 hiicresel alimi artirdig1 diistiniilmektedir. Katyonik
nano-materyallerin siRNA’nin hiicre internalizasyonunu kolaylastirdig1 sdylenebilir

(Morille vd., 2008; Adesine ve Akala, 2015).
4.8 Tiimor Hiicrelerine Kars1 NM-siRNA Komplekslerinin Sitotoksisite Analizi

siRNA’lar ile kompleks olusturmus NM’lerin sitotoksik etkisini incelemek i¢in, HeLa
ve HT29 hiicre hatlar1 ile FFA ve Ca**-FFA-NM’lerin siRNA (Mcl-1 ve Bcl-xL)
kompleksleri 24 saat siire ile etkilestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.19°da

verilmigtir.
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Sekil 4.19. siRNA (Mcl-1 ve Bcl-xL)’lar ile muamele edilmis ve edilmemis FFA ve

Ca?"-FFA- NM’lerin HeLa (A-B) ve HT29 (C-D) tiimér hiicrelerinin
canlilig1 iizerine etkisi: NM derisimi: 0,88 pug/mL; Inkiibasyon siiresi: 24
saat; Sicaklik: 37°C.

Sekil 4.19°da goriilecegi gibi, Mcl-1 ve Bcl-xL siRNA'lar ile kompleks halindeki

NM’ler, 24 saatlik inkiibasyondan sonra HelLa ve HT29 tiimér hiicrelerinin

canliliginda azalmaya sebep olmustur. Sekil 4.17°deki hiicre internalizasyon

calismalarinin  sonuglariyla birlikte ele alindiginda Ca?* takili NM’lerin bazi

derisimlerde yalin NM’lere kiyasla daha diisiik bir internalizasyon derecesine sahip

olmasina ragmen Sekil 4.19’de goriildiigii gibi yiiksek bir hiicre 6liimiine sebep

olmaktadir. Bu durum iki sekilde agiklanabilir: (1) Ca*" takili NM’lerin yiizeyine
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susturucu ektili siRNA’larmn daha etkin baglanmasi, (2) Ca*" takili NM’lerin hiicreye
girmesi ile birlikte hiicre Ca** iyon dengesinin degisimi ve bu durumun da apoptozisi
tetiklemesi. Bu olas1 sonug ile ilgili literatiirde de pek cok ¢alisma mevcuttur (Orrenius

ve Nicotera, 1994; Guo vd., 2009; Sukumaran vd., 2021).

Tiimor hiicrelerinin NM olmaksizin siRNA’lar (Bel-xL, Mcl-1) ile 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliliginda %8-20 araliginda bir diisiis olurken, bu
azalma yalin ve Ca?" iyonlari takili NM’lerin siRNA’lar ile olusturdugu komplekslerin
varliginda sirasiyla %15-28 ve %19-36 olarak gerceklesmistir. Ortamda Ca®"
iyonlarinin varligr tiimor hiicre O6liimlerinde yaklasik olarak %4-8’lik bir fark
olusturmustur. Sonug olarak, Ca*" iyonlarinm bu tiir calismalarda siRNA tasiyici
yapilarin gerek yiizey ylkiinii dengelemede ve gerekse tiimor hiicrelerinin canliliginin

azaltilmasinda etkili oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

FFA dipeptitinin GA ile ¢apraz baglandigi FT-IR sonuclar ile belirlenmistir. Bu
sonuglara bakildiginda, dipeptitin -amin grubuna ve GA’nin serbest aldehit grubuna
ait piklerin, NM sentezi ile yok oldugu ve 6n goriildiigii sekilde ¢apraz baglanmanin

gerceklestigi ortaya konmustur.

Kirk sekiz saatlik optimum siirede sentezlenen FFA NM’lerinin ortalama boyutu 87,93
nm olup, hedeflenen sekilde NM’lerin %74’ {intin 100 nm ve altinda oldugu ortaya
konmustur. Ayrica PDI degeri 0,054 olarak hesaplanmistir. 0,1 den kiiclik olan bu

deger yapinin monodispers oldugunu gostermistir (Raval vd., 2019).

FFA NM’lerin yiizey yiikleri -20,1 mV iken Ca*" ile dekore edilen FFA NM’lerinin
ylzey yiiki +9,3 mV o6lclilmiistiir. Yalin FFA NM” indeki -amid gruplar iizerindeki
olas1 rezonans yapidan kaynakli negatif yiikiin, Ca** iyonlarinin ortama eklenmesiyle
once dengelenip ardindan pozitife kaydig: goriilmiistiir (Bozdogan vd., 2017). Nano-
materyaller elektrostatik etkilesimler sayesinde hiicre zarma yiiksek ilgi gosterebilir
(Bernfield vd., 1999). Hiicre zarlar1 biiylik negatif yiiklere sahiptir. Bu biiyiik negatif
ylik sayesinde negatif yiiklii nanoyapilarin hiicreye girisini engelleyebilir (Honary ve
Zahir, 2013). Pozitif yiliklii nanoyapilar, nétr veya negatif yiiklii yapilara gore tercihen
tiimorlii hiicreler tarafindan alinir ve daha uzun siire tutulur (Cafaggi vd., 2007; Yang

vd., 2009).

Korona olusumunda hem NM’lerin, boyutu, sekli, sahip oldugu yiiki, ylizey
modifikasyonlari, hidrofilik veya hidrofobik karakterde olmasi hem de biyo-nano
arayiiziindeki hidrodinamik, elektrostatik veya sterik kuvvetler etkili olabilmektedir
(Nel vd., 2009). Yapilan korona ¢alismalariyla farkli biyomolekiillerin (HSA, IgG ve
DNA) degisen miktarlarda NM’lere tutundugu ortaya konulmustur.

FFA ve Ca?*-FFA NM’lerin sitotoksik etkileri incelendiginde herhangi bir toksik etki
goriilmedigi gibi NM’ler biyouyumlu ve aminoasit temelli olduklarindan dolay1

hiicreler i¢in besin kaynagi olarak hiicre canliliginda artis sagladigi gortilmistiir.
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FFA ve Ca*-FFA NM’lerin farkli derisimlerinin siRNA (Bcl-xL ve Mcl-1)’lara
baglanabilirlikleri agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglara

bakildiginda etkilesimin gergeklestigi goriilmiistiir.

Farkli derisimlerdeki FFA ve Ca?’-FFA NM’lerin siRNA ile olusturduklart
komplekslerin HeLa ve HT29 kanser hiicrelerine 24 saatlik inkiibasyon sonucuna

bakildiginda bu hiicrelere internalize olduklar1 goriilmiistiir.

Ca?* ile Kkatyonize edilmis FFA-NM’lerin siRNA komplekslerinin diisiik
internalizasyona ragmen en yiiksek oranda hiicre Oliimiine sebep oldugu ortaya
konulmustur. Bu da Ca**-FFA-NM’lerin siRNA’larin yiizey yiikiinii degistirerek
hiicrelere girisini kolaylastirdigi ve hiicre icindeki Ca?* dengesini degistirerek
apoptozisi tetikledigi seklinde yorumlanmistir. Bununla birlikte Ca®* iyonunun FFA-
NM’i gibi ylizey yikii negatif olan yapilarin ylizey yikiinii ayarlamada ve

internalizasyon c¢aligmalarinda etkin bir ajan oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak, bu tez kapsamida FFA ve Ca**-FFA NM’leri sentezlenmis ve susturucu
roliindeki siRNA'’lara takilarak hiicre internalizasyonu gergeklestirilmistir. Bunun
neticesinde HeLa ve HT29 hiicre hatlarinda sebep oldugu dliimler, bu NM’lerin kanser
tedavisinde kullanimi i¢in umut verici oldugunu gostermistir. Ayrica halihazirda
kanser tedavisinde kullanilan sentetik ilaglar yerine bu ¢alismada kullanilan dipeptit
temelli nano-materyalin biyo-uyumlu olmasi da gelecekteki ¢caligmalar i¢in daha fazla
tercih edilmesine sebep olacagi diisiiniilmektedir. Daha ileri ¢aligmalarda hazirlanan
NM’lere susturucu siRNA’larla birlikte hedefleyici bir ajan ve hedef kanser
tedavisinde etkin rol oynayacak ilaglar takilarak kanserle daha etkin miicadele

gergeklestirme potansiyelinden dolay1 gelecek adina umut vadetmektedir.
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