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ABSTRACT 

 

Protein folding is a post-translational process where a newly synthesized polypeptide chain 

adopts a stable and functional three-dimensional structure through intermediate stages. Errors 

in this process can result in misfolded proteins, which are usually eliminated by the cell. 

However, when the removal system is overwhelmed, these proteins accumulate, forming 

aggregates. These aggregates can be amorphous or have organized amyloid-like β-sheet 

structures. These aggregates are linked to over 30 diseases, including cataracts caused by 

crystallin protein aggregates. Cataracts are a leading cause of blindness worldwide, 

predominantly affecting the elderly. Studies suggest that long-living individuals face a high 

risk of developing cataracts. 

Crystallins are classified into three groups—α, β, and γ—each with subclasses. Among these, 

human γD-crystallin is associated with cataracts and plays a crucial role in the disease's 

progression. Factors such as aging, mutations, and environmental stress cause γD-crystallin to 

aggregate in lens fiber cells. These aggregates scatter light, impairing the lens's ability to focus 

it on the retina, leading to poor vision. 

Currently, the only effective treatment is surgical replacement of the affected lens with an 

artificial one. However, challenges such as surgical side effects, limited access to facilities for 

surgery and costs associated with it, especially in developing countries, highlight the need for 

affordable and accessible alternatives. Developing a drug that can prevent or delay crystallin 

aggregation could be a potential solution. While some small molecules have shown promise in 

vitro, none have advanced to clinical trials. Similar approaches have been explored for other 

amyloid diseases, with some drugs undergoing clinical trials. Curcumin, quercetin and 

baicalein act as potent antiamyloidogenic and fibril destabilizing agents for SOD1 fibrils, and 

few others. Quercetin, baicalein, curcumin belongs to group of class known as polyphenols. 
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Polyphenols are natural occurring compounds which have antioxidant, anti-inflammatory 

properties. Due to these properties, polyphenols can act as potential drug for aggregation prone 

disease like cataract. Despite these properties, polyphenols have limitations such as less water 

solubility and prone to degradation and aggregation. These limitations can be overcome by 

encapsulation systems made up of biodegradable polymers like chitosan, TPP and PLGA. 

This thesis is entitled as "Polyphenol-Based Strategies to Inhibit γD-crystallin Aggregation and 

their Encapsulation for Improved Delivery”. 

The research aims to look at the aggregation of γD-crystallin established under different 

conditions, uncover a potential polyphenol for its inhibition followed by encapsulation of the 

polyphenol in biodegradable nanoparticles and finally using polyphenol loaded biodegradable 

nanoparticles as potential drug for disease like cataract. The thesis is organized into seven 

chapters, each addressing these objectives. 

Chapter 1: This chapter presents a review of the existing literature on protein and diseases 

caused by aggregation of proteins. It then discusses cataracts, with a specific focus on the role 

of crystallin protein aggregation in their development. It systematically explores the various 

factors contributing to crystallin aggregation while providing a detailed overview of the 

eye's components, including the structure, stability, and functions of different crystallin protein 

types. The chapter further discusses the encapsulation of polyphenols in chitosan- based 

nanoparticles. 

Finally, the chapter concludes by outlining the hypothesis and research objectives aimed at 

optimizing various condition for aggregation of γD-crystallin. Investigating a potential 

polyphenol for inhibition of aggregation of γD-crystallin and finally fabrication of polyphenol 

loaded nanoparticles. Study of these nano complex was done in a elaborate manner. At the end 

of this chapter, 



 

the origin of the scientific problem, objectives designed for this thesis, and outline of the 

research work performed were discussed. 

Chapter 2: This chapter details the chemicals procured for protein expression and purification 

aggregation-related experiments, emphasizing their relevance and application in the study. It 

also discusses the principles underlying the use of experimental and computational techniques 

employed in the research. Furthermore, the chapter provides comprehensive information about 

the various analyses performed, offering insights into the methodologies and their significance 

in finding a potential drug (polyphenol). Chapters 3-7 present all the experimental work done 

in this thesis. 

Chapter 3: In this chapter, fabrication and characterization of chitosan-based nanoparticles is 

discussed. Two set of nanoparticles CS-TPP NPs and CS-PLGA NPs were fabricated, and their 

characterization was done by biophysical techniques like TEM, DLS, SEM and few others. 

Parameters like encapsulation efficiency and loading efficiency was also calculated for both 

polyphenol loaded nanopartilces. 

Chapter 4: In the current work, we carried out an in-depth investigation of the effect of 

polyphenol loaded nano-formulations on the aggregation of γD-crystallin. At first, the protein 

was allowed to form amorphous aggregates under denaturating conditions. Several polyphenols 

were then tried to inhibit the aggregation of the protein. Amongst the polyphenols tested, most 

effective polyphenol are found to be resveratrol and quercetin. Since polyphenols are prone to 

degradation, they were encapsulated in chitosan nanoparticles in order to provide an ambient 

condition for them to function effectively. The loading efficiency and release kinetics of 

polyphenols were subsequently tested. Finally, the efficacy of resveratrol/quercetin loaded 

chitosan nanoparticles as inhibitors for γ-D-crystallin aggregation were confirmed in a series of 

experiments demonstrating the potency of thesystem in the prospective therapeutic 

intervention of eye ailments associated with self-assembly of γ-D-crystallin proteins. 
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Chapter 5: Human eyes get exposed to UV light which can be caused by environmental changes 

like ozone depletion and global warming. Exposure to UV light can be a cause of cataract, one 

of the ocular diseases which may cause vision impairment. In our present study, we have carried 

out an extensive examination of polyphenols as inhibitors for UV-induced aggregation of γD-

crystallin. On exposure to UV-C light, γD-crystallin forms fibrils instead of amorphous 

aggregates. Various polyphenols were tested as inhibitors, out of these quercetin, baicalein, and 

caffeic acid were found to be effective. As polyphenols are insoluble in water, 

nanoencapsulation was tried to enhance their bioavailability. CS-TPP and CS-PLGA 

encapsulating systems were considered as they form biodegradable nano-capsules. Out of three 

polyphenols (quercetin, baicalein, and caffeic acid), quercetin forms nanocarriers of smaller 

sizes, a must for crossing corneal/retinal barrier. Quercetin nanocarriers were considered as an 

effective system that could be used for therapeutic application. For these nanocarriers, 

encapsulation efficiency, and polyphenol release kinetics were studied. CS- PLGA NPs were 

found to have better loading efficiency for quercetin than CS-TPP NPs. 

Chapter 6: It has been found that in cataractous lens, concentration of metal ions like copper 

is increased significantly as compared to a healthy lens. γ-D crystallin is one of the more 

abundant proteins in the core of the lens. Experimentally, it has been found that metal ions like 

Cu2+ causes nonamyloid aggregation of γ-D crystallin. Using techniques like turbidity assay, 

CD spectroscopy, ANS binding study and microscopic techniques like TEM , we show here that 

Cu+2 form nonamyloid aggregates. Polyphenols, like quercetin, can act as potential inhibitor for 

these metal-based aggregates. However, polyphenols are associated with a drawback, that is, 

less solubility and stability in water. To overcome this drawback, nano carriers loaded with 

quercetin were employed to act as inhibitors.s
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Chapter 7 (Future aspects and conclusion): In this chapter briefly future aspects and 

conclusions from research carried out during this thesis are discussed. Future aspects 

involve toxicity studies, crossing of retinal barriers and few other cell culture studies. 
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                                                                     एब्सट्र ैक्ट 

 

प्रोटीन फोल्डिंग एक अनुवाद के बाद की प्रक्रिया है जहााँ एक नई सिंशे्लक्रित पॉलीपेप्टाइड श्रिंखला मध्यवती चरणोिं के माध्यम से 

एक ल्िर और कायाात्मक क्रि-आयामी सिंरचना को अपनाती है। इस प्रक्रिया में िुक्रटयोिं के पररणामस्वरूप गलत मोड़ वाले प्रोटीन 

हो सकते हैं, क्रजन्हें आमतौर पर कोक्रिका द्वारा समाप्त कर क्रदया जाता है। हालािंक्रक, जब हटाने की प्रणाली अक्रििूत हो जाती है, 

तो ये प्रोटीन जमा हो जाते हैं, क्रजससे समुच्चय बनते हैं। ये समुच्चय अनाकार हो सकते हैं या अमाइलॉइड जैसी β-िीट 

सिंरचनाओिं को व्यवल्ित कर सकते हैं। ये समुच्चय 30 से अक्रिक बीमाररयोिं से जुडे़ हुए हैं, क्रजनमें क्रिस्टलीन प्रोटीन समुच्चय के 

कारण होने वाला मोक्रतयाक्रबिंद िी िाक्रमल है। मोक्रतयाक्रबिंद दुक्रनया िर में अिंिेपन का एक प्रमुख कारण है, जो मुख्य रूप से बुजुगों 

को प्रिाक्रवत करता है। अध्ययनोिं से पता चलता है क्रक लिंबे समय तक जीक्रवत रहने वाले व्यल्ियोिं को कम से कम एक बार 

मोक्रतयाक्रबिंद होने का उच्च जोल्खम होता है। 

क्रिस्टक्रलन को तीन समूहोिं में वगीकर त क्रकया गया है-α, β, और γ-प्रते्यक उपवगा के साथ। इनमें से, मानव γD-क्रिस्टलीन 

मोक्रतयाक्रबिंद से जुड़ा हुआ है और रोग की प्रगक्रत में महत्वपूणा िूक्रमका क्रनिाता है। उम्र बढ़ने, उत्पररवतान और पयाावरणीय तनाव 

जैसे कारक γD-क्रिस्टलीन को लेंस फाइबर कोक्रिकाओिं में एकक्रित करने का कारण बनते हैं। ये एकक्रित प्रकाि को क्रबखेरते हैं, 

क्रजससे लेंस की रेक्रटना पर ध्यान कें क्रित करने की क्षमता कम हो जाती है, क्रजससे दृक्रि खराब हो जाती है। 

वतामान में, एकमाि प्रिावी उपचार एक कर क्रिम लेंस के साथ प्रिाक्रवत लेंस का िल्य क्रचक्रकत्सा प्रक्रतिापन है। हालािंक्रक, सक्रजाकल 

साइड इफेक्ट, सजारी के क्रलए सुक्रविाओिं तक सीक्रमत पहुिंच और इससे जुड़ी लागत, क्रविेि रूप से क्रवकासिील देिोिं में, सस्ती 

और सुलि क्रवकल्ोिं की आवश्यकता को उजागर करती हैं। एक ऐसी दवा क्रवकक्रसत करना जो क्रिस्टलीन एकिीकरण को रोक 

सके या देरी कर सके, एक सिंिाक्रवत समािान हो सकता है। जबक्रक कुछ छोटे अणुओिं ने इन क्रवटर ो में आिाजनक प्रदिान क्रकया 

है, कोई िी नैदाक्रनक परीक्षणोिं के क्रलए उन्नत नही िं है। अन्य अमाइलॉइड रोगोिं के क्रलए इसी तरह के तरीकोिं का पता लगाया गया 

है, क्रजसमें कुछ दवाओिं का नैदाक्रनक परीक्षण क्रकया जा रहा है। करकू्यक्रमन, के्वरसेक्रटन और बैकाक्रलन एसओडी1 फाइक्रिल और 

कुछ अन्य के क्रलए िल्ििाली एिं टीमाइलोइडोजेक्रनक और फाइक्रिल अल्िर करने वाले एजेंटोिं के रूप में काया करते हैं। 

के्वसेक्रटन, बैकाक्रलन, करकू्यक्रमन पॉलीफेनोल्स के रूप में जाने जाने वाले वगा के समूह से सिंबिंक्रित हैं।  

पॉलीफेनोल प्राकर क्रतक यौक्रगक हैं क्रजनमें एिं टीऑक्सीडेंट, एिं टी-इिंफे्लमेटरी गुण होते हैं। इन गुणोिं के कारण, पॉलीफेनोल 

मोक्रतयाक्रबिंद जैसी एकिीकरण प्रवण बीमारी के क्रलए सिंिाक्रवत दवा के रूप में काया कर सकते हैं। इन गुणोिं के बावजूद, 

पॉलीफेनॉल में पानी की कम घुलनिीलता और क्षरण और एकिीकरण की सिंिावना जैसी सीमाएाँ  होती हैं। इन सीमाओिं को 

क्रचटोसन, टी. पी. पी. और पी. एल. जी. ए. जैसे बायोक्रडगे्रडेबल पॉक्रलमर से बने एनकैपु्सलेिन क्रसस्टम द्वारा दूर क्रकया जा सकता 

है।  

इस थीक्रसस का िीिाक है "पॉलीफेनॉल-आिाररत रणनीक्रतयााँ γD-क्रिस्टलीन एकिीकरण और बेहतर क्रवतरण के क्रलए उनके 

एनकैपु्सलेिन को रोकने के क्रलए"  

िोि का उदे्दश्य क्रवक्रिन्न पररल्िक्रतयोिं में िाक्रपत γD-क्रिस्टलीन के एकिीकरण को देखना, इसके अवरोि के क्रलए एक सिंिाक्रवत 

पॉलीफेनॉल को उजागर करना, उसके बाद बायोक्रडगे्रडेबल नैनोकणोिं में पॉलीफेनॉल का कैपू्सलेिन और अिंत में मोक्रतयाक्रबिंद 

जैसी बीमारी के क्रलए सिंिाक्रवत दवा के रूप में पॉलीफेनॉल से िरे बायोक्रडगे्रडेबल नैनोकणोिं का उपयोग करना है। थीक्रसस को 

सात अध्यायोिं में व्यवल्ित क्रकया गया है, क्रजनमें से प्रते्यक इन उदे्दश्योिं को सिंबोक्रित करता है।  

अध्याय 1: यह अध्याय प्रोटीन और प्रोटीन के एकिीकरण के कारण होने वाली बीमाररयोिं पर मौजूदा साक्रहत्य की गहन समीक्षा 

प्रसु्तत करता है। इसके बाद यह मोक्रतयाक्रबिंद पर चचाा करता है, क्रजसमें उनके क्रवकास में क्रिस्टलीन प्रोटीन एकिीकरण की 

िूक्रमका पर क्रविेि ध्यान क्रदया जाता है। यह व्यवल्ित रूप से क्रिस्टलीन एकिीकरण में योगदान देने वाले क्रवक्रिन्न कारकोिं की 

खोज करता है, जबक्रक क्रवक्रिन्न क्रिस्टलीन प्रोटीन प्रकारोिं की सिंरचना, ल्िरता और कायों सक्रहत आिंख के घटकोिं का क्रवस्तरत 

अवलोकन प्रदान करता है। इस अध्याय में आगे क्रचटोसन-आिाररत नैनोकणोिं में पॉलीफेनोल्स के आवरण के बारे में चचाा की गई 

है।  

अिंत में, अध्याय γD-क्रिस्टलीन के एकिीकरण के क्रलए क्रवक्रिन्न ल्िक्रतयोिं को अनुकूक्रलत करने, γD-क्रिस्टलीन के एकिीकरण के 

अवरोि के क्रलए एक सिंिाक्रवत पॉलीफेनॉल की जािंच करने और पॉलीफेनॉल से िरे नैनोकणोिं के क्रनमााण के उदे्दश्य से पररकल्ना 

और अनुसिंिान उदे्दश्योिं को रेखािंक्रकत करके समाप्त होता है। इन जक्रटल प्रक्रियाओिं का अध्ययन क्रकया गया। इस अध्याय के अिंत 

में, वैज्ञाक्रनक समस्या की उत्पक्रि, इस िोि प्रबिंि के क्रलए तैयार क्रकए गए उदे्दश्योिं और क्रकए गए िोि काया की रूपरेखा पर चचाा 

की गई।  

अध्याय 2: यह अध्याय प्रोटीन अक्रिव्यल्ि और िुल्िकरण एकिीकरण से सिंबिंक्रित प्रयोगोिं के क्रलए प्राप्त रसायनोिं का क्रववरण 

देता है, अध्ययन में उनकी प्रासिंक्रगकता और अनुप्रयोग पर जोर देता है। यह अनुसिंिान में क्रनयोक्रजत प्रयोगात्मक और 
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कम्प्यूटेिनल तकनीकोिं के उपयोग के अिंतक्रनाक्रहत क्रसिािंतोिं पर िी चचाा करता है। इसके अलावा, यह अध्याय क्रकए गए क्रवक्रिन्न 

क्रवशे्लिणोिं के बारे में व्यापक जानकारी प्रदान करता है, जो सिंिाक्रवत दवा खोजने में कायाप्रणाली और उनके महत्व के बारे में 

अिंतदृाक्रि प्रदान करता है (polyphenol).  

अध्याय 3-7 इस थीक्रसस में क्रकए गए सिी कायों को प्रसु्तत करता है।  

अध्याय 3: इस अध्याय में, क्रचटोसन-आिाररत नैनोकणोिं के क्रनमााण और लक्षण वणान पर चचाा की गई है। नैनोपाक्रटाकल्स सीएस-

टीपीपी एनपी और सीएस-पीएलजीए एनपी के दो सेट बनाए गए थे, और उनका लक्षण वणान जैविौक्रतकीय तकनीकोिं जैसे 

टीईएम, डीएलएस, एसईएम और कुछ अन्य द्वारा क्रकया गया था।  

अध्याय 4: वतामान काया में, हमने γD-क्रिस्टलीन के एकिीकरण पर पॉलीफेनॉल लोडेड नैनो-फॉमूालेिन के प्रिाव की गहन 

जािंच की। सबसे पहले, प्रोटीन को असिंतरप्त ल्िक्रतयोिं में अनाकार समुच्चय बनाने की अनुमक्रत दी गई थी। इसके बाद प्रोटीन के 

एकिीकरण को रोकने के क्रलए कई पॉलीफेनोल्स की कोक्रिि की गई। परीक्षण क्रकए गए पॉलीफेनोल्स में, सबसे प्रिावी 

पॉलीफेनोल रेसवेराटर ोल और के्वरसेक्रटन पाए जाते हैं। चूिंक्रक पॉलीफेनॉल क्षरण के क्रलए प्रवण होते हैं, इसक्रलए उन्हें प्रिावी ढिंग से 

काया करने के क्रलए एक पररवेिी ल्िक्रत प्रदान करने के क्रलए उन्हें क्रचटोसन नैनोकणोिं में समाक्रहत क्रकया गया था। बाद में 

पॉलीफेनोल्स की लोक्रडिंग दक्षता और ररलीज कैनेटीक्स का परीक्षण क्रकया गया। अिंत में, γD-क्रिस्टलीन एकिीकरण के क्रलए 

अवरोिक के रूप में रेसवेराटर ोल/के्वरसेक्रटन से िरे क्रचटोसन नैनोपाक्रटाकल्स की प्रिावकाररता की पुक्रि γD-क्रिस्टलीन प्रोटीन के 

स्व-सिंयोजन से जुड़ी आिंखोिं की बीमाररयोिं के सिंिाक्रवत क्रचक्रकत्सीय हस्तके्षप में प्रणाली की िल्ि का प्रदिान करने वाले प्रयोगोिं 

की एक श्रिंखला में की गई।  

अध्याय 5: ओजोन परत की कमी और ग्लोबल वाक्रमिंग जैसे िक्रमक पयाावरणीय पररवतानोिं के कारण, मानव आिंखें यूवी प्रकाि के 

सिंपका  में आती हैं। यू. वी. प्रकाि के सिंपका  में आना मोक्रतयाक्रबिंद का कारण हो सकता है, जो नेि रोगोिं में से एक है जो दृक्रि हाक्रन 

का कारण बन सकता है। हमारे वतामान अध्ययन में, हमने γD-क्रिस्टलीन के यूवी-पे्रररत एकिीकरण के क्रलए अवरोिकोिं के रूप 

में पॉलीफेनोल्स की व्यापक जािंच की है। यूवी-सी प्रकाि के सिंपका  में आने पर, γD-क्रिस्टलीन अनाकार समुच्चय के बजाय 

फाइक्रिल बनाता है। क्रवक्रिन्न पॉलीफेनोल्स का अवरोिकोिं के रूप में परीक्षण क्रकया गया, क्रजनमें से के्वरसेक्रटन, बैकाक्रलन और 

कैक्ऱिक एक्रसड प्रिावी पाए गए। चूिंक्रक पॉलीफेनॉल पानी में अघुलनिील होते हैं, इसक्रलए उनकी जैव उपलब्धता बढ़ाने के क्रलए 

नैनोएनकैपु्सलेिन का प्रयास क्रकया गया। सीएस-टीपीपी और सीएस-पीएलजीए एनकैपु्सलेक्रटिंग क्रसस्टम पर क्रवचार क्रकया गया 

क्योिंक्रक वे बायोक्रडगे्रडेबल नैनो-कैपू्सल बनाते हैं। तीन पॉलीफेनोल्स (के्वरसेक्रटन, बैकाक्रलन और कैक्रफक एक्रसड) में से के्वरसेक्रटन 

छोटे आकार के नैनोकैररयर बनाता है, जो कॉक्रनायल/रेक्रटना की बािा को पार करने के क्रलए आवश्यक है। के्वसेक्रटन नैनोकैररयसा 

को एक प्रिावी प्रणाली के रूप में माना जाता था क्रजसका उपयोग क्रचक्रकत्सीय अनुप्रयोग के क्रलए क्रकया जा सकता था। इन 

नैनोकैररयसा के क्रलए, कैपु्सलेिन दक्षता और पॉलीफेनॉल ररलीज कैनेटीक्स का अध्ययन क्रकया गया था। सीएस-पीएलजीए एनपी 

में सीएस-टीपीपी एनपी की तुलना में के्वरसेक्रटन के क्रलए बेहतर लोक्रडिंग दक्षता पाई गई।  

अध्याय 6: यह पाया गया है क्रक मोक्रतयाक्रबिंद लेंस में, स्वि लेंस की तुलना में तािंबे जैसी िातु की सािंिता में काफी वरल्ि होती है। 

γ-D क्रिस्टलीन लेंस के मूल में अक्रिक प्रचुर मािा में पाए जाने वाले प्रोटीनोिं में से एक है। प्रायोक्रगक रूप से, यह पाया गया है क्रक 

Cu + 2 जैसे िातु आयन γ-D क्रिस्टलीन के गैर-अमाइलॉइड एकिीकरण का कारण बनते हैं। टक्रबाक्रडटी परख, सीडी 

से्पक्टर ोस्कोपी, एएनएस बाइिंक्रडिंग अध्ययन और टीईएम जैसे सूक्ष्म अध्ययनोिं जैसी तकनीकोिं का उपयोग करके, हम यहािं क्रदखाते 

हैं क्रक कू्य + 2 गैर-अमाइलॉइड समुच्चय बनाता है। के्वरसेक्रटन जैसे पॉलीफेनोल्स, इन िातु-आिाररत समुच्चयोिं के क्रलए सिंिाक्रवत 

अवरोिक के रूप में काया कर सकते हैं। हालािंक्रक, पॉलीफेनोल्स समस्या से जुडे़ होते हैं, यानी पानी में कम घुलनिीलता और 

ल्िरता। इस कमी को दूर करने के क्रलए, के्वरसेक्रटन से िरे नैनो वाहकोिं को अवरोिक के रूप में काया करने के क्रलए क्रनयोक्रजत 

क्रकया गया था।  

अिंत में, अध्याय 7, िक्रवष्य के पहलू और क्रनष्किा,  

इस अध्याय में इस िोि प्रबिंि के दौरान क्रकए गए िोि के िक्रवष्य के पहलुओिं और क्रनष्किों पर सिंके्षप में चचाा की गई है।  
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