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OZET

Baysal, I. Alzheimer Hastalig: Tedavisinde Kullamilmak Uzere Donepezil Yiiklii
PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi1 ve Beyne Hedeflendirilmesi.
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Programm Doktora
Tezi, Ankara, 2015. Alzheimer hastaligi (AH), beynin hipokampiis ve korteks
bolgelerinde geri doniisiimsiiz ndron kaybi ile ortaya ¢ikan nodrodejeneratif bir
hastaliktir. Hastaligim molekiiler mekanizmasi agik olmamakla birlikte AH’nda,
neokorteksin ekstraseliiler sinaptik bosluklarinda amiloid beta (AP) proteinlerinin
birikerek plaklar olusturdugu ve néron dejenerasyonuna yol actigi 6ne siiriilmektedir.
Kolinesteraz inhibitorleri, AH’nda bozulan sinir iletimini diizeltmeyi amaglayan
semptomatik tedaviye yonelik bilesiklerdir. Donepezil, AH’nda klinik kullanimi
olan, tersinir ve non-kompetetif bir kolinesteraz inhibitoriidiir ve biitirilkolinesteraza
kiyasla asetilkolinesterazi (AKoE’1) daha 0zgiil olarak inhibe eder. Bu tez
kapsaminda AH tedavisine yonelik olarak; donepezilin yan etkilerini azaltmak ve
tedavi etkinligini artirmak i¢in donepezil yiiklii poli(laktik-ko-glikolik asit)-blok-
poli(etilen glikol) [PLGA-b-PEG] nanopartikiilleri gelistirilmis ve bu nanopartikiiller
dogrudan beyindeki AP fibrillerine hedeflenmistir. Donepezil AP fibrillerine
yonlendirildiginden doku dagilimi minimize edilmis, dogrudan AP fibrillerini
destabilize edecek konsantrasyonda beyne ulagsmasi saglanmistir. Ayrica insan beyin
mikrovaskiiler endotel hiicreleri ve astrositleri kullanilarak hiicre kiiltiirii ortaminda
kan beyin bariyeri modeli olusturulmus hazirlanan nanopartikiillerin kan beyin
bariyerini gectigi tespit edilmistir; donepezilin koruyucu etkisini degerlendirebilmek
adma da astrositlerden salinan ve noroenflamatuar siirecte rol oynayan sitokinlerin
ekspresyonlar1 protein ve gen diizeyinde belirlenmistir. Bu sonuclara gore fibrillerle
inkiibe edilen astrositlerde enflamasyona ait sitokinlerden IL-1pB, IL-6, GM-CSF,
TGF-B, MCP-1 ve TNF-a i¢in hem gen hem protein diizeyinde ekspresyon artigi
tespit edilmistir. Donepezil ve donepezil yiiklii nanopartikiil ile uyarilma sonucunda
ise bu sitokinlerden IL-1f, IL-6, GM-CSF ve TNF-a diizeylerinde anlamli azalma
hem gen ekspresyon diizeylerinde hem de protein diizeylerinde tespit edilirken TGF-
B, MCP-1 sitokinleri i¢in ise anlamli degisiklik saptanmamaistir. AB(25-35) peptidinin
intraserebroventrikiiler enjeksiyonu ile Alzheimer benzeri model olusturulmustur.
Tedavi siirecinin ardindan farmakolojik deneyler tamamlandiktan sonra siganlarin
beyin dokusu c¢ikarilarak homojenize edilmistir.  Hayvan beyin dokularmin
homojenize edilmesini takiben homojenatlarda asetilkolinesteraz aktivite tayini
yapitlmistir. Bu sonuglara goére AP(25-35) fibrilleri kullanilarak AH modeli
olusturulmus olan sican grubunda aktivitenin anlamli dl¢lide arttigi saptanmustir.
Donepezil yiiklii nanopartikiillerin donepezilden daha etkin davranarak aktiviteyi
anlamli sekilde inhibe ettigi saptanmistir. Bu sonuclardan yola ¢ikarak donepezil
yiiklii nanopartikiillerin AKoE aktivitesini inhibe etme gii¢lerinin donepezile oranla
daha fazla oldugu soéylenebilir. Bu da nanopartikiillerden donepezilin kontrollii
olarak salindiginin, etki siiresinin daha uzun olmasinin ve hedeflemenin basarili
olmasiin bir sonucu olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastalig1, donepezil, nanopartikil, in vitro, in vivo

Destekleyen Kuruluslar: TUBITAK (Proje No: 112T490) ve HUBAP Doktora Tez
Destekleme (TDK-2015-5468)
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ABSTRACT

Baysal, 1. Preparation and Brain Targeting of Donepezil Loaded PLGA-b-PEG
Nanoparticles for Treatment of Alzheimer’s Disease. Hacettepe University
Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Biochemistry, Ankara, 2015.
Alzheimer's disease (AD) is an irreversible and progressive neurodegenerative
disease, which is caused by irreversible loss of neurons in the hippocampus and
cortex regions of the brain. Although the molecular mechanism of the disease is still
unclear, the deposition of the amyloid beta (AB) proteins (senile plaques) in the
extracellular synaptic spaces of the neocortex is suggested to play a major role in
progress of AD. Cholinesterase inhibitors are compounds that are used for
symptomatic treatment of neuron transmission improvement in AD. Donepezil is a
reversible and non-competitive cholinesterase inhibitor that preferably inhibits
acetylcholinesterase compared to butyrylcholinesterase and is clinically used for
treatment of AD. In the frame of this thesis, we developed donepezil loaded poli
(laktic-co-glycolic acid)-block-poli (ethylen glycol) [PLGA-b-PEG] nanoparticles to
increase efficiency of treatment in AD and to reduced the side effects of donepezil
nanoparticles were directly targeted to the AP fibriles. By targeting donepezil to the
brain in sufficient concentration we destabilized AP fibrile formation and minimized
its tissue distrubition. Furthermore by setting up a blood brain barrier model in vitro,
using microvascular endothelial cells and astrocytes we determined that this prepared
nanoparticles passed across the blood brain barrier. In this set up we also evaluated
the protective effect of donepezil on astrocytes in neuroinflammation by assessing
cytokine expressions both in protein and gene levels. According to these results for
inflammation cytokines IL-1p, IL-6, GM-CSF, TGF-B, MCP-1 and TNF-q, increase
in both expression and protein levels was detected on astrocytes which were
incubated with amyloid fibrils. After free donepezil and donepezil loaded
nanoparticle administration to these stimulated astrocytes a significant decreased in
both gene expression and protein levels were detected for IL-1f, IL-6, GM-CSF and
TNF-a, whereas there were no significant changes observed for TGF-f3 and MCP-1.
In vivo Alzheimer model was created using intracerebroventricular injection of
AP(25-35) peptide. After the treatment period brain tissues of rats were removed and
homogenized. Following the homogenization of the brain tissues;
acetylcholinesterase activities were determined in each sample. According to the
results acetylcholinesterase activity of Alzheimer model rats achieved with icv
APB(25-35) injection were found to be significantly increased. Effect of donepezil
loaded nanoparticles in this animal model were found to be more effective than free
donepezil and significantly inhibited the acetylcholinesterase activity. Based on these
results, ability of donepezil loaded nanoparticles to inhibit acetylcholinesterase
activity is stronger than high dose free donepezil. The reason for this can be
attributed to the controlled release of donepezil, longer duration of action and
successful targetting of nanoparticles.

Keywords: Alzheimer’s Disease, donepezil, nanoparticle, in vitro, in vivo
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1. GIRIS

Alzheimer hastalig1 (AH), beynin hipokampiis ve korteks bolgelerinde geri
doniisiimsiiz ndron kaybi ile ortaya ¢ikan ndrodejeneratif bir hastaliktir. Hastaligin
molekiiler mekanizmasi a¢ik olmamakla birlikte AH’nda, neokorteksin ekstraseliiler
sinaptik bosluklarinda amiloid beta (AP) proteinlerinin birikerek plaklar olusturdugu
ve noron dejenerasyonuna yol actigi one siiriilmektedir (1). AH nda beyinin temporal
lobu, frontal ve paryetal kortekslerinde kolin asetil transferaz (KoAT) aktivitesinde
azalma goriildiigli; bu azalmanin Meynert bazal nukleusundaki kolinerjik ndron
kaybiyla uyumlu oldugu bildirilmektedir. Kolinesteraz inhibitorleri, AH’nda bozulan
sinir iletimini diizeltmeyi amaglayan semptomatik tedaviye yonelik bilesiklerdir.
AH’nda asetilkolinin (AKo’nin) kortikal aktivitesi diisiik oldugu i¢in, sinaptik
boslukta AKo’nin yikimmdan sorumlu olan asetilkolinesteraz (AKoE), baslica ilag
hedefini olusturur (2).

Donepezil, AH’nda klinik kullanimi olan, tersinir ve non-kompetetif bir
kolinesteraz inhibitoriidiir ve biitirilkolinesteraz (BuKoE)’a kiyasla AKoE’1 daha
ozgiil olarak inhibe eder. Periferal dokulardaki kolinesteraz iizerine belirgin etki
etmeden beyin kolinesterazinin net ve uzun siireli inhibisyonunu saglarken; in vivo
kosullarda beynin AKo icerigini artirir. Donepezilin ayn1 zamanda in vitro kosullarda
AP fibrillerini destabilize ettigi rapor edilmistir. Bunun yaninda donepezilin AH’nda
ortaya ¢ikan noroenflamasyon siirecine karst koruyucu etkili oldugu da
bildirilmektedir. Donepezil biitiin bu O6zelliklerinden otliri hem semptomatik
tedaviye uygun olusu hem de hastaligin mekanizmasina miidahalede bulunabilecek
ozellikleri nedeniyle AH tedavisi agisindan umut vaat etmektedir (3).
Donepezilin klinik kullanimindaki en biiyiik problem ise oral kullanimmma bagl
gbzlenen gastrointestinal sistem (GIS) yan etkilerdir. Ayrica her giin tekrarlanan
S5mg’lik dozlarda almmmasi gerekliliginden 6zellikle demansi olan Alzheimer
hastalarmda uyung problemi yasanmaktadir. Bunun yaninda son yillarda donepezilin
oral alindiginda biitiin dokulara yaygin bir sekilde dagildigi ve hizla metabolize
oldugu da gosterilmistir. Bu nedenle donepezil gibi bir¢ok ilacin terapotik etkileri
acisindan rasyonel bir yaklagimla hedef bolgeye tasinmasi dngoriilmektedir (4).

Bu sebeplerden 6tiirii bu tez kapsaminda, intravendz (iv) yolla uygulamaya

olanak verecek sekilde donepezili poli(laktik-ko-glikolik asit)-blok-poli(etilen glikol)



(PLGA-b-PEG) nanopartikiillerine yiiklemek, bu nanopartikiillerin
karakterizasyonunu ve optimizasyonunu yapmak, hazirlanan nanopartikiillerin
yiizeylerine anti-amiloid beta antikoru takarak dogrudan AP fibrillerine
hedeflenmelerini saglamak, AH’da olustugu bilinen AP fibrillerini in vitro kosullarda
ticari olarak satilan AP peptitlerinden olusturmak, bu fibrillerin olustugunu
gostermek ve s6z konusu PLGA-b-PEG nanopartikiilleri ile etkilesimini incelemek,
insan beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri (IBMEH’leri) ve astrositleri kullanilarak
hiicre kiiltiirii ortaminda kan beyin bariyeri (KBB) modeli olusturarak hazirlanan
nanopartikiillerin KBB’ni gectigini saptamak, hazirlanan nanopartikiillerin KBB’ni
asarak astrositlerden salman ve ndroenflamatuar siirecte yer alan sitokinlerin
ekspresyonlarini protein (ELISA ile) ve gen diizeyinde (gergek zamanli PCR ile)
nasil etkiledigini belirlemek ve son olarak donepezil yiiklii nanopartikiillerin tedavi
acisindan etkisini hayvan deneyleri ile saptamak amaglanmistir.

Bu tezde kapsaminda sonug olarak AH tedavisine yonelik olarak; yukarida
belirtildigi gibi ¢oklu etkiye sahip donepezilin yan etkilerini azaltmak ve tedavi
etkinligini artrmak i¢in donepezil yiikli PLGA-b-PEG nanopartikiilleri basariyla
gelistirilmis ve bu nanopartikiiller dogrudan beyindeki A fibrillerine hedeflenmistir.
Bu sekilde donepezil AP fibrillerine yonlendirileceginden doku dagilimi minimize
edilmis, dogrudan AP fibrillerini destabilize edecek konsantrasyonda beyne
ulastirilmast basariyla saglanmistir. Hazirlanan nanopartikiiller dogasi geregi uzun
stire etkili oldugundan ve iv uygulamaya uygun olduklarindan hem GIS yan etkilerin
hem de uyung probleminin 6niine gecilmesi saglanmaistir.

Ayrica IBMEH leri ve astrositleri kullanilarak hiicre kiiltiirii ortammda KBB
modeli olusturarak hazirlanan nanopartikiillerin KBB’ni gegtikleri saptanmus;
donepezilin koruyucu etkisini degerlendirebilmek adina da astrositlerden salinan ve
ndroenflamatuar siiregte rol oynayan sitokinlerin ekspresyonlar1 protein ve gen
diizeyinde belirlenmistir.

Donepezil yiiklii nanopartikiillerin tedavi agisindan etkisinin belirlenmesinde
Alzheimer olusturulmus siganlar kullanilmistir. Tedavi siirecinin ardindan sigcanlarin

beyin dokusu ¢ikarilarak beyin homojenatlarinda AKoE aktivite tayini yapilmistir.



2. GENEL BIiLGi

AH, geri doniisiimsiiz ilerleyici bir ndrodejeneratif hastaliktir. Bu hastalik,

konusmada, yon bulmada, karar vermede, diisiinmede ve yorumlamada zorluklar ve
hafiza kaybi ile karakterizedir. Kisilik ve davranis bozukluklarmin giderek artmasi
ile kendini gosterir. Hastalik ilk kez bir Alman tip doktoru olan Dr. Alois Alzheimer
tarafindan 1907 yilinda nedeni bilinmeyen mental bir hastaliktan 6len kadinin beyin
dokusunda yaptig1 otopsi ile tanimlanmustir (5).
AH’nm patogenezinde, beyinin 6zellikle temporal ve parietal loblarinda olmak iizere
neokorteksindeki ekstraseliiller sinaptik bosluklarmda AP proteinlerinin (senil
plaklarin) birikmesi ve norofibriller ag olusmasi biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu
plaklarin varlig1 ile tetiklenen ndrodejenerasyon, biligsel davranislar (6grenme,
soyutlama, yargi, vs.) ve hafizay1 etkiler. Bunun sonucunda da depresyon,
haliisinasyon, sanri, 6fke ve ajitasyon gibi davraniglar ortaya ¢ikar (6-11). Kisa
zamanlt hafiza kaybi ilk klinik belirtidir. Hastalik ilerledikge diger bilissel
ozelliklerde de kayiplar goriilmeye baslanir (12). Hastaligi klasik klinik 6zellikleri
amnezik bellek bozuklugu (13), konusmada bozukluklar (14) ve gorsel-uzamsal
bozukluklardir (15).

AH, 65 yasmin tizerindeki bireylerin %10’unu, 85 yas iizerindekilerin ise
%350’sini etkilemektedir (16). Kadinlarin AH na yakalanma olasilig1 erkeklere oranla
1.5 kat daha fazladir (17). AH nin diinya ¢apinda 15 milyon insani, ABD’nde 4.5
milyon kisiyi etkiledigi diisiiniilmektedir. 50 yil i¢cinde hastaligin tedavisi veya
onlenmesi ile ilgili gelismeler goz ardi edildiginde bu sayilarin popiilasyondaki yaslt

yiizdelerinin artmasi ile en az {i¢ katina ¢ikacagi diisiiniilmektedir (18).

2.1 AH’da Beyindeki Mikroskobik ve Makroskobik Degisiklikler

AH noropatolojik olarak, AP protein agregasyonunun neden oldugu
ekstraseliiler amiloid plak birikimi ve asir1 fosforlanmigs tau proteinlerinin
agregasyonu ile intraseliiler ndrofibriler aglar ile karakterizedir.

AH’da  olusan yapisal degisiklikler “pozitif” lezyonlar olarak
smiflandirilmiglardir. Bunlara plaklarin birikimi, norofibriler aglar, distrofik noritler,

serebral amiloid anjiyopatisi drnek verilebilir. Bunun disinda gelisen ndron kaybu,



ndritlerin ve sinapslarin degredasyonu ile baglantili olan siddetli atrofi ise “negatif”
lezyon olarak isimlendirilmektedir (19).

Senil plaklar ilk olarak Alzheimer tarafindan Bielchowsky silver boyamasi ile
demansli bir hastada gosterilmistir ve 1980’lerin baslarinda cogunlukla AP
peptidinden meydana geldigi belirlenmistir (20,21).

AH’nda AP ile dolu serebral plaklar, neokortikal terminal alandaki distrofik
noritler ve medial temporal lob yapisinda goze carpan norofibriler aglar 6nemli
patolojik bulgulardir. Bunlara ek olarak ndron ve ak maddenin kaybi, amiloid
anjiyopatisi, enflamasyon ve oksidatif hasar da gozlenebilir.

Norofibriler ag ve noropil iplikleri AH’ nin patolojik 6zelliklerindendir ve
sayilarindaki degisiklik yasa bagh degildir. Norofibriler aglarin ve ndropil
ipliklerinin olusumu, hastalikta gozlenen ilk degisikliklerdir. Bu degisiklikler
hastaligin olusmasi kadar gelismesi ve ilerlemesiyle de baglantilidir. Plaklar (A
birikimi ve/veya ndritik plaklar) ise hastaligin son safhasinda ortaya ¢ikmaktadir.
Norofibriler aglar ve ndropil iplikler, ilk olarak 6zgiin kortikal bolgelerde olusurlar
ve daha sonra serebrumun diger bdliimlerine yayilirlar. Bir evreleme prosediiriiniin
olusturulabilmesi i¢cin temel olarak lezyonlarin dagilim paterni ve yikici siirecin

kademeli gelisimi dikkate alinmalidir (22).

2.2.1. AH Patolojisi: Plaklar ve Ap

AP proteinin transmembran amiloid prekiirsor proteininin (APP), a-, B-, ve y-
sekretazlar ile ardisik olarak kesilmesi ile meydana gelir (23,24). APP, a-sekretaz ile
kesildiginde salgisal bir form olan (N)-terminal ektodomain (sAPPa) ve C-terminal
fragmenti (CTF) ortama salinir. APP bu sekilde kesildiginde, AP proteini olusmaz
(25). Bu yolaga “non-amiloidojenik™ yolak ad1 verilir. AB proteinin olugsmasina yol
acan “Amiloidojenik” yolakta ise APP, B-sekretaz ile N-terminalinden kesilir ve
¢Oziiniir N-terminal fragmenti (SAPPDb) ve kalan C-terminal bdlgesi (b-CTF) ortama
salmir. CTF ve b-CTF y-sekretaz ile transmembran bdlgeden kesilip sirasiyla p2
veya AP’nin salinmasma neden olur (Sekil 2.1). y-sekretaz ile kesim 40 veya 42.
amino asitte gerceklesir ve sirasiyla AP(1-40) veya AP(1-42) olusmasina neden olur.

Rezidularin yaklasik %901 AB(1-40)’dan meydana gelir. Ancak AB(1-42) formu ¢ok



daha toksiktir ve daha kolay agrege olur. Bu nedenle AB(1-42), amiloid plaklarda en
bol bulunan formdur.

Bu peptitlerin iiretimi, uzaklastirilmas: ve agregasyonu arasindaki dengede
olusan bozukluk, AB’nin birikmesine sebep olur. Bu durum ise AH’nin olugmasinda
bir baslangi¢ faktorii kabul edilir. Bu hipoteze amiloid hipotez ad1 verilir (26,27). A,
spontan bir sekilde agrege olarak diger formlarma doniisiir. Bu formlardan biri
oligomerlerden (2 den 6 peptide kadar) olusur ve bu oligomerler ise ara {iriin
topluluklarma doniigiirler (28,29). AB’lar ayn1 zamanda fibril haline doniisebilir ve
bunu AP plaklarin ¢oziinmeyen fiberleri olan B-pileli yapiya doniiserek
gerceklestirirler.

(Coziinebilen oligomerler ve amiloidlerin ara iirtinleri, AB’nin en norotoksik
formlarindandir (30). Beyin kesitlerinde yapilan c¢alismalarda, AB’nin dimer ve
trimerlerinin  sinapslara karst toksik oldugu saptanmustir (31,32). AH’ndaki
kavramsal bozukluklarin ciddiyeti beyindeki total oligomer miktar1 ile koreledir,
fakat total AP yiki ile korele degildir (33). Noron aktivasyonu sinapslardaki AP
sekresyonunu hizli bir sekilde artirir, bu islem ndrotransmitter igeren vezikiillerin
normal salinimi ile baglantihidir. Fizyolojik diizeydeki AP, eksidatdr iletinin gliclinii
azaltip, ndronlarin hiperaktivitesini engelleyebilir (34).

Postmortem insan beyninde yapilan kesitsel caligmalarda, senil plaklarin
hastaligin ilk evrelerinde ortaya ¢iktig1 ve neokorteksten baglayarak allokortekse
ilerledigi, daha sonra ise diensefalon, striatum ve basal Onbeyin kolinerjik
cekirdegine ve sonunda serebelluma ulastigi goriilmiistiir (35).

Yogun plaklar beyin parankima etrafinda toksiktir ve sinaps fonksiyon
bozuklugu ve kaybi gibi ¢esitli olaylara neden olur. Plaklarin etrafinda bulunan
bircok noritte sismis, distrofik bir morfoloji ve fosforillenmis-tau agregatlari ve
bozulmus hiicresel tasmnmadan dolay1 ¢esitli hiicresel yapilarin birikimi meydana
gelmektedir (19,36).

AP’nin beyindeki parankimal birikmesi disinda serebral damarlarda da birikir
(37). Amiloid birikimi ilk 6nce serebrum etrafini saran arteriyollerde olusmaya baglar
ve daha sonra beynin diger bolgelerindeki kortikol arteriyollere, kilcal damarlara ve

damarlar yayilir (38). Bu vaskiiler AP birikimi serebral amiloid anjiyopatisine neden



olur. Bunlara ek olarak A birikintileri olfaktdr bulblarinda bulunur ve bunun devami

olarak olfaktor korteks ve hipokampiiste birikim olusmaya baslar (39).
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Sekil 2.1. AP peptitlerin olusumunun sematik gosterimi (40). BAKE-1: B-bdlgesi
APP-kesici enzim, GFI: Glikozilfosfatidilinozitol, AIHO: Aktivasyonla

indiiklenen hiicre dlimdu.

2.2.2. AH Patolojisi: Tau Proteinleri

Plaklarm, bozulmus norit morfolojisi, gliozis ve oksidatif stres ile iliskili
oldugu bilinirken, ndrofibriler aglarin noropiller iizerinde ne tiir etkileri oldugu
hakkinda bilgiler kisitlidir. Norofibriler aglar ve noropil iplikgileri, agregasyonu
ugramis tau proteinlerinden meydana gelmektedir. tau, aksonlarda ¢ok miktarda
bulunan ve mikrotiibiillerin stabilizasyonunu saglayan mikrotiibiil baglayict
proteindir (41). AH’nin gelisimi sirasinda tau hiperfosforile olur, mikrotiibiillerden

ayrilir ve cift sarmal filamentler ve diiz filamentler halinde somatodendritik



kompartmanda birikmeye baglar (1). Aglarin birikimi hiyerarsik bir sekilde ilk olarak
entorinal kortekste baslayip daha sonra hipokampal formasyon ve ilgili kortekse

dogru ilerler ve sadece hastaligin son asamalarinda primer duyu alanlarini etkilemeye
baslar (Sekil 2.2)(42,43).
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Sekil 2.2. Hiperfosforile olmus, mikrotiibiillere karst olan afinitesini kaybetmis ve
kendi kendilerine ¢ift sarmal yapiya doniismiis tau proteinleri (44). GSK: Glikojen
sentaz kinaz, SBK: Siklin bagimli kinaz.

Tipk1 AP oligomerleri gibi anormal tau molekiillerinin ara {irlin agregatlar1 da
sitotoksiktir ve hafizay1 etkiler (45,46). Coziinmeyen helikal filamentler ise etkisizdir
(47). Bu helikal filamentlerin, toksik tau ara iiriin tiirlerini tuttugu icin koruyucu
olduklar1 diisiiniilmektedir (48). Parkinson hastaliginda goriilen frontotemporal

demansta, 17. Kromozom fiizerinde 30’dan fazla tau mutasyonu goézlenmistir (49).



Buna kars1 AH’nda tau mutasyonlar1 olugsmamaktadir (50). Ancak serebrospinal sivi
icerisindeki fosforile olmus tau ve total tau miktarlarmin artmasi ile kavramsal
incelemelerde alinan skorlarin diistiigii gézlenmistir (51). Kavramsal bozukluklar1 az
olan Alzheimer hastalarinin erken teshisinde, T181 ve T231 fosfo tau amino asit
diizeylerindeki artisin ve serebrospinal sividaki toplam tau miktarinin biyobelirteg
olarak  kullanilabilecegi  disilinlilmiistiir  (52). Yapilan c¢aligmalarda tau
agregasyonunun Af birikimine oncii oldugu gosterilmistir (53). Buna ek olarak AP
tarafindan uyarilmis noron kiiltiirlerinin dejenerasyonu ve Alzheimer hastasi olan
farelerdeki kavramsal bozukluklarin olusabilmesi icin endojen tau’ya ihtiyag
duyuldugu gosterilmistir (54). Yaslanma ile dogru orantili olarak oksidatif stresin
artmasi, endoplazmik retikulumun katlanma fonksiyonlarmnin zarar gérmesi sonucu
olusan bozulmus proteinler ve bu proteinlerin temizlenmesinde proteozomun

yetersizligi, AH’nda AP ve tau proteinlerinin birikimini artirmaktadir (55,56).

2.2.3. AH Patolojisi: Sinaptik Bozulma

Yapilan ¢alismalarda, AH’ndaki sinaptik kaybin biligsel bozukluklarla en
uyumlu patoloji oldugu gosterilmistir. AH’nin tedavisinde, ilerlemesinin
yavaglatilmasinda ve biligsel-fonksiyonel yeteneklerin korunmasinda, hastaligin
erken evrelerinde olusan sinaptik fonksiyon kayb1 ve bozuklugu 6nemli bir hedeftir.
Bircok c¢aligmada Alzheimer hastalarmin beyinlerinin ¢esitli bdlgelerinde sinaps
yogunlugunun azaldigi gosterilmistir (57). Biligsel bozuklugu minimal olan
hastalarda ilk olarak hipokampal sinapslar azalmaya baslar ve bu demansin
baslangici olan kisith kavramsal bozuklularin olusmasma neden olur (58). AH’nin
baslangicinda, presinaptik vezikiil proteini olan sinaptofisinde %25 oraninda azalma
goriliir (59). Hastaligin ilerlemesi ile beraber sinapslar, noronlara oranla daha fazla
miktarda azalma gosterir. Bu kayiplarin, demansin gelismesi ile ilgili oldugu
diistiniilmektedir (60). Yaslanmanin kendisi de sinaptik kayiplara neden olur (61) ve
yaslanmadan 6zellikle hipokampiisiin dentat bolgesi etkilenir (62). Tek uyarilarin
bazal iletimi ve uzun siireli potansiyelizasyonu, sinapslardaki hafiza olusumunun
deneysel gostergesidir. Plak yapisina sahip AH olan farelerin beyin kesitlerinde
bunun bozuldugu gosterilmistir (63,64). Bu bozulmanin devaminda hafiza i¢in

onemli olan sinyal molekiilleri inhibe olmaktadir. Presinaptik norotransmitter ve



postsinaptik glutamat reseptdrlerinden iyon akimiin (65,66) bozulmasi, genel olarak
N-metil-D-aspartat (NMDA) yiizey reseptorleri (67) ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-
4-izokzole propionik asidin yiizey reseptdrlerinin endositozu ile olusmaktadir (68).
Normal yaglanmada da sinapslar arasindaki dengede bozulma gergeklesir. Noronlar
aras1 AP, bu sinaptik bozulmalar1 daha 6nceden tetikleyebilir (69).

Son caligmalarda, ndron biiylime faktorii ve beyin-tiirevli ndtrofik faktor gibi
noropillerin, noronlarda sinaptik esnekligi diizenleyen koruma faktdrleri oldugu
gosterilmistir (70).

Sinaptik fonksiyon bozuklugu, AH’nda erken goriilen bir olaydir ve néron
kaybindan 6nce goriiliir. Bu sasirtici degildir ¢linkii dendritler, ndron yiizey alaninin
genis bir kismini olustururlar. Govdeden uzaklig1 nedeniyle sinaptik bolge, hiicre ici
sinyalizasyonu ve aksonal iletisimi bozan islemlere kars1 kismen savunmasiz olabilir.
Bu durum dejeneratif bunamalarda goriiliir. Sinaptik bozuklukta, sinaptik
proteinlerin ve membran lipidlerinin kaybi, vezikiiler fonksiyonun bozulmasi ve
esneklik fonksiyonlarmin kaybi gibi c¢esitli mekanizmalar rol oynar. AH’nin
patofizyolojisinde, oksidatif stresin rolii oldugu bilinmektedir ve serbest radikallerin

birikimi beyinde agir1 lipid peroksidasyonuna ve noron kaybina yol agabilir (57).
2.3. AH’nin Etiyolojisi

AH iki ana tipten meydana gelir. Erken baslangicl tip veya presenile AH ve
ge¢ baglangich tip veya sporadik AH olarak isimlendirilir. Erken baslangicli tip
olarak isimlendirilen hastalarda ilk semptomlar 65 yasinda Once gerceklesmeye
baslar. Erken baslangicl tip diinya ¢apindaki Alzheimer hastalarinin %5’ini olusturur
ve genellikle genetik mutasyonlar sonucu meydana gelir (71). 21. Kromozomda
bulunan APP genindeki ¢esitli mutasyonlar, 12. Kromozomda bulunan presenilin 1
(PST1)’de ¢esitli mutasyonlar, 1. kromozomda bulunan presenilin 2(PS2)’de cesitli
mutasyonlar otozomal-dominant olarak kalitilir (72). PS1 ve PS2 mutasyonlar1 y-
sekretaz aktivitesini artirarak agrege olabilme kabiliyeti yliksek AP(1-42) peptidinin
dretimini artirirlar. Bu da 40 yasidan once goriilen AH’nin en agresif formuna
neden olur. Ancak APP, PS1 ve PS2’deki mutasyonlar erken baglangicli tipin
%30’unu  olusturur. Erken baslangighh tipi olusturan diger mutasyonlar

bilinmemektedir (73).
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Geg baglangicli AH tipi, hastalarin %95’ini olusturur. Geg baslangiclh tip i¢in
kesin nedenler hala tam olarak bilinmemektedir. AH nin gelisimine neden olan
bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir. Ancak bilinen en 6nemli faktor yaslanmaktir (74).
Diger risk faktorleri sigara, beslenme sekli, hipertansiyon, kalp hastaligi,
hiperkolesterolemi ve diabetes mellitusu igerir (75,76). Ge¢ baslangich tipte risk
faktorii olarak tanimlanan tek gen apolipoprotein E (apoE) olarak isimlendirilen
kolesterol tasima proteininin &4 allelidir (77,78).

ApoE, 3 izoformu bulunan 34-kDa’luk kolesterol tagima glikoproteinidir.
Izorformlar1 apoE-g2,-€3 ve —e4’diir. ApoE en fazla karacigerde sentezlenir ve
karacigerden sonra en fazla sentezlendigi organ beyindir. Beyinde temel olarak
astrositlerden ve az miktarda mikroglialardan sentezlenir (79,80). Ayrica
astrositlerden ¢ok daha az miktarda noronlar da c¢esitli kosullarda apoE sentezlerler
(81,82). Genetik epidemiyoloji ¢aligmalarinda en genel form olan €3 ekspresyonu ile
karsilagtirildiginda, bir apoE-¢4 allelinin kalitilmas1 AH nin gelisimine yonelik risk
faktoriinii 2-5 kat, iki €4 allelinin kalitilmasi ise risk faktoriinii 4-10 kat artirir (83).
E4 allel ayrica AH baglangicinda yaglanma ile iligkilendirilmektedir (84). Bunun
aksine €2 allelinin kalittm1 AH patogenezine kars1 korur (85).

ApoE bir hasar sonucunda ndron korumas: saglamak veya hasarli néronu
tedavi etmek i¢in lretilir ve membrana kolesterol tagir. Ancak apoE4 bu siyal
stirecinde ndronlar arasi1 proteolize duyarli oldugu icin digerlerine gore daha az
etkilidir (86). Kolesterol tasima kapasitesi disinda apoE, AB’y1 baglayarak daha
kararli bir form olusturur ve bu sekilde AB’y1 beyinden periferlere tagimayabilir.
Yapilan bir ¢alismada AP’nin aktif bir sekilde beyinden kana olan bu tasima
verimliliginin apoE4’de digerlerine gore ¢ok daha az oldugu gdsterilmistir (87).
ApoE4-AB kompleksi diger ApoE’lere oranla, lipoprotein reseptor ilgili protein 1 ve
cok diisikk yogunluklu lipoprotein reseptorleri ile daha az ortadan kaldirilirlar
(88,89). Bu da insan apoE4 sentezleyen farelerde insan apoE3 sentezleyen farelere

gore daha fazla AP birikimi oldugunu agiklayabilir (90).



11

2.4. AH’nda Enflamasyonun Rolii

AH’ndaki enflamatuar siiregte gorev alan temel faktorler mikroglialar,
astrositler, néronlar ve beyindeki homeostaz ve fonksiyonlarda kritik rol oyanayan

diger hiicresel bilesenlerdir (91).
2.4.1. Mikroglialar

Mikroglialar, noronlar ve ndronlarin merkezi sinir sistemindeki (MSS’ndeki)
fonksiyonlarmi koruyan, destekleyen ve MSS’nin endojen immiin cevabmni kontrol
eden hiicrelerdir. Mikroglialar genel olarak mezodermal tiirevli makrofajlardan (92)
meydana gelirler ve major histokompatibilite kompleksi tip II (MHK II), pro-
enflamatuar sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen tiirleri ve komplementer
proteinleri eksprese ederler (93).

Mikroglialar, AR ve norit plaklar gibi patolojik lezyonlara kars1 olusturulan
hiicresel cevapta merkezi bir rol oynarlar (94). AP, mikroglialar1 etkileyerek aktive
olmalarma neden olur ve mikroglilar beyindeki AP birikintilerinin etrafinda
kiimelesmeye baglarlar. Mikroglialarm Af’ya maruz kalmalari, mikroglialarin
aktivasyonuna neden olur ve bunun sonucunda hiicre ylizeyinde MHK II artis1 ile
beraber pro-enflamatuar sitokinler inlerlokin 18 (IL-1pB), interlokin 6 (IL-6), timor
nekroz faktorii o (TNF-a) ve kemokinler interlokin 8 (IL-8), makrofaj enflamatuar
protein 1o, monosit kemoatraktan protein-1’in salimlarinda miktar artig1 gergeklesir
(95). Ap’nin ortamda bulunmasi ile makrofajlar, kemokinlerin gii¢lendirilmesi i¢in
periferal dolasimdan KBB’ne geger ve bu sekilde eflamatuar yiikiin artisina neden
olurlar (96). Mikroglialarin aktive olmasina neden olan bir diger AP potansiyel
mekanizmasi ise geligmis glikasyon sonug proteinleri ve makrofaj koloni-stimiile
edici faktor (M-CSF) reseptorleri araciligi ile gerceklesir. Bu reseptorler AR y1 baglar
ve hiicresel aktivasyona neden olacak sinyallerin olugsmasina neden olurlar. M-
CSF’lin kendisi mikroglial kemotaksi, proliferasyonu indiikler ve hiicre hayatta
kalimmi artiran makrofaj temizleyici reseptor ekspresyonunu artirir (97).

Genomik diizeyde de incelendiginde, AH ile iliskili enflamasyonda bulunan
transkripsiyon faktorlerinin, Alzheimer hastlarinin beyninde bulundugu gézlenmistir.
C/EBP ailesine ait transkripsiyon faktorleri proteinlerinden biri olan C/EBP-f’nin

mikroglialar tarafinda eksprese edildigi goriilmiistiir ve bu proteinin IL-6, interlokin
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la (IL-1a), IL-1P, IL-8, TNF-a, graniilasit koloni stimiile edici faktor, indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz, lizozom, hemopeksin, haptoglobiilin , al-asit glikoprotein, serum
Al, A2, A3, komplementer C3 ve C-reaktif protein gibi ¢esitli enflamatuar aract
proteinlerinin regiilasyonunda gorev aldig1 gosterilmis (98) ve ayrica ekpresyonunun
AH olan ve olmayan korteks ile karsilastirildiginda, AH olan kortekste onemli

derecede artig gdsterdigi saptanmstir (99).

2.4.2. Astrositler

Astrositler beyinde en fazla bulunan hiicrelerdir. Fonksiyonel kapasitleri
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak astrositlerin beyindeki bag dokusu ve
iskelet fonksiyonlar1 ile iliskili oldugu bilinmektedir. Astrositler, ndronlarin
aktivitelerini etkileyerek veya kontrol ederek, ndronlarin sinapslardaki fonksiyonel
biitiinliigliniin korunmasimi sagladig1 ve beyin fonksiyonlarinda aktif rol oynadigi
diistiniilmektedir. Beyin hasar gordiigiinde astrositlerin iyilesme siirecine glial yara
dokusu olusturarak yanit verdikleri diisiiniilmektedir.

AH ile iligkili enflamasyon siirecinde astrositlerin roliiniin belirlenmesi giictiir
ancak AH’nda senil plaklarin reaktif astrositlerle baglantili oldugu ve AP
birikintilerinin etrafinda astrosit kiimelerinin bulundugu bilinmektedir (100). Bu
astrositlerin interlokinler, prostoglandinler, 16kotrienler, tromboksanlar, koagiilasyon
faktorleri, komplementer faktorler, proteazlar, proteaz inhibitorleri gibi cesitli pro-
enflamatuar molekiillerin salimma mikroglialara benzer sekilde neden oldugu

gosterilmistir (Tablo 2.1) (101).
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Tablo 2.1. AH’nda mikroglialar ve astrositler tarafinda salgilanan molekiiller ve

urinler.

Mikroglialar

Astrositler

Komplementer Proteinler

Komplementer Proteinler

Komplementer Inhibitdrler

Komplementer Inhibitdrler

AB

AB

Sitokinler ve Kemokinler

Sitokinler ve Kemokinler

IL-1 IL-1
TNF-a TNF-a
IL-6 IL-6
IL-8 IL-8
MIP-1 S100
Reaktif Oksijen Tiirleri COX-2
MCH II

AH’na sahip beyin dokusunun elektron mikroskobu ile incelenmesi
astrositlerin islevinde AP varligini ortaya ¢ikarmistir (102). Bu sonug, astrositlerin
AP sentezi veya fagositozu ile iliskili oldugunu diistindiirmiistiir. Baska bir ¢alismada
astrositlerle iliskili AP graniillerden meydana gelmis yeni bir tip difiize plak
belirlenmis ve bu sonu¢ dogrultusunda astrositlerin Af {iretimi yerine fagositozunda
gorev aldig1 disiiniilmiistiir (103). Baska bir ¢aligmada fare astrositleri ile AP
degredasyonu in vito ve in situ ortamda gosterilmistir (104). Bu sonuglar
dogrultusunda AP birikintileri etrafinda kiimelesen astrositlerin AB’y1 aktif
fagositoza ugrattigint gostermistir. Senil plaklarin olusumunun ¢esitli asamalarinda
iic boyutlu olarak yeniden olusturmasi ile plak olusumunda mikroglial hiicrelerin en
onemli faktor, astrositlerin ise plak degredasyonunda en onemli faktdr oldugu
gorilmiistiir (105).

Astrositler, AP ile aktive edilip kemokin, sitokin ve ndronlarin hasarina yol
acacak reaktif oksijen tiirlerini salgilayabilmektedir (106). Astrositlerden salinan
kemokinler, mikroglialar1 etkilemekte ve bunun sonucunda néron hasarina katkisi

olan pro-enflamatuar iirlinler daha ileri seviyede eksprese olmaktadir.
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2.4.3. Noronlar

Noronlar, AH’ndaki enflamatuar siirece enflamatuar iiriinlerin iiretilmesi ile
katilmaktadirlar. Noronlarim IL-1 (107), IL-6 (108) ve TNF-a (109) gibi c¢esitli
sitokinleri iiretebildikleri bilinmektedir. Noronlar tarafindan iiretilen bu pro-
enflamatuar tiriinlerin, enflamatuar siireci daha ileri bir hale getirdigi ve ortamin bu
sekilde kotiilesmesinin sonucun olarak ndron toksisitesi ve Oliimiiniin olustugu

diisiiniilmektedir.

2.5. AH’nin Molekiiler Mekanizmasi

Hastaligin molekiiler mekanizmasinin agiklanmasinda iki temel hipotez

ortaya konulmustur: “Kolinerjik hipotez” ve “amiloid selale hipotezi” (Sekil 2.3).

AH PATOGENEZI

v

Amiloid Selale Hipotezi

intraseliiler NFA birikimi

Y

Kolinerjik Hipotez

KoAT'de azalma

Ekstraselller AB birikimi R asalia

\ 4 \
Ca*2 homoestasisinin
bozulmasi
Serbest radikal Gretimi
Eksitotoksisite
Enflamasyon

Asetilkolin
norotransmitter
dizeylerinde azalma

y A

Sinir iletiminde

Néron Hasari
bozulma

Sekil 2.3. AH’nin molekiiler mekanizmasma iliskin temel hipotezler. NFA:

Norofibriler ag, KoAT: Kolin asetil transferaz, AKo: Asetilkolin

1. Kolinerjik hipotez, AH ile baglantili bilissel, hareketsel ve davranigsal fonksiyon
bozukluklarina, kolinerjik sinaps boyunca ndéron uyariminin eksikliginin neden

oldugu temeline dayandirilmstur.
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2. Amiloid selale hipotezi ise AH’yi, beyindeki APP’nin normal olmayan bir sekilde
kesime ugramasi sonucu AP tiirevlerinin olusumu, agregasyonu, depolanmasi ve
toksisitesiyle tetiklenen noérodejenerasyon ile agiklamaktadwr (8). Son yillarda
gergeklestirilen molekiiler genetik ¢alismalar, amiloid selale hipotezini biiyiik dlgiide

desteklemektedir (9).

2.5.1. Amiloid Selale Hipotezi

Amiloid selale hipotezinde AH’nda goézlenen nodrodejeneratif olaylarin,
beyindeki APP’nin normal olmayan bir sekilde kesime ugramasiyla ortaya ¢ikan A}
peptidler tarafindan tetiklendigi ve hastaligin ilerlemesinde bu peptidlerin
agregasyonu, depolanmasi ve toksisitesinin dnemli rol oynadigi kabul edilmektedir
(8). Bu hipotez, son yillarda gerceklestirilen molekiiler ve genetik ¢aligmalarla biiyiik
Ol¢iide desteklenmektedir (9) (Sekil 2.4.).

Amiloid Plaklar /

Protoﬁbi"“e‘
[ ~ *Pro-enflamatuar sitokinlerin artit
| '\\‘ *Noron hasart
\
*Sinaps kaybt Aktive olmus
AB Dlmerlen < Tau hiperfosforilasyonu Mikroglialar

*Glutamal almimin bozulmast

PrekiirsOr protein H H o=

AP Monomerleri

Amiloid

B-sekretaz \ g \
*Sinaps kaybt \ *Azalmus oksijen/besin kaynaklar

*Den dyurg Kaybt

\ ~N
y-sekretaz 5 . AP Trimerleti " \

/l‘

Fibriler Olmayan"‘
~_AB Agregatlar

Sekil 2.4. Amiloid selale hipotezinin sematik gosterimi (110)

APP, hidrofobik bir amino-terminal hiicre dig1 kisim, hidrofobik varsayilan
tek bir transmembran kisim ve kiigiik bir karboksi-terminal sitoplazmik kisim igeren,
her yerde bulunabilen 770 kalintil1 glikolize bir transmembran proteindir (34). APP,
AH’de noritik plaklarda bulunan A peptidinin kaynagidir.
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APP iki yolak ile metabolize olmaktadir. Non-amiloidojenik yolakta
membrana bagli proteaz aktivitesi (a-sekretaz) ile APP, AP kismindan kesilir ve
APP’nin hiicre diginda birikmesini engellenir. a-sekretazin metabolizmasi, protein
kinaz C ile iliskili bir¢ok hiicre ylizey reseptdrii tarafindan stimiile edilebilir. Bu
sekilde bu metabolizma, fosfotidilinositol hidrolizi ile baglantili olur (111).

Amiloidojenik yolak ise ardigik iki kesim iglemini igerir. APP ilk olarak -
sekretaz ile kesilir ve membrana bagli 99 amino asit kalintili C-terminal ucu (C99)
olusur. Bu daha sonra transmembran kisimda y-sekretaz tarafindan kesilir ve AB’y1
ortama verir. Heterojen C terminalinde v-sekretaz tarafindan gerceklestirilen
proteoliz sonucunda iki tane C-terminalli varyant (AB(1-40) ve AP(1-42)) olusur.
Olusan AP’larin yaklasik olarak %90°1 AB(1-40)’dr, fakat AP(1-42) agrege olmaya
daha uygundur ve amiloid birikiminin temel bilesenidir (111,112). Olusan AB’lerin
amiloid fibrillere spontan agregasyonu konsantrasyon bagimlidir; dolayisiyla beyin
interstisiyel sivisindaki ekstraseliiler olarak bulunan AP konsantrasyonunu regiile
eden mekanizmalar amiloid plak olusumu agisindan énemlidir. AR’ nin steady-state
(yatiskin) diizeyi, liretimi ve yikimi arasindaki dengenin korunmasiyla saglanir.
Genellikle ailesel AH’deki mutasyonlarin AP’nin fazla iiretimi yoniinde dengeyi
kaydirdigr bilinmektedir. Buna karsmn hastaligin sporadik formlarinmn Af’nin
temizlenme mekanizmalarinda meydana gelen bozulma ile ortaya ¢iktig1 One
stiriilmektedir.

Beyinden AB’nin temizlenmesi birgok degisik yol ile gergeklestirilir. Bunlar
arasinda, reseptOr aracili seliiler alim, KBB’den tasinim, mikroglial fagositoz (95) ve
AP’nin enzim bagimli proteolitik yikimi (113-115) prosesleri yer almaktadir.

Alzheimer hastalarinda hastalikla iliski olabilecegi diisiiniilen bazi genler
tanimlanmis; AH’de ortaya ¢ikan biyokimyasal degisikliklerle bu anormal gen ve
gen Uriinleri iliskilendirilmistir. AH’nin patofiziyolojisinde en az dort gendeki
mutasyonlarin Oonem tastyabilecegi disiiniilmektedir. Bunlar, 21. kromozom
iizerindeki APP geninin mutasyona ugramasi (116), 19. kromozom {izerindeki
apolipoprotein E’nin polimorfizime ugramasi (77), 14. ve 1. kromozomlardaki
sirastyla PS1’in ve PS2’nin mutasyonudur (117,118). AH’nin erken evrelerindeki
bircok hastada tanimlanan AP iiretimindeki artista, hem 21. kromozomdaki APP

geninin hem de presenilin geninin mutasyonunun etkili oldugu gosterilmistir.
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Membrana bagli APP ile tiirevlenmis bu protein, iki belirgin yol ile {iretilebilir: (1)
AP peptidini olusturan amiloidojenik yolak ve (i) AP peptidini olugmasini
engelleyen non-amiloidojenik yolak (APP’nin salgilanan formu olan sAPPa bu
yolakta iiretilir). Amiloid selale hipotezini savunan bilim adamlari, uzun amiloid
peptit olan AP(1-42)’nin iiretiminin artmasi ile amiloid plaklarm olustugunu

bildirmektedirler (119).

2.5.2. Kolinerjik Hipotez

Alzheimer hastalarinin  beyninde, etkili 6grenmede Onemli rolii olan
norotrasmitterlerden AKo diizeyinde eksiklik saptanmis (2) ve bu veri, “kolinerjik
hipotez”in olusmasina yol agmistir. Bu hipotez, AH ile baglantili biligsel, hareketsel
ve davranigsal fonksiyon bozukluklarina, kolinerjik sinaps boyunca ndron uyariminin
eksikliginin neden oldugu temeline dayandirilmistir. Merkezi kolinerjik iletimin,
bazal Onbeyin c¢ekirdeginin yikimi nedeniyle eksik olmasi AH’nin patolojisi
acisindan Onemlidir. AH’nin ilerlemesi sirasinda nikotinik reseptorlerin sayica
azaldig1 gozlenmistir ki bu reseptorlerin, hafiza ve biligsel bozukluklarda rol
oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir (2). Son caligmalar, AH patogenezinde
gozlenen bilissel bozukluklar ile bazal 6nbeyin kolinerjik sistem bozuklugunun
iliskisi oldugunu; AP fibril birikiminin reseptdr sinyalizasyonunu keserek veya
ndrotransmitter salmimini engelleyerek kolinerjik haberlesmeyi olumsuz etkiledigini
gostermistir (120). AH’de beyinin temporal lobu, frontal ve paryetal kortekslerinde
KoAT aktivitesinde azalma goriildiigli; bu azalmanin Meynert bazal nukleusundaki
kolinerjik noéron kaybiyla uyumlu oldugu bildirilmistir (121,122). Hastaligmn ileri
safhalarinda biitirilkolinesteraz (BuKoE) aktivitesinin de arttig1 gosterilmis; BuKoE

inhibitorlerinin kullaniminin AH gelisimini yavaglatabilecegi one siirtiilmustiir (123).

2.6. AH’da Tedavi Stratejileri

AH bir ylizyildir bilinmesine ragmen hastaligin tedavisi icin Amerikan ilag ve
gida dairesi (FDA) tarafindan sadece dort kolinesteraz inhibitorii ve memantin onay
almistir. Bu ilaglar hastaligin ilerleyisini degil sadece semptomlarmni tedavi

etmektedir. Bu nedenle hastaligin modifiye edilmesi ile ilgili tedavi ydntemleri
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popiiler hale gelmistir. Hastaligin patogenezinde bircok mekanizma bulundugu igin

etkili bir tedavi yontemi gelistirmek zordur.
AH i¢in gelistirilen terapotik stratejiler;

1. Sinir iletimi modiilasyonu
= Kolinesteraz inhibitorleri
= NMDA reseptor antagonistleri
* GABAerjik modiilasyonu
= Seratonin reseptdr modiilasyonu
» Histaminerjik modiilasyon
* Adenozin reseptdr modiilasyonu
2. Tau temelli tedavi stratejiler
= Tau fosforilasyon inhibisyonu
=  Mikrotiibiil stabilizasyonu
» Tau oligomerizasyonunun bloklanmast
* Tau degredasyonunun desteklenmesi
= Tau temelli immiinoterapiler
3. Amiloid temelli tedavi stratejiler
= Sekretaz enzimlerinin modiilasyonu
* Amiloid taginmasi
* Amiloid agregasyonunun engellenmesi
* Amiloidlerin temizlenmesinin desteklenmesi
=  Amiloid temelli immiinoterapiler
4. Intraseliiler sinyal yolaklarinm modiilasyonu
5. Oksidatif stresin azaltilmasi
= Ekzojen antioksidan destegi
* Endojen korunmanin artirilmast
Mitokondri hedefli tedavi
Hiicresel kalsiyum (Ca**) homeostazimnin modiilasyonu

Anti-enflamatuar tedavi

A S

Diger tedaviler

= Gonadotropin destegi
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* Lipid modifiye edici ilaglar — Statinler
= Biiylime faktorii destegi

= Metal selasyonu

= Epigenetik modiilasyon

= Kaspaz inhibitorleri

= Nitrik oksit sentez modiilasyonu

= Niikleik asit ilaclar1

»  (Cok-hedefli ligandlar

2.6.1. Sinir Iletiminin Modiilasyonu

Kolinerjik néronlar AH’ nin patolojisinde temel sinir iletim sistemidir ve ayni
zamanda dnbeyindeki kolinerjik kayip da hastalikta bilinen 6nemli bir patolojidir. Bu
ndronlar, kortikal aktivite, serebral kan akisi, biligsel modiilasyon, 6grenme, gorev ve
hafiza temelli aktiviteler, serebral korteksin gelisimi, uyuma-uyanma siklusunu
kontrol ederler (124,125).

AH’da kolinerjik sistemlerdeki fonksiyon bozukluklar1 ¢esitli seviyelerde
gerceklesir. Ornek olarak, KoAT aktivitesinin azalmasi, kolin alimmm azalmast,
AKo sentezinin azalmasi (126) ve AKo reseptér miktarinin degisiklige ugramasi
(127) verilebilir. Glutamat, beynin hipokampal ve neokortikal bdlgelerindeki primer
eksitator norotransmitterdir ve biligsel, 6grenme ve hafiza islevinde 6nemli rol oynar.
Post-sinaptik membranda yiliksek yogunlukta glutamat reseptorlerinden biri olan
NMDA reseptorii bulunmaktadir. Caligmalarda AH’nda hiicre disinda glutamat
birikmesi goriilmiistiir ve bunu takiben presinaptik glutamat saliminda artig ve geri
aliminda azalma goriilmiistiir. Bunlar da sonu¢ olarak NMDA reseptorlerinde tonik
aktiviteye neden olmustur (128). Bunun eksitotoksisitesi, kalp krizi ve epilepsinin
akut veya hizli formuna gore daha yavastir. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile
beraber bozulmus insiilin sinyali ve reseptor anormallikleri, fizyolojik
konsantrasyonda bulunsa bile glutamat, eksitotoksik siirece hazirlik yapar (129). y-
aminobutirik asit, histamin ve noronlardaki serotonin sistemi gibi diger
norostrasmitterlerdeki fonksiyon bozukluklari da AH’na neden olmaktadir.

Sinir iletiminin ilaglar ile modiile edilmesi, hastalardaki semptomatik

tedavide hala en iyi yaklasim olarak kabul edilmektedir.
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2.6.2. Tau Temelli Tedavi Stratejileri

Noronlar genellikle mikrotiibiilleri stabilize etmek i¢in tau proteinlerini
ekprese eder. Tau proteinleri, mikrotiibiillerin bir arada kalmasini regiile eder ve bu
sekilde ndronlarin fonksiyonel organizasyonunu kontrol eder, 6zellikle de aksonlarin
morfolojisini, bliylimesini ve polaritesini etkiler (130). Tau proteinlerinin bir¢ok
fosforilasyon bdlgesi vardir ve tau proteinlerin mikrotiibiilleri baglanma 6zelligi bu
fosforile olmus durumuna baghdir. Fosforile olmus tau proteini mikrotiibiillere daha
diisiik bir afinite ile baglanir ve bu da mikrotiibiillerin stabilitesinin bozulmasina
neden olur. AH’da hiperfosforile olmus tau proteinleri birikir ve ¢ift sarmal
filamentlere agrege olur ve bu sekilde mikrotiibiilleri baglama ve stabilizasyon

ozelligini kaybeder ve dolayli olarak noronlarin degredasyonuna neden olur (131).

2.6.3. Amiloid Hedefli Tedavi Stratejileri

AP fibrilleri AH’ nin patolojik 6zelliklerinden biri oldugu halde bu peptidlerin
birgok fizyolojik rolde gorev aldigi bilinmektedir (132). AP’nin patolojik bir
molekiile donlisme nedenleri tam olarak anlasilmamistir, fakat konsantrasyon
bagimli olabilecegi diisiiniilmektedir. Uretilmis AP miktar1 temizlenme kapasitesinin
iizerine ¢iktig1 zaman birikmeye baglar ve bu miktar1 toksik seviyelere kadar
cikabilmektedir. AB-fibril-oligomer-monomerlerinin miktarlar1 arasinda dinamik bir
denge vardir ve oligomerik tiirler digerlerinden ¢ok daha zararlidir (133). Amiloid
temelli tedavi yontemleri APP metabolizmasinin ¢esitli 6zelliklerini hedeflemektedir

(134).
2.6.4. Intraseliiler Sinyal Yolaklarinin Modiilasyonu

AP fibriller bir¢ok intraseliiler yolagi aktive etmektedir. Bu nedenle bu
anormal yolaklar1 bozabilecek ilaglarin AH tedavisi i¢cin kullanishh olabilecegi
diistiniilmiigtiir. cAMP sinyali ve nitrik oksit/cGMP/cGMP-bagimli protein
kinaz/cAMP cevap elementi-baglama protein kaskat: baslica AP ile indiiklenmis
sinaptik eksiklik ve AH ile iliskili hafiza kaybi ile belirgin bir sekilde iliskilidir
(135). Bu islevlerin 1s181nda fosfodiesteraz (FDE) inhibisyonu deneysel modellerde
cesitli faydalar saglamaktadir. Kafein, etazolat FDE inihibisyon aktivitesine sahiptir
ve farmakolojik etkilerde rol oynayabilmektedir. Rolipram, FDE-4 selektif
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inhibitordiir ve AP uygulanmis farelerde hafiza ve biligsel bozukluklar1 basarili bir
sekilde geri ¢evirmistir (136). Buna ek olarak sildenafil benzer sonucglar vermis FDE-
5 inhibitoridiir (135).

Ayrica AH’da bozulmus lipid sinyal yolaklarinin varlig1 dikkat ¢gekmektedir.
AH hayvan modellerinde A indiiklenmis patogenezde, arasidonik asit ve
fosfolipazlar anahtar rol oynamaktadir. Yapilan ¢calismalarda AH’na sahip hastalarda
ve ayni zamanda AH modeli olusturulmus transjenik hayvanlarin hipokampiisiinde
aktive olmus fosfolipaz A2 grup IV izoformlarinin arttig1 gézlenmistir (137). Bunlara
ek olarak fosfolipaz A2’nin siganlarda ortadan kaldirilmasmin siganlar1 biligsel

hasarlar1 ve total tau protein miktarini azalttigi gosterilmistir (137,138).
2.6.5. Oksidatif Stresin Azaltilmasi

Noronlarda meydana gelen oksidatif hasarin, AH’nin olugsma riskini artirdig;
radikal yakalayicilari, kalsiyum kanal blokdrleri ve metal selatorlerinin AP peptid
birikiminin ndrodejeneratif etkilerini azalttig1 rapor edilmistir (50). AP fibriller,
norofibriller ag, mitokondriyal anormallikler, yaslanma nedeniyle artan oksidatif
stresin yol agtig1 lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu norodejenerasyona
neden olmaktadir (49). E ve C vitaminleri, ubikinon, lipoik asit, beta-karoten,
melatonin, kurkumin gibi dogal antioksidanlarm ve bazi sentetik antioksidanlarin
AH’nda koruyucu ve ndrodejenerasyonu durdurucu etkisi olduguna dair ¢aligmalar

mevcuttur (64).

2.6.6. Mitokondriye Ozgiil Tedavi Stratejileri

Genellikle kullanilan antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldirilmasinda kullanilir, fakat tedavi i¢in reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine neden
olan ana kaynag1 hedeflemek daha anlaml olarak goriilmektedir. Bu nedenle bir¢ok
hastaligin tedavisi i¢in ilaglar1 miktokondriye hedefleme yontemleri kullanilmistir.
Koenzim Q10 desteginin potansiyel olarak noroprotektif etkisi oldugu ve ayni
zamanda ROS {iretimini baskiladigi, ROS bagimli hasar1 azaltti§i, mitokondriyal
fonksiyonlar stabilize ettigi gosterilmistir (139).

AH patolojisinde mitokondriyal dinamiklerde olusan dengesizlik ile fizyon ve

fiizyon proteinlerin miktarlarinda degisiklikler oldugu gozlenmistir (140). Bu
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nedenle mitokondriyal dinamiklar1 koruyabilecek bir ajanin AH i¢in koruyucu etki

gosterecegi diigiiniilmektedir. ,
2.6.7. Hiicresel Ca>* Homeostazinin Modiilasyonu

AH’nin temel mekanizmalarindan biri bozulmus Ca?" homeostazidir. Cesitli
Ca”" sinyal yolaklarmni hedefleyen ilaglarin degerlendirilmesi mantikli goriilmektedir.
2+

Memantin, Ca

(141). Pre-klinik deneyler ile GIuN2B altiinitesine sahip NMDA reseptor

un girigini az miktarda azaltarak eksitotoksisiteyi azaltmaktadir

antagonistleri ve metabotropik mGIluRS5 reseptorlerinin néronlart AP toksisitesine

kars1 korudugu gosterilmistir (142).
2.6.8. Anti-enflamatuar Bilesikler

AH’nda gozlenen néroenflamasyonun A birikimini, AH gelisimini ve ndron
kaybini hizlandirdig1 6ne siiriilerek (65) non-steroidal anti-enflamatuar ilaglarin AH
gelisimini durdurdugu ve AH’nda goézlenen davranigsal bozukluklar: diizelttigi rapor

edilmistir (67).
2.7. AKoE

AKoE (EC 3.1.1.7) o/B hidrolaz siiper ailesine aittir. Temel fizyolojik gorevi,
AKo’nin sinaps ve noromuskiiler kavsaklarda hizla hidrolize ugrayip sinir

sinyallerinin olugmasini saglamaktir (143) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. AKoE’m katalizledigi reaksiyon

Hedef enzim AKoE’mn iki ayr1 ligand baglama bolgesi olan dar bir gecite
sahiptir. ilag olarak AKoE inhibitorleri temel olarak AH, glokom, ndéromuskiiler
blokaj, cerrahi anestezi ve myastenia gravis’in tedavisinde kullanilmaktadir (144).
Omurgalilarda iki tip kolinesteraz enzimi bulunmaktadir. AKoE ve BuKoE (EC
3.1.1.8), bu enzimlerin ikisi de AKo hidrolizini etkili bir sekilde gerceklestirebilir.
Iki enzim birbirlerinden temel olarak substrat oOzellikleri, doku dagilimi ve

inhibitorlere kars1 hassasliklarina gore ayrilirlar (145,146).
2.7.1. AKoE’1n AH’daki Dual Rolii

Yapilan caligmalarda AKoE’m AP’nin agregasyonu gibi bir¢ok katalitik
olmayan aktivitede gorev aldigi gozlenmistir. AH’na sahip bireylerde, AKoE
aktivitesi artmaya baslar ve norotransmitter AKo’in par¢alanmasima yol acar ve bu
sekilde beyindeki AKo miktar1 azalir. AKoE ve AH arasindaki bir diger iliski ise
enzimin amiloid plaklar ve norofibriler aglarin formasyonundaki etkisidir.
Calismalarda AKoE’m AP peptit fragmentlerinin agregasyonunu destekleyerek
kompleks ve biiyiiyen fibrillerin olusmasma neden oldugu gdsterilmistir. Bu
komplekslerin tek basina AP fibrillerine gore daha sitotoksik oldugu ¢alismalarda
belirtilmistir (147,148). AKoE enziminin AP peptit olusumunu gelistiren yapisal bir
bdlgesi tanimlanmig ve bu bolgenin enzimin periferal anyonik konumunda
bulundugu belirtilmistir (149,150). Bunlara ek olarak yapilan calismalarda AKoE

inhibitorlerinin sadece kolinerjik sinir iletimi degil ayn1 zamanda toksik AP sentezi,
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birikimi ve agregasyonunu engelledigi de gosterilmisti. Bu nedenle AKoE

inhibitorlerinin AH nin tedavisinde etkili bir strateji oldugu kabul edilmistir.
2.7.2. Asetilkolinesteraz Inhibitorlerinin (AKoEI) Calisma Mekanizmasi

AKoErI’ler (donepezil, galantamin, rivastigmin), AH’nin hafif evresi ve
sonrasinin tedavisi i¢in gelistirilmistir (151,152). Bu ilaglar, AkoE’1 inhibe ederek,
beyindeki AKo miktarmin artirtp hastaliktaki ilerleyici kolinerjik fonksiyonlarin
kaybinin neden oldugu hastalik semptomlarini azaltmaya yonelik ¢aligmaktadir.
Yapilan c¢alismalarda azalmis AKo sentezinin AH’nin da dahil oldugu demanstaki
biligsel zayiflama ile yiiksek derecede iliskili oldugu kanitlanmistir (153). Buna ek
olarak, beyinde artmis AKo konsantrasyonlari, kolinerjik ndronlardaki nikotinik
AKo reseptorlerinin ekspresyonunu artirdigi (154) ve ayni zamanda glutamat gibi
biligsel fonksiyonlar ile iligkili nérotransmitter sistemlerinin fonksiyonlarini artirdigi
gorilmiistiir (155). Bu nedenle, ilerlemis Alzheimer hastalarinda AKoE miktarlar1
%90°nin altina indigi halde, kolinerjik sinir iletimini destekledigi icin AKoE
inhibisyonu uygulanabilir bir tedavi stratejisi olarak tanimlanmistir (156). Bu tedavi
yontemi i¢in yapilan bir¢ok klinik caliyjmada AKoEI’lerin hastalardaki bilissel,
fonksiyonel ve genel durumlarinda iyilesmeye yol actig1 gozlenmistir (151). Ancak
klinik caligmalardaki bagsartya ragmen AKOE inhibisyonu ve AKo aktivitesinin

AH’ndaki semptomatik diizelmenin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

2.7.3. Donepezil

Donepezil, 1996 yilinda AH’nin tedavisi i¢in fizostigmin ve takrinin
dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak icin gelistirilmis piperidin temelli kolinesteraz

inhibitoriidiir (KoEIdiir) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Donepezilin kimyasal yapis1

Donepezil, tersinir ve non-kompetetif bir kolinesteraz inhibitoriidiir ve
BKoE’a kiyasla AKoE’1 daha 6zgiil olarak inhibe eder (157). KoEI’lerinin BKoE
kiyasla AKoE’a 6zgii olmasmin klinik olarak 6nemi tam olarak anlasilmasa da,
muhtemelen ilgili klinik kolinerjik yan etki insidansinin az olmasi diisliniilmektedir.
Diger AKoEDleri ile karsilastirildiginda donepezil AKoE enzimin aktif bolge
oyugunu periferal anyonik bdlge, orta girinti ve katalitik anyonik bdlgesi de dahil
olmak iizere tamamen kapatir.

AKoE indiiklenmis AP agregasyonu c¢alismalarinda, donepezil 100uM
konsantrasyonda %22 agregasyonu inhibe edici potansiyeli oldugu belirlenmistir

(158).
Farmakokinetik Ozellikleri

Donepezilin néronlarda bulunan AKoE’a karsi ilgili klinik dozlarda ytiksek
dereceli bir se¢iciligi vardir. Plazma ve periferal dokularda bulunan BuKoE’a kars1
diisiik bir inhibisyon etkisi bulunmaktadir (159). Yapilan hayvan calismalarida
donepezilin beyindeki AKoE"' 6nemli dl¢lide inhibe ettigi ancak c¢izgili, diiz veya
kalp kasindaki AKoE’1 ¢cok az inhibe ettigi goriilmiistiir ve donepezilin dokuda da
secicilik gosterdigi belirtilmistir (160).

Donepezil, iyi emilir ve goreceli olarak oral biyoyararlanimi %100 diir.
Emilim oran ve derecesi gida alimi1 veya uygulama siiresinden etkilenmemektedir
(161). Proteine baglanma orani ¢ok yiiksektir, yaklasik %96 oraninda proteine
baglanarak tasmir. Temel olarak %75 albiimine ve %21 a-1-asit glikoproteine
baglanir (162). Yaygm bir biyotransformasyona sahiptir. Donepezil ilk gecis

metabolizmasinda dort ana metabolite doniisiir. Bu metabolitlerden ikisi ve kiigiik
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metabolitlerin bir kismi1 aktif olarak bilinir. Donepezil, sitokrom P450 izoenzimleri
CYP2D6 ve CYP3A4 ile glukuronidasyona ugrar. Metabolizma hiz1 yavastir ve
doyurulabilir olarak goriilmemektedir. Radyoisaretli donepezilin uygulanmasinin
ardindan, plasma radyoaktivitesi temel olarak bozulmamis donepezil (%53) ve 6-O-
desmetil donepezil (%11) formunda bulunmustur. Bu metabolitin in vitro ortamda
donepezil ile ayni1 oranda AKoE’1 inhibe ettigi ve plazmada donepezile benzer
sekilde %20 oraninda bulundugu rapor edilmistir (163).

Donpezilin yar1 dmrii yaklagik 70 saattir ve zirve konsantrasyona 3-4 saatte
ulasir (162). Eliminasyonu bobrek ve safrada gergeklesir. Radyoisaretli donepezilin
uygulamasini takiben 10 giinliik siire igerisinde geri kazanilan toplam radyoaktivite
idrarda %57 (%17 bozulmamis ilag) ve digkida %15 (%1 bozulmamis ilag); %28’1

bulunamamaistir (163).

Preklinik ve Klinik Bilgiler

Yakin zamanda yapilan in vitro ¢aligmalarda donepezil semptomatik diizelme
disinda ayn1 zamanda hastalifi modifiye edici ve noroprotektif dzellikleri oldugu
gorilmiistiir.

AH’nda hiicre Olimiine neden olan ve hiicre kiiltiirii modellerinde
noroprotektif etki ¢alisilmalarinda kullanilan ii¢ tane sitotoksik ortam vardir: 1)
oksijen ve glukoz yoksunlugu; ii) ekzojen glutamat; ve iii) Ap.

Primer sigan kortikal ndronlarinda yapilan alternatif bir in vitro iskemi
modelinde, donepezilin hiicre kiiglilmesi ve Oliimiinii, oksijen ve glukoz
yoksunlugundan 6nce zaman ve konsantrasyon bagimli uygulamasi ile geri ¢evirdigi
goriilmiistiir (164). Donepezilin oksijen ve glukoz yoksunluguna kars1 olan koruyucu
etkisi diginda ayn1 zamanda glutamat ile indiiklenmis toksisiteye karsi da korudugu
gozlenmistir (165).

Bir diger sitotoksik neden AP da ayni zamanda donepezil tarafindan pozitif
sekilde etkilenir. Inestrosa ve digerleri (166) tarafindan yapilan ¢calismalarda AKoE-
AP kompleksinin AB-bagimli ndrotoksisiteyi artirdigit ve bunu AB’nin enzimin
periferal anyonik bolgesine baglanarak artirdigi belirlenmistir. Donepezil periferal
anyonik bdlgeye ve katalitik anyonik bolgeye baglandigi icin A nin agregasyonunu

inhibe eder ve hiicreleri 6liime kars1 korur (167). Bu tiir bir etki noroprotektif etkinin
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yaninda ayni1 zamanda hastalik modifiye edici olarak da dikkate almabilir, ¢iinkii bu
modifikasyon ile AH’ nin ilerlemesi yavaslatilmis olur (168).

Bunlara ek olarak donepezil ayni zamanda serotonerjik, noradrenerjik,
dopaminerjik gibi diger norotransmitter sistemlerini de etkiler, bu sistemler de
hastalik siiresince degisiklige ugrarlar. Serotonin (5-hidroksitriptamin; 5-HT), kisa
stireli ve uzun siireli bellek de dahil olmak iizere cesitli biligsel konularda 6nemli rol
oynar. 5-HT’nin etkisi direkt ve indirekt olarak 5-HT’e 0Ozgii reseptorlerin
aktivasyonu ve kolinerjik, glutaminerjik, dopaminerjik ve GABAminerjik
ndrotransmitter sistemlerin modiilasyonu ile gergeklesebilir. AH bagimli 5-HT sinir
iletimindeki eksiklikler hizlanmis biligsel gerileme, psikoz ve ilerlemis demans ile
iligskilendirilebilir (169). Noradrenalin ise anti-enflamatuar, beyin iligkili ndrotropik
faktor artigi, ndrogenezin indiiklenmesi, amiloid toksisitesinin azaltilmasi, amiloid
ortadan kaldirilmasi, dopaminerjik ve kolinerjik hiicre yardimi ve glutamat
stimiilasyonu gibi ¢esitli 6zelliklere sahiptir (168).

Donepezil uygulamasinin AKoE inhibisyonu disinda ayrica sican beyninde
NA’in (%50/100) ve Dopaminin (%-/80) hiicre dis1 miktari artirdigr gézlenmistir.
Buna ek olarak donepezilin, imipramin ile karsilagtirildiginda 5-HT alimin1 10 kat
daha az etkili bicimde inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu nedenle donepezilin ayni
zamanda duyusal problemleri de ortadan kaldirabilecegi ve Alzheimer hastalarinin
hayat kalitesini artirabilecegi diisiiniilmiistiir (170).

Giincel klinik ¢aligmalar goz Oniine alindiginda donepezil hafif ve orta
seviyedeki AH’nin semptomatik tedavisinde kullanilmaktadir. Ilag giivenilir ve iyi
tolere edilmektedir. Donepezil ile tedavi edilen hastalarda, ilerlemis AH’na sahip
olan bireylerde bile, bilissel ilerlemeye ve genel klinik belirtiler ve fonksiyonlarda

iyilesmeye neden olacagi diisliniilmektedir.

2.8. Kolinerjik Hipotez ve Donepezil

Bozulmus olan kolinerjik sinyal iletimini diizeltebilmek icin farkli bir¢ok
strateji gelistirilmistir. Bunlar arasinda AKo sentezinin ve presinaptik AKo saliminin
artirilmasi, kolinerjik postsinaptik, muskarinik ve nikotinik reseptorlerin uyarilmasi
ve kolinesteraz inhibitorleri ile AKo’nin sinaptik yikimmin azaltilmas: yer

almaktadir (171).
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Kolinesteraz inhibitorleri, AH’nda bozulan sinir iletimini diizeltmeyi
amaglayan semptomatik tedaviye yonelik bilesiklerdir (59). AH’de AKo’nin kortikal
aktivitesi diisiik oldugu i¢in, sinaptik boslukta AKo’nin yikimmdan sorumlu olan
AkoE, baslica ilag hedefini olusturur. Takrin, donepezil ve rivastigmin gibi AKoE
inhibitorlerinin AH’de sinirsel iletiyi diizelttigi gosterilmistir (51).

Donepezil, tersinir ve non-kompetetif bir kolinesteraz inhibitéridiir ve
biitirilkolinesteraza kiyasla AKoE’1 daha 0zgiil olarak inhibe eder. Periferal
dokulardaki kolinesteraz tizerine belirgin etki etmeden beyin kolinesterazinin net ve
uzun siireli inhibisyonunu saglarken; in vivo’da beynin AKo igerigini artirir.
Donepezil uzun siiredir klinik kullanimdadiwr. Cift koér ve plasebo kontrollii klinik
deneyler, donepezilin i1limlidan ileri seviyelerdeki AH’ye sahip hastalarda biligsel
gelisimi ve global fonksiyonlar1 artirdigini géstermis ve ayni zaman da miikemmel
giivenlik ve tolere edilebilirlik gostermistir (3). Donepezil giiniimiizde piyasada
giinliik bir tablet veya kapsiil olarak bulunmaktadir (5 mg veya 10 mg/giin) (172).
Glinliik tekrarlanan bu oral uygulama hastalarin bazilar1 icin elveriglidir fakat ilag
almay1 unutabilecek, hafiza kaybindan sikayetci olan AH olan hastalarda kullanimi
cok zordur. Ek olarak donepezil diyare, mide bulantisi, anoreksiya ve kas kasilmasi,
vb. gatrointestinal yan etkiler de gosterir. Sonug olarak AH’nin donepezil ile tedavisi
icin uzun vaadeli ve donepezilin GIS tarafindan tasinmadigi bir tedavi gelistirmek
cok Onemlidir. Ayrica son yillarda radyoaktif isaretli donepezil kullanilarak
gerceklestirilen bir calismada donepezilin biitiin dokulara yaygin bir sekilde dagildigi
ve hizla metabolize oldugu saptanmistir (4).

Dolayisiyla donepezilin dogrudan beyne daha da 6tesi dogrudan hipokampiis
ve kortekse hedeflendirilecegi bir tedavi stratejisinin gelistirilmesiyle doku dagilimi
minimize edilip maksimum miktarda donepezil etki bolgesine ulastirilabilecektir.
Literatiirde bu yonde gerceklestirilmis bir caligma bulunmamaktadir. Tez kapsamina
ozellikle donepezilin alinmasinin bir diger nedeni de literatiirde donepezilin AH’da
ortaya c¢ikan noroenflamasyona kars1 protektif etkisinin olduguna dair bir¢ok

caligmanin bulunmasidir (173-176).
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2.9. AH’nin Tedavisi icin Beyine la¢c Hedeflendirme

Ila¢ hedeflendirme, ilaglarm istenilen reseptdre, organa veya viicudun diger
bolgelerine 6zel olarak gonderilmesi demektir. Ila¢ hedefleme kavrami 1902 yilinda
“sihirli mermi” ad1 altinda Paul Ehrlich tarafindan onerilmistir. Ilag hedeflendirmede
dikkat edilecek noktalar arasinda, belirli bir hastalik i¢in uygun hedeflenecek
bdlgenin bulunmasi, hastali§1 en etkin tedavi edecek ilacin se¢cimi ve immiinojenik
veya Ozel olmayan etkilesimlerle viicuttaki yabanci maddeleri temizleyen
sistemlerden uzak durabilecek ve ilaci stabil olarak tasiyabilecek tasiyici sistemlerin
secimi ve sentezi sayilabilir (177). Beyine hedeflendirme, farmasotik aragtirma yapan
bilim adamlar1 i¢in en zorlu iglemlerden birisidir, zira bircok ilag ve noropeptid
KBB’ni gegememektedir (178). Beyin, ¢ok hassas bir organdir ve evrim onu
korumak i¢in etkin yollar olusturmustur. Ama ayni mekanizma tedavi i¢in yapilacak
miidahaleleri de bosa ¢ikarmaktadir (179). KBB, karmasik siki kavsaklar ile
baglanmis tek tabakali polarize endotel hiicrelerinden (EH’inden) olusmustur (180).
KBB’nin fonksiyonlarini astrosit, néron ve perisit gibi ¢esitli hiicreler dinamik olarak
kontrol ederler (181). EH, diger hiicrelerden tip IV kollajen, laminin, fibronektin,
heparan siilfat bilesenlerinden meydana gelen bazal lamina igermesiyle ayrilir. Bu
yapilar, negatif ylikli arabirim sagladiklar1 i¢in ilag tagimada kullanilabilirler.
Omurgali beyninde ve omuriliginin kilcal damarlarinda, ¢oziinen maddenin hizl
hareketlerle diger organlar igerisinde dolagmasina izin veren kiiciik gozenekler
yoktur. Mikrodamarlar, KBB’nin yiizey alaninin %95’ini olusturur ve kimyasallarin
beyine girebilecegi en dnemli yeri temsil eder (182). Beyin damarlarinin diger viicut
damarlarina gore daha dar capli ve ince duvarli oldugu bilinmektedir. Beyin
mikrodamarlarindaki mitokondri yogunlugunun da viicuttaki diger kilcal damarlara
gore daha yogun oldugu bulunmustur (183). MSS bozukluk/hastaliklarinda
kullanilmak {izere tasarlanan ve umut vaad eden bir¢ok ilag, KBB’yi gecmekte
zorlandiklar1 i¢in farmasotik etkilerini kaybetmektedirler. Bu sorunun iistesinden
gelebilmek icin birgok strateji uygulanmaktadir. Bunlar arasinda kimyasal ilag tasima
sistemleri (184), manyetik ila¢ tasima sistemleri, ozmotik yollarla sikistirilmig
kavsaklarm acilmasi (185), veya belirli tasiyict sistemler Ornegin; antikorlar,
lipozomlar (186), nanopartikiiller sayilabilir. Nanopartikiiller, ilag tasima sistemi

arastrmalarinda dnemli bir yere sahiptirler (187). Ilag, nanopartikiillere veya
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nanopartikiil hazirlama asamasinda polimer matriks i¢ine dagitilarak veya enkapsiile
edilerek, veya olusmus partikiil yiizeyine adsorbsiyonla yiiklenebilir (188).
Nanopartikiiller, iv tagima i¢in daha uygun olduklar1 i¢in mikropartikiillere gore daha
kullanighdirlar ve hidrofobik ve hidrofilik ilaglar, proteinler, asilar ve biyolojik

makromolekiiller gibi bir¢ok yapinin tasmmmasinda basar1 saglamaktadirlar (187).

Son yillarda insidansi artan AH’na ilginin artmasi hastaligin molekiiler
yapisinin anlasilmasi ve tedavisi ile ilgili bircok gelismeye yol agmigsa da AH hala
kronik ve tedavisi son derece sinirli bir bozukluk olarak kalmaya devam etmektedir.
AH’nin olusumunun molekiiler mekanizmasinin karmasikligi nedeniyle, tedavide Ap
birikiminin engellenmesi, bozuk sinirsel yapmin tamiri, néron hasarina yol agan
oksidatif stresin onlenmesi, artmig ndrotransmitter diizeylerinin ve ndrotransmitter
doniisim hizinin azaltilmasi, sinir iletiminin diizenlenmesi gibi bir¢ok yaklasim

denenmektedir. Ancak etkin bir klinik tedavi bigimi heniiz bulunabilmis degildir.

2.10. KBB

KBB, beyni patojen ve toksinlere karsi koruyan homeostatik bir koruma
mekanizmasidir. Komplekstir  ve siki  denetlenir. KBB, biyokimyasallari,
fizikokimyasallar1 ve periferdeki maddesel yapilar1 goriintiiler ve bu yolla bariyer
seciciligini yaratip istenilen molekiillerin beynin parankimasindan gegisini saglar

(118).
2.10.1. KBB’nin Biyolojisi

KBB, serebral kapiller anjiyogenez ile olusur. Sekil 2.7°de serebral kapiller
tarif edilmektedir, Sekil 2.8’de ise KBB’nin 6&zellikleri gdsterilmektedir.
Anjiyogenez swrasinda EH, mikrovaskiiler ag1 olusturmak icin hiicre digi matrikse
capraz bir sekilde geger ve membranin altina degrade olur (118,119). Daha sonra
proliferasyon gerceklesir. EH’nin proliferasyonu notral belirleyicilerden etkilenir.
Bunlar KBB’ye karakteristik fizyolojik 6zelliklerini sunar ve bu sekilde serebral EH
periferdeki EH’den farkli olur. Ornegin beyindeki EH’nin periferdeki EH’lere gére
daha az endositotik damar1 vardir ve bu sekilde KBB’ye olan transselliiler akim
kisitlanmis olur. Yiiksek elektriksel dayaniklilig1 olan siki baglantilar, hiicrelerarasi

akisa karsi bariyer olustururlar ve beyindeki EH’lerle birlesirler. Ayrica serebral
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EH’lerin, periferdeki EH’lere gore daha fazla mitokondrisi vardir ve bu hiicreler
KBB’deki iyonik gradienti sabit tutmak i¢in gerekli metabolik is yiikiinii sahiplenmis
olurlar (119).
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Sekil 2.7. KBB’deki karakteristik serebral kapillerlerin sematik olarak gdsterimi
(189).

Alt membrandaki elektronca yogun tabakalar, EH’lerle astrositleri
kaynastirirken, hiicre dist alan1 ¢evreleyen EH’ler ve perisitleri ayirirlar. Perisitler,
serebral kapillerin dig ekseni boyunca bulunurlar ve kasilmada gorev alirlar. Bu
yakin iligki ve fonksiyon, kan akismin izlenmesine yardimci olur. Bu sekilde
perisitlerin adezyonu ile birlikte mikrodolagim, dolayli olarak EH aktivitesi ve KBB
tagimasi kontrol edilmis olur. Perisitler ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu inhibe
ederek, endotel biiyiimesini ve gelismesini kontrol ederler (22). Buna bagli olarak
anjiyogenezde de rol oynayarak tezat iki gorevde rol almig olurlar (112).

Astrositler, bazal kapiller membranlarin %99’undan fazlasini sararlar (40).
Buna ek olarak KBB’nin yiiksek hiicrelerarasi elektrik direncinin uyarilmasinda rol
oynarlar. Sadece 20 nm’lik bosluk, astrositleri EH’lerden ve perisitlerden ayirir. Ug
hiicre arasindaki etkilesimler madde taginmasinda 6nemli rol oynar. Kandan beyne

dogru olan molekiiler yol, ilk olarak astrositik prosesden ileri hareket etme ile
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gergeklesir. Daha sonra perivaskiiler bosluktan geger ve oradan da kapillerin
smirindaki perisitlere hareket eder. Sonu¢ olarak tasiyicilar, reseptorler, astrosit ve
perisitlerin plazma membranindaki enzimler, maddelerin EH’ye ulagmadan &nce
akibetine karar verirler (44,45).
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Sekil 2.8. KBB’nin yapisinin sematik gosterimi (189). EH: Endotel Hiicreleri, EHM:

Endotel hiicresi multimeri.
2.10.2. KBB’nden ila¢ Tasinmasi ve Hedeflendirme Mekanizmasi

KBB, ¢embersel, seri halinde dizilmis polarize luminal (apikal) ve abluminal
(bazal) endotel membrandan ve diger dokulardan meydana gelmektedir (190).
Maddelerin beyine girebilmeleri icin membran setlerinden ge¢meleri gerekmektedir.
Bu da KBB’nin denetlenmesini dinamik hale getirir. Bariyer, gerekli besin, hormon
ve vitaminleri alir, enzimatik aktivite araciligi ile de bircok peptidi ve
ndrotransmitteri parcalar. Bunlara ek olarak, enerji gerektiren toksin disa akis
mekanizmasi, serebral canliligin korunmasma zarar verecek maddeleri ortadan
kaldirarak yardimci olur. Kinetik akis analizleri, maddelerin tek yonli derigim
bagimli hareketlerini ortaya ¢ikartmistir (191) (Sekil 2.9). Akisin yonii plazmadan
beyne veya beyinden plazmaya dogrudur. Bu iki parametre ice akis ve disa akis

olarak tanimlanir.
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Sekil 2.9. Derigim bagimli madde tasiniminin sematik gosterimi (192).

Bu iki tek yOnlii oran arasinda net akis birbirinden farklidir ve KBB’nin
dogasindan dogrudan etkilenir. KBB akisi, MSS’de ilaclarin terapdtik derisimlere
ulagsmasinda 6nemli bir belirtectir. KBB’ni bir¢ok tasima mekanizmasi tanimlar
(Sekil 2.10). Kapillerden en rahat kiiciik lipofilik molekiiller geger. Yiiklii, biiyiik
veya hidrofilik molekiillerin KBB’den gecebilmesi i¢in kapili kanallar, ATP,

proteinler ve/veya reseptorler gerekmektedir (193).
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Sekil 2.10. KBB’nde taginim mekanizmalar1 (194). Pgp: P-glikoprotein
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KBB’deki tasima mekanizmasi, beyne ila¢ hedefleme icin ayarlanabilir (Sekil
2.10). Dogal olarak en ideal ilaglar kiictik, lipofilik, hidrofobik ve kompakt (polar
yiizey alan ile Olgiilebilen bir parametre) olanlardir. Fizikokimyasal faktorlere
ragmen biyolojik sistemin icerisindeki ilag adayinin dogasi, ila¢ tasarimi i¢in ¢ok
onemlidir. Periferal dolasimda sistematik enzim saldirilar1 ve plazma proteini
opsonizasyonu, ilacin beyine ulagsmadan once metabolize olmasma neden olabilir.
Dahas hiicresel salgilama olasilig1 ve ilacin kan dolagimindan temizlenme orani ilag
hedeflemede diisiiniilmesi gereken ek sorunlardir. Aday ilacin beyindeki atilim
oraninin anlasilmasi ¢ok dnemlidir. Buna bagli olarak ilacin kandaki derisiminden
yola c¢ikilarak beyindeki derisimine odaklanilmalidir. laci tasarlarken, ilag
derisimini, lipofilikligi ve polar yiizey alani gibi birgok parametrenin géz Oniine
alinmas1 gerekmektedir. Disa akis proteinleri ve KBB’de olusabilecek diger engeller,

ila¢ beynin i¢ kisimlarma girmeden 6nce ortadan kaldirilmalidir (193).

2.11. Hiicre Temelli KBB in vitro Modelleri

In vitro KBB modelleri, siki1 kavsaklarin acilmast ve kapanma
mekanizmasinin anlasilmasi i¢in gereklidir. Bu tiir in vitro modeller aracilig1 ile 1)
terapotik ajanlarin veya toksik materyallerin KBB’den gegisi incelenebilir ve ii)
beyine metastaz1 gerceklesebilen malignant hiicrelerin altinda yatan mekanizma
incelenebilir.

Bunlara ek olarak in vitro modeller ila¢ endiistrisi tarafindan gerek duyulan
en Onemli kriterleri yerine getiren yararli teknikleri olma potansiyeline sahiptir.
"Miikemmel" bir model in vivo durumunun tiim Ozelliklerini taklit eder; ancak
maliyet, kapasite, zaman ve tahmini degerler arasinda makul bir uzlagmanin olmasi
gerekir (195). Yararli bir KBB modelinin belirli bazi kriterleri saglamasi
gerekmektedir (196). Bu kriterler, ¢oziinen gegirgenliginin tekrarlanabilir olmasi,
smirlayic1 paraseliiler yolun varligir ve fizyolojik olarak gercekci yapi ve tasiyici
ekspresyonlarinin fonksiyonel olmasi ve kiiltiirliniin kolay yapilabilmesi seklinde
Ozetlenebilir.

Son birka¢ yil igerisinde KBB modelleri alanindaki ¢alismalarda genis bir
varyasyon artigt yasanmaktadir. Bu varyasyonlar tiir secimi, ko-kiiltlir yapilmis

hiicrelerin tipleri, farkli hiicre hatlar1 ve kiiltiir kosullaridir. Bunlar1 ¢ogu yeni model
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olarak kabul edilemez, ancak varolan modellerdeki yeni egilimler teknolojinin
gelismesine neden olmustur.

Serebral tek tabakali EH’leri ila¢ kaynakli hiicre i¢i sinyal ve toksisite gibi
bircok calisma icin faydali olsalarda tek baslarina KBB modeli olusturamazlar,

clinkii dolagim boliimiinden beyin boliimiine olan akis1 yansitamazlar.

2.11.1.Endotel Mono-Kiiltiirler

En basit in vitro KBB modelleri yar1 saydam zarlar iizerinde EH’inin serebral
monokiiltiirleridir. Gozenek biiylikliigline bagli olarak zardaki gdzenekler araciligiyla
apikal ve bazolateral bélmeler arasinda madde aligverisi saglanir. Bu sekilde seliiler
madde aligverisinin izlenmesine olanak saglar. Bu model, farkli kdkenli EH’inin
kullanimimi saglar; en yaygin olarak sican, fare, domuz, inek, maymun veya insan
beyin EH’i kullanilir. Modelin en biiylik avantaji basitligi ve diisiik maliyet ile
yiiksek kapasiteli inceleme saglamasidir (197). Modelin en biiyiik dezavantaji ise,
ndrovaskiiler biriminin (astrositler, perisitler) diger hiicresel bilesenlerden tiireyen
uyarici faktorlerin yoklugu, yani nispeten diisiik bir transendotel elektrik direnci

olmasidir, bu da paraseliiler bariyer 6zellikleri yeterli olmadig1 anlamina gelir.

2.11.2. Astrositler ile Serebral Mikrovaskiiler Endotel Hiicrelerinin Ko-

Kiiltiira

Astrositler, karsik baglantilarin (198) ve disar1 akis tastyicilart ABCB1 (199)
ve ABCG2’nin (200) diizenlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Yakin zamanda
gerceklestirilen proteomik analiz ¢aligmalarinda bovin beyin entodel KBB
fonksiyonlarmin sigan glial hiicreleri ile ko-kiiltiirlinde, temel olarak hiicre yapisi,
hareketi ve protein metabolizmas1 ve modifikasyonlar1 ile iligkili 55 proteinde
degisiklik oldugunu gostermistir (201). Astrositlerin serebral endotel iizerindeki
etkisini taklit etmek i¢in bircok deneysel ortam dizayn edilmistir.

Sistemlerden olas1 olanlarindan biri yar1 gegirgen membran girintisinin
tizerine EH’inin, altma ise astrosit hiicrelerinin kiiltiirii yapilir. Bu yontem ile astrosit
ve EH’i arasinda dogrudan iletisim saglar. Bagka bir olas1 yontem ise astrositlerin

girinti sisteminin plak tabaninda kiiltliriiniin gergeklestirilmesidir. Bu yOntem ile
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coziinebilen faktorlerin etkilerini gostermelerine olanak saglar. Bu modeller KBB

fonksiyonlarmin farkli patolojik yonlerinin arastirilmasinda yardimeidir.

2.11.3. KBB in vitro Model Etkinlikleri

Cesitli sayidaki modeller icerisinde ideal model bulunmamaktadir. Her
modelin kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (Tablo 2.2). Ilag
testleri i¢in uygun karakter ve parametreye sahip net tanimlanmis bir model
bulunmamaktadir. Ornek olarak genis bir agidan tarama yapilacak ise (&rnegin bir
maddenin disar1 akig tasiyicisinin substrati olup olmadigi) modifiye epitel hiicre
kullanimi uygun olur. Tercih edilen hiicrelerle ilgili olarak insana benzerligi
nedeniyle genelde bovin veya domuz EH’i kullanilmaktadir. Son zamanlarda en
yaygimn olarak kullanilan modeller primer EH kiiltiiriiniin mono veya ko-kiiltiirlerine

dayanmaktadir.

Tablo 2.2. KBB in vitro modellerinin avantaj ve dezavantajlari

MODEL AVANTAIJLAR DEZAVANTAIJLAR
-Beyin endotel hiicreleri -Diger norovaskiiler
Mono-Kiltiir kullanihr. birimlerin hiicresel
-Pahali degil. faktorlerinin etkileri ihmal
edilir.
-Diger norovaskiler - Digerlerine nazaran biraz
R birimlerin hiicresel daha pahali ve zaman alici
Ko-Kultur e o
faktorlerinin etkileri
dikkate alinir.

2.12. KBB’den Gegcis icin Nanopartikiillerin Kullanimi

KBB, ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in karsilasilan en biiyiik
engellerden biridir. Hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilabilecek bir¢ok etkili ilag KBB
nedeniyle beyine gegememekte ve bu nedenle etkisini gosterememektedir.
Nanopartikiillerle ilag tasinimi bu problemin iistesinden gelebilmekte ve ayrica
bunun yaninda ila¢ hedeflenmesi, ilag toksistesinin azaltilmasi ve terapotik
etkinliginin artirilmasi gibi konularda gelisme saglar (202-204). Bununla birlikte AH
ve diger MSS ile iligkili hastaliklarin tedavisi i¢in nanopartikiillerin KBB’nden
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gegmesini temel alan bir¢ok arastirma bulunmaktadir, ancak Onemli bir gelisme
simdilik elde edilememistir (205,206).

KBB’ndeki sik1 kavsaklar nedeniyle diger dokular ile karsilastirildiginda daha
yiiksek bir transendotel elektriksel direng ile karsilasilmaktadir ve bu nedenle su
temelli paraseliiler tasima i¢in daha az gecirgen ve dar interseliiler alan meydana
gelir. KBB bunlara ek olarak spesifik enzim sistemleri, glukoz tastyicilar1 ve protein
reseptorlerine sahiptir ve bu da sonug olarak KBB’nin madde degistokusu konusunda
0zgli mekanizmalar1 bulunduguna isaret etmektedir. Ayrica, KBB P-gp ve ¢oklu ilag
direnci proteini gibi bir¢ok disar1 akis proteine sahiptir. Bu proteinler ATP-bagimli
olarak bircok terapdtik ajan da dahil olmak {lizere g¢esitli maddelerin disariya
taginmasinda gorev alirlar (207).

KBB’nin fonksiyonlar1 diisiiniildiiglinde temel gorevi beynin korunmasidir ve
ayn1 zamanda gecirgen olmayan bir duvar ve segici elek olarak gorev yapar. Bunun
sonucunda ¢ogu iyonize maddeler, 180 Da’dan biiyiik suda ¢oziiniir molekiil ve
disar1 akis sisteminin substratlar1 KBB’den ge¢cememektedir. Sadece kiigiik, lipofilik
molekiiller KBB’ni kolayca ge¢ebilmektedir (191,208).

Maddelerin KBB’den gecisi ile iliskili bir¢cok mekanizmanin oldugu
bilinmektedir. Beyine ge¢is i¢in siki kavsaklarin varligi nedeniyle paraseliiler yolu
kullanabilen suyun da dahil oldugu ¢ok az madde vardir. Lipofilik molekiiller
KBB’ni lipofillik derecesi ve hidrojen bag1 yapabilme kapasitesine gore transeliiler
yolaktan pasif difiizyon ile gecebilmektedir (209). Ancak lipidde ¢6ziinen
maddelerin genis bir ailesi ayn1 zamanda disar1 akista gorevli P-gp igin substrat
oldugu i¢cin KBB’den gecisi ¢ok az ger¢eklesmektedir (210). KBB ayni zamanda
glukoz gibi polar ¢6ziinen maddelerin gecisi i¢in 0zgii tasiyict sistemler icermektedir
(211). KBB’ndeki tasiyici aracili tagima sistemleri, endojen maddelerin ve besinlerin
beyine gecmesi i¢in ana sistemi olusturmaktadir. Bunun haricinde spesifik veya
adsorptif olan endositotik mekanizmalar biiyiik protein ve peptitelerin KBB’ne
tasinmasinda gorev almaktadir.

Bu sebeple, polar ¢éziinmiis maddelerin ve lipidde ¢ozlinemeyen maddelerin
serebral endotelden ge¢cmeleri fazlasiyla engellenmektedir (212). Bununla birlikle
yiikli olmayan, kiiciik, lipofilik molekiiller KBB’nin endotel membranindan pasif
diflizyonla gecebilmektedir. Bu yolak disar1 akis pompa sistemleri ve ¢oklu ilag
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direnci iligkli proteinler ile yakindan kontrol edilmetedir. Sonug¢ olarak esansiyel
maddelerin beyine girisine izin verilmesi ve metabolik atiklarin beyinden c¢ikist
saglanmalidir. KBB bu fonksiyonlar1 g¢esitli reseptdr ve trasnport sistemleri ile
gerceklestirir (213). Bu mekanizmalarla beyin tarafindan emilen veya atilan bu
maddelere; amino asitler, heksozlar, insiilin, lipoproteinler, piirin komponentleri
ornek verilebilir (212).

Nanopartikiil temelli ilag tasima sistemleri, beyine ilaclar1 tagiyabilmek i¢in
diisiin yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptor ve transferrin transitozis sistemlerinden
yararlanabilmektedirler (214). KBB’ni gegmek i¢in kullanilan diger yontemler, beyin
EH’inin siki kavsaklarinin ozmatik olarak agilmasi (215), antikor iceren tasiyict
aracili tagima sistemleri (216), karbohidrat iceren tasiyici aracili tagima sistemleri
(217), gen tasiyict vektorler (218), peptitler (219), lipozomlar (220), miseller (221)
ve nanopartikiillerdir (222).

Nanopartikiillerin pasif hedeflenmesinde, ilag hedefleme sisteminin dogal
dagilimmi swrasinda aktif fagositoz yapabilecek hiicreleri olan karaciger, dalak gibi
organlara Ozellikle pareteral uygulama sonrasinda gitmesinin engellenmesi
gerekmektir (223). Bu pasif alim, ilacin beyin dahil viicudun cesitli organlarina
hedeflenmesi konusunda major problemi temsil etmektedir. Nanopartikiil ila¢ tagima
sistemlerinin modifiye edilmesi ile partikiillerin spesifik organ ve dokulara
hedeflenmesi miimkiin hale gelebilmektedir (224). Sistemin yiizey Ozelliklerinin
surfaktan ve makromolekiiller ile kaplanarak degistirilmesi, sistem yiizeyine spesifik
antikorun konjuge edilmesi, partikiil boyutunun ve yiizey yiikiiniin degistirilmesi
gibi modifikasyon Ornekleri verilebilir. Bu teknikler ile nanopartikiil ilag
hedeflemeleri i¢in yeni kapilar acar ve hedeflenmis partikiil tasinmasinda bir¢ok

segenek sunar.
2.12.1. Nanopartikiillerin KBB’ni Ge¢me Stratejileri

MSS’ne ila¢ gonderilirken en biiylik engeli KBB’ nin karakteristik 6zellikleri
olusturmaktadir, fakat KBB ge¢ilmez degildir. Beyne ila¢ gonderilmesini
destekleyen bir¢ok cesitli strateji bulunmaktadir (225). Bu stratejiler temel olarak iki

gruba ayrilir: KBB manipiilasyonu ve ilag manipiilasyonu.
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KBB Manipiilasyonu

KBB manipiilasyon teknikleri sirasiyla: KBB’nin ozmotik par¢alanmasi,
KBB’yi acacaka biyokimyasal metodlar, KBB’ni iistesinden gelmek i¢in alternatif
yollar olarak 6zetlenebilir.

Rapoport ve digerlerinin (226) yaptig1 ¢aliymada interkarotid enjeksiyon ile
uygulanan arabinoz gibi inert hipertonik soliisyonlar ile yapay olarak ozmatik basing
olusturulup beyine gegebilen hidrofilik ilag konsantrasyonu 20 kat artirilmastir.
KBB’nin ozmotik bozulmasi1 diginda daha gilivenli olan segici olarak beyin
kapillerlerinin a¢ilmasini saglayan biyokimyasal metodlar da kullanilabilir. Sanovich
ve digerleri (227) tarafindan yapilan c¢aligmada bradkin analogu olan RMP-7
kullanarak KBB’nin lanthanuma karsi gecirgenligi artirilmistir. Ancak KBB’nin
bozulmasi beklenmedik hasarlara neden olup, beyine ¢esitli toksinlerin girmesine
izin verip anormal ndron fonksiyonu ve bozulmus glukoz alimina gotiirebilmektedir
(228). KBB’nin gecilmesi i¢in bir diger strateji ise intraventrikiiler, olfaktor yollar1
ve dogrudan beyin intertisiyel tagmmmasi gibi kardiyovaskiiler olmayan yollarin

kullanilmasidir (225).
flac Manipiilasyonu

[lag manipiilasyonuna proilag sentezi, lipofilik analoglarin sentezi, kimyasal
ila¢ tasinmasi, tastyic temelli ilag tasinmasi ve reseptor/vektor aracili ilag taginmasi
gibi stratejileri kapsar. Proilaclar, ana ilagtan tiirevlenerek sentezlenmis ve
baslangigcta farmakolojik olarak aktif olmayan bilesiklerdir. Uygulama sonrasinda
proilaglar aktivite gostermeleri gereken bdlgeye ulasirlar ve karakteristik 6zellikleri
nedeniyle o bolgede uzun siire bekleyebilirler. Proilaglar daha sonra tek bir
aktivasyon basamagi ile aktif hale gelip etkilerini gosterirler. Lipofilik analoglar ise
ilaglarm lipidde ¢6ziinebilir hale gelmesini saglayip, KBB’nden ge¢gme kabiliyetlerini
artirmaktadir. Buna en 1iyi Ornek lipozomlar verilebilir. Poli (etilen-glikol)
(PEG)’lenmis immiino-lipozomlar KBB’ni in vivo reseptor aracili tasima sistem ile
gegebilmektedir (229). Tasiyici, reseptdr ve vektdr aracili beyine ilag tagmmasi,
kimerik peptit teknolojisini olusturur ve bu sekilde peptitler gibi taginmasi miimkiin

olmayan ilaglar KBB tasima vektorlerine konjuge edilerek kullanilir.
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Nanopartikiiller, KBB’ne ila¢ tasinmasi icin en popiiler ve gelecek vaat eden

vektorler haline gelmistir (230).
2.13. AH icin Nanoteknoloji Temelli Stratejiler

Nanoteknoloji tabanli stratejiler, KBB’nin olusturdugu limitleri ortadan
kaldirabilme kabiliyetleri nedeniyle son yillarda biiylik 6nem kazanmislardir (Sekil
2.11.). AH’nin erken teshisi lizerine gelistirilebilecek stratejiler en kritik ve dnemli
noktay1 olusturur. Bu sayede ndronlardaki geri doniisiimsiiz hasar olusmadan once
hastaligin gelisimi engellenebilir. Hastaligin tedavisine yonelik stratejiler, g¢esitli
biyolojik olarak aktif molekiillerin enkapsiile edilip beyine hedeflenmesi ve bu
sekilde amiloid plaklarla savasip hem kanda hem de beyinde AP agregasyonuna
yonelik ozelliklerde degisiklik yapabilecek, ortadan kaldirabilecek nanoyapilarin

hazirlanmasidir (231)

[ Nanoteknoloji J

|
[ |

Teshis Tedavi

Hedeflenmis

Gériintiil .
oruntuleme I[lag Tasmmas1

| | |
Yiiksek
Erken Teshis ] Takip J Kontrollii Salim ] flag Yiikleme ]
Kapasitesi
[ I | |

Norodejeneratif
Hastahklar

Sekil 2.11. Nanoteknolojiden norodejeneratif hastaliklara gecisin sematik gdsterimi
2.13.1. AH Teshisi icin Goriintiileme Temelli Nanoteknolojiler

AH’da erken teshis (klinik bulgulardan Once), demansa yol acan geri

doniislimsliz néron kaybmin Onlenmesinde Onem tasir. Bu konu ilgili yapilan
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caligmalar temel olarak amiloid plaklarm, kontrast madde yiiklii Nanopartikiiller
veya floresan prob ile isaretli nanopartikiiller aracili sekilde manyetik rezonans

goriintiileme (MRI) cihazi ile goriintiilenmesini icerir (231).
Demir Oksit Nanopartikiiller

Manyetik demir oksit nanopartikiilleri biliylik yiizey alani, manyetik
ozellikleri ve smirli toksisiteleri nedeniyle bir¢ok bilim adammnin ilgisini
cekmektedir. Karacigerin MRI goriintiilenmesinde kontrast ajan1 olarak FDA onay1
almistir (232). N-terminalinden amid bagiyla AB(1-40) peptidi ile kovalent olarak
baglt demir oksit nanopartikiilleri sentezlenmistir. Bu partikiiller ile senil plaklara
hedefleme ve goriintiileme gergeklestirilmistir (233). APP ve APP/PSI transjenik
farelere mannitol ile beraber verilmis ve pMRI ile beyinlerindeki AP plaklar1
gorilintiilenmistir. Bunun disinda AB(1-40) fibrillerine 6zgii isaretleme metodu olarak
floresan rhodamine veya Congo-Red ile enkapsiile edilerek hazirlanmis manyetik
vFe203 nanopartikiilleri ¢alisilmistir. Ayrica bu partikiillerin disardan manyetik alan
uygulamasi sayesinde c¢oziinebilir AP ¢Ozeltisinden fibrilleri uzaklastirdigi

gbzlenmistir (234,235).
PE154 (Heterodimerik AKoEI)

PE154 AKoEI olmasinin yani sira insan ve transjenik fare beyin dokusu
orneklerinde AP plaklar1 i¢in floresan prob olarak gorev yaptigi1 da gosterilmistir
(236). Ancak bu molekiill KBB’ni gegememektedir. PE154 yiiklii polistiren-blok-poli
(n-biitil siyanoakrilat) (PS-b-PnBCA) nanopartikiilleri sentezlenmis ve partikiillerin
AP plak depolarma in vivo hedeflenmesi gosterilmistir. Bu nanopartikiiller
hipokampiise dogrudan enjekte edilerek kullanilmigtir, fakat bu yontem sayesinde in
vivo ortamda partiikiillere yiiklenmis AKoE inhibit6riiniin partikiillerden salinip A
plaklara hedeflendigi gosterilmistir (237).

Tiyoflavin T

Tiyoflavin T (ThT), AP agregatlarmin B-tabaka yapilarini in vitro ve in vivo
ortamda taniyan bir molekiildiir. ThT yiikli PS-b-PnBCA nanopartikiilleri
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sentezlenmis ve intraserebral olarak enjekte edilip salimi incelenmis ve AP ile

etkilesimi sayesinde amiloid agregatlarinin net goriintiileri alinmigtir (238).
Kuantum Noktalari-Ap Kompleksi

Floresan yar1 iletken nano-kristaller (kuantum noktalar, QD) son on yilda
floresan problar olarak biyolojik etiketleme ve teshis i¢cin gelistirilmistir (239). AP
peptidi ile capraz bagli PEG-QD, ¢6zelti veya hiicresel sistem icindeki fibriller ve
oligomerlerin olusumunu nicel olarak tanimlamak ve izlemek icin gelistirilmistir. Bu
yaklasim AP peptidinin agregasyon kinetiginin calisilmasini saglamistir ve ayrica
ileride in vivo olarak da peptit agregasyonunun incelenmesinde kullanilabilecegi

disiiniilmiistiir (240).
2.13.2. AH Tedavisi icin Nanoteknolojiler

Saglikli bir KBB, kiigiik veya biiyiikk ndroterapotik molekiillerin
gelistirilmesinde en biiyiik engeli olusturur. KBB, ilag etkisini, toleransini negatif
olarak etkiler, ¢ilinkii beyinde minimum etkiyi olusturacak minimum ilag
konsantrasyonunu saglamak icin yliksek dozda ilag gerekmektedir. Nanopartikiil
sistemleri bu problemleri ortadan kaldirip aktif molekiillerin KBB’yi ge¢mesini

saglayarak toksisiteyi azaltip, terap6tik etkiyi artirma olanaklar1 saglayabilirler (241).
AKkoE inhibitorleri

Kolinerjik sinir iletimindeki bozukluklar Alzheimer hastalarindaki 6grenme
ve hafiza bozukluklarinda 6nemli rol oynar (242). AH tedavisinde kolinerjik sinir
iletiminin desteklenmesi en etkili tedavi yontemi olarak goriilmektedir. Rivastigmin,
hem AKoE hem de BuKoE’nin FDA tarafindan AH tedavisi i¢in onayl
inhibitoriidiir. Deneysel olarak bu ilacin AH hastalarmmda kognitif fonksiyonlari,
genel fonksiyonlar1 ve davranislar1 en azindan korudugu ve gelistirdigi gosterilmistir.
Fakat klinik etkinligi, beyin translokasyonu diisiik oldugu icin sik sik enjeksiyon
gerektirmesi ve periferik organlar iizerindeki olumsuz kolinerjik etkileri nedeniyle
smirli kalmaktadir (243). Rivastigminin beyne hedeflenmesi ve yan etkilerinin
ortadan kaldirilmasi i¢in polisorbat 80 kapl rivastigmin yiiklii polimerik poli-n-biitil

siyanoakrilat (PnBCA) nanopartikiilleri sentezlenmistir. Siganlara iv olarak verilmis
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ve serbest ilag ile karsilagtirildiginda sican beynindeki rivastigmin alim oranmin 3,8
kat arttig1 goriilmiistiir (244). Ayn1 grup PnBCA nanopartikiilleri ile bir diger AKoE
inhibitorii olan takrini de kullanmistir. Siganlara iv olarak verilmis ve serbest ilag ile
karsilagtirildiginda sican beynindeki takrin alim oraninin 4 kat arttigi goriilmustiir

(245).
Ostrojenler ve Androjenler

MSS’nin gelismesinde ve fonksiyonlarinda eseysel bezlerden salinan
steroidlerin énemli rol oynadig: preklinik deneylerde gdsterilmistir (246). Ostrojen
tedavisi AH riskini azalttig1 one siiriilmiistiir. Deneysel olarak estradiol, kolinerjik
ndronlarin biiylimesini, hayatta kalmasini tesvik eder ve dnemli miktarda serebral
amiloid birikmesini azaltabilir (247). Estradiol yiiklii PLGA nanopartikiilleri
sentezlenmistir. Bu sekilde oral alim ve serbest ila¢ karsilastirildiginda ilacin
biyoyararhiligini 10 kat artmistir (248). Alzheimer hastalarindaki biligsel gerilemeyi
azalttig1 bilinen aktif antiprogesteron bilesigi olan mifepriston yiikli Poli (laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) nanopartikiilleri sentezlenmistir. Bu sekilde ilacin oral alimda

biyoyararlanimi artirmistir (249).
Kurkuminler

Kurkuminler Curcuma longa’dan elde edilir ve gida endiistrisinde kullanilir.
Son yillarda ise sahip oldugu biyolojik aktiviteleri nedeniyle arastirmalarda
kullanilmaktadir. Bunlar 6zellikler anti-enflamatuar, antioksidan, ndroprotektif
hepatoprotektif, antikanserojen, antiviral aktiviteler olarak &zetlenebilir (250).
Sayisiz arastirmact kurkuminin Af agregasyonunun ndronlardaki toksisitesini
anlamli diizeyde azalttigmi bildirmistir (251). Ne yazik ki, bu bilesikler, kararh
degildir ve hem asidik hem de alkalin kosullarin kolayca hidroliz edilir. Ayrica
1isikla bozundugu icin zayif biyoyararlanima sahiptir ve dolayisiyla beyine alimi
olmayabilir. Kurkumin polimerik PnBCA nanopartikiillerine yiliklenmistir. Bu
sekilde kurkuminin yar1 omrii uzatilmistir ve serbest kurkumine gore beyindeki
konsantrasyonu artirilmistir. Ancak AH i¢in terapdtik etkilerine bakilmamistir (252).
ApoE3 ligandlarma sahip kurkumin yiikli PuBCA nanopartikiilleri sentezlenmistir.
Bu sekilde beyindeki LDL-r aracili sekilde KBB’yi gecebilecegi diisiiniilmiistiir.
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ApoE3 ile fonksiyonel hale getirilmis nanopartikiillerin AR bagimli toksisiteyi
inhibisyonu, SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde gdsterilmistir. Serbest ilaca gore
bu nanopartikiillerin %40 oraninda toksisteyi azalttifi ve ayni zamanda reaktif

oksijen tiirlerini de azalttig1 tespit edilmistir (253).
a-p- ve y- Sekretaz Inhibitorleri

AP peptit, APP’nin B-bolgesinden B-sekretaz ve daha sonra y- sekretaz ile
kesilmesi ile meydana gelir. Non-amiloidojenik yolakta ise a- ve y- sekretaz ile
kesilir ve salgisal form meydana gelir. Bu iki yolakta olusabilecek c¢esitli
bozukluklarin AH’nin nedenlerinden biri olan AP agregasyonunu tetikledigi
diistiniilmektedir (40). a-B- ve y- Sekretazlar g¢esitli biyolojik fonksiyonlar1 nedeniyle
en uygun hedefleri olusturmaktadirlar. Dogal a-sekretaz diizenleyicisi epigallotechin-
3-gallate (gallik asit) lipidik nanopartikiillere enkapsiile edilmistir ve oral

biyoyararlanimi artirilmistir (254).
Antioksidan Tiirler

AH tedavisi i¢cin bir diger strateji ise reaktif oksijen tiirlerini ortadan
kaldirdiklar1 i¢in antioksidan tiirlerinin beyine hedeflenmesine yoneliktir. Glutatyon
en onemli intraseliiler antioksidanlardan biridir. Hiicreleri oksidatif strese karsi korur.
PEG-GSH konjugat1 nanopartikiilleri sentezlenmistir. Bu partikiillerin ~ amaci
beyindeki GSH miktarinin artirilmasidir. Bu partikiiller SH-SYSY hiicrelerinde
hidrojen peroksitin olusturdugu oksidatif stresi ortadan kaldirmistir (255). Benzer
baska bir calismada ise PLGA nanopartikiilleri bir metalloprotein olan siiperoksit
dismutaz (SOD) enkapsiile ederek sentezlenmistir. Bu sekilde SOD’in dolagimdaki
yar1 6mril ve beyindeki alimini artirmak amaglanmistir. Bu nanomalzemelerin insan
noronlarm1 in vitro hidrojen peroksit kaynakli oksidatif stresten korudugu

gosterilmistir (256).
2.14. Nanotasiyici Sistemler

Ilag teknolojisinde karsilasilan en biiyiik sorunlar arasinda yer alan spesifik
organa ya da dokuya ila¢ hedeflendirilmesi, ilacin etki siiresinin uzatilmasi, KBB’nin

asilmasi, ilacn lokalizasyonu, yan ve toksik etkilerinin azaltilmasini1 saglayan
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nanosistemlerin gelistirilmesi {izerine biitiin diinyada yogun bir ¢alisma baslamistir
(257,258). Bu nanosistemler arasinda lipozomlar, miseller, nanoemiilsiyonlar,
polimerik ve lipit nanopartikiiller, sivi kristaller, nanokristaller, dendrimerler,
biyokonjugatlar, polimer-ila¢ kovalent nanoyap1 olusturan 6n ilag yaklasimlar1 ve
“self assembling” ila¢ tastyici sistemler bulunmaktadir. Nanosistemler ile hidrofilik
ve hidrofobik ilaglar, proteinler, asilar, biyolojik makromolekiiller vb. yapilar
enkapsiile edilerek etkin bir sekilde tagmnabilir. Tiimor dokularina, lenfatik sisteme,
arteriyel duvarlara, akcigerlere, karacigere, dalaga ve beyne hedeflendirilmeleri ve
sistemik dolasimda istenilen siire boyunca kalmalar1 saglanabilmektedir. Nano
Olgekteki liretim ve manipulasyonlarla akiler ilag tasarimmin 6nii agilmaktadir. Diger
taraftan santral sinir sisteminin kendini korumasi i¢in gerekli olan ve bir¢ok
maddenin gegisine izin vermeyen KBB; Alzheimer ve Parkinson hastaliklari, santral
sinir sistemi enfeksiyonlari, multipl skleroz ve beyin tiimorleri gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ydntemler igin kisitlama getirmektedir. ilag tasiyict
nanosistemler ile gerceklestirilebilen girisimsel olmayan ilag hedeflendirme
teknikleri bu a¢idan biiyiik deger yaratmaktadir. Fonksiyonlandirilabilmelerinin yani
sira kiiglik boyutlar1 nedeniyle KBB’yi gegebilen nanotasiyicilar ile ndrodejeneratif
hastaliklara kars1 tedavi teknikleri gelistirilebilecegi diistiniilmektedir (259).

Polimerik nanosistemlerin hazirlanmasinda kitosan, aljinatlar gibi dogal ve
poli(alkilsiyanoakrilat)lar, poli(anhidrit)ler ve poliesterler gibi sentetik polimerler
kullanilmaktadir. PLGA, sayilanlar arasinda nano ve mikrokiire iiretiminde en ¢ok
kullanilan polimerlerdir.

Literatlirde bizim arastirmalarimiz neticesinde donepezil tasiyict sistemler
iizerine fazla bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sadece, Zhang ve arkadaglar1 tarafindan
gerceklestirilen PLGA mikropartikiiller ile uzatilmig salim g¢aligmasi mevcuttur
(260). Bu caligmada donepezil, PLGA mikrokiirelere yag-su emiilsiyon teknigi ile
enkapsiile edilerek salim profilleri incelenmis ve in-vivo deneyler ile beyin
dokusunda miktar1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma neticesinde donepezilin 1 ay siire ile
mikrokiirelerden salindig1 ve beyine gectigi tespit edilmistir.

Ancak nanoteranostikler, mikro sistemlere gore bir¢ok avantaj saglamaktadir.
Nanoboyutlu ilag tastyici sistemlerin partikiil boyutlari, kan damarlarmni tikama riski

olmadan dogrudan sistemik dolasima verilebilmelerine olanak saglamaktadir
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(261,262). Partikiillerin, organizmadaki davraniglarindaki en biiytik etkenin boyutlar1
oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar, nanopartikiillerin opsonizasyon ve buna
bagli olarak makrofajlar tarafindan taninma ve fagosite edilmelerinin boyuta bagli
oldugunu gdstermektedir (263). 200 nm’den kiigiik boyuta sahip partikiillerin
sistemik dolasimdan uzaklastirilma oranlarinm biiyiik partikiillere kiyasla daha diisiik
oldugu, dolayisiyla kanda dolagim siirelerinin de daha uzun oldugu gosterilmistir.
Ayrica kiigiik boyutlar1 nedeniyle KBB’ni kolayca asabildikleri bildirilmistir (264).

Diger taraftan, biitlin bu popiilerligine ragmen, PLGA kopolimerlerinin diger
biyobozunur poliesterler gibi sahip oldugu giiclii hidrofobik 6zellikleri pratik
uygulamalarda bazi smirlamalara yol ag¢maktadwr. Ayrica, etkin farmasotik
uygulamalar da bu polimerlerle hazirlanmis partikiiler yapilarin biyolojik ortamla
uyumlarint  saglamak i¢in yilizey Ozelliklerinin uygun hale getirilmesini
gerektirmektedir. Polimer yapisina PEG gibi biyouyumlu ve hidrofilik bir polimerin
eklenmesi, sonu¢ malzemeye hidrofilik karakter ve malzemenin spesifik
uygulamalarma yOnelik farkli fiziko-kimyasal Ozellikler kazandirilmasini
saglamaktadir. Bunlara ek olarak, yiiksek orandaki polimer zinciri esnekligi
sayesinde, PEG polimer birimleri serbest donme hareketleri ve yiiksek hidrofilik
karakterleriyle, hidrofobik polimer yapisini perdeleyerek retikiiloendotelyal sistem
(RES) tarafindan taninmay1 geciktirici bir hidrofilik sterik bariyer yaratirlar.

Ayrica, malzeme ylizeyinde bulunan PEG zincirleri malzeme ylizeyine
antikorlar gibi hedefleme molekiillerinin takilabilmesini saglamaktadir, bu da
malzemenin istenilen dokuya yonlendirilmesine izin vermektedir. Hidrofilik PEG
segmentinin eklenmesiyle olusan PLGA-b-PEG kopolimerleri, yapisini olusturan
PLGA ve PEG polimerlerinden farkli kristallik, ¢oziiniirlik ve biyobozunum
ozellikleri ve ayrica yukarida bahsi gecen avantajlar1 sebebiyle farmasotik ve
medikal alanda kullanilabilen yeni bir malzeme sinifi olarak kabul edilmektedir. Bu
bilgiler 1s183inda, PLGA-b-PEG kopolimerleri farmasotik ve biyomedikal alanda
yiiksek uygulama potansiyeline sahiptirler (265).

Diger taraftan, literatiirde nanopartikiiller ile beyne etkin madde
hedeflendirme iizerine yogun olarak calisildigr goze carpmaktadir. Costantino ve
digerlerinin (266) yaptig1 caligmalarda; normalde KBB’yi asamayan PLGA

nanopartikiillerinin, yapilan peptidik ylizey modifikasyonlar1 ile bu engeli
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asabildikleri gosterilmistir. Burada kullanilan peptidler sentetik opioidlere benzeyen
kisa peptidlerdir. Yiizeyleri PEG ile modifiye edilen nanopartikiiller daha diisiik
fagositoz edilebilme 6zelligi gostermektedirler ki bu durum nanopartikiillerin daha
uzun siire kan dolasiminda kalmasini saglamaktadir. Opsonizasyon adi verilen ve
nanopartikiillerin makrofajlar tarafindan viicuttan uzaklastirilmaya c¢aligildigt
mekanizmanin, nanopartikiil yiizeyinde bulunan PEG molekiilleri sayesinde
geciktirilmesi sonucu, nanopartikiiler kontrollii salim sistemleri olusturulabilmektedir
(267). Lu ve digerlerinin (268) 2005°te yaptig1 bir diger calismada da, albumin bagl
nanopartikiillerin KBB’yi gectigi; oOzellikle de katyonik albumin bagl
nanopartikiillerin bu bariyerde bulunan siki kavsaklara bir miktar toksisite
gostermekle birlikte bu bariyeri 7-8 kat daha fazla astig1 gosterilmistir. Ayrica Kim
ve ekibi aljinat hidrojel igerisine koyulan PLGA nanopartikiillerinden model ilag¢
olarak alman deksametazon saliminin 3 hafta kadar stirdiigiinii yapilan in-vitro salim
caligmalar1 sonucu ortaya koymustur. Khuller ve Pandey, antitiiberkiiloz ilaglar1
PLGA nanopartikiilleri i¢ine enkapsiile edip fare modellerinde bu nanopartikiilleri
beyne hedeflendirme iizerinde c¢alismislardir. Farelere oral olarak verilmis bu
partikiiller tek doz uygulama ile 5-8 giin boyunca plazmada, 9 giin boyunca beyinde
tespit edilmistir. Sonucta serbest ilaca oranla iyilestirilmis farmakokinetik 6zellikler
ve yliksek bir bagil biyoyararlanim saglanmistir. Ayrica Mycobacterium tuberculosis
ile enfekte edilmis farelerde 10 giinde 1 olmak iizere sadece 5 oral doz uygulamasi
ile tam bir iyilesme saglanmistir (269).

Klinikte AH kesin tedavisi miimkiin olmadigindan donepezil vb
asetikkolinesteraz inhibitorleriyle semptomatik tedavi yapilmaktadir. Ancak siddetli
bulant1, kusma, diyare gibi gastrointestinal yan etkiler bu ilaclarin hastalar tarafindan
iyi tolere edilememesine sebep olmaktadir ayrica bu ilaglarin hergiin tekrarlanan
dozda alinmasi gerekliligi demansi olan Alzheimer hastalarinda uyun¢ problemi
yaratmaktadir. Klinikte hastaligin mekanizmasina/nedenine yonelik olarak kullanilan

her hangi bir ilag bulunmamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1.Geregler

Tez deneylerinde kullanilan biitiin kimyasallar Sigma-Aldrich (ABD) ve
Merck (ABD) firmalarindan temin edilmistir. Tez kapsaminda kullanilan hiicre
hatlar1 ve besiyerleri Sciencecell (ABD)’den temin edilmistir. Kullanilan antikorlar
Abcam (Ingiltere) firmasindan temin edilmistir. Protein tayini i¢in kullanilan BCA
(Katolog numarast: 21071) kiti Intron Biotechnology (Kore)’den temin edilmistir.
Hiicre kiiltiirii ortamindaki TNF-a, IL-1B, IL-6, TGF-f1, MCP-1 ile GM-CSF
diizeyleri ise Invitrogen (ABD)’den satin almman insan ELISA kitleri ile tayin
edilmigtir. RNA izolasyonu Ambion (ABD)’den satin alman Kkitlerle
gerceklestirilmistir.

Deneylerde kullanilan cihazlar ve temin edildikleri firmalar agagidaki gibidir:
Ultraturaks (PRO Scientific Inc, ABD), Partikiil Boyutu ve Zeta potansiyel Olgiim
Cihazi (Malvern Zetasizer Nano-ZS, Ingiltere), Santrifiij, (Hettich, Almanya)
Manyetik Karigtiric1 (Ika, Almanya), pH metre (Orion, ABD), Hassas Terazi (Mettler
Toledo, ABD), Spektroflourimetre (RF-5301PC, Shimadzu, Japonya), Buz Makinesi
(AF80, Scotsman, Italya), Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi (HPLC),
pompast (P680, Dionex, Almanya), HPLC, otamatik 6rnek enjektorii (ASI-100,
Dionex, Almanya), HPLC, Termostatli kolon kompartmani (TCC-100, Dionex,
Almanya) HPLC, UV dedektorii (UVD340U, Dionex, Almanya), Spektrofotometre
(UV-1800, Shimadzu, Japonya), PCR (Veriti, Applied Biyosystems, ABD), Ger¢ek
zamanli-PCR (ViiA7, Applied Biyosystems, ABD), Mikroplaka okuyucu (BioTek,
ABD), -86°C Buzdolab1 (Panasonic, Japonya), Laminar akis kabini (Clean Air,
ABD), Homojenizator (Schuett-Biotek, Almaya),CO; inkiibatorii (Panasonic,
Japonya). 151k mikroskobu (Leica DM4000B, Almanya).

3.2. Cift Emiilsiyon Yontemi ile Donepezil Yiikli PLGA-b-PEG-COOH

Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Donepezil yiiklii nanopartikiiller, Dziubla ve digerleri tarafindan kullanilan
cift emiilsiyon sentez yOntemi modifiye edilerek hazirlanmistir  (270).

Nanopartikiillerin  hazirlanmasinda kullanilan PLGA-b-PEG-COOH polimeri,
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PLGA-COOH ve NH2-PEG3400-COOH polimerleri kullanilarak Prof. Dr. Kezban
Ulubayram (Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Temel Eczacilik Bilimleri
Anabilim Dali) ve grubu tarafindan sentezlenmistir. 1. emiilsiyon, dikolorometan
(DCM) icerisindeki PLGA-b-PEG-COOH polimer ¢ozeltisinin (20 mg/mL)
ImL’sine, pH 7.4 fosfat tamponu (PBS) igerisindeki farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis donepezil ¢ozeltisinden sirayla (2.5 mg/mL, 5 mg/mL, 7.5 mg/mL, 10
mg/mL) 1 mL damla damla eklenerek, ultraturaksla 15000 rpm’de 1 dakika
karistirilmast ile elde edilmistir. Hazirlanan bu emiilsiyon, enjektér yardimi ile
kiitlece % 2’lik Pluronic F68 ¢ozeltisine (5 mL) damla damla eklenerek, ultraturaks
ile 15000 rpm’de 1 dakika karistirilmig ve 2. emiilsiyon elde edilmistir. Olusturulan
bu 2. emiilsiyon bir enjektor yardimi ile manyetik karistiricida karigmakta olan %
0.5’lik Pluronic F68 c¢ozeltisine (50 mL) siringa pompasi yardimi ile eklenmistir.
Elde edilen emiilsiyon, organik ¢dziicliniin uzaklastirilmasi i¢in bir 24 saat +4°C’de
manyetik karistiricida karigtirilmistir. Olusan partikiil siispansiyonu oncelikle 4
dakika boyunca 4000 rpm’de santrifiijlenerek makroagregatlarin uzaklastirilmasi
saglanmig, daha sonra elde edilen nanopartikiil siispansiyonu 14000 rpm’de 15
dakika santrifiijlenerek hazirlanmis olan nanopartikiiller ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen
nanopartikiiller 2 kez yikanarak yiiklenmemis donepezil ve yiizey aktif maddenin

fazlasinin uzaklastirilmasi saglanmistir.

3.2.1. PLGA-b-PEG Nanopartikiillerin Anti-Af  Antikoru ile

Konjugasyonu

Hazirlanan nanopartikiillerin dogrudan amiloid plaklara hedeflendirilmesi
icin nanopartikiillere anti-Ap antikoru (Abcam) baglanmistir. Calismada salim profili
en iyi olan NP1 (2.5 mg/mL) kullanilmistir. Antikor baglanma etkinligi icin ise de
model antikor olarak IgG kullanilmistir. Nanopartikiillere anti-Af antikor baglanmasi
icin ¢ift emiilsiyon yontemi ile hazirlanan nanopartikiillerin distile su i¢inde belirli
derisimdeki siispansiyonlar1 hazirlanmig ve bu siispansiyondan belli bir miktar
alinarak iizerine 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid HCl (EDC) ve N-
Hidroksisiiksinimid (NHS) c¢ozeltileri eklenerek 15 dakika manyetik karistiricida
karistirilmistir. Daha sonra nanopartikiiller 3 kez yikanarak EDC ve NHS’in fazlas1

uzaklastirilmistir. Nanopartikiillere baglanan anti-Af antikoru miktarmin tayini
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protein tayini Bradford yontemi ile yapilmigtir. Sigir serum alblimini (BSA)
standartlar1 kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Sentezlenecek olan ve
yiizeylerinde anti-Af antikor tasiyan donepezil PLGA-b-PEG nanopartikiilleri Sekil

3.1°de sematize edilmistir.

Al ——————y

Sekil 3.1. Anti-A antikor tasiyan donepezil yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin

sematik gosterimi.
Antikor Tayini

Anti-Af antikor tasiyan nanopartikiillerin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi
kullanilmistir (271). Bu yontem i¢in gerekli olan kalibrasyon egrisi standart olarak
saf BSA kullanilarak c¢izilmistir. Hazirlanmig nanoparitkiillerin 10pL  alinmus,
reaksiyon karigimma 90 pL saf su, 5.9 mL %0,9 NaCl ¢o6zeltisi ve 1 mL Bradford
Coomassie Brilliant Blue eklenmistir. Karigim 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Daha sonra 595 nm dalga boyunda absorbansi dlgiilmiistiir. Ornekteki

antikor miktar1 kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplanmistir.

3.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.3.1. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarmmin boyut ve zeta potansiyel
analizleri Malvern Zetasizer Nano-ZS partikiil boyutu ve zeta potansiyel 6l¢im
cihazi ile yapilmistir. Partikiil bliylikligti dagilimi tayinindeki temel prensip, dinamik
151k sac¢ilimi ile partikiillerin siispansiyon i¢inde Brownian hareketi yapmasina bagl
gelisen hareketlerinin dl¢limiidiir. Bilyilik boyutlu partikiillerin kiigiik olanlardan daha
fazla 151k sagmasi sonucu boyut agisindan hassas bir Ol¢ciim yapilabilmekte ve

ozellikle agregasyon durumlarinda stabil olmayan sistemler kolaylikla ve hassas bir
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sekilde tespit edilebilmektedir. Dinamik 151k sa¢ilimi teknigi, Foton Korelasyon
Spektroskopisi ya da Kuazi-Elastik Isik Sacilimi olarak da bilinmektedir.

Zeta potansiyeli, sulu ortamlarda partikiillerin ylizeyindeki iyonizasyon ya da
yiizeylerine adsorbe olan iyonik maddelerin meydana getirdigi yiizey yiikii olarak
tanimlanmaktadir. Bu yiizey yiikiine bagli olarak partikiili ¢evreleyen iyonlarin
dagilimi degisiklik gostermektedir. Partikiil hareket ederken, bu iyon tabakasi da
onunla birlikte hareket etmekte, tipki bir pargasi gibi davranmaktadir. Bu degerin
negatif ve pozitif her iki yonde de artmasi sonucu partikiiller birbirini itmekte ve
sistem kararlilig1 korunmaktadir. Nanopartikiillerin zeta potansiyellerinin &lgiimii
icin kullanilan Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi, bu potansiyeli 6lgmek icin
stispansiyon boyunca bir elektriksel alan uygulamakta ve partikiillerin yiiklerine

bagli olarak gelisen hareket hizlarini 6lcerek hesaplama yapmaktadir.

3.3.2. Morfolojik Analiz

Nanopartikiillerin sekil, geometri, bliyliklik ve dagilim gibi morfolojik
ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
kullanilmistir. SEM analizinde nanopartikiiller ince bir platin tabakasi ile kaplanmis

ve Nova NanoSem cihazi ile 6rneklerin SEM goriintiileri alinmustur.

3.4. PLGA-b-PEG Nanopartikiillerine Yiiklenen Donepezil Miktar
Tayini

3.4.1. Donepezil icin Kalibrasyon Dogrusunun Hazirlanmasi

Donepezil miktar tayini Pappa ve digerleri (272) tarafindan gelistirilen HPLC
yonteminin modifiye edilmesi ile gergeklestirilmistir. Yontemde mobil faz olarak
metanol, 0.02 M fosfat tamponu (0.2 M KoHPO4 ve 0.02 M NaOH, pH 8) ve
trietilamin karigimi (60:40:0.5), fosforik asit ile pH 7.5’e ayarlanarak kullanilmastir.
Analitik aymrmm i¢in Thermo hipersil gold fenil kolonu (250 x 4.6 mm; 5 um)
kullanilmig (25°C) ve donepezil deteksiyonu A=268 nm’de gerceklestirilmistir. Akis
hiz1 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 50 puL olarak ayarlanmistir. Donepezil mobil fazda
hazirlanan 1mg/mL derisimdeki stok c¢ozeltisinden hareketle 0.1mg/mL derisimde
ikinci ¢0zelti hazirlanmis ve bu stoktan kullanilarak 7 farkli kalibrasyon noktasi i¢in

gerekli seyreltmeler yapilmistir (100, 50, 25, 10, 5, 1, 0.5 pug/mL).
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3.4.2. Donepezil Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

Donepezilin yilikleme etkinliginin belirlenmesi i¢in nanopartikiil hazirlama
islemi sirasinda dis sulu fazda serbest halde bulunan donepezil miktar1 tayin
edilmigtir. Bu amagla, donepezil yiiklii nanopartikiiller hazirlandiktan sonra
nanopartikiil slispansiyonu 20,000xg’de 15 dakika santrifij edilerek iist fazdan
ornekler alinmis ve bu 6rnekler 0.22 pum por agikligma sahip filtreden siiziilmiistiir.
Dis fazdaki donepezil derisimi HPLC yOntemi ile tayin edilmis, etkin madde

yiikleme etkinligi agagidaki formiil ile hesaplanmigtir.
. . N K - K
Etkin madde yiikleme etkinligi (%) = —x X 100
1

Ki:  Nanopartikiil formiilasyonu hazirlanmasinda kullanilan donepezil derisimi

Ko:  Su fazinda nanopartikiillere yiiklenmeden kalan donepezil derisimi

3.5. Etkin Madde Salim Calismalar

Donepezil yiikli PLGA-b-PEG nanopartikiillerden etkin madde saliminin
incelenmesinde “sink” kosullar1 saglayacak sekilde 3 mg nanopartikiil 1.5 mL PBS
(pH 7.4) igerisinde dagitilmistir. Ornekler 37°C’de su banyosuna yerlestirilmistir. Bu
orneklerin Onceden belirlenmis zaman noktalarinda iist fazlar1 toplanarak
20,000xg’de santrifiij edilmistir ve HPLC yOntemi ile salinan etkin madde miktar1
belirlenmistir. Her zaman noktas1 i¢in iist fazin tamami alinmis ve ayni1 miktarda yeni
PBS eklenerek bir sonraki zaman noktasma gecilmisti. HPLC yontemi ile
hesaplanan etkin madde miktarlar1 her zaman noktasi i¢in toplanarak salim profilleri

elde edilmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmustir.

3.6. In vitro Deneyler
3.6.1. AP Fibrillerin Hazirlanis1
AP Peptid Orneklerinin Hazirlanmasi

500 uM AP(1-40) peptid %0.02 (h/h) soguk amonyum ¢dzeltisinde ¢oziiliip
vortekslenmistir. 20uL’lik kisim fibrillerin hazirlanmasi i¢in inkiibasyona birakilmak

iizere alinmis; kalan ¢ozelti taze AB(1-40) peptid olarak -80°C de saklanmustir.
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500 uM AP(1-42) peptid %0.02 (h/h) soguk amonyum ¢dzeltisinde ¢oziiliip
vortekslenmistir. 20pL’lik kisim fibrillerin hazirlanmas: i¢in inkiibasyona birakilmak

iizere alinmis; kalan ¢ozelti taze AP(1-42) peptid olarak -80°C de saklanmistir
(273,274).

Fibrillerin Hazirlanmasi

APB(1-40) fibril sentezinde 50 uM taze AB(1-40), 100 mM NaCl, 50 mM PBS
(pH=7.5) birlestirilmis ve 2400 uL’lik reaksiyon karigimi olusturulmus ve 37 °C de
inkubasyona birakilmistir. Karigim, 20 uL. AB(1-40), 240 pL NaCl ve 1200 uL PBS
icermektedir.

AP(1-42) fibril sentezinde 50 uM taze AP(1-42), 100 mM NaCl, 50 mM PBS
(pH=7.5) birlestirilmis ve 2400 pL’lik reaksiyon karigimi olusturulmus ve 37 °C de
inkubasyona birakilmistir. Karigim, 20 uL. AB(1-42), 240 pL NaCl ve 1200 uL PBS
icermektedir (273,274).

3.6.2. AP(1-40) Fibrilin Donepezil ve Rifampisin ile Inkiibasyonu

Hazirrlanan 2.3 mM AB(1-40), 100 uM derisimdeki donepezil yiiklii
nanopartikiiller ve fibrilleri inhibe ettigi bilinen 100 pM Rifampisin ile 100 mM
NaCl, 50 mM fosfat tamponu (pH=7.5) iceren 500 pL’lik reaksiyon ortaminda, 37°C
de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon esnasinda belirli zaman noktalarinda karisimdan

ornek alinarak ThT floresans siddeti 6l¢iilmiistiir.

3.6.3. AP(1-42) Fibrilin Donepezil ve Rifampisin ile Inkiibasyonu

Hazirlanan 2.5 mM AP(1-42), 100 uM derisimdeki donepezil yiiklii
nanopartikiiller ve fibrilleri inhibe ettigi bilinen 100 pM Rifampisin ile 100 mM
NacCl, 50 mM fosfat tamponu (pH=7.5) iceren 500 pL’lik reaksiyon ortaminda, 37°C
de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon esnasinda belirli zaman noktalarinda karisimdan

ornek alinarak ThT floresans siddeti 6l¢iilmiistiir.

3.6.4. ThT Floresans Ol¢iimii

Fibril olusumu ve olusumun selejilin igceren nanopartikiillerle inhibisyonu

ThT floresans 6l¢iimii ile takip edilmistir. Reaksiyon ortamindan 100 pL’lik 6rnekler
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almarak 0. dakikada eksitasyon ve emisyon spektrumlari taranmistir.
eksitasyon=448 nm ve emisyon=490 nm olarak belirlenmistir. Reaksiyon ortamindan
strastyla 0, 10, 24 ve 48. saatlerde 6rnekler alinarak belirtilen eksitasyon ve emisyon
dalga boylarinda ThT floresans siddeti Ol¢lilmiistiir (274). Floresans siddetindeki

azalma, fibril olusumunun inhibiyonu ile dogru orantilidir.

3.6.5. Hiicre Kiiltiira
IBMEH Kiiltiirii

IBMEH (ACBRI 376) hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler ekilmeden dnce
flasklar attachment factor (4Z0-210, Cellsystems) ile kaplanmistir. Hiicreler,
antibiyotiklerle desteklenen (100 U/ml penisilin, 100 pg/mL streptomisin), %10
oraninda fetal sigir serum (FBS) ve %1 endotel hiicre biiyiime faktorii (ECGS) igeren
endotel hiicre besiyeri (ECM) (Sciencecell) ile siispande edilerek 37°C’de 5% CO»

iceren nemli atmosferli ortamda biiyiimeye birakilmislardir.

insan Astrosit Hiicre Kiiltiirii

Insan astrosit hiicre hatt1 (Cat no: 1800-5, Sciencecell) kullanilmistir.
Hiicreler ekilmeden once flasklar poly-L-Lizin ile kaplanmistir. Hiicreler,
antibiyotiklerle desteklenen (100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin), %10
oraninda FBS ve %1 oraninda astrosit hiicresi bliylime faktorii (AGF) iceren astrosit
besiyeri (AM) (Sciencecell) ile siispande edilerek 37°C’de 5% CO; igeren nemli

atmosferli ortamda biiyiimeye birakilmiglardir.

3.6.6. KBB in vitro Modeli

IBMEH, KBB’ni temsil eden polarize bir tabaka elde etmek amaciyla, 50,000
hiicre/cm” olacak sekilde attachment factor (4Z0-210, Cellsystems) kapli, 6
kuyucuklu, 0.4 pm-porlu, yar1 saydam membran girintilerine (0.3 cm?/girinti)
ekilmistir. EH tabakas1 bu sistemi apikal (kan tarafi) ve bazolateral boliim (beyin
tarafi) olarak ayirir. Bu diizenek, KBB’in her iki tarafina uygulama yapilmasi veya
ornek almmasma olanak saglar. ECM 9%5’lik fotal sigwr serumu, %]1°lik
penisilin/streptomisin ¢ozeltisi ve %1’lik ECGS ile desteklenmistir. Ko-kiiltiir

modeli i¢in astrositler, 6 kuyucuklu tasiyic1 plaklarm kuyucuklarma (1.9



55

cm?/kuyucuk) 50,000 hiicre/cm? olacak sekilde ekilenmistir. AM, %5’lik fotal sigr

serumu, %]1°lik penisilin/streptomisin ¢dzeltisi ve %1’lik AGF ile desteklenmistir.

Tiim hiicreler, nemlendirilmis 37°C’lik inkiibatorde %5 CO; ile kiiltiire edilecektir.

Medyum degisimi, tek tabakalar birlesene kadar (3-4 giin) giin asir1 degistirilmistir.

Hiicre kiiltiirli ortaminda gerceklestirilecek deneyler Sekil 3.2°de 6zetlenmistir.
Sekilde belirtilen astrositlere ait AM toplanarak asagidaki analizler

gerceklestirilmistir.

1. Fibril destabilizasyonunu tespit etmek amaciyla ThT floresans Ol¢iimii

gerceklestirilmistir.

2. Donepezil miktar tayini gergeklestirilmistir.

3. MCP-1, TGF-B, IL-6, TNF-a, GM-CSF, IL-1B protein diizeyleri ELISA

kitleri ile tayin edilecektir. Sitokinlerin veya kemokinlerin 6l¢ctimii kullanilacak

kitlerin yonergelerine uygun olarak gergeklestirimistir.

Sekilde belirtilen astrositler toplanarak asagidaki analizler gerceklestirilmistir.

I. RNA izolasyonu

2. MCP-1, TGF-B, IL-6, TNF-a, GM-CSF, IL-1B gen ekspresyonu i¢in gergek

zamanlt PCR (RT-PCR) analizi (kullanilmig olan primer dizileri Tablo 3.1°de

verilmigtir).

Bu deney diizeneginin amac1

1. Donepezil yliklii nanopartikiillerin KBB’ni astiginin tespit edilmesi.

2. Nanopartikiillere hapsedilen donepezilin ortama salindiginin tespit edilmesi.

3. Astrositlerdeki MCP-1, TGF-f, IL-6, TNF-a, GM-CSF, IL-1p 'nin protein ve

gen diizeyindeki ekspresyonlarinin donepezil uygulamasiyla nasil degistigini

saptamaktir.
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Sekil 3.2. Hiicre kiiltiiri ortaminda gergeklestirilen deneylerin sematik 6zeti

3.6.7. RNA Izolasyonu ve RT-PCR

Astrosit hiicrelerden total RNA; RNA ekstraksiyon kiti ile iiretici firmanin
yonergeleri dogrultusunda izole edilmistir.

Tek zincirli ¢cDNA 1 pg total RNA’dan ters transkriptaz kullanilarak
sentezlenmistir. Bu islem 100 U Superscript II, 0.25 pg random primer, 0.5 mM
dNTPs, 5 mM DTT, 32 U Rnase inhibitorii varliginda 50 dakika 42°C’de son hacim
20 pl olacak sekilde RT tamponu i¢inde gergeklestirilmistir. Tek zincirli cDNA’nin 5
ng’1 fibrotik proteinlerin ve enflamatuar proteinlerin PCR ile amplifiye edilmesi i¢in
kullanilmistir. Reaksiyon karigimi olarak 1.5 mM MgCl, 0.2 mM dNTPs, 60 nM
primer, 2 U Taq polymerase igeren PCR tamponu kullanilmigtir.

Termal dongii kosullar1 Thermal Cycler’da su sekilde 94°C’de 5 dk, 35 dongii
boyunca 94°C 30 sn, 55°C 30 sn, 72°C 60 sn ve sonra 72°C 10 dk ayarlanmstir.
Orneklerde kontaminasyon olmadigi Superscript II kullanilmadan hazirlanmis

orneklerin negatif kontrolleri ile dogrulanmstur.
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RT-PCR analizi 96 kuyucuklu plaklar ve SYBR Green PCR Master Mix
kullanilarak sekans deteksiyon sistemi ile gerceklestirilmigtir. Amplifikasyon
reaksiyonu (25 pl) 1:5 oraninda seyreltilmis 5 pl 6rnek varliginda iglii kontrol
sistemi ile gergeklestirilmistir. RT-PCR isleminde, kullanilan primerler Tablo 3.1°de
verilmigtir. Her deneyde arastirilan genin degeri, kontrol genin (housekeeping gene)

degerine oranlanarak normalize edilmistir.

Tablo 3.1. RT-PCR deneylerinde kullanilacak olan primer dizileri. (F: Ileri primerin

sekansi, R: Revers primerin sekanst).

Primerler Sekanslar
F: 5-TGACCCAACCACAAATGCCA-3’
-6 R: 5“TGAGGTGCCCATGCTACATT-3'
F: 5-ATGGGCAGCCGTTAGGAAA-3’
GAPDH R: 5'-GCATCGCCCCACTTGATTTT-3’
F: 5'-ATCCTGGGGGACCCAATGTA-3'
INF-a R: 5'-AAAAGAAGGCACAGAGGCCA-3’
F: 5-TGGTGGAAACCCACAACGAA-3’
TGEH R: 5-AGAAGTTGGCATGGTAGCCC-3'
F: 5-AAGTTCTCTGGAGGATGTGGC-3’
GM-CSE R: 5-CTACTCAGGTTCAGGAGACGC-3’
F: 5-TGCTCTGGGATTCTCTTCAGC-3'
IL-1p R: 5-TTTCAACACGCAGGACAGGT-3'
F: 5-TCTGTGCCTGCTGCTCATAG-3'
MCP-1 R: 5'-GGGCATTGATTGCATCTGGC-3’

3.6.8. ELISA analizleri

IL-6, TGF-B1, GM-CSF, IL-6, TNF-q, IL-13, MCP-1 gibi ¢esitli enflamatuar
sitokinlerin protein diizeyi tayini, insan IL-1B Elisa kiti (KHCO0011, Invitrogen,
ABD), IL-6 Elisa kiti (KHCO0061, Invitrogen, ABD) ve TNF-a Elisa kiti (KHC3011,
Invitrogen, ABD), TGF-B1 Elisa kiti (KAC1688, Invitrogen, ABD) ve GM-CSF
Elisa kiti (KHC2011, Invitrogen, ABD), MCP-1 Elisa kiti (KHC1011, Invitrogen,
ABD) yonergeleri takip edilerek gerceklestirilmistir.
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3.7. In vivo Deneyler

3.7.1.Deney Hayvanlan

Deneylerde Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nden saglanan
erkek Sprague-Dawley (260-280g agirhiginda 6-7 haftalik) siganlar kullanilmastir.
Hayvanlar su ve yem kisitlamasi olmaksizin 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
periyoduna gére barindirilmistir. Bu arastirma icin Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 2012/13 no’lu izin alinmistir. Deneyler Hacettepe
Universitesi Eczacilik  Fakiiltesi Farmakoloji ~Anabilim Dali  Arastirma

Laboratuvari’nda yapilmistir.

3.7.2. AP Peptid

Intraserebral AP enjeksiyonu daha Once calismus ve basarili oldugu
gosterilmis bir yontemdir (275). Yapi- aktivite calismalarinda AP proteininin yiiksek
hidrofobik olan 25-35 bdlgesinin stabil agregatlar olusturarak noronal Sliime sebep
oldugu gosterilmistir (276,277). AP(25-35) peptidinin siganlara enjeksiyonuyla
olusturulan Alzheimer modelinde zamana bagli patolojik degisiklikler ve bunun
hafizaya yansimasi detayli bir sekilde incelenmistir (278). Bu model AH’n1 iyi taklit
eden, iyi karakterize edilmis, ucuz ve ¢abuk olusturulabilen bir modeldir.

Bu model i¢in AP fragmenti 25-35 (AB(25-35), Abcam ve Sigma) steril su
icinde ¢oziindiikten (1 pg/1puL) sonra in vitro olarak 37 °C’da 4 giin boyunca inkiibe
edilmistir. 4. gliniin sonunda sicanlara intraserebroventrikiiler (icv) olarak enjekte

edilmigtir (278).
3.7.3. Stereotaksik Enjeksiyon ve ila¢ Uygulanmasi

Hayvanlar ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10mg/kg) karigimindan 0.2 mL ile
intraperitoneal (ip) olarak anestezi edildikten sonra streotaksi aletine yerlestirildikten
sonra kafa derisi 1.5 cm kadar acilmistir ve icv enjeksiyonlarn yapilacagi
koordinatlarda (lateral ventrikiil: Bregma’dan AP, -lmm; L, £1.5 mm; ve DV, -
3.5mm) kemige 1-2mm ¢apinda delik agilmistir. Beyin membrani bir enjektor ignesi
araciligiyla kesilmistir ve 10 uL AB(25-35) fibrilleri 0.4 pl/dak hizinda bir Hamilton

igne araciligiyla enjekte edilmistir. igne 15 dk bekledikten sonra geri cekilmistir ve
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kafa derisi 4.0 ipek iplikle dikilmistir. Sham grubu hayvanlara ise 10 pL apirojen
distile su enjekte edilmistir. Hayvanlar uyanmalar1 i¢in sicak bir zeminde

bekletilmistir ve uyandiktan sonra kafeslerine alinmstur.

Deney gruplan

Deneyler iki kisimda gergeklestirildi:

1. Oncelikle Alzheimer modelini olusturmak amaciyla yapilacak ilk kisim
deneylerde; sicanlar iki gruba ayrilmustir. {lk grupta (n=6) icv olarak AB(25-
35) peptid enjekte edilirken ikinci gruba (n=6) sadece ¢0Oziicii (apirojen
distile su) enjekte edilmistir. Bu hayvanlar 22. giin sonunda terminal
ketamin/ksilazin anestezisi ile aortlarindan kaniile edildikten sonra
paraformaldehit ile perflize edilmistir ve beyinleri c¢ikartilmistir, kesitler
alinmis ve bu kesitler immunohistokimyasal yontemlerle A i¢in boyamalar
yapilmustir.

2. Ikinci kisim deneylerde ise AP enjeksiyonu yapilmis hayvanlara donepezil
yiiklii nanopartikiiller (4.5 pg etken madde) ya da donepezil (I mg/kg)
tedavisi uygulanmigtir. Nanopartikiillerin herhangi bir etkisinin olmadigini
gozlemlemek tizere bos nanopartikiil grubu, Alzheimer grubu olarak Af
enjeksiyonu ardindan ¢oziicii PBS enjekte edilmis grup ve higbir islem

yapilmamis kontrol grubu kullanilmistir. Deney gruplar1 asagidaki gibidir:

I. AP enjeksiyonu yapilmis hayvanlarda 3 giin siireyle 0.2 mL iv PBS
enjeksiyonu (n=06)

II. AP enjeksiyonu yapilmig hayvanlarda 3 giin siireyle 0.2 mL iv bos
nanopartikiil enjeksiyonu (n=6),

III. AP enjeksiyonu yapilmig hayvanlarda 3 giin siireyle 0.2 mL iv PBS icinde
¢oziinmiis Donepezil enjeksiyonu (n=6), (1 mg/kg)

IV. AP enjeksiyonu yapilmis hayvanlarda 3 giin siireyle 0.2 mL iv PBS i¢inde
stispande edilmis Donepezil nanopartikiil enjeksiyonu (n=6), (15 pg/kg)

V. AP enjeksiyonu yapilmamis naiv kontrol hayvanlar (n=6),
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3.7.4. Immiinohistokimyasal Boyama

Hayvanlar yiiksek doz ketamin/ksilazin anestezisi altinda aortlarindan kantile
edilerek %4’liik paraformaldehit ile perfiize edilmistir. Beyinler 1 giin boyunca
perflizyon ¢ozeltisi icinde (%4’liikk paraformaldehit) oda sicakliginda ve daha sonra
kriyoproteksiyon i¢in % 30’luk siikroz ¢ozeltisinde +4°C’de en az 24 saat
bekletildikten sonra mikrotom ile 35 um kalinliginda tiim beynin kesitleri almmustir.
Kesitler 6’11 seriler halinde, %30 gliserol ve %30 etilen glikol igeren fosfat
tamponunda —20°C’de boyamalar yapilana kadar saklanmistir ve daha sonra Af
olustugunu gostermek i¢in AP primer antikorlar1 ile boyama yapilmistir. Kesitler Tris
ve Tris ile tamponlanmis salin soliisyonlar1 ile iyice yikandiktan sonra uygun serumla
(s1gir) 10 dakika bloke edilmistir, daha sonra uygun seyreltmelerdeki (1:500) primer
AP antikoru ile 12 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Yikamayi takiben,
biyotin-isaretli  sekonder antikorlar 60 dakika silireyle uygulanmustir.
Immiinreaksiyonlara avidin-peroksidaz-isaretli biyotin kompleksi uygulandiktan
sonra, kesitler 3-3-diaminobenzidin-4 HCI/H;O> muamelesi ile goriintiilenmistir.
Kesitler, poly-L-lizinli lamellere yerlestirildikten sonra lameller kademeli artan
konsantrasyonlarda etanol ile dehidrate edilmistir, ksilene aktarilip, lizeri lamel ile
kapatilarak fikse edilmistir. Kontrol olarak, beyin kesitleri immiin olmayan serum ile
onceden absorbe edilmis antikorla muamele edilmistir. Kesitler 151k mikroskobu
(Leica DM4000B) altinda “NIS-Elements” mikroskop goriintiileme yazilimi
araciliiyla incelenmistir. Hoechst floresans boyamasi i¢in ise kesitler %0.2 TritonX-
100 igeren PBS icinde permeabilize edildikten sonra 8 mg/ml Hoechst 33342 ile
inkiibe edilmistir. PBS ile yikandiktan sonra poli-L-lizin kapli lamlara transfer

edilmistir ve kapatilarak floresans mikroskobunda incelenmistir.

3.7.5. Beyin Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Beyin buz soguklugunda 0.02 mM potasyum fosfat tamponu (KP) (pH 7.4)
(1:2 a/h) ¢ozeltisi icinde cam homojenizatérde 450 rpm’de homojenize edilmistir.

4°C’de 1,500xg’de 5 dakika santrifiijiin ardindan siipernatant elde edilmistir.
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3.7.6. Beyin Homojenatlarindaki Total Protein Tayini

Beyin homojenatlarmin supernatantlarindaki total protein tayini BCA protein
tayin kiti (21071, Intron Biotechnology, Kore) yonergesi takip edilerek
gerceklestirilmistir.

3.7.7. AKOoE Aktivite Tayini

AKoE aktivite Olclimleri 25°C’de substrat olarak 5 mM asetiltiyokolin
(ATC), 0.125 mM ditiyobisnitrobenzoik asit igeren S00 mM KP (pH 7.4) ortaminda
gerceklestirilmistir. Tepkimeler enzim eklenerek baslatilmistir ve
spektrofotometrede, 412 nm’deki absorbans artis1 iizerinden izlenmistir.
Hesaplamalarda £=14.2 mM"'cm™ degeri ve beyin homojenatlarinin total protein

miktar1 kullanilmistir. AKoE aktivitesi nmol/dakika/mg seklinde gosterilmistir.

3.8. istatistiksel Analizler

Sonuglar ortalama + SEM olarak rapor edilmistir. Deney gruplart Student’s t-
test veya one-way ANOVA testleri ile karsilastirilmistir. P < 0.05 degeri anlamli

olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Nanopartikiillerin Boyut Analizi ve Zeta Potansiyeli

Nanopartikiillere 2.5-10 mg arasinda farkli konsantrasyonlarinda ilag
yiiklenerek, 4 farkli formiilasyon (NP1, NP2, NP3, NP4) hazirlanmistir (Tablo 4.1).
Her formiilasyon icin 6 ornekle ¢alisilmis; ortalama boyut, polidispersite indeksi,
zeta potansiyel ve ila¢ yiikleme orani1 degerleri standart sapmalar1 hesaplanarak elde

edilmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4.1. Hazirlanan nanopartikiillerin ortalama boyut, polidispersite indeksi, zeta

potansiyel verileri

Nanopartikiil Donepezil Boyut Zeta Polidispersite
Miktar1 (mg) Potansiyeli Indeksi
NP1 2,5 174,40 -20,45 0,20
NP2 5 202,23 -20,49 0,24
NP3 7,5 211,62 -15,36 0,23
NP4 10 240,02 -11,32 0,36

Hazirlanan ilag yiiklii nanopartikiillerin 174 ile 240 nm arasinda bulunmustur.
Nanopartikiillere eklenen ilag miktar: arttik¢a partikiil boyutunun arttig1 izlenmistir.
Ancak bu tezde hedeflenen partikiil boyutu 200 nm civarinda oldugu i¢in elde edilen
nanopartikiil boyutlarinin buna karsilik geldigi goriilmustiir.

Nanopartikiillerin kullanimda siispansiyon halde hazirlanacagi i¢in zeta
potansiyelleri diger bir deyisle yiizey yiikii 6zelligi 6nemlidir. Zeta potansiyel,
partikiillerin elektriksel potansiyellerini yansitmaktadir ve partikiillerin ve iginde
bulunduklar1 ortamin kompozisyonundan etkilenmektedir. Zeta potansiyelinin
Olctilmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi hakkinda tahminde bulunmaya
olanak vermektedir. Genel olarak, yiiklii partikiillerde (yliksek zeta potansiyel),
elektriksel itme nedeniyle, partikiil agregasyonunun meydana gelme ihtimali daha
azdwr. Ayrica nanopartikiillerin zeta potansiyellerine bakilarak kararhliklar1 ve
topaklagma egilimleri elde edilebilir. Zeta potansiyel degeri + 20-30 mV arasinda ise
partikiiller kararlidir. Sentezlenen nanopartikiiller bu degerler araliginda degilse

kararsizdir ve topaklasarak c¢okelme egilimindedirler. Hazirlanan formiilasyon
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gruplarindan NP1 ve NP2’nin zeta potansiyelleri degerlendirildiginde kararl
olduklar1 izlenmistir.

Nanopartikiil boyutlarnin homojen dagilim gosterip gostermediklerini
izleyebilmek i¢in partikiill boyutu ve partikiillerin dagilimi incelenmistir. Poli
dispersite indeksi (PDI) degeri 0.1-0.25 arasindaki nanopartikiillerin dar bir dagilim
gosterdikleri, bunun {izerindeki PDI degerlerinin ise genis dagilim gosterdikleri
kabul edilir. Hazirlanan 6rnek gruplarinda kullanilan ilag konsantrasyonu arttik¢a
partikiil boyutlarinda ve PDI degerlerinde artis goézlenmistir. Hazirlanan
nanopartikiillerin boyutlar1 174 ile 240 nm arasinda ve PDI degerleri ise 0.2 ile 0.36
arasinda bulunmustur. Artan ila¢ miktar1 ile birlikte boyut artarken daha genis
dagilimli gosterdikleri izlenmistir.

Sonug olarak, hazirlanan nanopartikiiller boyut, zeta potansiyelleri ve partikiil
dagilimlar1 acisindan incelendiginde, NP1 ve NP2’nin boyut olarak hedeflenen
degerlere uygun oldugu ve ayni zamanda dagilim olarak da monodispers bir dagilim

gostermeleri nedeniyle ¢alismanin amacina uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Sze Distnbution by Int2nsity

Intensity {%)
1]

Size (d.nm)

Sekil 4.1. NP1 boyut grafigi



Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.5. NP1 zeta potansiyel grafigi

Total Counts

Sekil 4.6. NP2 zeta potansiyel grafigi

Total Couns

Sekil 4.7. NP3 zeta potansiyel grafigi
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Sekil 4.8. NP4 zeta potansiyel grafigi

4.2. Nanopartikiillerin Morfolojisi

Nanopartikiillerin morfolojisi SEM ile incelenmis ve partikiil boyutlarinin
Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi verileri ile Ortlistiigii goriilmiistiir. Hazirlanan
nanopartikiil formulasyonlarindan NP1 ve NP2’ nin SEM goriintiileri incelendiginde
(Sekil 4.9. 1A ve 2A) bu gruplarin kiiresel, diizglin formda, standart boyutlarda,
kararli, agregasyon problemi yasanmayan 6rnek gruplari oldugu belirlenmistir. Daha
oncede belirtildigi iizere bu gruplarin zeta potansiyelleri ve PDI verileri de NP1 ve
NP2 6rnek gruplarmin digerlerine gore daha kararli yapida oldugunu gostermistir.
SEM goriintiileri bu verileri destekler niteliktedir.

Ancak nanopartikiillere yiiklenen ila¢ miktarinin artmasi ile nanopartikiillerin (NP3
ve NP4) boyutlar1 artarak kiiresellikten uzaklasmis ve agregasyon egilimi
gostermistir (Sekil 4.9. 3A ve 4A).

Sonu¢ olarak, hazirlanan nanopartikiiller boyut, zeta potansiyelleri, partikiil
dagilimlar1 ve morfolojileri agisindan incelendiginde, NP1 ve NP2’nin ¢aligmanin

amacina uygun oldugu sonucuna varilmistir.
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um
METU-METE

Sekil 4.9. Nanopartikiillerin SEM goriintiisii: NP1) 1Ave 1B; NP2) 2A ve 2B; NP3)
3A ve 3B, NP4) 4A ve 4B, A) 100000 biiyiitme, B) 25000 biiyiitme.
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4.3. Donepezilin HPLC Yontemi ile Miktar Tayini

Donepezilin in vitro miktar tayini HPLC yontemi ile ger¢eklestirilmistir. 0.5,
I, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/mL donepezil igeren standartlara ait HPLC
kromotogramlari sirasiyla Sekil 4.10 ve 4.11°de gdosterilmistir. Pikler miktar tayinine
olanak verecek sekilde simetrik olup pik alanlar1 cihaz tarafindan otomatik

hesaplanmustir.

15.0: AU WVL:268 nm

5 pg/ml
1 ug/mL
10,0

0,5 pg/ml

20- T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 13 25 38 50 63 75 88 10,0 13 125 138 15,0 16,3 175 188 20,0

Sekil 4.10. 0.5, 1 ve 5 ug/mL donepezil iceren standartlara ait kromatogram

2004

mAU WYL 268 nm

150 100 pg/mL
50 pg/mL

25 pg/mL

10 ug/mL

100

50

.20
T
0,0 20 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0

Sekil 4.11. 10, 25, 50 ve 100 pg/mL donepezil iceren standartlara ait kromatogram

Donepezilin in vitro miktar tayini i¢in kalibrasyon egrisi hazirlanirken 0.5, 1,
5, 10, 25, 50 ve 100 pg/mL donepezil iceren standart ¢ozeltiler kullanilmistir.
Donepezile ait kalibrasyon grafigi Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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4.3.1. Donepezil Miktar Tayininde Kullanilan HPLC Yonteminin
Dogrusalhg:

200 pg/mL derisimde hazirlanan donepezilin ana stok ¢ozeltisinden
seyreltmeler yapilarak 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 100 pg/mL donepezil igeren standart
cozeltiler hazirlanmistir. Bu standart ¢ozeltilere ait kromatogramlardan elde edilen
piklerin alanlar1 hesaplanmistir. Derisimine karsi pik alanlar1 grafiklenip, regresyon
analizi gergeklestirilmistir (Sekil 4.12). Dogruluk tanimlayici regresyon katsayisi
(R?= 0.9999) olarak hesaplanmistir.

140

100

80

60

mAU*Dakika

40

y =1.209x-0,1821
R*=0,9999

0 20 40 60 80 100 120
Donepezil Miktar: (ug/mL)

Sekil 4.12. Donepezil’e ait kalibrasyon egrisi

4.3.2. Donepezil Yiikli PLGA-b-PEG Nanopartikiillerde Yiiklenme
Verimliligi

Cift emiilsiyon yontemi ile hazirlanmig farkli derisimlerde donepezil iceren
PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin yiiklenme verimliligine iligkin veriler Tablo 4.2°de
sunulmustur. Farkli donepezil derisimleri kullanilarak hazirlanmis PLGA-b-PEG

nanopartikiillerinin dis faz kromotogramlar1 Sekil 4.13de verilmistir.



Tablo 4.2. Nanopartikiillere donepezil ylikleme etkinligi
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Nanopartikiil Nanopartikiillere | Nanopartikiillerde Etkin madde
formiilasyonu yiiklenmek iizere tayin edilen yiikleme
tartilan donepezil | donepezil miktarn verimliligi (%)
miktar1 (mg) (ng)
NP1 2.5 23.86+1.34 52.49
NP2 5 55.02+7.82 60.53
NP3 7.5 76.70+12.04 56.40
NP4 10 101.28+10.56 55.71

Hazirlanan nanopartikiillerin ila¢ yiikleme verimliliginin % 52 ile % 60

arasinda degistigi izlenmistir. Artan ila¢ yliklemesinin nanopartikiillerde ilag

yikleme verimliligine fazlaca bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

nanopartikiillerin

boyut,

dagilimlar1

ve ilag

oranlari

Bu nedenle

birlikte

yiikleme
degerlendirildiginde NP1 ve NP2 orneklerin ileriki ¢alismalar i¢cin uygun ornekler

oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.13. Farkli derisimlerde donepezil kullanilarak hazirlanmis nanopartikiillerin
dis faz kromotogramlar1

4.4. Donepezil Yiikli PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin in vitro Etkin
Madde Salim Cahismalan

Donepezil igeren PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin in vitro etkin madde
salim ¢alismalari, farkli zaman dilimlerinde (30. dakika, 1, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72.
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Saat) ve 2,5 mg, 5 mg donepezil ile hazirlanan nanopartikiillerin % salman etkin
madde miktarinin 6l¢iilmesiyle (n=3) gerceklestirilmistir. Etkin madde salim grafigi
Sekil 4.14’de gosterilmistir. 2,5 mg donepezil ile hazirlanan nanopartikiiller (NP1)
icerdikleri donepezilin % 60’mi ilk 2 saat i¢cinde salmislardir. 5 mg donepezil ile
hazirlanan nanopartikiiller (NP2) ise icerdikleri donepezilin % 50’sini ilk 2 saat
icinde salmiglardir. Bu hizli salimm patlama etkisi olarak bilinen (burst effect)
etkiden kaynaklandigi ve nanopartikiil yiizeyinde adsorplanmis donepezilin aniden
saltverisi sonucu ortaya ¢iktigir diisiinlilmiistiir. 2,5 mg donepezil ile hazirlanan
nanopartikiilde 10. saatten sonra salimin platoya ulasmasi, ilacin 5 mg donepezil ile
hazirlanan nanopartikiile gére daha kontrollii olarak salindigini géstermektedir.
Biitiin bu sonuglar ele alindiginda in vitro ve in vivo ¢alismalarda kullanilmak

iizere NP1 formiilasyonu se¢ilmistir.
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Sekil 4.14. A) 2,5 mg donepezil ile hazirlanan PLGA-b-PEG nanopartikiillerin in
vitro salim grafigi, B) 5 mg donepezil ile hazirlanan PLGA-b-PEG nanopartikiillerin

in vitro salim grafigi
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4.5. PLGA-b-PEG Nanopartikiillerin  Anti-Af  Antikoru ile

Konjugasyonu

Nanopartikiillere anti-Ap antikoru boliim 3.2.1°de anlatildig1 gibi, NP1’e
kovalent olarak baglanmistir. Antikor baglanma etkinligi model antikor olan IgG ile
belirlenmis ve 5,87+1,24 pg IgG/mg nanopartikiil olarak bulunmustur. Antikor
baglanma etkinligi hesaplamasi yapilirken Bradford yontemi ile sekil 4.15’deki BSA

validasyon egrisi kullanilmistir.

y = 0,0086x + 0,0057
R2= 0,088

Absorbans (595 nim)

0 2 4 6 8 10 12
Protein = BSA = IgG (ug/ml)

Sekil 4.15. BSA validasyon egrisi
4.5.1. Anti-Ap Antikoru ile Konjuge Nanopartikiillerin Morfolojisi

Anti-Af antikor ile konjuge nanopartikiillerin morfolojisinin incelenmesinde
antikorsuz nanopartikiiller ile arasinda bir degisiklik olmayacagi belirtilmistir. Bu
nedenle tekrar SEM goriintiisii alinmamustir. Sekil 4.16°da NP1 i¢in SEM goriintiisii

verilmistir.
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Sekil 4.16. NP1’in SEM goriintiisii (100000 biiyiitme, 25000 biiyiitme)

4.6. In vitro Deney Sonuclan

4.6.1. AP(1-40) ve AP(1-42) Fibrillerinin Hazirlanmasi, ThT Ol¢iimii ve
Morfolojik Analizi

APB(1-40) ve AP(1-42) fibrilleri in vitro kosullarda boliim 3.6.1.2°de
belirtildigi sekilde olusturulmustur. Fibril olusumuna ait ThT floresans siddetindeki

artig1 gosteren grafik Sekil 4.17°de sunulmustur.

50
- 40
=
S
730
5
s
= 20
'8 ——AB(1-40)
=10
—a—Ap(1-42)
0
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (Saat)

Sekil 4.17. A) AB(1-40) ve AP(1-42) fibrilinin olusumuna ait grafik
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4.6.2. AP(1-40) Fibrilin Donepezil ve Rifampisin ile Inkiibasyonu

APB(1-40) fibriller ile 100uM derisimdeki donepezil igeren nanopartikiiller ve
fibrilleri inhibe ettigi bilinen referans bilesik 100 uM Rifampisin ve fibrilli kontrol
ortami ile 3.6.1.3’de belirtilen yontem dogrultusunda inkiibe edilmis; inkiibasyon
sirasinda 0, 10, 24, 48. saatlerde 6rnekler alinmis ve inhibisyon bolim 3.6.1.5°de
belirtilen ThT fuloresans 6l¢iimii ile izlenmistir. Donepezil ve rifampisinin fibrilleri

destabilize ettigine iliskin grafik Sekil 4.18’de gosterilmistir.
14

12

=Y

=

—@-Kontrol
4100 pM Rifampisin

=N

=100 pM Donepezil Yukli
Nanopartikiil

I I
;\—\**———___,::——-—:—‘! —
0

0 10 20 30 40 50 60
Siire (Saat)

Bagil Floresans Siddeti

Sekil 4.18. AB(1-40) fibrilinin rifampisin ve donepezil ile inhibisyonuna ait grafik
4.6.3. AP(1-42) Fibrilin Donepezil ve Rifampisin ile Inkiibasyonu

APB(1-42) fibriller ile 100 uM derisimdeki donepezil i¢eren nanopartikiiller ve
fibrilleri inhibe ettigi bilinen referans bilesik 100 pM Rifampisin ve fibrilsiz kontrol
ortami ile 3.6.1.4°de belirtilen yontem dogrultusunda inkiibe edilmis; inkiibasyon
sirasinda 0, 10, 24, 48. saatlerde 6rnekler alinmig ve inhibisyon bolim 3.6.1.5°de
belirtilen ThT fuloresans 6l¢iimii ile izlenmistir. Donepezil ve rifampisinin fibrilleri

destabilize ettigine iliskin grafik Sekil 4.19°da gosterilmistir.
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Sekil 4.19. AB(1-42) fibrilinin rifampisin ve donepezil ile inhibisyonuna ait grafik
4.6.4. Hiicre Kiiltiirii

IBMEH Kiiltiirii

Deneylerde IBMEH hiicre hatt1 (ACBRI 376) kullanilmistir. Hiicreler
ekilmeden Once flasklar attachment factor (4Z0-210, Cellsystems) ile kaplanmistir.
Hiicreler, antibiyotiklerle desteklenen (100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin),
%10 oraninda FBS ve %1 endotel hiicre biiyiime faktorii (ECGS) igeren insan beyin
mikrovaskiiler EH’ine 6zel besi yeri olan ECM (Sciencecell) ile siispande edilerek
37°C’de %5 CO igeren nemli ortamda biiylimeye birakilmiglardir. Bu kosullarda
hiicreler ortalama 5 giin i¢inde tam doluluga ulasmistir ve hiicreler pasajlanmistir.

Hiicre proliferasyonunun zamana bagimli artist Sekil 4.20°de sunulmustur.
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Sekil 4.20. IBMEH’lerinin zamana bagiml1 proliferasyonu
Insan Astrosit Hiicre Kiiltiirii

Deneylerde insan astrosit hiicre hatti1 (Cat no: 1800-5, Sciencecell)
kullanilmigtir. Hiicreler ekilmeden oOnce flasklar poly-L-Lizin ile kaplanmistir.
Hiicreler, antibiyotiklerle desteklenen (100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin),
%10 oraninda FBS ve %1 oraninda astrosit hiicresi biiyiime faktorii (AGF) iceren
insan astrosit hiicrelerine 6zel besi yeri olan AM (Sciencecell) ile siispande edilerek
37°C’de 5% CO: igeren nemli ortamda biliylimeye birakilmiglardir. Bu kosullarda
hiicreler ortalama 7 giin i¢inde tam doluluga ulagsmistir ve hiicreler pasajlanmistir.

Hiicrelerin zamana bagimli proliferasyonlar1 Sekil 4.21°de sunulmustur.
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Sekil 4.21. Insan Astrosit hiicrelerinin zamana bagimli proliferasyonlari
4.6.5. KBB in vitro Modeli

IBMEH, KBB’ni temsil eden polarize bir tabaka elde etmek amaciyla, 6
kuyucuklu, 0.4 pm-porlu, yar1 saydam membran girintilerine astrositler ise
kuyucuklara ekilmistir. EH tabakasi bu sistemi apikal (kan tarafi) ve bazolateral
boliim (beyin tarafi) olarak ayrilmaktadir. Bu diizenek, KBB’in her iki tarafina
uygulama yapilmast ve oOrnek alinmasina olanak saglamaktadir. Calisma i¢in

hazirlanmis deney diizenegi Sekil 4.22°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.22. In vitro KBB deney diizenegi: A) IBMEH’leri B) Insan Astrosit Hiicre

Kiiltiirii

Hem 1 pg/mL serbest ilacin (donepezil) hem de 1 pg/mL donepezil yiiklii
PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin KBB’ni gecme kabiliyetleri in vitro KBB modeli
kullanilarak arastirilmigtir. Her bir kuyucuga 1 pg/mL serbest donepezil ve 1 pg/mL
donepezil igeren ylikli PLGA-b-PEG nanopartikiilleri uygulanmigtir. ELISA ve RT-
PCR c¢aligmalar1 icin serbest ilag ve donepezil yiiklii nanopartikiilleri azalan farkli
dozlarda hazirlanmis ve uygulanmistir (0,0312 pg/mL, 0,0625 pg/mL, 0,125 pg/mL,
0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL). Bu ¢alisma yapilirken 6rneklerin plak iizerindeki diizeni
Sekil 4.23’de verilmistir.

Sekil 4.23. In vitro KBB’ne uygulanan donepezil ve donepezil yiikli

nanopartikiillerin deney diizenegi.
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Deney diizeneginde ECM’den ve AM’den belirli zaman (1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
24, 48. Saat) araliklarinda 6rnekler alinarak donepezil konsantrasyonu olgiilmiistiir.
Secilen zaman araliklar1 Sekil 4.24°de verilen NP1 formiilasyonu i¢in elde edilen

salim etkinligi profiline gore belirlenmistir.
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Sekil 4.24. NP1 salim etkinligi profili

4.6.6. AM Ortamindaki Donepezil Miktarinin Belirlenmesi

KBB diizenegi kullanilarak donepezilin KBB’den ge¢ip gecmedigi, serbest
donepezil kullanilarak aragtirilmistir. Salim profili ile belirlenen zaman araliklarinda
(2, 4, 6, 24, 48. Saat) plaklardan toplanan AM ortami toplanmistir. Donepezil
derisimi HPLC yontemi ve kalibrasyon egrisi kullanilarak tayin edilmistir. Tablo 4.3

ve Sekil 4.25°de elde edilen sonuglar verilmistir.
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Tablo 4.3. AM ortam1 zamana gore donepezil konsantrasyonu* (n=4)

Donepezil Yikii PLGA-b-PEG Serbest Donepezil
Nanopartikiifleri AM Ortami AM Ortami
(ug/ml) (ug/ml)
2 Saat 0.29 + 0.01 0.34 +0.02
4 Saat 0.41 +£0.03 0.52 £0.056
€ Saat 0.45 +0.05 066 +0.13
24 Saat 0.49 +0.08 069 £0.12
48 Saat 0.58 +0.12 0.69+0.15

* AM ortaminin hacmi 2.5 mL, ECM ortamimin hacmi ise 1.5 mL bu nedenle
kiimiilatif donepezil miktar1 ECM ortamina yiiklenen 1 pg/mL yerine hacimle
orantili olacak sekilde AM ortaminda 0.69 pg/mL olarak gdzlenmistir.

100

80

60

40

% Donepezil Salim

—i-Donepezil Yikli PLGA-b-PEG
Nanopartikiilleri

—&— Serbest Donepezil

0 10 20 30 40 50 60

Siire (Saat)

Sekil 4.25. KBB diizeneginde serbest donepezil ve donepezil yiikli PLGA-b-PEG

nanopartikiillerinin zamana gore donepezil salim profili (n=4)

Elde edilen sonuglara gore hazirlanan KBB diizeneginde, kuyucuklara
eklenen donepezil yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiillerin ve serbest donepezilin ilk 2
saat icerisinde igerdikleri donepezilin %50’sini AM ortamina gecirdigi tesbit
edilmistir. Serbest donepezil i¢in bu hizli ilag gecisi devam edip 6 saat sonunda
kuyucuklardaki donepezilin tamami AM ortamima ge¢mistir. Donepezil yiiklii
PLGA-b-PEG nanopartikiillerinde ilag gegisi kontrollii olarak devam edip 48 saat
sonunda ila¢ salim profili tamamlanmistir. Donepezil yiikli PLGA-b-PEG
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nanopartikiillerinin sagladig1 bu kontrollii ilag salimimin, fibril destabilizasyonu i¢in
daha etkili olacagi ve donepezilin hizla hiicrelere ulasmasinin neden olabilecegi

negatif etkileri azaltacagi diistiniilmektedir.
4.6.7. AP ile Aktive edilmis Astrosit Hiicrelerinin IL-6 Ekspresyonu

Serbest donepezil ve donepezil yiikli PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin
AB(1-40) ve AP(1-42) fibrilleri varliginda astrosit hiicreleri lizerindeki potansiyel
enflamatuar etkilerini belirlemek amaciyla bu ¢aligmada amiloid fibril ile aktive
edilmis astrosit hiicrelerin mediumlarinda ve hiicre lizatlarinda hem pro- hem de anti-
enflamatuar Ozellikler gosteren cok fonksiyonlu bir sitokin olan IL-6’nin protein
seviyeleri ve mRNA ekspresyonlar1 belirlenmistir.

Amiloid fibrillerle aktive edilen astrosit hiicrelerinde RT-PCR ile gdzlenen
IL-6 ekspresyon diizeylerinin arttigi (P<0.001) ve artan dozda donepezil ve donepezil
iceren PLGA-b-PEG nanopartikiil uygulamasmin protein ekspreyonlarmi doz ile
dogru orantili olarak azalttig1 gozlenmistir. Buna ek olarak RT-PCR ile gozlenen

sonuclar1 ELISA ile elde edilen protein diizeyleri de desteklemektedir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Serbest donepezil ve donepezil yiiklii nanopartikiiller i¢in A) Gen

diizeyinde IL-6 ekspresyonu B) protein diizeyinde IL-6 miktar1

(*** P<0.001, ** P<0.01 kontrole karsi, YWYV P<0.001, Y¥ P<0.01, ¥ P<0.05 AP

grubuna karst)
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4.6.8. AP ile Aktive edilmis Astrosit Hiicrelerinin TGF-f1 Ekspresyonu

Serbest donepezil ve donepezil yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin
AB(1-40) ve AP(1-42) fibrilleri varliginda aktive edilmis astrosit hiicrelerin
mediumlarinda ve hiicre lizatlarinda enflamasyon ve immiin yanitlar1 diizenleyen
hiicreleraras1 sinyal molekiilleri olarak fonksiyon goéren proteinlerinden biri olan
TGF-B1 protein seviyeleri ve mRNA ekspresyonlar1 belirlenmistir.

Amiloid fibrillerle aktive edilen astrosit hiicrelerinde RT-PCR ile gdzlenen
TGF-B1 ekspresyon diizeylerinin arttig1 (P<0.001) ve donepezil ve donepezil iceren
PLGA-b-PEG nanopartikiil uygulamasi ile protein ekspresyon diizeylerinde bir
degisiklik saptanmamistir. Buna ek olarak RT-PCR ile gbzlenen sonuglar1 ELISA ile
elde edilen protein diizeyleri desteklemektedir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Serbest donepezil ve donepezil yiikli nanopartikiiller i¢in A) Gen

diizeyinde TGF-B1 ekspresyonu B) protein diizeyinde TGF-1 miktar1

(*** P<0.001 kontrole kars1)
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4.6.9. AP ile Aktive edilmis Astrosit Hiicrelerinin GM-CSF Ekspresyonu

Serbest donepezil ve donepezil yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin
AB(1-40) ve AP(1-42) fibrilleri varliginda astrosit hiicreleri lizerindeki potansiyel
enflamatuar etkilerini belirlemek amaciyla bu ¢aligmada amiloid fibril ile aktive
edilmis astrosit hiicrelerin mediumlarinda ve hiicre lizatlarinda enflamasyon ve
immiin yanitlar1 diizenleyen hiicrelerarasi sinyal molekiilleri olarak fonksiyon goren
biiyiime faktorlerinden biri olan GM-CSF protein seviyeleri ve mRNA
ekspresyonlar1 belirlenmistir.

Amiloid fibrillerle aktive edilen astrosit hiicrelerinde RT-PCR ile gdzlenen
GM-CSF ekspresyon diizeylerinin arttigi (P<0.001) ve artan dozda donepezil ve
donepezil igeren PLGA-b-PEG nanopartikiil uygulamasinin protein ekspreyonlarmi
doz ile dogru orantili olarak azalttigi gozlenmistir. Buna ek olarak RT-PCR ile
gozlenen sonuglar1 ELISA ile elde edilen protein diizeyleri de desteklemektedir

(Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Serbest donepezil ve donepezil yiikli nanopartikiiller i¢in A) Gen
(*** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05 kontrole karsi, YWY P<0.001, Y¥ P<0.01, ¥

diizeyinde GM-CSF ekspresyonu B) protein diizeyinde GM-CSF miktar1
P<0.05 AB grubuna kars1)
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4.6.10. Ap ile Aktive edilmis Astrosit Hiicrelerinin TNF-a Ekspresyonu

Serbest donepezil ve donepezil yiikli PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin
AB(1-40) ve AP(1-42) fibrilleri varliginda aktive edilmis astrosit hiicrelerin
mediumlarinda ve hiicre lizatlarinda enflamasyon ve immiin yanitlar1 diizenleyen
hiicreleraras1 sinyal molekiilleri olarak fonksiyon goren sitokinlerden TNF-a protein
seviyeleri ve mRNA ekspresyonlar1 belirlenmistir.

Amiloid fibrillerle aktive edilen astrosit hiicrelerinde RT-PCR ile gdzlenen
TNF-a ekspresyon diizeylerinin arttigi (P<0.001) ve artan dozda donepezil ve
donepezil igeren PLGA-b-PEG nanopartikiil uygulamasinin protein ekspreyonlarini
doz ile dogru orantili olarak azalttigi gozlenmistir. Buna ek olarak RT-PCR ile

gozlenen sonuglar1 ELISA ile elde edilen protein diizeyleri de desteklemektedir

(Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Serbest donepezil ve donepezil yiikli nanopartikiiller icin A) Gen
diizeyinde TNF-a ekspresyonu B) protein diizeyinde TNF-a
(*** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05 kontrole karsi, YW'¥ P<0.001 AP grubuna kars1)
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4.6.11. Ap ile Aktive edilmis Astrosit Hiicrelerinin MCP-1 Ekspresyonu

Serbest donepezil ve donepezil yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin
AB(1-40) ve AP(1-42) fibrilleri varliginda aktive edilmis astrosit hiicrelerin
mediumlarinda ve hiicre lizatlarinda enflamasyon ve immiin yanitlar1 diizenleyen
hiicrelerarasi sinyal molekiilleri olarak fonksiyon goren sitokinlerden biri olan MCP-
1 protein seviyeleri ve mRNA ekspresyonlar1 belirlenmistir.

Amiloid fibrillerle aktive edilen astrosit hiicrelerinde RT-PCR ile gdzlenen
MCP-1 ekspresyon diizeylerinin arttig1 (P<0.001) ve donepezil ve donepezil igeren
PLGA-b-PEG nanopartikiil uygulamas1 ile protein ekspresyon diizeylerinde bir
degisiklik saptanmamistir. Buna ek olarak RT-PCR ile gbzlenen sonuglar1 ELISA ile
elde edilen protein diizeyleri desteklemektedir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Serbest donepezil ve donepezil yiikli nanopartikiiller i¢in A) Gen

diizeyinde MCP-1 ekspresyonu B) protein diizeyinde MCP-1 miktar1

(*** P<0.001 kontrole kars1)
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4.6.12. Ap ile Aktive edilmis Astrosit Hiicrelerinin IL-1p Ekspresyonu

Serbest donepezil ve donepezil yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin
AB(1-40) ve AP(1-42) fibrilleri varliginda astrosit hiicreleri lizerindeki potansiyel
enflamatuar etkilerini belirlemek amaciyla bu ¢aligmada amiloid fibril ile aktive
edilmis astrosit hiicrelerin mediumlarinda ve hiicre lizatlarinda enflamasyon ve
immiin yanitlar1 diizenleyen hiicrelerarasi sinyal molekiilleri olarak fonksiyon goren
sitokinlerden biri olan IL-1B protein seviyeleri ve mRNA ekspresyonlari
belirlenmistir.

Amiloid fibrillerle aktive edilen astrosit hiicrelerinde RT-PCR ile gozlenen
IL-1B ekspresyon diizeylerinin arttigi (P<0.001) ve artan dozda donepezil ve
donepezil igeren PLGA-b-PEG nanopartikiil uygulamasinin protein ekspreyonlarmi
doz ile dogru orantili olarak azalttigi gozlenmistir. Buna ek olarak RT-PCR ile
gozlenen sonuglar1 ELISA ile elde edilen protein diizeyleri de desteklemektedir

(Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Serbest donepezil ve donepezil yiiklii nanopartikiiller i¢in A) Gen

diizeyinde IL-1P ekspresyonu B) protein diizeyinde IL-1f miktar1

(*** P<0.001, ** P<0.01 kontrole karsi, YWYV P<0.001, Y¥ P<0.01, ¥ P<0.05 AP

grubuna kars1)
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4.7. In vivo Deney Sonuglar
4.7.1. AP Enjeksiyonu

Alzheimer modeli olusturmak i¢in icv olarak preagrege AP(25-35) peptidi
enjekte (n=6) edilen hayvanlarin beyin kesitlerinde yapilan AP immiinohistokimyasal
boyamalarda, 6zellikle damar c¢evrelerinde ve koroid pleksus ve ventrikiil ependimal
hiicrelerde ¢ok yogun olmakla beraber hipokampus, korteks ve talamusta AP
fibrilleri gozlendi. Intraserebroventrikiiler ¢dziicii enjekte Sham grubunda (n=6) ise

hi¢ boyamaya rastlanmadi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. AP fibrillerinin immiinohistokimyasal boyamasi. A. Hipokampuste

preagrege AP(25-35) peptidi enjeksiyonundan (icv) 3 hafta sonra sicanlarda
hipokampus parenkimi icersindeki AP agregatlar1 goriilmektedir. B. Coziicii

enjeksiyonundan (icv) 3 hafta sonra siganlarda hipokampus parenkiminde boyama
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gbézlenmemistir (20x ). C. AP fibrilleri (x40). D. Kontrol sican hipokampusunde
Hoechst floresans boyamasi E. Preagrege AB(25-35) peptidi enjeksiyonundan (icv) 3
hafta sonra sicanlarda hipokampuste Hoechst boyamasi. Ok ile isaretli CA3-2

bdlgeleri disinda néron yogunlugunda azalma gézlenmemistir.

Selektif DNA boyamas1 olan Hoechst ile yapilan histolojik analizde korteks
ve hipokampus CA-1 ve dentat girusta piramidal ndron tabakasina densitometrik
yontemle bakildiginda, bu tabakalarin yogunlugunda ve piramidal néron sayisinda
bir degisiklik meydana getirmezken, hipokampus CA 2 ve 3’te piramidal hiicre
yogunlugunda hafif bir azalma gozlenmistir (Sekil 4.32 D ve E). Ancak bu azalma

istatistiksel olarak anlamli degildir.

4.7.2. Beyin Homojenatlarinda AKoE Tayini

Farmakolojik deneylerin sonunda sigan beyinleri ¢ikartilmig ve bdliim 3.7.5’deki
yonteme gore homojenize edilmistir. Homojenatlarda BCA kiti ile protein miktarlar1
tayin edilmis ve daha sonra AKoE tayini bdliim 3.7.7°de verilen yonteme gore
gerceklestirilmistir. AKoE aktivite diizeyleri spesifik aktivite olarak (nmol/dk/mg)
Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4. Kontrol ve deney gruplarinda AKoE aktivite diizeyleri (**P<0.01
kontrole karsi, Y P<0.01, AB +PBS grubuna kars1)

Cahsma Grubu Spesifik Aktivite (nmol/dk/mg)
Kontrol 50.452 £ 5.538
AB +PBS 74.460 + 13.653
AP + nos Nanopartikiil 65.012+6.816
AP + donepezil 57.798 £ 11.224
AP + Donepezil Yiiklii Nanopartikiil ** 53.114 +8.778

Calisma gruplar1 degerlendirildiginde siganlarda AH’nin nedenlerinden biri olan Af
varligindan AKoE enzim aktivitesinde artis gdzlenmis ve bu artigla olusan farkin

kontrol ve AB+PBS gruplar1 arasinda anlamli oldugu tespit edilmistir (P<0.01). Bu
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artisin donepezil ve donepezil yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiilleri uygulamasi ile
normal diizeylere yaklastig1 gozlenmistir. Ayni zamanda donepezil yliklii PLGA-b-
PEG nanopartikiillerin, serbest donepezile gore daha etkili oldugu goriilmistiir
(P<0.01). Sonug olarak serbest donepezil uygulamasi ile ilacin viicutta dagilima
ugradigi i¢in etkisinin azaldig1 ve nanopartikiillerin ise bu dagilima ugramadan beyne

ulasip ilaci kontrollii bir sekilde salarak etki gdsterdigi diisiiniilmiistiir (Sekil 4.33).

100

*%

nmol/dk/mg

Sekil 4.33. Kontrol ve deney gruplarinda AKoE aktivite diizeyleri (**P<0.01
kontrole karsi, YW P<0.01, AB +PBS grubuna kars1)
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5.TARTISMA

Organizmaya verilen ilacin, uygulandigi bolgeden hedef bdlgeye yeterli
derisimde ulasabilmesi, belirli bir siire terapdtik 6zelligini koruyabilmesi ve en
onemlisi dogrudan etki bdlgesine hedeflenebilmesi i¢in uygun bir tasima sistemine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni ila¢ tasima sistemleri, ilaclarin istenilen organ doku,
hiicreye hedeflenebilmesine olanak sagladiklarindan yeni tedavi yaklasimlarinin
odak noktasi olmuglardir. Speiser ve digerleri (279) ilk defa 1970’lerin ortalarinda
nanopartikiillerin farmasétik uygulamalarda kullanilabilecegini gdstermislerdir. Ilag
tagima sistemlerinin boyutlarinin mikro boyutlardan (>1 pm) nano boyutlara (<Ipum)
diistiriilmesi ile bir¢ok terapdtik ile tasiyici sistemlerin biitiinlesik bir sistem
olusturulmasi saglanmistir (280). Nanopartikiillerin diger ila¢ tasima sistemler
izerindeki en biiylik avantaji mikron alt1 boyutlarda olmasidir. Nanopartikiillerin bu
ozelligi ekstravazasyonu miimkiin kilip, terminal kan damarlarindan emilimi engeller
(281). Bu ilag tasiyic sistemler, basarisiz tedaviler ve zayif terapotik cevaplar gibi
serbest ilaglarin basarisiz oldugu yonlerin asilmasi i¢in tasarlanmiglardir (282).

Bu tez kapsaminda amfifilik PLGA-b-PEG nanopartikiilleri i¢ine donepezil
yiiklenerek, AH’nda olusan amiloid plaklar1 destabilize edici etkisi in vitro
kosullarda incelenmistir.

Polimerik ilag tasima sistemleri oldukca gelistirilmistir (283) ve terapdtik
ajanlarin uzun donemli veya kademeli (284), olarak verilmesinde c¢ekici birer
alternatif olusturmaktadirlar. Polimerik dozaj formalarmin igerisinde terapdtik
ajanlar korunur, dokulara ilacin araliksiz bir bigimde verilmesini saglanir ve tekrarl
ilac uygulamas: engellenir. Bu Ozellikler ayrica bolgelere 06zgli tasmimin
olusturulmasmi saglar. Peptitler ve proteinler gibi makromolekiiller stabilite
konusunda c¢ok hassas olduklar1 i¢in enkapsiile olmalar1 bu makromolekiillerin
korunmasina, 6zellikle de peroral olarak uygulandiginda gastrointestinal enzimler ve
pH etkisine kars1 korur. Basarili bir ilag tasima sisteminin olusturulmasinda polimer
matriksinin uygun bir bicimde se¢ilmesi gerekmektedir. Polimer bozunabilir veya
bozunmaz yapida olabilir. Bozunmaz polimerlerin en temel dezavantaji polimerlerin
ilag tasmmimi sonrasi viicuttan cerrahi yol ile uzaklastirilmasini gerektirmesidir.
Bozunan polimerin ise cerrahi uzaklagtirmaya ihtiyaci yoktur. Bu nedenle bir¢cok

calisgmada bozunmayan polimerler yerine tercih edilmektedirler. Buna ek olarak
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bozunan polimerler kiigikk emilebilir molekiillere degrade olduklar1 ig¢in
monomerlerinin toksik olmamasma dikkat etmek gerekmektedir. En yaygin olarak
kullanilan bozunur polimer kopolimeri olan PLGA’dwr. Bu polimerler biyobozunur,
biyouyumlu ve toksik olmamalar1 nedeni ile biyomedikal uygulamalarda yirmi
yildan fazla bir siiredir kullanilmaktadirlar. Son yillarda blok kopolimerler (AB
diblok, ABA veya BAB triblok, ¢oklu blok, dall1 blok etc.) mikro ve nanosistemlerin
iiretiminde yaygm olarak kullanilmaktadir. Ozellikle PEG igeren blok kopolimerlerin
sulu ortamda kendi kendine olusturduklar1 polimerik miseller; miikemmel
biyouyumluluklari, kan dolasiminda uzun siire kalmalar1 ve toksik olmamalarindan
otiirti ilag ve gen tastyict sistemler olarak biiytik ilgi gormektedir.

Bu tez kapsaminda PLGA blogu (hidrofobik) ve PEG blogu (hidrofilik) olan
PLGA-b-PEG kopolimerleri kullanilarak donepezil yliklenmis nanopartikiiller ¢ift
emiilsiyon yontemi ile hazirlanmistir (270). Hazirlanan nanopartikiillerdeki
donepezil miktarinin tayin edilebilmesi i¢in HPLC ile donepezil miktar tayini
yapilmasi hedeflenmis ve bu dogrultuda da donepezilin kalibrasyon egrisi
hazirlanmigtir. HPLC ile elde edilen kromatogramlarda retansiyon zamani 14 dakika
olan donepezil pikinin miktar tayinine olanak verecek oOlgiide simetrik oldugu
belirlenmistir. Partikiillere yiliklenen donepezil miktar1 in vitro etkin madde salim
deneyleriyle saptanmuistir.

Hazirlanan formiilasyon gruplarindan NP1 ve NP2’nin zeta potansiyelleri
degerlendirildiginde kararli olduklar1 izlenmistir. Nanopartikiil boyutlarinin
homojen dagilim gosterip gostermediklerini izleyebilmek icin partikiil boyutu ve
partikiillerin dagilimi incelenmistir. PDI degeri 0.1-0.25 arasindaki nanopartikiillerin
dar bir dagilim gosterdikleri, bunun iizerindeki PDI degerlerinin ise genis dagilim
gosterdikleri kabul edilir. Hazirlanan 6rnek gruplarinda kullanilan ilag
konsantrasyonu arttikca partikiil boyutlarinda ve PDI degerlerinde artig gézlenmistir.
Hazirlanan nanopartikiillerin boyutlar1 174 ile 240 nm arasinda ve PDI degerleri ise
0.2 ile 0.36 arasinda bulunmustur. Artan ila¢ miktar ile birlikte boyut artarken daha
genis dagiliml gosterdikleri izlenmistir. Sonug¢ olarak, hazirlanan nanopartikiiller
boyut, zeta potansiyelleri ve partikiil dagilimlar1 agisindan incelendiginde, NP1 ve

NP2’nin boyut olarak hedeflenen degerlere uygun oldugu ve ayni zamanda dagilim
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olarak da monodispers bir dagilim gostermeleri nedeniyle ¢aligmanin amacina uygun
oldugu sonucuna varilmistir.

NP1°de hazirlanan nanopartikiiller igerdikleri donepezilin % 60’mi ilk 2 saat
icinde salmiglardir. NP2’de ise igerdikleri donepezilin % 50’sini ilk 2 saat iginde
salmiglardir. Bu hizli salimin patlama etkisi olarak bilinen (burst effect) etkiden
kaynaklandig1 ve nanopartikiil ylizeyinde adsorplanmis donepezilin aniden saliverisi
sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniilmiistiir. NP1’de 10. saatten sonra salimin platoya
ulagmasi, ilacin NP’ye gore daha kontrollii olarak salindigini gostermektedir. Etkin
madde salim ¢aligmalar1 sonuglar1 da beraber degerlendirildiginde in vitro ve in vivo
caligmalarda kullanilacak en uygun serinin partikiil formiilasyonu 2.5 mg donepezil
ile hazirlanan ve partikiil boyutlar1 174 olarak saptanan NP1 serisi oldugu tespit
edilmigtir. Bu seri i¢in boyut dagiliminin homojenliginin gdstergesi olarak kullanilan
polidispersite indeksi 0.20 olarak saptanmistir. Hem verimliliginin yiiksek olmasi1
hem ortalama nanopartikiil boyutunun kii¢iik olmast hem de polidispersite indeksinin
0.20 degerinde olmasi, ayrica salim caligsmalarindaki kontrollii salim profili
nedeniyle in vitro ve in vivo deneylerde kullanilmak {izere sentezlenen
nanopartikiillerde bu derigim benimsenmistir.

Donepezil, AH’nda klinik kullanim1 olan, tersinir ve non-kompetetif bir
kolinesteraz inhibitoriidiir ve biitirilkolinesteraza kiyasla AKoE’1 daha 6zgiil olarak
inhibe eder. Birimimizde daha dnce gerceklestirilen 6n ¢alismada donepezilin ayni
zamanda in vitro kosullarda AP fibrillerini destabilize ettigi tespit edilmistir.
Ayrmtil1 destabilizasyon c¢aligmalar1 bu tez kapsaminda gergeklestirilmistir. AH nda
olustugu bilinen AP fibrilleri in vitro kosullarda olusturulmus ve sentezlenen
donepezil yiiklii nanopartikiillerle inkiibe edilmistir. Fibrillerin olustugu ThT
floresans  siddetindeki artma izlenerek belirlenmistir.  Donepezil  yiikli
nanopartikiillerin bu fibrilleri destabilize edici etkilerinin zamana bagimli davranisi
da ThT floresans siddetindeki azalma izlenerek belirlenmistir. AH’nda olustugu
bilenen iki farkli fibril tiirii icin (1-40 ve 1-42) de benzer sonuglar elde edilmistir.

AH’nda olusan AP plaklarin 6ncelikli olarak beynin hipokampiis bolgesinde
agrege olarak hafizay1 etkiledikleri, dolayisiyla kiside zaman kavraminin
kaybolmasina yol agtiklar1 ve ikincil olarak da beynin korteks bdlgesini etkiledikleri
bildirilmektedir (285), Dolayisiyla hazirlanan nanopartikiillerin beyin i¢i dagiliminin
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belirlenmesi  6zellikle KBB’ni gectiklerinin  saptanmast  ve lokal beyin
konsantrasyonunun belirlenmesi 6nemlidir. Tez kapsaminda ncelikli olarak in vitro
KBB olusturulmus ve hazirlanan nanopartikiillerin KBB’ni gectikleri bu kosullarda
tespit edilmistir. IBMEH’leri ve insan astrosit hiicrelerinin kokiiltiirii kullanilarak
hazirlanan bu modelde donepezil yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiillerin ve serbest
donepezilin ilk 2 saat icerisinde donepezil konsantrasyonunun %50’sini AM
ortamina gecirdigi tespit edilmistir. Serbest donepezil i¢cin bu hizli ilag gecisi devam
edip 6 saat sonunda donepezilin tamami AM ortamina ge¢mistir. Donepezil yiiklii
PLGA-b-PEG nanopartikiillerinde ilag gegisi kontrollii olarak devam edip 48 saat
sonunda ila¢ salim profili tamamlanmistir. Donepezil yiikli PLGA-b-PEG
nanopartikiillerinin sagladig1 bu kontrollii ila¢ salimmin, fibril destabilizasyonu i¢in
daha etkili olacagi, lokal ila¢ konsantrasyonunun daha uzun siire stabil kalacagi ve
donepezilin hizla hiicrelere ulagmasinin neden olabilecegi negatif etkileri azaltacagi
sonucuna varilmistir.

MSS’nde aktive olmus mikroglialar ve ayni zamanda astrositler hiicresel
hasarin desteklenmesinde kritik rol oynarlar. Astrositler, ayni mikroglialar gibi
beyinin immiinolojik savunmasi ve hasara karsi cevabinda biiyiikk 6nem tasirlar.
MSS’nin astrositlerle ilgili en iyi bilinen iliskisi vaskiiler EH’i ile beyne zararh
maddelerin girisini smirlayan KBB’ni olusturmasidir (286). Bununla birlikte,
astrositler sinif I ve II major histokompatibilite kompleks sunan hiicreler olarak
davranirlar (286,287), ayn1 zamanda cevresini sardig1 noronlar igin yapisal ve
besleyici destek saglarlar. AH ile ilgili olarak, sinaptik araligin korunmasinda aktif
olarak gorev alirlar ve fonksiyonel sinapslarin sayisini artirabilirler (288). Hasar
varliginda, karakteristik biyokimyasal ve hiicresel degisiklikler ile glial aktivasyon
ve proliferasyon meydana gelir. Aktive olmus astrositler, noronlar ve mikroglialar,
sitokinler ve enflamatuvar molekiiller gibi ¢oziiniir faktorleri salgilayarak karisik
etkilesimlere baslarlar ve bu da nihai olarak miroglialarin proenflamatuar maddeleri,
eksitotoksinleri, astrositleri daha fazla aktive edecek maddeleri salmalarina neden
olur ve noron hasar1 uyarilir (289).

Transgenik fare modelleri ve in vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 ile AH’daki
amiloid ile indiiklenmis enflamasyonun altinda yatan mekanizma ve interlokinlerin

rolii hakkinda c¢esitli veriler rapor edilmistir. Sigan beyin mikroglia ve astrositlerinde
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IL-1 ekspresyon artisi, AP(1-42) ile kortikal enjeksiyonu sonrasinda izlenmistir
(290). Bunun aksine, IL-1 sinyalinin ayn1 zamanda daha fazla hiicresel APP
iiretimini uyardig1 ve AB’nin patolojik birikiminde artiga neden oldugu goriilmiistiir.
Hiicre kiiltiirtindeki néronlar ve EH’inde (291) ve ayni zamanda primer insan astrosit
ve noroblastoma hiicrelerinde (292), IL-1’in APP’nin mRNA transkripsiyon ve
ekspresyonunu onemli derecede artirdig1 ve ayrica in vitro deney diizeneginde IL-
I’in APP promotor ekspresyonunu uyardigi gézlenmistir (293,294). Bunula birlikte,
bu bulgular AB ve interlokinlerin kendini devam ettiren bir dongii ile birbirlerine
bagli olduklar1 ve birinin artisinin digerini de artirdig1 ve bunun da néron hasar1 ve
toksisitesini artirdigimi géstermistir.

Ayrica, hiicre kiiltliriinde astrositlerin AB’ya maruz birakilmasmin, IL-1§,
TNF-a, iNOS ve NO iiretimini anlaml1 bir sekilde artirdigin1 ve AB’nin fibriler veya
oligomerik, fibriler olmayan formda olmasina gore etkilerinin degisiklik gosterdigi
gorilmiistiir (295). Literatirde AH tedavisinde kullanilan bir AKoEI olan
donepezilin yukarida bahsedilen noroenflamatuar siirecte koruyucu oldugu rapor
edilmigtir (173).

Tez kapsaminda KBB modeli basariyla olusturulmus, donepezil ve donepezil
yiikklii nanopartikiillerin KBB’ni gecip ge¢cmedikleri oncelikli olarak bu model
iizerinde in vitro kosullarda belirlenmistir. Literatiir ve klinik veriler 1s1g1nda KBB’ni
gectigi bilinen donepezil ve donepezil yiklii nanopartikiil, olusturulan in vitro
KBB’nde bariyeri ge¢mis ve astrositlerin bulundugu ortama ulagsmislardir.

Serbest donepezil i¢in gegisin daha hizli oldugu 6 saat sonunda donepezilin
tamaminin AM ortamma gectigi tespit edilmistir. Donepezil yiikli PLGA-b-PEG
nanopartikiillerinde ilag gecisi kontrollii olarak devam edip 48 saat sonunda ilag
salim profili tamamlanmistir. Donepezil yiikli PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin
sagladig1 bu kontrollii ila¢ saliminin, fibril destabilizasyonu i¢in daha etkili olacagi
ve donepezilin hizla hiicrelere ulasmasmnin neden olabilecegi negatif etkileri
azaltacagi diisiiniilmektedir.

Tez kapsaminda kullanilan KBB modelinde IBMEH’leri ve insan astrosit
hiicreleri kullanilmistir. Astrosit hiicrelerinin Af ile inkiibasyonu sonrasinda
yukarida anlatilan ve literatiirde arttig1 tespit edilen ¢esitli sitokinler hem gen

ekspresyonu hem de protein ekspresyonu diizeylerindeki degisim agisindan
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degerlendirilmistir. Bu deney sonug¢larma gore AP ile inkiibasyon sonucunda
astrositlerde IL-1B, IL-6, GM-CSF ve TNF-a i¢cin hem gen hem protein diizeyinde
ekspresyon artisi tespit edilmistir. Bu durum literatiir bilgileri 1s5181nda beklenen bir
sonug olup (296) donepezilin literatiirde bildirilen ndroenflamasyonda protektif etkili
oldugu bilgisi de goz Oniinde bulundurularak bu tez kapsaminda irdelenmesi
amaclanan asil konununun sitokin diizeylerinde tespit edilen artiglarin donepezil ile
engellenip engellenemeyecegi ve donepezil yiiklii nanopartikiiller ile dogrudan
donepezil uygulamasini takiben elde edilen sonuglarin farkli olup olmayacagidir. Bu
acidan degerlendirildiginde; hem donepezil uygulamasmi hem de donepezil yiiklii
nanopartikiil uygulamasmi takiben her 4 sitokin diizeyinde de hem protein hem gen
ekspresyonu diizeyinde AP ile uyarimini takiben elde edilen artista anlamli azalma
tespit edilmistir. Elde edilen bu azalmanin her iki deney grubu i¢in de doz bagimli
oldugu belirlenmistir. GM-CSF disindaki biitiin sitokin diizeylerinde donepezil
uygulamasini takiben elde edilen azalma ayni doz donepezil yiiklii nanopartikiil
uygulamasini takiben elde edilen azalmadan daha giicliidiir. GM-CSF igin ise
nanopartikiil uygulamas: sitokin diizeyinde donepezil uygulamasina kiyasla daha
fazla azalmaya neden olmustur. Bunun nedeni olarak nanopartikiillerden kontrollii
olarak salman donepezilin 6zellikle bu sitokin diizeyini azaltmada daha etkili
olabilecegi gosterilebilir.

Ekspresyonlarina hem gen hem protein diizeyine bakilan diger sitokinlerden
MCP-1, TGF-p ise astrositlerin A ile uyarilmasini takiben hem gen diizeyinde hem
de protein diizeyinde ekspresyonlar1 artmis, ancak bunlarin diizeyleri donepezil veya
donepezil yiiklii nanopartikiiller ile degismemistir.

In vivo deney bulgulari, preagrege AB(25-35) peptidinin icv enjeksiyonu ile
Alzheimer benzeri modelin olusturulmustur. Olusturulan model ile beyinlerde
korteks ve hipokampal CA 1 ve dentat girus piramidal tabakalarinda ndron kaybi
meydana gelmemis, ancak CA 3-2’de az sayda ndron kaybi oldugu gozlenmistir.
Dolayisiyla AP fibrillerinin 3 hafta sonunda noéron kaybmna yol agmadan sinaptik
disfonksiyon ile hafiza ve 6grenme yetilerini bozdugunu diisiindiirmektedir (297).

In vivo deneyleri takiben donepezil ve donepezil yiiklii nanopartikiillerin
etkinligini kiyaslayabilmek icin AKoE aktivite tayini yapabilmek amaciyla sigan

beyinleri ¢ikarilarak homojenize edilmistir. Kontrol grubunda spesifik aktivite
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50.452 + 5.538 nmol/dk/mg protein olarak belirlenmistir ve bu deger literatiirde
belirtilen degerlerle uyum gostermektedir (298). AKoE aktivitesinin transjenik
Alzheimer farelerinde (Tg2576) oldugu gibi diger Alzheimer modeli olusturulmus
hayvanlarda arttig1 literatiirde rapor edilmistir (299). Bu bilgiler 1s1ginda bu tez
kapsaminda olusturulan Alzheimer sican modelinde de AKOE aktivite tayini
yapilmistir. APB(25-35) fibrilleri kullanilarak AH modeli olusturulmus olan sican
grubunda aktivitenin anlaml dl¢tide arttig1 ve 74.460 + 13.653 nmol/dk/mg protein
degerine ulastig1 saptanmistir. Donepezilin iv yolla bolus uygulanmasi aktiviteyi
57.798 + 11.224 nmol/dk/mg protein degerine ¢ekerken; donepezil yiikli
nanopartikiillerin ip uygulanmas1 aktiviteyi donepezilden daha fazla diigiirmiis bu
grup icin aktivite 53.114 + 8.778 nmol/dk/mg protein olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak donepezil yiiklii nanopartikiillerin AKoE aktivitesini inhibe
etme giliclerinin donepezile oranla daha kuvvetli oldugu sdylenebilir. Bu da
nanopartikiillerden donepezilin kontrollii olarak salindiginin ve daha uzun siire etki
ettiginin bir sonucu olarak degerlendirilebilir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda iv veya ip yolla uygulamaya olanak verecek
sekilde donepezil yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiilleri sentezlenmis, bu
nanopartikiiller doku dagilimmi minimize etmek ve hedef dokudaki lokal
konsantrasyonlarin1 maksimize etmek amaciyla amiloid fibrillere hedeflendirilmistir.
Nanopartikiillerin karakterizasyonu ve optimizasyonu yapilmistir. PLGA-b-PEG
nanopartikiilleri biyobozunur, biyouyumlu ve toksik olmamalar1 nedeni ile
biyomedikal uygulamalarda siklikla kullanilmaktadirlar, hedef dokuya etken
maddenin uzun siireli bir bi¢cimde verilmesine olanak saglarlar ve tekrarli ilag
uygulamas1 engellenir, ayrica bolgeye 0zgii tasimmima olanak saglarlar. Bu sayede
donepezilin GIS yan etkilerinin ve uyun¢ probleminin Oniine gecilmis oldugu
diistiniilmektedir. Donepezil yiiklii nanopartikiil hazirlanmasini konu alan baska bir
caligma literatiirde bulunmamaktadir. Hazirlanan nanopartikiillerin AB fibrillerini
destabilize ettigi saptanmustir. [n vitro kosullarda olusturulan KBB modeli ile
nanopartikiillerin KBB’ni gegtigi tespit edilmistir.

In vitro kosullarda hazirlanan nanopartikiillerin kan-beyin bariyerini asarak
astrositlerden salmman ve noroenflamatuar silirecte yer alan sitokinlerin

ekspresyonlarini protein (ELISA ile) ve gen diizeyinde (RT-PCR ile) nasil etkiledigi
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belirlenmistir. Donepezilin ndroenflamatuar siiregte koruyucu etkisi oldugu ve
astrositlerin de ndroenflamatuar siirece sitokin ve kemokin salgilayarak katkida
bulundugu literatiirde bildirilmektedir ancak simdiye kadar donepezilin bu anlamdaki
koruyucu etkileri dogrudan astrositler iizerinde calisilmamistir. Donepezil yiiklii
nanopartikiillerin tedavi acisindan etkisi in vivo hayvan deneyleri ile saptanmistir.
Benzer sekilde hedeflendirilmis nanopartikiillerin AKoE aktivitesi iizerindeki
inhibitor etkisi yliksek doz donepezil uygulamasina oranla ¢ok daha kuvvetli oldugu

saptanmistir.
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20.02.2016 tarihine kadar uzatilmasina oybirligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi saygilarimla rica ederim.

Prof. DY Omer GORDUYSUS
Baskan Yardimcisi
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Prof.Dr.Giilberk UCAR
Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya Anal.ilim Dah
Ogretim Uyesi

Sayin Prof.Dr. UCAR

Sorumlu aragtirmacist oldugunuz Kurulumuzun 20.02.2012 tarihli toplantisinda
onaylanan, 2012/13-10 dosya kayit numarali ve “Alzheimer Hastaligi Tedavisinde
Kullanilmak Uz re Donepezil Yiiklii PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi ve
Beyine Hedeflendirilmesi” baslikli ¢alismamz hakkinda 26.01.2015 tarihli dilekgenizde
belirttiginiz yontemde yaptiginiz degisiklik (Transgenik fareler yerine 56 adet spraque-dawley
sigan) talebiniz Kurulumuzun 03.02.2015 tarihli toplantisinda degerlendirilmis olup uygun
bulunmustur.

Bilgilerinizi saygilarimla rica ederim.

Prof. Dr. Sema CALIS _\

Etik Kurul Baskani



