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Figure A. DOX release curves of the mPEG-oxime-DOX and mPEG-peptide-oxime-DOX obtained at pH
7.4 and pH 5.0

Purpose: In this study, it was aimed to assess the physicochemical and doxorubicin (DOX) release properties
of a PEGylated TAT-derived peptide carrier system as a preliminary investigation.

Theory and Methods:

TAT-derived peptide with a sequence of G2RQR3QR3G2S was synthesized using Fmoc strategy in solid state.
mPEG-COOH (Mn = 1900 Da) was conjugated to N-terminus of the peptide on the resin. DOX was conjugated
to the mPEG-peptide conjugate via acid labile oxime bond. DOX-release, self-assembly, and stability
properties of the resultant drug delivery system (DDS) denoted as mPEG-peptide-oxime-DOX were evaluated
at pH 5.0 and pH 7.4 and compared with those of the control DDS lack of peptide sequence, mPEG-oxime-
DOX. Drug release profiles of the DDSs were obtained using dialysis method. Size distribution and stability
of the DDSs were determined via dynamic light scattering.

Results:

MALDI-TOF-MS analysis results indicated that both the peptide and the conjugate were synthesized
successfully. For mPEG-oxime-DOX, pH dependent DOX release was obtained confirming pH responsive
property of oxime bond. mPEG-peptide-oxime-DOX seemed to exhibit quite low DOX release (~10-15 %)
for both pH, which suggested possible interactions between DOX and the peptide preventing DOX to pass
through dialysis membrane. Initial median size (D50) value of the mPEG-oxime-DOX was measured as ~24
nm independent of pH. For mPEG-peptide-oxime-DOX, D50 values were obtained as ~3 nm and ~6 nm at pH
5.0 and pH 7.4, respectively and indicated its pH controlled aggregation behavior. Sizes of both DDSs, tended
to increase upon incubation at physiological conditions for 1 day.

Conclusion:

Comparison of the stability behavior of the similar mPEG-DOX and mPEG-peptide-DOX conjugates
developed in our group indicated that longer PEG chains should be used to enhance the stability of these kinds
of DDSs.
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ONECIKANLAR
e  Yiiksek verimli kat1 faz peptit ve PEG konjugasyonu
e  pH’ya duyarl ilag tagiyici sistemlerinin hazirlanmasi
o  Kendiliginden diizenlenen nanoyapilarin olusumu

Makale Bilgileri OZET

Aragtirma Makalesi Bu ¢alismada, PEG ile konjuge edilmis TAT tiirevi hiicre delici peptit (G2RQR3QR3G2S) bazli doksorubisin (DOX)

Gelis: 03.10.2019 tastyici sisteminin gelistirilmesi ve tastyici sistemin ilag salim, kendiliginden diizenlenme ve stabilite 6zelliklerinin

Kabul: 29.02.2020 incelenmesi amaglanmigtir. mPEG-peptit-oksim-DOX olarak isimlendirilen ila¢ tasiyict sisteminin
hazirlanmasinda molekiiler agirligi 1900 Da olan metoksipolietilen glikol (mPEG) kullanilmigtir. DOX, mPEG-

DOI: peptit tasiyict sistemine asit parcalanabilir oksim bag ile baglanmistir. Peptidin, tastyici sistemin fizikokimyasal

ve DOX salim 6zelliklerine etkisini degerlendirmek igin peptit igermeyen kontrol ilag tasiyici sistemi de (mPEG-
oksim-DOX) sentezlenmistir. mPEG-oksim-DOX, 54 h sonunda pH 5,0 ve pH 7,4’te sirasiyla yaklasik %68 ve
%28 DOX salimi ile pH programli bir DOX salimi sergilemistir. Diger taraftan, mPEG-peptit-oksim-DOX i¢in her
iki pH degerinde de oldukca diisiik DOX salimi (yaklasik %10-15) elde edilmis ve bu davranisin nedeni DOX ile

10.17341/gazimmtd.629183

Anahtar Kelimeler:

TAT tiirevi peptit, peptit arasindaki muhtemel etkilesimler olarak ngériilmiistiir. mPEG-oksim-DOX’in baglangigtaki medyan boyut
ilag tagtyici sistemleri, degeri (D50) pH’tan bagimsiz, yaklagik 24 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Buna karsin, mPEG-peptit-oksim-DOX igin,
kendiliginden diizenlenme, peptit dizinindeki arjininler arasindaki itme kuvvetleri nedeniyle, oldukga diisiik D50 degerleri (pH 5,0 ve pH 7,4
doksorubisin, icin sirastyla ~3 nm ve ~6 nm) elde edilmistir. Her iki ilag tastyici sisteminin boyutlar fizyolojik kosullarda 1 giin
polietilen glikol boyunca inkiibasyon sonunda artma egilimi gostermis ve mPEG-peptit-oksim-DOX ve mPEG-oksim-DOX

sistemlerinin stabilitesini artirmak icin daha uzun PEG zincirlerinin kullanilmasinin gerekli oldugu 6ngoriillmiistiir.

Evaluation of a PEG-endosome disruptive peptide conjugate as a potential doxorubicin
delivery system

HIGHLIGHTS

Solid phase peptide and PEG conjugation with high efficiency
e  Preparation of pH sensitive drug delivery systems

e Formation of self-assembled nanostructures

Article Info ABSTRACT

Research Article In this study, it was aimed to develop a doxorubicin (DOX) carrier system based on a PEGylated TAT-derived cell

Received: 03.10.2019 penetrating peptide (G2RQR3QR3G2S) and to investigate drug release, self-assembly and stability properties of the

Accepted: 29.02.2020 carrier system. In the preparation of the drug delivery system, denoted as mPEG-peptide-oxime-DOX,
methoxypolyethylene glycol (mPEG) with My=1900 Da was used. DOX was attached to the mPEG-peptide carrier

DOI: system via acid cleavable oxime bond. Control drug delivery system, lack of the peptide (mPEG-oxime-DOX) was

- also synthesized to assess the effect of the peptide on the physicochemical and DOX release properties of the carrier
10.17341/gazimm{fd.629183 system. mPEG-oxime-DOX exhibited a pH programmed DOX release with respective % DOX release values of
~68% and ~28% at pH 5.0 and at pH 7.4 at the end of 54 h. For the mPEG-peptide-oxime-DOX, on the other hand,
quite low DOX release (~10-15 %) was observed for both pH values suggesting possible interactions between DOX
and the peptide. Initial median size value (D50) of the mPEG-oxime-DOX was measured as ~24 nm, independent

Keywords:
TAT-derived peptide,

drug delivery systems, of pH. However, for the mPEG-peptide-oxime-DOX, quite lower D50 values (~3 nm and ~6 nm at pH 5.0 and pH

self-asse.m.bly, 7.4, respectively) were obtained due to the repulsions between the arginines in the peptide sequence. Sizes of both

doxorubicin, drug delivery systems, tended to increase upon incubation at physiological conditions for 1 day suggesting that

polyethylene glycol longer PEG chains should be used to enhance the stability of the mPEG-peptide-oxime-DOX and mPEG-oxime-
DOX systems.
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Coklu ilag direnci (CID) kemoterapinin etkisini azaltan en
biiyiikk sorunlardan biridir ve hiicre i¢i ila¢ alikonmasinin
diisik olmasi, hiicre digina ilag akisginin artmasi,
detoksifikasyon sistemlerinin aktivitesi, gelismis DNA
onarim mekanizmalar1 ve kusurlu apoptoz gibi nedenlerle
ortaya ¢ikmaktadir. Kanser hiicrelerindeki ¢oklu ilag
direncinin kemoterapi ilaglarini hiicreden disar1 pompalayip
hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonunu azaltan P-glikoproteinlerin
(P-gp) asir1 ekspresyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir [1-
5]. Tlacin serum dozunun artirilmasi ¢oklu ilag direncine bir
¢Oziim olsa da ayn1 zamanda normal dokular tizerinde de
toksik etkilerin agiga c¢ikmasi kaginilmazdir. Bu nedenle,
CID’nin iistesinden gelmek icin hizli ilag salim yapabilen,
lizozomal kagis1 saglayan ve P-gp ekspresyonunu engelleyen
yeni ilag tastyict sistemleri gelistirilmektedir [4, 6, 7].

Yaygin olarak arastirilan ilag tastyici sistemi gruplarindan
biri, tiimor hiicrelerindeki pH degisimini kullanan pH’ya
duyarli sistemlerdir. Kati tiimdrlerde pH degerleri
sitoplazma, endozom ve lizozom igin sirasiyla 6,8-7,2, 5-6
ve 4,5-5,5 olarak belirtilmistir [8-10]. Bu ilag tasiyici
sistemlerinin fizyolojik pH degerinde stabilitesini korumasi
beklenirken, asidik hiicre i¢i bélmelerde hizli bir sekilde ilag
salimin1 tetikleyecek sekilde tasarimi yapilmistir. Bu
sistemler, genellikle amin veya karboksilik asit gruplar1 gibi
iyonize olabilen fonksiyonel gruplarin yapiya eklenmesi
veya asit parcalanabilir bag kullanilarak pH’ya duyarli hale
getirilmektedir [11-13]. Yapilan c¢aligmalarda, pluronik
polimerleri, D-a-tokoferil polietilen glikol siiksinat (TPGS),
siklodekstrin ve kurkumin gibi P-gp inhibitorlerini igeren
pH’ya duyarli sistemlerin CID etkisini biiyiik 6l¢iide azalttig
gosterilmistir [ 14-16]. Lipidler, pH’ya duyarli ve endozomal
tamponlayici polimerler ile katyonik hiicre delici peptitler
gibi endozom pargalayict o6zelligi olan molekiiller,
cogunlukla niikkleik  asit  tasiyici sistemlerinde
kullanilmaktadir [17-19]. Ayrica, bu tip endozomolitik
ajanlarin  kanser hiicrelerinin CID etkisinin iistesinden
geldigi de ispatlanmugstir [20]. Ornegin, hiicre delici peptit-
ilag konjugatlarinin serbest ilaca kiyasla direncli hiicrelere
kars1 ¢ok daha fazla toksik etki gostermesi bu konjugat
sistemlerinin ¢oklu ila¢ direncini tersine ¢evirme
potansiyelini agik bir sekilde ortaya koymaktadir [21, 22].
Peptit-ilag  konjugatlarinin ~ diisiik  plazma  omri,
uygulamalarim1  siirlandirsa da  bu  eksikligin  ‘PEG
konjugasyonu’ olarak adlandirilan polietilen glikol ile
kimyasal modifikasyon ile giderilmesi miimkiindiir [23, 24].
Bu caligmada, PEG ile konjuge edilmis TAT tiirevi hiicre
delici peptit ve asit pargalanabilir oksim bagi igeren DOX
tastyict sistemi hazirlanmistir. mPEG-peptit-oksim-DOX
olarak isimlendirilen bu sistemin potansiyelini belirlemek
icin ilag salimi, kendiliginden diizenlenme ve stabilite
ozellikleri belirlenmis ve peptit dizini icermeyen mPEG-
oksim-DOX sisteminin 6zellikleri ile karsilastirilmistir. Bu
calismanin sonuglari, kanser tedavisi igin yeni nesil pH’ya
duyarl1 peptit-polimer bazli ilag salim sistemlerinin tasarimi
icin 6dnemli bilgiler vermistir.

2. MATERYAL VE YONTEM
(MATERIALS AND METHODS)

2.1. Materyaller (Materials)

Farkli fonksiyonel formlarda metoksipolietilen glikol
hazirlamak i¢in polietilen glikol monometileter (mPEG-OH,
M;:1900 Da, Alfa Aesar), Sigma Aldrich’ten satin alinan
siilfiirik asit, molekiiler elek zeolit 44, krom oksit (Cr03),
aseton, izopropil alkol, dietil eter (DEE), dimetil siilfoksit
(DMSO), diklorometan (DCM)), trietilamin (TEA) ve asetik
anhidrit kullanilmigtir. Model anti-kanser ilac1 olarak segilen
doksorubisin.HC1 (DOX) Medkoo Biosciences firmasindan
temin edilmistir. Kat1 faz peptit sentezi (SPPS) i¢in diisiik
fonksiyonel grup kapasitesine sahip rink amid MBHA
recinesi (NovaBiochem), dimetil formamid (DMF, Sigma
Aldrich) ve piperidin  (Acros) kullanilmigtir. N,N-
diizopropiletilamin (DIEA), 1-[bis(dimetilamino) metilen]-
1H-1,2,3-triazolo[4,5-b] pirdinyum 3-oksit hekzaflorofosfat
(HATU), O-(1H-6-klorobenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronyum hekzaflorofosfat (HCTU), ve Fmoc-
LGIn(Trt)-OH Carl Roth firmasindan satin almmustir. Peptit
sentezinde korumali amino asit olarak Fmoc-Ser(tBu)-OH
(Aldrich), Fmoc-L-Gly-OH ve Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH
(NovaBiochem) kullanilmigtir. Peptidi re¢ineden ayirma ve
koruma gruplarinin uzaklastirma reaksiyonlarinda, sentez
kalitesinde trifloroasetik asit (TFA, Sigma Aldrich), anisol,
tiyoanisol (Carl Roth) ve 1,2-etanditiol (EDT, Fluka)
kullanilmigtir. Tampon ¢ozeltiler, sodyum fosfat monobazik,
sodyum fosfat dibazik, sodyum kloriir, sodyum hidroksit
(Sigma Aldrich), asetik asit ve hidroklorik asit (Merck) ile
hazirlanmigtir. Fourier doniisimlii kizilotesi (FTIR) ve
niikkleer —manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi
analizlerinde orneklerin hazirlanmasinda sirastyla FTIR
spektroskopisi kalitesinde potasyum bromiir (KBr, Sigma
Aldrich) ve détero-kloroform (CDCls, Merck) kullanilmugtir.

2.2. Yontemler (Methods)

2.2.1. mPEG-oksim-DOX sentezi
(Synthesis of the mPEG-oxime-DOX)

mPEG-oksim-DOX konjugatinin sentezinin ilk agamasinda,
mPEG-OH Albright Goldman oksidasyon reaksiyonu
kullanilarak metoksipolietilen glikol aldehite (mPEG-COH)
yiikseltgenmistir. ikinci asamada ise, DOX’in amin grubu
ve mPEG-COH’in aldehit grubu arasindaki Schiff baz
olusum reaksiyonu ile model anti-kanser ilact DOX, mPEG
aldehite baglanmistir.

mPEG-COH molekiilii, Lin ve arkadaglar1 (1994) tarafindan
uygulanan yonteme benzer bir sekilde sentezlenmistir [25].
Reaksiyona baglamadan 6nce, DMSO aktiflestirilmis zeolit
4A iizerinde kurutulmustur. 2,0 g (~1,05 mmol) vakumla
kurutulmus mPEG-OH, 8,82 mL DMSO igerisinde ¢6ziiliip
0,218 mL (2,3 mmol) asetik anhidrit ilave edilmistir. Cozelti,
oda sicakliginda 30 h boyunca karistirilmis ve daha sonra,
soguk DEE iizerinde ¢okeltilip santrifiijlenmistir. DCM
icerisinde ¢oziillen ¢okelti yeniden DEE’de ¢okeltilip
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santrifiijlenmis ve bu islem iki kez tekrar edilmistir. Son
olarak, izole edilen ¢okelti oda sicakliginda vakum etiiviinde
kurutulup -20°C’de muhafaza edilmistir. Verim = %74;
FTIR: v = 1242, 1280, 1342, 1468, 2889 cm' (C-H
titresimleri), v = 3450 em™ (OH gerilmesi), v = 1113 cm’!
(C-O-C titregimleri), v = 1738 cm™' (C=0 gerilmesi); 'H
NMR (400 MHz, CDCL): 6 = 3,38 ppm (3H, -OCHj3), 8 =
3,65 ppm ([4xn]H, [CH:CH:Ol.), & = 4,16 ppm (2H,
CH,CHO), 8 = 5,55 ppm (1H, mPEG-OH), & = 9,70 ppm
(1H, w, mPEG-COH); M, (‘H NMR) = 2156 Da; % aldehit
fonksiyonel grubu = %70.

mPEG-o0ksim-DOX sentezinde, 20 mg mPEG-COH (0,0105
mmol) ve 8,7 mg (0,015 mmol) DOX.HCI 2 mL DMSO
igerisinde ¢Oziilmiis ve 6,3 pL TEA ilave edilmistir. Elde
edilen ¢ozelti, 40°C ve 150 rpm’de 24 h boyunca
calkalanmigtir. Daha sonra, ¢6zelti soguk DEE iizerinde
cokeltilip santrifiijlenmistir. Cokelti, renksiz yikama
cozeltisi elde edilene kadar DEE ile yikanmis ve santrifiijle
izole edilmistir. Daha sonra, mPEG-oksim-DOX
konjugatinda kalan DEE ¢eker ocakta buharlagtirilmistir. En
son asamada ise Ornek, deiyonize suda ¢oziilmiis,
liyofilizasyon islemine tabi tutulmus ve -20°C’de
saklanmugtir. Verim = %80; % DOX igerigi: %067.

2.2.2. mPEG-peptit-oksim-DOX sentezi
(Synthesis of the mPEG-peptide-oxime-DOX)

mPEG-peptit-oksim-DOX  konjugati
adimlar1 kullanarak sentezlenmistir:

asagida  verilen

¢ Jone oksidasyonu yontemiyle karboksilik asit fonksiyonel
grubuna sahip mPEG (mPEG-COOH) hazirlanmasi

¢ Kat1 faz peptit sentezi ve regine iizerinde mPEG-COOH’in
peptit ile konjugasyonu

e Albright-Goldman oksidasyonu kullanilarak aldehit
formunda mPEG-peptit (mPEG-peptit-COH) konjugatinin
sentezi

e Doksorubisinin mPEG-peptit-COH’ye konjugasyonuyla
mPEG-peptit-oksim-DOX elde edilmesi

mPEG-COOH, Lele ve Kulkarni (1998) tarafindan
geligtirilen yontem kullanilarak hazirlanmistir [26]. 7 g (0,07
mol) krom oksit (CrO3)50 mL deiyonize su iginde ¢oziillip
karisima yavas yavas 6,1 mL H,SOsilave edilmis ve 10 min
boyunca buzlu su banyosunda karistirilip Jone ajani
hazirlanmigtir. Tipik bir oksidasyon reaksiyonunda, 50 mL
aseton i¢inde 5 g mPEG-OH (~0,0025 mol) ¢6ziilmiis ve bu
cozeltiye oda sicakligma getirilmis 2,125 mL Jone ajant
eklenmistir. Cozelti, gece boyunca oda sicakliginda
karistirildiktan sonra reaksiyonu sonlandirmak i¢in 1,25 mL
izopropil alkol eklenmistir. mPEG tiirevlerini izole etmek
icin Once ¢ozeltideki krom tuzu ¢okeltileri filtre edilmistir.
Kalan krom tuzlarmi adsorbe etmek igin filtrelenmis
cozeltiye 0,5 g aktif karbon eklenmis ve ¢ozelti 2 h
karigtirilmigtir. Daha sonra, aktif karbon filtrelenmis ve
adsorpsiyon islemi renksiz bir ¢ozelti elde edilene kadar
tekrarlanmistir. Cozelti i¢indeki asetonun biiyiik bir kismi,
doner buharlagtirict ile giderilmis ve polimer, petri kabi

1606

icinde kurutularak katilagtirilmigtir. Son olarak, katilagmis
iriinde  kalan  ¢oziici  vakum  altinda  40°C’de
buharlastirilmistir. Verim = %64; FTIR: v = 1242, 1280,
1342, 1468, 2889 cm™! (C-H titresimleri), v = 3450cm™' (OH
gerilmesi), v= 1113 cm™' (C-O-C titresimleri), v = 1749 cm
' (C=0 gerilmesi); '"H NMR (400 MHz, CDCls): § = 3,38
ppm (3H, -OCHj3), & = 3,64 ppm ([4xn]H, [CH:CH0],), 6 =
4,16 ppm (2H, CH,COOH; M, (‘H NMR) = 2191 Da; %
karboksilik asit fonksiyonel grubu = %70.

G2RQR3QR3G,S  dizinine sahip peptit, katt faz peptit
sentezinde ~ (SPPS)  Fmoc  stratejisi  kullanilarak
sentezlenmistir. Reaksiyon AAPTEC Focus XI model
otomatik peptit sentezi cihazi tizerinde gerceklestirilmistir.
Fmoc koruyucu gruplari, re¢ineyi DMF iginde hacimce
%20’1ik piperidin ¢ozeltisine tabi tutarak uzaklastirilmstir.
Her bir aminoasit i¢in ¢ift eslesme reaksiyonu uygulanmustir.
Bu reaksiyonlarda organik baz olarak DIEA, eslesme ajani
olarak da birinci ve ikinci eslesme reaksiyonlarinda sirastyla
HCTU ve HATU kullanilmistir. Aminoasitlerin eklenmesi
tamamlandiktan sonra, sentezlenen peptidin analizleri i¢in
re¢inenin yaklagik dortte biri ayrilmistir. Peptidin PEG
konjugasyonu, kalan recine iizerinde mPEG-COOH ile
peptidin N-terminalindeki amin grubunun HATU ve DIEA
destekli reaksiyonu ile gergeklestirilmistir.  Sentez
tamamlandiktan sonra, recine DCM ile yikanip oda
sicakliginda vakum etiiviinde kurutulmustur. Peptidin ve
mPEG-peptit konjugatinin regineden ayirma ve koruyucu
gruplarmi uzaklagtirma reaksiyonlart %90 TFA, %5
tiyoanisol, %3 EDT ve %2 anisol igeren kokteyl kullanilarak
gerceklestirilmistir. Daha sonra, regine filtre edilip siv1 faz
soguk DEE fizerine ¢okeltilmistir. Cokelti DEE ile yikanip
santrifiijlenmis ve bu islem ii¢ kez tekrarlanmistir. izole
edilmis peptit ve mPEG-peptit konjugat1 igerigindeki DEE
oda  sicakliginda azot gaz1  akist  kullanilarak
buharlastirilmistir. Elde edilen iiriinler deiyonize su iginde
¢Oziilmiis, dondurularak kurutulmus ve -20°C’de muhafaza
edilmistir. Aldehit fonksiyonel grubuna sahip mPEG-peptit,
mPEG-COH sentezine benzer bir sekilde DMSO-asetik
anhidrit oksidasyonu ile sentezlenmistir. Bu reaksiyonda,
peptit dizinindeki serinin hidroksil grubu aldehite
oksitlenmistir. 30 mg (0,00815 mmol) vakumla kurutulmus
mPEG-peptit, 2 mL kurutulmus DMSO igerisinde ¢oziiliip
tizerine 2 pL (0,0188 mmol) asetik anhidrit ilave edilmistir.
Cozelti oda sicakliginda 30 h boyunca karistirilmustir.
mPEG-peptit tiirevleri, DEE iizerine ¢oktiirme ydntemiyle
izole edilmistir (Verim = %76). Son asamada, doksorubisin
Sekil 1’de verilen Schiff bazi olusumuyla mPEG-peptit
konjugatinin aldehit grubuna konjuge edilmistir. Yaklasik 9
mg (0,0025 mmol) mPEG-peptit-COH ve 2,5 mg (0,004
mmol) DOX.HCI, I mL DMSO igerisinde ¢oziildiikten sonra
22 uL TEA eklenmis ve mPEG-oksim-DOX konjugatinin
sentezinde kullanilan yontem takip edilmistir. Verim = %72;
% DOX igerigi = %77.

2.3. Karakterizasyon (Characterization)

FTIR analizleri, Shimadzu IR Prestige-21 FTIR-8400S
model spektrofotometrede, KBr pellet teknigi kullanilarak
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Sekil 1. mPEG-peptit-oksim-DOX sentezinin reaksiyon semasi (Reaction scheme of the synthesis of the mPEG-peptide-oxime-DOX)

yapilmistir. "H NMR spektrumlari, Varian Vamr 400 model
cihaz kullanilarak alinmig ve veriler, ACDLAB 12, 1D NMR
Processor yazilimi yardimiyla analiz edilmistir. Peptidin ve
mPEG-peptit konjugatinin molar kiitlelerini belirlemek igin
matris ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus
zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF) kullanilmistir.
Bu analizler Gebze Teknik Universitesi Kiitle Analiz
Laboratuvar ve Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Biyolojik
Kiitle Spektrometresi ve Proteomik Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. flac tastyici sistemlerinin DOX icerikleri
onceki ¢alismamizda kullanilan yontem ile belirlenmistir
[27]. Orneklerin DOX salim profilleri, diyaliz metodu
kullanilarak elde edilmistir. Deiyonize su igerisinde 2
mg/mL derisiminde hazirlanan 6rnekler, pH 5,0’te 20 mM
asetik asit ve 300 mM NaCl igeren 2 x asetat tampon veya
pH 7,4’te 20 mM fosfat ve 300 mM NaCl igeren 2 x fosfat
tampon (2 x PBS) ile iki kat seyreltildikten sonra 0,5 ml
alimip molekiil agirligi ayirma simirt (MWCO) 3,5 kDa olan
diyaliz membraninin i¢ine transfer edilmistir. Membran,
12,5 mL tampon ¢dzelti (pH 5,0’te 1 x acetate tamponu veya
pH 7,4’te 1 x fosfat tamponu) igeren cam sisenin igine
yerlestirilmistir. Cozeltiler, 37°C ve 150 rpm'de ¢alkalanarak
inkiibe edilmis ve belirli zaman araliklarinda (1 h, 2 h, 3 h, 6
h, 24 h, 30 h, 48 h, 54 h), 105 pL 6rnek alinarak yerine esit
hacimde tampon ¢o6zeltisi eklenmistir. Her salim profili i¢in
iki bagimsiz deney gergeklestirilmistir. Ortama salinan
DOX’in zamana bagli derisim degerleri, floresans
spektroskopisi yontemiyle belirlenmistir. Floresans emisyon
siddeti Olgiimleri VarioSkan Flash Multimode Reader
(Thermo Scientific) model mikroplaka {izerinde 590 nm’de

gerceklestirilmistir.  Eksitasyon dalga boyu 480 nm’ye
ayarlanmstir.

mPEG-0ksim-DOX ve mPEG-peptit-oksim-DOX
konjugatlarinin boyut dagilimlar1 Malvern ZetaSizer Nano
ZS model cihaz kullanilarak belirlenmistir. Orneklerin her
biri, derisimi 2 mg/mL olacak sekilde deiyonize su iginde
¢Oziilmiis ve pH 5,0’te 2 x asetat tamponu veya pH 7,4’te 2
x PBS ile iki kat seyreltilmistir. 0,2 pm gdzenek boyutunda
siringa  filtresi ile filtrelenen Orneklerin  korelasyon
fonksiyonlar1 hazirlandiktan hemen sonra ve 37°C'de bir giin
boyunca inkiibe edildikten sonra elde edilmistir. Orneklerin
zamana bagli boyut dagilimlar1 CONTIN yontemine gore
belirlenmis, D10, D50 ve D90 degerleri ii¢ o6l¢iimiin
ortalamasi alinarak hesaplanmigtir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA
(RESULTS AND DISCCUSSION)

3.1. mPEG Tiirevierinin Yapisal Karakterizasyonu
(Structural Characterization of the mPEG Derivatives)

Aldehit ve karboksilik asit fonksiyonel grubuna sahip mPEG
tiirevleri (mPEG-COH ve mPEG-COOH) sirasiyla mPEG-
oksim-DOX ve mPEG-peptit sentezinde kullanilmigtir. Her
iki fonksiyonel mPEG tiirevinin hazirlanmasinda mPEG-OH
kullanilmigtir. mPEG-OH ve mPEG-COH 6rneklerinin
FTIR spektrumlar1 Sekil 2’de gosterilmistir. Aldehit
fonksiyonel grubunun olusumu 1738 cm’! dalga sayisinda
gozlenen karbonil gerilme bandiyla teyit edilmistir.
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Sekil 2. (a) mPEG-OH ve (b) mPEG-COH 6rneklerinin FTIR spektrumlari
(FTIR spectra of the (a) mPEG-OH and (b) mPEG-COH samples)

'"H NMR analizi, mPEG tiirevlerinin molar kiitlelerinin ve
fonksiyonel grup yiizdelerinin belirlenmesinde
kullanilmistir. mPEG-OH, mPEG-COH ve mPEG-COOH
orneklerinin '"H NMR spektrumlari sirastyla Sekil 3, 4 ve 5°te
verilmigtir. Biitiin 6rneklerde 3,65 ppm ve 3,38 ppm
civarinda goriilen pikler, sirastyla polietilen oksidin

2R
I

00254 !

0.0204

T
0.0154

Siddet

0010

00054

Ly GAASIRALA) bbb RACES Wb LA kbl be) AR b M MY bk |
s & ¢ & &5 4 3 2

Kimyasal kayma (ppm)

Sekil 3. mPEG-OH 6rneginin '"H NMR spektrumu
("H NMR spectrum of the mPEG-OH sample)
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Sekil 4. mPEG-COH &6rneginin 'H NMR spektrumu
("H NMR spectrum of the mPEG-COH sample)
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Sekil 5. mPEG-COOH 6rneginin 'H NMR spektrumu
(*H NMR spectrum of the mPEG-COOH sample)

omurga protonlar1 ([CH>CH-0],) ve ug grubundaki metoksi
protonlarma (-OCH3) karsilik gelmektedir. Bu iki pikin
alanlarinin karsilagtirilmasiyla mPEG-OH, mPEG-COH ve
mPEG-COOH o6rneklerinin molar kiitleleri sirastyla 2120
Da, 2156 Da ve 2191 Da olarak elde edilmistir. mPEG-COH
orneginin NMR spectrumunda 4,16 ppm civarinda gézlenen
pik, aldehit grubunun yanindaki karbona bagli 2 protonun
(CH,CHO) kimyasal kaymasi dolayisiyladir. Bu pikin
alaninin  metoksi protonlarinin pikinin alanina orani
kullanilarak 6rnegin aldehit fonksiyonel grup miktar1 %70
olarak belirlenmistir. Aldehit protonunun ¢oziiciideki
doteryum ile hizli bir sekilde degismesi sonucu 9,70
ppm’deki aldehit protonuna ait kimyasal kaymanin siddeti
oldukga diisiik olarak gozlenmistir. mPEG-COOH 6rneginin
karboksilik asit fonksiyonel grubunun yiizdesini belirlemek
icin karboksilik asit grubuna komsu karbona bagli protonlara
(CH>COOH) ait 4,16 ppm civarinda gozlenen pikin alani
metoksi protonlarinin  kimyasal kaymasinin alanina
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oranlanmustir. Karboksilik asit fonksiyonel grubu miktari
%70 olarak bulunmustur. mPEG-COOH o&rneginin FTIR
spectrumu  Sekil 6a’da verilmis ve karboksilik asit
fonksiyonel grubu, 1749 c¢m' dalga sayisinda gozlenen
karbonil gerilme bandinin olusumuyla da teyit edilmistir.

3.2. TAT Tiirevi Peptidin ve mPEG-Peptit Konjugatinin

Karakterizasyonu
(Characterization of the TAT-Derived Peptide and the mPEG-Peptide
Conjugate)

Bu caligmada kullanilan G>RQR3QR3G,S dizinine sahip
peptidin tasariminda, endozom parcalayici 6zellige sahip
TAT peptidinin 48. ve 57. amino aminoasitleri arasindaki
GRKKRRQRRR dizinininden esinlenilmistir. Gelistirilen
bu peptidin  C-terminalindeki  serin, doksorubisin
konjugasyonunu saglamak i¢in kullanilmigstir. Serin amino
asidi,  yapisindaki  hidroksil ~ grubunun  aldehite
donistiirtildikten sonra doksorubisindeki amin grubuyla
reaksiyonu sonucunda asidik ortamda bozunur oksim bagi
elde etmek i¢in dizine eklenmigtir. N-terminalinde yer alan
ve C-terminalinde serinden once gelen glisinler, PEG ve
DOX konjugasyonu sirasindaki sterik engellemeleri
azaltmak amaciyla tercih edilmistir. TAT peptidinin orijinal
dizinindeki KK grubundaki amin gruplar1 DOX konjugasyon
reaksiyonuna miidahil olabilecegi i¢in bu iki lizin, benzer
bazik Ozelliklerde fakat aldehit grubuyla reaksiyona
girmeyen RQ amino asitleriyle degistirilmis ve PEPFOLD3
yazilimiyla bu degisikligin peptidin sarmal ikincil yapisini
bozmadig: teyit edilmistir [28]. Peptidin PEG konjugasyonu

kat1 fazda, yani re¢ine {izerinde gerceklestirilmistir. Peptidin
ve mPEG-peptit konjugatinin ikincil yapisini belirlemek ve
safliklarin1 dogrulamak i¢in sirastyla FTIR ve MALDI-TOF-
MS analizleri uygulanmistir. mPEG-COOH, peptit ve
mPEG-peptit konjugatinin FTIR spektrumlar1 Sekil 6’da
verilmistir. mPEG-peptidin FTIR spektrumunda hem
karakteristik PEG titresimleri hem de peptidin amid bantlar1
acikca goriilmektedir. Peptit ve mPEG-peptit i¢in amid I
bandi sirasiyla 1664 cm! ve 1666 cm™ dalga sayilarinda
gozlenmistir. Bu degerler hem peptit hem de konjugatin
sarmal, temel olarak ise 3-10 heliks ikincil yapiya sahip
oldugunu isaret etmektedir [29]. Dolayisiyla, peptit
dizinindeki KK amino asitleri RQ ile degistirilse de teorik
olarak tahmin edildigi gibi sarmal yapmin korundugu
deneysel olarak gosterilmistir. Ayrica, literatiirdeki diger
calismalarda da gozlendigi iizere, N-terminal PEG
konjugasyonunun peptit ve polipeptitlerin temel ikincil
yapisini ¢ok degistirmedigi sonucuna varilmigtir [30, 31].

Peptit ve mPEG-peptit konjugatinin MALDI-TOF kiitle
spektrumlar1 sirastyla Sekil 7a ve Sekil 7b’de verilmistir.
Peptidin kiitle spektrumunda, monoisotopik kiitle piki,
(M+H)*, 1682,3 Da’da ve teorik (M+H)" degerine (M =
1680,9 Da) ¢ok yakin olarak gozlenmistir. Bu sonug,
peptidin basarili bir gsekilde sentezlendigini gostermektedir.
mPEG-peptit konjugatinin spektrumunda ise (M+H)" piki,
PEG’in polidispersitesi nedeniyle merkezi 3543 Da
civarinda genig bir pik olarak elde edilmistir. Bu deger
mPEG-peptidin teorik molar kiitlesine ( 3582 Da = 1682 Da
+ 1900 Da) olduk¢a yakindir. Konjugatin spektrumunda
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Sekil 6. (a) mPEG-COOH, (b) peptit ve (¢) mPEG-peptit 6rneklerinin FTIR spektrumlari
(FTIR spectra of the (a) mPEG-COOH, (b) peptide and (c) mPEG-peptide)
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1682 Da m/z degerinde peptide ait pik goézlenmemistir.
Merkezi 1728 Da civarinda gozlenen pikler konjugatin
(M+2H)*" degerlerine karsilik gelmektedir. Dolayistyla,
mPEG ve peptit konjugasyonu yiiksek bir verimle
gerceklestirilmisgtir.

3.3. DOX Konjuge Edilmis Ila¢ Taswici Sistemlerinin

Karakterizasyonu
(Characterization of the DOX-Conjugated Drug Delivery Systems)

mPEG-o0ksim-DOX ve mPEG-peptit-oksim-DOX’in, pH 5,0
ve pH 7,4’te DOX salim profilleri Sekil 8’de verilmistir.
mPEG-o0ksim-DOX’in maksimum % DOX salim degerleri
pH 5,0 ve pH 7,4 igin sirasiyla %62,3 + 0,2 ve %28,7 + 1,6
olarak elde edilmistir. Bu sonug ilacin asit parcalanabilir
oksim bagi ile kontrol edilen pH programlanmis salimini
gostermektedir. Zhang ve arkadaslar1 (2016) tarafindan
gelistirilen mPEG2000-oksim-DOX sistemi i¢in de benzer

300 -
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“r 100
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ilag salim profili elde edilmistir [32]. Grubumuz tarafindan
gelistirilen bir bagka asit parcalanabilir bag olan hidrazon
bagt iceren mPEGS5000-DOX sistemi ise pH 5,0’te bu
caligmada sentezledigimiz mPEG-oksim-DOX sistemine
gore daha diisiik % DOX salimi sergilemistir [33]. Bu fark,
baglarin stabilitesindeki ve/veya mPEG molekiillerinin
zincir uzunlugundaki farklarla agiklanabilir.

Ote yandan, mPEG-peptit-oksim-DOX, pH'tan bagimsiz
olarak oldukga diigiik (~%15) DOX salim1 gergeklestirmistir.
Bu sonug, mPEG-oksim-DOX sistemiyle dogrulanan oksim
baginin asitle pargalanabilme 6zelligi dikkate alindiginda,
salinan DOX’in peptitle fiziksel etkilesimleri (katyon-n
etkilesimleri ve/veya hidrojen bagi) dolayisiyla tastyict
sistemde kaljp membrandan gegememesi seklinde
aciklanabilir. Nitekim son zamanlarda yapilan bir ¢alismada
DOX’in insan serum albiimininin igerigindeki arjininle

hidrojen bagi olusturabilecegi gosterilmistir [34]. Bu
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Sekil 7. (a) Peptit ve (b) mPEG-peptit drneklerinin MALDI-TOF-MS sonuglari
(MALDI-TOF-MS results of the (a) peptide and (b) mPEG-peptide samples)
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mPEG-oksim-DOX, pH 5,0
mPEG-oksim-DOX, pH 7,4
mPEG-peptit-oksim-DOX, pH 5,0
mPEG-peptit-oksim-DOX, pH 7,4
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Sekil 8. pH 7,4 ve pH 5,0’te mPEG-oksim-DOX ve mPEG-peptit-oksim-DOX’in DOX salim egrileri
(DOX release curves of the mPEG-oxime-DOX and mPEG-peptide-oxime-DOX obtained at pH 7.4 and pH 5.0)
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hipotezi dogrulamak i¢in, ila¢ salimi HPLC sistemi
kullanilarak izlenmelidir. pH 5,0 ve pH 7,4’te mPEG-oksim-
DOX ve mPEG-peptit-oksim-DOX’in zamana bagli boyut
dagilimlari, ilag tasiyict sistemlerinin tampon ¢dzeltide
¢oziildiikten hemen sonra ve 37°C’de 24 h siireyle inkiibe
edilmesinin ardindan belirlenmistir. mPEG-oksim-DOX igin
pH 5,0 ve pH 7,4’de elde edilen sonuglar sirasiyla Sekil 9a
ve Sekil 9b’de verilmistir. D10, D50 ve D90 degerleri Tablo
1’de ozetlenmistir. pH 7,4 ve pH 5,0’te mPEG-oksim-
DOX’in baslangigtaki D50 degerleri (medyan boyutu)
strastyla 23 = 2 nm ve 24 + 4 nm olarak elde edilmistir. Molar
kiitlesi 1900 Da olan PEG’nin yaklagtk 2,6 nm olarak
hesaplanan hidrodinamik ¢ap1 dikkate alindiginda, olgiilen
boyut degerleri, mPEG zincirine DOX konjugasyonunun
kendiliginden diizenlenmeyi tetikledigini gostermistir.
Grubumuzda daha once gelistirilen mPEG5000-hidrazon-
DOX ve mPEGS5000-amid-DOX sistemlerinin ortalama
boyut degerleri sirasiyla 8 = 1 nm ve 17 + 2 nm olarak elde
edilmistir [27, 33]. Bu ¢aligmada sentezlenen mPEG-oksim-
DOX’in daha biiyiik boyut degerleri daha kisa mPEG
zincirine sahip olmasina baglanabilir. Zhang ve arkadaslart
(2016) tarafindan gelistirilen mPEG2000-0ksim-DOX’in
ortalama boyutu bu ¢alismada hazirlanan mPEG1900-
oksim-DOX’in boyutundan ¢ok daha yiiksek, yaklasik 160
nm olarak 6l¢iilmiistlir [32]. Bu boyut farkinin, 6rneklerin
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derigimlerindeki ve 6rnek hazirlama yontemleri arasindaki
farklar dolayisiyla oldugu 6ngoriillmektedir.

Bir giin boyunca, 37°C’de inkiibasyonun ardindan, mPEG-
oksim-DOX’in medyan boyut degerleri pH 5,0 ve pH 7,4’te
sirastyla 36 = 2 nm ve 57 £ 4 nm’ye yiikselmistir. Bu
sonuglar, kendiliginden diizenlenen yapilarin yiiksek
sicaklikta (37°C) molekiiler hareketliliginin artmasiyla zincir
degisimi yoluyla birbiriyle etkilesime girerek daha biiyiik
yapilar olusturmasiyla agiklanabilir. Diger yandan,
mPEG5000-hidrazon-DOX ve mPEG5000-amid-DOX’in
baslangigta olusan kiimelenmis yapilarinin  boyutlari
fizyolojik kosullarda 24 h inkiibasyondan sonra 6nemli
olgiide degismemistir [27, 33]. Bu ¢aligmalarin sonuglart
karsilastirildiginda, kararli doksorubisin tagiyict sistemi elde
etmek icin 1900 Da molar kiitleye sahip mPEG zincirinin
yeterli olmadigi ve daha yiiksek molar kiitleye sahip mPEG
zincirinin gerekli oldugu dngoriilmiistiir. pH 7,4 ve pH 5,0°te
Ol¢iilen peptit iceren mPEG-peptit-oksim-DOX sisteminin,
boyut dagilimlar1 Sekil 10°da verilmistir. D10, D50 ve D90
degerleri Tablo 2’de ozetlenmistir. Hazirlanan 6rneklerin
medyan biiyiikliikleri, pH 5,0 ve pH 7,4 i¢in sirasiyla 3 + 0,4
nm ve 6 = | nm olarak elde edilmistir. pH 5,0’te elde edilen
boyut degeri, PEG1900’iin hidrodinamik ¢ap degerine ¢ok
yakin olarak elde edilmistir. Bununla birlikte, pH 7,4’te
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Sekil 9. (a) pH 5,0 ve (b) pH 7,4’te mPEG-oksim-DOX’in boyut dagilimlart
(Size distributions of the mPEG-oxime-DOX at (a) pH 5.0 and (b) pH 7.4)

Tablo 1. mPEG-oksim-DOX’in D10, D50 ve D90 degerleri (D10, D50 and D90 values of the mPEG-oxime-DOX)

mPEG-oksim-DOX, pH 5,0

mPEG-oksim-DOX, pH 7,4

Baslangic 1. glin Baslangic 1. glin
D10 (nm) 17+2 24+ 1 16+ 1 38+3
D50 (nm) 24+4 36+2 23+£2 57+4
D90 (nm) 50+7 71+4 53+4 108 +7
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Tablo 2. mPEG-peptit-oksim-DOX’in D10, D50 ve D90 degerleri
(D10, D50 and D90 values of the mPEG-peptide-oxime-DOX)

mPEG-peptit-oksim-DOX, pH 5,0

mPEG-peptit-oksim-DOX, pH 7,4

Baslangic 1. giin Bagslangic 1. glin
D10 (nm) 2+0,3 NA 5+0,5 8+0,5
D50 (nm) 3+£0,4 NA 6=+1 11+1
D90 (nm) 6=+1 NA 13+1 22+2

boyut degerlerinin iki katina ¢ikmasi, mPEG-peptit-oksim-
DOX’in kiimelenme egiliminde oldugunu gostermektedir.
Bu boyut degerleri, mPEG-oksim-DOX sisteminin
boyutlariyla karsilagtirildiginda oldukea diisiiktiir. Bu fark,
peptit igeren tasiyict sistemi igerigindeki pozitif yikli
arjininler arasindaki itme kuvvetleri dolayisiyladir. pH
degerine  bagli  olarak mPEG-peptit-oksim-DOX’in
kiimelenme durumundaki degisim ise, DOX’in iyonlagsma
durumu ile agiklanabilir. Doksorubisinin amin (—NH;) ve
fenol (Ar—OH) gruplar igin sirasiyla 7,84 ve 10,04’te iki
pKa degerine sahip oldugu belirtilmistir [35]. Bu degerlere
gore, pH arttikca doksorubisinin daunosamin grubunun
deprotonasyonu artmaktadir. Bir baska deyisle, pozitif yiikli
daunosamin popiilasyonu azalmaktadir. Dolayisiyla, DOX
molekiilleri arasindaki itme kuvvetlerinin ndtral pH
degerinde azalmasi mPEG-peptit-oksim-DOX’in pH 7,4’te
gozlenen kendiliginden diizenlenme egilimine katkida
bulunmaktadir.

—pH 7,4: Baslangi¢
400 F —pH 5,0: Baslangi¢ -

200 | .

Hacim Dagilim
(e}

———pH 7,4: 1. giin
400 -
200 | k
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Sekil 10. mPEG-peptit-oksim-DOX’in boyut dagilimi
(Size distribution of the mPEG-peptide-oxime-DOX)

Ote yandan, pH 5,0’te ise pozitif yiiklii arjininlere pozitif
yiiklii daunosamin gruplarinin eklenmesiyle artan itme
kuvvetleri, kiimelenmis yapilarin olusumunu azaltmaktadir.
Her ne kadar oksim bagmimn pH hassasiyeti diyaliz metodu
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kullanilarak algilanamasa da mPEG-peptit-oksim-DOX
sisteminin daunosamin grubunun yiikiiyle kontrol edilen pH
hassasiyetine sahip oldugunun gosterilmesi de bu ¢aligmanin
bir diger 6nemli bulgusudur. 37°C’de 1 giin inkiibasyon
sonunda mPEG-peptit-oksim-DOX 6rneginin pH 7,4
tampon ¢ozeltisinde Olgiilen boyutu tipki mPEG-oksim-
DOX orneginde gozlendigi gibi artma egilimi gostermistir.
pH 5,0’te ise 6l¢lim alinamamustir.

4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Bu ¢alismada, mPEG-peptit-oksim-DOX konjugati bazli ilag
tagiyic1 sistemi sentezlenmis, kendiliginden diizenlenme,
ila¢ salim ve stabilite 6zellikleri mPEG-oksim-DOX olarak
adlandirilan peptit icermeyen kontrol ilag tagtyici sisteminin
ozellikleriyle karsilagtirilmistir. DOX, asit pargalanabilir
oksim bagi ile her iki ilag tasiyict molekiile baglanmustir.
Peptit sentezi ve peptidin PEG konjugasyonu regine iizerinde
gerceklestirilmistir. Peptidin ve PEG-peptit konjugatinin
safliklan MALDI-MS ile dogrulanmistir. flag tasiyici
sistemlerinin DOX salim profilleri, pH 5,0 ve pH 7,4 te elde
edilmistir. mPEG-oksim-DOX, asidik pH'ta oksim baginin
bozulmasi nedeniyle notral sartlara gore daha fazla miktarda
DOX salimi yaparak pH duyarlilign gdstermistir. Ote yandan,
mPEG-peptit-oksim-DOX’in pH'tan bagimsiz olarak az
miktarda DOX salimi yapmasi, DOX’in tasiyict sistemdeki
peptit ile olasi etkilesimlerinden dolayr diyaliz
membranindan ortama gecememesine baglanmigtir. mPEG-
oksim-DOX’in boyut dagilim sonuglar1 kendiliginden
diizenlenen yapilarin olustugunu gostermektedir. Hem pH
5,0 hem de pH 7.4 degerinde, mPEG-peptit-oksim-DOX
konjugat1 i¢in mPEG-oksim-DOX sistemine gore daha
diisiik boyutlar elde edilmistir ve peptit dizisinde bulunan
arjininler arasindaki itme kuvvetleriyle aciklanmigtir.
Bununla birlikte, pH 5,0 ve pH 7,4’te alinan boyut verileri,
mPEG-peptit-oksim-DOX konjugatinin icerigindeki
doksorubisine ait daunosamin grubunun iyonizasyonu ile
kontrol edilebilen pH’ya duyarli bir tagiyici sistemi oldugunu
isaret etmektedir. Fizyolojik sartlarda bir giinliik inkiibasyon
sonunda, her iki ilag tastyict sisteminin boyutlarinda artma
egilimi gdzlenmistir. Grubumuzda gelistirilen benzer
kendiliginden diizenlenen kararli mPEG-DOX konjugatlari
ile Kkarsilastirilinca, fizyolojik kosullarda ilag tasiyici
sistemlerinin stabilitesini saglamak i¢in konjugasyonda
kullanilan mPEG molekiiliiniin 1900 Da’dan daha yiiksek
molar kiitleye sahip olmasi gerektigi sonucuna varilmustir.
Bundan sonraki c¢aligmalarda, peptide hidrofobik
aminoasitler eklenip ila¢ tasiyici sisteminin kiimelenme
egilimi artirilacak ve daha uzun mPEG zincirleri
kullanilacaktir. Ayrica, yapisindaki pozitif yiiklii arjininler
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sayesinde mPEG-peptit-oksim-DOX’in niikleik asit tastyict
sistemi olarak kullanilmasi da miimkiindiir.
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