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1.0ZET

Tezin bashg : Hedeflendirilmis Ilag Yiikli Nanopartikiil Gomiilii Fiberlerin Deneysel
@Izheimer Hastaliginin Tedavisinde Kullanimi1

Ogrencinin Ad1 Soyadi : Ece Guler

Damismanin Adi Soyadi : Dog. Dr. Muhammet Emin Cam

Programin Adi : Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Doktora Programi

Amagc: Curcumin (CUR) kullanilarak Alzheimer hastaliginin (AH) radikal tedavisi icin beyne
hedeflendirilmis sublingual uygulamaya yonelik yeni bir tedavi stratejisi bulmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Yeni gelistirilen CUR nanopartikil (CNP) yukliu nanofiberlerin (CNPF)
yapilarin1 aydinlatmak i¢in FT-IR, XRD, DSC, SEM, in vitro ila¢ salim ve kinetigi,
disintegrasyon, degredasyon ve zeta potansiyel analizi testleri yapilmistir.  Sonrasinda
gelistirilen bu yeni ilag tastyici sistemlerin AH tedavisindeki etkinligi, SH-SY5Y hcrelerinde
AP ile indiiklenmis AH modelinde in vitro hiicre kiiltiiriinde hiicre canliligi, anti-Alzheimer
etkinlik ve PCR analizi; in vivo hayvan testlerinden agik alan, yeni obje tanima, pasif sakinma
ve Morris su tanki davranis testleri ile degerlendirildi. Hayvanlardan alinan beyin dokularinin
korteks ve hipokampustiinde ise histoloji, immunohistokimyasal analiz ve APi-42 seviyeleri igin
ELISA yapilmistir.

Bulgular: Yeni gelistirilen ilag tasiyici sistemlerin, karakterizasyon testleriyle igeriklerinin
dogrulugu kanitlanmistir. CNPF’lerin yapay tiikiiriik sivisi igerisinde 5 sn’de tamamen
pargalanabildiginden sublingual uygulamaya uygunlugu, degredasyon testinde ise partikillerin
bozunma strelerinin 18 giin oldugu kanitlanmistir. /n vitro hiicre canlilig: testi sonucunda
tedavilerin hticreler lzerine toksik bir etkisinin olmadigi, APi-42 (20 puM) induklenmis
hicrelerde CUR dozu arttikga tedavi etkinliginin diistiigic gorilmiistir. CURun AH’deki
etkinligini yapilan PCR analiziyle PISK/AKT/GSK-3p ve Wnt/B-katenin olmak tizere 2 farkli
yolakla gergeklestirdigi bulunmustur. Yapilan hayvan deneylerinde tedaviyle 6grenme ve
bellek fonksiyonlarinmn iyilestigi goriilmiistiir. ELISA, histoloji ve immunohistokimyasal
analizlerle de bu sonuglar desteklenmistir.

Sonug: CNPF’nin AH tedavisinde etkinliligi in vitro ve in vivo testlerle kanitlanmistir.
Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, curcumin, nanopartikil, nanofiber, SH-SY5Y

hdcreleri



2. SUMMARY

Title of Thesis: Usage of Targeted Drug-Loaded Nanoparticle Embedded Fibers in the
Treatment of Experimental Alzheimer's Disease

Student Name, Surname: Ece Guler

Supervisor Name : Assoc. Prof. Muhammet Emin cam

Program Name : Faculty of Pharmacy Pharmacology PhD Program

Objective: To find a new treatment strategy for targeted sublingual application to the brain for
the radical treatment of Alzheimer's disease (AD) using curcumin (CUR).

Materials and Methods: FT-IR, XRD, DSC, SEM, in vitro drug release and Kinetics,
disintegration, degradation, and zeta potential tests were performed to elucidate the structures
of newly developed CUR nanoparticle (CNP) embedded nanofibers (CNPF). The effectiveness
of these systems developed for the treatment of AD was analyzed by cell viability, anti-
Alzheimer activity, and PCR analysis in the AB-induced SH-SY5Y cells AD model; in vivo
animal tests were evaluated with open field, novel object recognition, passive avoidance, and
Morris water maze behavioral tests. ELISA for Api4 levels, histology, and
immunohistochemical analysis were performed in the cortex and hippocampus of brain tissues
taken from animals and their results confirmed the results of the in vitro and in vivo tests.
Results: The accuracy of the contents of newly developed drug carrier systems was proven via
characterization tests. CNPF was found suitable for sublingual administration via 5 sec
disintegration time in the artificial saliva and the degradation time of the particles was
determined as 18 days. As a result of the in vitro cell viability test, the treatments have no toxic
effects on the cells, and the treatment effectiveness decreased as the CUR dose increased in
APi-42 (20 M) induced cells. By PCR analysis, CUR exerted its effectiveness in AD through 2
different pathways: PI3BK/AKT/GSK-3B and Wnt/B-catenin. The improvement of learning and
memory functions was proven via animal experiments by treatments. These results were
supported by ELISA, histology, and immunohistochemical analyses.

Conclusion: The effectiveness of CNPF in AD was proven by in vitro and in vivo tests.

Keywords: Alzheimer's disease, Curcumin, Nanoparticle, Nanofiber, SH-SY5Y cells



3. GIRIS ve AMAC

Bellek ve benzeri zihinsel yeteneklerin bozuldugu demansin bir tiirii olan Alzheimer hastaligi
(AH); hafiza kayb1 ve biligsel gerileme gibi hastaliga 6zgli semptomlarla kendini gdsteren
norodejeneratif bir hastaliktir ve diinya genelinde milyonlarca insanin hayatini1 olumsuz yénde
etkilemektedir (Ayodele ve ark., 2021; Pentkowski ve ark., 2021). Hastaligin preklinik, hafif,
orta ve ileri derece olmak iizere 4 farkli evresi bulunmaktadir ve bu evrelerde hafiza kaybiyla
birlikte yeni bilgileri hatirlayamama, bir seyleri ve randevulari unutma, problem ¢ézme,
muhakeme ve yiiriitiicii islevlerde bozulmalar, kisilik degisiklikleri ve ruh hali degisimleri, kafa
karisiklig1 ve oryantasyon bozuklugu, sosyal ortamlardan geri ¢ekilme, dil ve gorsel-mekansal
becerilerde bozulmalar ve gunlik aktivitelerindeki bireyselliklerini tamamen kaybetme gibi
belirtilere rastlanmaktadir (Kosel ve ark., 2020; Calabro ve ark., 2021; Gaugler ve ark., 2022).
Bu hastaligin patolojisi arastirildiginda ise Amiloid B (AP), tau, kolinerjik néron hasari,
oksidatif stres, inflamasyon vb. bir¢ok hipotez gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin kabul
edilenleri ise AP, tau hiperfosforilasyonu ve kolinerjik hipotezdir ve bu hipotezlerde, hastaligin
gelismesiyle 6grenme, hafiza ve mekansal navigasyon gibi biligsel islevlerden sorumlu yapilar
olan hipokampiis ve korteksin etkilendiginin {istiinde durulmustur.

Viicudun en onemli organlarindan biri olan beyin, kan beyin bariyeri (KBB) olarak
isimlendirilen ve perisit, astrosit, néron ve mikroglial hiicreler tarafindan ¢evrili oldukca segici
bir bariyer tarafindan korunmaktadir. Bu bariyer beyne inflamasyon, hastalik etkenleri,
ksenobiyotikler, terapdtik ve patojenlerin girisini engellerken diisiik molekiil agirligina (<500
Da) sahip lipofilik molekiillerin ve birka¢ hidrojen bagi vericisi ve/veya alicis1 maddelerin
fizyolojik kosullar altinda gegisini saglayarak beyni olasi tehlikelere karsi korumaktadir
(Altintas ve Benbir, 2004; Zhao ve ark., 2022).

Hastaligin tedavisinde kullanilan bu ilaglardan Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) onayli olanlar asetilkolinesteraz inhibitérleri (AChI) ve N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptor antagonisti olarak 2 gruba ayrilmistir. Bu tez ¢alismasinda en yaygin kullanilan ilag
smifindan olan AChi’lerden donepezil (DO) pozitif kontrol grubu olarak secilmistir. DO,
beyindeki asetilkolin diizeyini artirarak bilissel semptomlar1 hafifletir ve glinlik yasam
aktivitelerinde belirgin bir fayda saglayabilir. Glinimuzde DO oral bir formilasyon olarak
uygulanmaktadir ve uygulamay: takiben ishal, mide bulantis1 gibi ¢esitli gastrointestinal yan
etkilere sebep olmaktadir. Ek olarak KBB, hidrofilik DO'nun beyne iletilmesinde bir sinirlama
olusturmaktadir. Bu sebeple AH’ye sahip hastalarin beynindeki DO konsantrasyonunu
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artirmaya yardimci olmak i¢in etkili bir alternatif tedavi stratejisinin gelistirilmesi
gerekmektedir (Al Harthi ve ark., 2019; Kaur ve ark., 2020).

Gliniimiizde AH tedavisinde varolan tedavi stratejilerine ek olarak yeni dogal bilesiklerin
etkileri de AH tedavisinde arastirilmaktadir. Halk arasinda zerdegal olarak bilinen Curcuma
longa tropikal iklimde yetisen, sar1 gigekli ve genis yaprakli, otsu ¢ok yillik bir bitkidir.
Kurutularak toz haline getirilen zerdegal koklerinin 6z curcumin (CUR) bilesenlerinden
olusan kurkuminoidler igerir. CUR’un AH'ye kars1 ¢oklu mekanizmalar yoluyla etki ettigi
diistiniilmektedir. Bu mekanizmalar; AP, tau hiperfosforilasyonu ve asetilkolineasteraz
olusumunu inhibe etmesi, mikrogliayr modiile etmesi; metali selatlamasi, E vitamininden
birkac kat daha ylksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi, insiilin sinyal yolagini diizenlemesi
ve kolesterolii diisiirmesidir (Lim ve ark., 2001; Mengxi Tang ve Changiz Taghibiglou, 2017,
M. Tang ve C. Taghibiglou, 2017; Voulgaropoulou ve ark., 2019). Ancak CUR kullaniminda
karsilasilan en temel sorunlar, olaganiistii derecede diisiik suda ¢oziiniirliige sahip olmasidir, bu
da viicuttan hizla atilmasima ve diislik oral biyoyararlanima sahip olmasina sebep olmaktadir
(Ege, 2021).

CUR’un anti-Alzheimer etkinligini en ¢ok fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt)/
glikojen sentaz kinaz-3'un (GSK-3B) ve Wnt/B-katenin yolaklar1 iizerinden siirdiigii
diistiniilmektedir. PI3K/Akt/GSK3p yolagmin tau hiperfosforilasyonu ve senil plak
birikimlerinin sebep oldugu mikrotiibiil yapisinda meydana gelen deformasyonlar sonucu htcre
Olumleriyle iliskili oldugu disiiniilmektedir (Tzeng ve ark., 2022). Wnt/p-katenin yolag ise,
ndronal sagkalimi ve norojenezi destekler, sinaptik plastisiteyi artirir, KBB biitiinliigii ve
islevini saglar, AP {iretimini/agregasyonunu Ve tau fosforilasyonunu baskilar ve
noroinflamasyonu giderir (Jia ve ark., 2019).

AH tedavisinde terapotik ajanlarin biyoyararlanimini artirarak hastalik iizerinde ¢ok yonlii bir
etki olusturmak olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Bu amagla cagimizin en 6nemli arastirma ve
uygulama alanlarindan biri olan nanoteknolojiden yararlanilmakta ve ¢ok sayida yeni ilag
tastyici sistem ve tedavi secenekleri gelistirilmektedir (Nasrollahzadeh ve ark., 2019). ilaglarin
belirlenen doku veya organa 6zgii bir sekilde hedeflendirilebilmesi, bir nanotasiyiciya iki veya
daha fazla etkin maddenin baglanabilmesi ve tedavinin etkinliginin takibinin yapilabilmesi
nanoteknolojik ila¢ tasiyici sistemlerin avantajlarindandir (Farokhzad ve Langer, 2009). Bu
sebeple bu tez ¢alismasinda PLGA/PEG nanopartikiilleri iiretilmis ve terapdtik ajan olarak da

bu nanopartikiillerin igerisine CUR yiiklenmistir. Sublingual uygulamaya uygun hale getirmek



ve dogru dozda uygulayabilmek i¢in de bu ilag yiiklii nanopartikiiller PVP/PEG nanofiberlerin
icerisine gdmiilmiistlir. Fiber iiretiminde kullanilan teknik ise bir¢ok iistiinliigii sebebiyle
basingli dondiirme (pressurized gyration, PG) sistemidir.

[lag uygulama yollarindan sublingual uygulamada ilag, dilalt uygulamasi sonras1 kan kapilleri
ve lenf damarlarinca zengin olan oral mukoza tarafindan emilir ve sonrasinda stiperior vena
kava ile kalbe getirilir ve kalp araciligiyla sistemik dolasima pompalanir. Boylece ilag;
gastrointestinal sistemdeki enzimlerin etkilerinden, mide asiditesinden, karacigerin ilk gegis
etkisinden korunarak biyoyararlanimi diismeden sistemik dolasima ulasmis olur. Ayrica hizli
ve etkili tedavide hastaya sunulan diger istiinliiklerdendir (Verma ve ark., 2010; Nibha ve
Pancholi, 2012).

Bu tez ¢calismasinda yukarida bahsi gegen bilgilerin 1s1¢inda AH’ nin tedavisi i¢in kullanilmak
lizere radikal bir tedaviyi literatlire kazandirabilmek adma yeni bir ilag tasiyici sistem
gelistirilmistir. Bu yeni ilag tastyici sistem ile asil amag¢ AH tedavisinde basarisiz olunmasinda
en biiyiikk etken olan KBB’den gegisteki problemleri hedeflendirme ile ¢ozmek, tedavide
kullanilan ilacin biyoyararlanimini artirmak, FDA tarafindan onayli ilaglara bitkisel kaynakli
bir etken maddenin eklenebilmesi i¢in yeni veriler sunmak, ilacin dozunu ve dozlama sayisini
diistirerek istenmeyen yan etkileri minimuma indirmek ve ilag uygulama yollarindan sublingual
yol tercih edilerek sistemik dolasima gegen ilag miktarin1 artirmaktir. Bu sebeple AH
tedavisinde farkli etki mekanizmalarina sahip CUR, ¢ift emiilsiyon yOntemi kullanilarak
iiretilen PLGA/PEG nanopartikiilleri i¢erisine enkapsiile edilmistir. Daha sonrasinda sublingual
uygulamada ila¢ tasiyict sitemin dogru dozda ve kolay uygulanabilmesi igin {iretilen
PLGA/PEG nanopartikiller yenilik¢i PG teknigiyle iiretilen PVP/PEG nanofiberlerinin
icerisine gomilmistiir. Bu ilag yiiklii nanopartikiil gomiilii nanofiberlerin fizikokimyasal
yapilar1 (kimyasal, kristal, termal, morfolojik yapilar) yapilan Fourier doniisimi Kizilotesi
spektroskopisi (FT-IR), X-1s1m1 toz kirmimi (XRD), diferansiyel taramali kalorimetri (DSC),
taramali elektron mikroskobu (SEM) testleri ile analiz edilmistir. [n vitro ilag salim testi ile ilag
tastyici sisteme yliklenen CUR un saliimu test edilirken in vitro salim kinetigi analizi ile ilacin
hangi kinetik modele uygun olarak salindig: belirlenmistir. Yapilan disintegrasyon testi ile
nanofiberlerin sublingual uygulamaya uygunlugu kanitlandi. CUR nanopartikiiller i¢in
degredasyon testi yapilarak viicut igerisinde ne kadar zamanda ne kadar bozunma orani
gosterdikleri bulunmustur. Ayrica zeta potansiyel analizi ile de nanopartikiillerin itme ve ¢gekme

kuvvetlerini analiz edilmistir. Sonrasinda gelistirilen bu yeni ilag tasiyici sistemin AH



tedavisindeki etkinligi in vitro hiicre kuiltiirii ve in vivo hayvan testleri ile analiz edildi. /n vitro
hicre kalturi SH-SY5Y insan ndéroblastoma hiicre hattt kullanilarak yapildi. AH, SH-SY5Y
hicrelerine AP ile indiiklendi. Sonrasinda tedavi edici ajan olarak CUR-yUkli PLGA/PEG
nanopartikil (CNP) gomiilii PVP/PEG nanofiber (CNPF) 3 farkli dozda denenerek CNPF’nin
anti-Alzheimer etkinligi picogreen test ile degerlendirildi. Ayn1 zamanda hiicre canliligi1 da yine
SH-SYS5Y hiicrelerinde picogreen test ile analiz edildi. Ayn1 zamanda gelistirilen yeni ilag
tastyict sistemin AH’nin tedavisinde Wnt/B-katenin ve PI3K/Akt/GSK3p yolaklarindan
hangisini kullanarak etki gosterdigi PCR testi ile test edildi. /n vitro hiicre kiiltiiriiniin ardindan
yapilan in vivo hayvan deneyleri ile CNPF’nin anti-Alzheimer etkinligi, siganlarda Ap ile
indiiklenmis AH modelinde davrams testleri ile degerlendirildi. ELISA, histoloji ve

immunohistokimyasal analizlerle de bu sonuglar desteklenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Alzheimer Hastahg Hakkinda Genel Bilgiler

Demans, bellek ve benzeri zihinsel yeteneklerin bozuldugu, giinliik biligsel islevlerin diisiisiiyle
karakterize edilen bir hastalik kategorisidir. Diinya ¢apinda yaklasik 50 milyon insan demans
ile yagsamaktadir. Demansin bir tiirii olan Alzheimer hastaligi (AH); hafiza kaybi1 ve bilissel
gerileme gibi islevsel bozukluklara yol agan, demansin giiniimiizde %50-75'ini olusturan
norodejeneratif bir hastaliktir (Ayodele ve ark., 2021; Pentkowski ve ark., 2021). Amerikan
Alzheimer Dernegi’nin 2022 yili raporunda; Amerika’da 65 yas ve lstii 6,5 milyon bireyin
Alzheimer hastas1 oldugu, bu saymim 2060 yilina kadar 13,8 milyona ulasabilecegi tahmin
edilmektedir. 2050 yilinda ise diinya genelinde AH’ye sahip hastalarin sayisinin 107 milyona
ulagmasi beklenmektedir. Ayni zamanda 2022 yilinda 65 yas ve tistii AH’li bireyler i¢in saglik,
uzun siireli bakim ve bakimevi hizmetleri i¢in tahmini olarak toplam 321 milyar dolar
harcandig1 belirtilmektedir (Calabro ve ark., 2021; Gaugler ve ark., 2022).

Hastaligin 4 farkli evresinden bahsedilebilir. Bunlar ; Preklinik, hafif, orta ve ileri derece
AH’dir. Preklinik evresinde siddetli semptomlar olmadigi i¢in bu agamalar genellikle g6z ardi
edilir ve bu evre hafif biligsel bozukluk olarak da siniflandirilabilir. Bu asamada uzun siireli
bellek gorece korunurken hafif bir bellek kaybi goriiliir. Giinliik aktivitelerinde 6nemli bir
bozulma yoktur. Hafif AH evresinde ise biligsel belirtiler ortaya ¢ikmaya baslar. Patolojik
degisiklikler bu asamada serebral kortekse ulasir. Semptomolojik agidan, hafiza kaybinin yani
sira, yeni bilgileri hatirlayamama, bir seyleri ve randevular1 unutma, ardindan problem ¢6zme,
muhakeme ve yliriitiicii islevlerde bozulmalar goriiliir. Ayrica hastalar kisilik degisiklikleri ve
ruh hali degisimleri gosterirler. Ayrica, kafa karigikligi ve oryantasyon bozuklugu durumlari
yaygin olarak goriliir. Orta derecede ise semptomlarin siddeti daha da artar. Patolojik hasar,
dil, muhakeme ve duyusal iglemlerden sorumlu alanlara (serebral korteks) daha da yayilir.
Diger evrelerdeki semptomlarin siddetinin artmasinin disinda, davranig sorunlari ve sosyal geri
¢ekilme egilimleri ortaya ¢ikmaya baslar. Bunu dil bozuklugu ve gorsel-mekansal becerilerde
bozulma izlemektedir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, bu asamadaki hastalar sevdiklerini tanimakta
giicliik ¢ekerler. En son evre olan siddetli AH evresinde ise hastalar ginliik aktivitelerindeki
bireyselliklerini tamamen kaybederler. Bu asamadaki patolojik hasarmn tiim korteks alanlarimi
kapsadigina inanilmaktadir. Hastalarin biligsel yetenekleri en diigiik seviyeye ulasir, 6grenilmis

motor gorevleri yerine getirmede zorluk (dispraksi), koku alma bozuklugu, uyku bozukluklari,



distoni, akatizi ve parkinson gibi ekstrapiramidal motor belirtiler dahil olmak iizere bagka
sistemik belirtiler ortaya ¢ikmaya baglar (Kosel ve ark., 2020; Calabro ve ark., 2021; Gaugler
ve ark., 2022).

4.2. Alzheimer Hastahginda One Siiriilen Hipotezler

AH, birgok faktdrii igeren karmasik bir hastaliktir. Insan beyninin karmasikligi, glinimuizde
kullanilan hayvan modellerinin ve arastirma araglarinin eksikligi nedeniyle, AH'nin ayrintil
patogenezi su ana kadar hala belirsizdir. Amiloid B (Ap), tau, kolinerjik néron hasari, oksidatif
stres, inflamasyon vb. dahil olmak tizere AH hakkinda birgok hipotez gelistirilmistir. Bunlardan
en yaygimn kabul goren 3 tanesi AP, tau hiperfosforilasyonu ve kolinerjik hipotezdir. AB
hipotezi; merkezi sinir sisteminde AP plaklarmin anormal birikiminin demans ile gugli bir
korelasyonu oldugunu ileri siirer. Amiloid prekirsor protein (Lingappa ve ark.) a-, B- ve y-
sekretaz araciligiyla boliinebilir. AP peptit Uretiminden - ve y-sekretazlar sorumludur. APP, -
sekretaz tarafindan boliindiikten sonra dis alan (APPsP) ve zara bagli karboksil terminal pargasi
(C99) olmak Uzere iki kisim ortaya ¢ikar. Daha sonra C99’un, y-sekretaz tarafindan
béliinmesinin ardindan A proteini olusur. ilerleyen yas veya patolojik kosullarla birlikte
olusan bu AP peptitler (APao ve AP42) viicuttan uzaklastirilamaz veya elimine edilemez. Bunun
sonucunda AP peptitlerin birikmesi veya APa2/APao oranmin artmastyla AP fibril olusumu
induklenerek norotoksisite ve tau patolojisi indiksiyonuna ve sonu¢ olarak néronal hicre
6limine ve noérodejenerasyona yol acar (Y.-w. Zhang ve ark., 2011; Menting ve Claassen,
2014; Pentkowski ve ark., 2021).

APP APPsa
APPsp
N
B sekretaz
/ a sekretaz T ysekretaz
Y sekretaz s AICD Membran
/ C99
AICD —
Amiloidojenik Yolak Non-Amiloidojenik Yolak

Sekil 1. AP peptitlerin iiretilmesi (Menting ve ark., 2014’ten yararlanilarak hazirlanmistir)



Tau hipotezi, beyin hiicrelerinde AH’ye neden olan anormal protein birikimi ile ilgilidir. Tau
proteinleri, sinir hiicreleri igerisinde hiicrenin seklini korumak, hiicre igi tasimaciligi
diizenlemek ve sinir iletimini saglamakla gorevli mikrotiibiil yapilarmin stabilitesini ve
esnekligini korurken ayni zamanda aksonal tasimay1 diizenler ve aktin filament olusumunu
destekler. Saglikli hiicrelerde tau, mikrotiibiil birlestirme alaninda birden fazla fosfat grubu
tasir. Ancak AH varliginda tau proteinleri anormal bir sekilde degisime ugrar ve beyin
hiicrelerindeki mikrotiibiillere baglanarak bu yapilarin istenmeyen diigiimlere ve fibril denilen
lif benzeri bir yapiya doniismelerine neden olur. Bu anormal birikimler, néronlarin dogru
sekilde iletisim kurmasini ve islevlerini yerine getirmesini engeller. Tau proteininin anormal
birikimi, beyinde 6zellikle hipokampiis ve korteks gibi hafiza ve bilissel islevlerin kontrol
edildigi bolgelerde yogunlasir. Bu nedenle AH’nin erken doénemlerinde &zellikle hafiza
sorunlar1 gozlenir (Mohandas ve ark., 2009; Kametani ve Hasegawa, 2018; Zeinab Breijyeh ve
Rafik Karaman, 2020).

Bir diger hipotez ise kolinerjik hipotezdir. AH’nin altinda yatan mekanizmalardan biridir ve
hastaligin norotransmitter sistemi tizerindeki etkileriyle iliskilidir. Bu hipotezde, beyindeki
asetilkolin norotransmitterin azalmasiyla AH arasinda bir iligki oldugu 6ne surullr. Saglikli bir
beyinde asetilkolin; 6grenme, hafiza ve dikkat gibi biligsel islevlerin diizenlenmesinde kritik
bir rol oynar. Ancak AH’de, beyin iginde asetilkolin salinimi ve etkisi azalir. Bu azalma,
noronlar arasindaki iletisimin bozulmasina ve bilissel islevlerin kaybina yol agabilir (Hampel
ve ark., 2018; Chen ve ark., 2022).

AH’nin olusumu hakkinda gelistirilen hipotezlerde bahsedilen anormal protein birikimleri,
hastalik siirecinde 6zellikle beynin korteks ve hipokampis bolgelerini etkiler. Hipokampus,
beynin i¢ kivrimli yapisinda medial temporal lobunda yer alan limbik sistem bélgesindedir.
Ozellikle 6grenme, hafiza ve mekansal navigasyon gibi bilissel islevlerden sorumlu bir yapidir.
Hafizanin hayati bir bolgesidir ve beynin bu kismi yetiskin nérojenezini gosterir. Yaglilikta
hipokampus, AH gibi nérodejeneratif bozukluklarda da goriilen bilissel gerilemeden etkilenir.
Hastaligin erken donemlerinde, hipokampuste anormal protein birikimi ve sinir hiicrelerinin
hasar gérmesi gozlenir. Bu nedenle Alzheimer hastalarinda 6zellikle yeni anilar olusturma ve
uzun siireli bellek gibi hafiza islevlerinde bozulma goriiliir. Hipokampiisiin erken donemde
etkilenmesi, AH tanisinda 6nemli bir gostergedir (Rao ve ark., 2022). Korteks, beyin ylzeyinin
dis katmanidir ve bilissel islevlerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. AH’nin ilerleyen

asamalarinda, anormal protein birikimleri korteks i¢inde daha yaygin hale gelir ve korteks
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hiicrelerini etkiler. Bu, biligsel islevlerde daha genis kapsamli bozulmalara ve hafiza kaybina
yol acar. Korteks, AH’nin neden oldugu biligsel bozulmanin énemli bir merkezidir (Olajide ve
ark., 2021).

4.3. Kan Beyin Bariyeri Hakkinda Genel Bilgiler

Sinir sisteminin merkezi olan ve viicut agirliginin yaklasik %2’sini olusturan beyin yaklasik 1
trilyon glial hicre, 100 milyar néron ve kan damarlarindan meydane gelir ve viicutta tiketilen
oksijen ve glikozun yaklasik %20’si burada harcanir. Yaklasik 644 km uzunluga, 20-30 m?
yiizey alanma sahip kan damarlar1 beyin hiicrelerini beslerken ayni zamanda beyindeki
metabolik atiklarin ve karbondioksit (CO2)’nin sistemik dolasima taginmasini saglar. Beyindeki
bu mikro ortam1 ve homeostazi koruyabilmek ve beyni dolagimdaki zararli maddelerden uzak
tutabilmek icin beyin dokusu ile serebral dolasim arasinda fiziksel ve metabolik bir engel vardir
(Altisoy ve Dikmen, 2023). Kan beyin bariyeri (KBB) olarak isimlendirilen ve perisit, astrosit,
ndron ve mikroglial hiicreler tarafindan ¢evrili bu bariyer oldukca secicidir ve inflamasyonun,
hastalik etkenlerinin, ksenobiyotiklerin, terapétiklerin ve patojenlerin beyne girisini
engellerken diisiik molekiil agirligina (<500 Da) sahip lipofilik molekdllerin ve birkag hidrojen
bagi vericisi ve/veya alicist maddelerin fizyolojik kosullar altinda gegisini saglar. Aktif iki
yonlii transport mekanizmasini saglayan tasiyicilar, reseptorler, siki baglanti noktalari (tight
junctions, adherens junctions ve junctional proteinler) ve ilaglar1 metabolize eden enzimler
ideal KBB’nin secici gecirgenligi i¢in sahip olmasi gereken ozelliklerdendir (Altintag ve
Benbir, 2004; Zhao ve ark., 2022). Bdylece glikoz, amino asitler, niikleositler ve bazi
ndrotransmiterler tasiyici aracili tasima yoluyla beyne girisine izin verirken kugcuk molekullu
ilaglarin %98'inden fazlasini ve tiim makromolekiiler terapétiklerin beyne girisini engeller (D.
Wu ve ark., 2023). Merkezi sinir sistemindeki bu secici gegirgen bariyer sebebiyle norolojik
hastaliklarin  tedavisinde ilaclarin beyne ulasmasi giigclesmektedir. Bununla birlikte
metabolizma, ¢evrede maruz kalinan toksinler, anestezik maddeler, bagirsak mikrobiyotast,
stres, bradikinin, P maddesi, beslenme, histamin, yaslanma, sirkadiyen ritim gibi fakttrler
KBB’nin gecirgenliginde ve hticreler arasi etkilesimde rol almaktadir (Zhao ve ark., 2022).
10-15. embriyonik gliinde meydana gelen KBB’de, paraseliiler akis1 kesmek i¢in ilk olarak
endotel hiicre zar1 olugurken transseliiler akis1 sinirlandirmak i¢in ise pinositoz ve fenestralar
ortadan kalkar. Sonrasinda toksik maddelerin beyne girmesini engellerken beyin ve periferik
doku arasinda metabolit ve besin maddelerinin aktarimina izin veren segici gegirgen tastyici

sistemler kurulur. En son basamak olarak perisitler, endotel kapiler duvari ve bazal membranda
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bariyeri giliglendirmek igin Ozellesirler. KBB no6rovaskiler tnitelerden olusur. Bu sistemde
dolasimdaki kan bilesenleri, endotel hiicreler, astrosit son ayaklar, bazal lamina, perisit, tight
junctionlar, internéronlar ve mikroglialardan olusur. Bu sistem néronlar arasi iletisimi,
KBB’nin gecirgenligini, hlicre-matriks etkilesimlerini, ndrojenezi ve anjiyogenezi duzenler
(Lochhead ve ark., 2020; Zhunushova, 2020; Altinsoy ve Dikmen, 2023).

KBB'nin kilcal damarlari, silindirik bir kan damar1 olusturmak tizere kendi tizerine katlanan
mezodermden tiretilen basit, tek bir epitel hiicre tabakasindan olusur. Epitel hiicreler, serebral
dolagimdaki maddelerin paraseliiler yariktan beyne girmesini veya ¢ikmasini 6nlemek igin siki
baglant1 noktalar1 olan tight junctionlar ile birbirine baglanir. Tastyic1 proteinler araciligiyla
biiyilk ve/veya polar molekiillerin damar liimeninin igine veya disina hareketi ile
norotoksinlerin  ortadan  kaldirilmasi  veya glikoz gibi  temel biyomolekullerin
konsantrasyonlarinin en iist diizeye ¢ikarilmasinda 6nemlidir. Bu benzersiz diizen, farkl apikal
ve bazolateral yuzlere sahip polarize endotel hiicrelerin olusmasini saglar. Bu hucreler,
genellikle bilesiklerin gerekirse ATP harcanarak konsantrasyon gradyanina karsi tasinmasini
saglayan secici bir fiziksel ve kimyasal bariyerdeki aktivitelerine gore periferik endotel
hiicrelerden daha fazla mitokondri icerir (Sharif ve ark., 2018).

Perisitler, kilcal damarlarin duvarlar1 boyunca araliklarla bulunan hiicrelerdir. Santral sinir
sisteminde kan damari olusumu, anjiyogenez, bagisiklik hiicresi girisinin diizenlenmesi,
KBB’nin korunmasi, toksik iiriinlerin beyinden uzaklastirilmasi ve beyin kan akisinin kontrolii
icin onemlidirler (Attwell ve ark., 2016). Astrositler, bazal zarin disim1 kaplayan, hicre
zarlarmin ayak benzeri uzantilari olan glial hiicrelerdir. Genellikle KBB mikro ortami igindeki
bakimla ilgili islevleriyle taninirlar. Bunlar, elektrokimyasal aktivitenin izlenmesini, dogustan
gelen bagisiklik diizenlemesini ve parankimal su ve metabolitlerin dengesini igerir (Sharif ve
ark., 2018). KBB'de bir diger hiicre tipi de perivaskiler makrofajlar ve mikroglialardir.
Perivaskuler makrofajlar monositlerden tlrevlenirler ve beyinde Virchow-Robin alani i¢inde
abluminal tarafta bulunur. iki hiicre tipi de kalmntilar1, patojenleri ve atik {iriinleri fagosite eder.
Ayrica KBB boyunca damar disina ¢ikabilirler. Bazal membran, vaskuler tipl ve perisitleri
cevreleyen hiicre dis1 matrisi olusturan ve astrosit u¢ ayaklar1 ile dogrudan temas halinde olan
karmagik bir yapidir. Sadece 30-40 nm kalinliginda olmasina ragmen kolajen IV, fibronektin,
heparin sulfat, proteoglikanlar ve lamininler gibi yapisal destek molekiilleri agisindan
zengindir. Bazal membran vaskiiler ve parankimal olmak tizere iki katmana ayrilabilir. Tight

junctionlar KBB'deki siki baglanti noktalaridir. Beyne gecirgenlikte bariyer gorevi gorur ve
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doku homeostazini kontrol etmede ana fonksiyonel bilesenlerdir. Hidrofilik molekullerin ve
makromolekiillerin ¢apraz gegisini kisitlayabilen tikayici baglantilar olarak da bilinirler (D. Wu
ve ark., 2023). Dolasim sistemindeki maddelerin KBB’yi asip beyne gegislerini etkileyen
parametreler arasinda maddenin lipit ¢oziniirliigii, elektrik yiikii, molekiil biiyiikligi ve
tastyicilara baglanma yetenegi vardir. Hidrofobik kiiciik molekiiller (CO2 ve oksijen gibi)
transseluler lipofilik diflizyon ile KBB’den gecerken glikoz, kucuk ara metabolitler ve
aminoasit tastyict aracili kolaylastirllmis diflizyon ile tasimirken; insiilin, diger plazma
proteinleri ve transferrin ise reseptor aracili transitoz ya da adsorptif transitoz yoluyla taginir
(Altinsoy ve Dikmen, 2023).

4.4. Alzheimer Hastahgmin Tedavisinde Kullanilan flaclar

Diinya genelinde bir¢ok insanin hayatini ciddi anlamda etkileyen AH’nin tedavisi igin
glnumuzde radikal bir tedavi saglanamamis olup gelistirilen tedavi stratejileri hastaligin
semptomlarin1  hafifletmeye, ilerlemesini yavaglatmaya ve yasam kalitesini artirmaya
yoneliktir. Bu tedavi yaklagimlari, farmakolojik ve farmakolojik olmayan tedavileri icerebilir.
Hastaligin tedavisinde kullanilan bu ilaglardan Amerika Birlesik Devletleri Gida ve lag Dairesi
(FDA) onayli olanlar asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChi) ve N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptor antagonisti olarak 2 gruba ayrilmistir. AChi’ler (donepezil, rivastigmin, galantamin)
AH tedavisinde en yaygin kullanilan ila¢ siifidir. Bu ilaglarm, beyindeki asetilkolin diizeyini
artirarak biligsel semptomlar1 hafiflettigi ve giinliik yasam aktivitelerinde belirgin bir fayda
saglayabildigi gosterilmistir. Donepezil (Aricept®) (DO) AH’nin tiim asamalarini tedavi etmek
icin onaylanmistir. Glnlimizde DO oral bir formulasyon (5-10 mg) olarak uygulanmaktadir.
Bununla birlikte, DO'nun oral uygulamasi, ishal veya mide bulantis1 gibi ¢esitli gastrointestinal
yan etkilere neden olur. Ek olarak KBB, hidrofilik DO'nun beyne iletilmesinde bir sinirlama
olusturur. Bu bariyer, ilaglarin yiiksek konsantrasyonda beyne gecisini engeller. Bu nedenle,
DO'nun hidrofilik dogasini maskelemeye ve Alzheimer hastasinin beynindeki DO
konsantrasyonunu artirmaya yardimci olmak i¢in etkili bir alternatif tedavi stratejisinin
gelistirilmesi gerekmektedir (Al Harthi ve ark., 2019; Kaur ve ark., 2020). Rivastigmin
(Exelon®) hafif ile orta dereceli AH’nin yan1 sira Parkinson hastaligi ile iligkili hafif ile orta
dereceli demans i¢in onaylanmigtir. Galantamin (Razadyne®) ise AH’nin hafif ile orta dereceli
evreleri i¢in onaylanmistir. Genellikle iyi tolere edilse de, yan etkilerin ortaya c¢iktig
durumlarda bunlar genellikle mide bulantisi, kusma, istahsizlik ve bagirsak hareketlerinin

sikhigmin artmasidir. Memantin ise bir NMDA reseptor antagonistidir. Ilag, NMDA
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reseptorlerini bloke ederek, beyindeki glutamat sinyalini diizenlemeye yardimci olur ve hafif
veya orta derecede AH semptomlarini tedavi etmeye ¢alisir. Arastirmalar, memantinin bilissel
islevleri ve yasam Kkalitesini iyilestirebilecegini ve hasta bakimini kolaylastirabilecegini
gostermektedir. Memantin (Namenda®) orta ile siddetli AH tedavisi i¢in onaylanmistir (2023
Alzheimer's disease facts and figures,” 2023).

AH sadece hafiza ve diisiinmeyi degil biligsel olmayan semptomlar1 (davranigsal ve psikolojik
semptomlar) da etkiler. Bir kisinin yasam kalitesi; bunamaya eslik eden uyku bozukluklari,
ajitasyon, haliisinasyonlar ve sanrilar gibi ¢esitli davranigsal ve psikolojik belirtilerden de
etkilenebilir. Bazi ilaglar bir siireligine bu bilissel olmayan semptomlar: tedavi etmeye
odaklanir, ancak ilaglar1 eklemeden Once davraniglari yonetmek icin ilag dis1 stratejileri
denemek 6nemlidir. Su anda FDA, bunama ile yasayan insanlarda uykusuzlugu gidermek icin
bir ilac1 onayladi, ancak diger biligsel olmayan semptomlar1 ele alan ilaglarla ilgili denemeler
suriyor. Bu ilag Suvorexant (Belsomra®) uykusuzluk tedavisi icin FDA tarafindan
onaylanmistir ve klinik arastirmalarda hafif hastalikla yasayan insanlar i¢in etkili oldugu
gosterilmistir (2023 Alzheimer's disease facts and figures,” 2023). Ayn1 zamanda destekleyici
tedavi olarak bilissel egzersizlerin, mizik ve sanat terapisinin, fiziksel aktivitenin ve sosyal
etkilesimin de iyi geldigi diisiiniilmektedir (Fang ve ark., 2017).

FDA devam eden calismalarinin ardindan yakin zamanda iki yeni ilaca daha AH tedavisi i¢in
onay vermistir. Bunlar Aducanumab (Aduhelm™) ve Lecanemab (Legembi™)’tir.
Aducanumab; AH’ye bagli hafif bilissel bozukluk veya hafif demans ile yasayan insanlar da
dahil olmak Uzere, erken AH icin onaylanmis bir anti-amiloid antikor intravendz infuizyon
tedavisidir. Lecanemab da erken AH tanisi konmus hastalar i¢in onaylanmis bir anti-amiloid
antikor intravendz infuzyon tedavisidir. Ayrica hastalarin beyinlerinde yiksek Ap plaklarin
varh@inin dogrulanmasi1 gerekmektedir. En sik bildirilen ciddi yan etkiler inflizyonla iligkili
reaksiyonlar ve genellikle semptomlara neden olmayan ancak ciddi olabilen yaygin bir yan etki
olan amiloidle iligkili goriintiileme anormallikleridir. Tipik olarak beyin bdlgelerinde gegici bir
sislik meydana gelebilir, genellikle zamanla duzelir ("2023 Alzheimer's disease facts and
figures,” 2023).

4.5. Alzheimer Hastahgimin Tedavisinde Kullanilan Bitkisel Yaklasimlar

Hastaligin tedavisinde kullanilan bitkisel yaklasimlardan en yaygin olanlar1 ise zerdecal
(Curcuma longa) ve gingko biloba ekstresidir. Ginkgo biloba 6zii su anda biligsel bozukluklar

icin en ¢ok arastirilan bitkisel tedavilerden biri olan yasayan bir fosil agactir. Ginkgo biloba
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potansiyel olarak bosluk kavsaklarini (gap junction) aktive eder ve adenosin reseptori
aktivasyonu yoluyla KBB’nin paraselller gecirgenligini gelistirir. Bu, Ginseng'in aktif
bilesenlerinin beyin dokusunda dagilimini tesvik edebilir. Ayrica, 6nceki ¢alismalar, ginkgo
bilobadaki flavonun, beyinde birlikte uygulanan ilaglarin konsantrasyonunu artirmaya yardimei
olabilecek bir P-glikoprotein inhibitorii olabilecegini gostermistir (Assi ve ark., 2023).

Halk arasinda zerdecal olarak bilinen Curcuma longa tropikal iklimde yetisen, sar1 ¢igekli ve
genis yaprakli, otsu ¢ok yillik bir bitkidir. Bu bitki Iran'da olduk¢a 6nemli bir baharat olmakla
birlikte Malezya, Hindistan, Cin, Polinezya ve Tayland'ta sar1 rengini verdigi korilerin, Bati'da
ise hardal ve soslarin 6nemli bir bilesenidir. Zerdecal ayrica piring, makarna, et ve sebze
yemekleri ile salatalara lezzet ve renk katmak i¢in kullanilir. Zerdegalin en az 2500 yildir ¢esitli
hastaliklarin tibbi tedavisinde ¢ogunlukla Asya {ilkelerinde yaygin olarak kullanildigi ve
Ayurveda ve geleneksel Cin tibbinda ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi igin birgok
faydas1 oldugu belirtilmektedir. Zerdecalin bilesimi karbonhidrat (%69,4), protein (%6,3), yag
(%5,1), mineral (%3,5) ve nemdir (%13,1). Kurutularak toz haline getirilen zerdecal kéklerinin
0zl ayrica curcumin (CUR) bilesenlerinden olusan kurkuminoidler igerir. Kurkuminoidler,
CUR (%77), demetoksicurcumin (%17) ve bidemetoksicurcumin'den (%3) olusur. Zerdecalin
tibbi tedavideki ©nemi, oOncelikle en aktif bileseni olan turuncu-sari renkli CUR’dan
kaynaklandig: kabul edilse de diger kurkuminoid bilesenlerinin de biyolojik aktiviteleri oldugu
belirtilmektedir. CUR’un kimyasal yapis1 (5-hidroksi-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,4,6-
heptatrien-3-on)’dur (Kocaadam ve Sanlier, 2017; Noureddin ve ark., 2019). CUR, zerdecal
tozunun %2-5'ini olusturan lipofilik bir polifenol maddesidir. CUR ile ilgili yapilan ¢aligmalar
ile bu polifenol maddesinin kimyasal yapisinin antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar,
antianjiyojenik, antimutajenik ve antiplatelet agregasyon ozellikleri gosterdigi belirlenmistir.
Bu 6zellikleri sayesinde CUR’un kanser, otoimmiin, nérolojik, metabolik, akciger, karaciger,
kas-iskelet, cilt ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklara karsi koruyucu ve
onleyici etkiye sahip oldugu belirtilmektedir. Son zamanlarda basta kanser olmak {izere ¢esitli
dejeneratif hastaliklar {izerindeki etkileri nedeniyle polifenol maddelere biiyiik ©nem
verilmektedir. CUR’un norolojik faydalari AH, Parkinson hastaligi, beyin timorleri, multipl
skleroz, travmatik beyin yaralanmalari, iskemi ve depresyon i¢in gegerlidir ve bu da onu AH'ye
kars1 en umut verici dogal terapdtik ajanlardan biri yapar. Hindistan'da, diger iilkelere kiyasla
AH prevalansinin daha diisiik olmas1 (Amerika Birlesik Devletleri'nden 4,4 kat daha diisiik),
daha yiiksek CUR tiiketimine baglanmistir. CUR’un AH'ye kars1 ¢oklu mekanizmalar yoluyla
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etki ettigi disiiniilmektedir. Bu mekanizmalar; ApB, tau hiperfosforilasyonu ve
asetilkolineasteraz olusumunu inhibe etmesi, mikrogliay1 modiile etmesi; metali selatlamasi, E
vitamininden birkac kat daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi, insiilin sinyal yolagini
diizenlemesi ve kolesterolii diisiirmesidir (Lim ve ark., 2001; Mengxi Tang ve Changiz
Taghibiglou, 2017; M. Tang ve C. Taghibiglou, 2017; Voulgaropoulou ve ark., 2019).
Bununla birlikte, CUR’un kullaniminda engellerle karsilanmaktadir. ilk olarak, olaganiistii
derecede diisiik suda ¢oziiniirliige sahiptir (sulu tampon pH 5'de 11 ng/mL), bu da viicuttan
hizla atildig1 ve diislik oral biyoyararlanima sahip oldugu anlamina gelir. Diklorometan, etil
asetat, etanol, aseton, kloroform, dimetil siilfoksit ve metanol i¢inde ¢oziiniir. Suda diisiik
¢cozlinilirligli nedeniyle viicuttan hizli bir sekilde atilir ve bu nedenle oral biyoyararlanimi
oldukga diisiiktiir (Ege, 2021).

4.6. Curcumin’in Alzheimer Hastah@inin Tedavisindeki Etki Mekanizmalari
Anti-Alzheimer etkinlik gosterdigi iddia edilen CUR, birgok farkli etki mekanizmasina sahiptir.
Bunlardan en ¢ok tartisilan 2 yolag: ise fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt)/
glikojen sentaz kinaz-3'ln (GSK-3B) ve Wnt/B-katenin yolaklaridir. PI3K/Akt/GSK3p
yolaginin tau hiperfosforilasyonuyla iligkili oldugu diisiiniilmektedir. AH'nin ndrolojik 6zelligi,
amiloid plak olusumunun asir1 derecede artmasi ve serebral korteks ve hipokampusta birikerek
noronal hasara yol agmasi ve senil plaklara ve norofibriler yumaklara neden olmasidir. A, tau
proteininin hiperfosforilasyonunu indikleyerek mikrotiibiillerin yapisini etkiler ve hiicre
Oliimiine neden olur. Son yillarda yapilan ¢alismalar, GSK-3’lin n6éronal iletimde yer aldigin
da gostermistir. GSK-3 proteininin iki homolog formu vardir. Bunlar; GSK-3a ve GSK-3'dir.
Yetiskinlikte GSK-3a0 ve GSK-3B beyinde, ozellikle hipokampus, serebral korteks ve
serebellumda daha iyi performans gosterir. GSK-3 protein fonksiyonunun kaybi sizofreni, inme
ve AH gibi merkezi sinir sistemi hastaliklarina neden olabilir. Bu sebeple PI3K/Akt/GSK-3[3
yolu da néroproteksiyonda énemli bir rol oynar ve tau proteininin hiperfosforilasyonu ile iligkili

oldugundan AH'de ¢ok 6nemlidir (Tzeng ve ark., 2022).
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Sekil 2. PI3K/AKT/GSK-3B yolaginin sematik gosterimi (Kitagishi ve ark., 2014’ten
yararlanilarak hazirlanmistir)

Tau proteininin bir¢ok ge¢is konformasyonuna maruz kalabilecegi ve her bir konformasyonun
potansiyel olarak toksik bir etki gosterebilecegi kanitlanmistir. Insan beyninde yanls katlanmis
tau ara trilinlerinin birikmesi, AH'nin en yaygin formu olan tauopatilere neden olur.
PI3K/AKT/GSK-3f yolagi, taunun protein hiperfosforilasyonunu desteklediginden AH igin
cok 6nemli goriilmektedir. Ozellikle, GSK-3B, beyin kaynakli norotrofik faktoriin (BDNF)
transkripsiyonunu ve uzun siireli bellegin diizenlenmesinde ve sinaptik plastisitenin
korunmasinda 6nemli olan diger ndropeptidleri diizenleyen cAMP yanit eleman: baglayici
proteinin transkripsiyonel aktivitesini fosforile ederek strese verilen néronal yanitta 6nemli bir
rol oynar ve bdylece ndéronal dejenerasyon patolojisine katkida bulunur. Ayrica, GSK-38, tau
proteininin anormal hiperfosforilasyonunda rol oynayan en ¢ok ¢alisilmis kinazdir. GSK-3'nin
asirt aktivasyonu, Serl199, Ser202, Ser396 ve Ser422'deki artan tau fosforilasyonunu
aciklayabilir, ¢iinkii bu bolgeler esas olarak GSK-3f tarafindan katalize edilen fosforilasyon
bolgeleridir (Yu ve ark.,, 2012). Akt inhibisyonu, Thr212, Ser214 ve Ser396'da tau
fosforilasyonunun azalmasina katkida bulunabilir ¢iinkii bu iic bolge Akt’nin substratlaridir.
Akt fosforilasyonu esas olarak PI3K tarafindan fosforile edilerek aktive olur ve aktiflesmis Akt

uyarilmamis hiicrede defosforile formda aktif olarak bulunan GSK-3ii fosforile ederek inaktive
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eder ve boylece artmis fosforile GSK-3p sonucu tau hiperfosforilasyonu engellenmis olur
(Kitagishi ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalarda GSK-3f aktivasyonu ile bozulmus kolinerjik
fonksiyon arasinda bir baglanti gozlenmistir. CUR uygulamasindan sonra GSK-3f'nin
deaktivasyonu (fosforilasyonu) ile kolinerjik aktiviteler artmistir. Artan asetilkolin seviyeleri
ile 6grenme, hafiza ve diger bilissel islevlerde iyilesme goziirken AH tedavisinde olumlu
sonuglar elde edilmistir (Ege, 2021).

Wnt/B-katenin sinyal yolagi hiicre proliferasyonunu, gociinii ve farklilasmasmi diizenleyen
onemli bir yolaktir ve Wnt proteinleri, memelilerde yetigkin kdk hiicrelerinin temel itici
glicleridir. Caligmalar, diizensiz Wnt/B-katenin sinyallesmesinin AH'nin patogenezinde 6nemli
bir rol oynadigin1 gostermistir. Wnt/B-katenin yolaginin beyindeki fizyolojik ve patofizyolojik
stireglerdeki rollerine bakildiginda Wnt proteinleri, Frizzled reseptor ailesinin hiicre dis1 sistein
acisindan zengin alanina ve Wnt/B-katenin sinyalini aktive etmek i¢cin Wnt yardimci reseptorii
olan lipoprotein reseptorii ile iliskili protein 5 (LRPS5) veya LRP6'ya baglanan
glikoproteinlerdir. Wnt ligandlarinin yoklugunda, Disheveled protein (DVL), GSK3p,
adenomat06z polipozis koli (APC), kazein kinaz 1 (CK1) ve aksin iceren bir protein kompleksi
B-katenin fosforilasyonuna aracilik eder ve P-katenin degrade olur. Wnt'nin Fzd/LRP5/6
reseptor kompleksine baglanmasi, GSK3f inhibisyonu ve sitozolik (3-katenin stabilizasyonu ile
sonuglanir. Stabilize B-katenin daha sonra g¢ekirdege transloke olur, T-huicre fakt6ri/lenfoid
artirict faktor (TCF/LEF) ile etkilesime girer ve spesifik hedef genlerin ekspresyonunu
indiikler. Wnt/B-katenin sinyali, néronal sagkalimi ve ndrojenezi destekler, sinaptik plastisiteyi
artirir, KBB biitlinligl ve islevi i¢in gereklidir, B bolgesi APP pargalama enzimi (BACE1)
ekspresyonunu inhibe eder ve AP iiretimini/agregasyonunu baskilar, tau fosforilasyonunu
baskilar ve néroinflamasyonu giderir (Jia ve ark., 2019).

AH'nin bir diger énemli 6zelligi, néronlarda mikrotiibiil ile iligkili protein tau'nun (MAPT)
hiperfosforile formlarindan olusan hiicre i¢i nérofibriler yumaklarin varligidir. GSK3, AH ile
ilgili fosforilasyon bolgelerinde hiperfosforile tau proteini ile iliskili 6nemli bir kinazdir.
Wnt/B-katenin sinyallesmesinin aktivasyonu, GSK3f aktivitesinin inhibisyonu ve ardindan tau
fosforilasyonunun baskilanmasi ile sonuglanir. Aslinda, Wnt antagonisti DKK 1, Wnt/p-katenin
sinyalini inhibe edebilir ve hem tau hiperfosforilasyonunu hem de ndronal Olimi
indiikleyebilir. Buna karsilik, Wnt/p-katenin sinyallesmesinin aktivasyonu, AP ile indiiklenen
tau hiperfosforilasyonunu ve néronal 61umu inhibe edebilir (Jia ve ark., 2019). Protein kinaz C

(PKC), GSK-3B'yi serin 9 fosforilasyonu yoluyla inhibe eder ve sitoplazmik [-katenin
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bozulmasini 6nler ve bdylece siklin-D1 gibi Wnt hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive
eder. Wnt-3a ve lityum PKC aktivasyonunu taklit ederler (Inestrosa ve Toledo, 2008).
Presenilin (PSEN) eksikligi, Wnt kontrollii aksin kompleksinden bagimsiz olarak B-katenin'in
kademeli fosforilasyonunu kolaylastirir. Ayrica, PSEN1 mutasyonlar1 tastyan AH hastalarinda
B-katenin ekspresyonu azalir ve AH ile iliskili PSEN1 mutasyonlari, B-katenin'in hiicre ici
etkilerinde bir bozulmaya neden olur, stabiliteyi azaltir ve/veya bozulmay: artirir (C. Gao ve
ark., 2014).

4.7. Alzheimer Hastahginda Kullanilan Hastalik Modelleme Yaklasimlar:

Literatiirde AH’yi modellemek igin arastirmacilar tarafindan in vivo, in vitro ve in silico olmak
Uzere ii¢ temel yaklasim kullanilmaktadir. /n vivo yaklasimda model organizmalar olarak
hayvanlari igerirken, in vitro yaklasimda genellikle 2 veya 3 boyutlu (2B, 3B) hucre kilturleri
temel alinir. Buna karsilik in silico yaklagim ise bilgisayar simiilasyon ve modellemeleri
kullanilarak etkin maddelerin vicuttaki ti¢ boyutlu yapi1 aktivite iliskileri, hedeflenen ve
hedeflenmeyen biyomolekiillerle etkilesimleri, fizikokimyasal o6zellikleri, molekiler etki

mekanizmalar1 gibi 6nemli birgok parametrenin degerlendirilmesidir.
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Sekil 3. AH modellemesinde kullanilan yaklagimlar (Ranjan ve ark., 2018’ten yararlanilarak
hazirlanmistir)

AH modellemelerinde in vivo hayvan modeli olarak gesitli organizmalar kullanilmigtir. Bunlar;
Caenorhabditis elegans (C. elegans), meyve sinegi (Drosophila melanogaster), zebra baligi,
fare, sican ve primatlardir. Ancak gerekli ortam ve bakim sartlar1 digiiniildiigiinde bu
organizmalar arasindan en sik kullanilan iki tanesi kemirgen ailesine ait olan fareler ve

sicanlardir ve kendi aralarinda iki kategoriye ayrilir. Bunlar transgenik (genelde insan kaynakli
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eksojen bir genin eklenmesiyle genetigi degistirilmis hayvanlar) ve transgenik olmayan (dogal)
hayvan modelleridir. Bu hayvanlarin tercih edilme sebepleri kii¢iik boyutlu ve yiiksek dogum
oranina sahip olmalari, kolay bakim sartlarinin, diisiik maliyetlerinin ve kisa iireme
dongiilerinin olmasi, hem genetik hem anatomik hem de yaslanma siire¢leri olarak insanlara
benzemeleridir. Transgenik fareler literatirde en cok tercih edilen in vivo modeldir ve
giiniimiizde 200°e yakin transgenik AH fare tiirii mevcuttur. Hastaligin AP plaklara bagl
gelisen siirecini yansitmaya yardimci olurlar. AB plak olusumu insanlardaki gibi yasa bagl
meydana gelirken olusum siireci insanlarla karsilastirildiginda daha hizlidir. AB plak olusumu
oncesi hafiza ve bilissel problemler de gériilmektedir. /n vivo AH modellemesi icin en cok
tercih edilen bir diger kemirgen olan siganlar ise genetik, fizyolojik ve morfolojik ozellikler
olarak farelerle karsilagtirildiginda insanlara daha g¢ok benzerler. Ayrica beyinleri daha
biiyiiktiir ve buna bagli olarak beyin omurilik sivilar1 (BOS) da fazladir. Goriintiileme ve
elektrofizyolojik deneyler daha kolay yapilirken daha kompleks davranissal testleri yapmak da
sicanlarla miimkiindiir. Transgenik si¢an fenotipleri transgenik farelerle olduk¢a benzerdir. AH
aragtirmalarinda transgenik olmayan (dogal) hayvan modellerinde norotoksinler hayvan
beyinlerine PaxinoWatson si¢an atlasinda belirtilen koordinasyonlara uygulanarak AH modeli
induklenir (Ranjan ve ark., 2018; Basak ve ark., 2023). Bu amagla AH indiiklemede kullanilan
norotoksinler; skopolamin, streptozotosin, sodyum azit, okadaik asit, lipopolisakkarit, ibotenik
asit, indirgen seker (D-galaktoz) ve yliksek doz etanol alkoliin yani sira aliiminyum (Al), bakir
(Cu), ¢inko (Zn) ve kursun (Pb) gibi agir metallerdir (Mahdi ve ark., 2019).

Hayvan modellerinin AH modellemesinde kullanilmalarmi kisitlayan faktorler de vardir.
Cesitli hayvan tiirlerinde 20 y1l1 agkin bir siiredir yiiriitiilen ¢cok sayidaki caligmaya ragmen bu
modeller ile AH'li insan beyni arasindaki korelasyonlarda cesitli tutarsizliklar
gbzlemlenmistir. 11k olarak, ¢ogu AH vakas1 dogas1 geregi sporadiktir, yani coklu genetik ve
cevresel risk faktorleri nedeniyle kokenini tam olarak belirlemek zordur. Bununla birlikte,
transgenik AH modelleri ise genellikle cok yaygin olmayan ailesel AH formlartyla iligkilidir;
yani hastaligin otozamal dominant bir sekilde kalitimi goriiliir. Ayn1 zamanda, ailesel AH
formlarinin mutasyonlarini kullanan AH transgenik fare modellerinin hi¢biri ayn1 anda hem AR
plaklart hem de norofibriler yumaklar1 gosteremezler. Cogunlukla AP plaklar ve AB kaynakli
hafiza bozukluklar1 olusurken giiclii ndrofibriler yumak patolojisi ve noéronal kayip taklit
edilemez. Bu sebeple norofibriler yumaklari modelleyebilmek igin ek olarak nitrik oksit sentaz

genine sahip olmayan transgenik fare soylar1 gelistirilmistir. Ayrica AP plak olusumu 6ncesi
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goriilen bilissel problemler insanlar da A plak olusumu sonras1 goriiliir. Ek olarak, transgenik
farelerde gozlemlenen AH patolojisinin fenotipleri, AH insan beyninde goriilenden farklidir.
Muhtemelen bu modellerde mutasyona ugramis genlerin anormal derecede yiiksek ekspresyon
seviyeleri nedeniyle Ongoriillemeyen hiicre cevaplarinin aktivasyonu meydana gelir. Ayrica fare
ve si¢anlar canli goriintiileme i¢in uygun degildirler. Farelerde tau patolojisi goriilmesi nadirdir
ve sigan ve primatlarla karsilastirildiginda davranis bigimleri kisitlidir. Tiim bunlarla birlikte in
vivo AH hayvan modellerini olusturmadaki diger dezavantajlar ise karmasik in vivo kosullarin
hedef dokuya erisimi kisitlamasi, biyolojik parametrelerdeki degisimleri ayni anda
degerlendirmedeki zorluklar ve etik kisitlamalardir (Ranjan ve ark., 2018; Basak ve ark., 2023).
AH modellemeleri gelistirilirken hayvan modelleri, AH patolojisine iligkin kritik dngoriileri
saglayan ilk modeller olmalarma ragmen hastaligin ilerlemesine dahil olan patolojik olaylar1
tam olarak 6zetleyemediler. Bu sebeple caligmalar1 daha da gelistirebilmek icin etkili bir AH
hiicre modeli, AH'den etkilenen spesifik beyin bolgesine karsilik gelen uygun hiicre tipini
kullanilarak kiiltiir siiresi boyunca tekrarlanabilir, tiim patolojik 6zellikleri 6zetleyen modeldir.
[k olarak bu amagla 2B in vitro hiicre kiiltiirii modeli 6n plana ¢ikti. Ancak bu modellerde
hiicreler gogunlukla diiz, sert, islevsellestirilmis sentetik ylizeylere baglanirlar. Bu ortam da ne
yazik ki in vivo gercek dokularda bulunan dogal lifli substratlardan oldukga farklidir. Bu
sebeple son yillarda arastirmalar, eski yaklasimlarin biraktigi bosluklar1 doldurmak ig¢in 3B
hiicre kiiltiirtine dogru ilerledi. Dogal dokuda bulunan in vivo ortamin taklit edilmesi agisindan
3B hiicre kiiltiiriiniin tek katmanli 2B hiicre kiiltiirlerine gore daha {stiin olduguna
inanilmaktadir (Ranjan ve ark., 2018).

In vitro AH modelinin olusturulmasinda en sik kullanilan hiicre hatlar1 birincil néronal hiicre
hatlar1, kanser hiicre hatlar1 (SH-SY5Y, M17 hiicreleri), indiiklenmis pluripotent kok hiicre
hatlari, PC12 ve N2a hicreler, glial hiicreler (mikroglial, astrositler, oligodendrositler) ve CHO
hiicreleridir. Hastaligin farkli yonlerini incelemek icin farkli hiicresel modeller kullanilir
(Ranjan ve ark., 2018; Fontana ve ark., 2020).

Birincil hiicre hatlar1 transgenik hayvan veya insan hastalardan kiiltiirlenebilir. Oliimsiiz sican
hipokampal hiicre hatlari, AH'de en ¢ok etkilenen bolge olan hipokampus i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. AP oligomerlerinin noron fonksiyonu ve apoptoz Uzerindeki etkisini
incelemek igin ise birincil kortikal kiiltiirler kullanilmistir. Insan embriyonik bébrek hiicreleri
(HEK293), tau ile ilgili etkileri modellemek icin kullanilir ve tau ile kolayca transfekte

edilebilir. Birincil kiiltiirler ayrica APP ile transfekte edilebilir ve A oligomerlerinin rolleri
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hakkinda yararli bilgiler verebilirler. Pluripotent kok hiicreler ise farkli hiicre tiplerine
farklilagma yetenegine sahiptirler ve olgun somatik hiicrelerin yeniden programlanmasindan
tiretilebilirler ve AH’nin modellenmesi i¢in kullanilabilirler Bu hiicrelerin teknolojisindeki
ilerleme, kisisellestirilmis tip i¢in uygulanabilen hastaya 6zel ndronlarin tiretilmesine olanak da
saglar. Ancak AH yasa bagli bir hastalik oldugu i¢in bu modelin kullanimindaki ana sinirlama
olgunluk ve yaslanma &zelliklerinin olmamasidir. Insan néroblastoma hiicreleri (SH-SY5Y),
embriyonik agsamada olgunlasmamis néronal hiicrelerin bir kanserinden izole edilir ve biyume
faktorune baglt olarak farkli fenotiplere farklilagtirilabilir. AH arastirmalarinda SH-SY5Y
hiicreleri, olgun noronlara benzer morfolojiye sahip noron benzeri hiicrelere farklilagirlar. Bu
hlcreler daha sonra norodejenerasyona yol agan toksik A oligomerlerine maruz birakilir
(Ranjan ve ark., 2018; Fontana ve ark., 2020).

4.8. SH-SY5Y Hiicre Hattimmn Ozellikleri

SH-SY5Y, sempatik adrenerjik ganglial néroblastomlu bir hastanin kemik iliginden elde edilen,
SK-N-SH hiicrelerinin ii¢ kez klonlanmis bir alt hattidir. Norodejeneratif hastaliklardan
Parkinson ve AH arastirmalarinda kullanilan hiicre hatlarindan biridir. SH-SY5Y hicreleri,
kiltlrde uzun siire ¢ogalir ve kolinerjik, dopaminerjik ve adrenerjik noron benzeri hiicrelere
farklilagtirilabilir. Bu hicre hatta hem endojen hem de sentetik A peptitlerle nérotoksisite
calismalarinda  kullanilmaktadir. Birincil ~ noéronal  kiiltiirlerle  karsilastirildiginda,
farklilagtirilmis SH-SYSY hiicreleri hiicre canliligi analizlerine gére AP oligomerlerinin
toksisitesine kars1 daha az direnglidir (Fontana ve ark., 2020).

SH-SY5Y hiicrelerinde AH modelini indiikleyebilmek icin Ap (M. A. Tan ve ark., 2020; H. S.
Park ve ark., 2021), hidrojen peroksit (H202) (Lingappa ve ark., 2021), Al*3(Mustafa Rizvi ve
ark., 2014), skopolamin (Suthprasertporn ve ark., 2020), glutamat, kolsisin, sodyum ditionit
(Das ve Devi, 2021), streptozotosin (J. Park ve ark., 2020), etanol (Okoro, 2020) ve sodyum
azit (R.-y. Zhang ve ark., 2021) kullanilan kimyasal maddeler arasindadir. SH-SY5Y kullanan
Lilja ve arkadaslar1 sentetik Api-40 peptitlerinin noronal nikotinik asetilkolin iyonotropik
reseptorlerinin a7 alt birimine baglanarak sitozolik kalsiyum seviyelerini artirdigin1 one
strdu. Buna karsilik, APi1-42 oligomerleri, ayn1 zamanda hiicre i¢i kalsiyum seviyelerine bagl

+29

olan ¢inko-algilayict metabotropik reseptdr sinyalini zayiflatarak Zn*“’yi selatliyor gibi
goriinmektedir. AP peptitlerin bir bagka ilging 6zelligi de hiicreden hiicreye transfer olma,
birikme ve endojen mekanizmalar araciligiyla daha diislik bir temizlenme oranina sahiptirler

(Fontana ve ark., 2020).
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Hiicre kiiltiirtinde de bazi1 dezavantaj ve simirlamalar mevcuttur. Bunlardan bazilar literatiirde
veri eksikliklerinin olmasi ve hiicreler belirli boyuta ulastiklari zaman besiyerlerinde nekroz ile
sonuglanan besin ve oksijenin i¢ bolgelere sizmasinin azalmasi problemidir. Bir baska problem
ise in vitro ortamin in vivo ortamdaki besiyerini, sinyal molekiillerini ve ¢evre dokularin birbiri
tizerindeki etkilerini tamamen yansitamamasidir. Organoidlerin kendi kendine bir araya gelme
dogasi kontrol edilmelerini zorlagtirir ve yiizeyden derinlige bagli olarak hiicre mikro ortaminda
onemli farkliliklar gozlenir. Bir diger dezavantaj ise kontaminasyona oldukg¢a agik olmalaridir.
3B kiiltiir platformlarinin standardizasyonunun ve gegerliliginin diisiik olmasi ortaya ¢ikan bir
baska problemdir. Hidrojel iceren iskelelerin hiicre kultiirh streleri uzun oldugu i¢in ¢oklu
ortam degisiklikleri gerekir ve bu durum matrisin bozulmasina neden olabilir (Ranjan ve ark.,
2018).

4.9. Nanoteknoloji Hakkinda Genel Bilgiler

Nano, herhangi bir parametrenin 10 °'unu tamimlamak i¢in kullanmilan bir 6rnektir.
Nanoteknolojinin arkasindaki fikir, tinli malzeme bilimei Richard P. Feynman tarafindan
Aralikk 1959 Amerikan Fizik Dernegi Toplantisi’nda "Altta Cok Yer Var " bashkl
konferansinda sunuldu. Sonrasinda malzeme biliminde, Feynman'in malzeme 6zelliklerini
atomik Olcekte kontrol etmeye yonelik ¢ok sayida ilerleme oldu. 1974'te Tokyo Bilim
Universitesi'nde (Japonya) bir egitimci olan Norio Taniguchi, yiiksek dogruluk ve ultra ince
Olctimleri tasvir etmek icin nanoteknoloji terimini icat etti (Mabrouk ve ark., 2021).
Nanoteknoloji, ¢ok ¢esitli hastaliklarin hem tespit hem de tedavisinde etkili olma potansiyeline
sahiptir. Sag telinin milyonda biri kalinliginda olan bu teknoloji diinyanin ana hastalik ve dliim
sebeplerine yon vermede her gegen giin daha da etkili olmaktadir (Kirtane ve ark., 2021).
Nanoteknolojideki bu hizli gelisme ile bu teknolojinin nano 6lgekli Uretimin dahil oldugu bilim
ve teknolojinin hemen hemen her alanina hizla girmesini saglamaktadir. Glnlimizde tarim,
gida, kozmetik, ilag, saglik, otomotiv, petrol ve gaz endustrileri, kimya ve mekanik endstrileri
gibi farkli endiistrilerde nanoteknoloji uygulamalarini mevcuttur. Nanoteknoloji; biyolojik,
fiziksel ve kimyasal bilimlerin temel 6zelliklerini birlestiren bir bilim alanidir. Bu teknolojinin
temelinde ise fiziksel olarak boyutun kigllmesi, kimyasal yeni baglarin ve Ozelliklerin
gelistirilmesi ve ila¢ enkapsilasyonu ve dagitimi gibi biyolojik eylemlerin nano o6lgekte
gergeklesmesi vardir (Rickerby ve Morrison, 2007; Bhushan, 2017).

Nanoteknolojinin avantajlarindan saglhk alaninda da farkli alanlarda yararlanilmaktadir. Insan

yasaminin kalitesi, tipta nanoteknolojinin basarili uygulamalariyla siirekli olarak iyilestirilir ve
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sonug olarak, bilim adamlar1 saglik hizmetleri igin teshis, tedavi, tarama, hastaligi 6nleme gibi
birgok alanda ilag¢ iiretimi, tasarimi, konjugasyonu ve verimli dagitiminda nanoteknoloji
kullanmaktadir. Benzer sekilde, nanoteknoloji kullanilarak tiretilen ilag dagitim sistemleri
ilacin stabilitesini, kontrolli dagilimini, farmakodinamik ve farmakokinetik profillerini
iyilestirmektedir (S. Malik ve ark., 2023). Ayn1 zamanda nanoteknolojideki mevcut gelismeler,
noral doku miihendisligi i¢in ilag dagitim sistemlerinin tasarimimnda da Onemli faydalar
saglamistir. AH, bipolar bozukluk, Parkinson hastaligi, sizofreni gibi pek ¢ok ndral hastalik
icin, hastaliklarin patofizyolojisi ve tedavilerinde kullanilan ilaglarin fizikokimyasal 6zellikleri
nedeniyle uygun ila¢ tasiyict sistemin segilmesi ¢cok dnemlidir. Polimerik, silika, manyetik,
metalik, lipid, lipopleks ve polipleks nanopartikiller, nanofiberler, kuantum noktalari,
dendrimerler, nanoemulsiyonlar, miseller, lipozomlar, hidrojeller ve karbon nanotipler gibi
bir¢ok ilag tasiyici sistem nanoteknoloji kullanilarak gelistirilmistir (GulerPolat ve ark., 2023).
AH tedavisinde terapotik ajanlarin biyoyararlanimini artirarak hastalik iizerinde ¢ok yonlii bir
etki olusturmak oldukc¢a 6nem kazanmaktadir, bu amacla ¢cagimizin en 6nemli arastirma ve
uygulama alanlarindan biri olan nanoteknolojiden yararlanilmakta ve ¢ok sayida yeni ilag
tastyici sistem ve tedavi segenekleri gelistirilmektedir (Nasrollahzadeh ve ark., 2019). ilaglarin
belirlenen doku veya organa 6zgii bir sekilde hedeflendirilebilmesi, bir nanotasiyiciya iki veya
daha fazla etkin maddenin baglanabilmesi ve tedavinin etkinliginin takibinin yapilabilmesi
nanoteknolojik ilag¢ tasiyici sistemlerin avantajlarindandir (Farokhzad ve Langer, 2009). Bu
sistemlerin gelistirilmesinde nanopartikiil ve nanofiberler basta olmak iizere ¢esitli nanoboyutlu
malzemeler kullanilmaktadir (Lijie Zhang ve Webster, 2009). Nanopartikiiller ilaglarin
matristen kontrollii salinimini saglamakta ve bu sayede ilacin biyoyararlanimini artirarak dozaj
sikliginin azalmasina olanak tanimaktadir (Gelperina ve ark., 2005). Ayn1 zamanda hedef
dokulara absorbisyonu kolaylastirirarak formiilasyon etkinliklerini artirmalari, ilag kinetigi ve
dagilimi i¢in stabilizasyon saglamalari, hidrofilik ve hidrofobik ilaclarin birlikte
kullanilabilmesine olanak saglayarak kombine tedavide kullanilabilmeleri, yiiksek ila¢ tagima
kapasitelerine sahip olmalari, hafif ve kontrol edilebilir yapida olmalar1 sayesinde siklikla tercih
edilmektedirler (Lou ve ark., 2019). Birlikte ¢okeltme, hidrotermal sentez, inert gaz
yogunlastirma, iyon piiskiirtme sagilmasi, mikroemiilsiyon, mikrodalga, puls lazer ablasyonu,
sol-jel, sonokimyasal, kivilcim desarji, kalip sentezi, ¢ift emilsiyon ve biyolojik sentez

nanopartikilleri sentezlemek i¢in kullanilan gesitli yontemlerdendir (Rane ve ark., 2018).
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4.10. Nanopartikuller ve Uretim Teknikleri Hakkinda Genel Bilgiler

Nanopartikil Gretimde cift emdlsiyon yontemi ile ilgili ilk makale 89 yil Oncesine
dayanmaktadir; ancak ¢ift emiilsiyonlarla ilgili detayli arastirmalar 1970'lerin sonunda
baglamistir. Emiilsiyonun emiilsiyonu olarak da adlandirilan ¢ift emiilsiyon, dagilmis faz
damlaciklarinin kendilerinin bile kiigiik bir dagilmis faz igerdigi karmasik bir sistemdir (Garti
ve Bisperink, 1998). Cift emulsiyon tekniginde, damlaciklar ¢ogunlukla boyut olarak ¢oklu
dagilimhdir. Baz1 durumlarda damlaciklar, ¢ift emiilsiyonun her damlasinda 50-100 damlacik
iceren birgok kugik bolme icerecek kadar buyuktur, 6te yandan kugik cift emdlsiyon
damlaciklar bir veya birka¢ damladan olusabilir. iki yaygin ¢ift emiilsiyon tiirii vardir; su-yag-
su (W/O/W) ve yag-su-yag (O/W/O). Cift emiilsiyonlarin hazirlanmasi i¢in en yaygin olarak
iki asamali prosesler kullanilir; w/o/w ¢ift emulsiyon hazirlama i¢in, ilk adimda i¢ sulu faz
lipofilik emiilgator iceren yag fazinda dagitilir, ardindan birincil emiilsiyonun hidrofilik
emiilgator igeren dis sulu faza dagitilmasi gergeklestirilir (Schuch ve ark., 2013; Ding ve ark.,
2019)

Cift emiilsiyon, i¢ sulu fazda ¢oziinen veya polimerik matris iginde dagilmis aktif bilesenlerin
kontrollii salimina izin veren polimerik parcaciklar hazirlama yetenegine sahiptir. En énemli
islevi, enkapsiile edilmis hassas igerigi 1s18a, enzimatik bozulmaya ve oksidasyona karsi
koruyabilmesi ve enkapsule edilmek icin secilen aktif bilesenler i¢in dahili bir rezervuar
olusturabilmesidir. Ayrica, bu ilag tastyici sistemler aktif bilesenlerin dahili rezervuardan harici
dispersiyon ortamina yavas, strekli ve kontrolli olarak salinmasini saglayan ve hem lipofilik
hem de hidrofilik ilag molekullerini ayni formiilasyonda kapsiilleme avantaji sunan benzersiz
bir siiregtir. Cift emiilsiyonun dezavantajlar1 ise bu teknik karmasik bir siiregtir ve
termodinamik olarak kararsizdir. Bu teknikle iiretilen parcaciklar nispeten heterojendir ve
pargacik boyutu, ¢ift emiilsiyon tekniginin ¢esitli islem parametrelerine duyarlidir (Benichou
ve ark., 2004; Ibraheem ve ark., 2013; Zakeri-Milani ve ark., 2013; Bitar ve ark., 2015).

Mikro ve nanopartikillerin hazirlanmasi ve aktif bilesiklerin enkapsiillenmesi i¢in en sik
kullanilan ¢ift emiilsiyon teknigi, ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma teknigidir. Bu yontemde
homojenlestirme iki asamada gerceklestirilir; ilk adimda suda ¢oziinen ilaglar i¢ sulu faza (W1)
ve polimer/lipofilik ilaglar yag fazina (O) eklenir, ardindan her iki faz da uygun karigtirma
metodu ile homojenlestirilerek birincil emiilsiyon (W1/0) olusturulur. Daha sonra birincil
emiilsiyon, ¢ift emiilsiyon (W1/0/W2) olusturmak i¢in uygun stabilizatorii iceren dis sulu faz

ile emiilsifiye edilir. Cift emiilsiyon (pargacikli dagilim) olusumunu, dagilmis fazdan organik
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¢Oziicliniin (O) buharlasmas1 takip eder ve bu da bir ¢oziinmezlik noktasina yol acar ve sonug
olarak, aktif malzemeyi i¢ine alan polimerin sertlesmesine neden olur. Coziicii, organik
¢Oziicliniin kaynama noktasina bagli olarak, doner buharlastirici1 yoluyla veya ortam
sicakliginda basit karigtirma yoluyla indirgenmis basing altinda buharlastirilabilir. Dispersiyon
ortam1 ve ¢alkalama, kapstillenecek ilacin kimyasal yapisina ve amaglanan pargacik boyutuna
bagl olarak mekanik karistirma veya sonikasyon yoluyla saglanabilir (P. P. Das ve ark., 2019;
Szczgch ve Szczepanowicz, 2020).

Biyobozunur polimerler, toksik olmayan bilesenlere pargalanabildikleri i¢in farmasdétiklerin
enkapsillenmesinde ilag dagitim sistemi olarak oldukga etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
polimerlerden ornegin polilaktik asit (PLA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve
polikaprolakton (PCL) gesitli aktif ilaglari, genleri ve makromolekiilleri ¢ift emiilsiyon islemi
kullanarak enkapsiillemek i¢in yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Ding ve ark., 2019). PLGA,
¢ift emiilsiyon tekniklerinde yaygin olarak kullanilan biyouyumlu, biyolojik olarak
parcalanabilir ve tolere edilebilir bir polimerdir. Insanlarda kullanimi FDA tarafindan
onaylandiktan sonra, ila¢ dagitimi i¢in popiiler bir se¢im olmustur. Hidroliz yoluyla yavas
yavas biyouyumlu laktik ve glikolik asite pargalanir ve bdylece uzun bir sire (haftalar-aylar)
boyunca yavas yavas kapsiillenmis olan aktif bileseni serbest birakir. BOylece ilag dagitim
sistemleri olarak, PLGA nanopartikllleri kiigiik molekiillii ilaglarin, peptitlerin ve niikleik
asitlerin kontrollii salimli dozaj formlarini hazirlamak i¢in kullanilabilir. Polietilen glikol (PEG)
ile uygun kopolimerizasyonu ve baglayicilar ile yiizey modifikasyonlarinin ardindan KBB’den
gecisi kolaylastirip ilag dagitimi i¢in umut verici tasiyicilar olmuslardir (Zhi ve ark., 2021).
Stabilizatorler, iki veya daha fazla birbiriyle karismayan fazin dispersiyonunun fizikokimyasal
durumunu korumayi saglar ve fazlarin ayrilmasmi onler. BOylece emilsiyon sistemini daha
kararli hale getirir. Cift emiilsiyon prosesinde yaygin olarak kullanilan stabilizatorler polivinil
alkol (PVA), Tween 80 ve Span 80'dir (J. B. Alves ve ark., 2020). PVA, iyi bilinen bir
hidrofilik, biyouyumlu polimerdir ve iyi mekanik mukavemete, diisiik kirlenme potansiyeline
ve sicaklik ve pH stabilitesine sahiptir. PVA'nin bu o6zellikleri, onu cesitli farmasétik ve
biyofarmasctiklerin enkapsiillenmesinde kullanilmaya uygun yapmaktadir. Ayrica kontrol
edilebilir hidroliz derecesi ve zincir uzunluguna sahip sentetik bir polimer olmasi ve kolayca
elde edilebilmesi agisindan diger kolloid stabilizatorlerine daha avantajhdir (Qiao ve ark., 2002;
Gaaz ve ark., 2015).
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4.11. Nanofiberler ve Uretim Teknikleri Hakkinda Genel Bilgiler

Bir bagka ilag tasiyici sistem olan nanofiberler ¢aplari 1 ile 1000 nm arasinda degisen polimerik
yapilardir. Nanofiberleri iiretebilmek i¢in kullanilan polimerlerin yiiksek molekiiler agirliga,
birka¢ kuglk yan zincire sahip olmasi ve bu polimerlerin kendilerine ait spesifik ¢oztictilerde
kolayca ve tamamen cozllebilir olmalar1 gerekmektedir (Ewaldz ve Brettmann, 2019).
Nanofiberler ise kiigiik capli ve hafif olmalari; kontrol edilebilir gézenek yapisina, yiiksek
yiizey/hacim oranina ve {istiin mekanik 6zelliklere sahip olmalar1 sayesinde biiytik ilgi gorerek
doku miihendisligi, ilag dagitim1 vb. gibi bir¢ok uygulamada kullanilmaktadirlar (Cai ve ark.,
2012). ki bilesenli ekstriizyon, sablon sentezi, kendinden montaj, faz ayirma, eriyik tifleme,
cekme, elektro-egirme ve basingli donme (pressurized gyration, PG) nanofiber iiretiminde
kullanilan tekniklerdir. Segilen polimer ¢ozeltisine yiiksek voltajin uygulanmasina dayanan
elektro-egirme, basit ve uygun maliyetli oldugu i¢in elyaf iiretmek i¢in en sik segilen tekniktir
(J. Song ve ark., 2020). Elektro-egirme prosesinin birgok avantajina ragmen, yiiksek tiretim
hizinin olmamasi, ¢ozeltinin elektriksel iletkenliginin hassasiyetine bagli olarak sinirli malzeme
secimi ve elde edilen liflerin rastgele yonlendirilmesi nedeniyle biiyiik zorluklar kullanimlarini
hala kisitlamaktadir (Luo ve ark., 2012). Bu sebeple nanofiber Gretmek igin elektro-egirme gibi
elektriksel alan uygulanan dretim yontemlerine alternatif olarak Prof. Dr. Mohan Edirisinghe

tarafindan 2013 yilinda ¢ok yonlii yeni bir teknik olan PG yontemi gelistirilmistir (Ahmed ve

ark., 2018).
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Sekil 4. Basingli donme sisteminin sematik gdsterimi
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PG ile nanofiber tretimi segili polimer solisyonunun Rayleigh-Taylor kararsizliginda oynama
yaparak gercgeklestirilir. PG ile nanofiber tiretimi, lizerinde KkiglUk delikler bulunan silindir
aliminyum hazne kullanilarak gerceklestirilir. Bu hazne, donme hizi kapasitesi 15000 rpm olan
elektrik motoruna baghdir. Nanofiber tiretimi elektrik motoru tarafindan saglanan dénme hizi
ve haznenin iist kismina plastik bir boruyla baglanmis gaz girisinden uygulanan gaz basmncinin
sonucunda gerceklesmektedir. Onceden hazirlanmis polimer ¢dzeltisi haznenin igine yiiklenir.
Y 6ntemin ¢alisma prensibi, PG sistemindeki motor ¢alismaya bagladik¢a donme hizi hizla artar,
bu da merkezka¢ kuvvetinin artmasina neden olur ve artan kuvvet polimer ¢dzeltisinin yer
degistirmesine yol acar. Hareket eden siviya karsi bir gaz basinci uygulanir ve uygulanan bu
basingtan dolay1 kapta bir basing farki olugur ve boylece olusan basing farki ¢ozeltiyi disariya
itmeye zorlar. PG sisteminde polimer soliisyonun bulundugu kap tizerindeki deliklerden sivi
¢ikiginin olmasinin arkasindaki ana itici gii¢, sivi-hava arayiiziindeki yilizey gerilimi gradyani
nedeniyle olusan merkezkac¢ kuvvetidir. Ayrica, bu gradyan, sivi-gaz arayiiziine teget olarak
Marangoni gerilimini harekete gecirir, bdylece polimer damlaciginin ucunda akist baslatir.
Fiberler, perforasyonlardan ayrilirken polimer soliisyonunun ucunda siirekli olarak var olan
merkezkag¢ kuvvetinin etkisiyle olusurlar. Yavas yavas gergeklesen buharlagmanin etkisiyle
coziicli kayb1 gergekleserek fiberlerin ana maddesi olarak polimerler kalir. Tiim bunlarin
sonucunda fiberler sistemin yan yuzeyinde biriktirilerek bu prosediiriin hizli bir sekilde
tekrarlanmasiyla nanofiber demetleri olusturulur. Bu {iretim teknigi toplu liretim yapmaya
elverisli ve fiberlerin saniyeler i¢erisinde iiretilebildigi bir tekniktir (Alenezi ve ark., 2021).
4.12. Polimerler Hakkinda Genel Bilgiler

Polimerler, yapisal birimlerin biiyiik Olcekte tekrarlanmasiyla olusan makromolekiillerdir.
Yunancada "¢ok" anlamina gelen poli ve "pargalar" anlamina gelen meres'ten tiiretilmistir.
Polimer molekiilii cok yiiksek molekiiler agirliga (10000-1000000 g/mol arasinda) sahiptir ve
genellikle kovalent baglarla birbirine baglanmis birkag yapisal birimden olusur. Polimerler,
monomerlerin kimyasal reaksiyona girmesiyle elde edilir. Monomerler, polimer zincirini
olusturmak ic¢in uygun durumda ayni tiirden veya bagka bir tiirden baska bir molekiille
reaksiyona girme yetenegine sahiptir. Monomerlere baglh olarak, polimerler homomerler ve
heteropolimerler olarak siniflandirilabilir. Dogadaki bu siiregte, insan yapimi olan sentetik

polimerler 19. yiizyilin ortalarindan beri hayatimizda iken, dogal polimerler ise diinyanin
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olusumuyla birlikte hayatimiza girmistir (Namazi, 2017). Polimerler sentetik, yar1 sentetik ve
dogal polimerler olmak {izere lige ayrilirlar (T. F. Alves ve ark., 2020).

Sentetik polimerler, monomerlerin polimerlestirilmesiyle elde edilirler. Biyouyumlu ve
biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerden iiretilen gozenekli yapr iskeleleri, doku
miihendisligi ve rejeneratif tipta hayati roller oynamaktadir. Poliglikolik asit, poli (N-
izopropilakrilamid), PLA, PCL, PLGA, PEG gibi sentetik polimerler ve bunlarin kopolimerleri
doku miihendisligi biliminde kullanilmaktadir. Sentetik polimerler, esnek yapiya sahiptirler ve
dogal ekstraseluler matris proteinlerine kiyasla hi¢cbir immiinolojik yanit olusturmazlar
(Asghari ve ark., 2017).

Yar sentetik polimerler, dogal kaynaklardan elde edilen polimerlerin sentetik islemlerle
modifiye edilmesiyle iiretilir. Dogal polimerler, bitkilerden veya hayvanlardan elde edilen ve
genellikle biyolojik kokenli olan polimerlerdir. Bir 6rnek vermek gerekirse, seliiloz asetat yari
sentetik bir polimerdir. Seliiloz, bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan bir polisakkarittir ve
dogal bir polimerdir. Bu dogal polimer, asetik asit gibi kimyasal islemlerle modifiye edilerek
seliiloz asetat adi verilen yeni bir polimer haline getirilir. Yari sentetik polimerler, dogal
polimerlerin 6zelliklerini korurken, sentetik polimerlerin istenilen 6zelliklerini ekleyerek daha
cesitli ve kullanigli malzemelerin {iretilmesini saglar. Bu, polimer biliminde ve endiistrisinde
onemli bir gelismedir, ¢linkii farkli uygulama alanlar1 i¢in Ozellestirilmis malzemelerin
gelistirilmesine imkan tanir (Germershaus ve ark., 2015; T. F. Alves ve ark., 2020).

Dogal polimerler; mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar gibi biyolojik sistemler tarafindan
tiretilen polimerlerdir. Dogal polimerlerin yapiskan bandaj, kozmetik Urlnleri, ilag salimi1 ve
tibbi yapr iskeleleri Uretimi gibi bircok alanda kullanimlar1 mevcuttur. Bu polimerlerin birtakim
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Konak dokuya benzer olmasi, biyolojik sistemlerle
haberlesebilmesi, metabolik uyumlulugu, nontoksik olmasi ve inflamatuar reaksiyonlarin
diisiik olmasi, enzimlerle parcalanabilmesi avantajlarindan bazilaridir. Ote yandan, sicaklik
hassasiyeti nedeniyle erime noktasina ulasmadan pargalanmalari ve karmasik yapisinin
islenmesini zorlastirmas1 dezavantajlarindandir. Kaynaklarinin bitki ve hayvan olmasi
sebebiyle insanlara hastalik bulagsma olasiliginin olmast bu polimerlerin  bilinen
dezavantajlarindandir. Kitin, kitosan, jelatin, kolajen ve aljinat bilinen dogal polimerlerdendir
(Asghari ve ark., 2017).

Ayni zamanda polimerler sudaki ¢oziiniirliiklerine gore de ikiye ayrilir: Suda ¢Ozlnen

(hidrofilik) polimerler ve ¢6ziinmeyenler (hidrofobik) polimerler. PEG, PVA, polietilen oksit,
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poliakrilamidler, poliakrilik asit kopolimeri ve polivinil prolidin gibi suda ¢ézlndr polimerler,
suda ¢ozilinen, dagilan veya sisen ve sonug olarak jellesme veya koyulagsmaya ugrayan sulu
sistemlerin fiziksel 6zelliklerini degistiren organik polimerlerdir. Suda ¢oziinen polimerler, sulu
ortamda ¢esitli iglevleri yerine getirir, bunlar arasinda dagitma ve askiya alma maddeleri,
dengeleyiciler, koyulastiricilar, topaklastiricilar ve pihtilagtiricilar, film olusturucular,
nemlendiriciler, baglayicilar ve yaglayicilar bulunur. Bunlar ¢ok ¢esitli kaynaklardan elde
edilebilir (Moja ve ark., 2021). Hidrofobik polimerler ise suda iyi ¢6ziinmeyen veya suya karsi
itici olan polimerlerdir. Bu tiir polimerler, hidrofobik gruplar1 igeren molekiillerden olusur ve
suyla etkilesime girmek yerine hidrofobik ortamlarda daha iyi ¢oziiniirler. PLGA, PLA, PCL
gibi polimerler hidrofobik polimerlere 6rnek olarak verilebilir. Kloroform, metilen klortr ve
dioksan gibi organik coziictlerde ¢oziilmeyi severler (Ghosh ve Biswas, 2021; ul Hassan ve
ark., 2021)

Biyobozunur polimerlerden PLGA; hidrolizi sonucu endojen ve viicut tarafindan krebs donguisu
yoluyla kolayca metabolize edilen laktik asit ve glikolik asite par¢alandigindan nanopartikiil
uretiminde en ¢ok tercih edilen partikil matris malzemelerinden biridir. Ayrica PLGA, FDA ve
Avrupa Ilag Ajansi (EMA) tarafindan da insanlarda cesitli ilag dagitim sistemlerinde
kullanilmak tizere onaylanmistir. Nanopartikiil boyut araliginin 100-200 nm arasinda olusu
beyin hedeflemesi icin idealdir. Retikiloendotelyal sisteme sahip organlarin opsonizasyon
derecesinin bu boyut araliginda diisiik olmas1 ve nanopartikiillerin kiigiik boyut araliginda
yiiksek ilag yiikleme kapasitesi gdstermesi ve dahil edilen ilac1 bozunmaya kars1 koruyabilmesi
beyin hedefleme ve KBB’den gegisi artiran diger avantajlardandir (Jose ve ark., 2014). Tum bu
Ozellikleri saglayabilen PLGA nanopartikiilleri peptit, DNA, protein, RNA ve farkli
terapdtiklerin enkapsiile edilmesini saglayarak siirekli ve kontrollii salima uygun degredasyon
ozellikleri ile tercih edilirler (Makadia ve Siegel, 2011).

Biyomedikal uygulamalarda, PLGA tipik olarak 5-40 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahiptir
(Makadia ve Siegel, 2011). Diklorometan, tetrahidrofuran, etil asetat, triklorometan, aseton ve
benzil alkol dahil olmak iizere ¢ok sayida organik ¢oziiciide ¢Ozunebilir (C. Martins ve ark.,
2018). Laktik asit ve glikolik asit monomerleri biyouyumlu ve biyobozunur polimer olan
PLGA’y1 olusturmak igin polimerize edilerek PLA ve poli(glikolik asit) (PGA) polimerlerinden
PLGA’y1 olusturur (C. Martins ve ark., 2018). Icerdigi laktid yapisi ile optikge aktif L-laktid
ve D-laktid ve optikce aktif olmayan DL-laktid olmak tizere ti¢ fakli ¢esidi vardir. Sahip oldugu
metil yan grubu ile hidrofobik bir yapisi olan PLA, metil grubunun sterik etkisiyle birlikte PGA
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ile kiyaslandiginda daha az su absorplar ve hidrolize daha dayaniklidir. Ayrica PLA kirilgan
yapisinin yaninda diigiik termal stabiliteye sahiptir. Poli(L-laktid) yari-kristal iken poli (DL-
laktid) ise amorf yapidadir. PGA, %45-55 oraninda kristal yapiya sahiptir ve birgok organik
¢oziiclide ¢oziinmez. PLGA’nin kopolimerizasyonunda glikolid ile L-laktid veya DL-laktid
tercih edilir. Farkli bagil molekiiler agirlik ve monomer bilesim oranlar1 (laktik asit:glikolik
asit; 25:75, 50:50:, 20:80 gibi) birincil olarak PLGA'nin fizikokimyasal 6zelliklerini etkiler
(Lamprecht ve ark., 2000; Vroman ve Tighzert, 2009; Makadia ve Siegel, 2011; Danhier ve
ark., 2012). Bu nedenle, in vivo dagitim sistemlerinin bozunma kinetiklerini kontrol altinda
tutabilmek i¢in dogru laktik asit:glikolik asit oraninin secilmesi gerekmektedir (Kapoor ve ark.,
2015). Ayrica PLGA'nin kristalligi, cams1 gegis sicakligi (Tg), karakteristik viskozitesi ve bagil
molekiler Kkitlesi de ilag salim sisteminin Ozelliklerini belirleyen diger temel ana
unsurlardandir. Amorf yapidaki PLGA'nin kristalligi; mekanik mukavemetini, sigmesini ve
biyolojik bozunma oranini etkiler. Polimerin kristalligi de glikolik asit ve laktik asit arasindaki
orana bagli olarak degisim gostermektedir (McHugh ve ark., 1998). Ornegin; PLGA iceriginde
laktik asit:glikolik asit 25:75 ise polimer amorf bir yapida iken 80:20 oldugunda yari-kristal
yapidadir. Ayn1 zamanda PLGA’daki laktik asit igeriginin azalmasinin normalde 45-55 °C
arasinda degisen PLGA Tg'sinde bir azalmaya yol agtigi ve Tg'deki bu diislisiin polimer
matrisinin plastiklesmesine neden oldugu bildirilmistir (L. Wu ve ark., 2006; Kapoor ve ark.,
2015). Genellikle, glikolik asit seviyesi ne kadar yiiksek olursa, PLGA'nin bozulmasi o kadar
hizli olur. Tim bu modifikasyonlar da PLGA'nin mekanik 6zelliklerinin diismesine neden olur.
PLGA’nmn hidroliz yoluyla bozunmas1 0ncelikle, polimer matrisin amorf bolgelerine niifuz
eden suyun, van der Waals kuvvetlerini ve hidrojen baglarin1 kirarak PLGA’nin Tg'sini
diistirmesiyle baslar. Boylece polimerin molekiiler agirligi azalir, bu da polimerin
hidrofilikligini arttirir ve polimerin suda ¢oziiniir pargalara ayrilmasini hizlandirir. Bu islem,
polimerler arasindaki kovalent baglarin siirekli kirtlmasindan kaynaklanir. Son olarak da bu
parcalar laktik asit ve glikolik asite hidroliz edilerek metabolik yollarla enerji, CO2 ve suya
ayrilir (LU ve ark., 2009; C. Martins ve ark., 2018). Yan zincirdeki metil grubu ve poli (laktik
asit), poli (glikolik asit)'den daha hidrofobik oldugundan, laktik asit monomerinin glikolik asit
monomerine orani ayarlanarak, bozunma hiz1 azaltilabilir. Ek olarak, PLGA otokatalitik
bozunmaya ugrayabilir (Yoon ve Park, 2001; Gentile ve ark., 2014). PLGA ’nin bozunmasina
ortamin hafif asidik olmasina bagli olarak hizlanabilir (Siepmann ve ark., 2005). Bununla

birlikte, PLGA bozunmasmin neden oldugu asidik ortam, viicutta lokal inflamatuar

30



reaksiyonlara yol acgabilir ve kapsiillenmis farmasotiklerin, 6zellikle terap6tik proteinlerin, ne
kadar siire stabil kald1g1 iizerine olumsuz bir etkiye sebep olabilir. Ilaglarin stabilitesini artirmak
ve daha iyi terapétik etkiler saglamak i¢in, asiditeden etkilenen terapdtikler icin yerel
dokulardaki pH, ilag tasiyici sisteme suda daha az ¢ozundr alkali bir malzeme eklenerek kontrol
edilebilir (Astete ve Sabliov, 2006; Go ve ark., 2020).

Q 0
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PLGA Laktik asit Glikolik asit
Metabolik yolak

Sekil 5. PLGA’nin viicut igerisindeki metabolizmasi (Amo ve ark., 2021°den yararlanilarak
cizilmistir)

PEG; etilen oksit, etilen glikol veya dietilen glikoliin alkali katalizor varliginda
polimerlestirilmesinden iiretilir ve polimer istenen molekiiler agirhga ulastiginda katalizoriin
notralize edilmesiyle reaksiyon sonlandirilir. PEG'in kimyasal yapis1t HO-[CH2-CH2-O]n-H'dir
ve n; etilen oksit birimlerinin sayisidir ve molekiil agirligi (44 g/mol)*n ile hesaplanir. PEG
hidrofiliktir ve her bir etilen glikol alt birimi 2-3 su molekdli ile ¢evrilidir. PEG su, metanol,
etanol, asetonitril, gliserin, glikol, benzen ve diklorometan da ¢6ziiniir ve bu 6zelligi PEG'i
birgok formiilasyon ve iiriinde kullanigh kilar. PEG; dogrusal, tiip, dalli, y1ldiz ve tarak dahil
olmak tizere farkli geometrilere sahip olabilir ve gesitli modifikasyonlarla 6zellestirilebilir
(Roser ve ark., 1998; Alexis ve ark., 2008; D’souza ve Shegokar, 2016; Brady ve ark., 2017).
PEG aynm1 zamanda ¢ok esnektir ve ¢ok sayida polimer zincir konformasyonuyla sonuglanan
yiiksek zincir hareketliligi sergiler ve zincir konformasyon serbestliginde bir azalma
termodinamik olarak elverissizdir. PEG misellerin etrafinda bir kabuk olusturmak igin
kullanilabilir. PEG kabuklar1, biyomakromolekiillerin polimer tabakasina niifuz etmesini sterik
olarak onler ve hidrofobik veya elektrostatik etkilesimlerle ¢ekirdege bir hidrasyon kilifiyla
baglanir. Bununla birlikte PEG, ila¢ formiilasyonlarinda ve gida iiriinlerinde yaygin olarak

kullanilan bir {iriindiir. Ilag formiilasyonlarinda ve sarf malzemelerinde kullanilan PEG’in
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molekiil agirligi genellikle 200-60.000 Da molekiiler agirliklar arasinda degisir. Cesitli
formilasyonlar ve daha buyik PEG matrisleri yapmak icin PEG uUzerindeki ug¢ hidroksil
grubunun bilesikler {izerindeki reaktif gruplara konjugasyonu, PEG'in, PEG'lenmis
nanopartikiiller veya daha iyi sirkiilasyona, siirekli salima izin veren ila¢ formlarindaki yaygin
bir kullanimidir (Needham ve ark., 1992; Cruise ve ark., 1998; Sadhana Sharma ve ark., 2004;
Fruijtier-Poélloth, 2005; Akiba ve ark., 2010; Day ve ark., 2018; Baumann ve ark., 2019). PEG'in
bir nanopargacik ylizeyine konjugasyonu plazma proteinlerinin nanopargaciklara baglanmasini
azaltir ve PEGlenmis nanoparcaciklarin tek gekirdekli fagositik sistem tarafindan
temizlenmesini durdurur (Hou ve ark., 2011; Suk ve ark., 2016; Ait Bachir ve ark., 2018). Bu
nedenle, PEG'lenmis nanopartikiiller, PEG'lenmemis muadillerinden daha uzun sirkiilasyon
suresine sahiptir; bu 6zellik, dolasim yarilanma Omriiniin uzamasina ve siirekli ilag salimi
ozelligiyle PEG'lenmis nanoformiilasyonlarm gelistirilmis etkinligine katkida bulunur.
Ornegin, daha uzun PEG zinciri (molekiiler agirlik 2000 veya 5000 Da) veya daha yiiksek PEG
yizey yogunlugu (%43 ve %75) ile formiile edilen kitosan-nanopartikiller, kontrol
formilasyonlarindan daha fazla siirdiiriilebilir ilag salim1 gosterdi (Papadimitriou ve ark., 2012;
C. Yang ve ark., 2017).

PEG; gida ve kozmetik alanlarinda, tablet, merhem, parenteral s1vi preparasyonu, ultrason jeli,
fitil ve ilag GUretimlerinde formulasyonlarda kullanilmaktadir. Bu alanlarda PEG ylizey aktif
maddesi, dagitici, ¢bziicl ve eksipiyan olarak tercih edilmektedir ve bdylece olduk¢a genis bir
kullanim ¢esitliligi gostermektedir. FDA tarafindan onaylanmis bir polimerdir. Ayn1 zamanda
PEG'in bir fiizojen, yani hiicreleri hiicre zarlar1 ile kaynastirabilen bir madde oldugu
bilinmektedir. Fizojenik aktivite mekanik olarak tam bilinmemekle birlikte PEG'in hidrofilik
dogasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir ve hiicre zarlarini dehidre ederek protein ve lipid
yapilarin birbiri igerisinde yeniden ¢oziinmesine izin verdigi diisiiniilmektedir. PEG bilinen bir
membran siirfaktanidir ve membran ylizey gerilimini azaltarak ve membran akiskanligini
artirarak membranin yeniden kapanmasini saglayabilir (Shi, 2013). Bununla birlikte PEG
koruyucu 0Ozelligi sayesinde organ nakli ve iskemi reperfiizyon alanlarinda da gesitli
uygulamalarda kullanilmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli PEG, organlarin korunmasini
saglamak icin ve apoptozu Onleyen bir geri kazandiric1 ajan olarak kullanilir (Valuckaite ve
ark., 2013).

PEGilasyon yoluyla nanoparcaciklarin immiin hiicreler tarafindan taninmasindaki azalmaya

bagl olarak dolagim siiresinin uzamasina ragmen PEGilasyon, protein baglanmasini tamamen
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bloke etmez. PEGlenmis proteinlerin ve lipozomal formiilasyonlarin hizlandirilmis kan
klerensi, PEG'e 6zgii antikorlarin olusumuyla aciklanir ve sonunda PEGlenmis tiriinler de
parcalanir ve fagositik hiicreler tarafindan uzaklastirilir. PEG, idrar ve digki yoluyla esas olarak
degismeden atilir. Uygulanan PEG'in bir kismu oligomer, glikolik asit, hidroksiglikolik asit,
diglikolik asit homologlari, CO2 ve ¢ok az oksalik asite metabolize olur (Suzuki ve ark., 2012;
Shi, 2013). CO2’ye bozunma ile elimine edilen PEG yiizdesinin, PEG boyutunda daha biylk
bir azalma gosterdigi bulunmustur. PEG, H202 varliginda bozunur ve bozunma H202
konsantrasyonuna bagli olarak gerceklesir. Konsantrasyon ne kadar diisiikse, bozunma o kadar
yavas olur (Fruijtier-P6lloth, 2005; Ulbricht ve ark., 2014).

PLGA’nin yar1 Omriiniin kisa olusunu tolere edebilmek i¢in PLGA/PEG kopolimer
nanopartikiller Uretilerek PLGA, PEG ile birlestirilir (K. Zhang ve ark., 2014). PLGA/PEG
kopolimeri, farmasotik triinlerde ve cihazlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan
caligmalarda, PLGA/PEG nanopartikiillerinin kimyasi, onlar1 ¢esitli norodejeneratif
hastaliklarin ve gliomanin tedavisinde kullanilmak tizere cesitli peptidler ve baglayicilarla
konjugasyona uygun hale getirir. Memantin, hafif ve orta dereceli AH'nin tedavisinde yaygin
olarak kullanilir. Yapilan bir ¢alismada memantinin ¢ift emiilsiyon yontemi kullanilarak
PLGA/PEG nanopartikillerinde enkapstillenmesi sonucunda, serbest memantine kiyasla hedef
dokuya daha yiiksek oranda iletildigini gosterdi (Sanchez-Lopez ve ark., 2018). Bir baska
caligmada ise solvent yer degistirme teknigi ile tretilen pioglitazon yiikli PLGA/PEG
nanopartikiller, KBB boyunca transsitoz oranini artirarak pioglitazonun hedef dokuda yavasga
salinarak AH tedavisinde etkinligini artirdigin1 gosterdi (Silva-Abreu ve ark., 2018). Ayni
zamanda in vitro testlerle de PLGA/PEG nanopartikiillerinin AH tedavisinde ilaglarin
etkinligini artirdigi bulunmustur. Solvent buharlastirma yontemiyle tretilen donepezil-yukli
PLGA/PEG nanopartikdlleri in vitro ortamda AP olusumunu destabilize etti (Baysal ve ark.,
2017). PLGA/PEG nanopartikilllerinde enkapsiillenmis ¢esitli dogal bilesiklerin ve ilaglarin da
in vitro modellerde AH patolojisini azaltmada etkili oldugu gosterilmistir (Amin ve ark., 2017).
Polividon veya povidon olarak da adlandirilan polivinilpirolidon (PVP), N- vinilpirolidon
monomerinden tdretilir ve biyolojik olarak parcalanabilen, suda c¢ozlndr bir polimerdir.
Hidrofilik bir polimer olmasinin yani sira PVP, farkli polaritelere sahip ¢oziiciilerde mitkemmel
¢ozlinlirlige, iyi baglanma 6zelliklerine ve slispansiyonlar ve emilsiyonlar icin stabilize edici
bir etkiye sahiptir. PVP, biyolojik olarak uyumlu ve toksik olmayan, FDA tarafindan da

onaylanmis bir polimerdir. Bu nedenle PVP, 1940’larda hacim genisletici olarak tanitildiktan
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sonra gida sektoriiniin yani sira ilag ve kozmetikte, farmasotik ve biyomedikal uygulamalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. PVP'nin benzersiz fiziksel ve kimyasal ozellikleri vardir.
Bunlar; kimyasal olarak inert, renksiz, sicakliga dayanikli ve pH agisindan kararlidir. Essiz
ozellikleri ve kimyasi, ¢esitli homopolimerlerin, ¢apraz bagli-PVPnin ve farkli molekiiler
agirliklara sahip kopolimerlerin sentezini kolaylastirir (del Consuelo ve ark., 2007; Folttmann
ve Quadir, 2008; Bothiraja ve ark., 2009; Fogaca ve Catalani, 2013; R. M. Martins ve ark.,
2013; Rasekh ve ark., 2014). PVP'nin molekiil agirligi Avrupa ve ABD Farmakopelerine gore
K-degeri ile temsil edilir. Ortalama molekiil agirligit 2500-3000000 g/mol’diir. PVP'nin
viskozitesi molekiil agirligr ile artarken sudaki ¢oziniirliigii azalir. Molekiil agirligmin ilag
¢coziinme profili tizerindeki etkisi arastirildiginda ilag ¢6ziinme hizlari, biiylik olasilikla sabit
diflizyon tabakasinin artan viskozitesinden dolay1, molekiil agirligindaki artigla birlikte azalir.
Ana zincirinde ve halkasinda sirasiyla hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerini gosteren yiiksek
polariteli bir amid ve polar olmayan metilen gruplar1 nedeniyle amfoterik bir monomer birim
yapisina sahiptir. PVP; su ve organik ¢oziiciilerde yani etanol ve propilen glikol arasinda
degisen her solventte ¢oziiniirliige sahiptir. PVP, sert bir halka iceren kimyasal yapisi nedeniyle
mekanik olarak giiclii bir polimerdir. Mekanik 6zellikler konsantrasyon ve molekiil agirlig ile
degisir. Bunlarin yanisira PVP’nin higroskopik yapis1t PVP baglayici veya yapistirict olarak
kullanildiginda faydal1 olurken tabletlerin film kaplanmas1 gerektiginde zararhidir. Bu 6zellik,
molekiiler agirliktan bagimsiz olarak, tim PVP dereceleri igin gegerlidir (Bihler, 2005;
Folttmann ve Quadir, 2008; Ke ve ark., 2012; Julinova ve ark., 2013; Dillon ve ark., 2017,
Suave ve ark., 2018; Franco ve De Marco, 2020). PVP’nin dezavantaji ise; toksik ve kanserojen
olmayan, biyolojik olarak uyumlu bir polimer olmasina karsin biyolojik bozunmayla ilgili bir
problemi olmasidir. Karmasik yapisi, gama laktamaz ve ardindan amino oksidaz maruziyeti
yardimiyla enzimatik bozunmayi1 kolaylastirir. Gama laktamaz enzimi  sadece
mikroorganizmalar tarafindan iretildigi i¢in PVP polimeri vicutta neredeyse hi¢ par¢alanmaz.
Bu enzimi iireten mikroorganizmalar insan viicudunda degil, ¢cevrede bulunur. Degismeyen
formunun viicuttan atilmasini1 zorunlu kilan temel sebep budur. Ancak, renal atilim igin
parenteral olarak uygulanan polimerlerde kabul edilebilir molekiiler boyutun 40 kDa oldugu
rapor edilmistir. Eger polimerin molekiil agirligi 40 kDa'dan az ise vicut icerisinde minimum
polimer birikimi gozlemlenir (Dillon ve ark., 2017; Vanharova ve ark., 2017). Bu sebeple diisiik
molekiil agirlikli PVP’ler uygun sekilde kullanilabilirler. PVPin bir gida katki maddesi ve

kozmetik igerik maddesi olarak kullanimi bazen belirli bir konsantrasyondan sonra
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onerilmemektedir. Alerjiler, deri altt graniillomlar, pulmoner vaskiilarizasyon ve
retikiiloendotelyal sistem birikimi, PVP veya tiirevlerinin olusturabilecegi bazi olumsuz
durumlardir. Bu yan etkileri dnlemenin yolu ise yiksek molekiil agirlikli PVP'nin asir1 dozlarda
veya tekrar tekrar uygulanmasindan kaginmaktir (Kurakula ve Rao, 2020; Waleka ve ark.,
2021).

PVP'nin bu ¢ok yonliiliigii ve benzersiz 6zellikleri, onu farmasotik formiilasyonlarm tiretimi
icin bliylik potansiyele sahip bir polimer haline getirir. Aslinda, gelismekte olan farmasotik ve
biyomedikal alanlarda PVP kullanimi, ila¢ pazarinin hala ihtiya¢ duydugu ¢oziimlerin
sunulmasina olumlu katkida bulunabilir. Simdiye kadar PVP, farmasotik ve biyomedikal
alanlarda oral, topikal, transdermal ve okiiler uygulama gibi farkli ilag uygulama sistemlerini
gelistirmek i¢in kullanilmistir. Ayrica PVP, genlerin iletilmesinde de kullanilir (Saxena ve ark.,
2006; Y. Song ve ark., 2015; Zheng ve ark., 2015). Polimerik tasiyici olarak rejeneratif tip ve
hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemler i¢in de metal pargaciklarla birlestirilebilir (Hecold ve
ark., 2017; de Lima ve ark., 2018; Ramalingam ve ark., 2018). Bununla birlikte PVP, ila¢
kontrollii bir salim elde etmeye, suda ¢oziiniirliigii az olan ilaglarin biyoyararlanimini artirmaya,
aktif bilesigi dis etkenlere (pH, sicaklik ve oksijen) karsi korumaya ve hos olmayan kokular1 ve
tatlar1 maskelemeye olanak tanir (Dowding ve ark., 2005; Gupta ve Bansal, 2005; K. Wu ve
ark., 2009; Prosapio ve ark., 2016). Farkli kategorilere ait bir¢ok aktif bilesik, PVP
mikropartikil, nanopartikil, nanofiber, hidrojel ve oral tablete enkapsile edilmistir. Bu PVP
tabanli ilag tasiyict sistemler geleneksel veya daha yenilikci teknikler kullanilarak farkli
teknolojilerle Uretilebilirler (R. K. Mishra ve ark., 2008; D. Yu ve ark., 2009; Mohabe ve ark.,
2011; Wlodarski ve ark., 2016).

PVP nanofiber tretiminde hem geleneksel bir teknik olan elektro-egirmeyle iiretimde hem de
yenilik¢i bir teknik olan PG teknigiyle iiretimde tercih edilmistir. Hidrofilik PVP, hidrofobik
davranis sergileyen polimerlerle birlestirildi. Ornegin, yara ortiisii olusturmak icin PVP/PCL
kompozit lifleri tiretilmistir. Boylece PVP’nin formiilasyona dahil edilmesiyle PCL'nin yiiksek
hidrofobikligi nedeniyle diisiik olan sisme derecesi iyilestirilmis oldu (M. Hu ve ark., 2018).
Yapilan bir diger caligmada ise oral antidiyabetik ilaglar arasinda en gii¢lii antiinflamatuar
etkiyi sergileyen pioglitazon, metformin ve glibenklamit kombinasyonu PG teknigiyle iiretilen
PVP/PCL kompozit nanofiberleri igine yuklendi. Diyabetik yara iyilestirmesindeki etkileri
elektro-egirme teknigiyle tiretilen kitosan/jelatin/PCL nanofiberleriyle karsilastirildi (Cam ve

ark., 2021). Literatiire sunulan bir diger ¢alismada ise ibuprofen elektro-egirme teknigiyle
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iiretilen PVP nanofiberlerinin i¢ine yiiklendi. Uretilen fiberler ag1z icinde 10 saniyede ¢dziindii
ve boylece, sudaki ¢oziiniirliigii diisiik olan ilaclar i¢in oral uygulamaya uygun hizli ¢ézlinen
yeni bir ilag tasiyici sistem gelistirilmis oldu (D. G. Yu ve ark., 2009).

4.13. Oral Yolla ila¢c Uygulamasinin Avantajlari ve Dezavantajlari

Bir ilacin etkisini gosterebilmesi ve sona erdirebilmesi icin ilacin viicutta dagilmasi
gerekmektedir. Bu da viicutta sirayla meydana gelen emilim, dagilim, metabolizma ve
atilimdan meydana gelen bir dizi islem aracihigiyla gerceklesir. Oral yol daha giivenli,
kullanisli, non-invaziv, agrisiz ve daha ekonomik olmasi ile ila¢ uygulamasinda en ¢ok tercih
edilen yoldur. Oral olarak alinan bir ilag bagirsak limeni boyunca emilmelidir ve bagirsak
enzimleri tarafindan metabolizmaya duyarli olmamalidir. Bununla birlikte emilim, bir ilacin
etki bolgesine ulasmasi ve istenen farmakolojik etkiyi gostermesi igin 6n kosul olan siiregtir.
[laglarm emilimi; ¢dziiniirliik, gecirgenlik, formiilasyon ozellikleri, kompleks olusturmaya
yatkinlik, enterohepatik siklus, midenin bosalma slresi, bagirsak gegis stiresi, emilecek bolgeye
0zgl ozellikler, hormonlar, genetik yapi, yas, sahip olunan hastaliklar, diyet faktorleri gibi
bircok fizikokimyasal ve fizyolojik faktorden etkilenen karmasik bir olgudur. Emilimi
tamamlanan ilacin kapilerdeki kan dolagimindan ekstravaskiiler siviya gecmesinin ardindan
doku i¢ine yayilmasiyla dagilim gergeklesir. Dagilimi gergeklesen ilag organizmadaki
enzimlerin etkisiyle metabolize edilerek genellikle daha polar hale getirilir ve eliminasyona
hazirlanmis olur. Eliminasyon, ilacin etkisini sonlandirir ve ilacin viicuttan atilmasini saglar.
Karaciger ve bobrek viicuttaki baslica eliminasyon organlaridir. Bazi ksenobiyotikler ve
endojen maddeler karaciger tarafindan bagirsaklara atildiktan sonra yeniden emilmeye
yatkindir ve bu da enterohepatik siklus tarafindan geri donistiiriilmelerine yol agar.
Enterohepatik siklus, karaciger hiicreleri tarafindan metabolize edilen ilaglarin bir kisminin,
safra icine itrah edilmesi ve ince bagirsaga gelen ilaglarin yeniden emilip karacigere tekrar
gelmesiyle ilaglarin yeniden sistemik dolagima gegmesidir. Bu dongd, ila¢ vicuttan tamamen
temizlenene dek devam eder. Enterohepatik siklus, bilesiklerin dolasimda tekrar tekrar ortaya
cikmasimi miimkiin kildig: i¢in, plazma ilag konsantrasyonu-zaman profilinin belirli zaman
araliklarindan sonra tekrar tekrar ylikselmesine neden olarak ¢oklu tepe noktalarina yol agar
(M. Y. Malik ve ark., 2016).

Karacigerin ilacin kandaki doruk konsantrasyonu iizerine bir diger etkisi de ilk gegis etkisidir.
Vcut icerisinde biyotransformasyonda en 6énemli organ karacigerdir. Bununla birlikte deri,

bobrek, akciger gibi bir¢ok organda da biyotransformasyon gerg¢eklesmektedir. Oral yolla
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alman bir ilag¢ bagirsakta emildikten sonra sistemik dolagima ge¢cmeden Once karacigere ugrar
ve burada biiyiik bir kism1 metabolize olarak etkisiz hale gelmektedir. Bu olay karacigerden ilk
gecis etkisi olarak adlandirilir ve ilaglarin biyoyararlanimlar1 bu etkiyle birlikte azalmaktadir.
Bununla birlikte ilk gegis etkisinin doruk ila¢ konsantrasyonu iizerinde de bir etkisi vardir. Bu
da ila¢g konsantrasyonun doruk noktasinin parenteral dozda olacagindan ¢ok daha erken
meydana gelmesine neden olabilir (Ozdemir ve Karakurt, 2016).

Karacigerin ilk gecis etkisinin olusturdugu bu negatif etkiden kurtulmak ve farmakolojik
tedavinin uygun sekilde stirdiiriilmesini saglamak i¢in oral olarak alinan ilacin dozu artirilir. Bu
da istenmeyen yan etkilere sebep olabilir. Bir diger secenek ise ilacin uygulama yolu degistirilir.
Buna ornek olarak; anjina pektoriste tedavisinde tercih edilen nitrogliserin sublingual yolla
verilirken migren tedavisi icin ergotamin ise rektal yolla uygulanmaktadir. Bir diger segenek
olarak da bu etkiyi minimuma indirmek icin ila¢ molekiiliiniin yapisi degistirilmektedir.
Lipofilik yapida olan ilaglar daha biiyiik oranda ilk gecis etkisine maruz kalirken, hidrofilik
ilaglar ise daha az maruz kalirlar (Pelley, 2011). Boylece ilk gegis etkisine sahip bir ilacin uygun
serum konsantrasyonun ve guvenli ve etkili dozunun korunmasi saglanmis olur. Arastirmalar,
ilk ge¢is etkisine sahip ilaglarin kan konsantrasyonlarinin izlenmesinin, bu ilaglarin terapotik
konsantrasyonlarini korumanin en uygun yol oldugunu gostermistir (Herman ve Santos, 2019).
Intravendz dis1 yoldan verilen bir ilacin sistemik dolasima gegme hiz ve oranina biyoyararlanim
denir. Absorpsiyon hiz ve derecesi biyoyararlanim {izerine oldukga biiyiik bir etkiye sahiptir.
Yani verilen ilacin % kag¢inin absorbe edilip sistemik dolasima ulasabildiginin ve viicudun o
ilagtan ne kadar yararlanabildiginin gostergesidir. Oral uygulanan bir ilag i¢in biyoyararlanim
mide-bagirsak mukozasindan portal kan dolasimina gegen ilag miktar: degil, karacigeri asip
vena cava inferior’a erisen ve oradan sistemik kan dolasimina ulasan ilag miktaridir. Bu sebeple
biyoyararlanim, vicuttaki farmakokinetik mekanizmasimnin ayrilmaz bir pargasidir.
Farmakokinetigi olusturan absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilhim siirecleri ilaglarin
biyoyararlanimi iizerine de etkilidir. Bununla birlikte, bir ilacin uygulama yolu ve dozu,
biyoyararlanimin hizi ve derecesi iizerinde onemli bir etkiye sahiptir. Bir ilacin dozu,
biyoyararlanimi ile dolayli olarak orantilidir. Nispeten diisiik biyoyararlanima sahip bir ilacin
minimum etki konsantrasyon esigine ulagmak icin daha biyik bir doz gerekir. Boyle
durumlarda uygulama yolunu degistirmek dozu artirmay1 6nleyebilir. Ornegin, oral olarak
uygulanan bir ilacin gastrointestinal sistemden ge¢mesi gerekir ve bu da onu bagirsak emilimine

ve hepatik ilk gecis metabolizmasina maruz birakir. Oral uygulama yerine, intraventz olarak
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verilen bir ilacin direkt olarak sistemik dolasima gegtigi kabul edilir. Bdylece oral kullanimda
oldugu gibi ilacin hedef organ veya dokuya istenilen dozda ulasabilmesini saglamak icin gerekli
doz hesaplanirken, absorpsiyon ve karacigerin ilk gegis etkisini diisiinerek dozda bir artis
yapmaya gerek kalmaz (Price ve Patel, 2020). Bununla birlikte kullanilan etkin madde ve
yardimc1 maddelerin saflik ve kalite farkliliklar1 da biyoyararlanimi etkileyen bir diger
faktordur. Tlacin partikiil boyutu kiiciildiikge yiizey alani kiiciildiigii igin ¢dziinme hiz1 artar ve
hizli emilir. Kristal yapisi amorf olan bir ila¢ kristal forma sahip bir ilaca gére daha hizl
¢oziliniir. Absorpsiyon hizini azaltan bir baska faktor ise ilag etken maddesinin gastrointestinal
sistemde kompleks olusturmasidir. Bazi durumlarda da suda yavas ve az ¢oziinen ilag
molekdilleri baska bir ila¢ ya da yardimc1 maddeyle kompleks haline gelerek biyoyararlanimlari
artabilir. flaglarm yagdaki veya sudaki ¢ozinirlikleri iyonizasyon derecelerinden etkilenir.
Sindirim sisteminin pH’sindeki degisiklikler ilaglarin absorbe edildigi ve uygulandigi ortamin
pH’sini degistirdigi igin biyoyararlanimlamn da etkiler. Ornegin; ortammn pH’sinin asidik yone
kaymasi sonucunda zayif asidik etken maddelerin noniyonize kisimlarmin orani artacagindan
absorbsiyonlar artarken zayif bazik etken maddelerin ise iyonlasan kisimlar artis gosterir ve
absorbsiyon hizlar1 diiser. Bir diger etkileyen faktor ise ilacin yemek yenildikten once ya da
sonra kullanilmasidir. Yemek yemek midenin bosalma siiresini, gastrointestinal kanalin
kanlanmasini ve bagirsak motilitesini etkiledigi i¢in ilaglarin absorbsiyon orani ve hizi (izerine
de etkili olabilir. Ayrica karacigerin kan akimi ve enzim aktivitesini de etkileyerek ilag
metabolizmasi tizerine etkilidir. Bireysel farkliliklar da yas, cinsiyet, genetik faktorler gibi
biyoyararlanimi etkileyen faktorler arasindadir (Celik ve Birdane, 2015).

[laglar ¢ogu zaman hastalar1 tedavi ederek hayat kurtarici olurken yanlis kullanimlar1 sonucu
ise hastalarin ¢ok ciddi zarar gérmesine sebep olabilir hatta bu durum 6liimle sonuclanabilir.
Bu sebeple tiim ilaglar, recete edildigi sekilde ve tireticinin talimatlar1 izlenerek uygulanmalidir.
Ila¢ kullaniminin temel amaci, hasta igin arzu edilen terapétik etkiyi elde etmektir. Bunu
yapabilmenin temel sart1 ise dogru ilaci, dogru dozda, dogru kisiye, dogru formiilasyonda,
dogru uygulama yoluyla ve uygun zaman araliklarinda vermektir (Brack ve ark.). Bir ilag
uygulama yolu, genellikle ilacin uygulandig1 yere gore, 6rnegin oral veya intravendz olarak
smiflandirilir. flacin uygulanma yolu secilerken, sadece uygunluga gore degil, ayn1 zamanda
ilacin 6zellikleri, farmakokinetik profili ve biyoyararlanimi da goz 6niinde bulundurulmalidir.
Ilag uygulamalari sistemik ve lokal olmak iizere ikiye ayrilir. Lokal uygulama; ilacin mukoza,

cilt ya da invaziv uygulama ile belirli bir organ ya da viicut bolgesine uygulanmasidir. Bu

38



uygulama yolu ile biyoyararlanimda artis, yan etkilerin, toksisitenin ve hedef dis1 etkilerin
azalmasi ve diisiik maliyet elde edilen avantajlardandir. Bununla birlikte, bircok durumda,
farkli viicut bosluklarina lokal ilag iletimi s6z konusu oldugunda veya lokal uygulamanin ancak
belirli viicut engellerini ve dokularini agarak miimkiin oldugu durumlarda genellikle uygulama,
gergeklestirilmesi zor ve uzmanlik gerektiren 6zel enjeksiyon yontemleriyle gergeklestirilir.
Gastrointestinal kanaldan absorbe edilemeyen ilaglar da sadece lokal etkiye sahip olmak i¢in
bu yolla uygulanabilir. Bununla birlikte bu uygulama yolunda sistemik absorpsiyonu azaltmak
icin lokal olarak uygulanan ilacin sadece yavas emilen formlar1 kullanilabilir. Epidermal (cilt
Uzerine veya peruktan), cilt icine (intrakitan, intradermal), intranazal, oftalmik, intratekal,
intraplevral, intraperitoneal, intravajinal, bukkal, otik, intrakardiyak, intrauterin, intraartikiler,
intrarektal ve lezyon igine uygulama olmak tizere ¢esitli lokal uygulama yollar1 bulunmaktadir.
Sistemik ila¢ uygulamasinda ise ila¢ uygulandiktan sonra kan dolasimina gecer, vicutta
dagilarak etki bolgesine ulasinca sistemik etkiler olusturur. Genel olarak bu yol; enteral,
parenteral ve 6zel ilag dagitimi olarak tige ayrilir. Enteral; oral, sublingual ve rektal olarak alt
dallara ayrilirken parenteral; inhalasyon, enjeksiyon ve transdermal olarak ayrilir.
Enjeksiyonun alt basliklarinda ise intravendz, intramuskiler, subkitan, intraarteriyel,
intraartikdler, intratekal ve intradermal sayilabilir (Verma ve ark., 2010; Talevi ve Quiroga,
2018).

Oral ila¢ uygulamasi, yukarida bahsi gegen farkli ila¢ uygulamalart arasinda en yaygin tercih
edilen yoldur. Oral uygulamayi takiben ilag, sistemik dolagima ulasir ve tiim dokulara yaygin
olarak dagilir. Oral uygulama yolunun givenli, agrisiz, tekrar ve uzun siireli kullanima uygun
olmasi gibi avantajlar1 vardir. Ayrica bu yol ile uygulanan ilaglar hastalar tarafindan herhangi
bir profesyonelden yardim almaksizin uygulanabilmektedir ve ilaglar tablet, kapsiil gibi kati;
veya surup, slispansiyon gibi sivi farmasotik sekillerde kullanilabilir. Ancak bu yolun sahip
oldugu dezavantajlardan biri ise bu yol ile alinan ilaglarin yavas etki baslangici gostermesidir.
Bu nedenle acil durumlarda ilacin etkisini gosterebilmesi igin ge¢mesi gereken siire uzun
olacagindan bu yol ile ila¢ uygulamasi ¢ok tercih edilmemektedir. Ayrica tadi tatsiz/irite edici
ilaclar, emilemeyen ilaglar, sindirim sistemindeki enzimlerin ya da mide asidinin etkisi ile
etkisini yitirecek ilaglar yine bu yoldan tercih edilmez. Bilinci kapali, iletisim kurulamayan,
kusma veya ishali olan hastalarda da yine bu yolla ila¢ uygulamasi yapilamamaktadir.
Karacigerden ilk gecis etkisine maruz kalarak ilaglarin biyoyararlanimlarinin diismesi ve

ilaglarin besinlerle etkilesime girerek istenmeyen etkilerin olusmasi oral uygulamanin diger
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olumsuz yénlerindendir. Oral yoldan alman ilaglarin absorpsiyon oranlar1 degisebilir. Ilacin
bagirsak epitelyal zar hiicrelerini etkili bir sekilde gegememesi, absorpsiyona ugrayacagi
bolgeye ulasamadan 6nce bozunmasi ve gastrointestinal sistemdeki pH degisikliklerinden
etkilenerek etkisini yitirmesi oral kullanimin tercih edilmeme sebeplerindendir. Bunlarin
yaninda oral alinan ilaglarin etkisiyle gastrointestinal sistemin mukozasinda meydana
gelebilecek tahrigler de oral uygulamanin bir diger dezavantajidir (Verma ve ark., 2010; Kim
ve De Jesus, 2021).

4.14. Sublingual fla¢ Uygulamasi

Bir diger uygulama yontemi olan sublingual uygulamada ise ilag, dilalti uygulamasi sonras1 kan
kapilleri ve lenf damarlarinca zengin olan oral mukoza tarafindan emilir ve sonrasinda stiperior
vena kava ile kalbe getirilir ve kalp araciligiyla sistemik dolasima pompalanir. Bu ilag
uygulama yolunun en biiyiik avantajlarindan biri karacigerden ilk gegis metabolizmasi yiiksek
olan bir ilacin bu yol ile verildiginde biyoyararlanimlari diismeden sistemik dolasima kolaylikla
ulagmasidir. Bu uygulama yolunun diger avantajlari arasinda ise ilacin hizli absorpsiyonunu
takiben etkinin birka¢ dakika icinde baslamasi ve hastalar tarafindan uzman birine ihtiyag
duymadan kendi kendine uygulanabilmesi ve tabletin tikdrtlmesiyle ilac etkisinin kolayca
sonlandirilabilmesidir. Etki ¢abuk basladigi i¢in acil durumlarda klinik uygulamalarda ilk
siralarda tercih edilirler. Oral yolla verilemeyen ilaglarin uygulamasi bu yolla yapilir. Ayrica
sublingual olarak alinan ila¢ mide asiditesinin ve gastrointestinal kanal enzimlerin etkisinden
korunmus olacaktir. Ayrica bazi ilaglar tikirik ile mideye gecerken agiz, yutak ve yemek
borusunda emilimi gerceklesir. Sublingual uygulamayla bu etki de olmayacagi icin ilacin
biyoyararlanimi artar. Bunlarin yanisira sublingual uygulama; pediatrik, geriatrik ve psikiyatrik
hastalar gibi tablet yutmay: reddeden hastalara uygulama kolaylig1 saglar. Ozellikle pediatrik
hastalar icin agizda biraktig1 hos tat ile ilacin “ac1 hap” olarak diisiiniilmesini engeller. Sivi
formiilasyonlara kiyasla ila¢ uygulamasinda kolaylik ve dogru dozlama da sundugu diger
avantajlardandir. Ayrica seyahat eden ve suyu kolaylikla bulamayan hastalar i¢in suyun gerekli
olmadig1 bu uygulama yolu uygundur. Bu uygulama ile ilaglarin biyoyararlanimi arttig1 i¢in
oral kullanimin aksine doz azaltilir ve istenmeyen etkilerin goriilme ithtimali diiser. Sublingual
uygulamanin dezavantaji ise bazen uygulanan ila¢ o bolgede tahris edici olabilir, yiizey alani
kiiciiktlir ve eger yagda ¢Oziinen bir ilagsa uygulamasi gii¢ olabilir. Sublingual uygulamada
dikkat edilmesi gereken noktalar ise agiz kurulugu olan hastalarda agiz i¢i 6nce 1slatilmalidir,

uygulama oncesi vazokonstriksiyon ya da vazodilatasyona sebep olup ilacin emilimini
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etkileyecegi i¢in ¢ok soguk ya da ¢ok sicak igecekler icilmemelidir. Hasta ilac1 yutmamasi ve
cignememesi konusunda ve ilag emilimi tamamlanana kadar konugmamasi konusunda

uyarilmahidir (Verma ve ark., 2010; Nibha ve Pancholi, 2012).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Materyaller

PVA (Molekiil agirligi ~ 89,000-98,000 g/mol), PVP (Molekiil agirligi ~ 40,000 g/mol), PLGA
(Asit terminalli, laktit:glikolit 50:50, Molekiil agirhigi 24,000-38,000) ve PEG (Molekil
agirligi~ 4,000 g/mol), ABi-42, tiim solventler ve hiicre kiiltiirinde kullanilan RPMI 1640
besiyeri, PBS ve Triton X Sigma Aldrich’ten satin alinmistir. PCR analizinde kullanilan GSK-
3B (lleri 5-AGTGGTGTGGATCAGTTGGT-3, Ters 5-ACGGCTACACAGTGCAATTG-
3), pB-katenin (ileri 5-CTTACACCCACCATCCCACT-3, Ters 5-
CCTCCACAAATTGCTGCTGT-3'), Psen1 (ileri 5-TGGCTCATCTTGGCTGTGAT-3', Ters
5-CGGGTCTCCTTCTGCCATAT-3), Akt (ileri 5-CTGCCCTTCTACAACCAGGA-3’,
Ters 5’-ATGATCTCCTTGGCGTCCTC-3’), MAPT (Ileri 5’-
ACTGAGAACCTGAAGCACCA-3’, Ters 5>-TCCTGGCTTGTGATGGATGT-3") ve B-aktin
(leri 5’-CATGGAATCCTGTGGCATCC-3’, Ters 5’-CACACAGAGTACTTGCGCTC-3’)
primerleri Sentebilab’tan alinmistir.

5.2. PLGA Nanopartikul Uretimi

CUR enkapsiile edilmis PLGA (Asit terminalli, laktit:glikolit 50:50, Molekiil agirligi 24000-
38000) nanopartikiilleri ¢ift emiilsiyon ¢dziicii ugurma teknigi (su/yag/su) ile hazirlandi. 40 mg
PLGA, 2 ml diklorometan iginde ¢oziildii. Bu soliisyona 200 pul PEG i¢inde ¢oziilmiis 50 pg
ilag¢ eklenerek homojenize edildi. Daha sonra karisim, 50 ml PVA (%1, a/h) solusyonuna ilave
edildi ve bir su/yag/su emiilsiyonu olusturmak iizere homojenize edildi. Karigimdaki fazla
diklorometan, manyetik bir karistirici yardimiyla ¢ozeltiden uzaklastirildi. Nanopartikiiller
12000 rpm'de 20 dk santrifiij edilerek toplandi. Daha sonra nanopartikiller ti¢ kez deiyonize su
ile yikandi. Kurutma igin liyofilize edildi (Dogan ve Gurgah, 2022).

5.3. PVP/PEG Nanofiberlerin Basinch Dénme Sisteminde Uretilmesi

PVP (%100, a/h) ve PEG (%80, a/h) sirasiyla 120 °C'de ve oda sicakliginda distile suda
¢ozuldi. PVP/PEG sirasiyla 8:1, 9:1 ve 10:1 (v/v) oranlarinda karistirildi. Uretilen tiim saf
nanoliflerin morfolojileri SEM kullanilarak analiz edildi ve 10:1 (PVP/PEG) oraninda
boncuksuz ve dizgun morfoloji gézlendi. Bu nedenle PVP/PEG (10:1) kompozit sollisyonuna
0,9-1,4 mg/ml CUR yuklu partikdl ilave edilerek kollaidal suspansiyonlar elde edildi. Tum
polimer ¢ozeltilerinin yogunluk, viskozite ve yiizey gerilimi gibi fiziksel parametreleri

yogunluk sisesi (10 mL yogunluk sisesi, Boru Cam Inc., Turkiye), DV-E viskozimetre
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(Brookfield AMETEK, ABD) ve yiizey gerilimi 6l¢gme cihaziyla degerlendirildi. Tiim 6lgtimler
25 °C sicaklikta ti¢ kez tekrarlandi. Ekipmanlar dl¢iimlerden once kalibre edildi.

Tiim fiberler basingli dénme sistemiyle iiretilmistir. Ozetle, 1 mL'lik ¢ozeltiler aliiminyum bir
kap icerisine konularak 9000-15000 rpm doniis hizinda, 1,5-3,5 MPa ¢alisma basincinda, %35-
40 nem ve 28-35°C sicaklikta dondiiriilerek tiretimler denendi (Cam ve ark., 2021).

5.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Liflerin ¢ap1 ve morfolojisi SEM (EVO LS 10, ZEISS cihazi) ile analiz edilmistir. Tiim
orneklerin yiizeyi SEM'den Once 1 dk siireyle altinla kaplandi. Ortalama ¢ap ve lif boyutu
dagilimi, Imagel yazilimi (Broken Symmetry Software) kullanilarak rastgele segilen
mikrograflarda 100 lifin ¢ap1 dlgiilerek belirlendi (Cam ve ark., 2021).

5.5. Fiber I¢erisine Gomiilen CNP'lerin Floresans Mikroskop ile Goriintiilenmesi

Uranin tozu, CNP'leri boyamak igin floresan boya olarak kullanildi. PVP/PEG (10:1) kompozit
¢ozeltisine floresan boyali-CNP'ler (0,5 mg/mL) ilave edildi ve CNPF’ler, PG ile Uretildi.
Floresan boyali CNP'lerin fiber igerisine basarilt bir sekilde gomiildiigiinii dogrulamak i¢in
Leica DMLB2 (Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya) floresan mikroskobu kullanildi.

5.6. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

FT-IR Olgtimleri bir Jasco FT/IR 4700 spektrometre kullanilarak gergeklestirildi ve PLGA,
PVP, PEG ve CUR’un varligin1 dogrulamak i¢in liflerin ve partikiillerin molekler iceriklerini
belirlemek iizere OPUS Viewer siiriim 6,5 yazilimi kullanilarak spektrograflar analiz edildi.
Olgiimler oda sicakhiginda 4 cm™ ¢ozunirlikte 500 ile 4000 cm dalga sayilar1 arasinda elde
edildi (Cam ve ark., 2021).

5.7. X-151m1 Toz Kirinimi (XRD)

Nanoliflerin ve nanopartikiillerin yapis1 ve kristal formlari, Cu Ka radyasyonlu bir D/Max-BR
difraktometre (RigaKu, Tokyo, Japonya) kullanilarak analiz edildi. Analizler 40 mV ve 30
mA'da 20 5-50° araliginda 2°/dak hizinda yapildi. Elde edilen verilerin difraktogramlara
dontstiiriilmesi i¢in OriginPro 7 yazilimi (OriginLab Corporation, MA, ABD) tercih edilmis
ve sonuglardan yararlanilmistir (Cam ve ark., 2021).

5.8. Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

DSC analizi yapmak i¢in Pyris yazilimi ve Perkin Elmer Jade DSC (PerkinElmer Inc., Mass.,
ABD) kullanildi. Sistem, liflerin ve partikiillerin termal 6zelliklerini analiz etmek i¢in dinamik
bir argon atmosferi (20 mL min!) altinda 0 ile 200 °C arasinda 10 °C min? 1sitma hizina

ayarlandi. Sistem dl¢timlerden dnce kalibre edilmistir (Cam ve ark., 2021).
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5.9. Zeta Potansiyel ({) Ol¢iimii

Uretilen nanopartikiillerin { potansiyelleri, PBS (pH 7,4; 137 mM NaCl) iginde yaklasik 1
mg/mL konsantrasyonda bir Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Ltd., UK)
kullanilarak dinamik 1s1k sag¢ilimi ile incelendi. Nanopartikiiller arasindaki itme ve gekme
kuvveti ve nanopartikiil boyutu analiz edildi. Ol¢iimler ii¢ kez tekrarlanip ii¢ 6l¢iimiin ortalama
degeri olarak sunuldu (Y. Gao ve ark., 2014).

5.10. Ila¢ Enkapsiilleme Verimliligi

Enkapsiilleme verimliligi, nanopartikiil ve nanofiberlere yiiklenen ila¢ miktarinin, ¢ozelti
icerisine konulan toplam ila¢g miktarina agirlik orani olarak tanimlanmaktadir. Nanofiber ve
nanopartikillerin igindeki CUR igerigini belirlemek i¢in kullanilacak standart test prosediirii su
sekildedir. Kisaca, nanofiber ve nanopartikiller ¢ozictsu iginde tamamen ¢ozundirulerek
CUR igerigi UV spektroskopisi ile 6l¢iildi. CNP ve CNPF 5 mg agirliginda tartildi ve 10 mL
¢ozucl iceren volumetrik bir flask icinde ¢ozinduruldi. Nanopartikil ve nanofiberlerin flask
icerisinde tamamen ¢oziinmesi saglanacak sekilde 1 saat boyunca yavasca karistirildi ve 1 mL
¢ozelti almarak UV ile analiz edildi. CUR dalgaboyu 425 nm olarak belirlendi (Van Nong ve
ark., 2016). Tum olglimler tc¢ kez tekrarlandi. Enkapsiilleme verimliligi, asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi1 (Cam ve ark., 2021):

Enkapsiilleme verimliligi = Nanopartikiil veya nanofiber i¢inde yiikli gergek ila¢ miktar1 /
Nanopartikiil veya nanofiber i¢inde bulunan teorik ilag miktar1 x %100

5.11. In Vitro ila¢ Salim Profili

flag salim testinin basinda CUR’un 2 ile 10 pg/mL arasinda degisen standart ¢ozeltilerinden
dogrusal bir kalibrasyon egrisi olusturulup degerlendirildi. Ila¢ yiiklii nanopartikiillerin ilag
salim profilini arastirmak amaciyla ilag yiiklii nanopartikiillerden 5 mg agirliginda tartild1.
Sonrasinda 1 mL PBS’e (37 °C, pH 7.4 olacak sekilde) daldirildi ve her numune termal
calkalayicida (BIOSAN TS-100) 200 rpm sabit hizda karistirildi. Belirlenen zaman
noktalarinda (1., 2., 3., 4., 6., 24., 48., 72., 120., 192., 240., 288., 360. ve 432. sa) analiz
amaciyla PBS ¢ozeltisi ¢ikarildi ve yerine 1 mL taze PBS eklenerek salim testine devam edildi.
Numuneler CUR salim profilini tespiti igin UV spektrometre kullanilarak 425 nm’de Olguldi
(Van Nong ve ark., 2016). Tum o6lgtmler t¢ kez tekrarlandi (Akhgari ve ark., 2017; Cam ve
ark., 2021). Nanofiberler sublingual uygulamaya uygun iretildigi i¢in ve ultra hizl bir sekilde
disintegrasyon profili gdsterdigi icin in vitro salim testi yapilmamistir. ilacin nanopartikiilden

salim profili degerlendirilmistir.
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5.12. In Vitro ila¢ Sahm Kinetigi

[laglarm viicuttaki plazma konsantrasyonunun zamanla degisimi in vitro olarak simile edildi
ve ilacin nanopartikilden salimi bes farkli matematiksel model kullanilarak hesaplandi.
Asagida verilen denklemler Korsmeyer-Peppas (1), sifir derece (2), birinci derece (3), Higuchi
(4) ve Hixson-Crowell (5) modellerine ait degiskenleri igermektedir. Bu modellerin kinetik
sabitleri sirastyla K, Ko, K1, Kn ve Knc'dir. Q, t zamaninda ila¢ saliminin kesirli miktaridir. n,

diftizyon katsayisin1 gosterir (Cam ve ark., 2021).

Q =Kt 1)
Q = Kot 2
In(1-Q) = —Kat (3)
Q = Knt!2 (4)
QY3 = Kt (5)

5.12. Degredasyon Testi

Tim o6rnekler 1 ml PBS’ye yerlestirildi, deney boyunca 37°C'lik bir termal calkalayicida
(BIOSAN TS-100) tutuldu. Nanopartikullerin baslangi¢ agirliklar: (A0) ilk giin 6l¢tildi. Daha
sonra bozunma testi i¢in belirlenen zaman araliklarinda (1., 5., 7., 10., 15. ve 18. giin) agirliklar1
(Az) olguldu. Olguim igin nanopartikiiller PBS ortamindan alind1 ve oda sicakhiginda 6 saat
kurutuldu. Degredasyon indeksi asagidaki denkleme goére hesaplandi (Guler ve ark., 2021).
Degredasyon orani = (A0 - Az) / A0 x %100

5.13. Nanofiberlerin Disintegrasyon Testi

Nanofiberler 15 mL PBS (pH 7.,4) igeren bir petri kabina yerlestirildi. Kullanilan yapay tiikiiriik
formilasyonu  (%0,034) potasyum fosfat, %0,2 metilparaben, %0,5 sodyum
karboksimetilseliiloz, %0,005 magnezyum klorur, %0,062 potasyum Klorir, %4,69 dekstroz ve
%0,01 sodyum floriir kullanilarak hazirlands. ilk olarak magnezyum kloriir, metilparaben ve
dekstroz 1lik suda eritildi, ardindan c¢ozeltiler karistirilmadan once ortam sicakliginda
sogutuldu. Deneyler termal g¢alkalayict (BIOSAN TS-100) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Nanofiberlerin par¢alanmasi bir video kamera (Canon Sx70 HS, Tokyo, Japonya) ile sn'de 50
kare olarak kaydedildi (Topal ve ark., 2022).

5.14. In vitro Hicre Kultirt Testleri

5.14.1. Hucre Kultura ve Tedaviler

SH-SY5Y hicreleri, %5 CO: ile nemlendirilmis bir inkiibatorde 37 °C kiiltiir ortaminda %90
RPMI 1640 besiyeri %10 fetal sigir serumu ile kiiltiirlendi. Hiicreler her 3 giinde bir tripsin ile
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pasajlanmustir. Analiz i¢in, SH-SY5Y hicreleri 24 saat boyunca 96 oyuklu plakalarda 0,5 x 10*
hiicre/kuyu yogunlugunda kiiltiirlendi. AH indiiklemek i¢in hiicreler ABi-42 varliginda 20 uM
konsantrasyonda 24 saat daha inkiibe edildi. Tedavi gruplar1 icin hiicreler, Api-42
indiiksiyonundan sonra 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda tedavi gruplari ile muamele
edildi. Tedavi ve hastalik gruplarini karsilastirabilmek i¢in kontrol grubu olusturuldu. Tedavi
sonrast her gruptaki hiicrelerin morfolojik yapilari faz kontrast mikroskobu ile gozlendi (Du ve
ark., 2019).

5.14.2. Hiicre Canhliginin Degerlendirilmesi icin Picogreen Test Analizi

Toplam DNA igerigi, iireticinin 6nerdigi protokol izlenerek Quant-iTTM PicoGreen dsDNA
Assay Kit (Invitrogen) testi ile belirlendi. Hiicre ekilmis oyuklar, 1 ml PBS ile yikandi ve daha
hicreler 11000 rpm'de 1 dk santrifijlendi. 96 oyuklu bir plaka icinde 175 uL PicoGreenW
reaktif ¢aligma soliisyonuna 25 plL stpernatan ilave edildi. 30 dk inkibe edildi. Numunelerin
floresansi, sirastyla 485 ve 535 nm eksitasyon ve emisyon dalga boylarina sahip bir mikroplaka
okuyucu (Tecan, Research Triangle Park, NC) ile 6lgiildii. DNA konsantrasyonuna karsi
standart bir floresans egrisi olusturuldu ve tiim dlgiimler ii¢ kez tekrarland1 (Du ve ark., 2019).
5.14.3. Oligomerik Ai-42 ve Tedavi Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Api-42 stok soliisyonu, 1 mg/ml konsantrasyonda PBS (37 °C'de pH 7.,4) ile hazirlandi. Stok
sollisyon 37 °C'de 72 saat inkiibe edildi. Tedavi gruplarinin stok ¢ozeltileri, uygulamadan 24
saat once farkli konsantrasyonlarda PBS ile hazirland1 (Du ve ark., 2019).

5.14.4. SH-SY5Y Hucrelerinde Anti-Alzheimer Etkinligin Degerlendirilmesi

SH-SYS5Y hiicreleri, oyuk basina 0,5 x 10* oraninda 96 oyuklu plakalara ekildi ve 37 © C'de 24
saat kiiltiirlendi. AB1-42 (5,10 ve 20 uM) hiicrelere eklendi. Plakalar tekrar 37 °C'de 24 saat daha
inkiibe edildi. Daha sonra, hiicrelere farkli dozlarda tedavi gruplar1 uygulandi. 24 saat sonra,
Picogreen test protokolii kullanilarak hiicre canlilig1 belirlendi ve kontrol hiicrelerinin yiizdesi
olarak ifade edildi. APBi-42dozu olarak 20 uM segildi (Du ve ark., 2019).

5.14.5. RNA izolasyonu ve Ger¢ek Zamanh PCR

Hiicreler, 12 oyuklu plakalara 2,5 x 10° hiicre/kuyu olarak ekildi ve 20 uM ABi-42 veya PBS
uygulanmadan 6nce 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. 24 saat boyunca hiicreler, 1 uM'de
CUR, CNP ve CNPF'ye maruz birakildi. SH-SY5Y hiicrelerinin toplam RNA'sini elde
edebilmek i¢in MiniRNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanildi. Qiagen First Strand Kit

ile cDNA'ya ters transkripsiyonun ve bir Biotech Spektrofotometre ile kantifikasyonun
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ardindan, 500 ng toplam RNA elde edildi. SYBR Green RT-qPCR Master Mix, Rotor-Gene Q
Sisteminde (Qiagen, Hilden, Almanya) kantitatif ger¢ek zamanli PCR i¢in kullanildi. Dongii
esigi (Ct) degeri daha sonra kaydedildi ve bir 2724t yontemi kullanilarak hedef genin goreli
ifadesi belirlendi. PCR Dizisi Veri Analizi Yazilimi1 (The GeneGlobe Data Analysis Center,
Qiagen), kontrole kiyasla tedavi edilen hiicrelerdeki kat degisimini belirlemek i¢in kullanildi.
Tablo 1’de PCR analizinde kullanilan primerlerin gen dizilerinin listesi verilmistir. B-aktin geni,

housekeeping gen (referans degeri) olarak secildi.

Tablo 1. PCR analizinde kullanilan primerlerin gen dizilerinin listesi

Genler Erimer Gen Dizilimleri
GSK-3p fleri 5-AGTGGTGTGGATCAGTTGGT-3
Ters 5-ACGGCTACACAGTGCAATTG-3’
B-katenin fleri 5-CTTACACCCACCATCCCACT-3
Ters 5-CCTCCACAAATTGCTGCTGT-3
Pseni fleri 5-TGGCTCATCTTGGCTGTGAT-3’
Ters 5-CGGGTCTCCTTCTGCCATAT-3’
Aktl fleri 5’-CTGCCCTTCTACAACCAGGA-3’
Ters 5-ATGATCTCCTTGGCGTCCTC-3
MAPT fleri 5’-ACTGAGAACCTGAAGCACCA-3’
Ters 5-TCCTGGCTTGTGATGGATGT-3’
B-aktin fleri ~ 5-CATGGAATCCTGTGGCATCC-3’

Ters 5’-CACACAGAGTACTTGCGCTC-3’

5. 15. In vivo Anti-Alzheimer Etkinligin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda yapilacak hayvan deneylerinde kullanilacak hayvanlar icin Marmara
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastrma Merkezi (DEHAMER) Etik Kurul
Baskanligi’ndan etik kurul onay1 (49.2020mar., Onay Tarihi: 25.09.2020) alinmistir.

5.15.1. Viicut agirhg dl¢iimii

Hayvanlar deneyin baslangicinda ICV-Ap1-42 peptit enjeksiyonundan 6nce ve deney siiresince
her hafta, davranis deneylerinin sonuna kadar diizenli olarak tartildi. Baslangi¢ agirliginin

%20’sinden fazla agirlik kayb1 yasayan hayvanlar deneyden ¢ikarildi.
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5.15.2. Siganlarda ICV-APi-42 peptit indUKIU Alzheimer modelinin olusturulmasi ve
sicanlarin tedavi edilmesi

AH modeli olusturmak i¢cin ICV yoldan Ai-42 enjeksiyonu bilateral olarak yapildi. 3-4 aylik
250-300 g agirhginda Sprague Dawley erkek/disi hayvanlar kullanildi (DEHAMER,
49.2020mar., Onay Tarihi: 25.09.2020). Hayvanlar ketamin/ksilazin (100/10 mg/kg, sirasiyla)
(i.p., 0,1 ml/100 g) ile anesteziye alindiktan sonra, kafa derilerindeki tiiyler tiragland1 ve ICV-
Ap1-42 uygulamasi igin stereotaksi cihazina yerlestirildi. Asepsi kurallarina uyularak kafada
sagital insizyon ag¢ip bregma ve sagital siitiir ekspose edildikten sonra Paxino ve Watson sican
atlasindan serebroventrikiil girisime uygun olan yerden elmas dental tur ucla kargilikl1 iki mini
delik acildi. Kafatasinda bregma referans noktasi alinarak agsagidaki koordinatlara karsilik gelen
lateral ventrikiillere iki tarafli olacak sekilde bregmadan 0,8 mm asagi, 1,5 mm sag ve sol
yanlar, 3,6 mm kafatasindan iceriye dogru delikler agildi. Bu asamada delik agilmadan dnce iki
taraf kalemle isaretlendi ve bu isaretli kisimlardan, 6zel matkap yardimiyla delikler agildi.
Stereotaksi cihazina monte edilmis 100 mm hamilton mikroenjektorii (No:28) ile serebral
ventrikiillerin her birine 5 pl hacimde, 1pg/pl dozda Ai-42 uygulamasi yapildi. Uygulama
hacmi yavasca (1ul/dak) verildi ve ¢6zelti hacmindeki kaybi 6nlemek i¢in siringa en az 5 dk bu
sekilde tutuldu. Hayvanlar 21 giin boyunca tedavi gruplari ile tedavi edildikten sonra dekapite
edildi (Sheetal Sharma ve ark., 2019) (Sekil 6). Tedavi gruplarinda hayvanlar 6 gruba
boliinmiistiir: Kontrol grubu (Saglikli hayvanlardan olusan grup), ICV-Ai-42 grubu (Hastalik
grubu), PNF grubu (ICV-ABi-42 + Tedavide PNF’nin verildigi grup, sublingual uygulama),
CNPF grubu (ICV-Ap1-42, Tedavide CNPF’nin verildigi grup, sublingual uygulama), Toz CUR
grubu (ICV-Api-42, Tedavide toz CURun verildigi grup, oral uygulama) ve DO grubu (ICV-
APi-42, Tedavide pozitif kontrol grubu olarak DO’nun verildigi grup, oral uygulama). CUR
dozu hem toz CUR (oral) hem de CNPF (sublingual) grubu i¢in 20 mg/kg’dir (Tiwari ve ark.,
2014). Pozitif kontrol grubu olan DO ise 5 mg/kg olarak oral uygulanmstir (Topal ve ark.,
2022). Tedaviler, hayvanlara AH indiiklemesinden 3 giin sonra uygulanmaya baglanmistir.
Ayrica hayvanlara AH indiiklemesi sonrasu ilk bir hafta boyunca her giin diklofenak sodyum
10 mg/kg i.p. (Hasani ve ark., 2011) ve gentamisin 5 mg/kg i.p. (Raheja ve ark., 2021)

uygulamasi yapilmstir.
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Sekil 6. /n vivo hayvan deneyi siirecinin sematik gdsterimi

5.15.3. Davrams calismalari

5.15.3.1. Acik alan testi

Acik alan testi, deney sirasinda siganlarin davranislarini izlemek igin tavana bir kamera
yerlestirilerek yapildi. Bu test, orta derecede aydimlatilmis bir odaya yerlestirilen siyah zemin
lizerine beyaz cizgilerle 25 esit kareye boliinmiis ylizeye sahip (50x50x30 cm?®), 60 c¢cm
yiiksekligindeki pleksiglas kutuda gergeklestirilmistir. Duvara bitisik 16 kare "dis kareler"”
olarak adlandirilip giivenli alan1 temsil ediyordu. Orta alandaki diger 9 kare ise agik alani temsil
ediyordu ve "i¢ kareler" olarak adlandiriliyordu. Test gergeklestirilirken, baslangi¢ kdsesine bir
sican yerlestirildi ve hareket etmesine izin verilerek 5 dk boyunca gozlemlendi. Deney sonunda
sicanlarin merkez bolgede gecirdikleri zaman, merkez alana ilk girdikleri siire, siislenme ve
sahlanma sayilar1 ve katedilen toplam ¢izgi sayisi kaydedilmistir. Hayvanlarin merkez bolgede
4 patisi goruldikten sonra merkez bdlgeye girdi olarak kabul edildiler. Her testin sonunda
zemin %70 etanol ile temizlendi ve 5 dk kurumaya birakild1 (Veysanoglu ve ark., 2023).
5.15.3.2. Morris’in su tanki testi

Hayvanlarin 6grenme ve hafiza fonksiyonlarin1 degerlendirmek i¢in ¢alismaya ait davranig
testleri ve Morris’in su tanki testi yapildi. Tank 4 sabit nokta belirlenerek 4 bélge olusturacak
sekilde boliindli. Bu havuz igerisine herhangi bir yanlis pozitif sonug elde etmemek i¢in havuzla
aym renkte 10x10x10 cm?® 6lgiilerinde bir kagis platformu yerlestirildi. Bu platform havuzun
sabit bir bolgesinde calisma boyunca su yiizeyinin 1,5 cm altinda tutuldu. Siganlar havuzun
onceden belirlenen kagis alan1 bulunmayan bir bolgesindeki baslangi¢c noktasina yiizleri duvara
bakar bir halde yavasca birakildi. Sicanin 75 saniye boyunca kagis platformunu bulmasi

beklendi ve basaramazsa kibarca platforma yonlendirildi ve 30 saniye boyunca platformun
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tizerinde kalmasina izin verildi. Hayvanlara 4 ardisik giin boyunca yaklasik 10'ar dk ayrilarak
4 deneme yapildi ve bu siire igerisinde 2 parametre degerlendirildi: Hedef kadranda gegirilen
toplam siire ve platforma ulasmak i¢in gegen siire. 5. giin, 6nceki denemeden 24 saat sonra,
kacis platformu c¢ikarildi ve hayvanlar ¢alismay1 sonlandirmadan 6nce 60 saniye boyunca
serbest bir sekilde yiizmeye birakilarak prob ¢aligsmalar1 baglatildi. Bu prob ¢alismada hayvanin
hedef kadrana ulagma siiresi ve hedef kadranda geg¢irdigi siire hesaplandi. Bu test uzaysal
ogrenme ve hafizanin bir Ol¢lisli olarak kabul edildi. Datalar video kamera ile kaydedildi
(Abdel-Aal ve ark., 2011).

5.15.3.3. Pasif sakinma testi

Testte pasif sakinma cihazi kullanildi. Cihaz, aydinlik ve karanlik olmak {izere iki farkli
bolmeden (her biri 20x25x30) olusmakta ve bu iki bolme bir gecis kapisiyla ayrilmaktadir.
Aydinlik bolme biri 151k yardimiyla aydinlik tutulmaktadir. Test 6grenme ve sakinma olmak
iizere 2 ardisik giinde tamamlandi. Ogrenme giiniinde, her bir sigan tek tek 1s1kl1 bdlmeye
yerlestirilip karanlik bolmeye gectiginde 1zgara zemini ilizerinde ayaklarina elektrik soku
uygulandi. Sonrasinda si¢an hizl bir sekilde platformdan alinarak kafesine konuldu. Sakinma
deneyi ise 6grenme deneyinden 24 saat sonra gerceklestirildi. Baslangicta sicanlar yine 151kl
bolmeye konuldu, 151kl bélmeye konduktan sonra hayvanlarin karanlik bélmeye gegis siiresi
kaydedildi. Eger hayvanlar 300 saniye igerisinde karanlik bolmeye gecmezse, test sona erdirildi
ve gegis siiresi 300 saniye olarak kabul edildi (Abdel-Aal ve ark., 2011).

5.15.3.4. Yeni obje tanima testi

Yeni obje tanima testi 50x50x30 cm siyah pleksiglastan yapilmis bir diizenekte yar1 karanlik
ortamda gerceklestirildi. Yeni obje tanima testine baglamadan bir giin 6nce alistirma yapildi ve
ertesi giin teste baslandi. Alistirma gilinlinde ayn1 kafesteki hayvanlar pleksiglas diizenege obje
olmaksizin yerlestirildi ve 60 dk boyunca test diizenegine alismalar1 saglandi. Alistirma siireci
tim hayvanlar i¢in uygulandi. Test giiniinde her bir hayvan 60 dk arayla 3 dk siresince
diizenege yerlestirildi. I1k yerlestirme tanima evresi olarak adlandirilip bu siiregte ayni iki nesne
test diizenegine yerlestirildi ve 3 dk boyunca hayvanin diizenekte serbest¢e gezinmesine izin
verilerek bu nesneleri tanimasi saglandi. 3 dk siire doldugunda hayvan diizenekten alinarak
kafesine konuldu (T1). 60 dk sonra ayn1 hayvan tekrar diizenege alindi ve T1'de gérmiis oldugu
objelerden bir tanesi degistirilerek 3 dk boyunca platform Uzerinde serbestce gezinmesi
saglandi (T2). Her iki periyot da bilgisayar destekli kamera sistemi yardimiyla kayit altina alind1

ve hayvanlarin T2'de her iki objeye olan ilgileri skorlandi. Hayvanin yeni objeye karsi olan
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ilgisinin eski objeye kars1 olan ilgisine oran1 bu hayvanin 6grenme ve bellek fonksiyonunun bir
Olclsu olarak kabul edildi (Abdel-Aal ve ark., 2011).

5.15.4. Alinan Beyin Dokularinin Histolojik Analizi

Deney hayvanlar1 sakrifiye edildikten sonra, elde edilen beyin dokular1 hizlica
serum fizyolojik ile yikanarak 1sik mikroskopik incelemeler i¢in %10’luk nétral tamponlu
formalin icerisinde 72 saat fikse edildi. Dokular daha sonra yulkselen alkol serilerinden (%70,
%90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edildi, 2x10 dk ksilende tutularak seffaflastirildi,
60°C’lik etiivde parafinde gece boyunca bekletildikten sonra gémme cihazi ile kasetler
icerisinde bloklandi. Parafin bloklardan yaklasik 4 um kalinhiginda alinan kesitlere genel
morfolojik degerlendirme yapabilmek i¢in Hematoksilin ve Eosin (H&E) boyasi uygulandi.
Kesitler daha sonra 151k mikroskobu (LEICA DMA 1000) ile incelenerek fotograflandi (Guler
ve ark., 2023).

5.15.5. Ahnan Beyin Dokularinin Immunohistokimyasal Analiz

Deney gruplarindan alian beyin dokular1 anti-beta amyloid ve anti-tau immiinohistokimyasi
icin %10’luk noétral tamponlu formalin icerisinde 72 saat fikse edildi. Pozitif sarjli lamlara
alinan 4 pm kalinliginda parafin kesitler 1 gece boyunca 37°C’lik etiivde bekletildikten sonra,
deparafinize etmek amaciyla ksilende 3x5 dk tutulup, %96’lik alkolde 2 kere 10 dk
bekletildikten sonra endojen enzim blokaji yapmak i¢in metanol ile hazirlanmis %3’ liik
hidrojen peroksitte 20 dk bekletildi. Once musluk suyu sonra distile suda yikama isleminden
sonra antijen geri kazanimi i¢in 1sitilmis sitrat tamponda (pH 6.0, 60°C'de) 20 dk 200 W
mikrodalgaya maruz birakildi. Oda 1sisinda 20 dk sogumaya birakilan kesitler PBS ile 2 kere 5
dk yikandiktan sonra bloklama soliisyonunda 10 dk bekletildi. Pankreas kesitleri gece boyunca
primer antikorlar ile inkiibe edilmis, ardindan biyotinlenmis sekonder antikorlar ve
streptavidin-peroksidaz konjugatlar1 (ABCAM, ab64264) ile inkiibasyon yapildi. Kesitler, PBS
(phosphate-buffered saline, fosfat tamponlu salin) i¢inde yikandi, sivi diaminobenzidin
(ABCAM, ab64264) ile ortaya ¢ikarildi ve hematoksilin ile zit boyama yapildi (Topal ve ark.,
2022).

5.15.6. Alinan Beyin Doku Orneklerinde ELIiSA ile Olciilen AP Seviyeleri

Hayvan deneyi sonunda alinan beyin doku 6rneklerindeki (korteks ve hipokampal bolgeler) AB
seviyelerine ELISA y&ntemiyle bakildi. Dekapitasyon sonrasi almip -200°C’de saklanan
dokular ¢6zdiiriildli fakat 1s1sinin 2-8°C’de tutulmasina 6zen gosterildi. Dokular kiictiltiildii ve

agirhigr tartildi. Bir tiipiin icerisine doku yerlestirilip tizerine %10°luk homojenat olarak PBS
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(pH 7.4) eklendi ve homojenizatér ile 6rnekler homojenize edildi. Yaklasik 20 dk 3000 rpm’de
santrifiij edilerek dikkatli bir sekilde siipernatantlar1 toplandi. Standartlar her bir kit
prosediiriine gore seyreltilerek hazirlandi. Reaktiflerimiz de kit igerisinde hazir durumdaydi.
Kuyucuklara standartlar 50 pl konuldu, kor olarak ilk kuyucuga higbir sey konulmadi. Test
edilecekler ornekler ise 40 ul 6rnek ¢oziicii+10 pl 6rnek olacak sekilde kuyucuklara konuldu
ve hafifce karistirildi. 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her kiivete 0,35 ml
yikama soliisyonu konuldu ve sonrasinda sirkeleyerek yikama soliisyonu dokiildii ve ters
cevirerek havlu kagida soliisyon bosaltildi. Bu islem 5 kere tekrar edildi. Her bir kuyucuga (kor
kuyu harig) 50 pl HRP-konjugat reaktifi eklendi ve 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi1 bir dnceki basamaktaki gibi yikama islemi gerceklestirildi. Yikama yapildiktan sonra
kor ve standartlar da dahil olmak (zere her kuyuya 6nce kromojen sollisyon A 50 pul, sonra
1siktan korunmasi gereken kromojen soliisyon B karanlik ortamda yine 50 pl olacak sekilde
eklendi. Karigmasi i¢in nazikge ¢alkalandi ve 10 dk 37°C 'de inkiibe edildi. 10 dk'lik inkiibasyon
sonrasinda her bir kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendi. Durdurma soliisyonu koyduktan
sonra 15 dk icerisinde 6lgiim yapilmas1 gerektigi icin hemen ELISA reader'a (Epoch Biotek®)
alind1. 450 nm'de ELISA Reader yardimiyla dlgiim yapildi. Absorbanslarin elde edilmesinin
ardindan absorbans-konsantrasyon grafigi cizildi (Topal ve ark., 2022).

5.16. Istatistiksel Analiz

Verileri istatistiksel olarak analiz etmek icin istatistiksel uygulama GraphPad Prism 8.0
kullanildi. Sonuglar ortalamanin standart ortalama hatas1 ya da sapmasi olarak sunuldu.
Aralarindaki gruplarin performansini degerlendirmek icin ANOVA ve Tukey post hoc testi
kullanildi. p < 0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Soliisyonlarin Fiziksel Parametreleri

PG sistemi ile fiber Uretiminde Uretimi etkileyen sollisyon parametreleri sollisyonun yiizey
gerilimi, yogunlugu ve viskozitesidir. Fiber liretiminde kullanilacak PVP ve PEG soliisyonlar1
sirastyla %100 (a/h) ve %80 (a/h) olacak sekilde distile suda c¢oziilerek hazirlanmustir.
Sonrasinda PVP/PEG kompozitini olusturmak i¢in ¢ozeltiler secilen optimum oranda (10:1
(V/V)) karistirlmustir. Ilag yiiklii olmayan bu saf PVP/PEG kompozit soliisyonunun yiizey
gerilimi 60,95 mN.m, yogunlugu 1,131 gr/cm3 ve viskozitesi 1850 mPas olarak 6lgiilmiistiir.
Sonrasinda bu soliisyonun igerisine 1,2 mg/ml CNP eklenerek CNPF iiretimi icin CNP yiiklii
PVP/PEG soliisyonu hazirlanmistir. Hazirlanan bu ilag yiikli PVP/PEG soliisyonunun fiziksel
parametreleri olciildiigiinde ise yiizey gerilimi 61,65 mN.m, yogunlugu 1,227 gr/cm® ve
viskozitesi 2345 mPas olarak bulunmustur. Bu sonu¢lardan saf PVP/PEG soliisyonuna ilacin
eklenmesiyle birlikte yilizey gerilimi artarken, yogunlugun azaldigi, viskozitesinin ise artigi
bulunmustur (Sekil 7).

80 2600
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CNP yiiklii PVP/PEG Soliisyonu 25001
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Sekil 7. Soliisyonlarin fiziksel parametre sonuglar1 : (a) Yizey gerilimi, (b) viskozite ve (c)
yogunluk
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6.2. Uretilen Fiber ve Nanopartikillerin SEM ile Morfolojik Analizleri

PG teknigiyle iiretilen fiberlerin ve ¢ift emiilsiyon teknigiyle iiretilen nanopartikiillerin
morfolojileri SEM altinda analiz edilmis ve Sekil 8’de verilmistir. Morfolojik olarak kiyaslama
fiberlerin homojen dagilimi, yapilarinda boncuk olup olmamasi ve c¢aplar1 gdzoniinde
bulundurularak yapilir. PG teknigiyle fiber iiretimde, iiretimi ve fiber capimi etkileyen
parametreler arasinda ise nem, basing, sicaklik ve donme hiz1 bulunmaktadir. Bu dogrultuda
fiberler 9000-15000 rpm doniis hizinda, 1,5-3,5 MPa ¢alisma basincinda, %35-40 nem ve 28-
35°C sicaklik araliklarinda PVP/PEG kompozit nanofiberler (PNF) 8:1, 9:1 ve 10:1 (v/v) olmak
iizere li¢ oranda Uretilmistir. 8:1, 9:1 ve 10:1 oranlarinda tretilen fiberlerin ¢aplari sirastyla
1175 + 291, 821 + 276 ve 586 + 130 nm olarak &l¢iilmiistiir. Ug oran arasinda fiber ¢apinin en
diisiik olmasi, boncuksuz ve homojen bir morfolojik yapisinin olmasiyla optimize oran olarak
PVP/PEG 10:1 (v/v) segildi. Uretilen saf nanopartikiillerin (PNP) cap1 ise 202+1.28 nm iken
CUR enkapsiile edildikten sonra partikiil ¢ap1 216+1.84 nm’ye yiikselmistir. CNPF ise, saf
PVP/PEG 10:1 (v/v) soliisyonundan alman 1 ml solisyonun PG sistemine konulmasinin
ardindan bu soliisyon igerisine 0,9-1,4 mg/ml CNP konulup hizlica karistirilmasiyla
tiretilmistir. SEM altinda analiz edilen CNPF morfolojilerinde CNPF’nin ¢apinin 597+170 nm
oldugu saptanmigtir. Tiim bu Ol¢lim sonuglar1 fiberlerin SEM goriintiilerinde 100 6lglim
alindiktan sonra ortalamalarmin belirlenmesiyle bulunurken partikiiller i¢in ise partikiil
caplarmin oOl¢iilmelerinin ardindan elde edilmistir. Boylece PNF’ler arasinda PVP/PEG
kompozitinde PVP’nin oranm1 8’den 10’a yiikseldik¢e ¢apm 1175 £ 291 nm’den 586 + 130
nm’ye azaldig1 goriilmiistiir. Saf PVP/PEG soliisyonuna CNP’nin eklenmesinin ardindan ise
cap 597+170 nm’ye yiikselmistir. Saf ve ilaglhi olarak f{iretilen nanopartikiil caplar
kiyaslandiginda ise PNP’nin ¢ap1 202+1.28 nm’den CUR’un enkapsiile edilmesinin ardindan
216%1.84 nm’ye ylikselmistir. Bu sonuglarin 1s1ginda saf nanopartikiil ve nanofiberlerin CUR

ve CNP enkapsiillemelerinin ardindan ¢aplarinin artig1 kanitlanmistur.
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Sekil 8. Uretilen PLGA/PEG nanopartikiillerinin ve PVP/PEG fiberlerin SEM gorintileri, fiber
cap dagilimlarmin histogram grafikleri ve floresan mikroskop goruntusu: (a) 8:1, (b) 9:1 ve (c)
10:1 (v/v) PNF, (d) CNPF, (e) PNP, (f) CNP ve (g) floresan mikroskop goriinttsu. Tim
Olcumler N = 100 olacak sekilde dlgiilmiistiir. (N: SEM goriintiisiinde 6lgiilen fiber sayisi)
(Std. Sapma: Standart Sapma) (PNF: PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-yikli PVP/PEG
nanofiber, PNP: Saf PLGA/PEG nanopartikul, CNP: CUR-yukli PLGA/PEG nanopartikil)
6.3. Uretilen Fiber ve Nanopartikiillerin Fourier Déniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi
(FT-IR)

FT-IR, iretilen nanofiber ve nanopartikiillerin kimyasal yapilarin1 analiz etmek igin
kullanilmustir. Ornekleri iiretmek icin kullanilan CUR ve polimerler tek tek karakteristik pikleri
gozoniinde bulundurularak analiz edilmistir. PVP’nin FT-IR spektroskopisi analiz edildiginde
1074 cm™*’de C-O tek bag esneme titresimi, 1644 cm™*'de C=0 ¢ift bag esneme titresimi, 2956
cmY’de -CH3 germe titresimi, 3401 cm™’de O-H esneme titresimi, 1286 cm™’de C-N esneme
titresimi, 1421 ¢cm™*’de C-H biikiilme titresimi, 2955 cm™ ve 2893 cm'de CH2 gruplarinin
simetrik ve asimetrik gerilme titresimleri, 1373 cm ve 1317 cm'de ise C-H egilme titresimleri
gorlldu. Bunlarla birlikte 1492, 1459, 1438 ve 1421 cm'deki dort orta pik donglsel CH:
grubunun makaslama titresimiyle iliskilidir. 1228 ve 11768 cm™'deki diger zayif bantlar, pirol
halkasinin  CH2 biikiilmesinden kaynaklanmaktadir. 1074 cm™'deki kigik bant, C-H

bikilmesinden ve halka deformasyonuyla iliskilidir (Siva ve ark., 2021; Bramanti ve ark.,
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2022; Topal ve ark., 2022). PEG’in karakteristik pikleri analiz edildiginde 2879 cm™'de C-H
tek bag gerilme piki, 1633 cm™*’de C=0 esneme titresimi, 1453 cm*'de CH2 gerilme piki, 1097
cm'de C-O tek bag (eter) gerilme piki gorildil (Erzengin ve ark., 2022). Ayrica 1460 cm™ ve
1340 cm* bolgesindeki pikler C-H deformasyon titresimlerini temsil etmektedir. Ek olarak,
1281 cm™ ve 1239 cm bolgesindeki pikler ise O-H biikiilme titresimlerine karsihik gelir
(Charmi ve ark., 2019). 1127 cm™deki absorpsiyon piki, PEG'in C-O-C Kkarakteristik
titresimiyle iliskilidir (Wang ve ark., 2019). PLGA ise 3502 cm*'deki genis pik O-H gerilme
titresimi gosterir. 2998 ve 2954 cmt'deki karakteristik bantlar ise alifatik C-H gerilme
titresimleriyle (C-H, C-Hs ve C-H>) ilgilidir. PLGA'da gerilen -C=0 gruplari ise 1745 ve 1630
cm-'de goriilmiistiir. C-O grubunun gerilmesi ise 1083 cm*'de elde edilmistir (Bhatt ve ark.,
2020; Balakrishnan ve ark., 2021). CUR’a ait karakteristik pikler analiz edildiginde ise 3232
cm’de fenol grubuna ait olan O-H esneme titresimi, 2906 cm™’de ise -CH3 esneme titresimi,
1024 cm™Y’de ise C-O esneme titresimi, 1625 ve 1589 cm™’de C=0 ve C-O (eter) gruplarina ait
bantlar, 1500-1400 cm*’de OH tekli bag grubunun -C-O uzamasi, 700, 806 ve 960 cm*’de ise
C-H alken grubunun ve C-H biikiilme titresiminin spesifik pikleri goriilmiistiir (Roy ve Rhim,
2020; Aydin ve ark., 2022). Tum bu karakteristik pikler gézéniinde bulundurulup PNP’nin
yapisi analiz edildiginde 2940, 1643, 1461, 1421, 1286, 892 cm™*’deki pikleriyle PLGA ve
PEG’in karakteristik pikleriyle uyumlu pikler gosterdigi goriilmiistiir. Ayn1 sekilde CNP
spektroskopisi analiz edildiginde 3365, 2944, 1629, 1025, 964 ve 813 cm™’de goriilen piklerle
CUR’un CNP’ye enkapsiile edildigi kanitlanmistir. PNF’nin yapisina bakildiginda 1650, 1421
ve 1286 cm’deki piklerle nanofiberlerin iiretiminde PVP ve PEG’in kullanildigi ve CNPF’deki
2944, 1648 ve 1421 cm'V’deki piklerle ise CNP’nin basarili bir sekilde CNPF’ye yiiklendigi
kanitlanmistir. Boylece bu testin analizinin ardindan fiber ve partikiil tiretiminde kullanildig1
iddaa edilen PVP, PEG ve PLGA polimerlerinin ve ilag olarak kullanilan CUR ’un 6rneklerdeki
varligi kanitlanmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Uretilen nanopartikill ve nanofiberlerin FT-IR sonuglar1 (PVP : Polivinilpirolidon,
PEG: Polietilen glikol, PLGA: Poli(laktik-ko-glikolik asit, CUR: Curcumin, PNP: Saf
PLGA/PEG nanopartikil, PNF: PVP/PEG nanofiber, CNP: CUR-yukli PLGA/PEG
nanopartikiil, CNPF: CNP-yukli PVP/PEG nanofiber)

6.4. Uretilen Fiber ve Nanopartikillerin X-1s1m Toz Kirmimm (XRD)

XRD analizi, iiretilen nanopartikiil ve nanofiberlerin ve bu iriinlerin tiretiminde kullanilan
polimerlerin ve ilacin kristal yapisini analiz etmek i¢in yapilmistir. Bu analiz sonucunda PVP
polimerinin amorf yapida oldugu kanitlanmistir. Amorf yapisi kaynaklt XRD modelinde keskin
olmayan, genis pikler goriilmistiir. Bu pikler de 26 = 13,6 ve 22,7°’te elde edilmistir (L. Huang
ve ark., 2021; Liu ve ark., 2021). PEG yapis1 incelendiginde ise kristal bir yapiya sahip oldugu
bulunmustur ve bu kristal yapist sayesinde diizenli ve birbirine yakin baglar1 yapisinda
bulundurarak 26 = 19,7°, 23,9°, 26,9°, and 36,9°’te de keskin pikler vermektedir (H.-L. Tan ve
ark., 2020; Erzengin ve ark., 2022). Bir diger polimer olan PLGA nin kristal yapis1 analiz
edildiginde ise 20 = 7° ile 25° arasinda pik noktas1 21,7°°de olan genis, tek bir pik verdigi
goriilmektedir. Keskin olmayan bu genis pik PLGA nin amorf yapida oldugunu kanitlamaktadir
(Sadozai ve ark., 2020). PLGA nanopartikiillerin igerisine tedavide kullanilmak tizere
enkapsule edilen CUR’un yapisi ise kristal yapidadir. Kristal yapisin1 da 26 = 14,7; 19,7; 22,0;
23,4; 25,7; 27,0 ve 28,7°’de verdigi oldukga keskin pikler ile kanitlamistir (Homayouni ve ark.,
2019; H. Xie ve ark., 2022). Bu bilgiler dogrultusunda PLGA ve PEG polimeri kullanilarak
iiretildigi iddaa edilen PNP’lerin yapisi 19,9 ve 22,9°°da gosterdigi pikler ile kanitlamistir.
Sonug olarak saf PVP, PEG, PLGA ve CUR’un XRD modelleriyle, iiretilen nanopartikiil ve
nanofiberlerin yapilar1 karsilagtirildiginda kullanildig1 iddaa edilen polimerlerin ve CUR’un

iretilen bu ilag tasiyici sistemlerdeki varligi kanitlanmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. XRD sonuglari : (a) PVP, (b) PEG, (c) PLGA, (d) CUR, (e) PNP, (f) CNP, (g) PNF
ve (h) CNPF (PVP : Polivinilpirolidon, PEG: Polietilen glikol, PLGA: Poli(laktik-ko-glikolik
asit, CUR: Curcumin, PNP: Saf PLGA/PEG nanopartikil, CNP: CUR-yukli PLGA/PEG
nanopartikil, PNF: PVVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-yikli PVP/PEG nanofiber)
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6.5. Uretilen Fiber ve Nanopartikiillerin Diferansiyel Taramah Kalorimetrisi (DSC)
Uretilen CUR yiiklii nanopartikiil ve nanofiberlerin termal ézelliklerinin analizini yapabilmek
icin DSC analizi yapilmistir. Bu analizde ilag yiikli ve yiiklii olmayan nanopartikiil ve
nanofiberler ve CUR’un toz halinin DSC diyagramlari ¢ekilmistir. Sonuglar incelendiginde toz
CUR’un Tm degerinden kaynaklanan 181.3°C’de karakteristik endotermik bir pike sahip
oldugu goriildii (V. Sharma ve Pathak, 2016; Sadeghi-Ghadi ve ark., 2023). PLGA, PEG ve
PVA polimerleri kullanilarak iiretilen PNP’lerin diyagraminda PLGA’nin Tg degeri olarak
51,3°C’de PLGA’nin amorf yapist kaynakli fazla sivri olmayan ana piki goriilmiistiir.
Normalde toz PLGA polimerinin Tg’si 60°C’ye yakin ¢ikarken nanopartikiiliin Tg’si PEG’in
plastiklestirici etkisiyle polimer zincirleri arasindaki ¢ekici kuvvetlerin azalmasi kaynakli Tg
degerinde hafif bir diisiis gorilmistir. Ayrica diyagramda goriilen kiigiik pikler ise
nanopartikiil iiretimde stabilizator olarak kullanilan PVA’nin etkisiyle ortaya ¢ikmustir (Vega
ve ark., 2012; Sun ve ark., 2015). Nanofiberlerin {iretiminde kullanilan PVP/PEG
kompozisyonunun DSC diyagraminda ise emilen suyun buharlagmasi sebebiyle 80 - 140°C'de
genis bir pik goriilmiistiir. Bu durum PVP’nin higroskopik yapisinin kanitidir. PEG’le meydana
gelen kimyasal etkilesim sonucunda da bu pik hafifge gerilemistir (Akhgari ve ark., 2016; Tort
ve ark., 2019; Almukainzi ve ark., 2022). Bir diger yandan CNP ve CNPF’nin DSC
diyagramlar1 ise CUR’un bu ilag tasiyici sistemlerin termal davraniglarinda nasil bir degisiklik
meydane getirdigini ve bu ilag tasiyici sistemlerde homojen bir dagilim gdsterip gostermedigini
analiz etmek icin incelendi. Toz CUR DSC diyagramindaki sivri pikin varligi, CNP ve
CNPF’nin diyagramlarinda yerini ¢ok hafif bir dalgalanmaya birakmistir. Bu da CUR’un
partikiil veya nanofiberlerin yiizeyine adsorplanmadiginin, i¢ine enkapsiile oldugunun ve bu
ilag tastyici sistemlerde homojen bir dagilim gosterdiginin bir kanitidir (L. Hu ve ark., 2015)
(Sekil 11).
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Sekil 11. DSC analiz sonuglari: (a) Toz CUR, (b) PNP ve CNP ve (¢) PNF ve CNPF (CUR:
Curcumin, PNP: Saf PLGA/PEG nanopartikil, CNP: CUR-yukli PLGA/PEG nanopartikul,
PNF: PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-yiukli PVP/PEG nanofiber)

6.6. Zeta Potansiyel (§) Olciimii

Zeta potansiyeli, partikiil dagilimlarindaki elektrostatik etkilesimleri kontrol eden fiziksel bir
ozelliktir ve koloidal dagilimlarin kararliliginin anlagilmasinda 6nemli bir parametredir.
Partikdl ile partikilin gevresini ¢evreleyen iyonik atmosfer arasindaki potansiyel farki olarak
tanimlanir. 30 degeri zeta potansiyel degeri olarak kritik bir degerdir ve genellikle partiktlin
kararliligin1 belirlemek i¢in segilen bir degerdir. 30 mV'den biiytik bir mutlak deger kararli bir
kosul olarak belirtilirken, 30 mV'den diisiikk bir zeta potansiyel degeri ise kiimelesme,
kararsizlik, flokiilasyon veya topaklasmaya yonelik bir durumu gosterir. Stispansiyonun pH’1,
sicakligi, kararsizlik radyasyonu, konsantrasyonu, soliisyonun iyonik gucu, partikilin boyutu,
polimer/¢apraz baglayic1 orani ve yilizey ligandlarmin yapisi zeta potansiyeli etkileyen

parametrelerdendir (Colegate ve Molyneux, 2007). Coklu dagilma indeksi (PDI), bir 6rnegin
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boyuta dayali heterojenliginin 6l¢iisiidiir. Ayni1 zamanda 6rneklerin agregasyona olan egilimleri
hakkinda da fikir verir (Mudalige ve ark., 2019).

Bu c¢alismada iiretilen PNP ve CNP’nin zeta potansiyelleri, partikiil boyutlar1 ve PDI’lar1
Olglilmiistiir. CNP i¢in zeta potansiyeli, partikiil boyutu ve PDI sirasiyla 1,78+0,03 mV;
216,43+1,84 nm ve 0,278%0,03’tiir. PNP i¢in bu degerler sirasiyla 1,82+0,02 mV; 201,87+1,28
nm ve 0,259+0,03’tiir (Tablo 2).

Tablo 2. Zeta potansiyel, partikiil boyutu ve PDI 6l¢tim sonuglari

Ornekler ¢ potensiyel (mV) + SH Partikdl boyutu (nm) £ SH PDI + SH
CNP 1,78+0,03 216,43+1,84 0,278+0,03

PNP 1,82+0,02 201,87£1,28 0,259+0,03
Dipnot: SH: Standart hata, PDI: Coklu dagilma indeksi

6.7. In Vitro Ila¢ Sahm Profili ve Ila¢ Sahm Kinetigi

In vitro ilag salim profili, gelistirilen ila¢ tastyici sistemlerde enkapsiillenen ilacin viicut
icerisindeki zamana bagl salim profilini taklit etmek icin gergeklestirilen bir testtir. Bu testte
ilag tasiyict sistemi PBS igerisine koyarak Onceden belirlinen zaman araliklarinda PBS
icerisinden 6rnekler alinip UV spektrometrede ilacin spesifik dalga boyunda 6l¢timler yapilarak
saliman ila¢ miktar1 hesaplandi. Viicuttaki sistemik dolagimi taklit etmek i¢in kan pH’1 ve
sicakligi esas alinarak pH 7.,4’e, sicaklik ise 37°C’ye ayarlandi. Salinan ila¢ miktarini
bulabilmek igin 6ncelikle o ilaca ait kalibrasyon egrisinin cizilmesi gerekmektedir. ilacin
bilinen farkli 5 konsantrasyonda 6rnegi hazirlandi ve UV altinda dlgiimleri yapildi. Bu
calismada 2, 4, 6, 8 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinda CUR numuneleri hazirlandi ve CUR’un
spesifik dalga boyu olan 425 nm’de 6lgtileri yapildi. Bu 6lgiimler sonucunda y= 0,0315x-0,0597
(R?>= 0,8598) kalibrasyon egrisi elde edildi.

Bu calismada, AH tedavisi igin ilaglarin biyoyararlanimini artiran ve dozaj sikligini ve yan
etkilerini azaltan, beyin hedefli yeni bir ilag tasiyici sistemin gelistirilmesi hedeflenilmistir. Bu
nedenle, CUR’un siirekli ilag salimini saglamak tizere nanopartikul tretiminde biyouyumlu,
biyolojik olarak parcalanabilen, hidrofobik PLGA polimeri secildi. Uretilen CNP ve
CNPF’deki CUR’un EE'si sirastyla %83,4 + 1,7 ve %80,8 + 1,5 olarak bulundu. In vitro ilag
salim testi, CNPF’nin disintegrasyon testinin sonucunda 5 sn’de dagildig1 goriildiigii icin CNPF
ile yapilmak yerine CNP kullanilarak gerceklestirildi. Clinkii CNPF icin dissoliisyon testi
yapilsa dahi CNPF’nin disintegrasyonu sonucunda salinacak CNP igerisindeki CUR, CNP’den
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5 sn igerisinde salinmayacagi i¢in Ol¢lim sonuglar sifir ¢ikacakti. Bu yilizden CNPF’nin
sublingual kullaniminin ardinda agizda 5 sn sonra tamamen pargalanip i¢ine gémiilii olan
CNP’nin sistemik dolasima gectigi kabul edilip CNP’deki CUR’un in vitro ila¢ salimi test
edilmistir. 18 giin boyunca plazma pH'in1 (pH 7.4, 37 °C'de) taklit ederek PBS icerisinde belirli
miktardaki CNP’de enkapsiillenmis CUR salim profili arastiriimistir. Olgiimler 1, 2, 3, 4, 6 ve
24. saat, 2, 3, 5, 8, 10, 12, 15 ve 18. glinde yapilmistir. CUR; 1. saatin sonunda %3, 2. saatin
sonunda %6, 3. saatin sonunda %11, 4. saatin sonunda %15, 6. saatin sonunda %20 salinarak
kisa siirede patlama salim profili gostermistir. Bu patlama salim profiline, PLGA
nanopartikiillerinin yiizeyine adsorbe olan CUR’larin veya daha kiigiik boyutlu PLGA
nanopartikiillerinden hizl1 difiize olan CUR’larin sebep oldugu diisiiniilmektedir. 24. saatin
sonunda %26 olan CUR salimi 5. giiniin sonunda %49’a ulagmis, 8. giiniin sonucunda %58, 10.
gundn sonunda %68, 12. glinlin sonunda %78, 15. glniin sonunda %89 ve 18. glinlin sonunda
ise %100 ulasarak CUR salim1 tamamlanmistir. Analiz sonucundan da anlasilacagi gibi 18 giin
gibi uzun bir siire boyunca ilacin, gelistirilen yeni ilag¢ tastyici sistemden kontrollii salimi1 devam
etmistir. Boylece hedeflenildigi gibi dozlama siklig1 azaltilip yan etkileri diigtiriilmiis bir ilag
tastyict sistem gelistirilmistir (Sekil 12A).

In vitro ilag salim kinetigi ise ilacin viicut igerisinde hangi kinetik modele uygun olarak
salindiginin in vitro olarak degerlendirildigi testtir. Bu ¢alismada, CUR salimi 5 farkli ilag salim
kinetigi modeli kullanilarak degerlendirilmistir. Bu kinetik modeller; Korsmeyer-Peppas,
sifirmci derece, birinci derece, Higuchi ve Hixon-Crowell kinetik modelleridir ve bu Kinetik
modellerden elde edilen R? degerleri sirastyla R? = 0,8710; 0,9423; 0,8350; 0,9871 ve 0,8858
olarak blunmustuir. Bu sonuglara gére CUR salimmin R? degeri 1’¢ en yakin olan Higuchi

kinetik modeline gore gergeklestigi bulunmustur (Sekil 12B).
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Sekil 12. ilag yiiklii nanopartikiillerin in vitro ila¢ salim profili (A) ve kinetik modellemeleri
(B): (A) (a) CUR’un kalibrasyon egrisi, (b) CUR’un nanopartikiil ve nanofiberlerdeki
enkapsiilleme verimliligi, (c) CNP’nin ilag salim profili; (B) (a) Korsmeyer-Peppas, (b) sifirinci
derece, (c) birinci derece, (d) Higuchi ve (e) Hixon-Crowell kinetik modelleri. (KiS: Kontrollii
[lag Salimi, CUR: Curcumin, CNP: CUR-yiiklii PLGA/PEG nanopartikiil, CNPF: CNP-ykli
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PVP/PEG nanofiber). Tiim degerler, %5'ten az hatayla {i¢ deneyin ortalamas1 kullanilarak elde
edildi.

6.8. Uretilen Nanopartikillerin Degredasyon Testi

Degredasyon testi, viicuda giren ilag tastyici sistemlerin viicuttaki gastrointestinal hareket ve
enzimlerin etkisiyle gegen zamana karsi yiizde kagmin bozundugunun in vitro olarak test
edilmesidir. Genellikle ilag tastyici sistemlerin degredasyon orani ¢aplarindan etkilenirler. Ayni
zamanda degredasyon oranina bagli olarak da ila¢ salim1 yorumu hakkinda bir fikrimiz olabilir.
Parcalanma iizerine ilag tastyici sistemin bulundugu ortamin pH’1 da etkili olur.

Degredasyon testini gergeklestirebilmek i¢in nanopartikiiller, belirli agirliklarda her birinden 3
tekrar yapilacak sekilde tartilip sonrasinda, daha dnceden belirlenen zamanlarda agirliklarmin
Ol¢iimlerini almak iizere PBS icerisine konulmuslardir. Bu ilag tasiyict sistemler sublingual
uygulamaya uygun tasarlandiklar1 i¢in uygulama sonrasi direkt kana gececegi diisiiniilerek PBS
pH’1, kan pH’1 olan 7.4 olarak sec¢ilmistir. Degredasyon testi 1, 5, 7, 10, 15 ve 18. giinde
Ol¢iilmiistiir. Yapilan degredasyon testinin sonucunda ise PNP’nin 1, 5, 7, 10, 15 ve 18. giin
Ol¢iimleri sirasiyla %20, 29, 35, 50, 80 ve 100 olarak Sl¢iilmiistiir. CNP’nin % degredasyon
sonucu ise 1, 5, 7, 10, 15 ve 18. glinde sirastyla %15, 23, 30, 43, 72 ve 100’diir (Sekil 13).
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Sekil 13. Uretilen nanopartikiillerin degredasyon testi sonucu. Testler her nanofiberden 3’er
numune alinarak gergeklestirildi. Veriler ortalama + ortalamanin standart hata ile hesaplandi
(n=3). (PNP: Saf PLGA/PEG nanopartikul, CNP: CUR-yikli PLGA/PEG nanopartikdil)
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6.9. Nanofiberlerin Disintegrasyon Test Sonucu

Uretilen PVP/PEG nanofiberlerin yapay tiikiiriik sivisindaki zamana bagh parcalanma
ozellikleri bu test araciligiyla analiz edilmistir. Bu nanofiberler sublingual kullanima uygun
tiretilmek istenmistir. Bu sebeple tiretimde kullanilan kompozit polimer yapisindaki iki polimer
de suda c¢oziinen polimerlerden secildi ve herhangi bir capraz baglayici bu iiretimde
kullanilmad1. Capraz baglayici ajan, yeni polimer zincirleri olusturarak maddeler arasinda ek,
giicli baglar meydana getirir. Bu ¢alismada da nanofiberlerin sublingual kullanilmasi
durumunda nanofiberlerin tiikiiriik igerisinde ¢ok kisa siirede parcalanmasi beklendigi i¢in
herhangi bir ¢apraz baglayici ajan tercih edilmemistir. Belirlenen miktarda CNPF pens ile daha
onceden hazirlanmis 37°C’de 250 rpm titresimde yapay tiikiiriik sivisi igerisine birakildi ve
fiberler tiikiiriik s1v1 igerisinde tamamen parcalanana kadar bir kamera yardimiyla par¢alanma
stireci kaydedildi. Boylece insan viicudu diisiiniildiigiinde viicut sicaklig1 ve agi1z igerisindeki
hareketler taklit edilmis oldu. CNPF’den alinan 6rnek, 5 sn igerisinde tamamen pargalandi. 1.
sn yapay tiikiiriik sivisiyla temasinin ardindan tamamen 1slanan fiberde, 3. sn’de fiber pargalari
arasinda gozle goriiliir uzaklasmalar meydana geldi ve bu fiber parcalar1 ¢ok ince baglarla bir
arada duruyorlardi. 4. sn’de ise fiber parcalari artik oldukea kiiciik parcalar haline geldi ve gozle
goriilmesi ¢ok zorlagti. 5. sn’de ise basta koyulan fiber, yapay tiikiiriik sivisi i¢inde tamamen

yok oldu (Sekil 14).

Sekil 14. CNPF’lerin yapay tiikiiriik sivisinda gerceklestirilen disintegrasyon test sonucu
(CNPF: CNP-yiiklu PVP/PEG nanofiber)
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6.10. In vitro Hiicre Kulttrd Testleri

6.10.1. Hiicre Canhhiginin Degerlendirilmesinde Picogreen Test Analizi

In vitro hiicre Kiiltiri testleri hayvan ¢alismalarindan once iiretilen iiriinlerin hiicreler iizerine
herhangi bir toksik etkisinin olup olmadigini test etmek ve en uygun optimal dozun hangi doz
olduguna karar vermek i¢in yapilir. Bu tez ¢alismasinda SH-SY5Y insan ndroblastoma
hicreleri kullanilarak hiicre canliligr testi 24 saat siire ile Picogreen testi yapilarak
gergeklestirilmistir. Kiyaslama yapabilmek i¢in herhangi bir tedavi grubu icermeyen, sadece
SH-SYS5Y hiicrelerini igeren kontrol grubu kullanilmistir. Tedavi gruplari olarak ise tez
calismasi sirasinda tretilen {irtinler olan PNP, PNF, CNP ve CNPF verilirken toz CUR ise
pozitif kontrol grubu olarak se¢ilmistir. Tedavi edici ajan olarak kullanilan CUR ise hiicre
canlilig1 testinde 3 farkli dozda denenmistir. Bu dozlar 1, 5 ve 10 uM’dir (H.-C. Huang ve ark.,
2012). Bu hiicre canlilig1 testinin sonucunda ise kontrol grubu %100 olarak kabul edilirken PNP
%101 ve PNF %100 olarak bulunmustur. CNP’nin 1, 5 ve 10 uM dozlar1 sirasiyla %97,8; %95
ve %93 olarak hesaplanmigtir. CNPF’nin 1uM dozunun hiicre canliligi sonucu %99,8 iken 5
uM 9%97,8 ve 10 uM ise %95 olarak gozlemlenmistir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan
toz CUR’un 1, 5 ve 10 uM dozlarindaki %bhiicre canlilig1 test sonucu sirasiyla %99, %93 ve
%88 olarak bulunmustur. Aralarinda anlamli bir fark bulunamamustir. Elde edilen sonuglarda
genellikle artan CUR dozuyla birlikte hiicre canlilifinin azaldigini gostermektedir. Tiim bu
sonuglarin 1s1ginda {iretilen higbir {iriiniin uygulanan higbir dozunda toksik bir etkisine

rastlanmamistir ve en glivenilir CUR dozunun 1uM olduguna karar verilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. /n vitro SH-SYSY hiicrelerinde hiicre canlihig: test sonucu. Test sonuglar1 3 kez
tekrarlandi ve veriler ortalama + ortalamanin standart hata ile hesaplandi. (PNP: Saf
PLGA/PEG nanopartikul, PNF: PVP/PEG nanofiber, CNP: CUR-ylkli PLGA/PEG
nanopartikil, CNPF: CNP-yukli PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin)

6.10.2. SH-SY5Y Hucrelerinde Anti-Alzheimer Etkinligin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda tedavi edici ajan olarak anti-Alzheimer etkinlige sahip olan CUR
kullanilmistir. /n vivo hayvan calismarindan once CUR enkapsiile edilmis ilag tasiyici
sistemlerin anti-Alzheimer etkinligini kanitlamak igin Picogreen test kullanilarak Api-42-
indiiklenmis SH-SYS5Y hiicrelerinde 24 saatlik analiz yapilmistir. AH’yi indiiklemek icin
APi-42, 3 farkli dozda SH-SYSY hiicrelerine indiiklenmistir. Bu dozlar 5,10 ve 20 uM’dir (H.-
C. Huang ve ark., 2012). Kiyaslama yapabilmek i¢in hi¢bir tedavi grubu uygulanmayan ve
APi-42indiiklenmeyen bir kontrol grubu kullanilmistir ve bu grubun hiicre canlilig1 %100 kabul
edilmistir. Tedavi gruplarindaki CUR dozu 1, 5 ve 10 uM olmak tizere 3 farkli dozda
denenmistir. ABi-42’nin denenen 3 dozu arasinda doz artikga hiicreler iizerindeki oldiirticti
etkinin arttig1 analiz edilmistir. AB1-42’nin 5,10 ve 20 uM dozdaki hiicre canliliklar1 sirasiyla
%38,9, 35 ve 28,7 olarak bulunmus ve kontrol grubuna kiyasla p<0.05’lik bir fark bulunmustur.
Bu sebeple analiz sonucunda AH’nin sinir hiicreleri iizerindeki dldiiriicii etkisini taklit etmedeki
en etkili dozunun 20 uM olduguna karar verilmistir ve tedavi gruplarmin denendigi hiicrelerde
AH indiiklemesi i¢in kullanilan ABi-42, bu dozda uygulanmistir. APi-42 indlklenen hiicrelere
anti-Alzheimer etkinliklerini degerlendirmek i¢in uygulanan tedavi gruplar1 PNP, PNF, CNP,
CNPF ve toz CUR’dur. Bu tedavi gruplar1 uygulandiktan sonra ABi-42’nin hicreler Gzerindeki
oldiirticti  etkisinin azalmasmin ve hiicre canliliinin artmasii istedik. Sonuglar
degerlendirildiginde PNP ve PNF’nin hiicre canliliklarinin sirastyla %38,3 ve 40 oldugu
gorildi (p<0.05). Ciinkii bu gruplarda CUR enkapsiile edilmedigi i¢in tedavi edici ajan
bulunmadigindan sonuclar hastalik grubunu temsil eden sadece APi-42 indiiklii gruplarin
sonuclarma yakin ¢ikmigtir. CNP’nin 1, 5 ve 10 uM dozundaki tedavi gruplarinin hiicre
canlilig: iizerindeki etkileri sirasiyla %98, 92 ve 83 iken CNPF’nin ise sirastyla %99, 96 ve
91°dir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan toz CUR grubunun 1, 5 ve 10 uM dozlardaki
%hiicre canliligi ise sirastyla %98, 90 ve 80°dir. Ilagh tedavi gruplarinda sonuglar birbirine
benzer ¢ikmakla birlikte aralarinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. Bu sonuglar

neticesinde CUR dozu arttik¢a anti-Alzheimer etkinligin diistiigii analiz edilmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. /n vitro SH-SY5Y hiicrelerinde anti-Alzheimer etkinligin degerlendirilmesi. Test
sonuglar1 3 kez tekrarland1 ve veriler ortalama + ortalamanin standart hata ile hesaplandu.
Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmistir
(* p <0.05) (PNP: Saf PLGA/PEG nanopartikil, PNF: PVP/PEG nanofiber, CNP: CUR-yUKIU
PLGA/PEG nanopartikil, CNPF: CNP-yikli PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin)

6.10.3. RNA izolasyonu ve Gercek Zamanh PCR

PCR testi, in vitro hiicre kiiltiirlinde gen ekspresyon seviyelerini karsilastirarak gosterilen
etkinin viicutta hangi yolak kullanilarak gerceklestirildiginin bulunmasini saglayan testtir. Bu
tez calisgmasinda CUR’un AH tedavisinde etkisini gostermede etkili oldugu diisiiniilen
PI3SK/AKT/GSK-3 ve Wnt/B-katenin yolaklar1 degerlendirilmistir. Bunun i¢in bu yolaklarla
iligikili olan 5 farkli gen PCR testinde degerlendirilmistir. Bunlar -katenin, GSK-38, Psenl,
Aktl ve MAPT dir. B-aktin ise referans degeri olarak kullanilmistir. Bu genler iizerine etkinligi
degerlendirilen tedavi gruplar1 ise CNP, CNPF ve CUR’dur. Kullanilan hiicreler SH-SY5Y
insan ndroblastoma hiicreleri iken AH indiiklemede ise Apai-42 tercih edilmistir. Yapilan in vitro
anti-Alzheimer etkinligin degerlendirilmesi testinin sonucu dikkate alinarak indiiklemede tercih
edilen Api-42dozu 20 uM iken tedavide uygulanan CUR dozu ise 1 uM tercih edilmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde Sekil 17°de gosterildigi gibi referans degeri kat sayis1 1 kabul
edilmistir. Hastalik grubunu temsil eden ve higbir tedavi uygulanmayan Api-42 indukli

hiicrelerde B-katenin 0,72 kata diiserken GSK-3f 2,63 kat, MAPT 1,52 kat, Psenl 0.9 kat ve
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Aktl 0,8 kat olarak degisimler gostermistir. CNP’nin uygulandig1 tedavi grubunda ise bu
degerler B-katenin 3,4 kat artarken GSK-3f 0,9 kata diismiis, MAPT 0,45 kat, Psenl 1,5 kat ve
Aktl 1,8 kat olarak degismistir. Tedavi grubu olarak CNPF’nin uygulandig1 grupta ise -
katenin 3,1 kat artarken GSK-3f 0,8 kata diismiis, MAPT 0,6 kat, Psenl 1,5 kat ve Aktl 1,8 kat
olarak degisiklikler gozlemlenmistir. Pozitif kontrol grubu olarak uygulanan toz CUR grubunda
meydana gelen degisiklikler ise f-katenin 2,5 kat artarken GSK-3f 1 katta sabit kalmig, MAPT
0,7 kat, Psenl 1,3 kat ve Aktl 1,5 kat olarak degismistir. Tiim bu sonuglar incelendiginde
tedavinin uygulandig1 gruplarda Psenl, Aktl ve B-katenin gen ekspresyonu artarken MAPT ve
GSK-3p’nin gen ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. B-katenin gen ekspresyonu diger gen
ekspresyonlariyla kiyaslandiginda 3 tedavi grubu i¢in de en ¢ok artis gosteren gendir. GSK-33
gen ekspresyonundaki artis en ¢ok tedavi uygulanmayan hastalik grubunda goriilmiistiir. CNP
ve CNPF gruplarmin gen ekspreyonu iizerindeki etkilerinde anlamli bir farklilik bulunmamastir.
Toz olarak uygulanan CUR ile CNP ve CNPF gruplar karsilastirildiginda gen ekspresyonlari
tizerindeki etkileri CNP ve CNPF’nin daha iyi bulunmustur (Sekil 17).
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Sekil 17. p-katenin, GSK-3B, MAPT, Psenl ve Aktl genlerindeki goreceli kat degisiklikleri.
Test sonuglari 3 kez tekrarlandi ve veriler ortalama + ortalamanin standart sapma ile hesaplandi.
(CNP: CUR-yukli PLGA/PEG nanopartikil, CNPF: CNP-yuklu PVP/PEG nanofiber, CUR:
Curcumin)
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6.11. In vivo Anti-Alzheimer Etkinligin Degerlendirilmesi

6.11.1. Davrams ¢alismalari

Davranis ¢aligmalar1 yapilirken hayvanlara Alzheimer ICV-Ai-42 kullanilarak indiiklenmistir.
Tedavi grubu olarak PNF, CNPF ve toz CUR verilmis, pozitif kontrol grubu olarak DO
secilmistir ve bu tedavi gruplari hicbir tedavi uygulanmayan kontrol grubu ve AH indiiklenen
hastalik grubuyla kiyaslanmustir. In vitro hiicre killtiirinde PNP ve CNP de tedavi grubu olarak
uygulanirken in vivo hayvan ¢aligmalarinda bu gruplar degerlendirmeye alinmanmugtir. Gunku
son iiriin olarak gelistirilen ilag tastyic1 sistem aslinda fiber grubudur. /n vitro hiicre kiiltiiriinde
de partikiil ve fiberler arasinda ¢ok ciddi farka rastlanilmamustir. Bu ¢alismada partikiiliin fiber
icerisine yuklenmesinin temel amaci, partikili in vivo ortamda dogru dozda ve kolay bir sekilde
uygulayabilmektir. Bu sebeple hem in vitro ila¢ salim ve verimlilik testleri hem hiicre kiiltiirii
ve diger karakterizasyon testleriyle ilacin partikiile partikiillerin de fiberlerin igerisine basariyla
yiiklendigi kanitlandigindan in vivo hayvan ¢alismalarinda sadece son iiriinler degerlendirilerek
fazla hayvan kullamimindan kag¢milmistir. Ayrica in vivo hayvan deneyleri boyunca viicut
agirhiklar1 diizenli olarak olglilmiistiir. Hayvanlarin agirliklarinda deney siresi boyunca ciddi
bir diislis gdzlemlenmedigi i¢in fazla kilo kaybi kaynakli deneyden hayvan ¢ikarilmasi soz
konusu olmamustir.

6.11.1.1. Acik alan testi

Bu tez c¢alismasinda agik alan testi hayvanlarin anksiyete ve lokomotor aktivitelerini
degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Acik alan testi olarak hayvanlar, zemini belirli
Olciilerdeki karelere boliinmiis bir kutu icerisinde 5 dk boyunca goézlemlenmistir. Bu stire
boyunca hayvanlarin merkez bolgeye ilk giris zamanlari, merkez bolgede gecirilen siire,
katedilen toplam ¢izgi sayisi, sahlanma ve siislenme sayilar1 analiz edilmistir. Pozitif kontrol
grubu olarak DO uygulanmis, tedavi gruplar1 ise PNF, CNPF ve toz CUR olarak belirlenmistir.
Analiz sonucunda merkez bolgeye ilk defa girmek i¢in gegen siire kontrol grubuna kiyasla ICV-
APi-42 grubunda anlamli diizeyde ytikselmistir (p<0.05). PNF grubu da hastalik grubuna yakin
cikarken CUR ve DO igeren diger tedavi gruplarinda ise bu deger diismiistiir. Merkez bolgede
gegirilen toplam siire degerlendirildiginde ise gruplar igerisinde anlamli bir fark bulunamadi.
Merkez bolgede en az zaman gegiren grup 1CV-Api-42 grubu olurken PNF grubunun degeri de
bu gruba yakindir. Merkez alanda en ¢ok vakit gegiren grup DO grubu olurken CNPF ve toz
CUR gruplarinda DO grubunun sonucuna yakin degerler bulunmustur. Katedilen toplam ¢izgi

sayis1 analiz edildiginde ise gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir. Sahlanma sayilari
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kiyaslandiginda ICV-Api-42 ve PNF gruplarinin sahlanmasi sayis1 kontrol grubuna gore daha
diistikken DO ve CNPF’nin sonuglar1 ise kontrol grubunun sonucuna yakin ¢ikmistir. CNPF ve
toz CUR gruplar1 arasinda da anlamli bir fark bulunamamistir. Bir diger parametre olan
stislenme sayilar1 kiyaslandiginda ise en yiiksek siislenme sayist ICV-APi42 grubunda
goriiniirken bu deger DO ve CNPF gruplarinda anlamli bir farklilik ¢ikacak kadar diismiistiir
(p<0.05). Boylece acik alan testine ait degerlendirilen bu 5 farkli parametre sonucu bize diger
davranis testlerini yapmadan once indiikleme sirasinda hayvanlarda herhangi bir lokomotor
bozukluga sebep olacak bir hasarin ger¢eklesmedigini, hayvanlarin deney surecinde stabil
davraniglar icerisinde olduklarimi1 ve operasyondan kaynakli bir lokomotor bozuklugun

olmadigini kanitlamistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Acik alan testi sonucu: (a) Merkez bolgeye ilk giris zamanlari, (b) merkez bolgede
gegirilen sire, (c) katedilen toplam ¢izgi sayisi, (d) sahlanma sayisi, (e) siislenme sayist ve (f)
katedilen yolun sematik gdsterimi. [statiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Tukey post hoc testi kullanilmigtir (* p <0.05). (PNF: PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-yikli
PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin, DO: Donepezil)

6.11.1.2. Morris’in Su Tanki Testi

Bu testte hayvanlar bir havuzun igerisinde sabit konumda bulunan platformu belirli bir sire
icerisinde bulmay1 6grenmeleri igin 4 giin boyunca havuzun 4 farkli kosesinden birakilirlar ve
platformu ka¢ sn igerisinde bulduklar1 kaydedilir. Bulamayan hayvanlar platformun Gzerine
belirli bir siire birakilip platformun yerini 6grenmeleri saglanir. 5. giin ise platform havuz

icerisinden ¢ikarilir ve platformun 4 giin boyunca durdugu yer olan hedef kadranda hayvanlarin

ne kadar siire gegirdikleri analiz edilir. Sekil 19a’da 4 giin boyunca 6 farkli grup hayvanmn
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platformu kag sn icerisinde buldugu analiz edilmistir. Kontrol ve diger tedavi gruplarina kiyasla
ICV-AB1-42 ve PNF gruplan ilacla tedavi edilmediklerinden yasadiklar1 bellek problemleri
kaynakli platformu bulus siireleri daha uzundur. Bununla birlikte 4 giin boyunca tiim gruplarda
platformu bulma siiresi diismiistiir. Ancak gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir.
Sadece 2. giin CNPF ve PNF gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlemlenmistir. CNPF
grubunda anlamli bir diisiis elde edilmistir (p<0.05). CNPF tedavi siiresi arttikca kontrol
grubuna es deger sonuglar vermeye baslamistir. Toz CUR ve DO gruplarinda da 6zellikle son
giin verilerinde elde edilen sonuglar kontrol grubunun sonuglariyla oldukca benzerdir. Sekil
19b’de ise 5. giinde hedef kadranda gegirilen siire analiz edilmistir. Sonuglar arasinda anlamli
bir fark goriilmemistir. Ancak hedef kadranda yani 4 giin boyunca platformun durdugu yerde
kadranda en az vakit geciren PNF ve ICV-Api-42 grubu olurken CNPF ve DO grubu kontrol
grubuna yakin sonuglar vermislerdir. Bu tedavi edilen gruplarin gorsel-uzamsal bellek ve uzun
stireli hafizalarinda iyilesme oldugunun ve gelistirilen yeni ilag tasiyici sistemin tedavideki

etkinliginin kanitidir (Sekil 19).
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Sekil 19. Morris’in su tanki testinin tiim gruplara ait sonuglari : (a) Platform bulma zamani, (b)
hedef kadranda gecirilen toplam siire ve (¢) hayvanlarin ylizme yolu sematik gdsterimi.
Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmistir
(* p <0.05). (PNF: PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-yukli PVP/PEG nanofiber, CUR:

Curcumin, DO: Donepezil)

6.11.1.3. Pasif Sakinma Testi

Aydinlik ve karanlik olmak {izere ortasindaki otomatik kap1 araciligiyla 2 bolmeye ayrilmis
kutuda gergeklestirilen bu test 2 farkli giinde tekrarlanir ve saglikli grubun ilk giinde (alistirma
giinli) karanlik bélmeye gecisleri sonrasi uygulanan elektrik sonrasi ikinci gliinde bunu 6grenip

karanlik bolmeye ge¢memeleri ya da daha ge¢ gegmeleri beklenir. Bu bilgiler dogrultusunda
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kontrol grubu CNPF, toz CUR ve DO gruplariyla karsilastirildiginda anlamli bir fark
goriilmemis, tedavilerin etkisiyle 6grenme giinii olan 2. giinde hayvanlarin karanlik bdlgeye
gecis siiresi uzamistir. ICV-Afi-22 ve PNF grubunda ise gecis siiresi ilk gilinkii degerle
karsilastirildiginda neredeyse hi¢ degismemistir ve tedavi gruplarma kiyasla bu gruplardaki

karanlik bolgeye gegis siiresi anlamli bir diisiis géstermistir (p<0.001) (Sekil 20).

400
— *kk
c 300_ dede i *k%k
% k%%
c
©
E 200+ —
o
® 100
o

- T
© ot o ¢ o o°
N\

AB142

Sekil 20. Hayvanlarin pasif sakinma test sonucunda gegis siirelerinin degerlendirilmesi.
Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmigtir
(*** p <0.001). (PNF: PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-yukli PVP/PEG nanofiber, CUR:
Curcumin, DO: Donepezil)

6.11.1.4. Yeni Obje Tamima Testi

Bu test hayvanlardaki kisa siireli hafizay1 ve 6grenmeyi degerlendirmek icin yapilmistir. 2
asamal1 gerceklestirilmistir. ilk asamada 3 dk boyunca iki ayn1 cisme olan ilgileri not alinirken
1 sa aradan sonra ikinci 3 dk’lik periyotta cisimlerden bir tanesi yeni cisimle degistirilmistir ve
Sekil 21°de yeni cisme olan ilgileri temel alinarak kesif stiresi, fark ve tercih skorlar1 analiz
edilmistir. Analiz sonuglarina gore kontrol grubunun yeni cisme olan ilgisinin agikca arttigi
gordlirken ICV-Api-42 ve PNF gruplarinda ise bu ilginin diistiigl, yeni cismi fark edemedikleri
goriilmistiir. Ayn1 sekilde tedavi gruplarinda yeni cisme olan ilgi analiz edildiginde ise DO ve
CNPF gruplarindaki yeni cisme olan ilgi siiresi neredeyse kontrol grubuna es degerdir. Toz
CUR grubunda da ilginin arttig1 goriilmiistiir. Fark ve tercih skorlarinda da hastalik grubunda

ve ilag igermeyen PNF grubunda degerlerin diisiisii hastalik kaynakli kisa siireli hafizada
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hasarlarin meydana geldigini gosterirken tedavi gruplarinda CNPF’nin pozitif kontrol grubu
DO ile es deger iyilestirme giici gostererek kisa siireli hafiza gelisimini iyilestirdikleri

goriilmiistiir. Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir.
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Sekil 21. Yeni obje tanima test sonuglari: (a) Kesif siiresi, (b) fark skoru ve (¢) tercih skoru.
(PNF: PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-ylkli PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin, DO:
Donepezil)
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6.12. Alinan Hayvan Beyin Dokularinin Histolojik Analizi

Yapilan histoloji analizinde, her gruptan hayvanlarin korteks ve hipokampiisleri incelendi ve
bu bolgelerdeki hastaliga ve tedavilere bagli degisimler kontrol gruplariyla kiyaslandi. Kontrol
grubu, farkli beyin alanlarindaki (serebral korteks, CA2 ve CA3 hipokampal bolgeler)
noronlarin  normal histolojik yapisin1 gosterdi. 1CV-APi-42 grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda serebral korteks ve hipokampal bdlgelerin bazi ndronlarinda 6nemli niikleer
piknoz ve dejenerasyon gostermistir. Ayrica fokal eozinofilik plaklar ve intraseliiler ve
perivaskuler 6dem kaydedildi. PNF grubu ile ICV-AP1-42 grubu kiyaslandiginda ise benzer
sekilde hasar kriterleri gozlemlendi. Toz CUR grubu, incelenen serebral korteks ve hipokampal
bolgelerde tiim bu histopatolojik degisiklikleri geriye gevirerek iyilesme sagladi. Nanopartikiil
aracilig1 ile gonderilen curcumin iceriginin (CNPF grubu), incelenen beyin bdlgelerindeki
hasarm onarimini daha fazla arttirdigi kaydedildi. Pozitif kontrol grubu olan DO’ya benzer bir
doku morfolojisi sergiledi (Sekil 22, 23 ve 24).
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Sekil 22. Deney gruplar1 arasinda H&E boyali beyin dokularinin korteks bolgelerine ait
fotomikrograftlar: (a) Kontrol, (b) ICV-Api-42, (c) PNF, (d) CNPF, (e) Toz CUR ve (f) DO.
Siyah ok: Niikleer piknoz ve dejenerasyon; Kirmiz1 ok: Fokal eozinofilik plaklar; Yesil ok:
Noronal hiicrelerde intraseliiler ddem ve perivaskiiler 6dem: Yildiz: Néronal nekroz. Olgek:
100 um. (PNF: PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-yikli PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin,
DO: Donepezil)
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Sekil 23. Deney gruplar1 arasinda H&E boyali beyin dokularmin hipokampus CA3 bolgelerine
ait fotomikrograftlar: (a) Kontrol, (b) ICV-ApBi-42, (c) PNF, (d) CNPF, (e) Toz CUR ve (f) DO.
Siyah ok: Niikleer piknoz ve dejenerasyon; Yesil ok: ndronal hiicrelerde intraseliiler 6dem ve
perivaskiiler 6dem; Kirmiz1 ¢izgi: Néronal dispersiyon. Olgek: 100 um. (PNF: PVP/PEG
nanofiber, CNPF: CNP-yikli PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin, DO: Donepezil)
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Sekil 24. Deney gruplar1 arasinda H&E boyal1 beyin dokularimin hipokampus CA2 boélgelerine
ait fotomikrograftlar: (a) Kontrol, (b) ICV-Ap1-42, (c) PNF, (d) CNPF, (e) Toz CUR ve (f) DO.
Siyah ok: Niikleer piknoz ve dejenerasyon; Yesil ok: noronal hiicrelerde intraseliiler 6dem ve
perivaskiler 6dem. Olgek: 100 um. (PNF: PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-yukli PVP/PEG
nanofiber, CUR: Curcumin, DO: Donepezil)

6.12.1. immiinohistokimyasal analiz sonuglari

Bu tez ¢alismasinda yapilan immunohistokimyasal analiz sonucunda ICV-Api-42 grubu ile
kontrol grubu kiyaslandiginda beyin dokusunun korteks ve hipokampus (CA2 ve CA3)
bolgesinde yogun amiloid plaklar1 ve tau protein ekspresyonuyla karsilasildi. PNF grubunda da
hastalik grubuna benzer sekilde AB ve tau protein ekpresyonlar1 gozlemlendi. Hastalik grubu
ile kiyaslandiginda, pozitif kontrol (DO) ve toz CUR gruplarinda bu protein ekspresyonlarinin

azaldig1 belirlendi. Toz CUR ile CNPF gruplar1 kiyaslandiginda ise nanofiber araciligi ile
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transfer edilen CUR’un bu protein ekspresyonlari iizerinde anlamli bir sekilde etki gosterdigi
tespit edildi (Sekil 25, 26, 27, 28).

Sekil 25. Deney gruplart arasinda beyin dokularinin korteks bolgelerine ait anti-Ap
immdunohistokimyasal boyama: (a) Kontrol, (b) ICV-Apa-42, (c) PNF, (d) CNPF, (e) Toz CUR
ve (f) DO. Kahverengi boyanma, immiino-pozitif hiicreleri ifade eder. Olgek: 100 um. (PNF:
PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-yukli PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin, DO:
Donepezil)
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Sekil 26. Deney gruplari arasinda beyin dokularmin hipokampus bdlgelerine ait anti-Ap
immdunohistokimyasal boyama: (a) Kontrol, (b) ICV-Ap1-42, (c) PNF, (d) CNPF, (e) Toz CUR
ve (f) DO. Kahverengi boyanma, immiino-pozitif hiicreleri ifade eder. Olgek: 100 um. (PNF:
PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-ylUkli PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin, DO:
Donepezil)
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Sekil 27. Deney gruplar1 arasinda beyin dokularmin korteks bolgelerine ait anti-tau
immdunohistokimyasal boyama: (a) Kontrol, (b) ICV-Api-42, (c) PNF, (d) CNPF, (e) Toz CUR
ve (f) DO. Kahverengi boyanma, immuno-pozitif hiicreleri ifade eder. Olgek: 100 pm. (PNF:
PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-ylkli PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin, DO:
Donepezil)
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Sekil 28. Deney gruplar1 arasinda beyin dokularmnin hipokampus bolgelerine ait anti-tau
immunohistokimyasal boyama: (a) Kontrol, (b) ICV-Ap1-42, (c) PNF, (d) CNPF, (e) Toz CUR
ve (f) DO. Kahverengi boyanma, immiino-pozitif hiicreleri ifade eder. Olgek: 100 um. (PNF:
PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-ylUkli PVP/PEG nanofiber, CUR: Curcumin, DO:
Donepezil)

6.12.2. Ahnan beyin dokularinda A4 seviyelerinin ELISA ile analiz sonucu

Bu calismada, antijen-antikor kompleksi olusturarak bilinmeyen konsantrasyonu Olgmeye
yarayan kantitatif analiz ELISA ile, yapilan hayvan gcalismasi sonrasi alman beyin
dokularidaki korteks ve hipokampiis bolgelerindeki APi-42 seviyeleri 6l¢iilmiistiir. Bu analiz
sonucunda her iki beyin bélgesinde de hastaligin olusmasindaki temel sebeplerden olan A plak

olusumu seviyesi kontrol grubuna kiyasla tedavi edilmeyen ICV-Api-42 ve PNF grubunda

86



artarken CUR ve DO ile tedavi edilen gruplarda ise azalmistir. Kontrol grubuna kiyasla her iki
bolgede de ICV-APi-42 ve PNF gruplarindaki artis p<0.001 olarak anlamli artarken hastalik
grubuyla kiyaslandiginda CNPF ve DO grubunda Api-42 seviyelerinde anlamli bir diisiis
goriilmistiir (p<0.001). PNF ile toz CUR grubu arasinda da p<0.01 olarak anlamli bir diislise
rastlanmistir. Kontrol grubuyla diger tedavi tedavi gruplar1 olan CNPF, DO ve toz CUR
arasinda ise anlamli bir fark bulunamamistir. Ayni sekilde ICV-Apa-42 ve PNF gruplari arasinda

da anlamli bir farka rastlanmamistir (Sekil 29).

4000 mmm Kontrol === |CV-AB,,, mmm PNF
mmm CNPF == Toz CUR mm DO
= 3000 ok
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N — Hkk
3 — =
Q.
< 1000+

Korteks Hipokampiis

Sekil 29. Ai-42 seviyelerinin alinan beyin dokularinin korteks ve hipokampiisiinde 6l¢iimii.
Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmistir
(*** p <0.001 ve ** p<0.01). (PNF: PVP/PEG nanofiber, CNPF: CNP-ylkli PVP/PEG
nanofiber, CUR: Curcumin, DO: Donepezil)
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7. TARTISMA VE SONUC

AH, beyindeki hiicrelerin dejenerasyonuna neden olan bir hastaliktir. Hastanin giinliik kisisel
aktivitelerinde bagimsiz harcket edebilme yetilerinde azalma ve hafizada kotilesme ile
karakterize edilen demansin ana nedenidir. AH ¢ok faktorlii bir hastalik olarak kabul edilir ve
hastaligin olusmasinda kolinerjik, tau ve amiloid hipotezler olmak lizere Ui¢ ana hipotez 6ne
striilmiistiir. Ayrica ilerleyen yas, genetik faktorler, kafa travmalari, damar hastaliklari,
enfeksiyonlar, cevresel faktorler gibi bircok risk faktori de hastaligin gelismesinde rol
oynamaktadir. Hastaligin farkli evrelerinde hasta tizerinde goriilen belirtileri de degigmektedir.
Unutkanhigm artmasi, yeni bilgileri hatirlamada zorluk, problem ¢6zme ve muhakeme
yetilerinde azalma, gevreye ayak uydurmakta zorlanma, ruh hali degisiklikleri, kafa karigiklig1,
dil problemleri ve gorsel-mekansal becerilerde bozulma, bilissel yeteneklerin azalmasi,
ogrenilmis motor gorevleri yerine getirmede zorluk, uyku problemleri ve parkinson benzeri
motor belirtiler dahil olmak Uzere birgok belirti hastaligin evresine bagli olarak hastada
g6zlemlenmektedir (Z. Breijyeh ve R. Karaman, 2020).

Su anda AH'nin tedavisinde FDA tarafindan onaylanan yeni ilaglarin disinda yaygimn olarak
kullanilanan AChi’ler ve NMDA reseptdr antagonistleri olmak iizere iki ilag smifi vardir.
Ancak bu ilaglar hastaligin semptomatik tedavisinde etkili olurken radikal tedaviyi
saglayamamaktadir. Glniimizde yapilan arastirmalarda, anormal tau protein metabolizmasi,
AB, kolinerjik hasar, inflamatuar yanit ve serbest radikal hasari gibi ¢esitli mekanizmalar1 hedef
alarak AH patolojisini anlamak ve tedavide etkin bir ¢6zim bulmak i¢in ¢alismalar devam
etmektedir. Dogal bilesiklerin AH tedavisindeki etkinliklerinin arastirilmasi da giiniimiizde
popiiler konulardandir (Z. Breijyeh ve R. Karaman, 2020).

Bir Hint bitkisi olan CUR’un tedavi edici etkileri Kistik fibroz, hemoroid, mide Ulseri, kolon
kanseri, meme kanseri, karaciger hastaliklari, artrit, ateroskleroz gibi bir¢ok hastalik tizerinde
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Tiim bu hastaliklarin yaninda CUR’un AH’nin tedavisinde
ve Onlenmesinde etkin bir roliiniin olup olmadigr da degerlendirilmistir. CUR’un; A
olusumunu azaltmasi, mikrogliayr modiile etmesi, metali selatlamasi, tau hiperfosforilasyonu,
antioksidan olmasi, asetilkolineasteraz olusumunu inhibe etmesi, insiilin sinyal yolagini
diizenlemesi, néronlarin parcalanmasini geciktirmesi, antiinflamatuar 6zellige sahip olmasi ve
kolesterolii diisiirmesi gibi sahip oldugu ¢oklu mekanizmalar ile AH tedavisinde etkili oldugu
ve hafizada iyilesme sagladigi disiiniilmektedir (S. Mishra ve Palanivelu, 2008). Bu sebeple bu
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tez ¢alismasinda da CUR AH’de tedavi edici ajan olarak secilmis, gliniimiizde kullanilan
ilaclara ek alternatif bir yaklasim olarak sunulmak istenmistir. CUR un suda ¢6ziiniirliigiiniin
diisiik olmasindan dolay1 hizli metabolize olup atilimi hizlidir ve bu sebeple biyorarlanimini
diisiiktiir. Bu calismada CUR, iiretilen PLGA/PEG nanopartikiillerinin igerisine enkapsiile
edilmistir. Bdylece nano boyuta indirgenen CUR’un hem fagositik hiicreler tarafindan
taninmas1 zorlasmis, hem KBB’den ge¢isi kolaylasarak biyoyararlanimi arttirilmig, hem de
PLGA nanopartikiilleri sayesinde kontrollii uzun siireli salima sahip olarak dozaj sikligi
azaltilip yan etkileri diigiiriilmiistiir. Ayn1 zamanda sublingual yolla uygulamay1 kolaylastirmak
ve dogru dozda verilebilmesini saglamak i¢in iiretilen bu ila¢ yukli nanopartikiller PVP/PEG
fiberlerin igerisine gdmiilmiistiir. Literatiirde yapilan bir ¢alismada, CUR-yUKIU mezoporoz
silika nanopartikillerinin AH tedavisinde etkili oldugu bulunmustur. Nanopartikiil formuna
getirilen CUR’un suda ¢Ozuniirligiiniin disiik olmasi probleminin istesinden gelinerek
biyoyararlanimi artirilmistir. Ardindan {iretilen bu nanopartikiiller 1siya duyarli bir hidrojel
icerisine gomiilmiistiir ve boylece CUR yiKIi nanopartikillerin burun yoluyla uygulanmasi
kolaylastirilmis ve aynmi zamanda mukosiliyer temizleme mekanizmalarinin {istesinden
gelinerek AH tedavisinde potansiyel bir formulasyon olarak dogrulanmistir (Ribeiro ve ark.,
2022). Lv ve arkadaslar1 ise, CUR’un sinirlerin korunmasi ve tedavisi igin olduk¢a umut verici
bir dogal bilesik oldugunu belirtmistir. Ote yandan CUR’un, sahip oldugu dogal floresans
Ozelligi sayesinde AH tanisinda da kullanilabilecegi ifade edilmistir (Lv ve ark., 2023). Yapilan
bir bagka c¢alismada ise CUR nanopartikillerin etkinligi, siganlara ICV-Streptozotosin’in ile
AH indiiklenmesinin ardindan siganlarda meydana gelen davranigsal, norokimyasal ve
histopatolojik  degisiklikler — gdzoniinde  bulundurularak  degerlendirilmistir.  CUR
nanopartiktller ICV-Streptozotosin enjeksiyonundan 6 giin 6nce hayvanlara oral olarak
protektif amagl verilmeye baslanmis, enjeksiyon sonrasinda da verilemeye devam edilmistir.
Calisma sonunda CUR nanopartikiillerin hayvanlarin hipokampus ve kortekslerinde
streptozotosinin  neden oldugu davranigsal, immiinohistokimyasal ve norokimyasal
degisikliklerin gogunu iyilestirdigi gozlemlenmistir (Noor ve ark., 2022).

PLGA nanopartikilleri, FDA onayli PLGA’nin yiiksek biyouyumlulugu ve biyoparganirligi
sayesinde birgok AH calismasinda tercih edilmektedir. Hidrofilik bir polimer olan PEG ise
yiizey hidrofilikligini arttirmak i¢in PLGA nanopartikiillerinin yilizeyine eklenebilmektedir.
Bununla birlikte PEG ile modifiye edilmis PLGA nanopartikiilleri, partikiile enkapsule edilen

ilag molekullerinin daha stabil kalmasin1 ve yiiklenen bilesiklerin salindiktan sonra viicutta
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daha uzun dolasim siiresine sahip olmasini ve dolayisiyla biyoyararlanimlarinin artmasini
saglar. Bu sebeple Yang ve arkadaslari, daha 6nceden noroprotektif etkisi in vitro ve in vivo
testlerle kanitlanmis fukoksantini PLGA/PEG nanopartikilleri igerisine yukleyerek
fukoksantinin KBB’den geg¢isini artirmis AP oligomerlerinin neden oldugu ndrotoksisitenin
azalmasini saglamiglardir (M. Yang ve ark., 2021). Yine yapilan baska bir ¢alismada A2s-3s ile
AH indiiklenen siganlarin tedavisinde hedeflendirilmis PLGA/PEG nanopartikullerine DO
enkapsiile edilerek kullanilmistir ve DO’nun bu sayede ACh aktivitesinin daha énemli 6lctde
engelledigi, etkisini daha uzun sure gosterdigi ve AP fibriller olusmasini daha ¢ok azaltarak
biligsel gerilemeyi iyilestirdigi goriilmiistiir (Cmar ve ark., 2022). Prakash ve arkadaslar1 ise
rivastigmin yilikli PLGA/PEG nanopartikiiller tireterek hidrofilik PEG grubunun varligiyla
nanopartikiiliin daha kiiglik boyutlu olmasiyla beyindeki rivastigmin konsantrasyonunu
arttirmig hayvanlarin hafiza 6grenme becerilerinin daha iyi gelistigini kanitlamiglardir (Prakash
ve ark., 2022).

Bu tez ¢alismasinda tiretilen CUR yiiklii nanopartikiillerin in vivo uygulamalarda sublingual
olarak daha kolay ve dogru dozda uygulanabilmeleri i¢in partikiiller PVP/PEG nanofiber
icerisine gomiilmiislerdir. Nanofiberin liretiminde PG teknigi kullanilmistir. Aslinda fiber
uretiminde iki bilesenli ekstriizyon, sablon sentezi, kendinden montaj, faz ayirma, eriyik
ufleme, cekme ve elektro-egirme gibi birden farkli teknik kullanilmaktadir. Ancak bunlardan
en popiiler olanlarindan biri elektro-egirmedir. Bir igne ucunda damlacik seklinde toplanan
polimer ¢ozeltisine uygulanan elektriksel alan sonucu olusan taylor konisinden meydana gelen
nanofiberler bir toplayici alanda birikerek nanofiber tiretimi tamamlanmis olur. Basit ve kolay
uygulanabilir bir tekniktir. Ancak tek bir igne ucundan iiretimin olmasi, ince uglu igneler
kullanildiginda ¢ozeltinin ignede tikanmaya sebep olmasi, birim zamanda Uretilen fiber
miktarinin az ve tretim hizinin diistik olmasiyla veriminin olduk¢a az olmasi, bakim
maliyetlerinin fazla olmasi, uygulanan elektrik alandan fiber igerisine yiiklenmeye c¢alisilan
ilaglarin olumsuz etkilenmesi ve iiretim hizinin diisiik olmasi sebebiyle ilaglarin soliisyon
icerisinde uzun siireler boyunca bekleyerek stabilitelerinin diigmesi bu teknigin
dezavantajlarindandir (Ahmed ve ark., 2018; Dai ve ark., 2023). Tiim bu dezavantajlarin
istesinden gelebilmek i¢in nanofiber iiretiminde PG teknigi tercih edilmistir. PG tekniginden
adindan anlasilacag1 gibi yiiksek basingli ve doner jet egirme sistemlerini birlestiren,
Olceklenebilir bir nanofiber olugturma teknolojisidir. PG, elektro-egirmede gerekli olan yiiksek

voltajli elektriksel alana ihtiya¢c duymadan, merkezkag¢ kuvveti ve gaz Gfleme kombinasyonu
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yoluyla lifleri Gretir. Bu da, PG'nin daha genis bir potansiyel nanofiber olusturma malzeme
yelpazesine sahip olmasini saglar. Ek olarak PG, potu iizerinde sahip oldugu birden fazla delikle
elektro-egirme metodundaki tek igneli sisteme goére saniyeler igerisinde ¢ok daha hizli ve
yiiksek verimle nanofiber Gretimini gerceklestirmektedir. Uretim sirasinda uygulanan yiiksek
basing fiber tiretimini kolaylastirir, daha ince ve daha yiiksek verimde nanofiber iiretimi saglar.
Ayrica PG ile fiber iiretimi saniyeler igerisinde tamamlandigi i¢in fibere yiiklenmek istenen
ilaclar da daha stabil kalirken tiretimde elektriksel alana ihtiya¢ duyulmamasi da yine ilaglarin
bozunmasini 6nleyen bir avantajdir. Ortam sicakligi, nemi ve gaz basinci gibi son derece
kontrol edilebilen ve istenildigi takdirde kolayca degistirilebilen PG’yi etkileyen islem
parametreleri de yine bu teknigin bizlere sundugu avantajlardandir (Cam ve ark., 2020; Dai ve
ark., 2023). Tim bu sebeplerden dolay1 bu tez ¢alismasinda fiber igerisine nanopartikiil
gomiilmesi istendigi i¢in elektro-egirme tekniginin tercih edilmesi durumunda hem ilag
elektriksel alandan etkilenecekti hem de iiretim sirasinda saatlerce soliisyon igerisinde
bekleyerek partikiilden soliisyon igerisine salinan ilag miktar1 artacagindan ilag verimi de
diisecekti. Tiim bunlar diisiiniildiiglinde PG tekniginin fiber iiretiminde secilmesi daha uygun
bulunmustur.

PG teknigi ile nanofiber iiretiminde potun dénme hizi, uygulanan basing, ortamin sicaklig1 ve
neminin yanisira soliisyonun yiizey gerilimi, viskozitesi ve yogunlugu da iiretimi etkileyen
parametrelerdendir. Ayni1 zamanda bu parametreler iiretilen nanofiberlerin ¢aplari ve
morfolojileri tzerine de etkilidirler. Bu parametrelerden ytizey gerilimi nanofiber treriminde
oldukga kritik bir role sahiptir. Uretimin gergeklesebilmesi i¢in soliisyonun yiizey geriliminin
asilmas1 gerekmektedir. Eger yiizey gerilimi ¢ok yiiksek olursa fiberlerin hig Gretilememesine
ya da boncuklu retilmesine sebep olabilir (Cam ve ark., 2020; Altun ve ark., 2022). Ylzey
gerilimi polimer konsantrasyonundan ve buna bagli polimer molekiillerinin ve ara yiizeyin
cekimiyle iligkili olarak artabilir ya da azalabilir. Bizim g¢alismamizda saf PVP/PEG
soliisyonuna CNP ilave edildikten sonra yiizey geriliminin ¢ok hafif bir artis gosterdigi
goriilmiistiir. Bu artig CNP ile PVP ve PEG arasindaki kimyasal etkilesim kaynakli olabilir.
Ayrica ylizey geriliminin hem saf hem de ilagh soliisyonda da iiretime uygun bir aralikta oldugu
goriilmektedir. Bu, SEM goriintiileri incelendiginde her iki soliisyona ait fiber iiretiminin de
basarili bir sekilde yapilabildigi ve morfolojilerinin boncuksuz olmasiyla kanitlanmaktadir.
Literatirde de ilag ilavesinden sonra saf polimer soliisyonuna kiyasla yilizey geriliminin arttigi

makalelere denk gelinmistir (Topal ve ark., 2022). Fiber iiretimini etkileyen diger bir parametre
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olan viskozite de iiretimi olduk¢a etkilemektedir. Cozelti viskozitesi arttikga polimerlerin
fiziksel zincir kenetlenmesi de artar ve bu durum solventin buharlasmasiyla birlikte PG’nin
fiber Gretim surecini kontrol eden polimer jetinin stabilizasyonu ic¢in hayati 6neme sahiptir.
Cozelti viskozitesi diislikse, polimerin hidrodinamik hacmi diisiik olur ve bu, yuzey
gerilimindeki artisla birlikte fiberlerin boncuklu olusmasina sebep olur. Cozeltinin viskozitesi
cok yiiksekse, merkezka¢ kuvvetine karsi daha fazla diren¢ uygulanacak ve dinamik sivi
merkezkag¢ kuvvetinin etkisiyle iiflenmesinin ardindan fiber Uretimi, daha kalin liflerin, biiyiik
boncuklarmn veya katilagmayla sonuglanacaktir. Genel olarak polimer ¢Ozeltisinin
konsantrasyonunun arttirilmasi ¢ozelti viskozitesini arttirir. Bu nedenle, boncuksuz tekdiize
polimer nanofiberler olusturmak i¢in dogru polimer ¢ozeltisi konsantrasyonunu bulmak ¢ok
onemlidir (Mahalingam ve ark., 2020). ilacli ve ilagsiz soliisyonlarla iiretilen fiberlerin SEM
goriintiileri incelendiginde yapilan bu ¢aligmada tekdiize morfoloji ve boncuksuz yapilariyla
fiber iiretiminde uygun viskoziteye sahip soliisyonlarin hazirlandigi kanitlanmistir. Ayrica
CNP’lerin soliisyona eklenmesinin ardindan artan viskozitenin fiber ¢aplarina olan etkisi ise
caplarda meydana gelen artistir. Viskozite ile fiber morfolojisi arasinda dogrudan bir iligki
vardir ve daha yuksek viskoziteye sahip sollsyonlarla Uretilen fiberler daha biyuk caplara
sahiptirler (Cam ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizda da bu durum kanitlanmistir. Soliisyonlarin
yogunluklar1 da fiber iiretimini etkileyen olduk¢a Onemli bir parametredir. Soliisyonun
yogunlugu arttikga iiretilen fiber ¢aplart da artar (Altun ve ark., 2019). Ayn1 zamanda soliisyon
yogunlugu ile konsantrasyonu arasinda da bir iliski oldugu diisiiniilmektedir ve yogunluk
arttik¢a soliisyon konsantrasyonu da artmaktadir. Bu durum da fiberlerin ¢ap1 ve morfoloji
iizerine etki etmektedir. Bu sebeple dogru polimer konsantrasyonu ve yogunlugu ¢ok énemlidir
(Aydin ve ark.,, 2022). Bizim g¢alismamizda da CNP’nin saf PVP/PEG soliisyonuna
eklenmesinin ardindan ¢6zeltinin yogunlugunun arttigi ve buna bagh olarak da ila¢ yiiklii
fiberlerin de saf fiberlere kiyasla daha yiiksek fiber ¢apina sahip oldugu goriilmiistiir.

FT-IR testi calisma icerisinde kullanildigi iddia edilen polimerlerin ve ilaglarin tiretilen yapilar
icerisindeki varliklarinin ispatlandig testtir ve kullanilan malzemelerin molekiilleri arasindaki
kimyasal baglar1 analiz etmeyi temel alir. Yapilan bu tez c¢alismasinda {iretilen
nanopartikiillerin yapisinda PLGA ve PEG polimerleri kullanilirken nanofiber iiretiminde PVP
ve PEG tercih edilmis, tedavi edici ajan olarak da CUR se¢ilmistir. Yapilan literatiir taramasi
sonucunda PEG’in CH, CH2 ve CHz gruplarina ait spesifik pikleri 2888 cm™’de goriilmiistiir.
C-H bandin1 temsilen 1464 ve 1343 cm™Y’de pikler verdigi gériilmiistiir. 134271’de O-H bandi
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gorulirken 1096 cm™’de ise C-O-C bandi gériilmiistiir (Pereira ve ark., 2016; Abreu-Rejon ve
ark., 2022). Singh ve arkadaslar1 ¢alismasinda PLGA polimerinin O-H, C-H, C=0, C-O ve C-
H karakteristik piklerine ait bantlar1 sirasiyla 3450-3500, 2885-3010, 1762, 1186-1089 ve 1450-
850 cm™’de gozlemlemistir (Singh ve ark., 2014). Bu sonuglar 1s18inda yapilan bu tez
calismasinda iiretilen PNP’nin FT-IR sonuglar1 incelendiginde PLGA ve PEG’e ait pikler 2940,
1461, 1421, 1286, 892 cm '’ deki bantlarda goriilerek literatiirle uyumlu bulunmustur. CUR’a
ait spesifik pikler ise yapilan literatiir taramasinda 1630 ve 1505 cm*’de C=C ve C=0
bantlarina ait pikler goriiliirken O-H pikine ait bant 3200-3500 cm*’de gériilmiistiir (Ismail ve
ark., 2014). 1500-1400 cm™*’de ise O-H grubunun C-O uzamasina ait bant tespit edilmistir. Eter
grubuna ait C-O bandi ise 1273 cm™’de elde edilmistir. 713, 808 and 963 cm™’de gdzlemlenen
bantlar ise C-H bantlarina aittir (Roy ve Rhim, 2020). Yapilan bu tez ¢alismasinda ise CNP’nin
FT-IR sonucu incelendiginde 3365, 1629, 964 ve 813 cm™’de goriilen piklerle CUR’un varhigi
kanitlanmistir. Diger yandan yapilan literatiir taramasi sonucu Grant ve arkadaslarinin PVP nin
C-C, C-H, CHz2 ve C=0’ ya ait karakteristik piklerini sirasiyla 753-1023, 1372, 1495 ve 1670
cm’de gozlemlemistir (Grant ve ark., 2021). Ayni zamanda C-N bandina ait pik 1287 cm™*’de
goriilmiistiir (Deghiedy ve El-Sayed, 2020). Bu sonuglar dogrultusunda yapilan bu tez
calismasindaki PNF’nin yapisi incelendiginde 1650, 1421 ve 1286 cm™’deki piklerle
nanofiberlerin tiretiminde PVP ve PEG’in kullanildig1 ispatlanirken ve CNPF’deki 3365, 1648
ve 1421 cm™Y’deki piklerle ise CNP’nin basarili bir sekilde CNPF’ye yiiklendigi kanitlanmisgtir.
Bu tez ¢alismasinda yapilan XRD testi sonucunda iiretimlerde kullanilan polimerlerin ve
CUR’un kristal yapilar1 analiz edilmistir ve {iretilen son iiriinlerin de yapilar1 test edilerek bu
polimerlerin ve CUR’un son iiriinlerdeki varliklar1 ispatlanmistir. Yapilan literatiir taramasinin
ardindan Fu ve arkadaslarinin da c¢aligmalarinin sonucunda XRD modelinde PLGA ’nin amorf
yapist kaynakli pik noktas1 21.13°’de olan genis bir pik elde edilmistir (Fu ve ark., 2023). Sarter
ve arkadaglarinin ¢aligmasinda ise PEG’in kristal yapis1 kaynakli keskin pikleri 19.36° ve
23.72°’de goriilmiistiir (Sarker ve ark., 2018). PVP’nin yapist literatiirde yapilan bir ¢alismada
analiz edildiginde ise 11.55° ve 21.36°’de amorf yapis1 kaynakl iki genis pike sahip oldugu
belirlenmistir (R. K. Mishra ve ark., 2008). Bu tez ¢aligmasinda da polimerlere ve CUR’a ait
elde edilen XRD modellerinde literatiir ile benzer kristal yapilar ve spesifik pikler elde
edilmistir. Uretilen nanopartikiillerin yapisindaki PLGA’nin sahip oldugu amorf yapisi
kaynakli genis pik PEG’in kristal yapisiin etkisiyle genisligini kismi de olsa kaybetmistir ve

ek bir keskin pike sahip olmustur. Bu nanopartikiillere CURun enkapsiile edilmesinin ardindan
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ise yine CUR’un kristal yapis1 kaynakli kiicliik keskin pikler yapida goriilmiistiir. PNF’nin
kristal yapis1 incelendiginde ise iiretiminde kullanilan PVP/PEG polimer kompoziti kaynakli
PVP’nin oran olarak kompozitin igerisinde daha yiiksek oranda bulunmasi kaynakli yapinin
genelinde amorf bir yapmin hakim oldugu goriilmektedir. Buna karsilik PEG’in etkisiyle de
kiiciik kristal pikler yapida mevcuttur. CNP’nin  PVP/PEG nanofiberlerin igerisine
yiiklenmesiyle tiretilen CNPF’nin kristal yapisi incelendiginde ise yine PVP ve PLGA’nin
amorf yapisi kaynakli genis bir pik goriilse de PEG ve CUR ’un kristal yapisinin getirdigi keskin
pikler de yapmin XRD analizinde ortaya ¢ikmistir.

Bu tez calismasinda yapilan bir diger karakterizasyon testi ise DSC analizidir. Bu test,
tiretimlerde kullanilan polimerlerin, ilaglarin ve son {iriinlerin termal 6zelliklerini analiz etmek
icin yapilir ve analiz sonucunda son firiinlerde ilag gercekten enkapsiile edilebildi mi ve
kullanildig: iddia edilen polimerler gergekten yapilarin igerisinde mevcut mu test edilmis olur.
Ayrica bu tez ¢alismasinda tiriinlerin in vivo kullanima uygun olup olmadigi da viicut sicakligi
olan 37 °C’de gosterdikleri termal ozellikler ile analiz edilmistir. 37 °C’de herhangi bir
bozunmaya ugrayip ugramadiklari detayli olarak incelenmistir. Yapilan literatiir taramasinda
CUR’un sahip oldugu kristal yapisi kaynakli 185 “C’de Tm piki verdigi goriilmiistiir (H. Xie
ve ark., 2022). PLGA/PEG nanopartikiillerinin DSC diyagramlar incelendiginde ise PLGA ’nin
amorf yapisi kaynakli sahip oldugu Tg degeri PEG’in kristal yapis1 ve plastiklestirici etkisiyle
aralarinda olusan kimyasal etkilesim sonucu 48.1 °C’den 41.2 °C’ye diismiistiir (Gholizadeh ve
ark., 2018). PEG'in, sahip oldugu terminal OH gruplari araciligiyla H baglar1 olusturarak PVP
ile etkilesime girdigi goézlemlenmistir. Diisiik PEG konsantrasyonlarinda, PVP molekiiler
zincirleri hidrojen bagli PEG molekiilleri tarafindan itilir ve daha uzun PVP makromolekiilleri
arasinda bir bosluk olusturur. Bu, PVP molekiillerine uyum saglamak ve kristallesmek i¢in
yeterli hareketlilik saglar. Bununla birlikte PVP’nin higroskopik 6zelligiyle birlikte Tm
degerinde bir diisiis gézlemlenmistir (Dhakal ve ark., 2012). CURun ise kristal yapist kaynakli
sahip oldugu keskin pikleri CNP ve CNPF’de gozlemlenmemistir. Bu piklerin yerini hafif
dalgalanmalar almistir. Bu da CUR’un nanopartikiillere enkapsiile oldugunun, yiizeyde
adsorplanan CUR miktarmim diisiik oldugunun ve CUR homojen dagiliminin ispatidir (L. Hu
ve ark., 2015). 37 “C’de higbir iiriiniin kimyasal yapisinda bir bozunmaya rastlanilmadigi i¢in
drdinlerin in vivo uygulamaya uygun oldugu da kanitlanmustir.

Zeta potansiyel 6l¢imi, partikiil dagilimlarinda etkili olan elektrostatik etkilesimlerin analiz

edildigi bir testtir. Ayni zamanda partikiillerin kolloidal dagilimlarinin kararliligimin
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anlasilmasinda 6nemli bir parametredir. Yapilan literatiir taramasinda genellikle PLGA nin
yuzeyinde bulunan negatif yiikli karboksil gruplarinin etkisiyle PLGA nanopartikiillerin
negatif yik tasima egiliminde olduklar1 goriilmiistiir. Ancak partikiillerin PEG ile ylzey
modifikasyonu, iyonik tabakanin PEG zinciri tarafindan nanopartikilden daha uzak bir
mesafeye yer degistirmesi nedeniyle yilizey yiikiinii pozitif veya nétr olarak degistirmesine
sebep olmaktadir (Elsewedy ve ark., 2020). Bu sebeple zeta potansiyellerinin diisiik pozitif
degerlerde ciktig1 diisliniilmektedir. Diisiik zeta potansiyelinin (<20) agregasyon egilimini
artirmasi s6z konusudur. Ancak nanopartikiillerin diisiik elektrostatik itme kuvvetleri nedeniyle
kiimeler olusturabilme ve kararliliklarinin azalmasi siiphesi PDI degerlerinin de diisiik
cikmasiyla ortadan kalkmistir. Bu nedenle, nanoparcaciklarin stabilitesinde PLGA sterik
engellemesinin yiizey yiikiinden daha giiglii oldugu tespit edilmistir (Vakilinezhad ve ark.,
2019). Zeta potansiyelindeki bir diisiis sebebi ise PVA'nin negatif yiikii asetat gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Ancak PVA’nin diisiik zeta potansiyeline sebep olmasi sebebiyle
partikiiliin kararliligina negatif etki etmesi beklenirken olusturdugu sterik bir kalkan ile bu
durumu tersine gevirmistir (Chavez, 2020; Javed ve ark., 2020).

Bu tez ¢alismasinda ilag yiiklii nanopartikiiller, sublingual uygulamada daha kolay ve dogru
dozda uygulanabilmeleri i¢in fiber igerisine gdmiilerek AH tedavisinde yeni bir ilag tasiyict
sistem olarak gelistirilmislerdir. Bu sebeple sublingual uygulamaya uygun olmasi ve hizli bir
sekilde disintegre olabilmeleri icin fiber {liretiminde suda ¢oziinen polimerler kullanilmis,
capraz baglayici ajan tercih edilmemistir. Ilag tastyici sistemin dil alt1 uygulamasindan sonra
ilac tastyici sisteme enkapsiile edilmis ilacin, mukozal kan damarlarina absorpsiyonu i¢in en
onemli parametrelerden biri hizli pargalanma ve agizda kisa siire kalmasidir. Bu sayede ilag
hepatik ilk gecis etkisinden ve mide asidik ortaminin negatif etkisinden korunurken daha hizli
absorpsiyon saglar (Rawas-Qalaji ve ark., 2007; Senel ve Comoglu, 2018). Amerika Birlesik
Devletleri Farmakopesi (USP)’ye gore disintegrasyon testinde sublingual yolla kullanim igin
gecerli stre limiti maksiumum 2 dk olarak kabul edilmektedir (Bayrak ve ark., 2011). Elde
edilen literatiir verileri géz Oniline alindiginda, bu c¢alismadaki CNPF, yapay tiikiiriik sivist
icerisinde 5 sn igerisinde tamamen pargalanarak ultra hizli par¢alanma 6zelligi gostermistir. Bu
nedenle, bu nanoliflerdeki CNPmin yutulma sansi olmadan hizla emilebilecegi acikga
gorilmiistiir. Sublingual fiber uygulamasindan sonra fiberin disintegrasyonuyla sistemik
dolasimdan kana gectigi kabul edilen partikiillerin viicut icerisinde ne kadar zaman igerisinde

ne kadar parcalanacagi degredasyon testiyle simiile edilmistir. Bu tez ¢alismasinda amag
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dozlama sayisini azaltmak ve uygulanan ilacin biyorarlanimini arttirarark dozu diisiiriip yan
etkileri azaltmak oldugu icin nanopartikiil liretiminde suda ¢oziinmeyen PLGA polimeri
secilmis ve PEG ile modifikasyonu saglanarak fagositozu saglayan hiicrelerden korunmus,
indirekt olarak hedeflendirmenin arttirilmasi  amaglanmigtir.  Tiim  bu  hedefleri
gergeklestirebilmek i¢in nanopartikiillerin sistemik dolasimdaki 6mrii uzun olmali, viicut
icerisindeki enzimatik reaksiyonlara ve midenin asidik ortamma direncgli olmalidir.
%degredasyon oran1 ortamin pH’ma ve partikiiliin ¢capina gore degiskenlik gostermektedir. Bu
tez caligmasinda partikiillerin sublingual yoldan direkt olarak kana ge¢mesi hedeflendigi icin
bu test gerceklestirilirken pH, kan pH’1 olan 7,4’e ayarlanmistir. Yapilan literatiir taramasinda
cap kiiciildiikce artan yiizey alani sebebiyle degredasyon oraninin artifi goriilmiistiir
(Moghaddam ve ark., 2019). Bu tez ¢alismasinda tiretilen PNP’nin ¢ap1 202+1.28 nm iken CNP
cap1 ise 216+1.84 nm olarak bulunmustur. Ilacin enkapsiile edilmesiyle ¢ap artmustir. PNP ve
CNP’nin ¢aplar1 karsilastirildiginda PNP’nin ¢apinin daha kiiclik oldugu bulunmustur.
Degredasyon sonuglar1 da yine bu sonugla korelasyon icerisindedir. Daha kiiciik partikiil capina
sahip PNP’nin %degredasyon oranlarinin 6lgiimiin gergeklestirildigi 6 giin i¢gin de CNP’nin
%degredasyon sonuglarindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ama aralarinda anlamli bir
farklilik bulunamamistir. Degrade olan partikiil oranina bagl olarak i¢ine enkapsiile edilen
ilacin salinma oran1 da degisecegi icin salim sonuglar1 da degerlendirilmistir. Analiz sonucunda
CNP salim sonuglar 1, 5, 8, 10, 15 ve 18. giin sirastyla %26, 49, 58, 68, 89 ve 100 olarak
Olctlilmiistiir. Artan degredasyona bagli olarak salinan ila¢ miktarinin yiizdesinin de arttigi
goriilmistiir. Boylece %degredasyon olglim sonuglarmin partikiil ¢ap1 ve partikiil igerisine
enkapsillenen ilacin salim oraniyla tutarli oldugu bulunmustur.

Ilag yiiklii nanopartikiiller viicut icerisine girdikten sonra gastrointestinal sistem hareketleri,
midenin asidik ortami ve enzimlerin etkisiyle parcalanacak; nanopartikiil igerisine
enkapsiillenen ilag, biyoyararlanimina bagli olarak sistemik dolagima gegecektir. TUm bu sureg
gbzonline alindiginda ortamin pH’1 ve sicakligi, nanopartikiillerin degredasyon ve
nanofiberlerin disintegrasyon orani, ilag tasiyici sistemin iiretiminde kullanilan polimerlerin ve
ilacin kimyasal yapis1 salimi etkileyen parametreler arasindadir. Bu tez ¢aligmasinda ilag
tastyic1 sistem sublingual uygulamaya uygun olarak hazirlanmigtir. Nanopartikiillerin gdmiilii
oldugu fiberlerin distegrasyon testinin sonucunda 5 sn’de tamamen disintegre oldugu
bulunmustur. Bu ilag tastyici sistemin dilalti uygulamasimin ardindan fiberlerin 5 sn icerisinde

tilkiirtik icerisinde dagilip agiga ¢ikan enkapsiillenmis ilag yiiklii nanopartikiillerin sistemik
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dolagima gegecegi anlamina gelmektedir. Fiberlerin iiretim amaci nanopartikiillerin kolay ve
dogru dozda uygulanmasi oldugu i¢in ve 5 sn’de parcalanma &zelligine sahip olduklarindan
degredasyon testi sadece partikiillere yapilmistir. Bu test sonucunda PLGA/PEG
nanopartikiillerin viicuttaki bozunmalarinin 18 giin boyunca siirdiigli tespit edilmistir. Bu
sebeple in vitro ilag salimi da 18 giin boyunca 6l¢iilmiistiir. Ol¢iimler 37 °C’de, pH 7,4’te 1, 2,
3, 4, 6, 24. saat, 2, 3, 5, 8, 10, 12, 15 ve 18. giinde alinmistir. CUR, enkapsiile oldugu
nanopartikiillerden ilk 6 saatin sonunda %20 oraninda salinarak patlama salim profili
gostermistir. Bu patlama salim profili, PLGA nanopartikiillerinin yiizeyine adsorbe olan
CUR’lar kaynakli olabilecegi gibi daha kiiciik boyutlu PLGA nanopartikiillerinden hizli difiize
olan CUR’lar kaynakl1 da olabilir. Sonrasinda 18. giin sonuna kadar kontrollii salim profiline
uygun olarak salinmistir. Hidrofobik kimyasal yapist sayesinde bu uzun siireli salimi
saglamistir. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda da Budhian ve arkadaglar1 haloperidol yiiklii
PLGA nanopartikiillerin 13 giin boyunca in vitro kontrollii ilag salimi profili sergiledigi
sonucuna varmislardir ve %20’den az patlama salim profiline sahip oldugunu bulmuslardir
(Budhian ve ark., 2005). Yapilan bir bagka ¢alismada da farkli oranlarda iiretilen sisplatin yiiklii
PLGA/PEG nanopartikullerinde in vitro sisplatin salim profili degerlendirilmistir. PLGA/PEG
kompozitindeki PEG oram arttik¢a sisplatinin patlama salim yiizdesinin arttig1 bulunmustur
(Avgoustakis ve ark., 2002). Yapilan tez ¢alismasinin sonuglar1 literatiirle karsilastirildiginda
18 giinliik kontrollii ilag salimi, 6 sa’lik bir patlama salim profili ve %80’nin iizerinde ilag
verimliligi ile hedeflenildigi gibi dozlama siklig1 azaltilip yan etkileri diisiiriilmiis bir ilag
tastyict sistem gelistirildigi kanitlanmistir.

Nano olcekli ilag tastyici sistemlerde enkapsiile edilmis ilaglarin nanopartikiillerden salinmalari
farkli hizda ve kinetige bagli olarak ger¢ceklesmektedir. Nanopartikiiliin boyutu, sekli, su emme
yetenegi, bozunma derecesi ve hizi, kimyasal bilesimi, nanopartikiilii olusturan polimerlerin
molekiiler agirlig, ¢oziiniirliigl, kristalligi, ilag-ilag veya ilag-polimer etkilesimleri gibi
fizikokimyasal Ozellikler nanopartikiilden salinan ilacin salim profilini ve kinetik profilini
etkilemektedir. PLGA nanopartikullerin ilag saliniminda genellikle iki fazli bir davranig
belirgindir. Suyla dolu gdzeneklerden ve polimerik partikiill matrisinden ilag difiizyonunun yani
sira partikill matrisinin bozunmasina bagl ilag salimi ve ylizeye adsorbe olan ilacin patlama
salimi gozlenebilmektedir. PLGA’nin pargalanmasi baslangigta olduk¢a yavastir ve yavas
yavas polimerin molekiil agirlig1 azalir ve dolayistyla ¢oziiniirligii asidik {iriinlerle ortam pH'mi

degistirir ve bu kosullar altinda par¢alanma otokatalitik bir sekilde daha hizli olur. Bu tez
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calismasinda CUR’un salim kinetigi 5 farkli salim kinetik modeli kullanilarak analiz edilmistir
ve CUR’un enkapsiile oldugu nanopartikiillerden Higuchi kinetik modeliyle salindig1 tespit
edilmistir. Bu modelde, dozaj formundan serbest kalan ilag miktarinin zamanin karekokiiniin
bir fonksiyonu oldugunu ifade edilir ve 6zellikle yiizeyin zamanla degistigi bir sistemi tanimlar.
Bu ¢alismada da tiretilen PLGA/PEG nanopartikiillerin yiizeyi zamanla degrade olup degistigi
icin bu kinetige uygun salinmasi literatiirle de uyumlu bulunmustur (Jahromi ve ark., 2020).

Bu tez ¢alismasinda AH tedavisi i¢in gelistirilen yeni ilag tastyici sistemlerin in vivo denemeleri
yapilmadan once in vitro hiicre kiiltiirii testleri yapilmistir. Bu sayede iiriinlerin toksisite
Ozellikleri, anti-Alzheimer etkinlikleri ve tedavide hangi yolagi kullanarak gen ekspresyonu
sagladiklar1 in vivo test dncesi analiz edilmistir. /n vitro hicre kiltiirinde SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicreleri tercih edilmistir. Yapilan literatiir taramasinda da norotoksisite ve
noroprotektif etkinlik, in vitro AH modeli olarak kabul edilen Api-42 indiiklenmis SH-SY5Y
hlcrelerinde degerlendirilmistir. SH-SY5Y insan néroblastoma hiicre hatti, Parkinson hastaligi
ve AH gibi norodejeneratif hastalik ¢alismalarini in vitro model olarak taklit etmek igin siklikla
tercih edilmektedir. SH-SYS5Y hiicreleri sempatik sinir sistemindeki olgunlagmamis bir néron
soyundan tiiretilir. Bu hiicreler olgunlagsmamis néronal proteinleri eksprese edebilir, siirekli
cogalabilir ve olgun noron benzeri Ozellikler kazanabilir. Ayrica, noronal farklilasma
sonrasinda, noritlerin olusumu ve yayilmasi, proliferasyon hizinin azalmasi ve olgun néronal
belirteclerin ekspresyonu gibi ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal olaylarin gergeklestirilmesini
saglarlar. En 6nemlisi SH-SY5Y hiicrelerinin insan proteinlerini eksprese edebilmesidir. Tim
bu Ozellikleriyle kolinerjik noéronlarin erken evre patofizyolojisini taklit etmede, tau
fosforilasyon mekanizmalarinin incelenmesi ve potansiyel GSK3B inhibitdrlerinin
taranmasinda ve Af’nin norotoksik etkisine karsi koruma yeteneklerinin arastirilmasinda
uygun bir in vitro model gérevi gérmektedir (Jamsa ve ark., 2004; H.-r. Xie ve ark., 2010; Md
ve ark., 2018; de Medeiros ve ark., 2019). Oligomerik AB’nin patolojik birikimi, sinaptik
seviyede uyarici iletimi bastirir, fakat ayn1 zamanda ag seviyesinde anormal noronal devre
aktivitesi ve epileptiform desarj modellerini tetikler. inhibitér internéronlarin AP kaynakli
fonksiyon bozuklugu, uyarici ana hiicreler arasindaki senkronizasyonu arttirir ve ndronal
aglarm dengesizlesmesine katkida bulunur. Bu 0zellikleriyle A, in vitro hiicre kulttrinde AH
indiiklemesinde tercih edilen kimyasallar arasindadir (Palop ve Mucke, 2010). Huang ve
arkadaslar1 AH modelini SH-SY5Y hucrelerinde indikleyebilmek icin AB’y1 5, 10 ve 20 uM
konsantrasyonda uygulamistir (H.-C. Huang ve ark., 2012). Bu tez ¢alismasinda da AP bu
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konsantrasyonlarda SH-SY5Y hiicrelerine indiiklenmis ve hiicreler tizerindeki toksik etkileri
Picogreen test ile degerlendirilmistir ve 20 uM dozda Api-42’nin SH-SY5Y hcrelerinin
canlilig1 lizerine en negatif etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple anti-Alzheimer etkinin
degerlendirilmesinde ve PCR analizinde AB1-42 dozu olarak 20 uM se¢ilmis ve uygulanmustir.
Yine yapilan literatiir taramasinda norotoksik maddelere kars1 oksidatif stresi hafifletme ve
apoptotik hicre 6lumini kurtarma Gzerindeki koruyucu etkileriyle tedavi edici ajan olarak
secilen CUR’un denenen dozlar aragtirildiginda 1, 5, 10, 20 ve 40 uM dozlarin en ¢ok tercih
edilen dozlar oldugu goriilmiistiir. Bu dozlardaki tedavilerin hiicreler lizerindeki etkileri analiz
edildiginde ise yliksek dozlarin toksik etkilere sebep olabilecegi goriilmiistiir. Bu sebeple bu tez
calismasinda uygulanacak dozlar, en etkili tedavi sonuglar1 elde edilen dozlar olan 1, 5 ve 10
uM olarak se¢ilmistir (H.-C. Huang ve ark., 2012; Jaroonwitchawan ve ark., 2017; Li Zhang
ve ark., 2020).

Yapilan hiicre canliligi testinde tiretilen {iriinlerin ve toz CUR ’un hiicreler {izerine toksik etkileri
degerlendirilmistir ve gelistirilen higbir {riinlin hiicreler {lizerine toksik etkisinin olmadigi
kanitlanmistir. Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak CUR dozu arttik¢a
hiicrelerin proliferasyonunda toksik dozda olmasa da negatif bir etki goriilmiis ve hiicre
proliferasyonu doz arttikga azalmistir. Yapilan literatiir taramasinda da CUR dozunun
artmasiyla hiicre ¢ogalmasinda azalmaya denk gelinmistir. Artan dozun hicreler Uzerine
oldiiriicti etkisi oldugu tespit edilmistir (Jaroonwitchawan ve ark., 2017). Bu sebeple bu
calismada 1 uM doz terapdtik doz olarak belirlenmistir. Boylece etkin dozun en diisiik dozda
bulunmasiyla aslinda diisiik dozda etkinlik saglanmis olup yan etki profili iyilestirilmistir. Anti-
Alzheimer etkinligin degerlendirilmesinde ise APi-42, 3 farkli dozda indiikleme i¢in kullanilmis
ve en ¢ok 20 uM dozda hiicre gogalmasini inhibe ettigi goriilmiistiir. Tedavi gruplarinin anti-
Alzheimer etkinliginin degerlendirilmesinde de SH-SYS5Y hcrelerine ABi-42 20 uM dozda
indiiklendikten sonra tedavi gruplar1 uygulanmis ve etkinlikleri degerlendirilmistir. AB1-42’nin
etkisiyle hiicrelerin ¢ogalmasi lizerinde meydana gelen negatif etki 1, 5 ve 10 uM dozda CUR
iceren ilag tasiyici sistemlerin etkisiyle ortadan kalkmistir ancak en ¢ok 1uM dozda CUR iceren
ilag tasiyici sistemler hiicre ¢ogalmasi iizerine pozitif etki olusturmustur. Yapilan literatiir
taramasinda da Bissacotti ve arkadaslar1 CUR’un anti-Alzheimer etkinligini SH-SY5Y
hiicrelerinde 0.01-20 uM doz araliginda 9 farkli dozda test etmistir. Cok diisiik dozlarda
dalgalanmalar olsa da 1, 5 ve 10 uM dozda CUR dozu arttikca CUR’un hiicreler {izerindeki

koruyucu etkinliginin azaldigi bulunmustur (Bissacotti ve ark., 2023).
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Bu tez c¢alismasinda CUR’un AH tedavisinde hangi yolagi kullanarak etkili oldugu
arastirtlmistir ve CUR’un, en ¢ok lizerinde ¢aligilan yolaklardan olan PI3K/Akt/GSK-3p ve
Whnt/B-katenin yolaklarindaki gen ekspresyonlar iizerine etkileri yapilan PCR analiziyle test
edilmistir. PI3K/Akt/GSK3p/B-katenin yolagi, noral hayatta kalma, cogalma ve farklilagmada
onemli bir rol oynar. Kisaca, aktiflestirilmis PI3K, reseptor tirozin kinazlardan sinyal iletimi ile
baglantili olan ve hiicrenin hayatta kalmasini destekledigi ve apoptozu 6nledigi bildirilen Akt'yi
fosforile eder. GSK3p, Akt'nin asag1 yonlii bir hedef genidir. Aktive edilmis Akt, GSK3p'yi
fosforile ederek GSK3f'nin inaktivasyonuna yol agar ve ardindan hiicre dongiisli ve sinir
olusumunda rol oynayan p-katenin'i katalize eder (Shu ve ark., 2018). Bilindigi gibi hiicre dis1
AP agregasyonu ve tau hiperfosforilasyonu AH patofizyolojisinin ana faktorleridir. Anormal
tau hiperfosforilasyonunu destekleyen 6nde gelen adaylardan biri olan GSK-3p geni, f-katenin
dengesini bozarak etki eder (T. K. Das ve ark., 2019; Patil ve ark., 2023). Yapilan ¢alismalarda
GSK3p’nin, B-katenin fosforilasyonundan sorumlu iki ana kinazdan biri oldugu ve GSK3'nin
aktivasyonunun, B-kateninin fosforilasyonunu ve bozulmasini indiikledigi bulunmustur. AH
hastalarinin beyninde GSK3'nin artmis aktivitesi tespit edilmistir. Yakin zamanda yapilan bir
calismada, B-kateninin protein dizeylerindeki énemli bir azalmanin, AH'li insan beyninin
prefrontal kortikal lob yapilarinda GSK3B'nin artan aktivasyonu ile ters iliskili oldugunu
gostermektedir. Ayrica GSK3p, tau fosforilasyonu i¢in anahtar bir kinazdir ve GSK3'nin asir1
aktivasyonu, tau hiperfosforilasyonu, Ap birikimi, plakla iliskili mikroglial aracili inflamatuar
yanit ve hafiza bozuklugu ile yakindan iligkilidir (Jia ve ark., 2019). Sonuglarimiza gére CUR,
CNP ve CNPF ile tedavi edilen hiicrelerde GSK-3f gen ekspresyonu 6nemli 6lgiide azaldi ve
B-katenin seviyeleri artti. Bu sonuclar AP agregasyonunda ve tau hiperfosforilasyonunda
azalmaya ve dolayistyla AH’de iyilesmeye yol agabilir. MAPT protein birikintilerinin AH
hastalarinda 6énemli 6l¢iide asir1 eksprese edildigi rapor edilmistir (H. Yang ve ark., 2022).
MAPT gen mutasyonu ¢esitli ndrodejeneratif bozukluklarla iligkilidir. AH'de de MAPT de
meydana gelen anormal degisimler, taunun hiperfosforilasyonu ve norofibriler yumaklarla
sonuglanmaktadir. Bu tez calismasinda da CUR, CNP ve CNPF tedavi gruplart AP ile
indliklenen hiicrelerde MAPT ekspresyonunu onemli dlgiide baskiladi. Onceki ¢alismalar,
AH’nin induklendigi farelerde Psenl ve Aktl genlerinin ekspresyon seviyelerinin énemli
olgiide azaldigini bildirmisti (Abid ve ark., 2019; Wei ve ark., 2023). Calismamizda CUR, CNP
ve CNPF uygulanan hiicrelerde Psenl ve Aktl ekspresyonu artti. Ozetle, bu caligmada B-
katenin gen ekspresyon seviyesi diger gen ekspresyonlarina kiyasla biraz daha yiiksek artiga
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sahip oldugu i¢in bu ¢alismadaki tedavi gruplarmin PI3K/AKt/GSK-3p’ye gére AH tedavisi
icin Wnt/B-katenin yolunu module ederek noroprotektif etkiler gosterdigi savunabilir. Ancak
birbiriyle iligkili bu iki yolak iizerindeki diger genler iizerine de etkileri oldugu i¢in iki yolagi
da kullanarak AH tedavisinde etkili olduklar1 sonucuna varilmistir.

Bu tez ¢alismasinda in vivo hayvan deneyi olarak agik alan, yeni obje tanima, pasif sakinma ve
Morris’in su tanki testleri yapilmistir. Agik alan testi, hayvanlarin anksiyete, kaygi, yenilikleri
kesfetme ve lokomotor aktivitelerini degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Bunun icin 5 dk
boyunca, hayvanlar zemini belirli araliklarla boliinmiis bir kutu igerisinde gézlemlenmis ve
merkez bolgeye ilk giris zamanlari, merkez bolgede gecirilen siire, katedilen toplam ¢izgi,
sahlanma ve silislenme sayilar1 analiz edilerek 5 farkli parametre iizerinden
degerlendirilmislerdir. Hayvan, kutunun i¢ine konulunca kendini bilmedigi yeni bir ortamda
bulmus olur ve etrafini saran duvarlar kagisin1 engeller, bu durum da onu strese iter. Hayvanlar
tipik olarak kutunun ortasinda, aydinlatilmig alanda olmay1 tercih etmezler ve duvarlara yakin
karelerde yiiriime egilimindedirler. Clinkli merkez bdlge hayvan icin yeni ve muhtemelen stresli
bir ortamdir. Bu sebeple sonuglarimizda kontrol grubuna kiyasla 1CV-AB1-42 grubunun merkez
bolgeye girme siiresinde anlamli bir artis goriilmiistiir. Cilinkii bu grupta Alzheimer
indiiklemesinden sonra herhangi bir tedavi uygulanmamistir. Tedavi gruplarindan PNF
grubunda da uygulanan PNF’ler herhangi bir ilag icermedigi i¢in PNF grubunun ICV-Ap1-42 ile
benzer sonuglara sahip olmasi normaldir. Merkez bolgede en ¢cok zaman geciren grup pozitif
kontrol grubu olan ve giinlimiizde de hastaligin tedavisinde en ¢ok tercih edilen ilaglardan olan
DO grubudur. Bu da tedavinin etkili oldugunu gostermektedir. CNPF ve toz CUR grubunun
DO grubuyla arasinda anlamli bir fark bulunmamasiyla CUR’un da tedavide etkili oldugunu
kanitlamaktadir. Katedilen toplam ¢izgi sayis1 analiz edildiginde gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmamis olmasi1 hayvanlarin operasyon sonrasinda lokomotor becerilerini engelleyecek
bir hata yapilmadiginin kanitidir. ICV-Ai-42 ve PNF gruplarinin katettigi toplam ¢izgi sayisinin
diger tedavi gruplarina kiyasla daha diistik olmasinin sebebi kutu igerisinde daha fazla kaygili
olmalar1 ve yeni yerler kesfetmeye isteklerinin daha az olmasi kaynakli olabilir. Ayn sekilde
sahlanma sayis1 da yeni yerler kesfetmeye yonelik gergeklestirilen bir harekettir. Bu sebeple
CNPF ve DO gruplarinin sonuglarinin kontrol grubuyla benzer olmast olumlu bir sonugtur.
Stislenme hareketi ise hayvanlarin stresli olmalarmin bir gostergesidir ve kaygi, stres
durumlarinin AH’yle olan iliskileri {izerine fikir sahibi olmamiz1 saglar (Williams; Nordquist

ve ark., 2017). Bu sebeple sonuglarimizda PNF ve ICV-AB1-42 gruplarindaki siislenme sayisinda
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CNPF ve DO gruplarina kiyasla anlamli bir artis bulunmustur. Boylece bu tez ¢aligsmasinda
diger davranis testleri gergeklestirilmeden hastaligin indiiklenmesi sirasinda hayvanlarda
herhangi bir lokomotor bozukluga sebep olacak bir hasarin ger¢eklesmedigi, hayvanlarin deney
surecinde stabil davraniglar igerisinde olduklari, operasyondan kaynakli bir lokomotor
bozuklugun olmadigi, tedavi edilen gruplarin edilmeyen gruplara kiyasla daha az kaygili ve
stresli olduklar1 gdzlemlenirken yeni yerleri kesfetme isteginin CNPF ve DO gruplarinda diger
gruplara kiyasla arttigi kanitlamistir. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda da g¢alismalarda
kontrol grubuna kiyasla hastalik grubunda sahlanma, katedilen toplam c¢izgi saysi, merkez
bolgeye ilk gecis ve merkez bolgede gecirilen siirede diisilis goriiliirken slislenme sayisinda ise
artig gortilmistiir (Klenerova ve ark., 2009; Nordquist ve ark., 2017; Yadang ve ark., 2020;
Bargi ve ark., 2021).

Morris’in su tanki testi hipokampiis iliskili 6grenme ve uzaysal hafizayi test etmek ve hafizanin
norobiyolojisi ve ndrofarmakolojisini arastirma ¢aligmalarinda tercih edilmektedir. AH gibi
norobiligsel bozukluklar i¢cin kemirgen modellerin dogrulanmasinda kullanilan bu testte
hayvanin 6grenmesini tetikleyen pek cok faktor vardir. i¢i su dolu havuzda gerceklestirilen bu
testte hayvanlarin 1slanmasi bile stres olmalarini tetikleyebilir. Bununla birlikte suyun sicakligi,
ortamdaki 151k ve giiriiltii hayvanlarin 6grenmesini etkileyen diger faktorlerdendir. Bu sebeple
deney siiresi boyunca bu faktorlerin sabit tutulmasi ve izlenmesi gerekmektedir (Bromley-Brits
ve ark., 2011). Bu tez ¢calismasinda bu testte iki farkli parametre degerlendirilmistir. Bunlardan
ilki platformu bulma zamani, digeri ise hedef kadranda gegirilen siiredir. Bu iki test de
hayvanlari 6grenme ve hafiza becerileriyle iliskili testlerdir. Sonuglar1 degerlendirildiginde de
kontrol grubuyla kiyaslandiginda tedavi edilmeyen gruplarin platformu bulma zamani daha
uzun siirerken CUR ve DO ile tedavi edilen gruplar da ise bu stire kisalmistir. Bununla birlikte
son giinde hedef kadranda gegirilen siireler analiz edildiginde de 6zellikle CNPF grubu pozitif
kontrol grubuyla kiyaslandiginda ¢ok yakin sonuglar gostermis, kontrol grubuna yakin sonuglar
sergilemistir. Yapilan literatiir taramasinda da gruplarin platformu 6grenme stireleri giinden
giine diiserken hastalik grubunun siiresi tedavi gruplarina gére hep daha yliksek seyretmistir.
Bununla birlikte hedef kadranda gecirilen siirelerde de zit yonde bir degisim olup hastalik
grubunun harcadigi zaman azalirken tedavi gruplarininki artmistir. Bu da tedavi edilen
hayvanlarda hastalik kaynakli hipokampiise dayali 6grenme ve hafiza bozukluklarinin iyi
yonde gelistigi goriiliirken hastalik grubunda ise kotiiye gittigi goriilmiistiir (Agrawal ve ark.,
2010; Topal ve ark., 2022; Veysanoglu ve ark., 2023). Tiim bunlarin 1s18inda yeni gelistirilen
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ilag tasiyici sistemin sonuglarinin, kontrol ve DO gruplariin sonuglariyla benzer ¢ikmasi
tedavideki etkinliklerinin kanitidir.

Pasif sakinma testi, kemirgen hayvan modellerinde hayvanlarin 6§renme ve biligsel hafizanin
korku gudumli modelle analiz edilmesidir. Kemirgenler, dogustan gelen fotofobi nedeniyle
bulunduklar1 ortamda karanlik bolmeyi tercih etmektedir. Bu testte, karanlik bolmede elektrikle
dogustan gelen egilimleriyle ters bir davranistir (Rashno ve ark., 2022). Yapilan bu ¢alismada
da PNF ve ICV-Api-42 gruplarinda karanlik bdlgeye gecis siiresi 2. giinde de oldukga kisa
bulunmustur. Bu durum bu gruplardaki hafiza bozuklugunu kanitlamaktadir. Tedavi edilen
hayvanlarda ise bu siire kontrol grubunun degerlerine oldukga yakin ¢ikmistir. Ozellikle CNPF
grubunun karanlik bolgeye gecis siiresiyle pozitif kontrol grubunun gegis siiresi arasinda
anlamli bir fark bulunmamas: tedavinin etkinligini kanitlamaktadir. Literatiir taramasinda
Labban ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada da 2. giin sonunda hastalik grubunun karanlik
bolgeye gecis siirelerindeki kisalik degismezken tedavi goren gruplarin gegis siireleri neredeyse
kontrol grubuyla ayni siirelerde ¢ikmistir (Labban ve ark., 2021). Ayni sekilde yapilan bir baska
calismada da hastalik grubunun karanlik bolgeye gegis siiresindeki kisalik degismezken ilag
yikli fiber ile tedavi edilen grubun gecis siiresi kontrol grubuyla es deger c¢ikmigtir
(Veysanoglu ve ark., 2023).

Yeni obje tanima testi hayvanlarda 6grenme ve kisa siireli hafizanin degerlendirildigi bir testtir.
Hayvan iggiidiisel olarak yenilikleri kesfetme egilimindedirler. Bu sebeple c¢ok sayida
pekistirmeye ihtiya¢c duymamaktadirlar. Gorsel hafizaya dayanan bu test aligma, egitme ve test
etme olmak iizere farkli asamalardan olusur. Test ortamina birakilan hayvan ortama alistiktan
sonra iki 6zdes nesneyi gorsel olarak kesfeder. Ardindan test asamasinda daha 6nce kesfedilen
nesnelerden biri yeni bir nesneyle degistirilir. Hafiza problemi yasamayan hayvanlar dogalari
geregi tanidik nesne yerine yeni nesneyi kesfetmek icin daha fazla zaman harcayacaklardir.
Hayvanlarin yeni objeye olan ilgilerini daha iyi analiz edebilmek i¢in farkli indeksler
kullanilmistir. Fark ve tercih skoru olarak verilen bu degerlerden fark skoru, yeni nesneyi
kesfetmek i¢in harcanan siirenin tanidik nesneyi kesfetmek igin harcanan siireden farkinin
toplam kesif siiresine boliinmesiyle hesaplanir. Tiim degerlerin -1 ile +1 arasinda olmasi
beklenir. Bu sirenin +1’e yakin olmasi yeni nesneyle ilginin fazla oldugu anlamina gelirken -
1’e yakin olmasi ise kisa siireli hafiza ve 6grenmede sorunlar oldugunu yansitir. Tercih skoru

ise yeni nesneyi kesfetmek i¢in harcanan zamanin toplam siireye boliinmesiyle elde edilir ve
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tim degerlerin O ile 1 arasinda olmas1 beklenir. Yine ¢ikan sonucun 1’e yakin olmasi yeni
objeyle ilginin artmasi kaynakli olacagindan 6grenme ve kisa siireli hafizada iyi yonlii
gelismeler oldugunu ifade eder (Lueptow, 2017). Tim bu bilgiler 1s18inda bu tez ¢alismasi
sonuclart degerlendirildiginde kesif siiresinde kontrol grubuna kiyasla hastalik ve PNF
gruplarinda yeni objeyle ilgilenme siiresinin disiik c¢ikmasi hastalik kaynakli bellek
sorunlarinin yasandigi gosterirken tedavi gruplarinda kontrol ve pozitif kontrol gruplarina
esdeger sonuglarin ¢ikmasi yeni gelistirilen ilag tasiyici sistemin tedavide etkili oldugunu
kanitlamistir. Ayni sekilde fark skorunun analizinde hastalik ve PNF gruplarinda -1’e yakin
degerlerin ¢ikmasi hastalik kaynakli bellek problemleri sebebiyle yeni objeye olan
ilgisizliklerini gosterirken 6zellikle CNPF grubunda ve diger tedavi gruplarinda bu degerlerin
+1’e yakin ¢ikmasi tedavideki etkinliklerini sergilemektedir. Yine tercih skorunda da kontrol
grubundan sonra en yiiksek degerlere CNPF ve DO gruplar1 sahipken PNF ve ICV-Api-42
gruplarinda degerler hastalik kayanakli diisiik bellek kapasitesi sebebiyle diismiistiir. Yapilan
literatiir taramas1 sonucunda Zaritkar ve arkadaslar1 da hipokampiisiin etkili oldugu tanima
hafizasinin analiz edildigi bu testin, diger davranis testlerine kiyasla daha basit, stressiz ve kolay
uygulanabilir oldugunu belirtmis, calismasinda bizimle benzer sonuclara ulasmislardir
(Zarifkar ve ark., 2019).

Deneysel Alzheimer modeli ile yeni gelistirilen ilag tasiyici sistemlerin beyin iizerindeki
etkinliklerinin degerlendirilebilmesi i¢in hayvanlarin beyinlerinden alinan korteks ve
hipokampiis dokular1 H&E ile boyanmistir ve kontrol grubunun dokulari ile kiyaslanmistir.
Yapilan literatiir taramasinda, AP ile Alzheimer indiiklenen sicanlarin beyinlerinde H&E
boyamayla yapilan histopatolojik analiz sonuglarinda, hipokampis ve kortekslerinde néronlarin
diizensizligi, eozinofilik plaklarin oldugu sitoplazma, ¢ekirdek sismesi ve noronal biiziilme ile
karakterize edilen AP aracili noéronal dejenerasyon gozlemlenmistir. AB’nin  ICV
indiiksiyonunun ardindan piknotik ¢ekirdeklerle ciddi piramidal hiicre kayb1 goriilmiistiir. Bu
bulgular, APi-42 kaynakli hafiza bozuklugunun, sigan beyninin hipokampis ve korteks
bolgelerindeki ndronal hasarla iligkili oldugunu gdstermistir. Rahman ve arkadaslar1 da APi-42
ile Alzheimer indiklenen siganlarin hipokampdslerinde ndronal dejenerasyona rastlarken
tedavi gruplarinin néron hasarmma ve plak olusumuna kars1 6nemli koruma sagladiklar
kanitlanmigtir. Tedavi edilen grubun H&E'sinde, daha az sayida eozinofilik boyali néron,
belirgin ¢ekirdeklere sahip artan sayida saglikli néron ve hafif néronal toksisite gosterdigi tespit

edilmistir. Boylece tedavi edilen sicanlarin hipokampiislerinde A iiretiminin ve birikiminin
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azaldigim gostermislerdir. Vedagiri ve arkadaslar1 ise tedavi edilen si¢an dokularinda 61U
hiicrelerin azaldig1 ve daha fazla sayida saglikli hiicre oldugunu gdzlemlemistir. Yapilan bir
baska ¢alismada da AH'li sigan modelinde beyin dokulariin serebral kortekslerinde, kiigtilmiis
ndron, yogunlagmis piknotik ¢ekirdek ve dejenerasyona sahip alanlarin oldugu tespit edilmistir
(Vedagiri ve Thangarajan, 2016; Rahman ve ark., 2019; Almuhayawi ve ark., 2020). Bu tez
calismasinda da kontrol grubuna kiyasla hastalik ve PNF gruplarinin serebral korteks ve
hipokampal bdlgelerinde tedavi eksikligi sebebiyle AH kaynakli 6nemli niikleer piknoz,
dejenerasyon fokal eozinofilik plaklar ve intraselller ve perivaskiler 6dem kaydedilirken
tedavi gruplarinda bu hasarlar ortadan kalkmustir. Ozellikle CNPF grubunda beyin
hasarlarindaki onarimin arttig1 gézlemlenmistir.

Son yillarda AH patolojisinin anlagilmasinda yapilan ¢aligmalar sonrasinda hem guclu anti-Ap
hem de anti-tau aktivitesi gosteren bilesiklerin hastaligin tedavisinde daha etkili oldugu ortaya
cikmistir. Bu sebeple dogal biyoaktif bilesik olan CUR da bulyuk ilgi gormektedir. CUR;
antioksidan, antiinflamatuar ve antitimor olma gibi 6zelliklerinin yanisira yiiksek A afinitesi,
anti-B amiloidoz ve anti-tau Ozellikleri de gosterir. Ancak yapilan hayvan g¢aligmalarinda
beklenilen giiclii etki, CUR’un biyoyararlanimmin diisiik olusu ve KBB’den gecisinin zor
olmas1 sebebiyle goriilemedi. Bu sebeple bu c¢alismada, CUR’un zayif biyoyararlanimini,
KBB’den gegisini arttirmak ve beyne hedeflemek icin CUR PLGA/PEG nanopartikdllerin
icerisine enkapsiillenmistir ve bu partikiiller fiberlerin igerisine gomiiliip sublingual yoldan
uygulanarak biyoyararlanim ve beyne ulasan CUR miktar1 arttirilmaya ¢alisilmistir (Fan ve
ark., 2018). Yapilan immunohistokimyasal analiz H&E boyamasi sonucunda CNPF’nin
tedavideki etkinligi kanitlanmistir. Bu analiz, doku igerisindeki antijenlere spesifik olarak
baglanan antikorlar kullanilarak antijenlerin segi¢i olarak tanimlanmasi ilkesine dayanir. Bu
calismada da AH ile iliskili olan AP ve tau protein ekspresyonlar1 analiz edildi. Korteks ve
hipokampusteki AB ve tau protein ekspresyonlari hastalik ve PNF gruplarinda artarken tedavi
gruplarinda CUR ve DO’nun etkisiyle bu ekspresyonlarin azaldigi kanitlandi. Tedavi gruplari
kendi icerisinde kiyaslandiginda ise CNPF igerisindeki hedeflendirilmis CUR’un artan
biyoyararlanimi ile tedavide daha etkin oldugu bulundu. Yapilan literatiir arastirmasinda da A
ve tau protein ekspresyon seviyelerinin, hastalik gruplarinda AH patolojisinin varligtyla arttig1
tedavi gruplarinda ise iyilesen nérodejeneratif hasarlar sonucunda azaldig tespit edilmistir (Ali

ve ark., 2017; den Haan ve ark., 2018).
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AH’de AB’nin, amiloidojenik yolak Gzerinden APP’nin 3 ve y sekretaz enzimi tarafindan sirali
proteolitik bolinmesi veya AB'nin AB-degradasyon proteazlari tarafindan azalmis bozunmasina
bagl olarak asir1 tiretimi ve birikimi vardir. Bu birikim, 6zellikle hipokampUste ilerleyici
noritik hasara neden olur ve bdylece AH'de sinaptik fonksiyon ve hafiza bozukluguna neden
olur. Bu sebeple bu tez galismasinda yapilan hayvan deneyi sonucunda alinan beyin dokularimin
korteks ve hipokampuslerindeki APi-a2 seviyeleri dl¢iilmistiir ve birbirleriyle kiyaslanarak
uygulanan tedavilerin AH’de AP birikimi {izerine etkileri test edilmistir. Yapilan literatiir
taramasi sonrasinda da ABi-42 peptidlerinin ICV inflzyonunu takiben 8 haftalik siire boyunca
Linagliptin'in oral uygulanmasindan sonra hipokampustaki A miktar1 analiz edilmis ve APi-42
seviyelerinin hastalik grubuyla kiyaslandiginda tedavi edilen grupta onemli azalmalar
gosterdigi gorilmistir (Siddiqui ve ark., 2021). Bizim c¢alismamizda da bu verileri
dogrulayacak sonuglar elde edilmistir. Hastalik ve PNF gruplarinda Ai-42 seviyeleri kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir artis gosterirken tedavi gruplarindan 6zellikle CNPF grubunda senil
plaklarin seviyelerinin diismesi AH’nin patofizyolojisinde tedavinin ige yaradigini géstermistir.
Sonug olarak bu tez ¢alismasinda AH tedavisinin radikal tedavisini gelistirebilmek i¢in dogal
birlesik olan CUR’un AH {izerindeki etkilerinden yararlanarak sublingual uygulamaya uygun
yeni bir ilag tasiyict sistem gelistirilmistir. Boylece beyne indirekt hedeflendirilmis, yan etkileri

ve dozlama siklig1 azaltilmig yeni bir tedavi stratejisi literatiire katilmistir.
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