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Selektif MAO-B inhibitérii  Selejilin  Yiikli PLGA-b-PEG
Nanopartikillerin Hazirlanmasi ve Beta-Amiloid Fibrillerle
Etkilesiminin Incelenmesi

ipek BAYSAL
0z

Alzheimer hastaligi (AH), beynin hipokampus ve korteks bdlgelerinde geri
doénlgsumsuz ndron kaybi ile ortaya ¢ikan nérodejeneratif bir hastaliktir. Hastaligin
molekller mekanizmasi aclk olmamakla birlikte AH’nda, neokorteksin
ekstraselller sinaptik bosluklarinda amiloid beta proteinlerinin birikerek plaklar
olusturdugu ve ndron dejenerasyonuna yol actigi 6ne surulmektedir. AH'nda
monoamin oksidaz-B (MAO-B) duzeyinin arttigi; bu aktivite sonucu agiga c¢ikan
oksidanlarin nérodejenerasyona yol actigi; MAO-B inhibitorlerinin nérodejeneratif
hastaliklarda sinirsel dejenerasyonu engelledigi bildiriimigtir. Bir MAO-B inhibitoru
olan selejilinin, AH'nda beynin dopamin reseptdrlerince zengin olan bdlgesinde
etkiyerek hastaligin gelisimini yavaslattigi 6ne surulmekte; ancak periferik yan
etkileri bulunan bilesigin dogrudan beyne hedeflenmesi ile ilgili yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. MAO-B inhibitérlerinin  AH'Inda B-amiloid fibril ve plak
olusumunu engelledigi konusunda da yeni ¢alismalar vardir. Bu ¢alismanin amaci,
selektif MAO-B inhibitoru olan Selejilini kan beyin engelini agsmak Uzere hazirlanan
PLGA-b-PEG nanopartikullerine yutklemek; yuklu partikdllerin B-amiloid fibrilleri
destabilize edici etkisini in vitro kosullarda incelemek; partikullerin in vivo ortamda
kan beyin engelini asabilme yetenegdini ve beyindeki dagilimini saptamaktir.

Bu calismada selejilin yliklenmis PLGA-b-PEG nanopartikiller, cift emulsiyon
yonteminin modifiye edilmesiyle hazirlanmig; yukleme etkinligi in vitro etkin madde
salim deneyleriyle belirlenmistir. En yuksek verim, 5 mg selejilin kullanilan seri ile
elde edilmigtir. Bu seri icin partikll boyutlari ve polidispersite indeksi sirasiyla
217+15.5 nm ve 0.321 olarak saptanmigtir. Nanopartiktllerin B-amiloid fibrilleri
(AB1-40 ve AB 1-42) destabilize edici etkisi in vitro kogullarda ThT fluoresans
siddetindeki azalmanin Olgtlmesiyle incelenmigtir. Bu sonug, TEM ve AFM
gorintuleriyle de dogrulanmigtir. Her iki fibril tipi igin de altinci saate kadar
inkUbasyon siresinin artmasiyla destabilize edici etkinin arttigi, altinci saatten
sonra ise etkinin platoya ulastigi saptanmistir. in vivo deneylerde Wistar Albino
sicanlar kullanilmistir ve selejilin yUkli nanopartiklllerin selejiline kiyasla daha
yuksek verimle korteks ve hipokampuse gittikleri saptanmistir. Bu tez kapsaminda
elde edilen bulgular dogrultusunda gelecekte bu nanopartikillerin ylzeyine
dogrudan B amiloid fibrillere hedeflemeyi sagdlayacak ligand/antikorlarin takilmasi
ve Alzheimer modeli olusturulmus farelerde in vivo galismalarin tekrarlanmasi
planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: PLGA-b-PEG nanopartikulleri, selejilin, B amiloid fibril,
Alzheimer Hastaligi, sican, hipokampus, korteks

Danigman: Prof. Dr. Giilberk UCAR, Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Biyokimya Anabilim Dali



Preparation of Selective MAO-B Inhibitor Selegiline Loaded
PLGA-b-PEG Nanoparticles and Evaluation of Their Interaction
with Beta-Amyloid Fibrils

ipek BAYSAL
ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is an irreversible and progressive neurodegenerative
disease that is caused by the irreversible loss of neurons in the hippocampus and
cortex regions of the brain. Although the molecular mechanism of the disease is
still unclear, the deposition of the amyloid beta proteins (senile plaques) in the
extracellular synaptic spaces of the neocortex is suggested to play a major role in
progress of AD. The increased activity of monoamine oxidase-B (MAO-B) in AD
brains was suggested to cause oxidative demage, and MAO-B inhibitors have
been reported to inhibit the neuronal degeneration. Selegiline, a selective MAO-B
inhibitor, known to have beneficial effects in the brain regions which are rich by
dopamine receptors, however, studies based on brain targetting of selegiline are
limited. There have been some recent studies showing the possible AB-fibril
destabilizing effects of MAO inhibitors. The aim of the present study is to prepare
the selective MAO-B inhibitor selegiline loaded PLGA-b-PEG nanoparticles; to
investigate the in vitro ApB-fibril destabilizing effect of the loaded particles; to
determine the blood brain barrier (BBB) crossing ability of the loaded particles and
their distribution in brain in vivo. Selegiline loaded PLGA-b-PEG nanoparticles
were prepared by a modified double emulsion method; loading efficiency was
determined by in vitro drug releasing method. Particule serie prepared with 5 mg
selegiline was found to be the one with highest efficiency. Particule dimensions
and polydispersity index for this serie were determined as 217+15.5 nm and 0.321,
respectively. Destabilizing effect of these particules on the p-amiloid fibril (AB1-40
and AB 1-42) formation was determined in vitro by evaluating the decrease in ThT
fluorescence intensity. This result was also verified by TEM and AFM images. For
both fibril types, destabilizing effect were found to be increased by increasing
incubation time until sixth hours; and reached a plateau after the sixth hour. Wistar
Albino rats were used in in vivo experiments and selegiline loaded nanoparticules
were determined to get access to cortex and hippocampus with a higher efficiency
compared to selegiline alone. According to these results, it has planning in future
to design in vivo studies concerning to target the nanoparticles with specific
ligands/antibodies on their surfaces to directly to f-amiloid fibrils in AD transgenic
mice.

Keywords: PLGA-b-PEG nanoparticles, selegiline, f amyloid fibril, Alzheimer’s
Disease, rat, hippocampus, cortex

Advisor: Prof. Dr. Gulberk UCAR, Hacettepe University, Faculty of Pharmacy,
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH), geri donusumsuz ilerleyici bir norodejeneratif hastaliktir.
Bu hastalik, konusmada, yon bulmada, karar vermede, dusunmede ve
yorumlamada zorluklar ve hafiza kaybi ile karakterizedir [1, 2]. Hastaligin
néropatolojik ayirici 6zellikleri arasinda amiloidce zengin senil plaklarin olusmasi
[3], norofibriler aJ meydana gelmesi [4] ve ndrondejenerasyonun ortaya ¢ikmasi

yer alir.

Hastaligin molekuler mekanizmasinin agiklanmasinda iki temel hipotezden s6z
edilmektedir. Kolinerjik hipotez, AH ile baglantili biligssel, hareketsel ve davranigsal
fonksiyon bozukluklarina, kolinerjik sinaps boyunca sinir hucresi uyariminin
eksikliginin neden oldugu temeline dayandirilmigtir. Amiloid selale hipotezi ise
AH'ni, beyindeki amiloid prekursor proteinin (APP) normal olmayan bir sekilde
kesime ugramasi sonucu amiloid beta (AB) turevlerinin olusumu, agregasyonu,
depolanmasi ve toksisitesiyle tetiklenen ndrodejenerasyon ile agiklamaktadir [5].
Son yillarda gergeklestirilen molekller genetik galismalar, amiloid selale hipotezini

blyuk dl¢lide desteklemektedir [6].

AH’nin molekuler mekanizmasinin karmasikligi nedeniyle, tedavide AB birikiminin
engellenmesi, bozuk sinirsel yapinin tamiri, sinir hasarina yol agan oksidatif stresin
onlenmesi, artmis nérotransmitter dizeylerinin ve nérotransmitter dontisum hizinin
azaltilmasi, sinir iletiminin dizenlenmesi gibi bircok yaklasim denenmekle birlikte
etkin bir klinik tedavi bigimi henlz bulunabilmis dedildir. AH patogenezinde AP
peptidlerin birikiminin temel olmasi nedeniyle gincel AH tedavisinde bu peptidlerin
ve fibrillerin olusumunun engellenmesine veya fibrilin destabilizasyonuna ydnelik

yaklagimlar s6z konusudur [7].

AH’nda, aminleri metabolize eden enzim, monoamin oksidaz-B (MAO-B),
dizeyinin arttigi; bu aktivite sonucu agiga ¢ikan oksidanlarin nérodejenerasyona
yol actigi; MAO-B inhibitérlerinin  bu hastaliklarda sinirsel dejenerasyonu
engelledigi bildirilmistir. Alzheimer hastalarinda artmis MAQO aktivitesi bozulan
dopaminerjik ve noradrenerjik sistemler ile iligkilendirilmistir; MAO-B inhibitorlerinin
AH’nda ndéron hasarini azalttigi 6éne surtlmustir [8]. Bir MAO-B inhibitori olan
selejilinin, AH’'nda beynin prefrontal bolgesindeki dopamin reseptorlerince zengin

kisimda vyararli etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. MAO-B inhibitorlerinin

1



Parkinson hastaligi ve AHda katekolamin duzeylerini artirarak davranig
bozukluklarini duzelttiginin rapor edilmesi, dopamin antagonistlerinin ve MAO-B
inhibitérlerinin AB fibril olusumunu da inhibe edebilecedi hipotezini dogurmustur
[9]. Asetil kolinesteraz (AKoE) ve MAO-B inhibisyonu goésteren cift etkili bilesikler
Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin tedavisi agisindan Umit vadetmektedir [10,
11].

Bu tez calismasinin amaci, kan beyin engelini astigi bildirilen Poli (laktik-ko-glikolik
asit)-poli  (etilen glikol) blok kopolimeri (PLGA-b-PEG) nanopartikillerini
sentezlemek; daha once gercgeklestirdigimiz in vitro ¢alismalarda AB fibrillerin
olusumunu bozdugunu gdsterdigimiz selektif MAO-B inhibitorli selejilini bu
nanopartikillere yUklemek; karekterize etmek; yukli nanopartiklllerin in vitro
kosullarda A fibrilleri destabilize edici 6zelliklerini arastirmak; in vivo kosullarda,
yukli nanopartikillerin ve serbest selejilinin kan beyin bariyerini asip asmadigini
gozlemlemek; selejilinin ve selejilin yukli nanopartikillerin beyindeki dagilimini ve
partiktllerden selejilin salinimini belirlemektir. Elde edilecek oncul sonuglarin,
bilinen ve yeni sentezleyecegimiz MAO-B ve Kolinesteraz (KoE) inhibitdrlerinin AR
proteinlere 6zgul ligand tasiyan uygun nanopartillere yuklenerek dogrudan beyin
dokusuna hedeflenmesi  konusundaki ¢alismalarimiza 1sik  tutacagina

inanmaktayiz.



2. GENEL BILGILER
2.1.AH

AH, geri donusimsuz ilerleyici bir noérodejeneratif hastaliktir. Bu hastalik,
konusmada, yon bulmada, karar vermede, disiinmede, ve yorumlamada zorluklar
ve hafiza kaybi ile karakterizedir. Kisilik ve davranis bozukluklarinin giderek
artmasi ile kendini gosterir. Hastalik ilk kez bir Alman tip doktoru olan Dr. Alois
Alzheimer tarafindan 1907 yilinda nedeni bilinmeyen mental bir hastaliktan dlen

kadinin beyin dokusunda yaptidi otopsi ile tanimlanmistir [1].

AH'nin patogenezinde, beyinin Ozellikle temporal ve parietal loblarinda olmak
Uzere neokorteksindeki ekstraseluler sinaptik bogluklarinda AB proteinlerinin (senil
plaklarin) birikmesi ve norofibriller ag olusmasi blyuk 6nem tasimaktadir. Bu
plaklarin varhgi ile tetiklenen ndrodejenerasyon, bilissel davraniglar (6grenme,
soyutlama, yargi, vs.) ve hafizayl etkiler. Bunun sonucunda da depresyon,
halUsinasyon, sanri, 6fke ve ajitasyon gibi davranislar ortaya c¢ikar [2-7]. Kisa
zamanli hafiza kaybi ilk klinik belirtidir. Hastalik ilerledikge diger bilissel
Ozelliklerde de kayiplar gorilmeye baslanir [12]. Hastaligin klasik klinik 6zellikleri
amnezik bellek bozuklugu [13], konusmada bozukluklar [14] ve godrsel-uzamsal
bozukluklardir [15]. Yas bagdimli AH’nin ilerleyici ndrodejeneratif dogasi, sinaptik
afferent sistemlerin dejenerasyonuna, dendrit ve néron hasarina ve beyin boyunca
dagiimis anormal protein agregasyonuna neden olur [16]. Norodejeneratif
hastaliklarin ¢odunun yasa bagimli olmasinin nedeni ise beyindeki 6zglin

noéronlarin gesitli stres kosullarina olan duyarhligidir [17].

AH ve normal birey beyinleri arasinda gen ekspresyonu dizeyinde anlamli fark
saptanmistir [18]. Modern goruntileme teknikleri, AH ve demans tanisi agisindan
umut verici olanaklar sunmaktadir. Beyinin fonksiyonel aktivitesinin ol¢tlmesi igin
pozitron emisyon tomografisi, tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi ve
fonksiyonel manyetik rezonans goéruntuleme (fonksiyonel MRG) teknikleri; beyin
anatomisinin belirlenmesi igin hidrojen manyetik rezonans spektroskopisi ve MRG
teknikleri; kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi icin ise manyetik rezonans
spektroskopisi kullaniilmaktadir. Bu teknikler AHni vaskuller ve frontotemporal
demans gibi demansin diger tirlerinden ayinr, risk sahibi bireylerin

tanimlanmasina yardimci olur [19, 20, 21].



AH, 65 yasinin Gzerindeki bireylerin %10’unu, 85 yas Uzerindekilerin ise %50’sini
etkilemektedir [22]. Kadinlarin AH’na yakalanma olasiligi erkeklere oranla 1.5 kat
daha fazladir [23]. AH'nin dinya ¢apinda 15 milyon insani, ABD’'nde 4.5 milyon
kisiyi etkiledigi dustnulmektedir [24]. ABD’nde Alzheimer hastalarinin toplam
bakim harcamalarinin yaklasik 83.9 milyar dolari buldugu rapor edilmistir [25]. 50
yil igcinde hastaligin tedavisi veya onlenmesi ile ilgili gelismeler g6z ardi edildiginde
bu sayilarin populasyondaki yasli yuzdelerinin artmasi ile en az Gg¢ katina ¢ikacag!
dusundimektedir [24].

2.1.1. AH’nin Molekiiler Mekanizmasi

Hastaligin molekuler mekanizmasinin agiklanmasinda iki temel hipotez ortaya

konulmustur: “Kolinerjik hipotez” ve “amiloid selale hipotezi” (Sekil 2.1).

AH PATOGENEZI

Y
Y Y
Amiloid Selale Hipotezi Kolinerjik Hipotez
intraseltler NFA birikimi KoAT'de azalma

Ekstraseliler Ap birikimi AKoE'de azalma

' '

Ca*? homoestasisinin o
bozulmasi Asetilkolin

norotransmitter
diizeylerinde azalma

Serbest radikal Gretimi
Eksitotoksisite
Enflamasyon

' '

Sinir iletiminde
bozulma

Noron Hasari

Sekil 2.1. AH'nin molekller mekanizmasina iligkin temel hipotezler [26]. NFA:

Norofibriler ag, KoAT: Kolinasetiltransferaz, AKoE: Asetilkolinesteraz



Alzheimer hastalarinin  beyninde, etkili 6grenmede Onemli roli olan
norotrasmitterlerden asetilkolinin (AKo) dizeyinde eksiklik saptanmis [27] ve bu
veri, “kolinerjik hipotez’in olugsmasina yol agmistir. Bu hipotez, AH ile baglantili
bilissel, hareketsel ve davranigsal fonksiyon bozukluklarina, kolinerjik sinaps
boyunca sinir hucresi uyariminin  eksikliginin neden oldugu temeline
dayandirilmigtir. Merkezi kolinerjik iletimin, bazal 6nbeyin c¢ekirdeginin yikimi
nedeniyle eksik olmasi AH’nin patolojisi agisindan 6nemlidir. AHnin ilerlemesi
sirasinda nikotinik reseptorlerin sayica azaldigi gézlenmistir ki bu reseptorlerin,
hafiza ve bilissel bozukluklarda rol oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir [27].
Son galismalar, AH patogenezinde gdzlenen bilissel bozukluklar ile bazal 6énbeyin
kolinerjik sistem bozuklugunun iligkisi oldugunu; AR fibril birikiminin reseptor
sinyalizasyonunu keserek veya noérotransmitter salinimini engelleyerek kolinerjik
haberlesmeyi olumsuz etkiledigini gostermistir [28]. AH’'nda beyinin temporal lobu,
frontal ve paryetal kortislerinde KoAT aktivitesinde azalma goéraldugu; bu
azalmanin Meynert bazal nukleusundaki kolinerjik néron kaybiyla uyumlu oldugu
bildirilmistir [29, 30]. Hastaligin ileri safhalarinda bdutirilkolinesteraz (BuKoE)
aktivitesinin de arttigi gosterilmis; BuKoE inhibitorlerinin kullaniminin AH geligimini

yavaslatabilecegi 6ne surulmustar [31].

Bozulmus olan kolinerjik sinyal iletimini duzeltebilmek icin farkli bircok strateji
gelistiriimigtir. Bunlar arasinda AKo sentezinin ve presinaptik AKo saliminin
arttinlmasi, kolinerjik postsinaptik, muskarinik ve nikotinik reseptorlerin uyariimasi
ve kolinesteraz inhibitorleri ile AKo’'nin sinaptik yikiminin azaltiimasi yer almaktadir
[32].

Amiloid selale hipotezinde AH'nda goézlenen ndrodejeneratif olaylarin, beyindeki
APP normal olmayan bir sekilde kesime ugramasiyla ortaya ¢ikan AB peptidler
tarafindan tetiklendigi ve hastaligin ilerlemesinde bu peptidlerin agregasyonu,
depolanmasi ve toksisitesinin 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir [5]. Bu
hipotez, son vyillarda gergeklestirilen molekller ve genetik calismalarla buyuk

Olclde desteklenmektedir [6].

Alzheimer hastalarinda hastalikla iliski olabilecedi dustnulen bazi genler
tanimlanmig; AH’'nda ortaya c¢ikan biyokimyasal degisikliklerle bu anormal gen ve

gen UruUnleri iligkilendirilmistir. AH'nin patofiziyolojisinde en az doért gendeki



mutasyonlarin dnem tasiyabilecegi dusunulmektedir. Bunlar, 21.Kromozom
uzerindeki APP geninin mutasyona ugramasi [33], 19. Kromozom Uzerindeki
apolipoprotein E’nin polimorfizime ugramasi [34], 14. ve 1. Kromozomlardaki
sirasiyla presenilin 1'in (PS1) ve presenilin 2'nin (PS2) mutasyonudur [35, 36].
AH’nin erken evrelerindeki bircok hastada tanimlanan AR Uretimindeki artista, hem
21. Kromozomdaki APP geninin hem de presenilin (PS) geninin mutasyonunun
etkili oldugu gosterilmigtir. Membrana baglh APP ile tirevlenmis bu protein, iki
belirgin yol ile Uretilebilir: (i) AB peptidini olusturan amiloidojenik yolak ve (ii) AR
peptidini olusmasini engelleyen non-amiloidojenik yolak (APP’nin salgilanan formu
olan sAPPa bu yolakta Uretilir). Amiloid selale hipotezini savunan bilim adamlari,
uzun amiloid peptit olan ABR1-42’nin Uretiminin artmasi ile amiloid plaklarin

olustugunu bildirmektedirler [37].

2.1.2. AH’nin Noropatoloji ve Patofiziyolojisi

AHda go6zlenen demans, noérodejenerasyondan kaynaklanir ve néron hasari,
sinaptik bozulma ve ndron 6lumu ile karakterizedir. Norofibriler ag ve noropil
iplikleri AH’'nin patolojik 6zelliklerindendir ve sayilarindaki degisiklik yasa bagl
degildir. Norofibriler aglarin ve noropil ipliklerinin olusumu, hastalikta gozlenen ilk
degisikliklerdir. Bu degisiklikler hastaligin olugsmasi kadar gelismesi ve
ilerlemesiyle de baglantiidir. Plaklar (AB birikimi ve/veya noritik plaklar) ise
hastaligin son safhasinda ortaya gikmaktadir. Norofibriler aglar ve néropil iplikler,
ilk olarak 6zgun kortikal bolgelerde olusurlar ve daha sonra telensefalon korteksin
diger bolumlerine yayilirlar. Bir evreleme prosedurundn olusturulabilmesi igin temel
olarak lezyonlarin dagilim paterni ve yikici surecin kademeli gelisimi dikkate
alinmalidir [38].

Hucre disinda AP protein birikimi ve ndron icindeki norofibriller degisiklikler
hastaligin patolojisindeki temel 6zellikleridir. AH, genellikle geri dontisumsuzdur.
AB birikintiler ilk olarak, bazal neokorteks alanindaki zayif miyelinli bolgelerde
olusur. Noron icindeki lezyonlar ise ilk olarak transentorhinal bdlgede gelisir ve
daha sonra diger bolgelere de yayilirlar. AH, ndropatolojik agidan alti asamaya
sahiptir: | ve Il. agsamalarda, norofibriler degisikliler, AB birikiminin olmadid: bir
aralikta meydana gelir. Bir grup vakada, hastaligin erken evlerinde de AR birikim

ve noron ici degisiklikler gozlenmistir. ileri yas, lezyonlarin gelismesi igin bir



onkosul degildir. AH, yas ile ilgilidir fakat yasa bagl bir hastalik dedgildir. 11l ve IV.
asamalarda beyinde olusan yikim, ilk klinik semptomlarin olusmasina neden olur.
V ve VI. agsamalar ise gelismis AH'niI temsil eder ve yas ile beraber hastaligin
ilerlemesi artar. AH'ndaki ana risk faktori yastir. Hem AP birikimi, hem de

norofibriler patoloji yas ile artmaktadir [38].
2.1.2.1. Tau Proteinleri

Primidal ndéronlardan olusan iplik seklindeki norofibriler aglar, AH ve taupatiler
olarak isimlendirilen diger noérodejeneratif hastaliklarda meydana gelir [39].
Norofibriler ag miktari, AH'nin ciddiyetini gosteren patolojik bir gostergedir. Bu agin
temel bileseni, anormal bigimde hiperfosforile olmus ve agregasyona ugramis Tau
proteinidir. Normalde c¢o6zlnebilen ve aksonlarda c¢cok miktarda bulunan Tau
proteinleri, mikrotibuler ve vezikul transport sisteminin bir araya gelmesini ve
stabilitesini saglar. Hiperfosforile olmus Tau proteinleri ¢ézinmez, mikrotubullere
kargi olan afinitesini kaybeder ve kendi kendilerine cift helikal yapiya donusurler
(Sekil 2.2). Fosfat kalintilarini ekleyen ve gikaran enzimlerle Tau fosforilenmesinin

duzeyi kontrol edilebilir [40].
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Sekil 2.2. Hiperfosforile olmusg, mikrotibulllere karsi olan afinitesini kaybetmis ve
kendi kendilerine ¢ift helikal yapiya donismus Tau proteinleri [41]. GSK: Glikojen

sentaz kinaz, SBK: Siklin bagimli kinaz.

Tipki AB oligomerleri gibi anormal Tau molekullerinin ara Urlin agregatlari da
sitotoksiktir ve hafizayr etkiler [42, 43]. Cozinmeyen helikal filamentler ise
etkisizdir [44]. Bu helikal filamentlerin, toksik Tau ara GrUn tdrlerini tuttugu icin
koruyucu olduklari dugstnulmektedir [45]. Parkinson hastaliginda (PH) goérulen
frontotemporal demansta, 17. Kromozom uzerinde 30’dan fazla Tau mutasyonu
g6zlenmigtir [46]. Buna kargi AH'nda Tau mutasyonlari olusmamaktadir [47]. Fakat
serebrospinal sivi igerisindeki fosforile olmus miktar ve total Tau miktarlarinin
artmasi ile kavramsal incelemelerde alinan skorlarin dustigu gézlenmistir [48].
Kavramsal bozukluklari az olan Alzheimer hastalarinin erken teshisinde, T181 ve

T231 fosfo Tau amino asit duzeylerindeki artis ve serebrospinal sividaki toplam
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Tau miktarinin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi dustunulmastir [8]. Yapilan
calismalarda AB birikiminin, Tau agregasyonuna oncu oldugunu gdsterilmistir [49].
Buna ek olarak AR tarafindan uyariimis néron kultUrlerinin dejenerasyonu ve
Alzheimer hastasi olan farelerdeki kavramsal bozukluklarin olusabilmesi igin
endojen Tau’ya ihtiyag duyuldugu gosterilmigtir [50]. Yaslanma ile dogru orantili
olarak  oksidatif stresin artmasi, endoplazmik retikulumun katlanma
fonksiyonlarinin zarar gormesi sonucu olusan bozulmus proteinler ve bu
proteinlerin proteozom tarafindan yetersiz temizlenmesi, AH'nda AB ve Tau

proteinlerinin birikimini arttirmaktadir [51, 52].
2.1.2.2. ApB Peptitler

AH’nda AB ile dolu serebral plaklar, neokortikal terminal alandaki distrofik noritler
ve medial temporal lob yapisinda géze g¢arpan norofibriler aglar énemli patolojik
bulgulardir. Bunlara ek olarak néron ve ak maddenin kaybi, amiloid anjiyopati,
enflamasyon ve oksidatif hasar da go6zlenebilir. AR peptitler, 36’dan 43’e kadar
amino asitten olusabilen metabolizmanin dogal Urunleridir. AB1-40 monomerleri
agregasyona edgilimlidir ve zararli olan AB1-42 turinden daha yaygin olarak
bulunurlar. AR peptitleri, amiloid preklrsor proteinlerinin (APP) sirasi ile APP beta
bolgesi kesme enzimi 1 (BAKE-1), (B-sekretaz), y-sekretaz ve katalitik
cekirdeginde PS 1 olan protein kompleksleri ile gerceklesen enzimatik
reaksiyonlarla proteolize ugramasi ile olusur [53] (Sekil 2.3). Bu peptitlerin Gretimi,
uzaklastirilmasi ve agregasyonu arasindaki dengede olusan bozukluk, AB’nin
birikmesine sebep olur. Bu durum ise AH'nin olusmasinda bir baslangi¢ faktéru
kabul edilir. Bu hipoteze amiloid hipotez adi verilir [54, 55]. AB, spontan bir sekilde
agrege olarak diger formlarina dénusur. Bu formlardan biri oligomerlerden (2 den 6
peptide kadar) olusur ve bu oligomerler ara Grtin topluluklarina dénasurler [56, 57]
(Sekil 2.3). AB’ler ayni zamanda fibril haline dénusebilir ve bunu AR plaklarin

¢ozinmeyen fiberleri olan B-pileli yapiya donuserek gergeklestirirler.

Cozunebilen oligomerler ve amiloidlerin ara drdnleri, AR’nin en ndrotoksik
formlarindandir [58]. Beyin kesitlerinde yapilan calismalarda, AB’nin dimer ve
trimerlerinin sinapslara karsi toksik oldugu saptanmistir [59, 60]. AH’ndaki
kavramsal bozukluklarin ciddiyeti beyindeki total oligomer miktari ile koreledir fakat

total AR yuka ile korele degildir [61]. Noron aktivasyonu sinapslardaki Ap



sekresyonunu hizli bir sekilde arttirir, bu islem nérotransmitter igeren vezikullerin
normal salinimi ile baglantilidir. Fizyolojik dizeydeki AB, eksidator iletinin glicinu

azaltip, néronal hiperaktiviteyi engelleyebilir [62].
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Sekil 2.3. AB peptitlerin olusumunun sematik gosterimi [40]. BAKE-1: B-bdlgesi
APP-kesici enzim, GFIl: Glikozilfosfatidilinozitol, AIHO: Aktivasyonla indiiklenen
hdcre 6luma.

2.1.2.3. APP ve Sekretazlar

APP, hidrofobik bir amino-terminal hicre digi kisim, hidrofobik varsayilan tek bir
transmembran kisim ve kuguk bir karboksi-terminal sitoplazmik kisim iceren, her
yerde bulunabilen 770 kalintili glikolize bir transmembran proteinidir [63]. APP,
AH’nda noritik plaklarda bulunan AR peptidinin kaynagidir. APP, insan 21.

kromozomunun uzun kolunun orta kisminda bulunan bir gen tarafindan kodlanir.
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Son yillarda yapilan c¢alismalarda, APP’nin kinesin-1 kargo reseptortu gibi islev
gorip, birgok sinaptik proteinin néron terminaline hedeflenmesine araci oldugu
gosterilmigtir [64]. APP’ler, endoplazmik retikulum ve golgi aygitinda olgunlagirlar
ve fosforilasyon,  glikolizasyon, sulfattanma  gibi  post-translasyonel
modifikasyonlara ugrarlar. APP’nin anormal modifikasyonu, AR turevlerinin

agregasyonunu, depolanmasini ve toksistesini etkiler [65].

APP iki yolak ile metabolize olmaktadir. Non-amiloidojenik yolakta membrana
bagl proteaz aktivitesi (a-sekretaz) ile APP, AB kismindan kesilir ve APP’nin hucre
disinda birikmesini engellenir. a-sekretazin metabolizmasi, protein kinaz C ile
iliskili birgok hlcre yuzey reseptorl tarafindan stimile edilebilir. Bu sekilde bu

metabolizma, fosfotidilinositol hidrolizi ile baglantili olur [26].

Amiloidojenik yolak ise ardisik iki kesim islemini igerir. APP ilk olarak B-sekretaz ile
kesilir ve membrana bagli 99 amino asit kalintili C-terminal ucu (C99) olusur. Bu
daha sonra transmembran kisimda y-sekretaz tarafindan kesilir ve AR’yl ortama
verir. Heterojen C terminalinde y-sekretaz tarafindan gerceklestiriien proteoliz
sonucunda iki tane C-terminalli varyant (AB1-40 ve AB1-42) olusur. Olusan
APB’larin yaklasik olarak %901 AB1-40’'dir, fakat AB1-42 agrege olmaya daha
uygundur ve amiloid birikiminin temel bilesenidir. B ve y-sekretazin farmakolojik
olarak inhibisyonunun, AH’ndaki amiloidopatinin tedavisi igin iyi bir hedef
olabilecegi dusunulmektedir (Sekil 2.3) [26].

BAKE, aspartil proteazin pepsin ailesi ile homoloji igerisindedir. B-sekretaz geni
11.  kromozom Uzerindedir. [B-sekretaz homologu olan BAKE-2 ise
damarlandiriimis dokularda (kalp, bobrek ve plasenta) ¢cok fazla eksprese olur ve
21. kromozomda tanimlanmigtir [66]. AH'nin tedavisi icin B-sekretazin en ideal
hedef oldugu dusunudlmastir. B-sekretaz, AB olusumunun ilk asamasini
gerceklestirir. B-sekretaz knock-out farelerde, disuk AR derisimleri disinda higbir
klinik fenotip goralmemistir [25].

Calismalar sirasinda y-sekretazin goérevleri tartisma konusu olmustur. vy-
sekretazin, AB1-40 ve AB1-42 oranini belirleme ve susuz ¢evrede transmembran
kismin ortasinda substratlari kesme 6zelligi vardir [67]. y-sekretazin ¢oklu protein
kompleksi oldugu 6ne sudrulmastir ve bazi galismalar PS’nin, bu kompleksin

katalitik bolgesi oldugunu oOnermistir [26]. PS’ler notch reseptdrlerin kesiminde
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gorev alirlar. Bu yolagin embriyolarda engellenmesi oOlumculdidr, fakat
induklenebilir PS 1 knock-out olan yetiskin farelerde patolojik fenotip géralmemistir
[66]. Son vyillarda Uretilen bir y-sekretaz inhibitdérinin, notch sinyalizasyonunu
etkilemeden AR Uretimini azalttigi gosterilmigtir. Yu ve digerleri [68], nikastrin isimli
membrana bagl bir protein tanimlamiglardir. Bu proteinin, katalitik aktiviteyi kontrol
eden y-sekretaz kofaktoru oldugu dustnulmastir [69]. y-sekretaz inhibitorlerinin,
hayvan modellerinde amiloid yukinl ortadan kaldirdigi gézlemlenmistir ve birgok

¢alismada faz | klinik denemelerine baslanmigtir.
2.1.2.4. Sinaptik Bozulma

Yapilan calismalarda, AH’ndaki sinaptik kaybin biligsel bozukluklarla en uyumlu
patoloji oldugu gosterilmistir. AHnin tedavisinde, ilerlemesinin yavaslatiimasinda
ve biligsel-fonksiyonel yeteneklerin korunmasinda, hastaligin erken evrelerinde
olusan sinaptik fonksiyon kaybi ve bozuklugu énemli bir hedeftir. Birgok ¢calismada
Alzheimer hastalarinin beyinlerinin ¢esitli bolgelerinde sinaps yogunlugunun
azaldigi gosterilmistir [67]. Bilissel bozuklugu minimal olan hastalarda ilk olarak
hipokampal sinapslar azalmaya baslar ve bu demansin baslangici olan kisitli
kavramsal bozuklularin olugsmasina neden olur [70]. AHnin baslangicinda,
presinaptik vezikul proteini olan sinaptofisinde %25 oraninda azalma goralar [71].
Hastaligin ilerlemesi ile beraber sinapslar, néronlara oranla daha fazla miktarda
azalma (gosterir.  Bu kayiplarin, demansin gelismesi ile ilgili oldugu
dusundlmektedir [72]. Yaslanmanin kendisi de sinaptik kayiplara neden olur [73]
ve bundan 6zellikle hipokampusin dentate bdlgesi etkilenir [74]. Tek uyarilarin
bazal iletimi ve uzun sureli potansiyelizasyonu, sinapslardaki hafiza olusumunun
deneysel gostergesidir. Plak yapisina sahip AH olan farelerin beyin kesitlerinde
bunun bozuldugu gosterilmistir [75, 76]. Bu bozulmanin devaminda hafiza igin
onemli olan sinyal molekdlleri inhibe olmaktadir. Presinaptik nérotransmitter ve
postsinaptik glutamat reseptorlerinden iyon akiminin [77, 78] bozulmasi, genel
olarak N-metil-D-aspartat (NMDA) ylUzey reseptorleri [79] ve a-amino-3-hidroksi-5-
metil-4-izokzole propionik asidin yuzey reseptorlerinin endositozu ile olusmaktadir
[80]. Normal yaslanmada da sinapslar arasindaki dengede bozulma gergeklesir.

Noronlar arasi AB, bu sinaptik bozulmalari daha 6nceden tetikleyebilir [81].
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Son caligmalarda, sinir buyume faktori ve beyin-turevli noétrofik faktor gibi
nétrofinlerin, ndronlarda sinaptik esnekligi dizenleyen koruma faktorleri oldugu

gOsterilmigtir [82].

Sinaptik fonksiyon bozuklugu, AH’nda erken goérulen bir olaydir ve ndron
kaybindan 6nce gorulir. Bu sasirtici degildir ¢inki dendritler, néron yuzey
alaninin genis bir kismini olustururlar. Goévdeden uzakligi nedeniyle sinaptik bdlge,
hicre igi sinyalizasyonu ve aksonal iletisimi bozan iglemlere karsi kismen
savunmasiz olabilir. Bu durum dejeneratif bunamalarda goérulur. Sinaptik
bozuklukta, sinaptik proteinlerin ve membran lipidlerinin kaybi, vezikiler
fonksiyonun bozulmasi ve esneklik fonksiyonlarinin kaybi gibi ¢esitli mekanizmalar
rol oynar. AH’nin patofizyolojisinde, oksidatif stresin roli oldugu bilinmektedir ve
serbest radikallerin birikimi beyinde asiri lipid peroksidasyonuna ve ndron kaybina

yol agabilir [67].
2.1.3. AH’da Tedavi Stratejileri

AH, genelde beyin amiloidozu olarak goérulmektedir. AR depolanmasinin
engellenmesi/ortadan kaldiriimasi bu nedenle yillardir tedavinin en dnemli hedefi
olmustur [26, 83]. AH’nda birgok patofiziyolojik olay gergeklesir. Hastaligin ilerleyigi
eszamanli olmayabilir. Hastaligin tedavisi, hastalik gelismis durumda iken veya
hastaligin her safhasinda canli néronlar bulundugu surece devam ettirilebilir.
AH’'nda kolinerjik, noradrenerjik, dopaminerjik ve GABAerjik néron iletimlerinde
belirgin bir azalma go6zlenir [84, 85]. Kolinesteraz inhibitdrleri ve NMDA reseptor
antagonistleri gibi noérotransmitter temelli tedaviler halen yurarlktedir. AH’nin
tedavisi igin disunulen terapoétik segenekler su zamana kadar kolinerjik sistemdeki
norotransmitter sistemi modifiye ederek kalan noéronlar arasindaki aktiviteyi

maksimum hale getirmeye yoneliktir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. AH icin tedavi stratejileri.

AH olugsumunun biyolojik mekanizmasinin son derece karmagik olusu ve
hastaligin néropatolojisinde birgok faktorin yer almasi nedeni ile AH olusumunun
engellenmesi, hastaligin seyrinin yavaslatilmasi gibi degisik stratejilerin

kullaniilmasini zorunludur [49].

AH patogenezinde AB-peptid birikiminin temel olmasi nedeniyle, guncel AH
tedavisinde bu peptidin olusumunun engellenmesi veya fibrilin destabilizasyonuna

yonelik yaklagimlar s6z konusudur [86]:

e APP’in baskilanmasi

e Amiloidojenik proteinin ekspresyonunun engellenmesi ve kuguk organik
ligandlarla dogal formunun bozulmasi

e Proteaz inhibitdrleri kullanarak amiloidojenik proteinin ana molekulden
saliniminin engellenmesi

e Ap1-42 vel/veya AB1-40 proteinlerinin Gretiminin inhibe edilmesi
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e AP fibril olusumunun inhibe edilmesi

e AP fibrillerinin nérodejeneratif etkilerinin bloke edilmesi

Bunlar iginde en populer olani AB fibril olusumunun inhibe edilmesidir. Bu amagla
kullanilan molekuller ve etkileri su sekilde 6zetlenebilir:

e Kongo kirmizisinin AB fibrile baglandidi, bdylece fibrilin destabilize olup
proteazlara agik hale geldigi gosterilmistir. Ancak bu bilesik Kan beyin bariyeri
(KBB)'ni asamamaktadir [50].

e [-siklodekstrinin, yapisindaki hidrofobik aromatik bodlge ile AB peptidine
baglanip agregasyonunu engelledigi 6ne surulmektedir [87].

e Rifampisinin, AB fibrile baglandidi ve onu destabilize ettigi; ayrica molekildeki
naftohidrokinon ve naftokinon yapisinin antioksidan etkisi nedeniyle AH’ndaki
hasari azalttigi bildirilmigtir [51].

e Benzofuran tdrevlerinin, tetrasiklik ve karbazol tipi bilesiklerin AB fibrile
baglandidi gosterilmistir [52].

e Nikotinin, AB fibril yapisindaki a-heliks ve B-pileli konformasyonu bozarak ve
amiloid birikimini engelleyen transtherin biyosentezini artirarak, fibrili destabilize
ettigi one surdlmektedir [88].

e HEM ve iliskili porfirinlerin, melatoninin, Tip IV kollajenin AB fibril olusumunu
engelledigi 6ne surulmektedir [89].

e Ampifilik surfaktanlarin AR fibril yapisini B-pileli konformasyonu bozarak
engelledigi bildirilmigtir [70].

e 4-iyodo-4’-deoksidoksorubisinin anti-amiloid etkisi rapor edilmistir [39].

e Ap’dan turetilen farkh peptidlerin anti-amiloid etkileri bildiriimigtir [39].

e Fluoresan bir boya olan Tiyoflavin T (ThT), AB peptide baglanmaktadir [71].

e Sekretaz inhibitorlerinin, PS’leri bloke ederek, AR peptid yapimini

engelledikleri 6ne surtlmektedir [72].
2.1.3.1. Kolinesteraz inhibitorleri

Bu tip ilaclar, AH’nda bozulan sinir iletimini dizeltmeyi amaclayan semptomatik
tedaviye yonelik bilesiklerdir [72]. AH'nda AKo’nin kortikal aktivitesi diguk oldugu
icin, sinaptik boglukta AKo’nin yikimindan sorumlu olan AkoE, baslica ila¢ hedefini
olusturur. Takrin, donepezil ve rivastigmin gibi AKoE inhibitdrlerinin AH’nda sinirsel

iletiyi duzelttigi gosterilmistir [49].
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2.1.3.2. MAO inhibitérleri

Alzheimer hastalarinda plateletler, MAO aktivitesinin yuksek bulunmasi ile bozulan
dopaminerjik ve noradrenerjik sistemler ile iligkilendirilmistir; 6zellikle MAO-B
inhibitérlerinin AH’nda ndéron hasarini azalttigi 6ne surtulmustir [8]. Selektif MAO-B
inhibitoru  selejilinin - Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda etkili oldugu;
katekolamin duzeylerini artirarak bu iki hastalikta gézlenen davranis bozukluklarini
diuzelttigi bildirilmistir [90]. Buradan yola c¢ikarak, dopamin antagonistlerinin ve
MAO-B inhibitérlerinin AB fibril olusumunu da inhibe edebilecedi hipotezi
gelistiriimigtir [91]. AKoE ve MAO-B inhibisyonu gosteren ¢ift etkili bilesikler, PH ve

AH’nin tedavisi agisindan umit vadetmektedir [73,74].
MAO inhibitorleri ve AH’'ndaki kullanimlari Bolim 2.1.4’de detayli agiklanmigtir.

2.1.3.3. Antioksidan Bilesikler

Noronlarda meydana gelen oksidatif hasarin, AH'nin olusma riskini arttirdigi;
radikal yakalayicilari, kalsiyum kanal blokorleri ve metal selatorlerinin AR peptid
birikiminin noérodejeneratif etkilerini azalttigi rapor edilmigtir [47]. AR fibriller,
norofibriller ag, mitokondriyal anormallikler, yaslanma nedeniyle artan oksidatif
stresin yol acgtidi lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu nérodejenerasyona
neden olmaktadir [46]. E ve C vitaminleri, ubikinon, lipoik asit, beta-karoten,
melatonin, kurkumin gibi dogal antioksidanlarin ve bazi sentetik antioksidanlarin
AH’nda koruyucu ve nérodejenerasyonu durdurucu etkisi olduguna dair ¢alismalar

mevcuttur [76].
2.1.3.4. Anti-enflamatuar Bilesikler

AH’nda gbzlenen noéroenflamasyonun AR birikimini, AH gelisimini ve néron kaybini
hizlandirdi§i 6ne surulerek [77] non-steroidal anti-enflamatuar ilaglarin AH
gelisimini durdurdugu ve AH’'nda gozlenen davranigsal bozukluklari duzelttigi rapor
edilmistir [78].

16



21.4. MAO

MAO; (EC 1.4.3.4.) dis mitokondri membraninda bulunan ve asagidaki oksidatif

deaminasyon reaksiyonunu katalizleyen bir integral proteindir.
RCH5NH;, + H,O + O, RCHO + NH3 + H,0»

MAO, hem merkezi sinir sisteminde (MSS), hem de periferal néronlarda ve
dokularda bulunan biyojenik ve diyet-turevli aminlerin in vivo inaktivasyonunda
onemli rol oynar. MSS’de MAO i¢in bulunan en 6nemli substratlar katekolamin
norotransmitterleri  (dopamin, adrenalin ve noradrenalin), serotonin (5-

hidroksitriptamin; 5HT) ve B-feniletilamindir.

Klorjilinin inhibisyonuna karsi substrat tercihi ve duyarliligi dogrultusunda iki MAO
izozimi bulunmustur [92].

e MAO-A, dusuk derisimdeki (nM) klorjilin ile segici ve geri donigumsuz olarak
inhibe edilir. insan MSS’de asil isi serotonin ve noradrenalinin deaminasyonudur.
Bagirsaklarda tiraminin oksidasyonunu metabolize eder.

e MAO-B, I-deprenil ile inhibe edilir; baslica substratlari dopamin ve -

feniletilamindir.

immiinolojik olarak farkli olan bu izozimler, X kromozomunda birbirinden ayri, fakat
birbirlerine yakindan bagl genler tarafinda kodlanirlar [93]. iki formun da aktif
bolgesi %93,9 oraninda benzerlik gosterir [94]. Blyuk ihtimalle iki molekdl, ikinci
baglanma bdlgeleri ve sahip olduklari lipid ¢evreleri sayesinde substrat segiciligi

kazanmaktadirlar [95].

iki MAO formunun substrat 6zgulliiklerine bakildiginda, beynin igerisindeki
dagilimlar ilgi c¢ekicidir. En yuksek MAO-A derigimi, lokus seruleusdaki
katekolaminerjik néronlardadir. MAO-B ise en fazla raphe ve posterior
hipotalamusdaki serotonerjik ve histaminerjik néronlarda bulunur [96, 97]. insan
bazal ganglionlarinda her iki form da yliksek derisimdedir [98]. Insanda MSS’deki
MAO-B aktivitesinin yasla orantili arttigi [99]; bu artigin, glial hticre proliferasyonu
ile baglantill néron kaybindan kaynaklanabilecegi dugunulmektedir [100]. AH ve

PH’nda beyinde ve plateletlerde MAO-B miktarinin arttigi gézlenmis [100, 101];
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PH'ndaki artisin dogrudan hastalikla ilgili olmayip AH ile birlikte gelismesinden
kaynaklanabilece@i dne surulmastur [101]. Sigara igcen bireylerin beyninde MAO-B
aktivitesinin %40 oraninda azaldigi gosterilmig; tutun kullaniminin psikiyatrik

hastaliklarin ve PH’nin olugma riskini azaltabilecedi belirtilmistir [102].
2.1.4.1. MAO-B inhibitorleri

MAO-B inhibitdrleri, nérodejeneratif bozukluklarin tedavisinde halen iyi bir segenek
olarak duistiintilmektedir. iki sinif MAO-B inhibitériinden sz edilebilir [103 -105]:

e “Geri donusumli”, “kompetitif” inhibitdrler, MAO substratlarina yapisal olarak
benzerler ve enzimin aktif bolgesine baglanirlar, yavas metabolize edilirler.

e “Geri donlUsumsuz”, “kcat” veya “intihar” inhibitorleri, enzime geri dontsumlu
ve kompetitif durumda baglanir fakat daha sonra enzim tarafindan oksitlenerek
aktive edilirler. Enzimin aktif bolgesini FAD kofaktoru ile isgal ettirir ve enzimi kalici
olarak kullanilamaz hale getirirler. inhibisyon, geri dénlisimlii inhibitdrelere gore
daha kalicidir (saatler yerine haftalar siirer). inhibitériin etkisi sadece enzimin novo

sentezi tarafindan ortadan kaldirilabilir [106].

Son zamanlarda sentezlenen MAO-B inhibitérlerinin gcogu geri déntsimsizdar. ilk
tanimlanan 6zgin MAO-B inhibitorG selejilin de bunlardan birisidir [107]. Selejilin
ilk olarak 1962°de uretilmigtir [108, 109]. L-izomeri, D-izomerine gore 150 kat daha
etkilidir [110]. MAO-B’ye olan afinitesi, MAO-A’ya gore daha azdir. MAO-B’ye karsi
asil yuksek oOzgunligunu saglayan ise geri donusumsliz olmasi ve kovalent

baglanmasidir [104].
2.1.4.2. Selejilin

Selejilin (L-deprenil) (Sekil 2.5), Jésef Knoll tarafindan yetmisli yillarda bulunmus
[107]; geri donusumsuz selektif MAO-B inhibitorl olusu, enzime karsi olan ylksek
afinitesi ve seciciligi ile dikkat cekmistir [107, 108]. Lipofilik yapidaki selejilinin
beyinde 10° M [111] derisimde MAO-B’yi inhibe ettigi, fakat daha yiiksek
derisimler denendiginde (10°-10*M) MAO-A’yi da inhibe ettigi gdsterilmistir [112].

18



Sekil 2.5. Selejilinin kimyasal yapisi.

insan beynindeki toplam MAO aktivitesinin %70’i B tipidir. MAO-B’nin dogal
substratlari genel olarak feniletilamin, benzilamin metilhistamin, oktilamindir.
Dopamin, tiramin ve triptamin hem MAO-A, hem de MAO-B igin substrattir [111].
MAQO’nun inhibe olmasi bu dogal substratlarin beyinde birikmesine sebep olur ve

sonugta katekolaminerjik sistem uyarilir.

Selejilin, beyindeki feniletilamin ve dopamin miktarini MAO-B’yi inhibe ederek
arttirir. Bu sekilde MSS’deki ndronlarin amin alimini inhibe eder [113]. Bunlara ek
olarak sUperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesini arttirdigi i¢in ndroprotektif ve
antioksidan etkileri de vardir [112, 114]. Ayrica beyin dokusu ve serebral
damarlarda nitrik oksit Uretimini arttirir ve damar endotelini AR peptidinin toksik

etkilerinden korur [115].

Klinik galismalarda selejilin:

a. Kandaki derisimi 107 M iken, PH’nda levodopa tedavisi icin bir adjuvan olarak
gOrev yapar [115].

b. Kandaki derisimi 10> M iken antidepresan olarak kullanilir [1186].

c. Selejilin, Alzheimer’li hayvanlarda ve insanlarda biligsel fonksiyonlarda ilerleme

saglamistir [117].
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Selejilinin optik izomeri olan D-deprenil, biyolojik olarak daha az aktiftir. Klinik
olarak selejilin genelde dopamin derigimini artirmak amaciyla kullanilir. Dopamin,
hem MAO-A hem de MAO-B icin substrattir. Selejilin, PH’nin tedavisinde, dzellikle
erken safhadaki PH'nda hareket bozuklugunun baslamasinin geciktiriimesinde tek
basina veya |-DOPA ile birlikte kullaniimaktadir [118]. Selejilin, ayni zamanda
mitokondriyal permeabilite gecis poru ile indiklenmis nérotoksisite ve PH benzeri
semptomlari olan hayvanlarda da basarili olmustur. DUsUk dozlardaki selejilinin
kronik uygulamasi, MAO-A'nin da inhibe olmasina neden olur. Selejilinin
antidepresan aktivitesi, MAO-B inhibisyonuna ek olarak MAO-A inhibisyonuna da
baghdir [119].

2.2.AH’nin Tedavisinde Beyine ilag Hedeflendirme

ilac hedeflendirme, ilaglarin istenilen reseptére, organa veya viicudun diger
bolgelerine 6zel olarak goénderiimesi demektir. ila¢ hedefleme kavrami 1902
yilinda “sihirli mermi” adi altinda Paul Ehrlich tarafindan énerilmistir [120]. ilag
hedeflendirmede dikkat edilecek noktalar arasinda, belirli bir hastalik icin uygun
hedeflenecek bdlgenin bulunmasi, hastaligi en etkin tedavi edecek ilacin se¢imi ve
immunojenik veya 06zel olmayan etkilesimlerle vicuttaki yabanci maddeleri
temizleyen sistemlerden uzak durabilecek ve ilaci stabil olarak tasiyabilecek
tasiyici sistemlerin segimi ve sentezi sayilabilir [121]. Beyine hedeflendirme,
farmasotik arastirma yapan bilim adamlari igin en zorlu iglemlerden birisidir zira
birgcok ila¢ ve noropeptid KBB’ni gegcememektedir [122]. Beyin, ¢ok hassas bir
organdir ve evrim onu korumak igin etkin yollar olusturmustur. Ama ayni
mekanizma tedavi igin yapilacak midahaleleri de bosa ¢ikarmaktadir [123]. KBB,
karmasik siki kavsaklar ile baglanmis tek tabakali polarize endotel hicrelerinden
olugsmustur [124]. KBB’nin fonksiyonlarini astrosit, néron ve perisit gibi c¢esitli
hlcreler dinamik olarak kontrol ederler [125]. Endotel hucreler, diger hicrelerden
tip IV kollajen, laminin, fibronektin, heparan silfat bilesenlerinden meydana gelen
bazal lamina igermesiyle ayrilir. Bu yapilar, negatif yuklt arabirim sagladiklari igin
ilag tasimada kullanilabilirler [126]. Omurgali beyninde ve omuriliginin kilcal
damarlarinda, ¢6ziunen maddenin hizli hareketlerle diger organlar icerisinde
dolasmasina izin veren kuguk gdzenekler yoktur. Mikrodamarlar, KBB’nin yuzey
alaninin %95'ini olugturur ve kimyasallarin beyine girebilecegi en 6nemli yeri

temsil eder [127]. Beyin damarlarinin diger vicut damarlarina gore daha dar c¢apli
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ve ince duvarli oldugu bilinmektedir. Beyin mikrodamarlarindaki mitokondri
yogunlugunun da vdcuttaki diger kilcal damarlara gbére daha yogun oldugu
bulunmustur [128]. MSS bozukluk/hastaliklarinda kullaniimak Gzere tasarlanan ve
umut vaad eden birgok ilag, KBB’yi gecmekte zorlandiklari icin farmasotik etkilerini
kaybetmektedirler. Bu sorunun Ustesinden gelebilmek icin birgok strateji
uygulanmaktadir. Bunlar arasinda kimyasal ila¢ tagsima sistemleri [129], manyetik
ilag tasima sistemleri [130], ozmotik yollarla sikistirimis kavsaklarin agiimasi
[131], veya belirli tagiyici sistemler 6rnegin; antikorlar [132], lipozomlar [133],
nanopartikiller [134] sayilabilir.  Nanopartikuller, ilag¢ tasima sistemi
arastirmalarinda énemli bir yere sahiptirler [135]. ilag, nanopartikiillere veya
nanopartikil hazirlama asamasinda polimer matriks icine dagitilarak veya
enkapsule edilerek, veya olusmus partikll ylzeyine adsorbsiyonla yuklenebilir
[136]. Nanopartikiller, intravendz tasima ig¢in daha uygun olduklari igin
mikropartikillere gore daha kullaniglidirlar ve hidrofobik ve hidrofilik ilaglar,
proteinler, asilar ve biyolojik makromolekuller gibi bir¢ok yapinin tasinmasinda

basari saglamaktadirlar [135].

Son yillarda insidansi artan AH’na ilginin artmasi hastaligin molekuller yapisinin
anlasilmasi ve tedavisi ile ilgili birgok gelismeye yol agmissa da AH hala kronik ve
tedavisi son derece sinirli bir bozukluk olarak kalmaya devam etmektedir. AH’nin
olusumunun molekiler mekanizmasinin karmasikhidr nedeniyle, tedavide AP
birikiminin engellenmesi, bozuk sinirsel yapinin tamiri, sinir hasarina yol acan
oksidatif stresin dnlenmesi, artmis nérotransmitter dizeylerinin ve nérotransmitter
donigum hizinin azaltilmasi, sinir iletiminin dizenlenmesi gibi birgok yaklagsim

denenmektedir. Ancak etkin bir klinik tedavi bigimi hentz bulunabilmis dedgildir.
2.2.1. KBB Asan Nanopatrtikiillerle ilag Hedeflendirilme

MSS bozukluklarina yonelik terapétik stratejiler, KBB’deki kisitlayici siki baglantilar
nedeni ile sinirhdir. MSS’ne polimer ve biyouyumlu ilag tasiyicilarla antikanserojen
ilag hedeflenmesi konusunda ¢ok calisma bulunmakta, fakat AH tedavisinde
nanopartikile yuklenmis ila¢ hedeflenme teknolojisi konusunda hentz fazla
gelisme saglanamamistir [136]. AH’nda ilag hedeflemede polimerik nanopartikiller

siki baglantilani agarak [137], KBB'yi gecerek [138], yuksek ila¢ yuklenme
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kapasiteleriyle mutajenik proteinlerine ilag hedefleme acgisindan umut vaat

etmektedirler.
2.2.1.1. KBB

KBB, beyni patojen ve toksinlere kargi koruyan homeostatik bir koruma
mekanizmasidir. Komplekstir ve siki  denetlenir. KBB, biyokimyasallari,
fizikokimyasallari ve periferdeki maddesel yapilari gortntiler ve bu yolla bariyer
seciciligini yaratip istenilen molekdllerin beynin parankimasindan gegisini saglar
[139].

2.2.1.1.1. KBB’nin Biyolojisi

KBB, serebral kapiller anjiyogenez ile olusur. Sekil 2.6’da serebral kapiller tarif
edilmektedir, Sekil 2.7’de ise KBB’nin Ozellikleri gosteriimektedir. Anjiyogenez
sirasinda endotel hucreler (EH), mikrovaskiler agi olusturmak igin hicre disi
matrikse ¢apraz bir sekilde geger ve membranin altina degrade olur. [139, 140]
Daha sonra proliferasyon gergeklesir. EH’nin proliferasyonu nétral belirleyicilerden
etkilenir. Bunlar KBB’ye karakteristik fiziyolojik 6zelliklerini sunar ve bu sekilde
serebral EH periferdeki EH’den farkh olur. Ornegin beyindeki EH'nin periferdeki
EH'lere gore daha az endositotik damari vardir ve bu sekilde KBB’ye olan
transselliler akim kisittanmis olur. Yuksek elektriksel dayanikhligi olan siki
baglantilar, hlcrelerarasi akisa karsi bariyer olustururlar ve beyindeki EH’lerle
birlesirler. Ayrica serebral EH’lerin, periferdeki EH’lere goére daha fazla
mitokondrisi vardir ve bu hucreler KBB'deki iyonik gradienti sabit tutmak igin

gerekli metabolik is yukinu sahiplenmis olurlar [140].
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Sekil 2.6. KBB’deki karakteristik serebral kapillerlerin sematik olarak gosterimi
[141].

Alt membrandaki elektronca yogun tabakalar, EH’lerle astrositleri kaynastirirken,
hicre digi alani c¢evreleyen EH’ler ve perisitleri ayirirlar. Perisitler, serebral
kapillerin dig ekseni boyunca bulunurlar ve kasilmada gorev alirlar. Bu yakin iligki
ve fonksiyon, kan akisinin izlenmesine yardimci olur. Bu sekilde perisitlerin
adezyonu ile birlikte mikrodolasim, dolayli olarak EH aktivitesi ve KBB transportu
kontrol edilmis olur. Perisitler ayni zamanda hucre proliferasyonunu inhibe ederek,
endotel buyUmesini ve gelismesini kontrol ederler [142]. Buna bagh olarak

anjiyogenezde de rol oynayarak tezat iki gérevde rol almis olurlar [143].

Astrositler, bazal kapiller membranlarin %99’undan fazlasini sararlar [144]. Buna
ek olarak KBB’nin ylUksek hucrelerarasi elektrik direncinin uyarilmasinda rol
oynarlar. Sadece 20 nm’lik bosluk, astrositleri EH’lerden ve perisitlerden ayirir. Ug
hicre arasindaki etkilesimler madde transportunda 6nemli rol oynar. Kandan
beyne dogru olan molekuler yol, ilk olarak astrositik prosesden ileri hareket etme
ile gergeklesir. Daha sonra perivaskuler bogluktan gecger ve oradan da kapillerin

sinirindaki perisitlere hareket eder. Sonug olarak tasiyicilar, reseptorler, astrosit ve
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perisitlerin plazma membranindaki enzimler, maddelerin EH’ye ulasmadan dénce
akibetine karar verirler [144, 145].
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Sekil 2.7. KBB’nin yapisinin sematik gosterimi [141]. EH: Endotel Hucresi, EHM:

Endotel hicresi multimeri.
2.2.2. KBB’nden ilag Taginmasi ve Hedeflendirme Mekanizmasi

KBB, ¢embersel, seri halinde dizilmis polarize luminal (apikal) ve abluminal (bazal)
endotel membrandan ve diger dokulardan meydana gelmektedir [138]. Maddelerin
beyine girebilmeleri i¢cin membran setlerinden ge¢meleri gerekmektedir. Bu da
KBB’nin denetlenmesini dinamik hale getirir. Bariyer, gerekli besin, hormon ve
vitaminleri alir, enzimatik aktivite araciligi ile de birgok peptidi ve nérotransmitteri
parcalar. Bunlara ek olarak, enerji gerektiren toksin disa akis mekanizmasi,
serebral canliligin korunmasina zarar verecek maddeleri ortadan kaldirarak
yardimci olur. Kinetik akis analizleri, maddelerin tek yonlu derigsim bagimli
hareketlerini ortaya cikartmistir [146] (Sekil 2.8). Akisin yonU plazmadan beyne
veya beyinden plazmaya dogrudur. Bu iki parametre ice akis ve disa akis olarak

tanimlanir.
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Sekil 2.8. Derigim bagimli madde taginiminin sematik gosterimi [141].

Bu iki tek yonlU oran arasinda net akis birbirinden farklidir ve KBB’nin dogasindan
dogrudan etkilenir. KBB akisi, MSS’de ilaglarin terapotik derisimlere ulasmasinda
onemli bir belirtectir. KBB'yi birgok transport mekanizmasi tanimlar (Sekil 2.9).
Kapillerden en rahat klguk lipofilik molekuller geger. Yukla, buylk veya hidrofilik
molekullerin KBB’'den gegebilmesi icin kapili kanallar, ATP, proteinler ve/veya

reseptorler gerekmektedir [147].
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Sekil 2.9. KBB’nde tasinim mekanizmalari [141]. Pgp: P-glikoprotein, CIDP: Coklu
ilag direngi proteinleri, OAT: Organik anyon tasiyicilari.
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KBB’deki tagima mekanizmasi, beyne ila¢ hedefleme icin ayarlanabilir (Sekil 2.10).
Dogal olarak en ideal ilaglar kuguk, lipofilik, hidrofobik ve kompakt (polar ylzey
alan ile dlculebilen bir parametre) olanlardir. Fizikokimyasal faktorlere ragmen
biyolojik sistemin igerisindeki ila¢ adayinin dogasi, ilag¢ tasarimi igin ¢ok énemlidir.
Periferal dolasimda sistematik enzim saldirilari ve plazma proteini opsonizasyonu,
ilacin beyine ulasmadan Once metabolize olmasina neden olabilir. Dahasi
hicresel salgilama olasiligi ve ilacin kan dolasimindan temizlenme orani ilag
hedeflemede dusunulmesi gereken ek sorunlardir. Aday ilacin beyindeki atilim
oraninin anlagiimasi ¢ok énemlidir. Buna bagl olarak ilacin kandaki derisiminden
yola cikilarak beyindeki derisimine odaklaniimalidir. ilaci tasarlarken, ilag
derigimini, lipofilikligi ve polar ylzey alani gibi bircok parametrenin géz 6nune
alinmasi gerekmektedir. Disa akis proteinleri ve KBB’de olusabilecek diger

engeller, ilag beynin i¢ kisimlarina girmeden 6nce ortadan kaldirilmalidir [148].
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Sekil 2.10. ilag tasinim mekanizmalari [141]. BOS: Beyin-omurilik sivisi, HAB:

Hucrelerarasi bosluk.

Beyine ila¢ hedeflemede, molekiler yaklagsim ve polimerik tagiyici yaklagsim olmak
Uzere iki temel yaklagim bulunmaktadir. Molekuler yaklagimda oncelikle ilaglarin
beyin hucrelerine hedeflenmesi (lipofiliklik, boyut ve polar ylzey alani gibi 6nemli
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belirtecler temel alinarak) gerekir. Daha sonra ilacin hedeflendigi hucre
icerisindeyken 6zgun enzimatik mekanizma ile aktive edilmesi sarttir. Bu yontemin
dezavantaji, kullanilabilecek ilaglarin ve metabolik yollarin potansiyel olarak
kullanilmasinin limitli olmasidir. Avantaji ise ilaglarin, reseptdr aracili olarak
KBB’ye hedeflenebilmesinin mumkin olmasidir. Ancak bircok reseptor 6zgul
degildir ve ilacin, hedeflenen hicre disinda bagska hulcrelere karsi da afinite
gosterme ihtimali vardir. Beyine ilagc hedeflemede diger bir yontem ise tasiyici
partikillerin kullanilmasidir. Lipozomlar, su igerisinde yag emdulsiyonlari ve

polimerik nanopartikdller, tasiyici partiktllere drnek olarak verilebilir [148].

Polimerik nanopartikiiller bircok acidan avantajlidir. ilag yiikleme kapasiteleri
yuksektir ve ilacin hucreigi tasinimi artirilabilinir. Kati matriksli tasiyici partikiller,
ilaclari degradasyona karsi korurlar,bdylece ilacin beyine ulagsma olasiligi yukselir.
Ayrica tasiyicilar ilaglari hedefleyebilirler ve bu hedefleme kontrol edilebilir.
Tasiyici partiklllerin  ylUzey o6zellikleri kontrol edilebildigi igin retiklloendotel
sistemin (RES) makrofajlari tarafindan fark edilmezler ve beyine ulagma olasiliklari
artar [148].

2.3.Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller bircok acidan avantajlidir. ilag ylikleme kapasiteleri
yuksektir ve ilacin hucreigi tasinimi artirilabilinir. Kati matriksli tasiyici partikiller,
ilaclari degradasyona kars! korurlar,bdylece ilacin beyine ulagsma olasilig yukselir.
Ayrica tasiyicilar ilaglari hedefleyebilirler ve bu hedefleme kontrol edilebilir.
Taslyici partikullerin ylzey Ozellikleri kontrol edilebildigi icin RES makrofajlar

tarafindan fark edilmezler ve beyine ulagsma olasiliklari artar [148].

Nanopartikuller, dodal veya yapay polimerlerden yapilmig, 10 ile 1000 nm arasi
boyutlari olan polimerik partikillerdir [149]. Diger kolloidal tasiyicilarla
karsilastiriidiginda polimerik nanopartikuller, biyolojik siviya karsi daha yulksek
kararliliga sahiptirler. Ayrica polimerik dogalari, kontrollu ve surekli ilag salimi gibi
istenilen bircok Ozelligin olusturulmasina izin verirler. Nanopartikiller 6nceden
olusturuimus polimerlerden sentezlenebilecekleri gibi monomerlerinden de
sentezlenebilirler. Partikllin olusturulmasinda kullanilan teknoloji ve ydntem
dogrultusunda nanokurecikler veya nanokapsuller sentezlenebilir. Nanokureler,

ilacin icine dagitildigi yogun polimerik matrikslerdir. Bunun yaninda nanokapsuller,
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sivi bir cekirdegin etrafini saran polimerik kabuk seklinde ifade edilebilir.
Monomerin polimerizasyonu, monomerin dagiimis bir emulsiyon fazina eklenmesi,
ters mikroemulsiyon veya ¢ézunmeyen polimerin emulsiyon icinde dagitiimasi gibi
bircok teknik icerir. Onceden olusturulmus polimerden baslanirsa nanopartikiiller,
sentetik polimerin ¢okturalmesi, denature edilmesi veya dogal makromolekdillerin
jellesmesi ile olusturulur [50, 87-91]. Sentetik polimerlerden nanopartikil
hazirlanmasi icin iki temel yaklagsim 6énerilmistir. ik yaklasim, karismayan su-
polimer organik ¢ozeltisinin, surfaktan iceren sulu faz ile emilsiyon olusturulmasi
ve daha sonra ¢oziiclinin ugurulmasidir. ikinci yaklasim ise polimere, polimerin
¢6zlcusU olmayan bir ¢ozlicu eklenmesi ile ¢oktirmedir. Simdiye kadar in vivo
kosullarda uygulanmis ve beyine hedeflenmesi basarili olmus sadece bir tane
nanopartikul vardir. O da biyobozunur olan polibutilsiyanoakrilatlardir (PBSA) [80].
Polialkilsiyanoakrilatlarin (PASA) emulsiyon ile polimerizasyon mekanizmasi Sekil
2.11’de goOsterilmistir. Kreuter ve digerlerinin [81] c¢alismasinda, PBSA
nanopartikullerinin KBB’den gecisinin EH’den fagositoz veya endositoz yolu ile
olmakta oldugu belirtilmistir. Vauthier ve digerleri [94] ise PASA’In aliminda EH’nin
endositoz mekanizmasi fikrini ¢lrGtip, nanopartikillerin hiicre membranina Pgp

disa akis proteinleri ile gecis yaptigini 6ne surmuglerdir.
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Sekil 2.11. PASA emdlsiyon ile polimerizasyon mekanizmasi [141].
2.4. AH Tedavisinde Nanopartikiillerin Kullanimi
2.4.1. Kinolin Turevleri

Antibiyotik olarak tipta ¢ok fazla kullaniimakta olan kinolinler, malarya gibi birgcok
mikrobiyal hastalikta etkilidir [150]. Kinolin tlrevi kliokinol (5-kloro-7-iyodo-
hidroksikinolin) (KK) (Sekil 2.12), bir Cu/Zn selatérudur; in vitro ortamda plaklari
cbzdugu ve AH'na sahip transgenik farelerde AP birikimini inhibe ettigi
gosterilmistir [151. 152]. In vitro calismalar, KK’nin, AR (1-40) birikintilerini Zn*?
veya Cu*? ile c¢dzduguni, fakat peptidi, pH 5.5de yeniden c¢oziinebilir hale
getiremedigini ve B-tabaka formasyonuna indukledigini gostermistir. KK ile AB’nin
baglanma etkilesimleri nukleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisinde
incelenmigtir. AR (1-28), ABR’nin histidin igceren metal-baglama parcasidir. Bu
sebeple spektroskopik calisma icin bu parga segilmistir. NMR’da KK’'nin AB (1-
28Yden Cu*? bagini kaldirdi§i gosterilmistir. NMR, KK’nin peptide degil histidin

kalintilarina baglandigini kanitlamigtir. Ayrica postmortem beyin homojenati KK ile
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inkibe edilmis ve KK varliginda AB(1-40) ve AB(1-42)’nin ¢ézinmus fazda serbest
halde bulunduklari gosterilmigtir [107, 153].

125 )\
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Sekil 2.12. Kliokinoltn yapisi [141].

N-butilsiyanoakrilat nanopartikilinde, KK polimerik matrikse enkapsule edilmis
sekilde hazirlanmistir (KK-NP) ve KK-NP’nin beyinde AB senil plaklarin
goruntilenmesinde kullanilabilecedi dustunulmustir. APP ve APP/PS1 transgenik
farelerde KBB’yi asmak Uzere hazirlanan mannitol igeren monokristal demir oksit
nanopartikilleri AR (1—40) gortuntulemesi yapiimistir [154]. Diger bir galismada ise
KK-NP’nin KBB'yi serbest olarak gectigi gosterilmistir [152, 153]. KK-NP tasima

sisteminin AH’nIn tedavisi igin bir prototip olabilecegi dustunulmektedir [141].

Roney ve digerleri [141], degisik polimerizasyon teknikleri kullanarak hazirlanan
nanopartikillerin gelecekte AR plaklarin in vivo goéruntlilenmesinde kullaniimasi
konusundaki c¢alismalarini rapor etmiglerdir. PBSA nanopartikilleri, radyoaktif
olarak igaretli 1251-KK kinolin turevi ile yuklenmis ve fareye intravendz olarak
uygulanmigtir. Nanopartikullerin gok basarili bir sekilde KBB'’yi astigi gosterilmigtir.
125I-KK, beyin ve kandan temizlenerek, in vivo goéruntilemede uygun bir aday

oldugunu gostermigtir.
24.2. ThT

Hidrofilik, yuklt ve fluoresan bir isaretleyici olan ThT, daha 6nce olgun AR plaklarin
belirlenmesinde bir belirte¢ olarak kullaniimigtir. Hartig ve digerleri [155], kapsdulle
cevrilmis ThT nanopartikullerini (bUtilsiyanoakrilat polimeri), enjeksiyonla dogrudan
fare hipokampulsu icine gondermisler ve devaminda fikse edilmis dokularda
nanopartikillerden ThT fotokonversiyonunu takip etmiglerdir. Fotokonversiyona

ugratilmis nanopartikiller 1s1k mikroskopisiyle hipokampusun 6zellesmis bdlgesi
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olan dentate gyrus’da lokalize edilmis ve sitoplazmada ¢okmius lateks
nanopartikullerinin  yakininda vakuoller gorulmastir. Transmisyon elektron
mikroskopisi (TEM) ile nanopartikillerin, mikroglia ve no6ronlardaki varlig
dogrulanmistir. ThT lateks partikullerinin, AB’nin hlcre igi sentezini ve hucre disi
depozisyonunu isaretlemede kullanilabilecegi 6nerilmektedir [119]. ThT

nanopartikilleri damardan uygulandiginda da KBB’ni agsmaktadirlar [81].
2.4.3. D-Penisillamin

Beyindeki metal iyonlarinin derigiminin yasla birlikte arttigi; AH'na sahip beyinde
letal etkilerin olusmasina neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle bakir miktarindaki
artig, 6lumcul hidroksil radikallerinin Gretimini artirarak DNA yapisini bozmakta,
protein ve lipidleri modifiye etmektedir [120]. Amiloid plak olusumu baslamis
beyinde (~400 uM Cu*?; ~1 mM Zn*?), saglkli beyine (70 uM Cu*?; 350 pM Zn*?)
oranla Cu ve Zn seviyelerinin arttigr bilinmektedir. AH’nin olasi tedavisi igin
tasarlanan in vitro selasyon c¢alismasinda Cu(l) selatora D-penisillamin
nanopartikillere yuklenmis (PDP-NP); ancak bazik kosullarda ve artmis sicaklikta

muamele sonrasinda plaklarin yaklasik %40’ nin ¢ézuldagu gorulmastar [109].
2.5.PLGA-b-PEG Nanopartikiilleri

PLGA-b-PEG, poli(laktik-ko-glikolikasitye (PLGA) hidrofilik polietilenglikol
(PEG) segmentinin eklenmesiyle olusan bir blok kopolimeridir. Ozellikle PEG
iceren blok kopolimerlerin sulu ortamda spontan olarak olusturduklari polimerik
miseller sayesinde sahip olduklari biyouyumluluklari, dolagsiminda uzun sire
kalmalari ve toksik olmamalari nedeniyle ilag tasiyici sistemler olarak buylk ilgi
gormektedirler. PEG’lenmis polimerik misellerin PEG kabuklari, RES organlari
tarafindan taninmalarini 6nler. PEG kabuklari sayesinde, kanda bulunan opsonik
proteinler partikil ylzeyine adsorbe olamamakta ve bu sekilde RES organlari
tarafindan taninmayarak kanda kalis suresi uzatiimaktadir. Bu tir sistemler,
“‘gérunmez partikuller” olarak da isimlendiriimektedir. PEG, dusUk toksisitesi ve
Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan cesitli sekillerde kullanimina izin
verilmis olmasi yonunden goérinmez partikiller elde edilmesine ¢ok uygundur
[156]. Ayrica blok kopolimerin kendi kendine olusumu ile artan molekuler kitle,
renal klerensi dusurerek, misellerin kan dolasiminda daha uzun sure kalmasini

saglar. Ayrica PEG’lenmis polimerik misellerin yluzeyine spesifik ligand
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molekullerinin takilmasi, hedef dokudaki spesifik ve gelismis hucresel alimi
artirarak, gerekli etkin dozun ve yan etkilerin azaltiimasini saglar. Ligand
yuklenmis ve PEG’lenmis polimerik misellerin, hedeflenebilir ilag ve gen tasiyicilari
olarak kullanilmasi umut vericidir [157].

PLGA-b-PEG kopolimerleri ozellikleri nedeniyle ilag tasiniminda ve

hedeflendiriimesinde, Gzerinde en ¢ok g¢alisilan polimer grubudur.
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3. GEREG VE YONTEMLER
3.1.Geregler

3.1.1. Kimyasallar

Sodyum klorur (NaCl)

Merck & Co, Inc. Almanya

Potasyum klorur (KClI)

Merck & Co, Inc. Almanya

Disodyum hidrojenfosfat (Na;HPO,)

Merck & Co, Inc. Almanya

Potasyum dihidrojenfosfat (KH2PO,)

Merck & Co, Inc. Almanya

Di-potasyum hidrojenfosfat (KH,PO,)

Merck & Co, Inc. Almanya

Pluronic F68

Sigma & Aldrich, Inc. Almanya

Asetonitril

Sigma & Aldrich, Inc. Almanya

Amonyum (NHj)

BDH Chemicals Ltd. Ingiltere

Diklorometan

Sigma & Aldrich, Inc. Almanya

R-(-)-Deprenil hidroklor(r

Sigma & Aldrich, Inc. Almanya

Sodyum hidroksit (NaOH)

Merck & Co, Inc. Almanya

AB (1-40) peptit

Sigma & Aldrich, Inc. Almanya

AB (1-42) peptit

Sigma & Aldrich, Inc. Almanya

Ketalar Pfizer, Isvicre

Ksilazin Alfasan, Hollanda
Glisin Merck & Co, Inc. Almanya
ThT Sigma & Aldrich, Inc. Almanya
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3.1.2. Cihazlar

Ultraturaks

PRO Scientific Inc. ABD

Partikll Boyutu ve Zeta potansiyel

Malvern Zetasizer Nano-ZS, Ingiltere

Olciim Cihazi
Santrifuj Hettich, Aimanya
Manyetik Karistirici lka, Almanya
pH metre Orion, ABD

Hassas Terazi

Mettler Toledo, ABD

Calkalamali inkUbator

Shel Lab, El Salvador

Spektroflourimetre

RF-5301PC, Shimadzu, Japonya

Buz Makinesi

AF80, Scotsman, italya

Atomik Kuvvet Mikroskobu

Nanomagnetics Instruments, Ingiltere

Gegirimli Elektron Mikroskobu

902, Zeiss, Almanya

Yuksek Performansli Sivi Kromotografisi
(HPLC), pompasi

P680, Dionex, Almanya

HPLC, otamatik drnek enjektoru

ASI-100, Dionex, Almanya

HPLC, Termostath kolon kompartmani

TCC-100, Dionex, Almanya

HPLC, UV dedektori

UVD340U, Dionex, Almanya

Fourier Transform Infrared (FT-IR)

Spektroskobu

DR8101, Shimadzu, Japonya
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3.2. Nanopartikullerin Hazirlanmasi

3.2.1. Cift Emiulsiyon Yontemi ile Selejilin Yikli PLGA-b-PEG

Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Selejilin yukli PLGA-b-PEG nanopartikulleri, ¢ift emulsiyon yonteminin modifiye
edilmesiyle hazirlanmistir [158]. Nanopartikillerin hazirlanmasinda kullanilan
PLGA-b-PEG-COOH polimeri, PLGA-COOH ve NH3-PEGs3400-COOH polimerleri
kullanilarak Prof. Dr. Kezban Ulubayram (Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakultesi Temel Eczacihk Bilimleri Anabilim Dali) ve grubu tarafindan
sentezlenmistir [158]. ilk emdllsiyon, diklorometan igerisindeki PLGA-b-PEG-
COOH polimer ¢ozeltisinin (20 mg/mL) 1mL’sine, pH 7.4 fosfat tamponu (PBS)
icinde ¢ozulmus selejilin ¢ozeltisinden (50 mg/mL) 100 pL lik kismin damla damla
eklenmesi ve ultraturaksla 15,000 rpm’de 1 dakika karistiriimasi ile hazirlanmistir.
Emdlsiyon daha sonra enjektdr yardimi ile % 2’lik Pluronic F68 ¢dzeltisine (a/a, 5
mL) damla damla eklenirken, ultraturaks ile 15,000 rpm’de 1 dakika karistirilmistir.
Olusturulan bu ikinci emulsiyon manyetik karistiricida karistirilmakta olan % 0.5’lik
(h/h) Pluronic F68 ¢ozeltisine (50 mL) siringa pompasi yardimi ile eklenmistir. Elde
edilen emiilsiyon, bir gece boyunca +4°C'de manyetik karistiricida organik
¢6zUcunun uzaklastiriimasi amaciyla karistiriimistir. Olusan sUspansiyon 6nce
2,800xg’de 5 dakika santrifljlenerek makroagregatlardan kurtariimis, daha sonra
elde edilen nanopartikll suspansiyonu 20,000xg'de 20 dakika santrifljlenerek
olusturulan nanopartiktller c¢okturilmustir. Daha sonra nanopartikiller 2 kez
yikanmig, yiklenmemis selejilin ve ylzey aktif maddenin fazlasi uzaklastiriimistir.
Sentezlenen selejilin yukli PLGA-b-PEG nanopartikllleri Sekil 3.1’de sematize
edilmistir. Selejilin igermeyen nanopartikiller de kontrol amagli olarak ayni yontem

ile hazirlanmistir.
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PEG

Selejilin

Sekil 3.1. Sentezlenen selejilin yikli PLGA-b-PEG nanopartikillerinin sematik

gosterimi.

Etkin madde yUkleme etkinliginin saptanmasi amaciyla gergeklestiriien deneylerde

100 mg/mL, 75 mg/mL ve 25 mg/mL selejilin igceren stok ¢ozeltiler kullaniimistir.
3.3. Nanopartikiillere yuklenen Selejilinin Miktar Tayini
3.3.1. Selejilin igin Kalibrasyon Dogrusunun Hazirlanmasi

Selejilin miktar tayini Tzanavaras ve digerleri [159] tarafindan gelistirilen HPLC
yonteminin modifiye edilmesi ile gergeklestiriimistir. Yontemde mobil faz olarak
50:50 (h/h) Asetonitril/PBS (3.7mM KH,PO4 ve 4.4mM K;HPO4.3H,O, pH 7.0)
kullanilmigtir. Analitik ayirim igin Dionex C18 ters faz kolunu (250 x 4.6 mm; 5 ym)
kullanilmis (25°C) ve selejilin deteksiyonu A=220 nm’de gergeklestirilmistir. Akis
hizi 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 50 pL olarak ayarlanmigtir. Selejilinin
su:asetonitril (h/h) seklinde hazirlanan 1mg/mL derigsimdeki stok ¢dzeltisinden
hareketle 0.1mg/mL derisimde ikinci ¢ozelti hazirlanmis ve bu stoktan kullanilarak
8 farkli kalibrasyon noktasi i¢in gerekli seyreltmeler yapiimistir (100, 50, 25, 10, 5,
2.5,1,0.5 pg/mL).
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3.3.2. Selejilin Yukleme Etkinliginin Belirlenmesi

Selejilinin yUkleme etkinliginin belirlenmesi igin nanopartikil hazirlama islemi
sirasinda dis sulu fazda serbest halde bulunan selejilin miktari tayin edilmistir. Bu
amagla, selejilin  yukli nanopartikiller bolum 3.2.1'de belirtildigi  sekilde
hazirlandiktan sonra nanopartikil stispansiyonu 20,000xg'de 15 dakika santrifdj
edilerek Ust fazdan ornekler alinmis ve bu érnekler 0,22 ym por agikligina sahip
filtreden stzulmuastar. Dis fazdaki selejilin derisimi bolim 3.3.1’de 6zetlenen HPLC
yontemi ile tayin edilmis, etkin madde yukleme etkinligi asagidaki formul ile

hesaplanmistir.
K, — K,
Etkin madde yiikleme etkinligi (%) = % X100
1

J Ki:  Nanopartikil formulasyonu hazirlanmasinda kullanilan selejilin
derisimi
J Ko:  Su fazinda nanopartikullere yuklenmeden kalan selejilin derigimi

3.3.3. Etkin Madde Salim Caligmalari

Selejilin  yukli PLGA-b-PEG nanopartikillerden etkin  madde saliminin
incelenmesinde “sink” kosullari saglayacak sekilde 3 mg nanopartikil 1.5 mL PBS
(pH 7.4) icerisinde dagitilmistir. Ornekler 37°C’de 110 rpm’e ayarlanmis
calkalamali inklbatdre yerlestiriimigtir. Bu orneklerin dnceden belirlenmis zaman
noktalarinda Ust fazlari toplanarak 20,000xg’de santriflj edilmistir ve bdlim
3.3.1’de agiklanan HPLC ydntemi ile salinan etkin madde miktari belirlenmistir.
Her zaman noktasi i¢in Ust fazin tamami alinmis ve ayni miktarda yeni PBS
eklenerek bir sonraki zaman noktasina gecilmistir. HPLC ydntemi ile hesaplanan
etkin madde miktarlari her zaman noktasi igin toplanarak salim profilleri elde

edilmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmistir.
3.4. Nanopartikillerin Karakterizasyonu
3.4.1. Partikiil Boyutu, Zeta Potansiyeli

Hazirlanan selejilin yikli PLGA-b-PEG nanopartikil formulasyonlarinin boyut ve
zeta potansiyel analizleri Malvern Zetasizer Nano-ZS partikil boyutu ve zeta

potansiyel olgum cihazi ile gergeklestiriimistir. Zeta potansiyel o6l¢ima igin
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kullanilan Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi, bu potansiyeli Olgmek igin
suspansiyon boyunca bir elektriksel alan uygulamakta ve partikullerin yuklerine

bagli olarak olusan hareket hizlarini élgerek hesaplama yapmaktadir [160].
3.4.2. Morfolojik analiz

Hazirlanmis nanopartikullerin ylzeylerinin topografik goruntileri atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) kullanilarak elde edilmistir. Analiz esnasinda nanopartikiller su
icinde suspande edilerek mika plakalar Gzerine damlatiimis ve azot gazi ile
kurutulmustur. AFM goéruntilemesi dinamik modda (tapping mode), Buggetsensor
Tap300-G model silikon u¢ kullanilarak (yaricap < 10 nm) yapilmis; rezonans
frekansi 300 kHz ve kuvvetsabiti 40 N/m olarak belirlenmistir. U¢ acisi kantilever

boyunca 20°-25°, yanlardan 25°-30° ve tepeden 10° olarak ayarlanmistir.

3.4.3. FT-IR Analizi

Hazirlanan selejilin yukli PLGA-b-PEG nanopartikullerinin ve selejilinin  yapi
analizi FT-IR spektroskopisi ile gerceklestiriimistir. Selejilin iceren ve icermeyen
PLGA-b-PEG nanopartiklleri hazirlandiktan sonra 1 gun sure ile liyofilize edilerek
kurutulmustur. Daha sonra partikiller ve selejilin hidroklorur, agirlikga %1 olacak
sekilde KBr ile karistirilarak 10 tonluk pres yardimi ile incelemeye uygun hale

getirilmigtir.

3.5. AB Fibrillerin Hazirlanisgi

3.5.1. AB Peptid Orneklerinin Hazirlanmasi:

500uM AB (1-40) peptid %0.02 (h/h) soguk amonyum c¢ozeltisinde ¢ozUllup

vortekslenmistir. 20uL lik kisim fibrillerin hazirlanmasi igin inkibasyona birakiimak

lizere alinmis; kalan cozelti taze Ap (1-40) peptid olarak -80°C de saklanmustir.

500 uM ApB (1-42) peptid %0.02 (h/h) soguk amonyum ¢ozeltisinde ¢ozUllp
vortekslenmistir. 20uL lik kisim fibrillerin hazirlanmasi igin inkibasyona birakiimak

Uzere alinmig; kalan ¢ozelti taze AB (1-42) peptid olarak -80°C de saklanmistir
[161, 162].
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3.5.2. Fibrillerin Hazirlanmasi

AB (1-40) fibril sentezinde 50uM taze AP (1-40), 100 mM NaCl, 50 mM PBS
(pH=7.5) birlestiriimis ve 2400 pL’lik reaksiyon karisimi olusturulmus ve 37 'C de
inkubasyona birakilmistir. Karisim, 20uL Ap (1-40), 240 uL NaCl ve 1200 uL PBS

icermektedir.

AB (1-42) fibril sentezinde 50uM taze AP (1-42), 100 mM NaCl, 50 mM PBS
(pH=7.5) birlestiriimis ve 2400 pL’lik reaksiyon karisimi olusturulmus ve 37 C de
inkubasyona birakilmistir. Karisim, 20uL AB (1-42), 240 uL NaCl ve 1200 uL PBS
icermektedir [161, 162].

3.5.3. Ap (1-40) Fibrilin Selejilin Yiiklii Nanopartikiiller ile inkiibasyonu

Hazirlanan 50 uM A fibril (1-40), farkli derisimlerde (20 nM, 40 nM, 60 nM ve 100
nM) selejilin iceren nanopartikil stuspansiyonlari ile 100 mM NaCl, 50 mM PBS
(pH=7.5) iceren 500 uL’lik reaksiyon ortaminda, 37°C de inkibe edilmistir.
inklibasyon esnasinda belirli zaman noktalarinda karigimdan érnek alinarak ThT

fluoresans siddeti olcUlmuUstar.
3.5.4. Ap (1-42) Fibrilin Selejilin Yiiklii Nanopartikiiller ile inkiibasyonu

Hazirlanan 50 uM A fibril (1-40), farkli derisimlerde (20 nM, 40 nM, 60 nM ve 100
nM) selejilin iceren nanopartikil stspansiyonlari ile 100 mM NaCl, 50 mM PBS
(pH=7.5) iceren 500 uL’lik reaksiyon ortaminda, 37°C de inkibe edilmistir.
inklibasyon esnasinda belirli zaman noktalarinda karigimdan érnek alinarak ThT

fluoresans siddeti olcUlmuUstar.
3.5.5. ThT Fluoresans Olgiimii

Fibril olusumu ve olusumun selejilin igeren nanopartikullerle inhibisyonu ThT
fluoresans o6lcumu ile takip edilmistir. Reaksiyon ortamindan 100 pl’lik érnekler
alinarak 0. dakikada eksitasyon ve emisyon spektrumlari taranmistir.
eksitasyon=448 nm ve emisyon=490 nm olarak belirlenmistir. Reaksiyon

ortamindan sirasiyla 0, 2, 4 ve 6. saatlerde 6rnekler alinarak belirtilen eksitasyon

39



ve emisyon dalga boylarinda ThT fluoresans siddeti dl¢ulmustar [163]. Fluoresans

siddetindeki azalma, fibril olusumunun inhibiyonu ile dogru orantilidir.

3.5.6. Ap (1-40) Fibrilin Selejilin Yiiklii Nanopartikiiller ile inhibisyonuna
iligkin AFM ve TEM Analizleri

Analiz esnasinda nanopartikiller su icinde suspanse edilerek mika plakalar
Uzerine damlatilimisg ve azot gazi ile kurutulmustur. AFM goruntilemesi dinamik
modda (tapping mode), Buggetsensor Tap300-G model silikon u¢ kullanilarak
(yaricap < 10 nm) yapilmis; rezonans frekansi 300 kHz ve kuvvetsabiti 40 N/m
olarak belirlenmistir. Ug acisi kantilever boyunca 20°-25°, yanlardan 25°-30° ve

tepeden 10° olarak ayarlanmistir.

TEM goruntulemesinde Amiloid fibriller, 10 defa icinde hazirlandiklari tampon ile
seyreltilmis; bakir bdlmede karbon kapli Formvar'in Gzerine 15 pL olacak sekilde
eklenmis ve 4 dakika beklenmistir. Bolme daha sonra iki defa distile su ile
yikanmigtir ve ornekler 1 dakika boyunca %1 uranil asetat ile isaretlenmigtir.

Kurutulmusg érnekler 80 kV ve 50 000x buyutmede analiz edilmigtir.

3.6. Selejilin Yukli PLGA-b-PEG Nanopartikiillerin Sicanlara Uygulanmasi;

Beyin Dokusunda Selejilin Tayini

Hayvan deneyleri, Hacettepe Universitesi Yerel Etik Kurulu'ndan alinan izine
(2009/52-1) dayanilarak ve Helsinki kriterleri g6z o6nunde bulundurularak
gerceklestiriimigtir. Calismada 250-300 g agirhiginda Wistar albino siganlar

kullanilmigtir.

Deney gruplari:

Kontrol grubu: 1 mL tasiyici (PBS, pH 7.4) enjekte edilmigtir

Calisma Grubu 1: 1 mL 10 ug selejilin yuklenmis nanopartikil ¢ozeltisi (8 mg
nanopartikil/mL) enjekte edilmigtir

Calisma Grubu 2: Selejilin (10 ug/mL) enjekte edilmigstir

Karisimlar, sican kaudal venine intravendz olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyonu
takiben sicanlar 1 ve 2. saatlerde ketamin (300 mg/kg) ve ksilazin (30 mg/kg)
uygulanarak giyotin ile éldurtlmus ve beyinleri ¢ikartilip, hipokampus ve korteks

olarak ayrilmis (Sekil 3.2), PBS (pH 7.4) igerisinde homojenize edilmigtir.
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Homojenat 4°C'de 15 dakika 2,800xg'de santriflij edilmistir. Sipernatant (500 pl)
500 ul metanol ile karistirilip buzdolabinda 1 saat bekletilmistir [161]. Bu karisim
tekrar 2,800xg'de 15 dakika santriflij edilmis ve 50 ul supernatantta bolim 3.3.1'de

detaylandirilan HPLC yontemi ile selejilin miktar tayini yapilmigtir.

Hipokampiis

Hipokampis

Hipokampiis Hipokampiis

Sekil 3.2. Sigan beyninde hipokampusin sematik gosterimi [164].
3.7.istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler Windows igin Uretilmis GraphPad Prism 4.03 (GraphPad
Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Gruplar arasi
farkin analizi, t-testi ile gerceklestiriimistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmig, degerler
ortalamazSH olarak ifade edilmig, p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. SONUCLAR

Bu calisma kapsaminda ampifilik blok bir kopolimer olan PLGA-b-PEG
nanopartikilleri hazirlanmig, partikillere selejilin yuklenmistir. Hazirlanan PLGA-b-
PEG nanopartikullerinin, hazirlanan amiloid fibrilleri (AB(1-40) ve AB (1-42))
destabilize edici etkisi in vitro kogullarda incelenmistir. Ayrica bu nanopartikullerin
KBB'’yi astigi; beyinin korteks ve hipokampls bdlgelerine dagildigi in vivo
deneylerle ispatlanmistir. Bu kapsamda yapilan galismalarin sonuglari asagida

verilmigtir.

4.1.Selejilinin HPLC Yéntemi ile in Vitro Miktar Tayini

Selejilinin  in  vitro miktar tayini bdolim 3.2.1°de aciklandigi  sekilde
gerceklestirilmistir. 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/mL selejilin igeren
standartlara ait HPLC kromotogramlari sirasiyla Sekil 4.1 ve 4.2’de gosterilmigtir.
Pikler miktar tayinine olanak verecek sekilde simetrik olup pik alanlari cihaz

tarafindan otomatik hesaplanmistir.

S| Py WAL220 nm

4,00
2,00
0,00

-3,00-
r T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 13 25 38 50 6.3 75 8.8 100 1,3 125 138 150 163 175 188 200 220

Sekil 4.1. 0.5, 1, 2.5 ve 5ug/mL selejilin igeren standarta ait kromatogram

RO T WL 220

37 5]

25,0

115_%§§§iizﬁgsil¥é}\fg__"“___Fdr‘h““_“{hh___;_k__

10,0~
T
0,0 13 25 38 50 63 7.5 8.8 100 113 125 138 150 163 175 188 200 220

Sekil 4.2. 10, 25, 50 ve 100 pg/mL selejilin iceren standarta ait kromatogram
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Selejilinin in vitro miktar tayini i¢in kalibrasyon egrisi hazirlanirken 0.5, 1, 2.5, 5,
10, 25, 50 ve 100 ug/mL selejilin iceren standart ¢cozeltiler kullaniimistir. Selejiline

ait kalibrasyon grafigi Sekil 4.3’de gosterilmistir.
4.2.Selejilin Miktar Tayininde Kullanilan HPLC Ydénteminin Validasyonu
4.2.1. Dogrusallik

200 pg/mL derisimde hazirlanan selejilin ana stok ¢ozeltisinden seyreltmeler
yapilarak 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ug/mL selejilin iceren standart ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Bu standart ¢ozeltilere ait kromatogramlardan elde edilen piklerin
alanlari hesaplanmigtir. Derisimine kargi pik alanlari grafiklenip, regresyon analizi
gergeklestiriimistir (Sekil 4.3). Dogruluk tanimlayici regresyon katsayisi (R*=
0.9995) olarak hesaplanmisgtir.
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Selejilin Miktari (pg/mil)

Sekil 4.3. Selejiline ait kalibrasyon egrisi
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4.2.2. Ozgiilliik

Bos nanopartikullerin HPLC kromotogramlari alinmistir (Sekil 4.4). Selejilinin tayin
bolgesinde 06zgulligl bozacak baska bir sinyalin olmadigi saptanmistir.
Dolayisiyla Selejilin miktar tayinini bozacak, engelleyecek veya yontemle girigim

yapacak herhangi bir sinyal s6z konusu degildir.

14,0

mAL WL 220 hm

10,0

7,54
5,0

2,5

-2,0-]

Sekil 4.4. Bos nanopartiklllere ait kromotogram

4.3. Selejilin Yiiklii PLGA-b-PEG Nanopatrtikiillerinin in Vitro Yiiklenme

Verimliliginin Degerlendirilmesi

Bolum 3.2.1°de acgiklanan yonteme goére hazirlanmig, farkli derigsimlerde selejilin
iceren PLGA-b-PEG nanopartikullerinin yuklenme verimliligine iligkin veriler cizelge
4.1’de sunulmustur (n=6). Buna gore yukleme verimliligi en yliksek olan seri, 5 mg
selejilin ile hazirlanan 2 numarali seri oldugundan, tez kapsamindaki in vitro ve in
vivo deneylerde kullaniimak Uzere hazirlanan nanopartikillerde bu derisim
benimsenmistir. Farkh selejilin derisimleri kullanilarak hazirlanmis PLGA-b-PEG

nanopartikillerinin dis faz kromotogramlari Sekil 4.5'de verilmigtir.
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Cizelge 4.1. Nanopartikullere selejilin yikleme etkinligi*

Nanopartikul Nanopartikllere

formulasyonu | yuklenmek Uzere

Nanopartikullerde

tayin edilen selejilin

Etkin madde

yukleme

tartilan selejilin miktari verimliligi (%)
miktari (mg) (ng)
1 2.50 4.92+3.44 11.70
2 5.00 12.57+3.01 13.00
3 7.50 4.92+0.58 3.30
4 10.00 7.37+2.88 5.20

*Degerler, 6 bagimsiz 6lgimun ortalamaxSH’sI olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli derisimlerde selejilin kullanilarak hazirlanmisg nanopartikullerin dis

faz kromotogramlari
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4.4. Selejilin Yiiklii PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin in Vitro Etkin Madde

Salim Galigmalan

Selejilin iceren PLGA-b-PEG nanopartikillerinin in vitro etkin madde salim
calismalari, farkli zaman dilimlerinde (30. dakika, 1, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72. Saat) %
salinan etkin madde miktarinin dlgilmesiyle (n=3) gerceklestiriimigtir. Etkin madde
salim grafigi Sekil 4.6'da gosterilmistir. Elde edilen sonuglara goére hazirlanan
nanopartikiller icerdikleri selejilinin % 70’ini ilk 2 saat iginde salmiglardir. Bu hizli
salimin patlama etkisi olarak bilinen (burst effect) etkiden kaynaklandigi ve
nanopartikil ylzeyinde adsorplanmis selejilinin aniden saliverisi sonucu ortaya
ciktigr dusundlmustdr. 10. Saatten sonra salimin platoya ulasmasi, ilacin

nanopartikullerden kontrollt olarak salindigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. Selejilin iceren PLGA-b-PEG nanopartikullerin in vitro salim grafigi
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4.5. Selejilin  Yukli PLGA-b-PEG Nanopartikiillerin Boyut Analizi, Zeta

Potansiyeli ve Polidispersitesi

Bu calismada amfifilik blok bir kopolimer olan PLGA-b-PEG’in farkli selejilin
derisimleri ile nanopartikil formulasyonlari  hazirlanmigs ve hazirlanan
nanopartikillerin boyut analizleri, zeta potansiyelleri ve polidispersite indeksleri
standart sapmalari ile beraber hesaplanarak cizelge 4.2’de verilmistir (n=6).
Degisik derisimlerde selejilin igeren PLGA-b-PEG nanopartikil formalasyonlarinin
ortalama boyutlarinin 210-250 nm araliginda oldugu Partikil Boyutu ve Zeta
potansiyel Olgiim Cihazi ile saptanmistir. Polidispersite indekslerinin diisiik olmasi
(~0.3), selejilin iceren nanopartikillerde agregasyon bulunmadigi ve dar bir boyut
dagihm araligina sahip olduklarini gostermektedir (Sekil 4.7). Nanopartikullerin,
mikropartikller yapilara kiyasla intravendéz kullanima daha uygun oldugu
bilinmektedir. Vlcuttaki en kicguk kapillerler 5-6 uym capindadir. Kan dolasimina
girecek olan partikullerin emboliye neden olmamalari i¢in 5 pym’den klguk olmalari
ve agregat olusturmamalari gerekmektedir. Bu nedenle bu calismada elde edilen
nanopartikil buyudklukleri, intravendz kullanim i¢in uygundur. Zeta potansiyeli
yuzey yukunu karakterize etmek icin kullanilir ve bu deger partikullerin
agregasyona karsi olan  egilimlerinin  bir  g0Ostergesidir.  Genellikle
nanopartikillerden kararli stspansiyonlar hazirlamak igin zeta potansiyellerinin

+30 mV’un Uzerinde olmasi istenir. Hazirlanan selejilin yikla nanopartikullerin zeta

potansiyellerinin yaklasik -35 mV olmasi bu nanopartiktl stspansiyonlarinin kararli

olduklarini ve agregasyona egilimli olmadiklarini géstermektedir.

Cizelge 4.2. Nanopartikullerin ortalama boyutlari, polidispersite indeksleri ve zeta

potansiyelleri®

Nanopartikul | Ortalama boyutlari Polidispersite Zeta potansiyel
formulasyonu (nm) indeksleri (PDI) (mV)
1 236.00 + 12.01 0.331+£ 0.230 —38.00 £ 1.40
2 217.00 £15.50 0.321 £ 0.036 —34.80 £ 0.28
3 246.30 + 47.60 0.295 + 0.075 —34.70 £ 4.24

*Degerler, 6 bagimsiz 6lgimun ortalamaxSH’sI olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.7. Selejilin yukli PLGA-b-PEG nanopartikullerinin boyut analizi A) 7.5 mg
selejilin ile hazirlanan 3 numarali nanopartikul formulasyonu B) 2.5 mg selejilin ile
hazirlanan 1 numarali nanopartiktl formulasyonu, C) 5.0 mg selejilin ile hazirlanan

2 numarall nanopartikul formulasyonu.
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4.6. PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin Morfolojisi

Selejilin yukli PLGA-b-PEG nanopartikullerinin AFM goéruntileri ve AFM ile elde
edilen partikil boyut dagilimlari Sekil 4.8'de gdsterilmistir. Nanopartikullerin
kiresel simetriye sahip olduklari ve dizgin formda oldugu goérulmustir (Sekil
4.8.). AFM analizi sonucunda elde edilen partikul boyut dagilimi (170-210 nm) ile
onceden gercgeklestirilen boyut analizi sonuglarinin (210-250 nm) birbiri ile uyumlu

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Selejilin iceren PLGA-b-PEG nanopartikullerinin AFM goruntistu ve AFM

ile elde edilen partiktl boyut dagilimi

4.7. FT-IR Analizi

Hazirlanan bos ve selejilin iceren PLGA-b-PEG nanopartiklllerinin FT-IR analizi
sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da verilmigtir. Bu analizler sonucunda PLGA-b-
PEG nanopartikiilleri igin 3500 cm™"deki genis pik —OH grubu gerilmesine, 2900-
3000 cm™de gdzlemlenen pik CH, ve CHs'e ait C-H gerilmesine ve 1750 cm "deki
pik, C=0 gerilmesine aittir. 1300 cm™ ve 1090-1170 cm "araligindaki pikler ise
sirastyla karboksilik asite ait C-O gerilmesine ve ester grubuna ait C-O gerilmesine

aittir.
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Selejilinine ait FT-IR analiz sonuglari Sekil 4.11’de verilmigtir. Selejiline ait FT-IR
spektrumu incelendiginde 3200 cm™de gériilen pik N-H gerilmesine, 2800-3000
cm’de gdzlemlenen pikler CHs'e ait C-H gerilmesine, 2100 cm™deki pik C=C
gerilmesine, 1600 cm "deki pik NH2 egilmesine, 750-690 cm "deki pikler fenil C-H

egilmesine aittir.

FT-IR analizi sonuglarinda bos nanopartikil, selejilin yukld nanopartikil ve
selejiline ait kromatogramlar cakistirildiginda  nanopartikiller  selejilinle
yuklenmemis gibi gérinuyor olsa da nanopartikullerin i¢lerine hapsedilen selejilin

derisimi ¢ok dusuk oldugundan FT-IR sonuglarinda gézlemlenememis olabilir.
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Sekil 4.9. Bos PLGA-b-PEG nanopartikullerinin FT-IR analizi
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Sekil 4.10. Selejilin yukli PLGA-b-PEG nanopartikillerinin FT-IR analizi
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Sekil 4.11. Selejilinin FT-IR analizi
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4.8. AB (1-40) Fibrilinin Selejilin Yiiklii Nanopartikiiller ile inkiibasyonu

AB (1-40) fibrilleri in vitro kosullarda bolim 3.4.2°de belirtildigi sekilde
olusturulmustur. Fibril olusumuna ait ThT fluoresans siddetindeki artisi gosteren

grafik Sekil 4.12°de sunulmustur.

Bu fibriller ile farkh derisimlerde selejilin iceren PLGA-b-PEG nanopartikllleri (20
nM, 40 nM, 60 nM ve 100 nM) bolim 3.4.3’de belirtilen ydntem dogrultusunda
inkibe edilmig; inkibasyon sirasinda 0, 2, 4, 6. saatlerde ornekler alinmis ve
inhibisyon bolim 3.4.5'de belirtilen ThT fuloresans dlgumu ile izlenmigtir. Fibriller,
selejilin ile de ayni kosullarda inkibe edilmig; alinan orneklerde olasi inhibisyon
ThT fluoresans dlgumu ile izlenmistir (grafik burada verilmemigtir). Selejilinin A
(1-40) fibrillerini in vitro kosullarda destabilize edici etkisi ile selejilin yuklu
nanopartikillerin ayni fibrilleri in vitro kosullarda destabilize edici etkileri

karsilastirilmig, aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
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Sekil 4.12. A) AB (1-40) fibrilinin olusumunu gosteren grafik

B) AB (1-40) fibrilinin belirli derisimlerde selejilin yukli nanopartikiller ile
inhibisyonu sonucu elde edilen grafik (o) 20nM selejilin iceren nanopartikul, (m)
40nM selejilin iceren nanopartikil, (A) 60nM selejilin iceren nanopartikul, (e)

100nM selejilin igeren nanopartikul
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4.8.1. AB (1-40) Fibrilinin Selejilin Yukli PLGA-b-PEG Nanopartikiilleri ile

inkiibasyonuna iliskin Morfolojik Analiz

in vitro kosullarda olusturulmus AR (1-40) fibrillerinin AFM ve TEM goéruntileri Sekil
4.13’de gosterilmistir. Fibriller ile selejilin igceren PLGA-b-PEG nanopartikullerin

inkibasyonu sonucunda fibrillerde meydana gelen destabilizasyona ve/veya

parcalanmaya ait AFM ve TEM goruntuleri Sekil 4.14’de verilmistir.
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Sekil 4.14. AB (1-40) fibriller ile inkibe edilmis selejilin iceren PLGA-b-PEG

nanopartikulleri ile fibrillerde meydana gelen destabilizasyona ait (A) TEM ve (B)

AFM goruntuleri
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4.9. AB (1-42) Fibrilinin Selejilin Yiiklii Nanopartikiiller ile inkiibasyonu

AB (1-42) fibrilleri, in vitro kosullarda bdolum 3.4.2'de belirtildigi sekilde
olusturulmustur. Fibril olusumuna ait ThT fluoresans siddetindeki artisi gosteren
grafik Sekil 4.15'de sunulmustur.Bu fibriller ile farkli derisimlerde selejilin igeren
PLGA-b-PEG nanopartikulleri (20 nM, 40 nM, 60 nM ve 100 nM) bdlim 3.4.4’de
belirtilen yontem kullanilarak inkiibe edilmiglerdir. Inkiibasyon sirasinda 0, 2, 4, 6.
saatlerde o6rnekler alinmis ve nanopartikullerin fibrilleri destabilize etme yetenekleri
fluoresans siddetindeki azalma ile izlenmistir. inhibisyona iligskin grafik, Sekil

4.15'de gosterilmistir.

inklibasyon selejilin ile de gergeklestiriimis olup (grafik verilmemistir) selejilin yiklG
nanopartikuller ile selejilinin AR (1-42) fibrillerini in vitro kosullarda destabilize edici

etkileri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir.

56



60,0

50,0

40,0

30,0

(Bagil Birim)

20,0

Fluoresans Siddeti

10,0

00 °
0 10 20 30 40 50 60

Zaman (Saat)

(Bagil Birim)

Fluoresans Siddeti

!-‘-{.-l—«l—ﬂ—i

Zaman (Saat)

Sekil 4.15. A) AB (1-42) fibrilinin olusumuna ait grafik.

B) AB (1-42) fibrilinin belirli derisimlerde selejilin yUkli nanopartikuller ile
inhibisyonuna ait grafik (o) 20nM selejilin iceren nanopartikul, (m) 40nM selejilin
iceren nanopartikul, (A)60nM selejilin iceren nanopartikul,(e)100nM selejilin igeren
nanopartikdl
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410. in vivo Kosullarda Sigana Selejilin  Yiikli PLGA-b-PEG
Nanopartikiillerinin ve Tek Basina Selejilinin uygulamasini takiben Korteks

ve Hipokampisteki Selejilin Derigiminin Belirlenmesi

Calisma gruplari: kontrol grubu, calisma grubu 1 (sadece selejilin enjekte
edilmistir) , calisma grubu 2 (10 pg selejilin iceren PLGA-b-PEG nanopartiklller
enjekte edilmigtir) olarak belirlenmis ve kaudal venden yapilan enjeksiyonunu
takiben beyinlerin korteks ve hipokampls bolgeleri izole edilmis; doku
homojenatlarinda selejilin miktar tayini yapilmigtir. (Bolum 3.6). Kontrol grubuna ait
beyin dokularinda selejilin saptanmadigindan, bu gruba ait sonuglar burada

gOsterilmemistir.

Calisma Grubu 1’den enjeksiyonu takiben 1. ve 2. saatlerde gikarilan beyinlerin
korteks ve hipokampls bolgelerindeki  selejilin  derigiminlerine iligkin
kromotogramlar Sekil 4.16 ve 4.17°de; Calisma grubu 2’den enjeksiyonu takiben 1.
ve 2. saatlerde gikarilan beyinlerden korteks ve hipokampus bolgelerindeki selejilin
derisimine iligkin kromotogramlar ise Sekil 4.18 ve 4.19°da sunulmustur. Toplu

sonuglar gizelge 4.3’de 6zetlenmigtir.

Bu sonuglara gore her iki calisma grubunda da enjeksiyonu takiben 2 saat
bekleme slresi sonucu elde edilen hipokampls ve korteks doku selejilin
derigimlerinin 1 saatlik bekleme suresi sonucu elde edilenlere oranla daha yuksek

oldugu saptanmistir.

Calisma gruplarinda 2 saatlik bekleme sonrasi elde edilen sonuglar
karsilastirilmis; Calisma grubu 2’nin (selejilin yukli nanopartikil uygulanan grup)
doku selejilin derigiminin galigma grubu 1’in (tek bagina selejilin uygulanan grup)
doku selejilin derigsimine oranla yuksek oldugu (selejilin derisimi agisindan
hipokampus ve korteksteki verim sirasiyla ortalama 2.5 ve 1.5 kat daha ylksektir)

gorulmustur. Aradaki fark istatistiksel olarak da anlamlidir (p<0.01).
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Cizelge 4.3. Uygulamay takiben 1 ve 2 saatlik bekleme suresi sonucu elde edilen

beyin korteks ve hipokampus dokularinda selejilin miktarlar*

1 Saatlik bekleme sonrasi 2 Saatlik bekleme sonrasi
saptanan doku selejilin saptanan doku selejilin
derigimi (uQ) derigimi (uQ)
HipokampUs Korteks HipokampUs Korteks
Calisma grubu 1
1.29 £ 0.32 1.71+£ 0.83 1.32 £0.92 3.90 £ 0.81
Calisma grubu 2
1.60 £0.27 2.27 +0.46 4.06 +1.57 4.61+1.33
*Degerler, 3 denekteki bagimsiz o6lcumun ortalamatSH’si olarak ifade
edilmistir
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Sekil 4.16. 1 saatlik bekleme suresi sonrasinda 1-A)Hipokampls ve 1-

B)Korteksteki selejilin derisimi gosteren kromotogram
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Sekil 4.17. 2 saatlik bekleme suresi sonrasinda 2-A)Hipokampls ve 2-

B)Korteksteki selejilin derisimini gdsteren kromotogram
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Sekil 4.18.

1 saatlik bekleme suresi sonrasinda 1-C)Hipokampis ve 1-

D)Korteksteki selejilin derigimini gosteren kromatogram
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Sekil 4.19. 2 saatlik bekleme suresi sonrasinda 2-C)Hipokampuis ve 2-

D)Korteksteki selejilin derigimini gdsteren kromatogram
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5. TARTISMA

Organizmaya verilen ilacin, uygulandigi boélgeden hedef bolgeye yeterli derisimde
ulasabilmesi, belirli bir sure terapotik o6zelligini koruyabilmesi ve en 6nemlisi
dogrudan etki bolgesine hedeflenebilmesi igin uygun bir tagima sistemine ihtiyag
duyulmaktadir. Yeni ilag tasima sistemleri, ilaglarin istenilen organ doku, hlcreye
hedeflenebilmesine olanak sagladiklarindan yeni tedavi yaklasimlarinin odak
noktasi olmuslardir. Speiser ve digerleri [166] ilk defa 1970’lerin ortalarinda
nanopartikiillerin farmasotik uygulamalarda kullanilabilecegini gdstermislerdir. ilag
tasima sistemlerinin boyutlarinin mikro boyutlardan (>1 pm) nano boyutlara
(<1um) dusurulmesi ile birgok terapdtik ile tasiyici sistemlerin butlnlesik bir sistem
olusturuimasi saglanmistir [167]. Nanopartikullerin diger ilag tasima sistemler
Uzerindeki en buyuk avantaji mikron alti boyutlarda olmasidir. Nanopartikllerin bu
Ozelligi ekstravazasyonu muamkin kilip, terminal kan damarlarindan emilimi
engeller [168]. Bu ila¢ tasiyici sistemler, basarisiz tedaviler ve zayif terapdtik
cevaplar gibi serbest ilaglarin basarisiz oldugu yodnlerin asiimasi igin

tasarlanmiglardir [169].

Bu tez kapsaminda amfifilik PLGA-b-PEG nanopartikilleri igine selejilin
yuklenerek, AH’nda olusan amiloid plaklari destabilize edici etkisi in vitro

kosullarda incelenmistir.

Polimerik ilag tasima sistemleri oldukga gelistirilmistir [170] ve terapdétik ajanlarin
uzun donemli veya kademeli [171] olarak veriimesinde c¢ekici birer alternatif
olusturmaktadirlar. Polimerik dozaj formalarinin icerisinde terapdtik ajanlar
korunur, dokulara ilacin araliksiz bir bigcimde verilmesini saglanir ve tekrarli ilag
uygulamasi engellenir. Bu Ozellikler ayrica bolgelere 6zgl tasinimin
olusturuimasini saglar. Peptitler ve proteinler gibi makromolekuller stabilite
konusunda ¢ok hassas olduklari icin enkapsule olmalari bu makromolekllerin
korunmasina, 6zellikle de peroral olarak uygulandiginda gastrointestinal enzimler
ve pH etkisine karsi korur. Basarili bir ila¢ tasima sisteminin olusturulmasinda
polimer matriksinin uygun bir bigcimde secilmesi gerekmektedir. Polimer bozunabilir
veya bozunmaz yapida olabilir. Bozunmaz polimerlerin en temel dezavantaji
polimerlerin ilag tasinimi sonrasi vlcuttan cerrahi yol ile uzaklastiriimasi

gerekmektedir. Bozunan polimerin ise cerrahi uzaklastirmaya ihtiyaci yoktur. Bu
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nedenle birgok calismada bozunmayan polimerler yerine tercih edilmektedirler.
Buna ek olarak bozunan polimerler kiigik emilebilir molekullere degrade olduklar
icin monomerlerinin toksik olmamasina dikkat etmek gerekmektedir. En yaygin
olarak kullanilan bozunur polimerler PLA, PGA veya onlarin kopolimeri olan
PLGA’dir. Bu polimerler biyobozunur, biyouyumlu ve toksik olmamalari nedeni ile
biyomedikal uygulamalarda yirmi yildan fazla bir stredir kullaniimaktadirlar [172].
Son yillarda blok kopolimerler (AB diblok, ABA veya BAB triblok, ¢coklu blok, dalli
blok etc.) mikro ve nanosistemlerin Uretiminde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ozellikle PEG igeren blok kopolimerlerin sulu ortamda kendi kendine olusturduklari
polimerik miseller; mikemmel biyouyumluluklari, kan dolagsiminda uzun sure
kalmalari ve toksik olmamalarindan oturl ilag ve gen tasiyici sistemler olarak

blyuk ilgi gérmektedir.

Bu tez kapsaminda PLGA blogu (hidrofobik) ve PEG blogu (hidrofilik) olan PLGA-
b-PEG kopolimerleri kullanilarak selejilin yuklenmis nanopartikuller ¢ift emulsiyon
yontemi ile hazirlanmistir [158]. Hazirlanan nanopartikillerdeki selejilin miktarinin
tayin edilebilmesi icin HPLC ile selejilin miktar tayini yapilmasi hedeflenmis ve bu
dogrultuda da selejilinin kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. HPLC ile elde edilen
kromatogramlarda retansiyon zamani 16 dakika olan selejilin pikinin miktar
tayinine olanak verecek dl¢ude simetrik oldugu belirlenmistir. Partikullere yuklenen
selejilin miktar1 in vitro etkin madde salim deneyleriyle saptanmigtir. Verimi en
yuksek olan serinin partikil formulasyonu 5 mg selejilin ile hazirlanmistir ve
partikil boyutlari 217£15.5 olarak saptanmistir. Bu seri i¢in boyut dagiliminin
homojenliginin gostergesi olarak kullanilan polidispersite indeksi 0.321 olarak
saptanmistir. Hem verimliliginin ylksek olmasi hem ortalama nanopartikil
boyutunun kuclk olmasi hem de polidispersite indeksinin 0.2 degerine yakin
olmasi nedeniyle in vitro ve in vivo deneylerde kullaniimak Uzere sentezlenen
nanopartikillerde bu derisim benimsenmistir. FT-IR analizi sonuclarinda bos
nanopartikdl, selejilin  yUkli nanopartikil ve selejiline ait kromatogramlar
cakistirildiginda nanopartikuller selejilinle yuklenmemis gibi gértinuyor olsa da
nanopartikdllerin iglerine hapsedilen selejilin derisimi ¢ok dusuk oldugundan FT-IR

sonuglarinda gézlemlenememis olabilir.

Klinik ve farmakolojik kaynaklarda I-deprenil olarak da bilinen selejilin hidroklorur,

feniletilaminin asetilenik turevidir. Selejilin, mitokondrinin dig membraninda hicre
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ici enzim olarak gérev yapan MAO enziminin geri donlisimsuz inhibitdruduar.
Alzheimer hastalarinda platelet MAO aktivitesinin yiksek bulunmasi ile bozulan
dopaminerjik ve noradrenerjik sistemler iligkilendirilmis; 6zellikle MAO-B
inhibitérlerinin AH’nda néron hasarini azalttigi 6ne surtlmustir [173] ve bu sekilde
AH'nin ilerlemesini yavaslattigi digunulmektedir [174]. Selektif MAO-B inhibitoru
selejilinin PH ve AH’nda etkili oldugu; katekolamin dizeylerini artirarak AH’ndaki
davranis bozukluklarini dizelttigi bildirilmistir [175]. Buradan yola ¢ikilarak MAO-B
inhibitérlerinin AR fibril olusumunu da inhibe edebilecedi hipotezi gelistiriimigtir
[176]. Bu tez kapsaminda AH’nda olustugu bilinen A fibrilleri in vitro kosullarda
olusturuimus ve sentezlenen selejilin yUkli nanopartikillerle inkibe edilmigtir.
Fibrillerin olustugu hem TEM hem de AFM goruntuleriyle dogrulanmigtir. Selejilin
yuklu nanopartikullerin bu fibrilleri destabilize ettigi de yine TEM ve AFM
goruntuleriyle saptanmis ayrica ThT fluoresans siddetindeki azalma izlenerek
nanopartikillerin destabilize edici etkilerinin zamana bagimli davranigi da
belirlenmistir. AH’nda olustugu bilenen iki farkh fibril tirG icin (1-40 ve 1-42) de
benzer sonuglar elde edilmistir. Her iki fibril tipi icin de altinci saate kadar
inkibasyon suresinin artmasiyla destabilize edici etkinin arttigi, altinci saatten

sonra ise etkinin platoya ulastigi saptanmistir.

AH’nda olugan AB plaklarin éncelikli olarak beynin hipokampus bdlgesinde agrege
olarak hafizay etkiledikleri, dolayisiyla kiside zaman kavraminin kaybolmasina yol
actiklari ve ikincil olarak da beynin korteks bdlgesini etkiledikleri bildirilmektedir
[177]. Dolayisiyla hazirlanan nanopartikillerin beyin igi dagiliminin belirlenmesi
Ozellikle bu iki bolgedeki selejilin derigsiminin saptanmasi 6nemlidir. Bu dogrultuda
in vivo Ondeneyler zamana bagimli olarak gergeklestiriimistir. Elde edilen
sonuglara goére sicanlarin kuyrugundan selejilinin veya ayni miktarda selejilin
iceren nanopartikil sispansiyonunun enjeksiyonunu takiben 2 saat sonra gikarilan
hipokampls ve korteks bdlgelerindeki selejilin derisimi 1 saat sonra ¢ikarilan
hipokampuls ve korteks bdlgelerindeki selejilin derisiminden daha yuksek oldugu
saptanmistir. Bununla beraber her iki durumda da hipokampuse oranla korteksteki
selejilin miktari daha yuksek bulunmustur ve ayrica her iki saat dilimi icin de
nanopartikil suspansiyonu uygulanan havyalarda beyindeki selejilin miktar
sadece selejilin uygulanan hayvanlara oranla ortalama 2 kat daha yuksek

saptanmigtir. Bu durumun olasi nedenleri arasinda nanopartikillerin KBB'’yi gegme
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yeteneklerinin  selejiline oranla daha yuksek oldugu ve muhtemelen
nanopartikillerin ylzeyinde bulunan serbest gruplarin KBB'’yi hizla asabilecek

sekilde etkilesime girdigi yorumu yapilabilir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda selejilin yukli PLGA-b-PEG polimerik
nanopartikilleri basariyla sentezlenmigtir. Sentezlenen nanopartikillerin in vitro
kosullarda AR fibrillerle etkilesip bu fibrilleri destabilize ettigi saptanmistir ve in vivo
deneylerle de bu nanopartikillerin KBB’yi asarak AP fibrillerin yogun oldugu
hipokampls ve korteks bdlgelerine ulastigi ve bu bdlgelerde pargalanarak
iceriklerindeki selejilini bolgeye saldiklari tespit edilmistir. Bu tez kapsaminda elde
edilen bulgular dogrultusunda gelecekte bu nanopartikillerin yluzeyine A fibrillere
dogrudan yonelimi saglayacak antikor takilarak AR fibrillere hedefleme
yapildiginda s6z konusu fibriller Gzerindeki destabilize edici etkinin, bodlgedeki
selejilin derigiminin artmasi beklenmektedir. Bu sekilde yapilacak hedeflemeyle
selejilin igin bildirilen santral sinir sistemi yan etkilerinin [178] ve diger vucut
kompartmanlarina dagilimin minimize edilecegi ongoéruldugunden AR fibrilleri
destabilize etmek amaciyla organizmaya verilecek selejilin derisiminin de
azaltilacagr dusunulmektedir. Gelecek igin planlanan bir diger c¢alismada
Alzheimer olugturulmus sigcanlarin deneylerde kullaniimasi suretiyle rasyonel bir in
vivo deney prosedurinun benimsenmesidir. Bu sekilde kullanilacak transjenik bir
hayvan modelinde dogrudan A fibril veya plak olusumu s6z konusu oldugundan
invivo kosullarda bu fibril veya plaklarla nanopartikillerin etkilesimlerinin sonuglari
daha ayrintili olarak degerlendirilebilecektir. Bu bilgiler isinda daha dnce yapilan
calismalarla [179] selejilinden daha kuvvetli MAO-B enzim inhibitéri oldugu tespit
edilen yeni sentezlenen bilesikler icin nanopartikil hazirlanmasinin 6ni de agilmis
olacaktir. Dolayisiyla klinikte Alzheimer tedavisi igin kullanilabilecek yan etkileri
minimal seviyede tutulmus, dogrudan A fibril veya plaklara hedeflendiriimig, hasta
uyuncunu arttiracak sekilde dozaji ayarlanmig optimum bir nanopartikillin

hazirlanmasinin mamkuan olabilecegi dustunulmektedir.
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