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ALZHEIMER HASTALIGI iCiN POLIMERIK iLAC TASIYICI
PLATFORMLARIN GELISTIRILMESI

OZET

Alzheimer hastalig1 (AH), uzun ve ilerleyici bir seyir gosteren, tedavi edilemeyen
bilissel ve davranigsal bozukluga neden olan bir hastaliktir. AH patolojisinde bazi
proteinlerin birikimi, enflamasyon degisiklikleri, sinaptik temasin kaybi, noéronal
hiicre 6liimii ve sinaps kayiplari ile sonuglanan oksidatif stres nedenleri yer almaktadir.
AH’nin tedavisine yonelik mevcut farmakolojik yaklasimlar, vaskiiler koruma ile
kolinesteraz inhibitorleri ve N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonistleri kullanilarak
yapilan semptomatik tedaviye dayanmaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri arasinda
donepezil (DZP), rivastigmin, galantamin ve takrin gibi ilaglar yer almakta olup
NMDA antagonisti olarak memantin kullanilmaktadir. AH, terapétiklerin kan-beyin
bariyerini (KBB) ge¢me zorlugu nedeniyle sinirli tedavi segeneklerine sahiptir. Tedavi
basarisizlig1 siklikla ilaglarin olumsuz farmakokinetik ve farmakodinamigi nedeniyle
ortaya ¢ikar. Bu nedenle ilaglarin nano-platformlarda tasinmasi 6nem tasimaktadir. Bu
sistemler ilaglarin biyoyararlanimini, farmakokinetigini ve farmakodinamigini
iyilestirmeyi ve yan etkilerini azaltmay1 saglayabilmektedir. Kii¢iik boyutlara sahip
olabilmeleri ve ilaglarin hastalik bolgelerinde kontrollii salimini saglayabilmeleri
nedeniyle polimerik nanopartikiillerin ilag tastyici sistemler olarak gelistirilmesi umut
vericidir.

Bu tez kapsaminda, AH tedavisinde en ¢ok tercih edilen asetilkolinesteraz inhibitorii
ilag olan DZP’in KBB’den gecisini saglamak icin ila¢ tasiyici platformlar olarak
polimerik miseller gelistirilmistir. Bu ilag tasiyict sistemlerden ilk olarak tersinir
ekleme-pargalanma zincir transferi (RAFT) polimerizasyonu ile poli(etilen glikol)-b-
poli(tert-biitil  metakrilat)  (PEG-b-PtBMA) amfifilik  blok  kopolimerler
sentezlenmistir. Bir diger tasiyici sistem olarak ise RAFT polimerizasyonu ile folik
asit (FA)-konjugasyonlu amfifilik kopolimerler sentezlenmistir. Elde edilen tiim
polimerler, jel gegirgenlik kromatografisi (GPC), niikleer manyetik rezonans
spektroskopisi (‘H NMR) ve diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) teknikleri ile
karakterize edilmistir. Bos ve DZP yiiklii polimerik miseller diyaliz yontemiyle
hazirlanmis ve dinamik 151k sagilimi (DLS) ve transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) analizleri kullanilarak boyut, zeta potansiyeli ve stabilite agisindan kapsamli
bir sekilde karakterize edilmistir. Polimerik misellerin ilag yiikleme verimliligi ve
salim davranis1t UV/Vis mikroplaka okuyucu ile izlenmistir. Misellerin sitotoksisitesi,
hiicresel alimlar1 kolorimetrik testler ve empedans dl¢timleriyle incelenmistir. Ayrica,
nanotastyicilarmn in vitro KBB kiiltiir modeli {izerindeki gegirgenligi gozlemlenmistir.
lag yiiklii polimer miseller, DZP ile benzer bir gegirgenlik gosterdigi belirlenmistir.
Bu tez calismasi, polimerik misellerin bir ilag tasima sistemi olarak AH gibi
norodejeneratif ~ bozukluklarin  tedavisinde  kullanilabilme potansiyelini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, polimerik miseller, donepezil, kan-beyin
bariyeri.
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DEVELOPMENT OF POLYMERIC DRUG CARRIER PLATFORMS FOR
ALZHEIMER'S DISEASE

SUMMARY

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive and long-term disorder characterized by
cognitive and behavioral impairments for which no definitive cure currently exists.
The pathology of AD involves the accumulation of certain proteins, changes in
inflammation, oxidative stress leading to neuronal cell death, synaptic contact loss,
and overall synaptic degeneration. Current pharmacological approaches to AD
treatment are symptomatic and include vascular protection, cholinesterase inhibitors,
and N-methyl-D-aspartate (NMDA) antagonists. Among cholinesterase inhibitors are
drugs such as donepezil, rivastigmine, galantamine, and tacrine, while memantine is
the commonly used NMDA antagonist. Due to the difficulty of therapeutic agents
crossing the blood-brain barrier (BBB), treatment options for AD remain limited.
Treatment failure is often associated with the unfavorable pharmacokinetics and
pharmacodynamics of these drugs. Therefore, the use of nano-platforms for drug
delivery has gained importance. These systems can improve drug bioavailability,
pharmacokinetics, and pharmacodynamics, while also reducing adverse effects.
Owing to their small size and ability to provide controlled release of drugs at disease
sites, polymeric nanoparticles are considered promising candidates for drug delivery
systems.

In this thesis, polymeric micelles were developed as drug delivery platforms to
enhance the BBB permeability of donepezil (DZP), the most commonly used
acetylcholinesterase inhibitor in AD treatment. The first type of these drug delivery
systems involved the synthesis of amphiphilic block copolymers, poly(ethylene
glycol)-b-poly(tert-butyl methacrylate) (PEG-b-PtBMA), via reversible addition-
fragmentation chain transfer (RAFT) polymerization. As a second carrier system, folic
acid (FA)-conjugated amphiphilic copolymers were synthesized using RAFT
polymerization. All synthesized polymers were characterized by gel permeation
chromatography (GPC), proton nuclear magnetic resonance spectroscopy (‘H NMR),
and differential scanning calorimetry (DSC). Blank and donepezil loaded polymeric
micelles were prepared using the dialysis method and were extensively characterized
in terms of size, zeta potential, and stability using dynamic light scattering (DLS) and
transmission electron microscopy (TEM). Drug loading efficiency and release
behavior of the micelles were monitored using a UV/Vis microplate reader. The
cytotoxicity and cellular uptake of the micelles were investigated using colorimetric
assays and impedance measurements. Furthermore, the permeability of the
nanocarriers was evaluated using an in vitro BBB culture model. The DZP loaded
polymeric micelles were found to exhibit permeability comparable to that of free DZP.
This thesis investigates the potential of polymeric micelles as a targeted drug delivery
system for the treatment of neurodegenerative disorders, particularly Alzheimer's
disease.

Keywords: Alzheimer's disease, polymer micelles, donepezil, blood-brain barrier
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH), en yaygin ndrodejeneratif hastaliklardan biri olup, ilerleyici
bir seyir gosteren bilissel ve davranissal bozukluklarla karakterize bir demans tiiriidiir
[1]. AH, yash bireylerde demansa yol agan en yaygin norodejeneratif hastaliktir [2].
Alzheimer Raporuna gore (2022), diinya genelinde 55 milyonun iizerinde insanin AH
veya ilgili durumlar yasadigini ve bu saymin 2030’da 82 milyona, 2050°de ise 138
milyona kadar ulagacagi beklenmektedir [3]. 2050 itibariyla AH’nin kiiresel
prevalansinin 106,8 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir [4]. AH, hafiza, diisiinme
ve davranis iizerinde ciddi zorluklar yaratan bir demans tiiriidiir. Cogunlukla yaslanan
niifusu hedef alarak beyin hiicrelerini bozmakta ve bu karmasik ¢ok faktorlii sonuglar
nedeniyle tedavi edilemez bir durumda kalmaktadir [S]. AH’ye yol agan ¢esitli risk
faktorleri bulunmaktadir. Artan yas, genetik faktorler, kafa travmalari, vaskiiler
hastaliklar, enfeksiyonlar, ¢evresel faktorler (agir metaller ve benzeri) ile vitamin ve
mineral eksiklikleri bu risk faktorleri arasindadir [6]. Diisiik folat seviyeleri, AH’de
depresyonun birincil nedenlerinden biri olabildigi diisiiniilmektedir [7]. Folik asit (FA;
vitamin B9), niikleotid bazlarinin sentezi i¢in gerekli olan dncii bir molekiildiir. Folik
asit reseptorlerine (FR) yiiksek afinite gostermektedir [8]. Alzheimer hastaliginda folat
diizeyleri ile iligkiler kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. Alzheimer hastalarinin,
saglikli bireylere kiyasla daha diisiik folat seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir.
Ayrica, folat eksikligi (<13.5 nmol/L) AH riskini artirirken giinliik yeterli folat alimi
(>400 pg/giin) ise AH gelisme riskini azaltmaktadir [2]. Alzheimer tedavisinde ise
kullanilan asetilkolinesteraz inhibitorleri gibi az sayida ilag adayinin hedefe yonelik
iletimi, kan-beyin bariyeri (KBB)’nin yarattigi smirlamalar nedeniyle zayif
¢Oziiniirliik, diisiikk biyoyararlanim ve yetersiz etkinlik gibi sorunlar sergiler. Ancak,
nanoteknolojideki mevcut ilerlemeler, aktif ilag adaylarinin iletiminde bu tiir

kisitlamalarin tistesinden gelme firsatlar1 sunmaktadir [9]. AH nin diger nedenleri



arasinda beyinde asetilkolinesteraz (AChE) seviyesindeki artis ve buna bagli olarak
asetilkolin miktarindaki azalma yer alir. Ayrica, beyin hiicrelerinde inflamasyon ve
belli bolgelerdeki sinaps kaybi ile ndronlarin apoptozise (programlanmis hiicre 6liimii)
bagl kaybi da hastaligin temel nedenlerindendir [10]. AH nin mevcut farmakolojik
tedavi yaklasimlari; kolinesteraz inhibitorleri ve N-metil-D-aspartat (NMDA)
antagonistleri ile semptomatik tedaviye dayanmaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri
arasinda, AChE etkisini bloke ederek postsinaptik uyarim igin yeterli miktarda
asetilkolin diizeyi saglayan donepezil (DZP), rivastigmin, galantamin ve takrin gibi
ilaglar bulunur [11]. DZP, Alzheimer hastalarinin tedavisinde en ¢ok tercih edilen ilag
olup, hafif ila orta diizeyde bilissel bozuklugu olan hastalarda en olumlu tedavi yanitini
saglayan geri doniisiimlii bir asetilkolinesteraz inhibitoriidiir (AChEI) [12]. DZP,
asetilkolinesteraz enzimine baglanarak aktivitesini azaltir, bdylece beyindeki
asetilkolin igerigini artirir, sinir sinyali iletim verimliligini artirir ve hastalarin biligsel
yeteneklerini gelistirir. Ancak, DZP’in konvansiyonel uygulanmasi, periferal
kolinerjik etkilere bagli yan etkilere neden olur. En sik bildirilen yan etkiler arasinda
bulanti, kusma ve ishal yer almakta olup, genellikle tedavinin birakilmasina yol
agmaktadir. Bu durumun baslica nedeni KBB’nin varligidir [1]. Merkezi sinir sistemi
(MSS) tedavisinde kullanilan tim ilaglarin, beyinde ve MSS’de gerekli terapotik
etkisini saglayabilmesi i¢cin KBB’yi gegebilmesi gereklidir. KBB, beynin
mikrodamarlarim1 ve kilcal damarlarin1 kaplayan beyin endotelyal hiicrelerinden
olusur ve hiicreler arasinda bosluk birakmayan siki baglantilar igerir. Bu nedenle,
ilaglarin yalmizca smirli bir kismi MSS’ye ulasabilir ve bu durum karmagsik
hastaliklarin tedavisinde yetersiz kalinmasina sebebiyet verir [1]. KBB’ni gegme ve
biyoyararlanimi artirma caligmalari, terapotik sonuglart iyilestirmek i¢in umut vaat
etmektedir. Ayrica, nanoteknolojinin tibbi uygulamalari, KBB’yi asarak etkin ilag
tagima i¢in umut verici firsatlar sunmaktadir [13]. Nanoteknoloji ile gelistirilen
nanoyapilardan olan polimerik miseller, amfifilik blok kopolimerlerden olusan,
kendiliginden bir araya gelen ve hidrofobik c¢ekirdek ile hidrofilik yiizey yapilariyla
stabil kiiresel nanotasiyicilardir [14]. Bu misellerin hidrofobik ¢ekirdegi, hidrofobik
ilaglarin enkapsiilasyonu i¢in uygun bir yapi saglarken, hidrofilik kabuk, kolloidal
stabilite ve “gorinmezlik” ozellikleri kazandirir [15]. Polimerik miseller, nano
boyutlar1 (10-100 nm), membran akigskanligini artirma yetenekleri ve pegilasyon
yoluyla saglanan sterik stabilizasyon o6zellikleri nedeniyle KBB’yi asarak beyin

parankimine ulagma kapasiteleri ile beyin hedefli ila¢ tasimasinda yaygin olarak



arastirilmaktadir [16-18]. AH’de en yaygin kullanima sahip olan DZP ilag
molekiiliiniin tasinmasi igin ¢esitli nanotasiyici sistemler gelistirilmis olup bunlar
arasinda nanoemiilsiyonlar [19], kati lipid nanopartikiilleri (SLN’ler) [20], poli (laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA) mikrokiireler [21], lipozomlar [22], nanoyapili lipid
tastyicilar  (NLC’ler) [23], kitosan nanopartikiilleri [24] ve PLGA-b-PEG
nanopartikiiller [25] yer almaktadir.

Bu doktora tezi kapsaminda, DZP’nin polimerik misellerle tasinmasini saglamak i¢in
literatiirde yer alan tagiyicilara kiyasla daha etkili bir ilag¢ tagima yontemi gelistirilmesi
amaglanmistir. PEG tabanli bir makromolekiiler zincir transfer ajan1 (makroRAFT)
hazirlanmis ve bu ajan, RAFT polimerizasyonu yontemiyle poli(etilen glikol)-b-
poli(tert-biitil metakrilat) amfifilik blok kopolimerlerinin sentezinde kullanilmustir.
MPEG makroRAFT ajani ve amfifilik kopolimerler, spektroskopik ve kromatografik
Olgiimlerle karakterize edilmistir. DZP, polimer misellere enkapsiile edilerek PBS
ortaminda ila¢ salim davranisi incelenmistir. DZP yiiklii misellerin hiicresel alimi
incelenmis ve insan endotelyal hiicre hatt1 (hCMEC/D3) tizerinde in vitro sitotoksisite
calismalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica, endotelyal hiicrelerin transendotel elektrik
direnci (TEER) ve misellerin in vitro KBB kiiltiir modeli {izerindeki gecirgenligi
detayli bir sekilde arastirilmistir. Ayrica bir diger polimerik misel ilag tasiyici Sistem
olarak, folik asit (FA) konjugasyonu ile ¢ok islevli bir ilag tasiyici sistem olabilme
potansiyeli saglanarak, Donepezil yiikli FA-konjuge edilmis polimerik miseller
gelistirilmistir. Amfifilik kopolimerler RAFT polimerizasyonu ile sentezlenmis ve
cesitli tekniklerle karakterize edilmistir. Model bir ilag olarak DZP, FA-konjuge
edilmis polimerik misellere enkapsiile edilmis ve FA-konjugasyonlu misellerden DZP
salimi in vitro salim ¢alismalari ile yapilmistir. DZP yiiklii misellerin hiicresel alimi
incelenmis, insan beyin endotelyal hiicrelerinde (hCMEC/D3) ve Cin hamsteri
yumurtalik hiicrelerinde (CHO) sitotoksisite ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica,
endotelyal hiicrelerin transendotel elektrik direnci ve misellerin KBB ko-kiiltiir modeli

tizerindeki gegirgenligi detayli bir sekilde arastirilmigtir.



2. GENEL BILGI

2.1 AH

2.1.1 AH’nin tanim ve tarihgesi

AH’nin tarihgesi, 1901 yilinda psikiyatr ve ndropatolog Dr. Alois Alzheimer’in
Frankfurt Akil Hastanesi’nde kisa siireli hatiza kaybini1 da g6z oniine alarak olagandisi
davranigsal semptomlar sergileyen 51 yasindaki bir hastayr gozlemlemesiyle
baglamistir [26]. AH olarak bilinen demans durumunu ilk kez Dr. Alois Alzheimer’in
1906 yilinda verdigi bir konferans sunumunda ve 1907°de yayimladigi bir makalede
tanimlamugtir [27]. Takip edilen hastada ilerleyici hafiza ve dil bozuklugu, ¢esitli
davranigsal semptomlar (haliisinasyonlar, sanrilar, paranoya) ve psikososyal islev
bozuklugu izlenmistir [27]. Erken baslangi¢ yas1 ve yeni bir patolojik bulgularin kesfi
bu durumu bilinenlerden farkli kilmistir ve AH’nin kesfini saglamistir. AH, 0 zaman
oldugu gibi bugiin de karakteristik patolojisi ile nérolojik bozulma siireci ile ilerleyici
bir hastalik olarak kabul gérmektedir [28]. Giiniimiizde AH, demansin en yaygin
(%65-75) formu olarak beynin dejeneratif bir hastaligi olmaktadir. AH, beynin
isleyisini biligsel ve islevsel kayiplara neden olarak bozan bir hastaliktir [26]. Bu
islevsel kayiplara bagli olarak sosyal ve mesleki islevleri etkileyen, hafizanin ilerleyici
kaybiyla iliskili olarak diger biligsel alan bozukluklarmin eslik ettigi, ¢cok cesitli risk
faktorlerine bagl norodejeneratif hastaliktir [29].

2.1.2 AH’nin prevalansi

AH genellikle yasam siirecinin ilerleyen donemlerinde ortaya ¢ikan ancak zaman
zaman geng bireylerde de goriilebilen progresif ve norodejeneratif olan ndrolojik bir
hastaliktir. AH’nin prevalansi, 60 yasindan sonra her 5 yilda bir iki katina ¢ikmaktadir
[30]. 65 yas ve tizerindeki bireylerin yaklasik olarak %10'unda demans



goriilebilmektedir ve bu bireylerde %70'inde AH izlenmektedir. 85 yas ve tizerindeki
bireylerde ise AH oranlarinin %50’ye kadar ¢ikabilecegi bildirilmektedir [31]. Her y1l
4,6 milyon yeni demans vakasi saptanmakta ve bu durumdan etkilenen vaka sayilari
her 20 yilda bir neredeyse iki katina ¢ikarak 2040 yilina kadar 81,1 milyona kadar
ulagabilmektedir [32]. Diinya genelinde yaklasik olarak 50 milyon kisi demansla
yagsamaktadir ve bu kisilerin yaklasik olarak da tigte ikisi gibi biiyiik bir oranda AH
teshis edilmektedir [33]. AH, diinya genelinde yaslanan niifusla birlikte giderek artan
ciddi bir halk sagligi sorunu olusturmaktadir [31]. AH, demans tiirleri ile birlikte artan
prevalansina iliskin veriler ve 6zellikle tim diinya genelinde yaslanan niifus artis1 goz

ontine alindiginda, birgok agidan biiyiik 6nem tasimaktadir [34].

2.1.3 AH’nin klinik belirtileri

AH, ilerleyici hafiza kayb ile karakterize edilen, siirekli kotiilesen norodejeneratif ve
kronik bir hastaliktir. Hastalik stiiresi tipik olarak 8-10 yil arasinda degisir, ancak bu
stire 2 ila 25 yil arasinda da olabilir [35]. AH pek ¢ok farkli belirti gosterebilir [36].
AH klinik olarak demans, hafiza kaybi veya gerilemesi, yiiriitiicti islevlerin bozuklugu
ve diger biligsel yeteneklerdeki azalma ile kisilik degisiklikleri gibi davranigsal
anormalliklerle karakterize olabilen bir sendrom olarak tanimlanabilir. AH’nin klasik
semptomlarini bir baglik altinda toplamak gerekirse, SA olarak tanimlanabilir [26]:

e Anomi (isimlendirme giicliigii)

o Apraksi (motor hareketlerin bilingli bir sekilde yapilamamasi)

e Agnosi (nesneleri tanima bozuklugu)

e Afazi (dil bozuklugu)

e Amnezi (hafiza kayb1)

2.1.4 AH’nin evreleri
AH’nin klinik evreleri dort evre ile su sekilde siniflandirilabilir:

1. Pre-klinik veya asemptomatik evre: Bu evre yillarca stirebilir. Hafif hafiza kayb1
ve korteks ile hipokampustaki erken patolojik degisiklikler ile karakterizedir. Giinliik

yasam aktivitelerinde bozulmalar veya AH’ye dair klinik belirtiler bu evrede goriilmez

[6].



2. Hafif veya erken evre: Giinliik yagsamda bazi zorluklar, konsantrasyon ve hafiza
kaybi, yer ve zaman oryantasyonunda bozukluklarin goriilmesi, ruh hali degisiklikleri

ve depresyon gibi belirtilerin bagladigi evredir [6].

3. Orta evre: Hastalik serebral korteksin genis alanlarina yayildigi ve artan belirgin
hafiza kaybi ile 6rnegin aile bireylerini tantyamama, diirtii kontrol kaybi, okuma,

yazma ve konusmada zorluklarin goriildiigii evredir [6].

4. Siddetli veya gec evre: Hastaligin tlim serebral korteks bolgesine yayildigi; noral
plaklar ve ndrofibriler yumaklarin yogun birikimi ile fonksiyonel ve biligsel
yetersizliklerin fazlaca ilerledigi, hastalarin ailelerini tamamen taniyamaz hale

gelebilecegi, yatalak kalabilecegi gibi ileri sorun ve zorluklarin yasandigi evredir [6].

2.1.5 AH’nin nedenleri ve risk faktorleri

AH’deki patolojik degisikliklerin (AP, NFT’ler ve sinaptik kayip) altinda yatan
sebepler halen kesin olarak bilinmemektedir. AH yaslanma, genetik faktorler, kafa
travmalari, vaskiiler hastaliklar, enfeksiyonlar, ¢evresel faktorler (agir metaller, eser
metaller ve digerleri) ve bazi vitamin, minerallerin eksikligi gibi ¢ok ¢esitli risk
faktorleriyle iligkili olabilen ¢ok faktorlii bir hastalik olarak kabul edilmektedir [6]
(Sekil 2.1). Ormegin folik asit takviyesinin bazi biyosentezi olan yapilar ile iliskili
olumsuz sonuglar1 dnleyebilecegi ve dolayisiyla AH gelisme riskini azaltabilecegi 6ne
stiriilmektedir [31, 37]. AH’ye neden olabilecek baslica risk faktorlerini ve bunlarin

hastalik patogenezine olan etkileri asagidaki Tablo 2.1°de 6zetlenmistir [6].

2.1.6 AH’de epigenetik

AH, nedeni kesin olaran bilinememekle birlikte muhtemel birden fazla genetik,
epigenetik ve cevresel faktorler arasindaki karmasik etkilesimlerin bir sonucudur.
Epigenetik mekanizmalar da AH patogenezinde etkilidir fakat AH’de gdzlemlenen
epigenetik degisikliklerin hastaligin bie nedeni mi yoksa hastaligin bir sonucu mu
oldugunu konusu netlik kazanmamustir [38]. Yaslanma ge¢ baslangi¢li AH i¢in genetik
olmayan en Onemli risk faktoriidiir. [38]. Erken baslangicli AH i¢in ise genetik
baglantili mutasyonlar, genellikle transmembran bdlgelerinde yer almakta olup,
vakalarmin %70’inde ve tiim AH vakalarinin %10’unda hastalifin sebebi olarak

gortilmektedir [39].
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Sekil 2.1 : AH patogenezi ile iligkili risk faktorleri [40].

Hastaligin tanisindaki genetigin roliinii belirlemek amaciyla klinik genetik testler, AH
semptomlarina sahip bireyler veya erken baslangi¢li bir hastanin bilinen bir mutasyona
sahip cocuklar1 ya da kardesleri icin mevcuttur [41]. Otozomal dominant bir AH
formunun mevcut oldugu biliniyorsa (amiloid 6ncii proteini (4PP), presenilin 1 (PS1),
presenilin 2 (PS2)'de ve ApoEe4 genetik faktorleri gibi), o zaman hafif biligsel
bozukluk gelisimi biiyiik olasilikla AH demansinin prodromudur [42] (Tablo 2.1). AH
risk faktorleri ve APP, PSEN ve ApoE gibi baz1 genlerdeki mutasyonlarin A
katabolizmas1 ve anabolizmasimi etkiledigi ve hizla AR birikimine neden olarak
norodejenerasyonun hizli bir sekilde ilerlemesine yol actigi saptanmistir [6] (Sekil
2.2). Yapilan arastirmalar, ge¢ baslangicli AH’nin, birden fazla yatkinlik genini
icerebilecek karmasik bir bozukluk oldugunu destekler niteliktedir [35]. AH’nin
patogenezinin tam aydinlatilamamis olmasi, hem hastaligin altinda yatan nedenlerin

anlasilmasini hem de etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesini zorlagtirmaktadir [26].



Tablo2.1: AH risk faktorleri [6].

Risk Faktorii Risk Faktorleri ve Olasi EtKileri

- En 6nemli risk faktoriidiir ve 65 yasindan sonra risk
artmaktadir.

Yaslanma - Beyinde kortikal atrofi, noral sinaps kaybi, ventrikiil
genislemesi gibi degisikliklerle iliskili olabilmektedir.
Genetik - AH vakalarinin %70'1 genetik faktorlerle iligkilidir.
Fak tiir;er - Erken baslangicli AH icin APP, PSEN1, PSEN2 mutasyonlar1
ve gec baslangicli AH icin ApoEe4 giiclii bir risk faktoriidiir.
Agir metallere maruziyet sinir sisteminde toksik etkiye neden
Cevresel - .- e . e
Faktorler olabilir (Aliiminyum, kursun birikimi gibi) veya hava kirliligi
aktorie gibi bazi ¢evresel kosullar AP birikimini artirabilir.
- Treponema pallidum, Chlamydia pneumoniae gibi bazi
bakterilere bagli gelisen enfeksiyonlar veya HSV-1 gibi bazi
Enfeksiyonlar viriis kaynakli enfeksiyonlar, AP birikimini artirabilir,
inflamasyon buna bagli néronal hasar olusturabilir ve AH riskini
artirabilir.
- Kraciger yaglanmasi veya bazi kardiyovaskiiler hastaliklar; felg,
hipertansiyon, atriyal fibrilasyon, hipoksi gelisimi gibi AH riskini
Tibbi Faktorler artirabilir

- Obezite ve diyabet gelisimi veya glikoz intoleransi, kronik
hiperglisemi gibi hastaliklar néroinflamasyon ve oksidatif strese
neden olmastyla AH riskini artirmaktadir.
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Sekil 2.2 : AH ve patogenezi: AH’ nin temel belirtegleri ve nedenleri [43].



2.1.7 AH’nin patofizyolojisi ve hipotezleri

AH, demans hastaliklar1 arasinda en yaygin olan yikici etkideki bir nérodejeneratif
hastaliktir. AH'nin noéropatolojik 6zellikleri arasinda ekstraseliiler amiloid beta (AB)
onciilii olan amyloid oncii proteinin (APP) birikintileri, intraseliiler noérofibriler
yumaklar (NFT), patolojik hiperfosforile Tau (p-Tau) birikiminin neden oldugu
distrofik noritler ve amiloid anjiyopati bulunur [44]. AH’deki patolojik degisikliklerin
(AB, NFT, noronal ve sinaptik kayip) altinda yatan nedenler kesin olarak
aydinlatilamamistir. AH’nin patofizyolojisine iligskin temel olarak iki ana baslik
tizerinde durulmaktadir [6]: Kolinerjik islevdeki bozulmalar ve NFT, AP islevindeki
degisiklikler. Kolinerjik islevdeki bozulmalarin AH igin kritik bir 6nem tasiyan faktor
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica NFT, AP {iiretimi ve islenmesindeki degisikliklerin
hastaligin baslangicindaki ana nedenler oldugu ileri siiriilmektedir. AH’nin gelisimini
aciklamaya yonelik ¢esitli hipotezler mevcuttur. En yaygin kabul géren hipotezler:
Amiloid Kaskad1 Hipotezi, Tau Hiperfosforilasyon Hipotezi ve Kolinerjik Hipotezdir
[26]. Bunlara ek olarak diger 6nerilen hipotezler arasinda inflamatuar, oksidatif stres,
vaskiiler, hiicre sinyal kaynakli, insiilin sinyal kaynakli ve metallobiyolojik hipotezleri

bulunmaktadir [26].
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Sekil 2.3 : AH ile iligkili noropatolojik 6zellikler [45, 46].



2.1.7.1 Amiloid kaskadi hipotezi

MSS’deki anormal amiloid beta (AB) plaklarinin birikiminin demans ile gii¢lii bir
baglantiya sahip oldugu kabul edilmistir. Bu durum, amiloid hipotezinin ortaya
¢ikmasini saglamistir. Bu hipotez ile amiloid APP’den tiireyen AB’nin yaslanma veya
patolojik durumlar nedeniyle yikiminin azalmasina dolayisiyla AB40 ve AP42
peptidlerinin birikimine sebebiyet verdigi one siiriilmektedir [6]. Normalde toksik
olmayan bu protein yapilari, Alzheimer’da c¢oziilemez plaklara doniiserek
birikimleriyle néronal hasara neden olur [36] (Sekil 2.4). AB42/AB40 oraninin artis,
AP amiloid fibril olusumunu uyararak norotoksisiteye ve tau patolojisininde
gelisimine neden olarak sinaptik yetmezlik ve biligsel disfonksiyon olusturabilir ve

sonucta ndronal hiicre 6liimii ile ndrodejenerasyonu tetiklemektedir [6, 44].

2.1.7.2 Tau hiperfosforilasyon hipotezi

Tau, hiicre iskeletinde mikrotiibiil dinamiginde énemli roller {istlenen ¢ok islevli bir
proteindir. Tau proteini mikrotiibiillerin olusumu, stabilizasyonu ve diger sitoskeletal
filamentlerle baglantisinin saglanmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Saglikli bir
beyinde tau fosforilasyonu ve defosforilasyonu arasindaki denge, sitoskeletonun
stabilitesini ve dolayisiyla aksonal morfolojiyi diizenlerken AH’ye sahip beyinlerde
en erken degisikliklerden biri olabilmektedir. Bu degisiklik, tau proteininin tiibiilin ile
baglanma yetenegini ve mikrotiibiil olusumunu desteklemesi iizerinde olumsuz
etkilere sahiptir [47]. Herhangi bir gen mutasyonu olmaksizin tau agregasyonu artmis
fosforilasyon kaynakli olusan hiperfosforile tau yapisi olusur (Sekil 2.4). Bu ¢6ziinmez
yapi, sitoplazmik fonksiyonlara zarar verir ve aksonal taginmay1 engelleyerek hiicre

oliimiine yol agar [44].
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Sekil 2.4 : AH’de amiloid ve tau patolojisi [33, 48]. (A) CRND8 APP transgenik
bir fare korteksindeki AP plaklarinin tiyoflavin S boyamasi ile elde edilen gorsel.
(B) Yasl bir insan hipokampusunun CA1 bdlgesindeki norofibriler tau
yumaklarimin (NFT) AT8 boyamasiile elde edilen gorsel ve (C) Alzheimer hastalig1
sirasinda amiloid ve tau patolojisinin beyin boyunca yayilimini gésteren gorsel
[33, 48].

2.1.7.3 Kolinerjik hipotez

Kolinerjik hipotez, azalmis kolinerjik transmisyonun AH’de biligsel, fonksiyonel ve
davranigsal semptomlarin ifadesinde biiyiikk bir rol oynadigini bilinmektedir.
Hipotezde ayrica kolinerjik eksikligin sadece bilissel semptomlarda degil, aym
zamanda hastalikta gozlemlenen davramigsal degisimlerde de rol oynadigim
belirtilmektedir [49]. AH’de kolinerjik ndronlarin dejenerasyonu, bilissel islevlerde
bozulmalara neden olur [6]. Neokortikal ve presinaptik kolinerjik eksikliklerin,
asetilkolin sentezinden sorumlu olan kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimindeki bir
bozuklukla iligkili oldugu g6z oniine alindiginda asetilkolin (ACh) biligsel islevlerde
temel rol iistlenmektedir [6]. ilk kesfedilen ndrotransmitter olan ACh, tiim otonom
gangliyonlarda, bir¢ok otonomik olarak innerve edilen organda, ndromiiskiiler
kavsakta ve merkezi sinir sistemindeki birgok sinapsta norotransmitter olarak gorev
yapar [50]. ACh, kolinerjik néronlarin sitoplazmasinda kolin ve asetil-koenzim A’dan
ChAT enzimi aracilifiyla sentezlenir ve vezikiiler asetilkolin tasiyicisi (VAChT) ile
sinaptik vezikiillere tasinir (Sekil 2.5). ACh, vezikiillerde yogunlasir ve sinaptik
araliga salinir; burada presinaptik reseptorler iizerinde etki ederek ACh’nin daha fazla

salinimini diizenler ve postsinaptik reseptorler iizerinde etki ederek ndrotransmisyonu
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diizenler. AChE, ACh’yi asetat ve koline hidroliz eder; kolin daha sonra presinaptik
norona geri alinarak ACh’nin yeniden sentezlenmesinde kullanilir (Sekil 2.5). AChE
inhibitorleri, ACh’nin yikimim1 azaltarak sinaptik konsantrasyonunu artirir ve
postsinaptik norotransmisyon etkilerini gli¢lendirir [49]. Kolinerjik sistemi aktive
etmeyi ve AH’deki bilissel eksiklikleri hafifletmeyi amaglayan AChE inhibitorlerinin
ilk klinik ¢aligmalar1 bu dogrultuda gergeklestirilmistir. AChE, salinan ACh'yi sinaptik
yariklarda kolin ve asetata ayristiri. AChE inhibitorleri, ACh'min hidrolizini

engelleyerek kolinerjik transmisyonu aktive eder [51].

Presinaptik sinir ucu

K,::'?,I" 4| Kolin asetiltransferaz (ChAT)

HcCa-U

Vezikiiler asetilkolin tagtyicist

Kolin

Asetilkolinesteraz
(ACHE) <—H—
Postsinaptik sinir ucu

Sekil 2.5 : Presinaptik ve postsinaptik sinir uglar1 arasinda ACh sentezi ve
taginmasi [6].

Perry ve calisma arkadaslar1 [52] AH beyinlerindeki ChAT aktivitesindeki azalmanin
biligsel bozuklugun siddeti ile iligkili oldugunu bildirmistir [51, 52]. AH’de kolinerjik
norotransmisyon eksikliginin gozlemlenmesi, demans semptomlarinin ilk onaylanmis
tedavisi olarak AChE inhibit6rlerinin gelistirilmesine neden olmustur [49]. Kolinerjik
hipotez ile AH’nin semptomatik tedavisi i¢in kolinomimetik ilaglarin preklinik ve

klinik gelisimi 6zellikle kolinesteraz inhibitorlerine odaklanmay1 saglamistir [53].

2.1.8 AH’nin tani ve tedavi stratejileri

AH erken donemde norovaskiiler disfonksiyon, ilerleyici nérodejenerasyon, segici
noron kaybi, AP patolojisinin ve hiperfosforile Tau'nun olusturdugu norofibriler
yumaklarin birikimi goriilmektedir [54-56]. AH’nin tanisinda beyindeki amiloid
plaklarin ve ndrofibriler yumaklarin varligi ve dagilimi, kesin bir AH tanis1 koymak

ve hastaligin evresini belirlemek i¢in kullanilir. Klinik olarak AH tanisi1 biiyiik 6lciide
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tibbi gecmis, fiziksel ve norolojik muayeneler, noropsikolojik degerlendirmeler ve
secici yardimci testlerle diger etiyolojilerin degerlendirilmesine dayanmaktadir. Klinik
AH tanisinin, patolojik taniya gore dogruluk orani %70-90 arasinda degismektedir
[27]. AH tanisinda teshis edici belirtecler; AP ve tau biyobelirtegleri gibi ve manyetik
rezonans goriintiileme (MRI) gibi 6l¢timler kullanilmaktadir [57]. Bununla birlikte,
pozitron emisyon tomografisi (PET) teknolojisi ile goriintiileme, Cl11-etiketli
Pittsburgh B Bilesigi (PiB) ile amiloid-f (AB) birikimini gorsellestirme imkani

mevcuttur [28].

Sekil 2.6 : AH tanisinda teshis edici goriintiileme 6rnekleri [58]. A) manyetik
rezonans goriintiisii (MRI) ile kortikal atrofi ve ventrikiiler genislemeyi
gostermektedir [58]. B) Pozitron emisyon tomografisi (PET) taramasi ile, diger
kortikal alanlarda gozlenen paryetal loblarda azalmis glikoz metabolizmasini
(mavi-yesil) ve daha normal metabolizma (sar1) goriintiilenmistir [58].

Erken AH’nin teshisi, hastaliga miidahale acisindan stratejik bir 6nem tagimaktadir.
Ne yazik ki, AH, mevcut tiim tedavi segeneklerine ragmen ilerleyici bir hastaliktir [28].
Hastaligin erken teshisi ile baslangicinin ertelenmesini veya ilerlemesinin
yavaglatilmasini  amaglayan tedavilerin gelistirilecegi konusunda calismalar
stirmektedir. AH risk faktorlerini azaltmak, biligsel/davranigsal semptomlarin yonetimi
ve hastaligin ilerlemesinin yavaslatilmasina yonelik tedavi stratejileri olarak:
kolinesteraz inhibitorleri ve memantin gibi, B-amiloid antagonistleri (6rn. sekretaz
inhibitorleri, anti-agregasyon bilesikleri, amiloid asilar1), anti-nérofibriler ilaglar,
damar riskini azaltmada antihipertansif ilaglar veya lipid diizenleyici ajanlar ( statinler,

homosistein azaltimi gibi), beyin fonksiyonlarin1 koruma anti-inflamatuar ilaclar,
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noroprotektif ajanlar (sinir biiylime faktorii (NGF) gibi), antioksidanlar (Ginkgo,
Vitamin E gibi), davranigsal semptomlar icin ise psikiyatrik ilaglar (antidepresanlar,
atipik  antipsikotikler, anksiyolitikler, duygu durum diizenleyiciler gibi)
uygulanabilmektedir [59]. Halihazirda, AH’nin tedavisinde bilissel ve davranigsal
semptomlari hafifleten ve giinliik yagam aktivitelerinin siirdiiriilmesine yardime1 olan

ilaglar mevcuttur (Tablo 2.2) [60].

2.1.9 AH’de kullanilan ilaglar

AH kesin bir tedavi saglanamamasma ragmen, bazi tedaviler klinik olarak
norodejenerasyonu yavaslatabilir ve bilissel islevi artirabilir. AH hastalarinda klinik
gerilemeyi yavaglatilmast ve hastaligin  bazi semptomlarint gegici olarak
hafifletebilmesi bazi ilag tedavileri ile saglanmaktadir [61]. AH’nin semptomatik
tedavisinde halihazirda kullanilan ana ila¢ smifi, asetilkolinesteraz/kolinesteraz
inhibitdrleridir (ChE-I’ler). Tedavi stratejileri temel olarak kolinerjik ve glutamaterjik
sistemlerdeki bozulmalari hedef alir. Ozellikle ChEI’ler uzun zamandir AH tedavisinin
temelini olusturmustur [29]. AChE inhibitorleri, asetilkolin yikimini1 engelleyerek
sinapstaki ndrotransmitter diizeylerini artirir ve AH hastalarinda hafiza islevi ile
dikkatin iyilestirilmesine yardimeci olur [27]. Kolinerjik sistemi aktive etmeyi ve
AH'daki biligsel eksiklikleri hafifletmeyi amaglayan ChE inhibitorlerinin ilk klinik
caligmalar1 bu dogrultuda gergeklestirilmistir. ChE, salinan ACh’yi sinaptik yariklarda
kolin ve asetata ayrigtirir. ChE inhibitorleri, ACh’nin hidrolizini engelleyerek
kolinerjik transmisyonu aktive eder. AH hasta grubunda ilk test edilen ilaclardan biri
fizostigmin olmustur [51, 62-66]. Ilag bir dereceye kadar etkili olmasina ragmen, baska
bir calismada muhtemelen fizostigminin kisa yar1 émrii (15-30 dakika kadar) ve buna
bagli periferik yan etkilerinden kaynakli olumsuz sonuglar elde edilmistir [51, 65].
Semptomatik tedavi i¢in ilk lisanslanan ChE-I, takrin olmustur [67]. Takrin, etkili bir
ChE inhibitoriidiir. Summers ve arkadaslarinin yaptigi calismada [68] oral takrin alan
on iki AH hastasinin altisinda bellek skorunda iyilesme gosterdigini bildirmistir [51,
68]. Bu calisma, AH i¢in kolinerjik ilaglarin gelistirilmesini tesvik niteligindedir [51].
Takrin, daha biiyiik 6l¢ekli bir plasebo kontrollii caligma ile yeniden degerlendirilmis
ve etkilerinin iyilestirici oldugu kanitlanmasina karsin ayni zamanda takrinin,
ALT/SGPT gibi karaciger enzimlerinde yilikselmelere neden oldugu da izlenmistir [51]
Bu nedenle tedavide kullanimda degildir. Tedavide FDA onayli ii¢ kolinesteraz

inhibitérii bulunmaktadir: rivastigmin ve galantamin (hafif-orta evre AH ig¢in) ve
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donepezil (tim evrelerde AH igin) [27] (Tablo 2.2). Donepezil, 6zellikle AH icin
rasyonel olarak tasarlanmis piperidin sinifi bir AChE inhibitoriidiir [51]. DZP, hafifile
orta-siddetli AH hastalarinin biligsel fonksiyonlarini iyilestirdigi ve hepatotoksisite
gostermedigi kanitlanmistir [51]. DZP, takrin ile yapilan in vitro ve ex vivo sigan
calismalariyla karsilastirildiginda, AChE’yi Butirilkolinesteraza (BChE) kiyasla daha
secici ve geri doniisiimlii olarak inhibe eden bir inhibitor olarak tanimlanmistir [69].
Memantin ise orta-ileri evre AH i¢in onaylanmis bir ilagtir ve NMDA (glutamat)
reseptOr antagonisti smifina aittir [27]. NMDA (glutamat) reseptdr antagonistleri
noronal hasara neden olan asir1 glutamat aktivitesini azaltir. Memantin, bu kategoride
onaylanan tek ilactir ve orta ila siddetli AH tedavisinde kullanilmaktadir. Memantin,
glutamat reseptorlerini bloke ederken normal sinaptik iletisimi koruyarak yan etkileri
en aza indirmektedir [6]. Bu ilaglar genellikle iyi tolere edilir ve en sik goriilen yan
etkiler gastrointestinal rahatsizlik, bag donmesi ve bas agrisidir [27]. Ancak yine de bu

ilac tedavilerinin uygulanmasi ilerlemesini durdurmamaktadir [6].

Tablo 2.2 :  AH tedavisinde kullanilan ilaglar [36].

Ilag¢ Simf Hedef Doz Yan Etkiler
Donepezil AChE inhibitorii 10 mg/giin Bulanti, kusma, ishal, riiyalar
6 mg

Rivastigmin AChE inhibitdrii Bulanti, kusma, ishal, bas donmesi

2xglinliik

Takrin ~ AChE inhibitorii 2040 mg  Hepatik toksisite, karaciger enzim

4xglinliik takibi gerektirir
. i 12 mg Bulanti, kusma, ishal, bas donmesi,
Galantamin - AChE inhibitord 2xgiinliik olas1 kardiyak etkiler
. NMDA reseptor 10 mg -
Memantin inhibitéri 2xgiinliik Huzursuzluk, kafa karigiklig

2.1.10 AH’de DZP etken maddesi ve etkinligi

1996 yilinda ABD Gida ve lilag Dairesi (FDA), DZP ilacin1 hafif, orta ve siddetli
AH’nin tedavisi i¢in onaylamistir. [70]. DZP, AChE’ye kars1 geri doniistimlii secicilige
sahip piperidin tiirevi bir kolinesteraz inhibitoriidiir. BChE’ye gore a AChE iizerinde
¢ok daha se¢ici bir inhibitordiir. [71]. DZP, mekanizmasi Oncelikli olarak
nonkompetitif bir inhibitor olarak etki gdsterse de, ayn1 zamanda kompetitif 6zellikler
de sergileyerek karma inhibitor niteligi tagimaktadir [72]. DZP beyinde kolinesterazini
belirgin ve uzun siireli sekilde inhibe ederken, periferik dokulardaki kolinesteraz

tizerinde ise belirgin bir etki gdstermez ve in vivo olarak beyindeki asetilkolin
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miktarin1 artirmaktadir [73, 74]. Sinaptik araliklara salinan asetilkolinin yikimini
geciktirerek kolinerjik transmisyonu artirmig olur. [75]. Oral uygulama sonrasi
oldukca iyi emilim gostermekte ve maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax) 3-4
saat icinde ulagsmaktadir [76]. DZP’nin nispeten uzun plazma yar1 6mrii (yaklasik 70
saat), giinliik tek dozluk bir doz rejimine izin vermektedir. DZP geleneksel ChE
inhibitorlerine kiyasla daha onemli bir avantaja sahiptir [51]. Ayrica donepezil,
O0grenme ve hafiza yetilerindeki performans eksikliklerini ©6nemli Ol¢iide
tyilestirebilmektedir. Bu 6zellikleri yani sira DZP giinde bir kez uygulama imkani
sunmast nedeniyle piyasada mevcut olan en etkili AChE inhibitorii haline gelmistir.
DZP etki mekanizmasi geregi kolinomimetik 6zelliklerine bagli olarak gastrointestinal
sistemle iliskili olarak bulanti, ishal ve kusma gibi semptomlara ve bazi hastalarda
uyku bozukluguna yol agabilecek yan etkiler gosterebilir [73, 77]. Bu semptomlar
genellikle hafif-orta siddette olup zamanla kaybolabilmektedir. Bradikardi ve
atriyoventrikiiler blok gibi kardiyak etkiler nadiren goriilii. Uyku bozukluklari
(insomnia veya canli riiyalar gibi), 6zellikle ilacin gece alinmasi durumunda ortaya
c¢ikabilir bu nedenle sabah ila¢ alimina gegilerek bu durum 6nlenebilmektedir. Nihai
olarak, DZP noroprotektif mekanizlari ile hem semptomatik rahatlama saglar hem de

norodejeneratif siirecleri potansiyel olarak etkileyen mekanizmalar sunar [73].

O
H,CO N
*HCI
H,CO
Donepezil

Sekil 2.7 : DZP’nin kimyasal yapis1 [78].

2.2 AHve KBB

AH, AP peptidlerinin patolojik birikimi ve hiperfosforile ndronal tau proteini igeren
norofibriler yumaklarla karakterize olan ilerleyici kronik bir noérodejeneratif
bozukluktur. Ayrica AH patolojisinde hastalik patogenezini tesvik eden kronik beyin
enflamasyonu da yer almaktadir. Beyindeki mikrodamarlar1 cevreleyen, yiiksek

derecede Ozellesmis bir endotel hiicre zari1 olan kan-beyin bariyeri (KBB), sinir
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hiicreleri ve bagisiklik sisteminin dolasimdaki hiicreleri arasindaki arayiizdiir [79]. Bu
nedenle KBB, AH sirasinda enflamasyonun olusumu ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Yapilan ¢ok sayida ¢alisma, norovaskiiler islev bozuklugunun AH nin
baslangici ve ilerlemesine katkida bulundugunu ve serebrovaskiiler degisiklikler ile
norodejenerasyon arasinda bir baglanti olabilecegini gostermektedir [56, 79-84].
AH’de KBB’de yer alan yapilara da gelesebilen bazi disfonksiyonlar Tablo 2.3’te
Ozetlenmistir  [85-90]. KBB ozelliklerini ve serebral endotel hiicrelerinin
farklilasmasini indiikledigi diisiiniilmektedir [91]. KBB, dolasim sisteminden beyne
onemli maddelerin ve bagisiklik hiicrelerinin gecisini dnleyen ¢ok hiicreli yapilardan
olusan secici bir sinir olarak gorev yaparken ayni1 zamanda ¢ogu kimyasalinda kandan

beyne girmesini engelleyen bir difiizyon bariyeridir [92].

Tablo 2.3: AH’de KBB bilesenlerinin 6zellikleri.

Bilesen AH'deki Ozellikler
Kapillerler Toplam uzunlugu kisalma gosterir.
GLUT1 AP temizlenmesinde azalmaya neden olur.

Transferrin reseptoric.  Hipokampustaki reseptor sayisi normalden daha azdir.
Insiilin reseptdrii  Beyindeki insiilin reseptorii yogunlugu yasla birlikte azalur.
Laktoferrin Ekspresyonu artmistir.

Melanotransferrin Ekspresyonu artmistir.

Saglilh KBB, mikrovaskiiler endotel hiicreleri, kapiler bazal membran, astrositler,
perisitler, mikroglial hiicreler ve bazi noronal hiicreler gibi bilesenlerden olusur. Bir
dizi 6zel protein, endotel hiicrelerini sikica baglar ve KBB'yi son derece segici bir
gecirgenlik bariyeri yapar. Ancak AH, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi ve
amyotrofik lateral skleroz gibi bazi hastalik durumlarinda KBB bozulmasi genellikle
meydana gelmektedir. Serebrovaskiiler AP birikimi, AH beyninde artan KBB
gecirgenligine katkida bulunan pro-enflamatuar ve sitotoksik olaylara yol acar [79, 93-
95]. Hastalik durumunda KBB'nin gegirgenligi artarak AH’de beyinde anormal A
birikimi endotel hiicrelerine zarar verir ve bu da KBB sizintisina yol acar [96-98].

KBB, yaslanma ile birlikte fizyolojik degisikliklere ugrasa bile, daha gecirgen bir zarin
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AH’nin bir 6zelligi oldugu ve bu gegirgenligin biitlinliigi tehdit eden ¢esitli faktorlerin
bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir [99].

2.2.1 KBB fizyolojisi

KBB, beynin normal islevi i¢in hayati 6nem tasiyan bir difiizyon bariyeridir. Beynin
homeostazin1 korumak i¢in maddelerin kan yoluyla beyne girigini engelleyen bir
bariyer gorevindedir. Beyin mikrodamar endotel hiicreleri (EH’ler), perisitler,
astrositler, sik1 baglantilar (tight junctions, TJs), néronlar ve bazal membran, KBB’nin
fiziksel olarak siki beyin kapilerlerini olusturmaktadir. Beyin kapiler endotel
hiicrelerinde fenestrasyonlar bulunmaz, bu da kii¢iik molekiillerin ve proteinlerin
difiizyonunu simirlayan en Onemli faktordiir. Endotelyal hiicreler arasindaki
baglantilar, endotel hiicreleri siirekli bir bariyer halinde birlestirir ve suya ¢oziiniir
maddelerin penetrasyonunu biiyiik Ol¢iide kisitlar. Perisitler, astrositler ve bazal
membran endotel hiicreleri ¢evreler ve nihayetinde gecis saglanmayan bir KBB
sistemini olusturur. Ayrica, beyin kapiler endotel hiicrelerinde yer alan aktif disa atim
(efflux) tastyicilari, beyne maddelerin girisine kars1 ek bir engel olusturur [100].
KBB’de yer alan molekiiler ve hiicresel bariyerler [98] (Sekil 2.8): endotel hiicreler
arasindaki siki baglantilar, KBB’de paraseliiler tasinimi sinirlandirir ve zararh
maddelerin gecisini engeller. Claudin-1, -3, -5 gibi proteinler, bu baglantilar1 olusturur
ve diizenler. Adherens baglantilar: VE-Cadherin gibi proteinler, hiicre-hiicre
baglanmasin1 destekler. Astrositler ve Perisitler: Astrositlerin son ayaklar1 ve
perisitlerin kapiller tizerindeki etkileri, KBB’nin yapisal biitiinliigiinii ve ge¢irgenligini

giiclendirir [98].

Norovaskiiler tinite, MSS igerisinde sinir hiicreleri (ndronlar), glial hiicreler (astrositler
vb.), endotel hiicreleri, perisitler ve KBB arasindaki dinamik etkilesimleri ifade eder
(Sekil 2.8). Bu yapi, beyin fonksiyonlarim1 diizenlemek ve KBB’nin biitiinliigiinii
saglamak icin kritik 6neme sahiptir. Beyin mikrovaskiiler endotelyal hiicreleri, kan
damarlar1 ile beyin parankimasi arasindaki ilk bariyeri olusturur. Endotelyal hiicreler,
sik1 baglantilar (tight junctions, TJs) ile birbirine baglidir ve perisitler tarafindan
yakindan cevrelenir; ayrica bazal lamina ile sarilmistir. Bazal lamina, astrosit ug
ayaklarimin ve endotelyal hiicrelerin plazma zarlar1 ile biitiinlesmistir. Astrosit ug
ayaklarinin uzantilar1 endotelyal islevleri destekler ve ndronal hiicrelerle hiicresel

baglant1 saglar. Dallanmis mikroglia, ndronal yaralanmay: algilayabilir ve KBB’ye
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zarar veren sinyaller gonderebilir [79, 101]. KBB, besinlerin, kimyasallarin ve
ilaclarin beyindeki dagilimini kontrol ederek ndrovaskiiler initenin islevlerini
diizenler [92]. Molekiillerin dolasimdan beyne gecme yetenegi, lipit ¢oziiniirliigii,
elektrik yiikii, molekiiler boyutu ve hidrojen baglanma kapasitesi gibi temel faktorlere
baghdir. Karbondioksit, nitrik oksit, etanol ve oksijen gibi kiigiik molekiiler agirlikli
(<400-500 Da) nonpolar lipit-¢oziiniir molekiiller, endotelyal hiicre zarinin lipid ¢ift
tabakasi araciliiyla pasif diflizyon ile beyin parankimasina kolayca gecis saglayabilir.
Hidrofilik ve yiiklii molekiiller ise yalnizca aktif tagima sistemleri araciligiyla KBB’yi
gecebilir. Bu sistemler arasinda reseptor aracili tasima, tastyici aracili tagima ve
adsorpsiyon aracili tasima yer alir. Glukoz, transferin, amino asitler ve potasyum,
sodyum, kalsiyum ve bikarbonat gibi iyonlar bu sistemleri kullanirken, biiylime
faktorleri ve sitokinler KBB’yi ge¢gmede sinirli bir yetenege sahiptir [102]. Besinler,
iyonlar ve diger molekiiller KBB’yi ya baglant1 kompleksleri araciligryla paraseliiler
difiizyonla ya da hiicreler aras1 yolla (transseliiler yol) gecer [103]. Paraseliiler gegis
biiyiik 6l¢iide minimize edilmistir, ancak iyonlar ve ¢oziinen maddeler konsantrasyon
gradyanlarina gore bitisik hiicreler arasinda diflize olabilir [102]. KBB’yi asma
mekanizmalarina iligkin daha genis bir anlayis, beyne ilaglarin ulastirilmasi i¢in yeni

stratejilerin gelistirilmesini saglamasi agisindan 6nem tagimaktadir [100].

Beyin

Beyin

: dcreleri L Astrositler /0 isi * Mikroglia
- Endotel hucrelen' s /k\ g\ % Perisitler 0g
l ' Tasiyict é: Siki baglantilar %?“—*( Noronlar
proteinler =

Sekil 2.8 : KBB’deki norovaskiiler tinitenin gosterimi [101].
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2.2.2 KBB gecis mekanizmalari ve ila¢ tasinmasindaki rolii

KBB’nin iki temel islevi beyni korumak ve beyne maddelerin tasinmasini saglamaktir
[104]. KBB, maddelerin asagidaki yollarla beyne ge¢mesine izin verebilir: paraseliiler
tasinim (endotelyal hiicreler arasindan gegis) ve transseliiler tasinim (endotelyal
hiicrelerin liiminal yiizeyinden abliiminal yiizeyine ve beyin parankimasina dogru
hiicre i¢cinden veya hiicre boyunca gecis [104]. Paraseliiler yol igin iyonlar ve
¢oziiciiler, pasif diflizyon yoluyla konsantrasyon gradyanlarini kullanarak KBB’yi
asar. Transselliiler yol ise pasif difiizyon, reseptor aracili taginim ve transitoz gibi farkl
mekanizmalarim1  kapsar (Sekil 2.9). Cogunlukla, pasif difiizyon, molekiiliin
fizikokimyasal o6zelliklerine bagli, doygunluk gostermeyen bir mekanizmadir. KBB
gecirgenligini etkileyen fizikokimyasal faktorler arasinda molekiiler agirlik, yiik, lipit
¢oziinlirliigli, ylizey aktivitesi ve molekiiliin relatif boyutu bulunur. [100]. Siki
baglantilar, endotelyal hiicreler arasindaki paraselliiler rotay1 engellerken, transselliiler
yol, molekiillerin elektro-kimyasal gradyanlarina (konsantrasyon, elektrik yiikii ve

lipofiliklik) baglh olarak gecisine izin verir.

Hidrofilik Molekiiller Lipofilik Molekiiller
| | I : |
s i o Ozgiil tagiyict endositozu Hicreler Difiizyon P-glikoprotein
protemle; agast .

Siki

* baglantilar

4
|

Sekil 2.9 : Molekiillerin KBB’den gecis semasi [105].

Aktif tasinim, molekiilleri KBB boyunca konsantrasyon gradyanina karsi tagimak igin
enerji kaynag olarak adenozin trifosfat (ATP) molekiillerini kullanir. Bu siirecler,
lipofilik olmayan molekiillerin taginmasini saglar [104]. Bu tasinma perisit

tagtyicilarini, endotelyal iyon tasinimini, endotelyal tasiyici-aracili tasinimi,
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endotelyal aktif disa akisi (ATP-baglayic1 kasetler) ve endotelyal reseptor-aracili
taginimi1 kapsamaktadir. Bunlardan ilki perisit tasiyicilart: Perisitler, KBB biitlinligiinii
ve homeostazini diizenlemede kritik bir rol oynar. Perisitlerde karbonhidratlar, amino
asitler, organik anyonlar ve katyonlar i¢in tasiyicilar yer almaktadir [98]. Endotelyal
iyon taginiminda ise: sodyum (Na*/K*-ATPaz), potasyum kanallar1 (KCa, KV1 ve Kir)
ve kalsiyum kanallar1 yer alir. Hiicre membrant boyunca sodyum ve potasyum
iyonlariin taginmasini diizenleyerek elektrokimyasal gradyanlar1 korur. Endotel
bariyer fonksiyonu gibi ¢esitli fizyolojik siirecler icin gerekli olan kalsiyum
sinyallemesinde gorev alir. BOylece membran potansiyelini ve iyon dengesini
diizenlemeye katkida bulunur. Endotelyal tasiyici-aracili tasinimda karbonhidrat
tastyicilart (glukozun tasinmasini saglayan GLUT1 gibi), amino asit tasiyicilari,
hormon tasiyicilari: (MCTS (triiodotironin) ve OATPICI (tiroksin) gibi tasiyicilar),
yag asidi tasiyicilart: (6zellikle dokosahekzaenoik asit (DHA) gibi omega-3 yag
asitlerinin taginmasinda rol oynayan MFSD2A gibi) ve organik anyon/katyon

tastyicilart yer almaktadir.

Endotelyal aktif disa akista (ATP-baglayic1 kasetler): ATP-baglayici kaset (ABC)
tagiyicilar yer alir. ATP kullanarak molekiilleri aktif olarak endotel hiicrelerinden kana
geri tasmmas1 soz konusudur. Ornegin ABCB1 (P-glikoprotein): ilag ve yabanci
maddelerin beyinde birikmesini 6nler. BCRP (Meme Kanseri Direng Proteini): Ilaclar
ve metabolitlerin temizlenmesini kolaylastirir. MRP'ler (Coklu Ilag Direnci iliskili
Proteinler): Toksik maddelerin ve metabolik atiklarin atilmasinda gorev alir.

Son olarak endotelyal reseptor-aracili tasinimda ise endotel hiicrelerinde bulunan
reseptodrler, makromolekiillerin secici sekilde tasinmasini saglar: Ornegin Transferrin
Reseptorii (TfR): Demir tasiyicist olan transferrinin beyne tasinmasini kolaylastirir.
Insiilin Reseptorii (IR): beyindeki glukoz metabolizmasinda rol oynar ve Insiilinin
alimmasin1 diizenler. Lipoprotein Reseptorleri (LRP1, LRP2): AH’ye neden olan

amiloid-beta gibi molekiillerin beyinden kana taginmasini saglar [98, 104].

2.2.3 In vitro KBB modelleri

KBB, kan dolasimi ile beyin hiicre dis1 sivist arasindaki sinirda yer alan ve bir ara yiiz
olusturan dinamik bir fizyolojik yapidir. Bu yapi, serebral kan akis1 ve anjiyogenez,
noronal gelisim ve sinaptik aktivite gibi ¢esitli stliregleri diizenler [106], [107].

Beyindeki kilcal damarlar, kan ve beyin arasindaki iyonlar, kiiciik ve biiyiik
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molekiillerin hiicreler ile transferini siki bir sekilde kontrol edecek sekilde gelismistir
[108]. MSS hastaliklarin1 hedefleyen bir ilacin sistemik olarak uygulanmasi
durumunda KBB’yi geg¢ebilmesi zorunludur. Uygun in vitro KBB modellerinin
olusturulmasi, beyin ile iliskili hastaliklarin tedavisinde bir ilacin potansiyelini ve
etkinligini degerlendirmek acisindan biliyiik 6nem tasimaktadir. KBB’nin AH gibi
hastalik kosullarinda daha iyi taklit edilmesi i¢in endotel hiicreleri siklikla bazi 6zel
proteinlerle ko-kiiltiire edilmesi gerekebilir [96]. Mikrovaskiiler endotel hiicreleri in
vitro KBB modellerinin olusturulmasinda kullanildiginda, bu hiicreler tek basina
(monokiiltiir) veya diger hiicrelerle birlikte (ko-kiiltiir) uygulanabilir. Endotel
hiicrelerinin ~ monokiiltiiri, beyin endotelyum modelleri icin  kolaylikla
gerceklestirilebilir [96, 109]. Yapilan calismalarda endotel hiicreleri AH’yi daha iyi
modellemek i¢in AP ile ko-kiiltiire edilmistir [96, 110-112]. Ge¢mis yillarda, in vitro
KBB modelleri, fare, sigan, domuz, sigir ve insan gibi ¢esitli tiirlerden elde edilen
primer ve olimsiizlestirilmis hiicre hatlar1 kullanilarak olusturulmustur. Kemirgenler
(6rnegin, bEnd.3, bEnd.5, TR-BBB vb.), insanlar (6rnegin, HCMEC/D3, HBMEC vb.)
ve domuzlardan elde edilen beyin endotel hiicre hatlarinin ortaya ¢ikisi, daha iyi
erisilebilirlik ve 6lgeklenebilirlik saglamig, ancak bu avantajlar endotel hiicre tiirlerine
gore belirtecleri, baglanti proteinleri ve tasiyict proteinlerin ekspresyonunda
degisiklikler gostermektedir [113]. Hayvan modelleri, KBB araciligiyla ila¢ tasinmasi
ve beynin etkinligi i¢in preklinik testlerde yaygin olarak kullanilmaktadir; ancak, bu
modellerin yaklasik %92 sinin klinik deneylerde basarisiz olmasi nedeniyle daha iyi
modellere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu durumu ele almanin bir yolu, ila¢ kesfi veya
taramast i¢in insan KBB’sinin biyolojisini, fizyolojisini, immiinolojisini ve
anatomisini yeniden olusturan yiiksek dogruluklu bir in vitro model gelistirmektir
[114]. In vitro modeller, KBB’nin fizyolojisi, patolojisi ve farmakolojisini anlamak,
ilaglarin beyne gecisini incelemek ve yeni terapotik ajanlar gelistirmek icin kritik
araclardir [115]. Kullanilan hiicre modelleri: Primer Hiicre Kiiltiirleri: Sigir, insan,
domuz ve kemirgenlerden elde edilen beyin kapiller endotel hiicreleri, astroglia ve
noronlar gibi komsu hiicrelerle birlikte kullanilabilir. Bu in vitro modelleri olusturmak
icin beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri (BMEC’ler) veya diger endotel hiicreleri
(EC’ler), bazal membran tarafindan desteklenir. RBE4 (sican beyin endotel hiicreleri)
ve bEND.3 (fare beyin endotel hiicreleri) gibi dliimsiizlestirilmis hiicre hatlar1, kolay
ulagilabilirligi ve bariyer 6zellikleri nedeniyle KBB ile ilgili in vitro ¢aligmalarda en

sik kullanilan modellerdir [115-117]. Bunun yani sira 6zellikle sigir ve insan kokenli
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hiicre hatlar1 da sik¢a kullanilmaktadir. insan hiicre hatlar1 enfeksiyon ¢alismalarinda
One ¢ikar, ancak gecirgenlik agisindan daha diisiik degerlere sahiptir [115]. Buna 6rnek
olarak hCMEC/D3 hiicre hatti, insan beyninden tiiretilmis olmasi nedeniyle KBB'nin
insan biyolojisine yakin 6zelliklerini yansitir [118]. hCMEC/D3, normal insan beyin
endotel hiicrelerinden izole edilmis bir hiicre hattidi. \CMEC/D3, KBB'nin anahtar
Ozelliklerini simiile eder. Bu hiicre hatt1, in vitro kosullarda glial hiicrelerin es-kiiltiirii
olmaksizin KBB 6zelliklerini basarili bir sekilde gosterebilir. Sik1 baglant1 proteinleri
(tight junctions, TJ) ve adherens baglantilar (adherens junctions, AJ) igerir. Bu
proteinler arasinda claudin-5, occludin, ve ZO-1 bulunur. KBB 6zelliklerinin taklidi,
ila¢ adaylarinin degerlendirilmesi ve ilag tagima sistemlerinin test edilmesi i¢in biiytlik
bir avantaj saglar. Bu hiicre hatti, MSS ilaclariin taranmasi ve KBB iizerinden ilag
tagima sistemlerinin degerlendirilmesi i¢in yaygin bir model olarak kullanilmaktadir
[118, 119]. In vitro KBB model tipleri icin yapilan ¢alismalarda; tek kiiltiir (mono-
kiiltiir), ¢ift kiltiir (ko-kiltiir) ve ti¢li kiiltiir (triple ko-kiiltiir) olmak tizere farkli in
vitro KBB modeli gelistirilmistir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 : /n vitro KBB model tiplerinin sematik diyagramlar1 [96, 120]. (a)
Beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri ve astrositlerin temas halinde oldugu ko-
kiiltiir modeli. (b) Beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri ve astrositlerin temas
halinde ko-kiiltiire edildigi, ancak perisitlerin onlarla temas etmeden plakanin alt
kismina yerlestirildigi model. (c) Beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri ve
perisitlerin temas halinde ko-kiiltiire edildigi, ancak astrositlerin temas olmadan
plakanin alt kismina yayildigi model. (d) Beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin
transwell membraninin bir tarafinda tek basina kiiltiire edildigi, astrositler ve
perisitlerin ise transwell membraninin diger tarafinda karistirildigi model. (e)
Beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin transwell membraninin bir tarafinda tek
basina kiiltiire edildigi, astrositler ve perisitlerin transwell membraninin diger
tarafinda karistirildigi model. Noronal hiicreler ise temas olmadan plakanin alt
kismina yerlestirilmistir [96].

Bu modeller, sirasiyla endotelyal hiicreler, astrositler ve perisitlerden olusmaktadir.
Monokiiltiir modellerinde tek basina endotel hiicreleri icerir ve bu model tipinde
fenotip kayb1 goriilebilmektedir. Ko-kiiltiir modelleri endotel hiicreleri, astroglia,
perisitler ve noronlarla birlikte yetistirilir. Bu model tipinde modellerinde perisitler ve
endotelyal hiicreler, porlu membranin iki farkli tarafinda, baglantilar1 artirdig
sebebiyle astrositler ise alt kisimda konumlandirilarak in vivo KBB yapisina en yakin
diizenleme saglanmasi amaglanmaktadir. Elde edilen in vitro KBB modellerinin
bariyer kalitesi modellerde bariyer sikiliginin transendotelyal elektrik direnci (TEER)
Ol¢timleriyle degerlendirilmektedir. Bu yontem bariyer sikiligin1 degerlendirmek i¢in
en yaygin kullanilan yontemdir. Buna ek olarak gecirgenlik katsayisi (Pe) paraseliiler
gecisi 6lgmek i¢in kullanilir. Modellerin basarisi, in vivo KBB gecirgenlik degerlerine

ne kadar yaklastiklariyla degerlendirilir [115, 121].
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2.2.4 KBB’yi asmak i¢cin gelistirilen stratejiler

KBB, kan dolasimi ile gelen molekiillerin beyne girisini diizenleyen ve beyin
mikrogevresinde iyonik homeostazi koruyan son derece ozellesmis yapisal ve
biyokimyasal bir bariyerdir [122]. KBB’de yer alan beyin kapiller endotel hiicreleri
tarafindan olusturulan fiziksel bariyer, toksik maddelerin beyne girmesini engellerken
yalmzca kiiciik, lipofilik molekiillerin gegisine izin vermektedir. Ilag gecisinide
sinirlayan bu bariyer mekanizmasinda siki baglantilar, efluks tastyicilar1 ve metabolik
yikim bulunur [104]. Ilag gelistirme siireclerinde KBB’yi asmak, biiyiik bir énem
tagimaktadir. Bu nedenle alternatif gecis yollar1 olarak nazal yolla ilag ulastirimi
yapilmasi hedeflenerek burundan beyne dogrudan ila¢ tasinimi, Alzheimer ve diger
norolojik hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecegi lizerine ¢alismalar yer alirken bir
diger gecis yolu olarak osmotik maddeler ve kimyasal modifikasyonlar: ile ozmotik
ajanlar ve bradikinin analoglar1 gibi kimyasallar kullanilarak, KBB’nin biitiinliigiinii
gecici olarak bozarak ilag gegisini artirmaya yonelik ¢alismalar yapismistir. Bunlar
disinda KBB’den ila¢ ge¢isine dair gilincel yaklasimlar olarak nanopartikiil sistemler
gelistirilmektedir [104]. Nanopartikiillerin KBB iizerinden gecisi i¢in yapilan
caligmalar, KBB’nin nanopartikiilleri endositoz yoluyla alabilecegini ve ilaglarin
nanopartikiillerden salimimin hiicre i¢i pasif difiizyon veya transsitoz yoluyla beyne
taginabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, kullanilan nanopartikiiliin yiizey
ozellikleri (zeta potansiyeli gibi) ve tasiyict matrisinin 6zellikleri de bu siiregte etkili
olmaktadir [118]. Lipit temelli sistemler (lipozomlar, kati lipit nanopartikiiller,
nanoyapilandirilmis lipit tasiyicilar) KBB'ni asmak icin kullanilmaktadir. Son
yillarada ise polimerik nanopartikiiller ve inorganik nanopartikiiller (altin, giimiis ve
silika bazlh) ile ilag tasinimi optimize edilmektedir. Ilag-polimer oranini ayarlayarak
ve nanopartikiil ylizeyini ylizey aktif maddeler, hiicre niifuz edici peptitler veya
antikorlarla kaplayarak, polimerik nanopartikiillerin boyut, zeta potansiyeli, kan
dolasim stiresi, ila¢ salim hizi ve hedefleme alanlar1 gibi 0Ozellikleri kontrol
edilebilmektedir. AH i¢in tan1 ve tedavi uygulamalariyla ilgili biyobozunur polimerik
nanopartikiiller kullanilarak yapilan nanotasiyict calismalari mevcuttur [85, 104].
Nanotasiyicilar boyutlar1 nedeniyle benzersizdir ve kullanilan malzeme nedeniyle
kolayca uyarlanabilir yapilara sahiptir. Fazla ilag yiikii tasiyabilirler, yiizey 6zellikleri
degistirilebilir ve kontrollii ilag salimmmi saglayabilirler. Bu o&zellikler,

nanotastyicilarin ilacin KBB iizerinden taginmasi igin ilgi ¢ekici alternatif haline
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getirmistir. Nano-dlgekli ilag tasiyicilar 10 ile 1000 nm arasinda boyut araliginda
pargaciklardan olusur. KBB genelinde ila¢ dagitimi i¢in nanotasiyicilarin ideal
Ozellikleri asagida listelenmistir [123].
e Toksik olmayan, biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik olarak uyumlu
olmalidir.
e Parcacik boyutu 100 nm'den kiiclik (monositler veya makrofajlar yoluyla
tasima harig¢) olmalidur.
e Kanda stabil (toplanma ve ayrisma olmadan) olmalidir.
e Immiinojenik olmamamalidur.
e KBB i¢in hedefli kisimina (reseptor veya adsorptif aracili mekanizma veya
monositler veya makrofajlar tarafindan alim saglayan yapilar) sahip olmalidir.
e lyi korunmus Ve ilag stabilitesine sahip olmalidir.
e Avyarlanabilir kontrollii ilag salim profilleri gosterebilmelidir.
e Kiiclik molekiilleri, proteinleri, peptitleri veya niikleik asitleri tasimak i¢in

uygun olmalidir [123].

Gopalan ve arkadaglarinin hazirladigir derleme g¢alismasinda [124], AH nin baslica
patolojik Ozelliklerini hedef alan nanoteknolojinin mevcut uygulamalariyla
derinlemesine incelenirken KBB gibi biyolojik bir bariyeri asarak beyinde spesifik
hedefleme i¢in antikor, aptamerler, proteinler ve peptitler kullanan nanotasiyicilarin
yiizey modifikasyonunlarinin kullanildigr belirtilmistir. pH, sicaklik, foto-termal,
reaktif oksijen tiirleri, ultrason ve elektrik gibi uyaranlari kullanan uyaranlara duyarlh
ilag dagitim nanoplatformlar1 {izerine c¢aligmalar yapilmistir. Nanoplatformlarin
mitokondri, ¢ekirdek, endoplazmik retikulum, golgi aygiti ve lizozomlar gibi hiicre
altt boliimlerine ve folat, laktoferrin, transferrin, insiilin ve diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) reseptdrleri gibi reseptore 6zgii etkilesimlere hedeflenmesi dahil

edilmistir [124] (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 : AH’nin tedavisinde kullanilan terapdtiklerde uygulanan ilag
hedeflendirme stratejilerine 6rnekler semasi [124].

Hiicre bazli olan hedeflendirme yaklasimlarinda hedef bolgede ilag birikimini
saglamak ve olumsuz etkileri azaltmak icin, aragtirmacilar hedef hiicre i¢indeki belirli
bolgeleri hedeflemektedir. Bugiine kadar tasarlanan nanopartikiiler ila¢ tasiyici
sistemlerin hiicre i¢i hedeflemesine 6rnek olarak mitokondriyal hedefleme sekansi,
TAT CPP (hiicre niifuz eden peptid) ve niikleer lokalizasyon sinyali gibi organel
hedefleme parcalari, nanoparcacik ylizeyini islevsellestirmek ve ila¢ tasima icin

spesifik hiicre organelini hedeflemek verilebilir [124].

2.2.5 KBB engelinden gegisi artirmak icin kullanilan ilag tasiyici sistemler

KBB, MSS’ye toksik maddelerin girisini engelleyerek dogal bir koruyucu bariyer
olarak islev goriir. Siki hiicresel baglantilar, kan kilcal damarlarindaki endotel
hiicrelerinden MSS’ye dogru polar molekiillerin diflizyonunu ciddi bigimde sinirlar.
KBB f{izerinden pasif tasinma, lipit ¢oziiniirliigii yiksek ve 400 Da’dan kiiciik
molekiiller i¢cin gergeklesebilir. Ancak, lipofilik molekiiller KBB'y1 pasif difiize
edebilse dahi, KBB’de bulunan endotel hiicreleri tarafindan ifade edilen endojen
membran tastyici proteinler aracilifiyla hizlica kan dolagimina tekrar geri atilabilir.
KBB'yi gecen oldukga polar veya makromolekiiler bilesiklerin ¢ogu, reseptor aracili
veya adsorpsiyon aracili tasinim yoluyla gecis yapar; ancak bu yollar da belirli
molekiillerle sinirhidir. MSS’ye yonelik ilag dagitimindaki stratejiler arasinda KBB’nin

atlanmasini saglayan yontemler (6rnegin, konveksiyon destekli dagitim veya burun i¢i

uygulama), KBB’nin bozulmasini saglayan yontemler (6rnegin, odaklanmis ultrason),
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ve KBB'nin endojen reseptorleri/etkilesimlerinden yararlanan yontemler (Grnegin,
reseptor aracili taginim ve hiicre-penetran peptitler) yer almaktadir (Sekil 2.12).
Serbest ilaglar uygulama sonrasi farmakokinetik ve farmakodinamik zorluklarla
karsilasir. Zayif ¢oziintirliik, sinirli biyodagilim veya hedef alanlara segici olmama gibi
etkenler, ila¢ etkinligini artirmak icin daha iyi tasarlanmis tasiyicilarin gerekliligini
ortaya koymaktadir. Bu nedenle nanopartikiiller MSS bozukluklarinin tedavisinde
etkinligi artirmaya yardimci olmustur. Nanopartikiiller yalnizca dolasim siiresini
artirip terapotiklerin  dagilim hacmini azaltmakla kalmaz, ayni zamanda KBB
tizerindeki P-glikoprotein gibi tasima proteinlerinin etkisinden de kagmabilir [125-

130].

Nanotastyicilarin - biliylik  ¢ogunlugu, KBB'yi asmak icin mevcut fizyolojik
mekanizmalar1 kullanir. KBB, kan dolasimi ile MSS arasinda fiziksel ama dinamik bir
biyolojik bariyerdir [131]. Ayrica beyne ulasabilmek i¢in ¢ogu molekiil, endotelyal
hiicrelerin liiminal (kan tarafi) yiizeyinde eksprese edilen Ozel tasiyicilar ve/veya
reseptorlerle etkilesime gegmek zorundadir [105]. Genel olarak, literatiire gore,
makromolekiillerin hiicre i¢i tasinmasi vezikiiler sistem tarafindan gerceklestirilir ve
ti¢ tiir endositoz vezikiilii bu siiregte rol oynar. Bunlardan ilki klatrin kapli ¢ukurlar:
cogunlukla reseptor aracili transsitoza katilir. Bir digeri kaveolalar: ekstraseliiler
molekiillerin adsorptif-aracili endositozu ve reseptor trafigi ile iliskilidir. Son olarak

makropinositik vezikiiller: daha biiylik molekiillerin endositozunu saglar [131-135].

Nanopargaciklar, ayn1 terapotik ajan iginde birden fazla bileseni birlestirebilmek i¢in
benzersiz bir yontem sunarak beyin hastaliklarinin basarili bir sekilde tedavi
edilmesinde 6nemli bir potansiyel tasimaktadir. Cekirdek malzemesine bagli olarak
nanoparcaciklarin hemen hemen tiim fiziksel 6zellikleri, boyut, sekil, yiik, baglanma
kapasitesi ve hidrofobiklik/hidrofiliklik (igsel ve dissal) dahil olmak iizere
ayarlanabilir. Bu faktorler, nanopargaciklarin farmakokinetik yar1 dmrii, biyodagilima,
stabilitesi ve terapdtik protein veya enzimle baglanma kapasitesiyle dogrudan
iligkilidir. Ayrica nanoparcaciklarin bir¢ogu hedefleme ligandlar1 veya PEG gibi

gizlenme ajanlariyla daha fazla modifikasyona uygun hale getirilebilir [136].
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Sekil 2.12 : KBB’yi agsmak icin gelistirilen stratejiler [70].

Nanotastyict stratejileri, ilag dagilimini iyilestirme, yan etkileri azaltma, hizli
karaciger metabolizmasini dnleme ve daha iyi terapotik etkinlik saglama amaciyla
yaygin bir sekilde arastirilmaktadir. Nanopartikiiller (NP’ler), ultra kiiciik boyutlara
(10-1000 nm), yiiksek yiizey alanina ve islevsellestirilebilir bir yapiya sahip ilag
tagtyicilaridir. Bu  sistemlerin  hiicre zarlarin1 gegme yetenekleri ve ilaglarin
bozulmasini azaltma kapasiteleri, boyut, ylizey yiikii, sekil, kimyasal bilesim ve ylizey
ozelliklerinin optimize edilmesiyle saglanabilir [137]. AH tedavisinde mevcut
tedaviler hastalifin temel nedenini hedeflemek yerine semptomatik bir rahatlama
saglamaktadir, ¢iinkii KBB smirlayict dogasi ilaglarin gecisini engelleyerek ilag
etkinligi ve biyoyararlanimini olumsuz etkilemektedir. Arastirmacilar, en yiliksek
biyoyararlanimi ve en diisiik yan etkiyi saglamak i¢in KBB’yi asarak hedefe yonelik
ilag teslimini miimkiin kilan yeni terapotik yaklasimlar gelistirmeye odaklanmaktadir.
NP’ler, kiigiik partikiil boyutlar1 sayesinde KBB’yi gegebilir, boylece ilaglarin
farmakokinetik 6zelliklerini artirarak hedefe yonelik ilag¢ teslimatini miimkiin kilar.
Ozellikle polimerik NP’ler, basit iiretim ydntemleri, biyolojik olarak
parcalanabilirlikleri, biyouyumluluklar1 ve benzersiz mimarileri nedeniyle genis capta

bir aragtirma konusudur [138].
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2024 yilinda Oliveira Silva ve arkadaslari [137] AH’nin tedavisinde kullanilan
DZP’nin etkinligini artirmak, KBB asma kapasitesini, beyin hedeflemesini ve
etkinligini iyilestirmek amaciyla iki farkli nanotasiyici sistem gelistirerek polimerik
nanopartikiillerin (PLA-PEG NP’ler) ve hiicre dis1 vezikiillerin (EV’ler)

kargilagtirmasini saglamistir.

Baysal ve calisma arkadaslarinin [25] yaptig1 diger bir caligmada, DZP yiiklii PLGA-
b-PEG nanopartikiiller ¢ift emiilsiyon yontemiyle hazirlanmis ve bu nanopartikiillerin
amiloid-beta fibril (AB1-40 ve AB1-42) olusumu tizerindeki destabilize edici etkisi in
vitro olarak kanitlanmistir. Elde edilen nanopartikiiller, KBB’yi agsabilme ve kontrollii

salim profili gosterme kapasitesine sahip oldugu saptanmistir [25].

Sharma ve arkadaslar1 [139] tarafindan yapilan ¢alismada AH i¢in hem tedavi edici
hem de tanisal bir ajan olarak kullanilma potansiyeli arastirilmak iizere triptofan
nanopartikiillerinin (TrpNP) sinir hiicreleri iizerindeki biyouyumlulugu, SH-SY5Y
hiicre hatt1 kullanilarak incelenmistir. Alzheimer’a 6zgii toksik protein agregatlari
(6zellikle AP42) ile etkilesim kabiliyetleri arastirilmis ve in vitro etkinlik testleri ile
AP42 agregasyonunu inhibe etme ve ¢ozme kabiliyeti test edilmistir. Antioksidan ve
noroprotektif etkiler incelenerek TrpNP’ler, AB42 agregasyonunu etkin bir sekilde
inhibe etmis ve var olan agregatlari ¢ozmiistiir. Sonug olarak TrpNP’lerin oksidatif
stresi azalttig1 ve sinir hiicrelerini norodejenerasyona karsi korudugu gdsterilmistir.
TrpNP’lerin Alzheimer tedavisinde kullanilabilecek giivenli ve etkili ajanlar olarak

gelistirilmesi i¢in 6nemli bir temel oldugu belirtilmistir [139].

Yang ve arkadaslarinin [140] yaptigi c¢alismada fukoksantin (FX)’in disiik
biyoyararlanim ve biyolojik kararlilik gibi sorunlarina ¢6ziim bulunmasinin yani sira
FX’in antioksidan, anti-enflamatuar ve ndroprotektif 6zelliklerinin, AH tedavisinde in
vivo etkilerini artirmak i¢in uygun bir tastyici sistem olan PLGA-PEG nanopartikiilleri
kullanilarak iyilestirilmesi amag¢lanmistir. Deniz kaynakli dogal bir bilesik olan FX’in,
PLGA-PEG nanopartikiilleri aracilifiyla AH’nin tedavisinde etkili ve giivenli bir ajan
olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. Bu yaklasim, in vitro ve in vivo modellerde
yapilan deneysel ¢aligmalarla desteklenerek FX’in biyoyararlanimi artirilmis ve beyin

hedefli yeni nesil ilag tasiyici sistemlerin potansiyel 6nemini vurgulanmistir [140].

Rani ve arkadaslar1 [141] tarafindan 2023 yilinda yapilan ¢alismada, AH’de pro-

enflamatuar sitokinlerin rolii incelenmis ve peglenmis kendiliginden bir araya gelen
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nanoyapilt iskelelerin (PEG-NSc) noroprotektif etkileri arastirilmigti. Beyin
dokusunda pro-enflamatuar sitokin diizeyleri ve oksidatif stres belirtegleri 6l¢tiliip pro-
enflamatuar sitokin diizeylerinide anlamli sekilde azalma saptanmistir. Bu sitokinlerin,
oksidatif stres ve AP plak olusumunu da tesvik ederek hastaligin ilerlemesine katkida
bulundugu diisiiniildiiginde amiloid-beta plak olusumunu inhibe ettigi ve mevcut
plaklar1 ¢6zme potansiyeli gosterdigi belirlenmistir. AH’nin ndroenflamatuar
temellerini hedefleyen yeni bir nanoteknolojik yaklagim sunmaktadir [141]. AH,
Ozellikle AP birikimi ve sinir hiicrelerinde APP metabolizmasinin bozulmasi ile iligkili
olmasi nedeniye Wu ve arkadaslarinin [142] gergeklestirdigi calismada, PLGA
(polilaktik-ko-glikolik asit) nanopargaciklarinin (NP) APP metabolizmast ve AP
toksisitesine karsi koruyucu etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglar PLGA
NP’lerinin APP metabolizmasini diizenleyerek ve AP toksisitesini AH nin patolojik
ilerleyigine karsi potansiyel bir terapotik ajan olabilecegini gostermektedir. PLGA,
biyouyumlu ve biyobozunur yapistyla ilag tagiyici sistemlerde gelecek vaat etmektedir

[142].

Noroprotektif 6zellikteki memantin, AH tedavisinde kullanilan bir NMDA reseptor
antagonistidir. Ancak, memantinin biyoyararlanimi ve hedefe yonelik etkinligi
simirhdir. Saleh ve arkadaslari [143] tarafindan yapilan bu ¢aligmada memantin yiikli
kitosan nanokristalleri (CS-NC) fizikokimyasal 6zellikleri ve toksikolojik profillerini
degerlendirilmistir. /n vitro testler ve ex vivo testler gerceklestirilmistir. Bu tiir
nanotastyicilarin, memantinin etkinligini artirabilecegi, yan etkilerini azaltabilecegi ve

ilag tasiyici olarak kullanilabilecegi one siirtilmektedir [143].

Aydin ve arkdaslarmin [144] yaptig1 ¢alisma AH tedavi etkinligini artirmak igin
yenilik¢i ila¢ tasiyict sistemi olarak DZP ve kurkumin gibi terapdtik ajanlarla
yiiklenmis polikaprolakton/polilaktik asit (PCL/PLA) nanoliflerin 6zellikleri
incelenmistir. Lif ¢capinin bu tiir nanoliflerin fizikokimyasal, mekanik ve biyolojik
ozellikleri tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Biyolojik olarak hiicre canliligi ve
antioksidan aktivite degerlendirmesi sonucu nanolifler, ndronal hiicrelerde
biyouyumlu bulunmus ve hiicre proliferasyonunu destekledigi saptanmistir. Bu
calisma, AH nin tedavisinde polimerik nanoliflerin potansiyel bir ilag tasiyici sistem
olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. PCL/PLA nanolifler, AH tedavisi ig¢in
yenilik¢i bir platform saglayabilecegi vurgulanmaktadir [144].
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DZP, AH tedavisinde kullanilan bir AChE inhibitoriidiir ancak konvansiyonel
formiilasyonlarinda sinirli biyoyararlanim ve yan etkiler gdzlemlenmesi nedeniyle
yapilan c¢alismada [145], DZP yiikli PLGA-b-PEG NP’lerin terapotik etkinligi
degerlendirilmistir. Ozellikle, bu nanopargaciklarin bellek ve 6grenme fonksiyonlarina
etkisi, AP indiiklenmis sican modelinde incelenmistir. Beta-amiloid 1-42 peptidi ile
indiiklenmis Alzheimer modelinde, DZP yiiklii nanopargaciklarin ndrolojik etkileri
degerlendirilmisti. PLGA-b-PEG nanopargaciklar, DZP’nin biyoyararlanimini
artirarak noroprotektif etkisini giiclendirdigi belirlenmistir. DZP yiikli PLGA-b-PEG
nanopargcaciklar, ilag tasima ve yan etkilerin azaltilmasiyla beraber 6grenme ve bellek
fonksiyonlarmi iyilestirerek AH tedavisinde etkili bir yaklasim oldugu
vurgulanmaktadir [145].

Amjad ve Alotaibi [24] tarafindan yayimlanan ¢alismada DZP yiiklii biyobozunur ve
biyouyumlu o6zellikteki kitosan nanoparcaciklarinin hazirlanmasi ve fizikokimyasal
Ozelliklerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucu DZP
yiiklii kitosan nanoparcgaciklari, AH tedavisinde biyoyararlanimi artirma ve yan etkileri

azaltma potansiyeline sahip oldugu saptanmistir [24].

Kim ve arkadaslarinin [146] ¢alismasinda AH tedavisinde kullanilan donepezilin
kontrollii salimmi saglamak amaciyla genis gozenekli ve aljinat kapli PLGA
(polilaktik-ko-glikolik asit) mikrokiireler hazirlanmistir. Mikrokiireler biyouyumlu
bulunmus ve hiicresel toksisite gostermemisti. PLGA mikrokiireler, AH’nin
tedavisinde DZP’nin doz sikligini azaltmak ve tedavi etkinligini artirmak igin umut

verici bir yaklagim oldugu 6ne siiriilmektedir [146].

Mohamadpour ve arkadaglarinin [147] yaptig1 ¢alisma AH ve demans tedavisinde
kullanilan bir AChE inhibitdrii olan rivastigminin sinirli beyin penetrasyonu, kisa
yarilanma Omrii ve gastrointestinal yan etkilerini iyilestirmek amacglanmistir. Bu
amacla calismada, rivastigminin beyne hedefli taginmasi i¢cin metoksi poli(etilen
glikol)-ko-poli(e-kaprolakton) (mPEG-PCL) nanoparcaciklarinin hazirlanmasi: ve
optimizasyonunun ardindan etkinligi degerlendirilmistir. Yapilan in vitro salim testleri
ve in vivo fare modellerinde rivastigminin beyin penetrasyonu ve farmakokinetik
profili ile beyin dagilimi incelenmistir. KBB’yi gecis etkinligi, yarilanma omriinii
artisiyla serbest rivastigmine kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Caligma, rivastigminin beyin hedeflemesini artirarak farmakokinetik, farmakodinamik
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profillerini iyilestirmis ve mPEG-PCL nanopargaciklarimin AH’de rivastigmin

tastyicisi olarak kullanilabilirligini ortaya koymaktadir [147].

Prakash ve arkadaslar1 [148] tarafindan yine rivastigmin ile yapilan caligmada,
rivastigmin yiikli PEG-PLGA nanopargaciklarinin hazirlanmis, in vitro ve in vivo
performanslarinin degerlendirilmesiyle, rivastigminin beyin hedeflemesini artirilmasi
ve tedavi etkinligini gelistirilmesi amaglamaktadir Yapilan in vitro ve in vivo
karakterizasyonlarin ~ ardindan  histolojik  analizlerde, rivastigmin  yukli
nanoparcaciklarin ndronal dejenerasyonu azalttifi ve amiloid beta birikimini
siirladigi belirlenmstir. Sonug olarak PEG-PLGA bazli rivastigmin nanopargaciklari,

AH’nin tedavisinde etkili bir ilag tasiyici platform oldugu belirtilmistir [ 148].

Gangopadhyay ve arkadaglarinin [149] yakin tarihli bir ¢alismasinda DZP’nin oral
uygulamada diisiik beyin penetrasyonu, ilk ge¢is etkisi ve yan etkileri sinirlayiciliginin
iyilestirilmesi amaglanmigtir. Bu ¢alismada intranazal yol, KBB’yi dogrudan asarak
beyne ila¢ tasinmasini kolaylagtirabilecegi diiniildiigiinden, intranazal uygulama igin
bir jel formiilasyonu gelistirilmis ve etkinligi degerlendirilmistir. Yapilan ex vivo ve
farmakokinetik analizler ile intranazal yolun oral uygulamaya kiyasla daha etkili
oldugu gosterilmistir. Klinik potansiyeli acisindan DZP’nin beyne dogrudan
taginmasini saglayarak terapdtik etkinligi artirabilir ve yan etkileri azaltabilmesiyle

AH’de etkili bir ilag¢ tasima sistemi olarak kullanilabilecegini diistiniilmektedir [149].

Espinoza ve arkadaslarinin [ 150] benzer bir ¢aligmasinda yine DZP, yiiklii ¢esitli nazal
formiilasyonlarin (6rn. hidrojeller, nanopartikiiler sistemler) etkinligi karsilastirmali
olarak degerlendirilmistir ve en uygun nazal uygulama sistemini belirlemeyi
amagclamaktadir. DZP, farkli nazal ilag tasiyici sistemlere yiiklenmis ex vivo ve in vitro
degerlendirilmesiyle nanopartikiiler sistemler, partikiil boyutlarmin kiiclik olmasi
(~100-200 nm) nedeniyle mukozadan daha etkin bir gecis gostermistir. Hidrojeller ise
daha stabil ve kolay uygulanabilir bir alternatif sunmus fakat nanopartikiiler sistemler,

DZP’nin beyne hedefli tasinmasinda en etkili formiilasyon olarak belirlenmistir [150].

PLGA disinda fakli polimerler kullanilarak yapilan ¢alismalar da rapor edilmistir.
Ornegin, bir ¢alismada polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis polimerik
nanopartikiiller (P(HDCA-ko-MePEGCA)) AP1-42 peptidine kars1 afinite
gostermistir. Anti-AP1—42 nanopartikiillerle yapilan tedavi, Alzheimer farelerinde

amiloid ylikiinli azaltmis ve hafiza islevlerini iyilestirmistir. Uygulama, ¢dzlinmeyen
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AP birikiminde anlamli bir azalma saglayamazken, ¢oziiniir AB1—-40 ve AB1-42

seviyelerini %20 oraninda azalma saglanmistir [85].

Literatiirde yer alan MSS’ye yonelik hedefli ilag dagitimi alaninda yapilan en son
caligmalar, KBB’yi asmak i¢in nanoteknoloji ile gelistirilen nanopartikiillerin etkin ve

etkili ilag tasiyicilar olarak kullanimi1 potansiyeli oldugu yoniindedir [126].

Nanoteknoloji ile gelistirilen nanoparcaciklarin, tan1 ve tedavi siireglerindeki 6nemli
potansiyeli vardir [151]. Nanopargaciklar, boyutlar1 nedeniyle benzersiz fiziksel,
kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikler, yiizey alaninin biiyiik olmasi,
hedef molekiillerle etkilesim kabiliyeti ve optik 6zelliklerdeki degisikliklerle biyolojik
ortamda yiiksek kararlilik sergileyebilir ve biyomedikal uygulamalarda kullanilabilir
Nanoparcaciklar, hem biyolojik siireclerin anlagilmasinda hem de terapotik ve teshis

yaklagimlarinda 6nemli bir role sahiptir [151].

Nanoteknolojinin tip ve biyoteknoloji alanindaki doniisiimsel etkisi giderek 6nem
kazanmaktadir. Ozellikle nanoparcaciklarin gelismis ilag tasima sistemlerinde,
terapotik ajanlarda, tanisal araglarda ve goriintiileme tekniklerinde sundugu faydalar
bilinmektedir. Baglica nanopargacik tiirlerinden polimerik nanoparcaciklar kontrollii
salim ve hedefleme kabiliyeti sunar. Nanopargacik teknolojisi, tipta kisisellestirilmis
tedavi yaklagimlarmin temelini olusturabilecek Oneme ve potansiyele sahiptir.
Bununla birlikte, baz1 zorluklarin asilmasi ve gilivenligin artirtlmas1 adina genis bir

calisma alan1t mevcuttur [152].

2.3 Nanoteknoloji ve Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanoteknoloji, genel olarak 100 nm veya daha kiiclik Olgeklerdeki molekiillerle
ilgilenen bilim dalidir. Farkli disiplinleri bir arada tutan nanoteknoloji, saglik, enerji
ve elektronik gibi alanlarda arastirmalar kapsamaktadir. Molekiiler o6lcekte
hastaliklarin teshisi, dnlenmesi ve tedavisi i¢in 6zel tibbi alandaki uygulama alani
nanotiptir. Ilag tasiyici nanosistemler, nanotibbin énemli bir par¢asini olusturmaktadir.
Nanoteknoloji nanotipta kullanilmasi sayesinde, suda zayif ¢oziiniirliige sahip ilaglarin
viicutta dolasimini artirilabilir, ilaglar belirli bir hiicreye veya dokuya hedeflenebilir,
ilaclar viicuttaki siki epitel ve endotelyal bariyerlerden gegirilebilir, biiyiik
makromolekiil ilaglar hiicre i¢i etki bolgelerine tasinabilir, kombine tedavi i¢in iki veya

daha fazla terapotik ajan bir arada uygulanabilir ve terapotik ajanlar ile goriintiileme
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ajanlarinin bir arada uygulanmasi yoluyla ilacin viicutta ulastigi 6zel bolgeler
gbzlemlenebilir [153]. Organik ve inorganik yapilar, nano Olgekli ilag tasiyic
sistemlerin gelistirilmesinde kullanilabilmektedir. Organik nanopartikiiller, polimer
bazli nanopartikiiller ve lipit bazli nanopartikiiller gibi yapilardan olusurken, inorganik
nanopartikiiller arasinda altin nanopartikiiller, karbon nanotiipler ve kuantum noktalar
gibi yapilar yer almaktadir. Organik nanopartikiiller arasinda miseller, lipozomlar, kat1
lipit nanopartikiiller ve dendrimerler bulunur. Polimer bazli nanopartikiiller adina
polimer konjugat kompleksleri, polimerik miseller ve dendrimerler dahil olmak iizere

birgok tlirde polimerik nanopartikiil gelistirilmektedir [154].

Polimerik ilaglarin tarihi 1960’lara kadar uzanir; bu donemde bir polimerik ilag ilk kez
klinik denemelere girmistir. 1970'lerin sonlarinda, Kopf ve arkadaslari, polimerik
nanopartikiiler bir tasiyicinin ilk kez hazirlanigini rapor etmistir [155, 156]. Takip eden
yillarda saglikli dokulardaki olas1 yan etkileri en aza indirmek, ilacin dogru zamanda
kontrollii ve uzun siireli salimini saglamak, ilacin etkinligini optimize etmek ve toksik
etkilerini azaltmak i¢in biyouyumlu ilag tasiyict sistemler gelistirilmistir [157].
Polimerler ila¢ tasima uygulamalarinda terapotik faydalar saglamak amaciyla
kontrollii ila¢ salimi, ayarlanabilir farmakokinetik ve biyodagilim profili, gelistirilmis

ilag glivenligi gibi avantajlar sunmaktadir [158].

2.3.1 Polimerler

Polimerler, monomer adi verilen kiiglik molekiillerin kimyasal baglarla birbirine
baglanarak olusturdugu yiiksek molekiil agirlikli maddeler olarak tanimlanir. Bu
yapilanma, makromolekiiller olarak da bilinen polimerlerin benzersiz fiziksel

ozelliklere sahip olmasini saglar [159, 160].

Tablo 2.4’te yer alan siniflandirmaya ek olarak polimerlerin monomer ¢esitliligine

gore siiflandirilmasi ise asagidaki gibidir.

Homopolimerler: Tek bir tiir monomerin tekrar ederek olusturdugu polimerlerdir.
Ornegin polietilen (PE) sadece etilen monomerlerinden olusur, polipropilen (PP) tek
tip propilen monomerlerinden olusur, polistiren (PS) sadece stiren birimlerinden

olusur.

Kopolimerler: iki veya daha fazla farkli monomerin bir araya gelmesiyle olusan
polimerlerdir. Kopolimerler, homopolimerlerin sinirli 6zelliklerini agmak ig¢in

tasarlanir. Ornegin, mekanik dayanim veya kimyasal direng agisindan farkli avantajlar
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sunar. Kopolimerler monomerlerin diizen ve dizilimlerine gore su tiirlere ayrilir:
monomerler belirli bir sirayla dizildigi alternatif kopolimerler, ayni tiir monomer
bloklar halinde gruplandigi blok kopolimerler, monomerlerin rastgele bir sekilde
polimer zincirine baglanmasiyla olusan rastgele (diizensiz) kopolimerler, monomerler
arasinda ¢apraz baglarla bir ag yapis1 olusturdugu agimsal (capraz bagli) kopolimerler

[161, 162].

Amfifilik kopolimerler ise iki veya daha fazla farkli tlirde monomer igeren polimer
zincirleri kopolimer tiiriidiir. i¢erdikleri farkli tiirde monomerler arasindaki yapisal
farkliliklar, polimer zincirine gesitli 6zellikler kazandirarak avantajlar saglar. Ornegin,
artmig stabilite, iyilestirilmis ¢oziiniirlik, gelismis mekanik dayanim gibi fiziksel
ozellikler iizerinde onemli etkiler saglar. iki veya daha fazla tiirde monomerde olusan
hidrofobik ve hidrofilik polimer zincirleri, iceriginde olan monomerlerin 6zelliklerini
tagiyarak belirli bir etkilesim sergiler ve bu etkilesimler polimerin faz davranigini
belirler [163, 164]. Kopolimerler genel olarak meydana geldikleri polimer zincirdeki
monomerlerin yogunlugu veya dizilis sekline gore simiflandirilabilir. Alternatif,
rastgele, blok, yildiz bi¢imli ve as1 kopolimerleri, temel olarak tanimlanmis polimer
mimarilerindendir [165, 166]. Kopolimerlerin olustugu polimer zincirindeki
monomere bagli birimlerin diizenlenme sekli, ¢esitli uygulamalar i¢in etkili olan

birbirinden farkli 6zellikte yapilar olusturmayi saglar.
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Tablo 2.4 :  Polimerin siniflandirilmasi [162].

Kriter

Polimer Tiirleri Ornekler

Kaynaklarina Gore

Yapisal Ozelliklerine
Gore

Fiziksel Ozelliklerine
Gore

Polimerizasyon
Yontemlerine Gore

Uygulama Alanlarina
Gore

-Biyomedikal Polimerler

- Dogal Polimerler -Seliiloz, nigasta, dogal kaucuk

- Sentetik Polimerler -PVC, polietilen, naylon,

polyester
-HDPE (yiiksek yogunluklu
- Dogrusal Polimerler polietilen)
- Dallanmis Polimerler -LDPE (diisiik yogunluklu
-Ag Yapili (Capraz polietilen)
Bagli) Polimerler - Vulkanize kaucuk, epoksi
recineleri

- Termoplastikler -Polistiren, PVC

-Fenol-formaldehit regineleri
- Termosetler

- Elastomerler -Dogal kauguk, sentetik

kauguk
- Adisyon
Polimerizasyonu Polietilen, polipropilen
- Kondenzasyon -Poliester, poliamid (naylon)

Polimerizasyonu I - .
-Is1 ag1ga cikan polimerizasyon

- Ekzotermik tepkimeleri

Polimerizasyon -Is1 alarak gergeklesen

- Endotermik polimerizasyon tepkimeleri
Polimerizasyon

-Ambalaj, otomotiv, insaat

- Plastik Malzemeler .
malzemeleri

- Fiber ve Tekstil -
Polimerleri - Naylon, polyester, akrilik
- Protezler, ila¢ tasima

sistemleri

Bunun yani sira olusan sistemin farkli kopolimerlerle uyumlu hale getirilerek ve

islevselligi artirilarak c¢esitli modifikasyonlarin yapilmasini miimkiin kilar. Bu olusum

mekanizmas1 kopolimerlerin neredeyse sayisiz sekilde cesitlendirilmesine ve

gelistirilmesine olanak saglar [167, 168]. Farkli yapisal 6zellik ve davranisa sahip

monomer igerigi ile elde edilen blok kopolimerlerde uygun kosullarda amfifilik

molekiillerin kendiliginden birlesebilme o6zelligi, nanometre boyutunda yapilar

olusturmak icin elverislidir [169]. Bu amagla gelistirilen kontrollii polimerizasyon
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yontemleri ile 1iyi tanimlannmis polimer yapilarmin tasarimi ve sentezi
yapilabilmektedir. Tersinir katilma-ayrisma zincir transfer radikal polimerizasyonu
(RAFT), atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ve nitroksit-aracili radikal
polimerizasyonu (NMP) gibi c¢ok bilinen ve wuygulanan kontrollii radikal
polimerizasyon yontemleri sayesinde, farkli yapilarda ve farkli 6zelliklerde genis bir
cesitlilikte polimerik yapilart olusturulabilir. Bu yontemlerle 6zellikle fonksiyonel
birimlerin eklenmesiyle yapilabilecek modifikasyonlarla molekiil agirliginin kontrol
edilebilmesi ve diisiik polidispersitenin elde edilmesi gibi énemli avantajlar saglar

[168] .

2.3.2 Polimerizasyon

Kopolimer olusturmak i¢in kullanilan polimerizasyon mekanizmasi ve sentez yontemi,
kopolimer zincirlerindeki monomer molekiillerinin diizenini etkiler. Polimerlerin
sentezinde kullanilan yontemler iki gruba ayrilabilir: katilma (zincir biiylimesi),

kondenzasyon (basamakli) polimerizasyon [170, 171].

2.3.2.1 Katilma (zincir biiyiimesi) polimerizasyonu

Katilma polimerizasyonu yonteminde, doymamis ¢ift baglar iceren bilesikler
kullanilir. Bu bilesikler, serbest radikal veya iyonik baslaticilarla polimerizasyonu
baglatacak ve stirdiirecek aktif bolgelere sahip olma yetenegine sahiptir. Katilma
polimerizasyonlar1 baslatma, ilerleme ve sonlanma adimlarmi takip ederek, aktif
bolgelerin notralize edilmesiyle sona erer. Monomerlerin aktif merkezlere birer birer
baglanmasi nedeniyle, reaksiyon sirasinda ortamda bulunan monomer konsantrasyonu
azalir. Yiksek verim elde etmek i¢in polimerizasyon siiresi uzatilmalidir, ancak
reaksiyon sirasinda molekiil agirliginda bir artis olmaz. Katilma polimerizasyonunun
en biiyiik dezavantaji, 6zellikle molekiil agirliginin ve molekiil agirligi dagiliminin

kontrol edilmesindeki zorluklardir [172].

2.3.2.2 Kondenzasyon (basamakl) polimerizasyonu

Kondenzasyon polimerizasyonlarinda, polimerler, monomerlerin esterlesme veya
amidlesme gibi reaksiyonlartyla olusur. Bu monomerler, genellikle -OH, -COOH, -
NH: gibi en az iki fonksiyonel grup tasiyan yapilardir ve bu reaksiyonlar sirasinda
H>0, NH3, CO> gibi kiiclik molekiiller agiga ¢ikar [161, 170, 171]. Polimerizasyonda,

fonksiyonel gruplarin tiiriine bagli olarak, bazen asit veya alkali bir katalizor
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kullanilmas1 gerekebilir. Ekleme polimerizasyonundan farkli olarak, kondenzasyon
polimerizasyonunda molekiil agirli§i polimerizasyon sirasinda siirekli artar, bu da
uzun polimerizasyon siirelerini gerekli kilar. Polimerizasyon tamamlandiginda,

ortamda her boyutta molekiil bulunur, ancak artik monomer kalmaz [172].

2.3.2.3 Kontrollii/yasayan radikal polimerizasyon

Polimerlerin sentezlenmesi sirasinda, kullanim alanina bagl olarak, polimerin
yapisinda, fonksiyonunda ve bilesiminde istenilen degisiklikleri yapabilme imkani
sayesinde son yillarda bu alandaki arastirmacilar arasinda popiiler hale gelmistir.
Kontrollii/yasayan radikal polimerizasyon iyi tanimlanmis karmagik makromolekiiler
yapilarin sentezi i¢in nispeten basit ve etkili bir yontemdir [173]. Yasayan kontrolli
polimerizasyon, geleneksel radikal polimerizasyonlara kiyasla zincir biiyiimesini
kontrol ederek polimer mimarisini hassas bir sekilde diizenlemeye olanak tanir [174].
Kontrollii mimari, molekiil agirligi kontrolii, u¢ grup kontrolii, blok kopolimer
olusturma yetenegi ve yasayan yapilarin elde edilmesi konusunda en yaygin kullanilan
kontrollii polimerizasyon teknikleri ise ATRP, NMP ve RAFT polimerizasyonlaridir
[172].

Ucg temel yasayan kontrollii polimerizasyon teknigi olarak:

1. Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP): Polimer zincirlerinin biiylimesini
kontrol etmek icin bir gecis metali (6rnegin, bakir) kullanir. Zincir uglarindaki aktif

radikaller, metalle komplekslesme yoluyla stabilize edilir.

2. Nitroksit-aracili radikal polimerizasyonu (NMP): Nitroksit radikal tiirleri, zincir
biiylimesini kontrol eder. Bu yontemde polimerizasyon kinetigi nispeten yavastir

ancak miikemmel zincir uzunlugu kontrolii saglar.

3. Tersinir katilma-ayrigma zincir transfer radikal polimerizasyonu (RAFT): RAFT,
tiyokarboniltil bazli bir ajan aracilifiyla zincir biiylimesini kontrol eder. Genis bir
monomer yelpazesi sunar ve polimer mimarilerinin kontroliinde yiiksek esneklik

saglar.

Yasayan kontrollii radikal polimerizasyon, geleneksel radikal polimerizasyonun
aksine, polimer zincir uzunlugu ve mimarisinin hassas kontroliine olanak tanir. Bu
tekniklerde, radikal tiirleri siirekli olarak kontrol edilerek zincir biiyiimesi sirasinda

yan reaksiyonlar (6rnegin zincir sonlanmasi veya transferi) en aza indirilir [175].
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2.3.3 Tersinir katilma-ayrisma zincir transfer polimerizasyonu (RAFT)

RAFT polimerizasyonu, 1998 yilinda gelistirilmistir [176]. RAFT tekniginin
gelistirilmesi, kontrollii yasayan serbest radikal polimerizasyon alaninda 6énemli bir
doniim noktasi olarak kabul edilmektedir ve bu yontemin temel ilkeleri, zincir transfer
ajanlarinin  kullanimiyla serbest radikal polimerizasyonuna yeni bir boyut
kazandirmigtir  [176]. RAFT polimerizasyonu, '"yasayan serbest radikal
polimerizasyon" olarak tanmimlanan bir yontemdir. Bu slireg, serbest radikal
polimerizasyonunun avantajlarini, kontrollii/yasayan polimerizasyon teknikleriyle
birlestirir  RAFT, monomerlerin polimer =zincirlerine kontrollii bir sekilde
eklenmesine olanak taniyabilmektedir. Bu 6zellik, polimerlerin molekiil agirliginin ve
uc¢ gruplarin yiiksek hassasiyetle kontrol edilmesini saglar. Sistemin temelinde, bir
zincir transfer ajam1 kullanilarak radikal reaksiyonlarinin kontrol altina alinmasi yer
alir. Bu ajan, zincir biiyliimesi sirasinda olusan aktif radikallerin yogunlugunu diizenler
ve zincir transferi mekanizmasi yoluyla polimerizasyon kinetiklerini stabilize eder.
RAFT siireci, genis monomer se¢eneklerine sahiptir ve polimerlerin farkli fonksiyonel
gruplar ve karmasik yapilarla tasarlanmasina imkan tanir [176]. Bu polimerizasyon
yonteminde, reaksiyon kinetigini, polimer yapisini ve polimerizasyonun son {iriinlerini
kontrol etmek i¢cin RAFT ajani olarak adlandirilan bir zincir transfer ajani1 kullanir.

RAFT polimerizasyonunun kontrollii olmasi, zincir transfer reaksiyonlarina baghdir

[177].

RAFT polimerizasyonu ¢ok cesitli avantajlar sunar. Bunlardan bazilari monomer
seciminde sundugu ¢esitliliktir. RAFT yontemi, genis bir monomer yelpazesine sahip
olmasiyla polimer mimarisinde cesitlilik saglamak miimkiindiir. Ayrica blok
kopolimerler, yildiz polimerler, dallanmis polimerler gibi karmasik polimer yapilari
tiretilebilir. RAFT, polimerlerin molekiiler agirligini ve dagilimini hassas bir sekilde
kontrol ederek daha tutarl1 ve dar polidispersiteye sahip malzemeler kolay iiretme
imkani saglar [177]. RAFT polimerizasyonunun temel bilesenleri; monomer, baslatici

ve raft ajanidir.

Monomer: RAFT polimerizasyonunda serbest radikal polimerizasyonu ile

polimerlesebilen bir¢ok monomer i¢in kullanilabilir.

Baslatici: Tersinir zincir transferi sirasinda yeni radikaller tiretilmediginden, serbest

radikal olusturma yontemleri kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan termal
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baslaticilarin yani sira, redoks, foto, plazma ve iyonlastirici radyasyon baslaticilar1 da

kullanilabilir [178-180].

RAFT Ajam Yapisi

C=S bagmnm aktivitesini diizenler.
| &
Ara iiriin radikalini stabilize eder. |

Sekil 2.13 : RAFT ajani1 yapis1 [181].

RAFT Ajani: RAFT ajanlari, polimerizasyonun etkinligi ve kontrolii acisindan kritik
oneme sahiptir. RAFT ajaninin kimyasal yapisi (Sekil 2.13), polimerizasyon siirecinin
etkinligini ve kontrollii bir sekilde gerceklesmesini belirler. Ozellikle tiyokarboniltil
grubu iceren bilesikler, dengeli bir reaktivite ve kararlilik saglar. RAFT ajani
(genellikle tiyokarboniltil yapilar), biiyliyen polimer zinciri ile etkilesime girer ve bir
ara Urlin olusturur. Bu siiregte ekleme-parcalanma dengesi kurulur. Temel olarak
tiyokarboniltil gruplarin1 igeren bilesiklerdir. Yapisinda bulunan Z grubu: RAFT
ajanmin elektron yogunlugunu ve stabilitesini belirler. R grubu: polimer zinciri
transfer kapasitesini etkiler. RAFT ajaninin yapisi, kullanilan monomer tiirline ve
hedeflenen polimer yapisina gore optimize edilebilir [177, 182]. RAFT
polimerizasyonunda zincir transfer ajani, polimerizasyon reaksiyonunda molekiil
agirhiginin kontrol altinda tutulmasini saglar. RAFT polimerizasyonu i¢in en ¢ok tercih
edilen ajan, ditiyoester tiirevleridir. RAFT ajani, radikallerin eklenmesine izin veren
reaktif bir S=C ¢ift bagi, radikallerin reaktivitesini etkileyen bir Z grubu ve yapidan
ayrilan ve yeni bir zinciri baglatma 6zelligine sahip bir R grubundan olusur (Sekil 2.14)

[183].

2.3.3.1 RAFT polimerizasyon adimlari

RAFT polimerizasyon teknigi ile polimer zincir uzunlugunun hassas sekilde kontrol
edilmesini saglar. RAFT, cesitli monomerlerle uyumludur ve blok kopolimerler gibi
karmagik yapilarin tiretiminde etkilidir. Temel reaksiyon mekanizmasi, bir radikal

kaynagi, monomerler ve bir RAFT ajani (genellikle ditiyobenzoat veya tritiyokarbonat
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tirevleri) icermektedir [184]. Bu ajanlar, zincir transfer reaksiyonlar1 araciliiyla
polimerizasyonun kontrol edilmesini saglar. RAFT polimerizasyon asamalari; ilk
olarak baglatma adimi: serbest radikaller, geleneksel bir baslatic1 (6rnegin, AIBN)
kullanilarak tretilir ardindan zincir transferi adimi: RAFT ajani, aktif zincir radikalini
stabilize eder ve kontrollii sekilde monomer eklenmesini saglar. Devaminda gelen
zincir uzamast ve dengelenme adimi: monomerler, RAFT aracisina baglanarak
polimer zincirine dahil edilir. Dengelemede aktif ve "uyuyan" zincir u¢lari arasinda bir
denge kurulur, bu da kontrolii saglar. Son adim oarak zincir sonlanmasi adimi

gerceklesir (Sekil 2.14) [185].
RAFT Polimerizasyon Asamalari

1. Baglama : Geleneksel bir radikal baslatict (6rnegin 2,2'-Azobis(2-metilpropionitril)
(AIBN)) kullanilarak serbest radikaller olusturulur ve monomer ile reaksiyon baglatilir
[186]. Baslatici, bir serbest radikal tretir. Bu radikal, monomer molekiilleri ile
reaksiyona girerek polimerizasyonu baslatir. Monomerden elde edilen propagasyon

radikali (Pne), RAFT ajanina (RSC(Z)S) eklenir ve bir gegis radikali olusturur.

1. Baglama Monomer
Baslaticl ——> |- L) P+ Polimer radikali

2. Geri Déniigiimlii Zincir Transferi/ ilerleme

P, +R—5\(S t P.TSTS—R : p"_s\fs+ .
Z

() ..
M A, 1 2 3

3. Yeniden Baslama

R.L)p.

m

4. Zincir Dengelenmesi ve Uzama

. PH—S S Kyado P"—S O S_Pmﬁp_\Pm_S S .
P e PN waPi=SNS 4,

7 addp 7 sddp 7
M 4 3 < 3 M ko

5. Sonlanma
I* R* P P, 3 Zincir Sonlanmasi

Sekil 2.14 : Tersinir katilma-ayrigma zincir transfer polimerizasyonu (RAFT)
mekanizmasi [181].

2. Katilma-Ayrigsma Dengesi: RAFT ajan1 (genellikle bir tiyokarboniltiyo bilesigi) ile
reaksiyon gerceklesir. Bu siirec, polimerizasyonun kontroliinii saglayan temel adimdr.
RAFT ajani: Kontrollii zincir biiyiimesini saglar ve radikal konsantrasyonunu dengeler

[186]. Pne radikali, RAFT ajani ile reaksiyona girerek ara bir radikal olusturur. Bu ara
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radikal daha sonra fragmente olur ve yeni bir serbest radikal (Re¢) agiga ¢ikar. Agiga
cikan Re radikali, bagka bir monomer ile reaksiyona girerek yeni bir propagasyon
radikali (Pme) olusturur. Bu asamada, aktif propagasyon radikalleri (Pne ve Pme) ile
"uyuyan" RAFT zincir transfer bilesikleri arasinda hizli bir denge kurulur. Bu denge,
tiim zincirlerin esit bliyiime sansina sahip olmasini saglar ve dar molekiil agirlig

dagilimi ile polimer olusumuna olanak tanir [187].

3. Polimer Zincirlerinin Uzamasi: Kontrollii zincir biiylimesi, istenilen polimer
yapisinin elde edilmesine olanak tanir. Tipik olarak, diisiik sonlanma oranlariyla
polimerizasyon sona erer [186]. RAFT polimerizasyonunda, monomerler kontrollii bir
sekilde polimer zincirine eklenir. Bu siireg, zincirlerin homojen bir sekilde biiylimesini
saglar. RAFT ajani, serbest radikal iiretimini kontrol ederek zincir transferini optimize
eder ve "yasayan" polimerizasyon karakteristigi kazandirir. RAFT ajani, biliyliyen
radikallerle reaksiyona girerek ara iirin olusturur. Bu ara iriin, aktif radikaller

olusturmak tiizere parcalanir [181, 187].

4. Sonlanma: Polimerizasyon sirasinda serbest radikal-radikal sonlanmasi meydana
gelebilir. Ancak, RAFT ajani1 bu olasilig1 en aza indirir. Polimerizasyonun sonunda,
polimerlerin biiyiik bir kismu tiyokarboniltiyo (RAFT tiirevli) u¢ gruplarini korur ve
bu sayede blok kopolimerlerin veya fonksiyonel polimerlerin sentezi i¢in uygun hale
gelir. Bu mekanizma, RAFT ajaninin etkin bir transfer ajani olarak davranmasi ve
monomer tiiketimi sirasinda dengeli bir sekilde molekiil agirlik dagilimini kontrol

etmesine dayanir [187].

RAFT polimerizasyonu, 6nemli avantajlara sahiptir ve bunlarin basinda polimerlerin
u¢ gruplarini kontrol etme olanagi sunmasi gelir. Bu, cesitli uygulamalara yonelik
ozellestirilmis spesifik polimerler iiretmek i¢in 6nemlidir [188]. RAFT, genis bir
monomer yelpazesiyle uyumludur. Akrilatlar, metakrilatlar, stiren tiirevleri ve vinil
monomerler gibi cesitli tlirlerle ¢alisabilir. Polimer mimarisinin kontrolii saglanarak
blok kopolimerler, yildiz polimerler, yan zincirli polimerler ve diger kompleks
yapilarin sentezlenebilmesine olanak tanir. Polimer zincir uzunlugu ve polimerlerin
molekiil agirlik dagilimi (polidispersite indeksi) hassas bir sekilde kontrol edilebilir.
Geleneksel radikal polimerizasyon ekipmanlariyla kolayca entegre edilebilir olmasi

uygulamada biiyiik kolaylik saglar [189].
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RAFT polimerizasyonu bir ¢cok avantajlarinin yani sira bazi sinirlamalara da sahiptir.
RAFT ajaninin se¢iminde bazi sinirlamalar mevcuttur. RAFT ajanlarinin monomer
tipine uygun olarak dikkatlice se¢ilmesi gerekir. Yanlis se¢im, polimerizasyon
verimini diigiirebilir. RAFT iirtinleri genellikle renkli veya kokulu olur, bu da bazi
uygulamalarda sinirlamalara neden olabilir. RAFT polimerizasyonunda reaksiyon
kinetigi, monomer tipine ve RAFT ajanina bagl olarak degiskenlik gosterebilir ve bu

durum kinetik zorluga neden olabilir [189].

RAFT polimerizasyonun ¢ok genis uygulama alanlart mevcuttur 6rnegin biyomedikal
uygulamalarda ilag tagima sistemleri, biyouyumlu kaplamalar ve doku miihendisligi
materyalleri ve pH, sicaklik veya iyonik degisikliklere duyarli malzemelerden elde
edilen akilli polimerlerin gelistirilmesi gibi. Endiistriyel {iriinlerde ve de
nanoteknolojide fonksiyonel nanopargacik kaplamalari ve nanokapsiiller de elde
edilmesi gibi kullanimlar1 mevcuttur [189, 190]. RAFT islemi, radikal
polimerizasyonuna 0zgii reaktiviteyi korurken, molekiiler tasarimi optimize etmek igin
yiiksek kontrol imkani sunar. RAFT ile sentezlenen polimerler, biyolojik sistemlere
uygun yiizey 6zellikleri ve biyolojik bozunabilirlik gosterebilir. Bu, biyomateryal
uygulamalarinda Onemli bir avantajdir. Polimerlerin molekiil agirliklarinin ve
fonksiyonel gruplarmin kontrolii sayesinde biyouyum artirilabilir. RAFT
polimerizasyonu ile spesifik hedeflere yonlendirilebilecek polimerler sentezlenebilir.
Ornegin, ilag tastyicilart olarak kullanilacak polimerler, spesifik hiicre reseptorlerini
tantyacak sekilde fonksiyonlandirilabilir. RAFT, ¢esitli fonksiyonel gruplar1 kolayca
polimere dahil etme imkani sunar. Bu, ilag tasima sistemlerinde aktif madde salim
kinetiklerinin kontrolii gibi alanlarda biiyiik bir avantaj saglar. RAFT ile hazirlanan
polimerler, kontrollii ila¢g salim1 saglayabilir [191]. RAFT polimerizasyonu, hem ilag¢
tasima hem de tani (theranostics) uygulamalar1 i¢in ¢ok islevli nanotasiyicilarin
hazirlanmasini kolaylastirir. Ornegin ilag tasima sistem olarak hassas yiikleme ve
salim kontrolii saplayan polimerik misellerin ¢ekirdek kismindaki kimyasal 6zellikler,
farkl tiir ilaglarin yiiklenmesine olanak tanir ve ilag salimini kontrollii bir sekilde
yapar. RAFT polimerizasyonu, bloktaki segment uzunlugunu ve kompozisyonunu
hassas bir sekilde kontrol edebilir, boylece misellerin boyutu, morfolojisi ve ilag

yiikleme kapasitesi optimize edilebilir.
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2.4 Polimerik Miseller ve Kontrollii fla¢ Sahim Sistemleri

20. yiizyilin ikinci yarisinda biyopolimerlerin kullanimi, ila¢ salimin1 daha kontrollii
hale getirmistir. Polimerik sistemler, ilaglarin kontrollii ve yavas salimini saglayarak
bu alanda 6nemli bir yenilik sunmaktadir. Gliniimiizde ila¢ tasima sistemleri, salimin
kontrollii, hedefe yonelik ve zamanlanmis olmasini saglamak icin geligmistir. Bu
sistemler, daha iyi biyoyararlanim, uzun siireli dolasim ve etkin hedefleme
saglamaktadir [192]. Polimerik miseller, ilag tasiyict sistemler olarak,
biyouyumluluklar1 amfifilik 6zellikleri, kendiliginden olusumlar1 ve kolay kontrol
edilebilir farmakolojik 6zellikleri ile dikkat cekmeye baglamistir [193, 194]. Ciinkii
bu yapilar ilaglarin zamana bagli veya cevresel kosullara duyarli sekilde salimini
kontrol etme avantaji sunarlar. Salim, hem ilacin etkinligini artirir hem de yan etkileri

en aza indirir [195].

Polimerik miseller, modern ilag tasima sistemlerinin gelistirilmesinde gii¢lii bir arag
olarak kabul edilmektedir. Miseller, belirli konsantrasyonun (kritik misel
konsantrasyonu) iizerinde, amfifilik molekiillerin (hem hidrofilik hem de hidrofobik
kisimlar iceren) sulu bir ortamda kendiliginden diizenlenmesiyle olusan nano 6lcekli
yapilar olarak tanimlanir. Hidrofobik ¢ekirdek ve hidrofilik kabuktan olusan misel
yapisi, suda ¢oziinmeyen veya diisiik ¢oziiniirliiklii ilaglarin taginmasi i¢in benzersiz

bir firsat sunar [196].

Amfifilik blok polimerin yapisinda bulunan hidrofilik ve hidrofobik kisimlarin
etkilesimleriyle kendiliginden olusan misel yapilarini olusturmasi i¢in ortamdaki
polimer konsantrasyonu belirli bir orana ulagmasi gerekmektedir. Misel yapilarim
olusturacak yeterli miktarda polimer belli bir oranda bir araya gelir. Bu oran, Kritik
misel konsantrasyonudur (KMK) [219].

RAFT polimerizasyonu, 6zellikle blok kopolimerlerin sentezi i¢in idealdir. Amfifilik
blok kopolimerler, hem hidrofobik hem de hidrofilik segmentlere sahiptir. Bu, misel
olusumu i¢in gereklidir. Misel olusumunda amfifilik kopolimerler, sulu ortamda
kendiliginden toplanarak cekirdek-kabuk yapisinda miseller olusturur. Hidrofobik
cekirdek: Genellikle hidrofobik ilaglarin yiiklenmesi ve korunmast i¢in bir depo gorevi
goriir. Hidrofilik kabuk: Miselin kararliligint artirir ve dolasim sirasinda biyolojik

ortamlarla etkilesimini kontrol eder (Sekil 2.15) [197].
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Sekil 2.15 : Nano boyutlu ilag tagiyicilart olarak blok kopolimerler ile olusturulan
polimerik miseller [198].

2.4.1 Polimerik misellerin ilag¢ tasima ve salim ozellikleri

Misel yapisinda yer alan hidrofobik cekirdek: zayif suda ¢dziiniir veya ¢éziinmeyen
ilaglarin yiiklenmesi i¢in uygundur. Hidrofilik kabuk ise su bazli ortamda miselin
stabilitesini artirir ve uzun dolagim siirelerini destekler. Misel boyutu genellikle 10—
100 nm arasindadir, bu da damar disina sizintiyr ve lenfatik sistemde tasinmay1
kolaylastirir [ 199] Miseller ilag tasiyict sistemler olarak ila¢ yiikleme, kontrollii salim,

kararlilik ve dolasim siiresi 6zellikleri agisindan degerlendirilebilir.

Ilag Yiikleme: Hidrofobik ilaglar, miselin ¢ekirdeginde ¢oziinerek enkapsiile edilir.
RAFT polimerizasyonu ile ¢ekirdegin kimyasal 6zelliklerini kontrol ederek farkli ilag

tiirlerinin yiliklenebilmesi saglanabilir.

Kontrollii Salim: Miseller, ¢evresel kosullara (pH, sicaklik, enzimatik ortam gibi)
duyarl olacak sekilde tasarlanabilir. Bu, ilacin hedef bolgede kontrollii bir sekilde
salinmasin1  saglar. Ornegin, RAFT polimerizasyonuyla pH-duyarli segmentler
eklenebilir. Bu, miselin asidik bir tiimor mikrogevresinde ¢oziilmesini ve ilacin

salinmasin tetikleyebilir.

Kararlilik ve Dolasim Siiresi: Polimerik miseller, serum proteinleriyle etkilesimlerini
sinirlayarak kan dolagiminda daha uzun siire kalabilir. Ornegin polietilen glikol (PEG)
segmentleri gibi hidrofilik bilesenler, miselin immiin yaniti uyarmadan dolagimda

stabil kalmasin1 saglayabilir [200].
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2.4.2 Polimerik misellerin avantajlari

Polimerik miselller, amfifilik blok kopolimerlerin sulu ¢ozeltilerde kendi kendine bir
araya gelmesiyle olusan cekirdek-kabuk yapisina sahip nanoyapilardir. Bu yapilar,
hidrofobik ilaglarin sulu ortamlarda ¢oziiniirliigiini artirarak biyoyararlanimini
iyilestirebilir. Polimerik miselllerin ¢ekirdek kismi hidrofobik segmentlerden
olusurken, kabuk kismi1 hidrofilik segmentlerden olusur. Bu yapi, ilaglarin kararlt bir
sekilde taginmasini ve kontrolli salimimi saglar [201]. Miseller bir¢ok agidan
avantajlara sahiptir. Nanometrik kiigiik boyutlara sahip olmalariyla biyolojik engelleri
asmalarini kolaylastirir ve belirli dokulara erigimlerini artirir. Cok yonlii sistemlerdir;
cesitli ilag tiirlerini (kiigilik molekiiller, proteinler, genetik materyal gibi) tasiyabilirler.
Hedefe yonelik modifikasyon imkani saglayan bir yapiya sahiptir. Miselin yiizeyi,
spesifik hedefleme ajanlar1 (antikorlar, aptamerler) ile modifiye edilebilir. Cok
fonksiyonlu yapilar elde edilebilmesi miimkiindiir. Hem teshiste hem de tedavide es

zamanli kullanilmak tizere tasarlanabilirler [200].

2.4.3 Polimerik misellerin ozellikleri

Ilag tastyict olarak miseller; hidrofobik ¢ekirdegi ile ¢dziiniirliigii diisiik olan ilaglart
tagiyabilir. Bu, ilacin biyoyararlanimini artirabilir. Kontrollii salim bakimindan
hidrofobik ilaglarin polimerik miseller iginde hapsedilmesi, kontrollii ve hedefe
yonelik ilag salimin1 saglar. Biyolojik avantajlarada sahip olan bu sistem diisiik
toksisite, biyouyumluluk ve uzun dolasim siireleri gibi nitelikler saglar. Polimerik
miseller, genellikle hidrofobik bir ¢ekirdek (ilag tasima islevini goren) ve hidrofilik bir
kabuktan (su ile uyumlu ve biyouyumlu) olusan blok kopolimerlerle hazirlanir. Blok
kopolimerlerin tiirii, miselin boyutu, stabilitesi ve ilag salim profili gibi 6zellikleri
belirler [196]. Polimerik miseller amfifilik yapida olup, hidrofilik ve hidrofobik
segmentlerden olusan amfifilik blok kopolimerlerden tiiretilir. Bu 6zellik, misellerin
kendiliginden su ortaminda toplanmasini saglar. Yapilsal olarak hidrofobik ¢ekirdek,
hidrofobik ila¢ molekiillerinin enkapsiilasyonunu saglarken, hidrofilik kabuk, miselin
sulu ortamda stabil kalmasini ve dolasim siiresinin uzamasini destekler. Nanometrik
boyuta sahip bu sistemler genellikle 10-100 nm arasinda degisen boyutlar1 sayesinde
pasif hedefleme ile tiimor dokusu gibi belirli bolgelere ulasabilirler [196].
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2.4.4 Polimerik misellerim olusumu

Polimerik miseller, amfifilik blok kopolimerlerin biyouyumlu hidrofobik ve hidrofilik
bloklarini igeren, sulu ortamlarda kendiliginden bir ¢ekirdek-kabuk diizeninde
diizenlenmesiyle olusan, kiiresel, kolloidal yapilardir [202, 203]. Amfifilik blok
kopolimerler, belirli bir sicaklik ve konsantrasyon altinda sulu ¢6zeltilerde polimerik
zincirler olarak bulunur. Bu kopolimerlerin kendiliginden diizenlenerek misel
olusturmasi, entropik olarak belirli bir sicaklik ve konsantrasyonun iizerinde
gergeklesir [16]. Bu sicaklik kritik misel sicakligi (KMS), konsantrasyon ise kritik
misel konsantrasyonu (KMK) olarak adlandirilir [204]. KMK’da, amfifilik blok
kopolimerin hidrofobik kismi1 sudan uzaklastirilir ve bir ¢ekirdek-kabuk misel yapisi
olusturur. Teorik olarak, misel olusumu serbest enerjide bir azalma ile gerceklesir. Sulu
ortamda misel olustugunda, amfifilik blok kopolimerin hidrofobik kismi, sudan kagma
egilimiyle bir araya gelerek yar1 kat1 bir misel ¢ekirdegi olustururken, hidrofilik kisim
su ile etkilesime girerek hidrojen bagi olusturur. Bunun sonucunda, sistemin serbest
enerjisinde bir azalma meydana gelir ve amfifilik blok kopolimerin hidrofilik kismi
kendiliginden diizenlenerek kabuk katmanini olusturur. Bu fazla enerji, hidrofobik
kisimlarin bir araya gelerek Van der Waals etkilesimleri kurmasini tesvik ederek miseli
olusturur [16, 204]. Misellerin olusumu, bu mekanizma ile belirli konsantrasyonun
KMK {izerinde termodinamik stabilite saglanarak, amfifilik molekiillerin sulu bir

ortamda kendiliginden diizenlenmesiyle olusan nano 6l¢ekli meydana gelmektedir.

Polimerik misellerin olusturulmasi i¢in gerekli amfifilik blok kopolimerlerin sentezi
ardindan misel olusum stireci gelir. Polimerik miseller, genellikle hidrofobik bir
cekirdek (ila¢ tasima isglevini géren) ve hidrofilik bir kabuktan (su ile uyumlu ve

biyouyumlu) olusan blok kopolimerlerle hazirlanir.
Misel Olusum Siireci:

Dogrudan Cozme Yontemi: Amfifilik polimerler uygun bir ¢oziiciiye eklenir ve su

gibi misel olusumuna neden olan bir ortam saglanir.

Solvent Degistirme Yontemi: Amfifilik kopolimerler, organik bir ¢6ziiclide ¢oziiliir

ve ardindan misel olusumunu tesvik eden bir ¢oziicii (0rnegin su) yavasca eklenir.

Film-Hidrasyon Yontemi: Polimer bir film olusturacak sekilde kurutulur ve ardindan

su gibi bir ¢oziicii ile hidrasyon uygulanir.
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Fizikokimyasal Kontrol: pH, sicaklik ve c¢oziicii karisimi gibi faktorler, misel

olusumunu ve stabilitesini kontrol etmek i¢in kullanilir [196].

2.4.5 Polimerik misellerin karakterizasyonu

Polimerik misellerin stabilitesi, termodinamik ve kinetik stabilite ile ifade edilir ve
KMK ve kritik misel sicakligina (KMS) baglidir. Amfifilik molekiiller, sulu ¢ozeltide
KMK ve KMS’nin altindaki konsantrasyonlarda polimer zinciri formunda kalirken, bu
degerlerin lizerinde misel olustururlar. Kisacasi, polimerik miseller, polimer
konsantrasyonu KMK’nin iizerinde oldugunda termodinamik olarak stabil kabul edilir.
KMK' degeri, blok kopolimerin kimyasal yapisina ve hidrofobik/hidrofilik blok
uzunluk oranina baglidir; bu oran ayni zamanda misellerin morfolojisinde de etkilidir.
Ozellikle, hidrofobik blogun uzunlugunun KMK iizerinde énemli bir etkisi oldugu
belirtilmistir. Daha uzun hidrofobik zincirler, daha diisikk bir KMK’ya yol agar [16,
204]. Genel olarak, diisik KMK degerine sahip amfifilik blok kopolimer miselleri,
ortamda diisiik amfifilik konsantrasyonlarinda bile yiiksek stabilite gosterir.
Kopolimerin hidrofobikliginin artmasit KMK’ya diisiiriir ve misel stabilitesini artirir
[204, 205]. intravendz uygulama sirasinda polimerik miseller, kan dolasiminda yiiksek
derecede seyreltildigi icin (en az 25 kat), uzun siire dolagimda kalabilmek ve tagidiklari
terapotik ajanlart hedef bolgeye ulastirabilmek i¢in diisiik bir KMK’ye sahip olmalidir.
Misel olusturan polimerlerin konsantrasyonu KMK'nin altinda oldugunda, miseller
polimerlerine ayrismaya baglar. Bu durumda, in vivo ortamda uzun siire dolagimda
kalamazlar ve tasidiklar1 terapdtik molekiiller hedef bolgeye ulasamaz. Ote yandan,
diisik KMK'ya sahip polimerik miseller, diisiikk polimer konsantrasyonlarinda bile
stabil kaldiklar1 i¢in dolasimda uzun siire kalabilir ve seyreltmeye karsi nispeten hassas
degildir [206, 207]. KMK genellikle yiizey tensiyometresi ve floresan prob teknikleri
ile Olgiiliir. Ayrica, kritik misel konsantrasyonu; iletkenlik, ¢oziinme deneyleri,
ozmometre, diferansiyel taramali kalorimetre, kromatografi, kiiciik acili nétron
sacilimu, kii¢iik a¢ili X-1s1n1 sagilimi ve (NMR) gibi yontemlerle de dlgiilebilmektedir
[208]. Sulu c¢ozeltide misel boyutu, hidrodinamik c¢ap olarak ifade edilir ve
polidispersite indeksi (PDI), polimerik misellerin homojen dagilim derecesini gosterir.
Misel boyutu DLS ile karakterize edilir [209]. PDI, DLS veya GPC ile karakterize
edilir. Misellerin boyut ve sekli genellikle transmisyon elektron mikroskobu (TEM),
taramali elektron mikroskobu (SEM) veya atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi

yontemleri ile belirlenir [210].
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Polimerik miselleri olusturan hidrofobik kisimlar arasindaki baglar, misellerin
stabilitesini saglar. Hidrofobik 6zelliklere sahip ¢ekirdek, hidrofobik ilaglarin
¢Oziinlirliiglinii artirarak oral biyoyararlanimi artirir. Hidrofobik ¢ekirdekte hapsedilen
ilaglarin stabilitesinin sulu ortamin yikici etkilerine karsi korunmasi ve yan etkilerin
azaltilmasi saglanir. Polimerlerden olusan hidrofilik kabuk yapisi ise biyouyumlulugu
artirir, misellerin kan bilesenleri, spesifik proteinler ve hiicreler ile dokularla olan
etkilesimlerini azaltir [211].

Ideal bir misel sistemin tasimasi gereken 6zellikler genel olarak su sekilde siralanabilir
[212]:

Yiikleme Kapasitesi: Misel ¢ekirdegi, lipofilik ilaglar i¢in tasiyici alan olarak gorev
yapar ve uyumluluk faktoriine bagl olarak yiiksek yiikleme kapasitesi saglanmalidir.
Cekirdek ve vyilk arasindaki uyum Flory-Huggins etkilesim parametresiyle
degerlendirilebilir. Daha diisiik parametre degeri, daha yiliksek uyumluluk ve yiikleme

kapasitesi anlamina gelir.

Salim Kinetigi: Ilacin salim hizi; ilag ve misel gekirdegi arasindaki etkilesimlerin giicii,
cekirdegin fiziksel durumu, ilacin molekiiler hacmi ve misel ¢ekirdeginin uzunlugu
gibi faktorlere baghdir. Cekirdek, yiiksek yiikleme kapasitesine sahip olmali buna

karsin kontrollii ve optimize edilmis bir salim saglamalidur.

Stabilite: Misel sistemleri, termodinamik ve kinetik olarak stabil olmalidir. KMK
diisiik olmal1, boylece miseller yiiksek dillisyonlarda bile kararli kalabilir ve de misel
yapis1 yavasca bozulmalidir. Cekirdegin camsi gecis sicakligi (7y) ylikseks olamalidir

bu durumda misel daha kararli olacaktir.

Boyut ve Boyut Dagilimi: Misellerin boyutu, dolasim siiresi ve biyodagilim tizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Boyut 200 nm’nin altinda olmali, boylece retikiiloendotelyal
sistem tarafindan yakalanmadan hiicrelere ve dokulara girebilmelidir. Bobrek yoluyla
viicuttan atilabilmesi i¢in zincir pargalarina ayrilarak molekiiler agirliginin 50.000

Dalton’un altinda olmasi gereklidir.

Kabuk Ozellikleri: Misel dis yiizeyi (kabuk), miselin kan dolasiminda stabil kalmasini
saglayan kritik bir yapidir. Dis ylizey yogunlugu ve kalinligi, protein adsorpsiyonunu
onleyebilir. Miselin kabugu, ¢ekirdegi yeterince orterken etkili bir sterik bariyer gérevi

gormelidir.
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Morfoloji: Misel sistemlerinin morfolojik o6zellikleri (kiire, cubuk, vezikiil gibi)
kullanim alanina gére optimize edilmelidir. Ornegin, aerosol formiilasyonlar1 igin

cubuk seklindeki miseller daha uygun olabilmektedir [212].
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3. MATERYAL ve METODMalzemeler

4-Siyano-4-[(dodesilsiilfaniltiyokarbonil)siilfanil]pentanoik asit (CDTP, min. %97,
Strem Chemicals), 4-siyano-4-(fenilkarbontiyoliltiyo)pentanoik asit (CPCTP, min.
%97, Strem Chemicals), folik asit (FA, %97, Sigma), donepezil hidrokloriir (Thermo
Scientific), poli(etilen glikol) metil eter (MPEG My= 5000, Aldrich), trietilamin (TEA,
Sigma-Aldrich). Poli(etilen glikol) metakrilat (PEGMA, ortalama M, = 300, 500-800
ppm MEHQ igerir, Sigma Aldrich), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA, %98, 200 ppm
monometil eter hidrokinon igerir, Sigma Aldrich), ve ter-biitil metakrilat (tBMA,
Sigma-Aldrich) bazik aliimina kolonundan gegirilerek kullamilmistir.  4-
(Dimetilamino)piridin (DMAP, Merck), N,N’-disikloheksil karbodiimit (DCC, Alfa
Aesar), n-hekzan (Emplura), metanol (CHsOH, Merck), dietil eter (Chem-Lab), toluen
(Merck) ve tetrahidrofuran (THF, Merck) ise herhangi bir saflastirma yapilmadan
kullanilmistir. Diklorometan (DCM, Merck) ve N,N-dimetilformamit (DMF, +%99.8,
Alpha Aesar) 4A boyutundaki molekiiler eleklerle kurutulmustur. 2,2'-Azobis(2-
metilpropionitril)  (AIBN, Aldrich) metanol ile kristallendirildikten sonra
kullanilmigtir. AlamarBlue® reaktifi (Invitrogen, Karlsruhe, Almanya), (EBMTM-2)
(Bulletkit, Lonza, ABD), Tip IV kollajen (RABBIT, Sigma Aldrich, Steinheim,
Almanya, REF 234154), DMEM (Gibco, Darmstadt, Almanya), Triton™ X-100
(Sigma-Aldrich), penisilin/streptomisin (Calbiochem, Nottingham, Ingiltere) ve
genetikin (Calbiochem, Nottingham, Ingiltere) dogrudan kullanilmustir.

3.2 Kullanilan Cihazlar

Fourier  doniisimli  kizilétest  (FT-IR)  spektrumlari, ALPHA  Bruker
spektrometresinde platin-ATR aksesuar1 (elmas kristal) ile kaydedilmistir. 'H NMR
Olctimleri, CDCls ¢oziiciisii kullanilarak 500 MHz Bruker NMR cihazinda yapilmastir.
Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) dl¢timleri, Viscotek GPCmax ve 2001
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Autosampler sistemi ile yapilmistir. Bu sistem bir pompa ve Viscotek 3580 kirilma
indisi (RI) dedektdriinden olusmaktadir. Ug adet Viscotek GPC kolon (T3000,
LT4000L ve LT5000L; i¢ ¢cap 7.8 mm, uzunluk 300 mm) seri olarak baglanmis ve bir
Tosoh koruma kolonu (TSKgel® HXL-H, kolon boyutu 6 mm i¢ ¢ap x 4 cm, partikiil
boyutu 13 pm) kullanilmustir. Olgiimler, 35 °C'de 1.0 mL/dk akis hizinda yapilmis ve
¢oziicii olarak THF kullanilmistir. Dedektor, dar molekiil agirlik dagilimina sahip
polistiren (PS) standartlar1 ile kalibre edilmis ve veriler Viscotek OmniSEC 4.7.0
yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. DSC 6l¢iimleri, TA marka Discovery DSC 250
cihazinda, -80°C ile 180°C arasinda, 10°C/dk 1sitma hizinda ve azot atmosferi altinda
gerceklestirilmistir. Misel olusumu sirasinda Sujipuli Technology NE-1600 6-kanalll
programlanabilir enjektdr pompasi kullanilmis ve enjeksiyonlar 19.23 mm ¢apindaki
siringalarla 0.5 mL/dk hizla gerceklestirilmistir. Misellerin ortalama partikiil boyutlari
ve boyut dagilimlari, Malvern NanoZSP dinamik 1sik sagilimi (DLS) cihazi
kullanilarak 25 °C’de distile suda ve 173° (geri sagilim) 6l¢tim agisinda belirlenmistir.
Her durumda, bes 6l¢iimiin ortalamalar1 alinmustir. Polimerik miseller, CHRIST Alpha
3-4 LSC basic liyofilizasyon sistemi kullanilarak dondurularak kurutulmustur. Ilag
enkapsiilasyon verimliligi ve ila¢ salim ¢aligmalar1 i¢in BioTek mikroplaka okuyucu
(Synergy™ HI1) kullanilmistir. Gegirimli elektron mikroskop (TEM) goriintiileri,
JEOL JEM-2100PLUS gegirimli elektron mikroskobu ile elde edilmistir. Ornekler,
misel c¢ozeltisinin bir bakir 1zgara lizerine dokiilmesiyle hazirlanmig, hava ile
kurutulmus ve ardindan uranil asetat ile negatif boyama yapilmistir. TEM boyut
dagilimi, her 6rnek i¢in 100 partikiil izerinde Imagel yazilimi ile analiz edilmistir.
Hiicre canlilik dl¢limleri i¢in Anthos plaka okuyucu (ADAP yazilim Versiyon 1.6,
Anthos Labtech Instruments) kullanilmistir. Hiicresel alim ve gecirgenlik analizleri,
Varioskan LUX ¢ok modlu mikroplaka okuyucu (Skanlt Software 6.0.2.3) ile
gerceklestirilmistir. Trans-epitelyal elektrik direnci (TEER) dlglimleri, cellZscope®
cithazi (nanoAnalytics GmbH, Versiyon 2.2.4) kullanilarak yapilmistir. Western blot
analizi belirtilen antikorlarla gergeklestirilmis ve floresan ile isaretlenmis ikincil
antikorlar kullanilarak, ChemiDoc MP (Image Lab Touch Software) cihazinda

dogrudan goriintiilenmistir.
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3.3 Deneysel Kisim

3.3.1 DZP yiiklii poli(etilen glikol)-b-poli(ter-biitil metakrilat) (PEG-b-P(tBMA))

tastyicillarinin gelistirilmesi

3.3.1.1 mPEG Makro-RAFT ajaninin sentezi

mPEG (Mn = 5000 g/mol) (1.5 g, 0.3 mmol), CDTP (0.1816 g, 0.45 mmol) ve DMAP
(0.036 g, 0.3 mmol), 30 mL kuru DCM i¢inde karistirildi. Bu karisim bir buz
banyosuna yerlestirildi ve ardindan 15 mL kuru DCM i¢inde DCC (0.1395 g, 0.675
mmol) ¢oziinerek reaksiyon karisimina damlatma hunisi yardimiyla damla damla
eklendi. Reaksiyon, azot (N2) atmosferi altinda oda sicakliginda gerceklestirilerek 24
saat sonunda polimer siiziildii ve dietil eter iginde ¢oktiiriildii. Ardindan polimer, nuge
erlenmeyer kullanilarak tekrar siiziilerek saflagtirildi ve vakum etiiviinde oda

sicakliginda kurutuldu (Verim= % 68).

'"H NMR (CDCls, 5, ppm): 4.26 (2H), 3.77 (2H), 3.64 (527H), 3.37 (4H), 3.33 (2H),
2.65 (2H), 2.34-2.56 (2H), 1.87 (3H), 1.69 (2H), 1.39 (2H), 1.17-1.35 (16H), 0.88
(3H).

3.3.1.2 RAFT polimerizasyonu ile poli(etilen glikol)-blok-poli(ter-biitil
metakrilat) (PEG-b-P(tBMA)) sentezi

Polimerizasyon i¢in tBMA (1.837 g, 12.92 mmol), makro-RAFT ajan1 (0.347 g,
0.0046 mmol) ve AIBN (0.0035 g, 0.021 mmol) Schlenk tiipii i¢erisinde 2 mL kuru
toluen igerisinde ¢6ziildii. Polimerizasyon ¢6zeltisine ti¢ kez dondur-¢ek-¢oz (freeze-
pump-thaw) islemi yapildi. Polimerizasyon ¢6zeltisinin oda sicakligina getirilmesinin
ardindan polimerizasyon 70 °C'lik yag banyosu igerisinde karigima halinde reaksiyona
birakildi. Reaksiyon sonunda hizla sogutulan tiip havaya agilarak THF ile seyreltme
yapildi. Polimerler, soguk n-hekzanda ¢oktiiriilen polimer nuge erleni vasitasiyla
gooch krozeden (por. 4) siiziildii. Vakum etiiviinde oda sicakliginda kurutuldu. Elde
edilen polimerler 'TH NMR, GPC ve DSC ile karakterize edildi.

Teorik molekiil agirliklart (Mn ), asagida verilen denklem 3.1 ve 3.2 kullanilarak ve

gravimetrik doniisiim degerleri dikkate alinarak hesaplanmistir.

%% Déniisi Elde edilen polimerin agirlig: 100 (3.1)
_ X
o Jonusum Kullanilan toplam monomer ve makro RAFT ajaninin agirlig '
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u [Monomer] X Mmonomer % Déniisiim + M (32)
Lth = - X n m ajani .
th [RAFT ajant] o Dontist RAFT g

3.3.1.3 PEG-b-P(tBMA) ile polimerik misel olusturulmasi

PEG-b-P(tBMA) (10 mg) ve DMF (2 mL) oda sicakliginda 2 saat karistirilmigtir. Daha
sonra distile su (8 mL), enjeksiyon pompasi kullanilarak 0.5 mL/dk hizinda ¢ozeltiye
eklendi ve oda sicakliginda bir gece karismaya birakildi. Ertesi giin karisim bir diyaliz
membranina (MWCO= 6000-8000 Da) aktarildi ve distile suya (2 L) kars1 bir giin
boyunca diyaliz yapildi. DLS cihazi ile 6lgiimlerinin yapilmasinin ardindan polimerik

miseller liyofilize edilerek kurutuldu.

3.3.1.4 Kiritik misel konsantrasyonunun (KMK) belirlenmesi

Olusan misellerin kritik misel konsantrasyonu (KMK), floresan boya ¢ozilindiirme
yontemi kullanilarak belirlendi ve floresan prob olarak hidrofobik 6zellikteki piren
kullanildi. Piren (5 mg), 5 mL aseton icerisinde ¢oziildii ve 10 uL piren ¢ozeltisi
Eppendorf tiiplerine aktarildi. Aseton, oda sicakliginda bir gece vakum altinda
buharlastirildi. Piren i¢eren Eppendorf tiiplerine, polimerler kullanilarak elde edilen
misellerden 10 mg alinarak 10 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve polimer sulu
¢ozeltisi 1 x 10* ile 1 mg/mL araligindaki konsantrasyonlara sahip olacak sekilde
piren igeren ependorflara 1’er mL eklendi ve ardindan her biri 2 dakika sonike edildi.
Cozeltiler bir gece karanlikta bekletildikten sonra floresan olgiimleri igin 200’°er pL
halinde 96 kuyucuklu bir plakaya aktarildi. Cozeltiler 334 nm’de uyarilarak 371 nm
ve 391 nm’deki intensite degerleri oranlandi (Is/l1). Piren emisyon profilinin Is/I; orant
ile polimer konsantrasyonunun logaritmasi grafige gecirilerek en uygun iki dogrunun
kesisim noktasindan sulu ortamda kararli misellerin olusumu i¢in gereken minimum

polimer konsantrasyonuna karsilik gelen KMK belirlendi.

3.3.1.5 PEG-b-P(tBMA) ile DZP yiiklii polimerik misel olusturulmasi

Donepezil*HCl (2 mg), HCI’yi uzaklastirmak ve serbest ilag (DZP) elde etmek
amaciyla DMF (2 mL) igerisinde, 2 mol oraninda trietilamin (TEA) ilavesiyle bir gece
karisima birakilmistir. PEG-b-P(tBMA) (10 mg) oda sicakliginda eklenerek 2 saat

karistirmaya devam edilmistir. Iki saatin sonunda c¢dzeltiye enjeksiyon pompast ile
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0.5 mL/dk hizinda distile su (8 mL) eklenmis ve karigim oda sicakliginda bir gece
karisima birakilmistir. Siire sonunda misel ¢ozeltisi , bir diyaliz membranina
(MWCO= 6000-8000 Da) aktarilarak ve distile suya (2 L) karsi 24 saat boyunca
diyaliz edildi. Olusan DZP yiiklii polimerik miseller, DLS cihazi ile 6l¢iimlerinin

yapilmasinin ardindan polimerik miseller liyofilize edilerek kurutuldu.

3.3.1.6 Ila¢ yiikleme kapasitesi (IYK) ve ila¢ yiikleme etkinliginin (IYE)

belirlenmesi

DZP ayr1 ayr1i DMSO igerisinde ¢ozildiiriilerek ve 7 farkli konsantrasyon olacak
sekilde DMSO ile seyreltme yapilarak 312 nm’deki absorbans degerleri 6lciildii. [YK
ve IYE’nin hesaplanmasi igin kalibrasyon egrisi olusturuldu. DZP yiiklii polimerik
misellere yiiklenen ilag miktar1 312 nm’de OGlgiilen absorbans degeri kullanilarak
asagida verilen denklemler yoluyla hesaplandi. [213]. Ilag yiiklii polimerik miseller
DMSO iginde ¢Ozilmiis ve oda sicakliginda karanlik bir ortamda bir gece
bekletilmesinin ardindan 312 nm’deki absorbans degeri, UV/Vis mikroplaka okuyucu
kullanilarak 6l¢iildii. IYK ve IYE asagida verilen denklem 3.3, 3.4 ve 3.5 kullanilarak
hesaplanmustir.
Misele yiiklenecek ila¢ miktari

% Teorik ilag Yiikleme Kapasitesi = Toplam misel miktart x 100 (3.3

% flac Yiikl K itesi (IYK _ Misele yuklenen ilag miktari 100 (3.4)
o llag Yiikleme Kapasitesi (IYK) = Toplam misel miktari X '

% flac Yiikl Etkinlizi (IYE _ Misele ytiklenen ilag miktar1 100 (3.5)
ollag Ykleme Etkinligi (IYE) Baslangictaki ilag miktari X '

3.3.1.7 In vitro ilac salhim testi

DZP % 2 (v/v) Tween® 80 iceren PBS icersinde coziindiiriilerek ve 8 farkh
konsantrasyon (0.5, 0.1, 0.0875, 0.075, 0.0625, 0.05, 0.0375, 0.025 mg/mL) olacak
sekilde seyreltme yapilarak 312 nm’deki absorbans degerleri olgiildii [213].
Olgiimlerden elde edilen absorbans degerleri ile in vitro ilag salimmin hesaplanmasi
i¢in kalibrasyon egrisi olusturuldu. Ilac yiiklii polimerik misellerden in vitro DZP
salimi, diyaliz yontemi kullanilarak 6l¢iildii. DZP yiiklii miseller (1 mg/mL) diyaliz
torbasina aktarildi ve %2 (v/v) Tween® 80 igeren 20 mL PBS (pH 7.4) ¢ozeltisinde,
37°C'de ve 100 rpm karistirma hizinda inkiibe edildi. Belirli zaman araliklarinda (0, 1,

56



2, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72, 96 ve 120) salim ortamindan 2 mL 6rnek alinarak ayni
hacimde taze ortam ¢6zeltisi eklendi ve total salim ¢ozelti hacmi sabit tutuldu. UV/Vis
mikroplaka okuyucu kullanilarak her 6rnek (iiger tekrarl) igin UV absorbansi ile 312
nm’de yapilan Slgiimlerden elde edilen absorbans degerlerinin kalibrasyon egrisi
kullanilarak elde edilen denklemlere uygulanmasiyla DZP konsantrasyonu belirlendi.
Ortalama intensite degerleri ile % ila¢ salim miktarlar1 asagida verilen denklem 3.6
kullanilarak hesapland: (V: medyum hacmi, df: seyreltme faktori, egim: %2 (v/v)
Tween® 80 iceren PBS igerisinde ¢esitli konsantrasyonlardaki donepezil-%2 (v/v)
Tween® 80 igeren PBS c¢ozeltisi ile oOlgiilen intensite degerleriyle olusturulan
kalibrasyon egrisinden elde edilmistir). Ilag salim grafigi zaman ve kiimiilatif olarak
%ilag salim degerleriyle olusturuldu.
Intensite x V x df

% Ilag Salimi = : 100 3.6
o Hag satimi Egim x Misele Yiiklenen llag Miktar: " o

3.3.1.8 Stabilite ¢calismasi

Stabilite ¢aligmalar1 i¢in, polimerik miseller 4°C’de karanlik bir ortamda on ay
boyunca saklanmigtir. Stabilite, polimerik misel nanopartiikiillerinin baslangi¢ ve on
aym sonunda yapilan partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli

Olctimleriyle degerlendirilmistir.

3.3.1.9 Hiicre kiiltiirii ve hiicre canhihik testi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 TUBITAK Bilim Insam1 Destekleme Daire Baskanligi
(BIDEB) 2214-A Doktora Siras1 Arastirma Bursu ile desteklenmistir ve Johannes
Gutenberg Universitesi-Tip Merkezi, Mainz, Almanya’da bulunan Patobiyokimya

Enstitiisii laboratuvarinda Pietrzik Grup ile gerceklestirilmistir.

hCMEC/D3 hiicre hatti, KBB’nin benzersiz 6zelliklerini yeniden iireten, genis bir
sekilde karakterize edilmis insan beyin endotel hiicre hattidir. Bu hiicre hatti,
noroenflamatuar veya enfeksiyoz hastaliklar bakimindan insan beyin endotelyum
biyolojisini incelemek ve merkezi sinir sistemi ilag adaylarimin biiyiik 6l¢ekli taramasi
i¢in kullanigh bir modeldir [214]. hCMEC/D3 hiicre hatt1 [215], Endotelyal Hiicre
Bazal Medium 2 (EBMTM-2) (Bulletkit, Lonza, ABD) kullanilarak kiiltiire edilmis ve
uretici tarafindan Onerilen VEGF, IGF-1, EGF, bazik FGF, hidrokortizon, askorbat,

gentamisin ve %2.5 fetal bovin serum (FBS) ile zenginlestirilmistir. Tip 1V kollajen,
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RABBIT (Sigma Aldrich, Steinheim, Almanya, REF 234154) tarafindan temin
edilmistir. hCMEC/D3 hiicreleri (pasaj sayisit <35), alim ¢aligsmalar1 ve canlilik testleri
i¢in kollajen tip IV ve fibronectin (4:1) ile kaplanmistir (100 pg/mL) ile kaplanmis 96

kuyucuklu plaklarda kiiltiire edilmistir.

DZP, bos ve DZP yiikli polimerik misellerin sitotoksisitesi, alamarBlue® reaktifi
(Invitrogen, Karlsruhe, Almanya) kullanilarak degerlendirilmistir. hCMEC/D3
hiicreleri (4 x 10* hiicre/cm?), 96 kuyucuklu plakalara (Greiner, Frickenhausen,
Almanya) ekilmis ve hiicreler uygun yogunluk seviyesine ulastiktan sonra 62.5 pg’dan
1000 pg’a kadar artan konsantrasyonlarda donepezil ve polimerik misellerle muamele
edilmistir. Triton X deterjant (1 mg/mL) %100 hiicre toksisitesini belirlemek i¢in
referans madde olarak kullanilmistir. 72 saat sonra hiicreler, 1 x alamarBlue® igeren
ortamda dort saat daha inkiibe edilmistir. Absorbans, UV/Vis mikroplaka okuyucu
(Varioskan LUX ¢ok modlu mikroplaka okuyucu, Skanlt Software 6.0.2.3)
kullanilarak 570 nm 6l¢iim filtresi ve 600 nm referans filtresiyle 6l¢iilmiistiir (Anthos
plaka okuyucu, ADAP yazilim Versiyon 1.6, Anthos Labtech Instruments). Hiicre
canlilig1, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla boyanin absorbans azalmasinin yiizdesi

olarak belirlenerek hesaplanmistir [216].

3.3.1.10 Hiicresel alim ¢calismasi

hCMEC/D3 hiicreleri (6 x 10* hiicre/cm?), 96 kuyucuklu plaklara (Corning Costar,
New York, NY, ABD) ekilmis ve uygun yogunluk seviyesine ulastiktan sonra
hiicreler, kiiltiir ortaminda 1000 pg konsantrasyonda DZP ve DZP yiiklii polimerik
misellerle muamele edilmistir. Ornekler, 37°C’de CO- inkiibatdriinde 2 saat inkiibe
edilmis, ardindan hiicreler ilag ve polimerik miselleri hiicre yilizeyinden uzaklastirmak
icin U¢ kez buz soguklugunda PBS (pH 2) ile yikanmistir. Son olarak, hiicreler %1
Triton X-100 igeren PBS'de 60°C'de bir 1 saat siireyle calkalayicida (80 rpm) inkiibe
edilerek pargalanmigtir. UV absorbansi, UV/Vis mikroplaka okuyucu (Varioskan
LUX ¢ok modlu mikroplaka okuyucu, Skanlt Software 6.0.2.3) kullanilarak

Olclilmiistiir.

3.3.1.11 Endotel hiicrelerin transendotel elektrik direncinin dlciilmesi

hCMEC/D3 hiicrelerin polimerik misellerin uygulamasindaki etkiyi incelemek igin
biyoelektrik empedans Ol¢iimii yapilarak hiicreler izlenmistir. Analiz etmek ig¢in

transendotel elektrik direnci (TEER) kullanilmistir. hCMEC/D3 (4 x 10* hiicre/cm?)
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hiicreleri, elektrotlarla entegre edilmis 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina ekilmis
ve cellZscope® cihazina (nanoAnalytics GmbH, Versiyon 2.2.4) yerlestirilmistir.
Hiicreler uygun yopunluk seviyesine ulastiginda, ilag, bos ve ilag yiiklii polimerik
miseller uygulanmis ve TEER o6l¢iimleri yapilmistir.Hiicrelerin TEER’1, fizyolojik
kosullarda empedans spektroskopisi kullanilarak 24 ila 72 saat arasinda otomatik

olarak ol¢iilmiistiir [217].

3.3.1.12 In vitro KBB Kiiltiir modeli ve gecirgenlik testi

In vitro KBB Kkiiltiir modelinin olusturulmas1 ve gegirgenlik test calismalar1 igin,
hCMEC/D3 (8 % 10* hiicre/cm?) hiicrelerinin 24 kuyucuklu plakalara yerlestirilmek
tizere hiicre kiltiirii insertlere (transwell, polikarbonat membran, 0.4 pm gozenek
boyutu) ekildigi bir in vitro KBB tekli kiiltiir modeli kullanilmistir. Membran, kollajen
tip IV ve fibronektin (4:1) ile kaplanmistir. /n vitro KBB kiiltiir modelinin sikilig,
cellZscope® cihazi kullanilarak transendotel elektrik direnci (TEER) olgtimleriyle
dogrulanmistir. Uygun TEER degerleri (30-40 Q.cm?) elde edildiginde, gegirgenlik
test deneyleri i¢in kullanilmastir. Insertler igerisindeki hCMEC/D3 hiicreleri {ist/donor
bolmede kalacak sekilde kiiltiire edilmistir. Hiicreler DZP yiiklii polimerik miseller (1
mg/mL) ve misellerdeki ilag miktarina esdeger DZP ile muamele edilmistir. Iki saat
inkiibasyon siiresi sonunda, alt/alic1 bolmelerden (0.8 mL) 6rnekler toplanmis ( en az
ti¢ tekrarl) ve UV/Vis mikroplaka okuyucu ile 312 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri dl¢lilmiistiir. KBB modelinin iglevini test etmek i¢in, gegirgenlik gostergesi
olarak kullanilan ilag molekiilii ile endotel tek tabakalar boyunca gecisi goriiniir

gecirgenlik katsayilart (Papp) hesaplanarak belirlenmistir.

Goriiniir gecirgenlik katsayilar1 (Papp) asagida verilen denklem 3.7 ile hesaplanmustir:

A[C]a % Va

Papp =3 [Clo x At (3.7)

Bu denklemde; Papp goriiniir gegirgenlik katsayisimi (cm/s), A[C]a 2 saat sonunda
alt/alict  bolmedeki konsantrasyon degisimini, [Clo baslangigtaki iist/donor
kompartman konsantrasyonunu, Va alict bélmenin hacmini (1.5 mL) ve A gegirgenlik

icin mevcut yiizey alanim (1.12 cm?) ifade etmektedir.

Papp (CM/s), 2 saat (At) sonra alict bolmedeki kargonun konsantrasyon farkindan

(A[C]a), donér bolmedeki baslangic konsantrasyonundan ([Clp, 0. saat), alici
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bdlmenin hacminden (Va, 0.8 mL) ve gegirgenlik i¢in kullanilabilir yiizey alanindan

(A, 0.3 cm?) hesaplanmistir [218].

3.3.1.13 istatistiksel analiz

Grafikler ve istatistiksel analizler GraphPad Prism 10 yazilimi (GraphPad, La Jolla,
CA, ABD) kullanilarak yapilmistir. Veriler, ¢oklu karsilastirmalar icin Bartlett testi ile
birlestirilmis iki yonlii/tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile analiz edilmistir.
Farklar, p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Tiim deneyler

en az iki kez tekrarlanmis ve her deneyde paralel 6rnek sayist 3-6 olmustur.

3.3.2 DZP yiiklii poli(ter-biitil metakrilat)-b-poli(poli(etilen glikol metakrilat)-r-
folik asit) (PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)) tasiyicilarinin gelistirilmesi

3.3.2.1 Poli(tert-biitil metakrilat) (PtBMA) makro-RAFT ajamimin sentezi

tBMA (1.837 g, 12.92 mmol), CPCTP (0.02 g, 0.0647 mmol) ve AIBN (0.0035 g,
0.021 mmol), 4 mL kuru toluen igerisinde bir Schlenk tiip igerisinde karigtirildi.
Polimerizasyon ¢ozeltisine li¢ kez dondur-¢ek-¢6z (freeze-pump-thaw) islemi yapildi.
Polimerizasyon ¢dzeltisinin oda sicakligina getirilmesinin ardindan polimerizasyon 70
°C’lik yag banyosu igerisinde karisima halinde birakildi. Reaksiyon sonunda hizla
sogutulan tiip havaya agilarak THF ile seyreltme yapildi. Polimer, soguk metanol-su
(2:1 viv) karisiminda ¢oktiiriilen polimer nuge erleni vasitasiyla gooch krozeden
(por.4) siizlildii. Vakum etiiviinde oda sicakliginda kurutuldu. Elde edilen polimerler
'"H NMR, GPC ve DSC ile karakterize edildi.

3.3.2.2 RAFT polimerizasyonu ile PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) sentezi

PEGMA (0.0059 mol), HEMA (0.0015 mol), PtBMA (0.036741 mmol) ve AIBN
(0.0035 g, 0.021 mmol), Schlenk tiipii i¢erisinde 2 mL kuru THF igerisinde karistirildi.
Polimerizasyon ¢6zeltinin ii¢ kez dondur-cek-¢oz (freeze-pump-thaw) islemi yapildi.
Polimerizasyon ¢ozeltisine oda sicakligina getirilmesinin ardindan polimerizasyon 70
°C’lik yag banyosu igerisinde karigima halinde birakildi. Reaksiyon sonunda hizla
sogutulan tiip havaya agilarak THF ile seyreltme yapildi. Polimer, soguk n-heksan
icinde ¢Oktiiriilerek -20°C’de 1 saat bekletilmesinin ardindan dekante edildi ve vakum
etlivinde oda sicakliginda kurutuldu. PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) amfifilik
kopolimerleri 'H NMR, GPC, FT-IR ve DSC ile karakterize edildi.

60



3.3.2.3 Folik asit konjuge polimer (PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)) sentezi

PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 (0.2 g, 0.0599 mmol), folik asit (0.132 g, 0.299
mmol) ve DMAP (0.036 g, 0.299 mmol) igeren 15 mL DMF reaksiyon Karisimina buz
banyosunda (0°C) DCC ¢ozeltisi (0.061 g, 0.299 mmol, 5 mL DMF) karistirilarak
damlatma hunisi yardimiyla damla damla eklendi. Reaksiyon, karanlik bir ortamda
dort giin boyunca devam etti. Reaksiyon sonunda, DCC ve DMAP uzaklastirilmasi
amaciyla dort giin boyunca distile suya (2 L) kars1 diyalize birakildi. Diyaliz sonrasi
liyofilize edilen folik asit konjuge fonksiyonel polimer, baglanamayan folik asidin
uzaklatirilmas1 amaciyla kloroformda ¢oziilerek niice erlenmeyer kullanilarak
stiziilerek saflastirildi ve vakum etiivinde oda sicakliginda kurutuldu. Folik asit
konjuge fonksiyonel polimerler '"H NMR, FT-IR ve DSC ile karakterize edildi.

3.3.2.4 PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)

amfifilik polimerleri ile polimerik misellerin olusturulmasi

PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA) ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) polimeri (10
mg) ve DMF (2 mL) oda sicakliginda 2 saat karistirildi. Daha sonra distile su (8 mL),
enjeksiyon pompast kullanilarak 0.5 mL/dk hizinda c¢ozeltiye eklendi ve oda
sicakliginda bir gece karismaya birakildi. Ertesi giin karisim bir diyaliz membranina
(MWCO= 6000-8000 Da) aktarildi ve distile suya (2 L) kars1 bir giin biyunca diyaliz
yapildi. DLS cihaz1 ile Olg¢limlerinin yapilmasinin ardindan polimerik miseller

liyofilize edilerek kurutuldu.

3.3.2.5 KMK’nin belirlenmesi

Olusan misellerin KMK”, floresan boya ¢6ziindiirme yontemi kullanilarak belirlendi
ve floresan prob olarak hidrofobik 6zellikteki piren kullanildi. Piren (5 mg), 5 mL
aseton igerisinde ¢oziildii ve 10 pL piren ¢ozeltisi Eppendorf tiiplerine aktarildi.
Aseton, oda sicakliginda bir gece vakum altinda buharlagtirildi. Piren iceren
Eppendorf tiiplerine, polimerler kullanilarak elde edilen misellerden 10 mg alinarak
10 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve polimer sulu ¢ozeltisi 1 x 10 ila 1 mg/mL
araligindaki konsantrasyonlara sahip olacak sekilde piren i¢eren ependorflara 1’er mL
eklendi ve ardindan her biri 2 dakika sonike edildi. Cozeltiler bir gece karanlikta
bekletildikten sonra floresan olglimleri ig¢in 200’er uL halinde 96 kuyucuklu bir
plakaya aktarildi. Cozeltiler 334 nm’de uyarilarak 371 nm ve 391 nm’deki intensite

degerleri oranlandi (Is/l1). Piren emisyon profilinin I/l orani ile polimer
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konsantrasyonunun logaritmasi grafige gegirilerek en uygun iki dogrunun kesisim
noktasindan sulu ortamda kararli misellerin olusumu i¢in gereken minimum polimer

konsantrasyonuna karsilik gelen KMK belirlendi.

3.3.2.6 PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)

amfifilik polimerleri ile DZP yiiklii polimerik misellerin olusturulmasi

Donepezil*HCl (2 mg), HCI’yi uzaklastirmak ve serbest ilag (DZP) elde etmek
amaciyla DMF (2 mL) igerisinde, 2 mol oraninda trietilamin (TEA) ilavesiyle bir gece
karisima birakilmistir. Bu ¢ozeltiye PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA) veya PtBMA.-
b-P(PEGMA-r-HEMA) polimerlerinden 10 mg oda sicakliginda eklenerek 2 saat
karistirmaya devam edilmistir. Iki saatin sonunda ¢ozeltiye enjeksiyon pompasi ile
0.5 mL/dk hizinda distile su (8 mL) eklenmis ve oda sicakliginda bir gece karigmaya
birakilmigtir. Siire sonunda misel ¢ozeltisi, bir diyaliz membranina (MWCO= 6000-
8000 Da) aktarilarak ve distile suya (2 L) kars1 24 saat boyunca diyaliz edildi. Olusan
DZP yiikli polimer miseller, DLS cihazi ile dlglimlerinin yapilmasinin ardindan

liyofilize edilerek kurutuldu.

3.3.2.7 ila¢ yiikleme kapasitesi (IYK) ve ilac yiikleme etkinliginin (IYE)

belirlenmesi

DZP ayr1 ayrt DMSO igerisinde ¢oziildiiriilerek ve 7 farkli konsantrasyon olacak
sekilde DMSO ile seyreltme yapilarak 312 nm’deki absorbans degerleri 6lgiildii. Ilag
yiikleme miktar1 ve enkapsiilasyon verimliliginin hesaplanmasi igin kalibrasyon egrisi
olusturuldu. DZP yiiklii polimerik misellere yiiklenen ilag miktar1 312 nm’de 6lgiilen
absorbans degeri kullanilarak asagida verilen denklemler yoluyla hesaplandi. [213].
Iag yiiklii polimerik miseller DMSO iginde ¢6ziilmiis ve oda sicakliginda karanlik bir
ortamda bir gece bekletilmesinin ardindan 312 nm’deki absorbans degeri, UV/Vis
mikroplaka okuyucu kullanilarak 6lgiildii. lag yiikleme miktar1 ve enkapsiilasyon

verimliligi asagidaki uygun denklemlerde uygulanarak hesaplanmistir.

3.3.2.8 In vitro ilac salim testi

DZP % 2 (v/v) Tween® 80 igeren PBS igersinde ¢ozildiirilerek ve 8 farkl
konsantrasyon (0.5, 0.1, 0.0875, 0.075, 0.0625, 0.05, 0.0375, 0.025 mg/mL) olacak
sekilde seyreltme yapilarak 312 nm’deki absorbans degerleri 6l¢iildii. Olgiimlerden

elde edilen absorbans degerleri ile in vitro ila¢ salimmin hesaplanmasi igin
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kalibrasyon egrisi olusturuldu. Ilag yiiklii polimerik misellerden in vitro DZP salimu,
diyaliz yontemi kullanilarak 6l¢iildii. DZP yiikli miseller (1 mg/mL) diyaliz torbasina
aktarildi ve %2 (v/v) Tween® 80 iceren 20 mL PBS (pH 7.4) ¢ozeltisinde, 37°C'de ve
100 rpm karistirma hizinda inkiibe edildi. Belirli zaman araliklarinda (0, 1, 2, 4, 6, 8,
10, 24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168 saat) salim ortamindan 2 mL 6rnek alinarak ayni
hacimde taze ortam ¢ozeltisi eklendi ve total salim ¢6zelti hacmi sabit tutuldu. UV/Vis
mikroplaka okuyucu kullanilarak her 6rnek (liger tekrarli) icin UV absorbansi ile 312
nm’de yapilan Slgiimlerden elde edilen absorbans degerlerinin kalibrasyon egrisi
kullanilarak elde edilen denklemlere uygulanmasiyla DZP konsantrasyonu belirlendi.
Kimiilatif olarak %ilag salim degerleri uygun denklemlerde uygulanarak

hesaplanmustir.

3.3.2.9 Stabilite ¢calismasi

Stabilite ¢aligmalar1 icin, polimerik miseller 4°C’de karanlik bir ortamda on ay
boyunca saklanmistir. Stabilite, polimerik misel nanopartiikiillerinin baslangi¢ ve
altinci ayin sonunda yapilan partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli

Olclimleriyle degerlendirilmistir.

3.3.2.10 Hiicre kiiltiirii ve hiicre canhihk testi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 TUBITAK Bilim Insan1 Destekleme Daire Bagskanlig
(BIDEB) 2214-A Doktora Sirast Arastirma Bursu ile desteklenmistir ve Johannes
Gutenberg Universitesi-Tip Merkezi, Mainz, Almanya’da bulunan Patobiyokimya

Enstitiisii laboratuvarinda Pietrzik Grup ile gerceklestirilmistir.
Hiicre kiiltiirii

Insan serebral mikrovaskiiler endotel hiicre hattt hCMEC/D3 hiicre hatti, KBB’nin
benzersiz 6zelliklerini yeniden {ireten, genis bir sekilde karakterize edilmis insan beyin
endotel hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, ndroenflamatuar veya enfeksiydz hastaliklar
bakimindan insan beyin endotelyum biyolojisini incelemek ve merkezi sinir sistemi
ila¢ adaylarmin biiytik 6l¢ekli taramasi igin kullanigh bir modeldir [214]. hCMEC/D3
hiicre hatt1 [215], Endotelyal Hiicre Bazal Medium 2 (EBMTM-2) (Bulletkit, Lonza,
ABD) kullanilarak kiiltiire edilmis ve iiretici tarafindan 6nerilen VEGF, IGF-1, EGF,
bazik FGF, hidrokortizon, askorbat, gentamisin ve %2.5 fetal bovin serum (FBS) ile
zenginlestirilmistir. Tip IV kollajen, RABBIT (Sigma Aldrich, Steinheim, Almanya,
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REF 234154) tarafindan temin edilmistir. hCMEC/D3 hiicreleri (pasaj sayis1 <35),
hiicresel alim ¢aligmalar1 ve hiicre canlilik testleri i¢in kollajen tip IV ve fibronectin
(4:1) ile kaplanmustir (100 pg/mL) ile kaplanmis 96 kuyucuklu plaklarda kiiltiire

edilmistir.

Cin hamsteri yumurtalik (CHO) hiicreleri (PS70) [220] %10 fetal bovin serumu ve
100 U/ml penisilin/streptomisin (Gibco, Darmstadt, Almanya) i¢eren yiiksek glukozlu
DMEM (Gibco, Darmstadt, Almanya) ortaminda kiiltiirlendi. PS70 hiicreleri (pasaj
say1s1 <35), hiicre canlilik testleri hiicresel alim galismalar1 ve i¢in kan-beyin bariyeri

ikili kiiltiir modelinde polimerik misellerin gecirgenligi testi ¢calismalarinda kullanildi.
Hiicre canhihg:

DZP, folik asit konjuge polimerik miseller ve DZP yiiklii folik asit konjuge polimerik
miseller hiicre canliligi, alamarBlue® reaktifi (Invitrogen, Karlsruhe, Almanya)
kullanilarak degerlendirilmistir. PS70 hiicre hatti ve hCMEC/D3 hiicre hatlar1 ayr1 ayr1
olmak iizere (4 x 10* hiicre/cm?), 96 kuyucuklu plakalara (Greiner, Frickenhausen,
Almanya) ekilmis ve hiicreler uygun yogunluk seviyesine ulastiktan sonra 62.5 pg’dan
1000 pg’a kadar artan konsantrasyonlarda ilag yiiklii miseller ile esdeger miktarda
DZP, folik asit konjuge polimerik miseller ve DZP yiiklii folik asit konjuge polimerik
miseller ile muamele edilmistir. Triton X deterjani (1 mg/mL) %100 hiicre toksisitesini
belirlemek i¢in referans madde olarak kullanilmistir. 72 saat sonra hiicreler, 1 x
alamarBlue® igeren ortamda dort saat daha inkiibe edilmistir. Absorbans, UV/Vis
mikroplaka okuyucu (Varioskan LUX ¢ok modlu mikroplaka okuyucu, Skanlt
Software 6.0.2.3) kullanilarak 570 nm Ol¢iim filtresi ve 600 nm referans filtresiyle
Olciilmiistiir (Anthos plaka okuyucu, ADAP yazilim Versiyon 1.6, Anthos Labtech
Instruments). Hiicre canlilig1, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla boyanin absorbans

azalmasinin yiizdesi olarak belirlenerek hesaplanmistir [216].

3.3.2.11 Hiicresel alim ¢calismasi

PS70 hiicre hatt1 ve hCMEC/D3 hiicre hatlar1 ayr1 ayr1 olmak {iizere (6 x 10*
hiicre/cm?), 96 kuyucuklu plakalara (Corning Costar, New York, NY, ABD) ekilmis
ve uygun yogunluk seviyesine ulastiktan sonra hiicreler, kiiltlir ortaminda 1000 pg
konsantrasyonda ilag yiiklii miseller ile esdeger miktarda DZP, folik asit konjuge
polimerik miseller ve DZP vyiikli folik asit konjuge polimerik miseller ile muamele
edilmistir. Ornekler, 37°C’de CO: inkiibatoriinde 2 saat inkiibe edilmis, ardindan
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hiicreler ilag ve polimerik miselleri hiicre ylizeyinden uzaklastirmak i¢in ti¢ kez buz
soguklugunda PBS (pH 2) ile yikanmistir. Son olarak, hiicreler %1 Triton X-100 igeren
PBS'de 60°C'de bir 1 saat siireyle calkalayicida (80 rpm) inkiibe edilerek
parcalanmistir. UV absorbansi, UV/Vis mikroplaka okuyucu (Varioskan LUX ¢ok
modlu mikroplaka okuyucu, Skanlt Software 6.0.2.3) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.3.2.12 Endotelyal hiicrelerin transendotelyal elektrik direncinin 6l¢iilmesi

hCMEC/D3 hiicrelerin polimerik misellerin uygulamasindaki etkiyi incelemek igin
biyoelektrik empedans Ol¢iimii yapilarak hiicreler izlenmistir. Analiz etmek igin
transendotel elektrik direnci (TEER) kullanilmigtir. hCMEC/D3 (4 x 10* hiicre/cm?)
hiicreleri, elektrotlarla entegre edilmis 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina ekilmis
ve cellZscope® cihazina (nanoAnalytics GmbH, Versiyon 2.2.4) yerlestirilmistir.
Hiicreler uygun yopunluk seviyesine ulastiginda, ilag, bos ve ilac¢ yiiklii polimerik
miseller uygulanmis ve TEER o6l¢iimleri yapilmistir. Hiicrelerin TEER’1, fizyolojik
kosullarda empedans spektroskopisi kullanilarak 24 ila 72 saat arasinda otomatik

olarak ol¢iilmiisttir [217].

3.3.2.13 in vitro KBB Kiiltiir modeli ve gecirgenlik testi

In vitro KBB Kkiiltiir modelinin olusturulmas1 ve gegirgenlik test calismalari igin,
hCMEC/D3 (8 x 10* hiicre/cm?) hiicrelerinin 24 kuyucuklu plakalara yerlestirilmek
tizere hiicre kiiltiirii insertlere (transwell, polikarbonat membran, 0.4 um goézenek
boyutu) ekildigi bir in vitro KBB tekli kiiltiir modeli kullanilmigtir. Membran, kollajen
tip IV ve fibronektin (4:1) ile kaplanmistir. /n vitro KBB kiiltiir modelinin sikilig,
cellZscope® cihazi kullanilarak transendotel elektrik direnci (TEER) oOl¢limleriyle
dogrulanmistir. Uygun TEER degerleri (20-30 Q.cm?) elde edildiginde, gegirgenlik
test deneyleri igin kullanilmistir. Insertler icerisindeki hCMEC/D3 hiicreleri iist/donor
bolmede kalacak sekilde kiiltiire edilmistir. Tiim hiicre kiiltiirleri uygun yogunluk
seviyesine ulastiktan sonra iist/donér bolmede hCMEC/D3 hiicreleri ve alt/alic
bolmede PS70 hiicreleri (stabil sekilde insan APP eksprese eden CHO hiicre hatt1) ile
ko-kiiltiire edildi. Ardindan hCMEC/D3 hiicrelerine ilag yiikli miseller ile esdeger
miktarda DZP, folik asit konjuge polimerik miseller ve DZP yiiklii folik asit konjuge
polimerik miseller uygulandi [214]. iki saat inkiibasyon siiresi sonunda, alt/alict
bolmelerden (0.8 mL) 6rnekler toplanmis (en az {i¢ tekrarll) ve UV/Vis mikroplaka
okuyucu ile 360 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir [221]. KBB
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modelinin islevini test etmek icin, gegirgenlik gostergesi olarak misel gecislerini
incelemek amaciyla kullanilan polimerik misele konjuge halde bulunan folik asit ile
360 nm dalga boyundaki absorbans degerleri elde edilerek endotel tek tabakalar

boyunca gecisi goriliniir gecirgenlik katsayilart (Papp) hesaplanarak belirlenmistir.

In vitro KBB ikili kiiltiir modeli boyunca gegen ilag ila¢ miktarmi belirlemek amaciyla
kullanilan ila¢ molekiili (DZP) ile endotel tabakalar boyunca gecisi goriiniir
gecirgenlik katsayilar1 (Papp) hesaplanarak belirlenmistir. Iki saat inkiibasyon siiresi
sonunda, alt/alict bolmelerden toplanan ornekler (0.8 mL) ( en az ii¢ tekrarli) ve
UV/Vis mikroplaka okuyucu ile 312 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
Ol¢iilmiistiir [213]. Ayrica, 2 saat inkiibasyon siiresi sonunda alt/alic1 bolmede yer alan
PS70 hiicreleri, hiicre ila¢c alimlari incelenmek iizere Ornekler, 37°C’de CO:
inkiibatoriinde 2 saat inkiibe edilmis, ardindan hiicreler ila¢ ve polimerik miselleri
hiicre yiizeyinden uzaklastirmak icin li¢ kez buz soguklugunda PBS (pH 2) ile
yikanmistir. Son olarak, hiicreler %1 Triton X-100 iceren PBS'de 60°C'de bir 1 saat
stireyle calkalayicida (80 rpm) inkiibe edilerek pargalanmistir. UV absorbansi, UV/Vis
mikroplaka okuyucu (Varioskan LUX ¢ok modlu mikroplaka okuyucu, Skanlt
Software 6.0.2.3) kullanilarak ol¢tilmiistiir.

3.3.2.14 Western blot analizi

Western blot analizinden once, alt bolmede bulunan ve stabil sekilde insan amiloid
prekiirsor proteini (APP) eksprese eden CHO hiicre hatti (APP) eksprese eden PS70
hiicrelerinin (Cin hamsteri yumurtalik hiicreleri (CHO)) 2 saatlik inkiibasyon sonrasi
hiicre alim metoduna gore hiicresel alim miktarlar1 belirlenmistir. Sonrasinda Western
Blot metodu ile APP'nin C-terminal bolgesine baglanan monoklonal antikor CT15
antikoru, daha dnceki ¢alismalarda tanimlandigi sekilde [222] kullanilmistir. Hiicreler,
esit yogunlukta olacak sekilde hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir. APP’nin tiim
formlarin1 tespit etmek i¢in ekimden 24 saat sonra uygun hiicre yogunluguna
gelmesinin ardindan 6rneklerin uygulamasi yapilmistir.Uygulama siiresi olarak 24 saat
sonunda hiicreler, soguk fosfat tamponlu salin (PBS) ile ii¢ kez yikanmis ve ardindan
PBS’ye alinmistir. Hiicreler, 20 dakika boyunca 4°C'de Nonidet P-40 tamponunda (%1
Nonidet P-40 (Sigma, Taufkirchen, Almanya), 150 mM NaCl, %0.02 NaN3, 50 mM
Tris, pH 7.4) ve 1x proteaz inhibitdr karisimi (Roche, Indianapolis, IN, ABD) igeren
bir ¢ozeltide parcalanmigtir. Elde edilen lizat ¢ozeltisi, 4°C’de mikro santrifiijde 21000
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g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Ekstraktlarin ¢oziiniir fraksiyonu yeni tiiplere
alimmustir. Tiim ortam Ornekleri, partikiil maddeleri uzaklastirmak i¢in 4°C’de 10
dakika santrifiij edilerek -80°C'de saklanmistir. Toplam protein miktari, BCA Protein
Assay kiti (Pierce Chemicals, Rockford, IL, ABD) kullanilarak belirlenmis ve lizat
analizinde esit protein miktarlar1 kullanilmigtir. Ortam ornekleri ise ilgili hiicre
ekstraktindaki toplam protein igerigine gore normalize edilmistir. Orneklerdeki APP
C-terminal fragmanlar1 ve ortamda bulunan AP ise %8-M iire SDS jelinde
fraksiyonlanmustir. Lizatlardaki APP ve ortamda bulunan APP proteinleri %210 Tris—
Glysin SDS-PAGE jeli boyunca 120 V ile yiiriitme islemi yapilmistir. Yiiriitme islemi
sonunda bantlat iyice acildiktan sonra jelin yi1ginlama boliimii kesilmis ve ayirma jeli
transfer tamponu (3.03 g Tris, 14.41 g glisin, 10 mL %10'luk SDS ve 150 ml metanol
ile hazirlanmis ve su ile hacmi 250 ml'ye tamamlanmistir) i¢inde yaklasik 30 dakika
calkalayicida bekletilmistir. Ayirma jeli biiylikliginde PVDF membran (Millipore,
Bedford, MA, ABD) 0) kesilerek, transfer 6ncesinde 15 saniye boyunca metanolde ve
ardindan 15 dakika boyunca transfer tamponu icinde g¢alkalayicida bekletilmistir.
transfer edilmistir. Ayirma jeli ile ayni biiyiikliikte filtre kagitlar1 kesilerek transfer
tamponu ile 1slatilmistir. Transfer kasetinin i¢ine once filtre kagitlari, sonra membran,
daha sonra da jel olacak sekilde yerlestirilmis ve iistii tekrar onceden 1slatilmig filtre
kagitlart ile kapatilmistir. Transfer kaseti ile transfer sistemine (BioRad) yerlestirilmis
ve 0.05 A 250 V'ta 30 dakika boyunca jeldeki proteinlerin membrana transferi
yapilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin giderilmesi i¢in membran %35 siit tozu
iceren TBST (2.42 g Tris, 9 g NaCl ve 1 ml Tween-20 ile hazirlanmis ve hacmi su ile
1 litreye tamamlanmistir) ¢ozeltisi ile 30 dakika boyunca inkiibe edilerek
bloklanmistir. TBST ¢6zeltisi i¢inde 1:1000 oraninda seyreltilen primer antikorlari ile
membran gece boyunca +4°C'de galkalayicida inkiibe edilmistir. TBST ile 3 defa 20'ar
dakika boyunca calkalayicida inkiibe edilerek yikama islemi yapilmistir. Ardindan
floresan ile isaretlenmis sekonder antikor ile 2 saat boyunca ¢alkalayicida inkiibe
edilmistir. TBST ile 3 defa 20'ar dakika boyunca ¢alkalayicida inkiibe edilerek yikama
islemi tekrarlanmigtir. Membran, ECL (BioRad) ile 5 dakika boyunca inkiibe edilmis
ve goriintiileme i¢in hazir hale gelmistir. Western blot analizleri, daha onceki
caligmalardaki protokollerde [223] belirtilen antikorlarla gerceklestirilmis ve floresan
ile isaretlenmis ikincil antikorlar kullanilarak, ChemiDoc MP cihazinda dogrudan
goriintlilenmistir. Veriler arka plan etkilerine kars1 diizeltilmis ve her hiicre hatt1 i¢in

APP ekspresyonuna normalize edilmistir.
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3.3.2.15 istatistiksel analiz

Grafik ve istatistiksel analizler GraphPad Prism 10 yazilim1 (GraphPad, La Jolla, CA,
ABD) kullanilarak yapildi. Veriler, coklu karsilastirmalar i¢in Bartlett testiyle
birlestirilmis iki yonlii/tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile analiz edildi. p<0.05
olan farklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim deneyler en az iki kez

tekrarland1 ve her deneyde paralel 6rnek sayisi 4-6 olarak alind.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Poli(etilen glikol)-b-poli(ter-biitil metakrilat) (PEG-b-P(tBMA)) ile DZP
Yiiklii Tastyicilarinin Gelistirilmesine Dair Bulgular
4.1.1 mPEG makro-RAFT ajammmin sentezi ve karakterizasyonu

Ayni zamanda hidrofilik blogu olusturan mPEG makro-RAFT ajani (5000 g/mol)
Steglich esterifikasyonu ile RAFT ajaninin asit ucuna baglanarak sentezlendi (Sekil
4.1). Elde edilen mPEG makro-RAFT ajani *H NMR ve FT-IR ile karakterize edildi.
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Sekil 4.1 : Makro-RAFT ajanin sentezi.

Makro-RAFT ajaninmn *H NMR spektrumu incelendiginde RAFT ajanindan ve
mPEG’den gelen tiim karakteristik protonlarin gozlemlendigi goriilmektedir (Sekil
4.2). mPEG’ten gelen ve 3.76-3.42 ppm’de yer alan b protonlarinin integral degerleri
ile RAFT ajanindan gelen ve 0.88 ppm’de yer alan K protonlarinin integral degerlerinin
oranlanmasiyla PEG iinite sayisi hesaplanarak esterifikasyon reaksiyonunun
gerceklesme orani belirlendi. Ayrica, 3.38 ppm'de bulunan a protonlarinin integral

degerleri ile RAFT ajanindan gelen e ve f protonlarinin (sirasiyla 2.66 ve 2.53 ppm'de
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bulunan) integral degerlerinin oranlanmasiyla da teyit edildi-Elde edilen makro-RAFT
ajani1 0.7616 g olarak %68 verim ile elde edildi.

o i
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Sekil 4.2 : Makro-RAFT ajamin *H NMR spektrumu.

Makro-RAFT ajanina ait FT-IR spektrumunda, yaklasik 3000 cm™! civarinda hidroksil
(-OH) gerilme bandina rastlanmamis, 2070 cm'de zayif bir nitril (-C=N) gerilme
bandi, 1737 cm"'de karbonil (-C=0) gerilme bandi ve 1087 cm"'de mPEG kismindan
kaynaklanan giiglii bir eter gerilme bandi gozlenmistir (Sekil 4.3). FT-IR spektrumu

makro-RAFT ajaninin basarili bir sekilde sentezlendigini gostermistir.
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Sekil 4.3 : Makro-RAFT ajaninin FT-IR spektrumu.

4.1.2 PEG-b-P(tBMA) amfifilik kopolimerlerinin sentezi ve karakterizasyonu

MPEG makro-RAFT ajani ve baslatici olarak AIBN kullanilarak tBMA monomerinin
RAFT polimerizasyonu toluen igerisinde gerceklestirildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 : PEG-b-P(tBMA) polimerinin sentezi.

Polimerin tBMA iinitlelerinden kaynaklanan hidrofobik kismini ayarlamak amaciyla
farkli polimerizasyon siireleri uygulandi ve bes farkli molekiil agirliga sahip PEG-b-
P(tBMA) amfifilik kopolimeri elde edildi (Tablo 4.1). GPC kromatogramlarinda
reaksiyona girmeyen bir miktar PEG gdzlemlenmesine ragmen, tiim polimerler dar
molekiil agirlik dagilimlart (P < 1.2) ile monomodal ve simetrik pikler sergiledi (Sekil
4.5). Bazik aliimina ile kolon kromatografisi yapilarak veya diyaliz yontemi ile
kopolimerlerden PEG’in uzaklastiritlmas1 miimkiin olsa da literatiirde bu yontemlerin

5000 g/mol molekiil agirlikli PEG i¢in etkili olmadig belirtilmektedir [224].
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Tablo4.1: RAFT polimerizasyonu ile elde edilen PEG-b-P(tBMA) amfifilik
kopolimerlerin sentezlenme kosullar1 ve sonuglari.

o v e e | b c c d I"Jnited

Polimer (R 0h @moh (g (gmay S

g g g (tBMA)
PEG-b-P(BMA)-1 6 50 19600 26560 111 17745 87
PEG-b-P(BMA)2 8 57 21500 31290 116 18880 95
PEG-b-P(BMA)3 10 61 22720 33550 116 23580 128
PEG-b-P(BMA)-4 12 63 23200 35820 116 27560 156
PEG-b-P(BMA)5S 14 78 27500 40485 114 38510 233

2 Polimerizasyon toluen icerisinde gerceklestirilmistir. [M]:[RAFT]:[AIBN]=200:1:0.33
® Gravimetrik olarak hesaplanmistir.

¢ GPC ile THF igerisinde 6lgiilmiistiir.

d1H NMR ile belirlenmistir.

PEG-b-P(tBMA)-3
M = 33550 g/mol
M /M =1.16

PEG-b-P(tBMA)-5
M = 40485 g/mol
MM =114

PEG-b-P(tBMA)-2
M= 31290 g/mol
M, /M. =1.16

PEG-b-P(tBMA)-4
M,,= 35820 g/mol
M,/M=1.16

PEG-b-P(tBMA)-1
M = 26560 g/mol
MM =1.11

15 20 25 30
Alikonma hacmi (mL)

Sekil 4.5 : PEG-b-P(tBMA) polimerlerinin GPC kromatogramlari.

Elde edilen polimerlerin kimyasal yapilart *H NMR spektroskopisi ile karakterize
edildi. Sekil 4.6’da PEG-b-P(tBMA)-3 polimerinin *H NMR spektrumu verilmistir.
PEG ve tBMA iinitelerine ait biitiin karakteristik protonlar goriilmektedir. tBMA {inite
say1si, makro-RAFT ajanina ait 4.437 ppm’deki d protonlarinin integral degerlerinin
tBMA ({initelerine ait 1.567-1.177 ppm’deki 3 protonlarinin integral degerlerinin
oranlanmasiyla hesaplanmistir. Ayrica toplam tBMA birim sayisi, sirasiyla RAFT

72



ajaninin PEG kismindan gelen d protonlarinin toplam integral degerleri ile RAFT
ajanindan gelen e ve f protonlarinin (sirasiyla 2.529 ve 2.355 ppm’de bulunan) toplam
integral degerlerinin oranlanmasiyla hesaplanarak dogrulanmistir. Ilgili {inite sayilari

kullanilarak hesaplanan molekiil agirliklari, Tablo 4.1°de verilmistir.

4 W CHzCHz(CHs)s(:Hs
k

cocl, b

sk

T T T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.6 : PEG-b-P(tBMA)-3 polimerinin CDCls igerisinde ¢ekilmis *H NMR
spektrumu.

Elde edilen polimerlerin termal davranisi DSC ile incelenmistir. Sekil 4.7, PEG-b-
P(tBMA)-3 polimerinin DSC diyagramini gostermektedir. Polimerin 39°C’de erime
sicaklig1 (Tm) gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.7 : PEG-b-P(tBMA)-3 polimerinin DSC diyagrami.

4.1.3 PEG-b-P(tBMA) amfifilik kopolimerleri ile olusturulan misellerin

karakterizasyonu

Elde edilen amfifilik kopolimerler su igerinde kendiliginden bir araya getirilerek
polimerik miseller olusturuldu ve DLS ile karakterize edildi. Farklt molekiil
agirliklarina sahip PEG-b-P(tBMA) amfifilik kopolimerleri ile olusturulan misellerin
DLS ile 6lgiilen partikiil boyutlar1 ve PDI degerleri Tablo 4.2°de verilmistir. Ayrica,
Sekil 4.8”de partikiil boyutu dagilim grafikleri de goriilmektedir.

Tablo4.2: PEG-b-P(tBMA) polimerleri ile olusturulan misellerin DLS ile elde
edilen partikiil boyutlar1 ve PDI degerleri.

Misel Polimer Partikiil boyutu® PDI?
(d.nm)

M1 PEG-b-P(tBMA)-1 962.9+361.4 0.372

M2 PEG-b-P(tBMA)-2 324+538 0.314

M3 PEG-b-P(tBMA)-3 37.2+1.2 0.162

M4 PEG-b-P(tBMA)-4 519+5.38 0.314

M5 PEG-b-P(tBMA)-5 213.1+18.2 0.960

aDLS ile ol¢iilmiistiir.

Tablo 4.2’de goruldigi gibi, polimerlerin molekiil agirhgindaki artis ile polimerik

misellerin partikiil boyutlar1 ve PDI degerleri arasinda bir iliski bulunmamaktadir.
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PEG-b-P(tBMA)-3 polimeri ile olusturulan M3 miseli en kii¢iikk boyuta ve en iyi
polidispersiteye sahip oldugu i¢in ilag yiiklii misellerin olusturulmasinda bu polimer

kullanilmustir.

PEG-b-P(tBMA)-3 amfifilik blok kopolimerinin KMK’s1, floresan prob olarak piren
kullanilan floresan boya ¢oziindiirme yontemi ile belirlendi. Sekil 4.8, 391 ve 371
nm'deki piren floresan yogunluklarmin oranmin (Is/l1)) PEG-b-P(tBMA)-3
konsantrasyonuyla iligkisini gostermektedir. KMK degerinin 9 mg/mL oldugu

belirlendi.
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Sekil 4.8 : PEG-b-P(tBMA)-3 polimerinin sulu ¢6zelti konsantrasyonunun
(mg/mL) logaritmasina karsi floresans yogunluk oraninin I3/l grafigi.

4.1.4 PEG-b-P(tBMA) amfifilik kopolimerleri ile olusturulan misellere ilag

yiiklenmesi ve karakterizasyonu

PEG-b-P(tBMA)-3 polimeri ile DZP yiiklii misellerin olusturulmasi igin diyaliz
yontemi kullanildi. Oncelikle, Donepezil*HCI formunda bulunan ilacin serbest halini
elde etmek amaciyla DMF igerisinde trietilamin (TEA) ilave edildi ve bir gece
karistirildi. Daha sonra bu ¢ozeltiye PEG-b-P(tBMA)-3 eklenerek enjeksiyon pompasi
ile distile su ilave edildi ve bir diyaliz membranina (MWCO= 6000-8000 Da)
aktarilarak distile suya kars1 24 saat boyunca diyaliz edildi. Miseller igerisinde
maksimum ilag¢ yiikleme kapasitesini belirlemek amaciyla 4 mg ve 2 mg olmak {izere
iki farkli miktarda DZP yiiklemesi yapildi. Elde edilen ilag ytiklii misellerin teorik ilag
yiikleme kapasiteleri, %IYL ve %IYE degerleri 312 nm’deki absorbanslar dlgiiliirek
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hesaplandi. Bunun igin oOncelikle DZP DMSO igerisinde ¢oziilereck 8 farkli
konsantrasyonda olacak sekilde seyreltme yapildi ve 312 nm’deki absorbans degerleri
Olgiilerek bir kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.9). Daha sonra DZP yiiklii ve
liyofilize edilmis miseller DMSQO’da ¢oziilerek 312 nm dalga boyunda absorbanslari
Olciildi. DMSO, hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesenleri ¢ozebilen ideal bir
¢oziicli oldugu i¢in misellerin ve hidrofobik ila¢ molekiillerinin tamamen ¢dziinmesini
saglamaktadir ve %IYE &lciimlerinde ilk segenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir [225].
Tablo 4.3’te goriildiigii iizere 4 mg ilag yiiklemesi yapilan misellerin %IYK nin %7
ve 2 mg ilag yiiklemesi yapilan misellerin %I YK nin %35 oldugu belirlenmistir. Ancak,
4 mg DZP yiiklemesi yapilan polimerik misellerin %IYE’de diisiis oldugu
gozlenmistir. Ayrica, 4 mg ilag yiikklemesi yapildiginda misel dengesinin bozuldugu
ve misellerin ¢oktiigii belirlenmistir. Bu nedenle 2 mg DZP yiiklemesinin ilerleyen

calismalar i¢in daha uygun olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4.9 : DZP’nin DMSO igerisinde olusturulan kalibrasyon egrisi.

Tablo4.3: PEG-b-P(tBMA)-3 polimeri ile farkli miktarda DZP yiiklemesi
yapilarak olusturulan polimerik misellerin teorik ilag yiikleme kapasiteleri (%),
ilag yiikleme kapasiteleri (%IYK) ve ilag yiikleme etkinlikleri (%IYE).

Yiiklenen ila¢  Teorik ilag yiikleme flac yiikleme Tlac yiikleme
miktari kapasitesi kapasitesi etkinligi
(mg) (%) (%IYK) (%IYE)
4 29 7 16
2 17 5 25
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PEG-b-P(tBMA)-3 polimeri ile olusturulan M3/DZP misellerinin DLS cihaz1 ile
partikiill boyutu ve zeta potansiyeli Olgtimleri yapilarak bos M3 miselleri ile
karsilastirildi (Tablo 4.4). Tablo 4.4’te ve Seckil 4.11°de goriildigi gibi M3
misellerinin partikiil boyutu DZP yiiklemesinden sonra (M3/DZP) 37.2 nm’den 47.6
nm’ye yiikselmistir. Ayrica, polimerik misellerin KBB penetrasyon potansiyelini
incelemek i¢in zeta potansiyelleri de 6lglilmiis M3 ve M3/DZP’nin zeta potansiyelleri
sirasiyla -13.9 = 1.61 mV ve -13.6 £ 0.49 mV olarak belirlenmistir. Genel olarak
polimerik nanopartikiillerin zeta potansiyelinin +30 mV ile -30 mV arasinda olmasi
beklenmekte olup uygun olmayan yiizey yiikiine sahip nanopartikiillerin raf dmriiniin
kisa oldugu ve kararsiz olduklar1 bildirilmistir [226]. M3 ve M3/DZP igin elde edilen

zeta potansiyeli degerleri gegis i¢in literatiirle tutarl sonuglar gostermistir (Tablo 4.4).

Tablo4.4: PEG-b-P(tBMA)-3 polimeri ile olusturulan M3 ve M3/DZP
misellerinin DLS 6l¢iim sonuglari.

Partikiil boyutu® Zeta potansiyeli®

Misel PDI?
15¢ (nm) (mv)
M3 37.2 0.162 13.9+1.61
M3/DZP 476 0.193 13.6 + 0.49

aDLS ile Sl¢lilmiistiir.

TEM sonuglari, DLS ile uyumlu olup, M3 ve M3/DZP misellerinin boyutlari sirasiyla
38.7 nm ve 46.7 nm olarak belirlenmistir (Sekil 4.11). Ayrica, hem M3 miselleri hem
de DZP yiiklii M3/DZP miselleri kiiresel morfolojiler sergilemistir. Bu sonuglar, hem
DLS hem de TEM ile elde edilen misel boyutlarinin, KBB agmak i¢in gerekli olan 10-
100 nm araliginda oldugunu géstermektedir[227].
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Sekil 4.10 : M3 ve M3/DZP misellerinin partikiil boyutu dagilim grafigi.

Sekil 4.11 : Uranil asetat ile boyanmis A) M3 ve B) M3/DZP misellerinin
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) goriintiileri (6l¢ek ¢ubugu = 100 nm).

4.1.5 In vitro ila¢ salimmn belirlenmesi

In vitro ilag salim galismas1 igin DZP PBS (%2 Tween 80 V/v) igerisinde ¢oziilerek 8
farkli konsantrasyonda olacak sekilde seyreltme yapildi ve 312 nm’deki absorbans
degerleri 6lgiilerek bir kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.12). Hazirlanan M3/DZP
misel ¢ozeltisinden 1 mL alinarak bir diyaliz torbasina aktarildi ve %2 v/v Tween® 80
iceren 20 mL PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi igerisine yerseltirilerek 37 °C’de ¢alkalamal1 bir
inkiibatorde salim ¢alismasi gerceklestirildi. Iyonik olmayan bir yiizey aktif ajan olan
Tween® 80 sulu ortam ve yag fazi arasindaki yiizey gerilimini diisiiriir ve hidrofobik
ilaclarin sulu ortamda ¢oziiniirliigiinii artirarak salim profilinin incelenmesini saglar.

Daha fazla ¢oziiniirlilk saglandiginda, ilag molekiilleri ortam i¢inde daha diizenli
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dagilir [228]. Diyaliz yontemi ile gerceklestirilen in vitro ilag salim galigmalarinda
salim ortaminin 2% Tween® 80 igerecek sekilde hazirlanmasi ile ilacin ¢oziiniirliglini
sinirlayan etkiler en aza indirilir, sink kosullar1 saglanir ve gercek biyofarmasotik

kosullara daha yakin bir model olusturulur.

Belirli zaman araliklarinda (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168 saat)
salim ortamindan 2 mL &rnek alindi ve ayni1 hacimde taze ortam ¢ozeltisi eklenerek
salim ¢ozelti hacmi sabit tutuldu. Salim ortamindan alinan 6rnek ¢ozeltilerdeki DZP
konsantrasyonu UV/Vis mikroplaka okuyucu kullanilarak ve her érnek i¢in ii¢ 6l¢tim
yapilarak 312 nm’deki absorbans degerlerinin okunmasi ile kalibrasyon egrisi
kullanilarak belirlendi. Kiimiilatif olarak %ilag salim degerleri denklem 3.6

kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 4.12 : DZP’nin Tween® 80 (%2 v/v) iceren PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi igerisinde
olusturulmus kalibrasyon egrisi.

Polimerik miseller, pH 7.4’te siirekli ve kontrollii bir salim profili sergilemistir. Sekil
4.13’te gortldigi gibi polimerik misellerde DZP salimi uzun bir siire boyunca
gerceklesmis ve ilk 10 saat iginde yalmizca %21.8 ilag salimi gozlemlenmistir.
Literatiirde yer alan in vitro ila¢ salim ¢alismalari, serbest DZP’nin yaklasik 24 saat
icinde tamamen salindigin1 gostermektedir [20]. Buna karsilik, bu ¢caligma kapsaminda
ilk 24 saate %28 ve 5 giin sonunda %67.2 DZP salim1 ger¢eklesmistir. Bu durumun
hidrofobik tBMA ¢ekirdegini ¢evreleyen hidrofilik PEG koronasinin varlig ile iliskili

olabilecegi degerlendirilmistir. Geleneksel formiilasyonlar, dalgalanan ilag
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konsantrasyonlarina ve sik dozlamaya neden olurken, M3 miselleri DZP salimini
kontrol ederek hizli eliminasyon olasiligini azaltmig ve 6zellikle KBB agma siirecinde

daha tutarli bir terap6tik etki saglama potansiyeli tasidiklarini géstermistir.

100 -
90
80

Kiimiilatif % ilag Salimi

0 24 48 72 96 120

Zaman (saat)

Sekil 4.13 : DZP yiiklii misellerin 37°C’de Tween 80 (%2 v/v) iceren PBS (pH
7.4) ¢ozeltisi i¢erisinde in vitro salim grafigi.

4.1.6 Polimerik misellerin stabilitelerinin belirlenmesi

Stabilite ¢alismalar1 i¢in, polimerik miseller 4°C’de karanlik bir ortamda on ay
boyunca saklanmustir. Stabilite, nanopartikiillerin baslangic ve on ayin sonunda
yapilan partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli Olglimleriyle
degerlendirilmistir (Tablo 4.5). Misellerin bu degerleri korudugu maksimum stabilite

siiresi 10 ay olarak belirlenmistir.

Tablo4.5: M3 ve M3/DZP misellerinin DLS 6l¢iimleri ile elde edilen partikiil
boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri.

Partikiil Zeta
Giin Misel boyutu* PDI? potansiyeli?
(d.nm) (mV)
0 M3 37.18 0.162 -13.9+1.61
0 M3/DzP 47.63  0.193 -13.6 £ 0.49
300 M3 57.90 0.149 -10.4+1.08
300 M3/DzP 7890  0.138 -7.1+0.47

2DLS ile ol¢iilmiistiir.
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4.1.7 Hiicre canlihi@ ve hiicresel alim

M3 misellerinin hiicre tizerindeki sitotoksisitesi yani hiicre canliligi, alamarBlue®
hiicre canliligi reaktifi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amagla, hCMEC/D3
hiicreleri, artan konsantrasyonlarda serbest DZP, M3 ve M3/DZP miselleri ile inkiibe
edilmistir. Sekil 4.14, DZP ile 72 saatlik inkiibasyon sonrast hCMEC/D3 hiicrelerinin
hiicre canliligini géstermektedir. DZP yiiklii misellerin en yiiksek konsantrasyonu olan
1 mg/mL’de bile belirgin bir sitotoksisite gézlenmemistir (Sekil 4.14). Bu nedenle, bu
en yiiksek konsantrasyon giivenli doz olarak belirlenip uygulanmistir. Elde edilen
sonuclar, misellerin hiicreler tarafindan iyi tolere edildigini ve test edilen
konsantrasyonlarda anlamli bir sitotoksik etki gostermedigini ortaya koymustur.
Ozellikle, hiicre canliligi tiim misel konsantrasyonlarinda %90’ iizerinde kalmis ve
bu durum hem bos hem de ilag yiiklii misellerin hCMEC/D3 hiicrelerinin canlilig
tizerinde olumsuz bir etkisi olmadigin1 ve sistemin biyouyumlu oldugunu
dogrulamistir. Hiicre canliliginin daha yiliksek misel konsantrasyonlarinda bile
korunmasi, klinik uygulamalar agisindan umut vericidir. Bu durum, nanotasiyici
sistemin terapdtik dozlarda kullanim icin giivenli oldugunu gdstermektedir. Hiicre
canliligr verilerine ek olarak, misellerin sitotoksisitesini nicellestirmek i¢in IC50
degerleri hesaplanmistir [229]. Daha 6nce yapilmis olan bir ¢alismada, DZP igin
plazma IC50 degeri 53.6 + 4.0 ng/mL olarak rapor edilmistir [229].

Bu calisma kapsaminda incelenen M3/DZP i¢in giivenli konsantrasyonun 1 mg/mL
oldugu belirlenmis olup bu deger yaklasik 60 ug ilaca karsilik gelmektedir. Bu ilag
konsantrasyonu, bildirilen IC50 degerinden anlamli derecede yiiksek olup, misel
sisteminin DZP’nin etkili bir terapotik dozunu ilettigini gostermektedir. Bu nedenle,
caligmalarimizda kullanilan konsantrasyonun, istenen farmakolojik etkileri saglarken
hiicre canliligini ve biyouyumlulugu koruyacak diizeyde oldugu belirlenmis

olmaktadir.
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Sekil 4.14 : Insan beyin endotel hiicrelerinin (\CMEC/D3) A) DZP ve B) M3 ve
M3/DZP miselleri ile 72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canliliklar1 (Veriler, n =
6-8 i¢in ortalama = SEM olarak sunulmustur. C: Besi yeri ile muamele edilen
kontrol grubu. TX: Maksimum hiicresel toksisiteyi gostermek i¢in Triton X-100 ile
muamele edilen hiicreler. Istatistiksel analiz: Tek yonliit ANOVA, ardindan t testi
yapilmistir. P < 0.05, kontrol grubuna kiyasla).

Hiicre sagkalim ¢alismalarinin ardindan DZP ve M3/DZP misellerinin hiicresel alimi,
insan beyin endotel hiicre hatti (hCMEC/D3) iizerinde test edilmistir (Sekil 4.15).
hCMEC/D3 hiicreleri ile 2 saatlik inkiibasyon sonrasi, hem sebest DZP (%26) hem de
M3/DZP miselleri (%20) i¢in benzer hiicresel alim gozlemlenmistir. Hiicrelere
uygulanan ila¢ yiiklii misellerde 2 saat silireyle hiicresel alimin gerceklesmesinin

ardindan tek katmanli in vitro KBB modeli olusturarak misellerin gegisleri izlenmistir.
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Sekil 4.15 : Kiiltiir edilmis insan beyin endotel hiicrelerinde (hCMEC/D3) DZP ve
M3/DZP’nin 2 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicresel alimi1 (Degerler ortalama =+
SEM olarak sunulmustur (n = 6). Istatistiksel olarak anlaml fark p < 0.05, tek

yonlii ANOVA).

4.1.8 Polimerik misellerin KBB Kkiiltiir modeli iizerinden gecirgenliginin

belirlenmesi

Elde edilen polimerik misellerin biyouyumlulugu hiicresel alim sonrasinda TEER
Olgtimleriyle desteklenmistir (Sekil 4.16). Bu olgtimler, misellerin KBB biitiinliigiinii
bozmadigini dogrulamistir. Bu durum, klinik uygulamalar agisindan kritik 6neme
sahip olup KBB'nin yapisinda belirgin bir degisime neden olamadan gecebilme
yetenegi, Alzheimer hastalar i¢in terapotik agidan etkili ve giivenli bir ilag tasima
sistemi gelistirmek i¢in temel bir gerekliliktir. M3 ve M3/DZP misellerinin
hCMEC/D3 iizerindeki canlilik etkisi, empedans 6lgtimleriyle izlenmistir (Sekil 4.16).
In vitro KBB tek katmanli kiiltiir modelinin sikilig1 bir cellZscope® cihazi kullanilarak
TEER ol¢iimleriyle dogrulanmistir [217]. Uygun TEER degerleri (>30 Q-cm?) elde
edildiginde model deneyler i¢in kullanilmistir. Hiicreler, misellere yliklenen DZP’nin
esdeger konsantrasyonu olan 0.06 mg/mL DZP, M3 ve M3/DZP ile muamele
edilmigtir [214]. hCMEC/D3 hiicreleri, cellZscope® cihazinda hiicre kiiltiirii
insertlerinde yetistirilmistir. Hiicreler tam tabaka haline geldiginde, esit miktarda M3
ve M3/DZP (yaklasik olarak 3.3 mg/cm?) limene eklenmis ve TEER o6l¢iimleri
yapilmistir. Miseller en yliksek konsantrasyonlarda bile TEER gelisimini
etkilememistir. Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde DZP, M3 ve M3/DZP’nin

hem hiicre canliligin1 hem de endotel hiicre tek tabaka biitiinliiglinii bozmadig1 ortaya
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konmustur. Bu nedenle miseller herhangi bir sitotoksik etki gostermeyip ilgili

konsantrasyonda DZP kadar biyouyumlu bulunmustur.
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Sekil 4.16 : hCMEC/D3 hiicrelerinin trans-endotelyal elektrik direncinin (TEER)
Ol¢ciim grafigi.
DZP ve M3/DZP’nin penetrasyonu in vitro KBB modeli kullanilarak test edilmistir.
hCMEC/D3 hiicreleri, 24-transwell hiicre kiiltiirii insertlerinde tam tabaka olusturana
kadar biyitilmiistir. Hiicreler uygun yogunluga ulastiktan sonra, belirtilen
molekiillere TEER o6l¢iimleri ve 6l¢iim uygunlugu sonrasi gecirgenlik testi yontemler
bolimiinde agiklandigi sekilde gerceklestirilmistir. Hiicre canliliginin yanisira yeterli
bariyer sikiligina isaret eden uygun TEER degeri (>30 Q.cm?) elde edildiginde gegis
deneyleri baglatilmistir [214]. M3/DZP misellerinin gecirgenligi serbest DZP ile
karsilastirilmigtir. DZP igin Papp degeri 103.471x107° cm/s ve M3/DZP miselleri igin
ise 81.617x107° cm/s olarak bulunmustur (Sekil 4.17). Sik1 hiicre tabakas: {izerinden
DZP’nin taginmasi daha yiiksek olmasina ragmen, M3/DZP miselleri de in vitro KBB
modeli olarak kullanilan hCMEC/D3 tek katmanli hiicre modelini ge¢meyi
basarmistir. Miseller, serbest DZP ile karsilastirilabilir gegirgenlik degerleriyle
bariyeri etkili bir sekilde gegmistir. Ancak, misellerin ilaci enzimatik par¢alanmadan
ve ilk gecis metabolizmasindan koruma avantaji sunarak in vivo biyoyararlanimini

daha da artirmasi olasidir.
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Sekil 4.17 : DZP (0.06 mg/mL, misellere yiiklenen miktarla ayni) ve M3/DZP’nin
(1 mg/mL) 2 saat inkiibasyon sonrasinda hCMEC/D3 hiicreleri ile olusturulan
KBB kiiltiir modelinden gegirgenligi (2 saat). Degerler, ortalama + SEM olarak
sunulmustur (n = 4-6). DZP ile muamele edilen ve DZP yiiklii M3 miselleri ile
muamele edilen hiicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir (p > 0.05, tek yonlii ANOVA). Ancak, muamele edilen 6rnekler ile
muamele edilmeyen hiicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir
(p < 0.05, tek yonliit ANOVA).

4.2 Folik Asit Konjuge Edilmis Amfifilik Kopolimerler ile DZP Yiiklii

Tasiyicilarimin Gelistirilmesine Dair Bulgular
4.2.1 Poli(tert-biitil metakrilat) (PtBMA) makro-RAFT ajammmn sentezi ve
karakterizasyonu

Poli(tert-biitil metakrilat) (PtBMA) homopolimeri, tBMA birimleri i¢eren bir makro-
RAFT ajani olarak RAFT polimerizasyonu ile sentezlendi. PtBMA homopolimerinin

sentez reaksiyonu Sekil 4.18’da verilmistir.
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Sekil 4.18 : PtBMA sentezi.

Tablo4.6 : RAFT polimerizasyonu ile elde edilen PtBMA’nin sentezlenme
kosullar1 ve sonuglar1.?

Polimer  Siire Déniisim® Mnt® Mnepc® D¢ Mnnmr®

(saat) (%) (g/mol)  (9/mol) (g/mol)
PtBMA-1 18 71 20470 14100  1.06 17200
PtBMA-2 10 47 13650 12190 1.06 15210

#Polimerizasyon ¢ozliciisii olarak toluen killamilmistir. [M]:[RAFT]:[AIBN]=200:1:0.33
®Gravimetrik olarak hesaplanmistir.

¢GPC ile THF igerisinde ol¢iilmiistiir.

9H NMR ile belirlenmistir

3
f & 2
cDcl, 0 2 e g
= c (1 )
aHoJ\b/) s - f
a CN S
1,d
3
b,c
r_oe) :
T T T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

ekil 4.19 : Pt -1 polimerinin 3 1¢erisinde ¢ekilmis spektrumu.
kil 4.19 : PtBMA-1 polimerinin CDCls icerisinde ¢ekilmis *H NMR spek

PtBMA-1'in H NMR spektrumu Sekil 4.20'de verilmistir. *H NMR spektrumunda

polimerin a protonlar1 3.74 ppm'de, b ve ¢ protonlar1 2.06 ppm'de, d protonlart 1.57

ppm'de, e protonlar1 7.35 ppm'de, f protonlar1 7.84 ppm'de, g protonlar1 7,49 ppm'de,

1 protonlar1 1.81 ppm'de, 2 protonlar1 1.47-1.15 ppm'de ve 3 protonlart 1.80-1.61

ppm'de polimerin gozlendigi gozlemlenmistir. Sekil 4.19 incelendiginde, PtBMA-1
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polimerinin karakteristik protonlar1 goriilmektedir. tBMA iinite sayisi, RAFT
ajanindan gelen e,f,g protonlarmin ve 1.80-1.61 ppm'de bulunan tBMA
monomerlerinin  birimlerinden gelen 3 protonunun toplam integrallerinin
oranlanmasiyla hesaplanmistir. Ilgili iinite sayilar1 kullanilarak hesaplanan molekiil

agirliklar1 Tablo 4.6'da verilmistir.

M= 14100 g/mol
M,,/Mp,= 1.06

20 30

Alikonma hacmi (mL)

Sekil 4.20 : PtBMA-1 polimerinin GPC kromatogrami.

Elde edilen polimerlerin termal davranisi DSC ile izlenmistir. Sekil 4.21°te P(tBMA)-
1 polimerinin termal davranisi goriillmektedir. Polimerin cams1 gegis sicakliginin (Tg)

123°C oldugu belirlenmistir.

Ekzo Yukan
T T:123°C
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o \
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Sekil 4.21 : PtBMA-1’in DSC diyagram.
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PtBMA-2 homopolimerine ait olan e, f ve g protonlari ile PtBMA’dan gelen 3 nolu
protonlarinin integrallerinin oranlanmasiyla tBMA fiinite sayisi hesaplanmistir (Sekil
4.22). 1lgili iinite sayilar1 kullanilarak hesaplanan molekiil agirliklar1 Tablo 4.6°da

verilmistir
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Sekil 4.22 : PtBMA-2 polimerinin CDCls igerisinde ¢ekilmis *H NMR spektrumu.

M = 12190 g/mol
M /M = 1.06

20 30
Alilkonma hacmi (mL)

Sekil 4.23 : PtBMA-2 polimerinin GPC kromatogrami.
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Polimerlerin termal davranisi  DSC ile izlenmistir. Sekil 4.24°te P(tBMA)-2
polimerinin termal davranisi goriilmektedir. Polimerin cams1 gecis sicakliginin (Tg)
116°C oldugu belirlenmistir. P(tBMA)-1 polimeri ile karsilastirildiginda, molekiil
agirligindaki artisa bagh olarak Tg degerinde de artis gozlenmistir.

Ekzo Yukan
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Sekil 4.24 : PtBMA-2’nin DSC diyagrama.

4.2.2 PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) amfifilik kopolimerlerinin sentezi ve

karakterizasyonu

PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) polimeri, PEGMA (0.0059 mol), HEMA (0.0015
mol) 'nin, AIBN varliginda ve PtBMA (0.036741 mmol) makroRAFT ajani olarak
kullanilmastyla THF igerisinde polimerlestirilmesiyle hazirlandi. Ayrica makroRAFT
baslatic1 olarak kullanililan polimer bu asamada elde edilen amfifilik kopolimerlerin
hidrofobik ¢ekirdek kismini olusturmaktadir. Blok kopolimerin kendi kendine
diizenlenmesi tlizerinde hem hidrofobik hem de hidrofilik bloklarin uzunluklarinin
etkisini incelemek amaciyla {i¢ farkli kopolimer sentezlendi. Tablo 4.7°de goriildiigii
gibi kontrollii bir sekilde gergeklesen polimerizasyon sonucunda molekiil agirliklar:
ve polidispersiteler ile dogrulanmis ii¢ farkli amfifilik kopolimerler elde edilmistir.
Elde edilen PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) amfifilik kopolimerleri '"H NMR, GPC,
FT-IR ve DSC yontemleriyle karakterize edildi.
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Sekil 4.25 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) sentezi.

Kopolimer kompozisyonlart '"H NMR spektroskopisi ile belirlenirken, polimerlerin

molekiil agirliklart ve polidispersite indeksi (P) GPC ile belirlendi (Tablo 4.7).

Kopolimer olusumu ilk olarak GPC analizleriyle dogrulandi. Sekil 4.26°de gosterildigi
gibi, PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-1 kopolimerinin en yiiksek molekiil agirligina

sahip oldugu gozlemlendi.

Tablo4.7: RAFT polimerizasyonu ile elde edilen PtBMA-b-P(PEGMA-r-

HEMA) polimerlerinin sentezlenme kosullar1 ve sonuglari.?

Kopolimer Makro Siire  Doniisi = Mat® Mncepc®  D° Mn,nmRY Unite
RAFT (saat) mP (%) (g/mol) (g/mol) (g9/mol) oram®
ajani [PEGMA]/

[HEMA]
(%omol)

PtBMA-b- PtBMA-1 18 78 60550 52530 1.26 77780 77123

P(PEGMA-

r-HEMA) -1

PtBMA-b- PtBMA-2 18 89 47370 31780 1.17 55870 79/21

P(PEGMA-

r-HEMA) -2

PtBMA-b- PtBMA-1 10 76 57640 22050 1.13 61360 80/20

P(PEGMA-

r-HEMA) -3

@Polimerizasyon ¢oziiciisii olarak toluene killanilmigtir. [M]:[RAFT]:[AIBN]=200:1:0.33. Besleme
orani: [PEGMA]/[HEMA]= 80/20.

®Gravimetrik olarak hesaplanmistir.

°GPC ile THF igerisinde ol¢iilmiistiir.

9H NMR ile belirlenmistir
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M = 52530 g/mol
M, /M =1.26

15 20 25 30

Allkonma hacmi (mL)

Sekil 4.26 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-1 polimerinin GPC kromatogrami.

Elde edilen polimerlerin kimyasal yapilar1 *H NMR spektroskopisi ile karakterize
edilmistir. ~ Sekil 4.27 incelendiginde PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-1
polimerinin yapisina ait karakteristik protonlar goriilmektedir. RAFT ajanina ait
olan e,f,g protonlari ile PEGMA {initelerinden gelen 3.38 ppm deki 9 protonlarinin
integrallerinin oranlanmasiyla PEGMA {inite sayis1 hesaplanmistir. Ardindan
PtBMA’dan gelen protonlarinin toplam PtBMA, HEMA ve PEGMA’dan gelen
0.7-1.19 ppm arasinda 2,5,11 protonlarinin integralleri ile oranlanmasiyla HEMA
{inite sayis1 hesaplanmustir. Ilgili iinite sayilar1 kullanilarak hesaplanan molekiil
agirliklart Tablo 4.7°de verilmistir. Bu hesaplamalar ayn1 makroRAFT ajani
kullanilarak sentezlenen PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-2 (Sekil 4.30) polimeri
icin de yapilmistir. tH NMR spektrumlarindan yapilan hesaplamalar sonucunda
elde edilen kopolimerlerdeki monomer oranlarinin besleme oranlarina yakin

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.27 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-1 polimerinin CDClz ierisinde
cekilmis *H NMR spektrumu.

Elde edilen polimerlerin termal davranist DSC ile izlenmistir. Sekil 4.28’de PtBMA-
b-P(PEGMA-r-HEMA)-1  polimerinin ~ termal  davramist  goriilmektedir.

Polimerin -19°C’de bir kristallenme (Tc) gosterdigi ve erime sicakliginin (Tm) -12.°C
oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.28 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-1 polimerinin DSC diyagramia.

M = 31780 g/mol
M /M =117

15 20 25 30
Alikonma hacmi (mL)

Sekil 4.29 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-2 polimerinin GPC kromatogrami.

Sekil 4.30 incelendiginde PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-2 polimerlerin kimyasal
yapilart 'H NMR spektroskopisi ile karakterize edilmistir. Onceki iki polimerden farkli
polimerzasyon siiresine sahip olarak makroRaft ajan1 olan PtBMA-1 polimeri ile elde
edilen bu polimere ait'"H NMR spektrumunda; RAFT ajani olarak kullanilan polimere
ait e,f,g protonlart ve makroRAFT ajanindan gelen tBMA sayisi ile PEGMA
tinitelerinden gelen 9 protonlarmin integrallerinin oranlanmasiyla PEGMA {inite say1s1

hesaplanmistir. Ardindan PtBMA’dan gelen protonlarinin toplam PtBMA,HEMA ve
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PEGMA’dan gelen 0.7-1.2 ppm arasinda 2,5,11 protonlarinin integralleri ile
oranlanmastyla HEMA iinite sayis1 hesaplanmistir. Ilgili iinite sayilar1 kullanilarak
hesaplanan molekiil agirliklart Tablo 4.7°de verilmistir. *H NMR spektrumlarindan
yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen kopolimerlerdeki monomer oranlarinin

besleme oranlarina yakin oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.30 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-2 polimerinin CDCls igerisinde
¢cekilmis *H NMR spektrumu.
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Sekil 4.31 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-2 polimerinin DSC diyagramia.

M = 22050 g/mol
M /M =113

15 20 25 30

Alikonma hacmi (mL)

Sekil 4.32 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 polimerinin GPC kromatogrami.
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Elde edilen polimerlerin kimyasal yapilar1 'H NMR spektroskopisi ile karakterize
edilmistir. Sekil 4.33 incelendiginde PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 polimerine ait
karakteristik protonlar gézlemlenmistir. RAFT ajanina ait e, f, g protonlarmnin
integralleri ile PEGMA birimlerine ait 3.31 ppm'de yer alan 9 protonun integralleri
oranlanarak PEGMA iinite sayis1 hesaplanmistir. Daha sonra, PtBMA birimlerinden
gelen protonlar ile PtBMA, HEMA ve PEGMA’ya ait 1.11-0.71 ppm arasinda yer alan
2, 5, 11 protonlarinin integralleri oranlanarak HEMA birim sayis1 hesaplanmistir. 'H
NMR spektrumu iizerinden yapilan hesaplamalar sonucunda, elde edilen
kopolimerlerde PEGMA, HEMA ve tBMA birim sayilarinin sirastyla 135, 33 ve 119

oldugu ve bu oranlarin besleme oranlar1 ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Farkli molekiil agirhginda ve fakli farkli hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklere sahip
ozellikte olan bu {i¢ polimerin ¢éziinme davranislarinin da farkli oldugu gézlemlendi.
llerleyen asamalarda kullamlacak olan reaksiyon ¢oziiciileri olacak olan DMF
igersindeki davranislarinin incelenmesi neticesinde dncelikle PtBMA-b-P(PEGMA-r-
HEMA)-1 ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-2 polimerleri kiyaslandiginda her
ikiside DMF igerisinde ¢oziinmiis fakat PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-1 DMF
icerisinde nispeten hizli ve kolay bir ¢oziinme gosterdi. Bu davranisinin nedeni
PtBMA-1 polimerinin makroRAFT ajan1 olarak kullanilmasi nedeniyle oldugu
diistiniilerek optimize edilen polimer i¢inde PtBMA-1 homopolimeri makroRAFT
ajan1 olarak kullanildi. ilerleyen calismalarda misel olusumunun saglanmasi iginde
diisik molekiil agirligr elde etmeyi amaglayarak siire azaltilarak PtBMA-b-
P(PEGMA-r-HEMA)-3 elde edildi. Buna entezlenen PtBMA-b-P(PEGMA-r-
HEMA)-3 polimeri GPC sonucuna gore daha diisitk molekiil agirliginda ve daha iyi
polidispertiye sahip olup DMF igerisinde kolaylikla ¢6ziinme gostermesi nedeniyle
PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 segilmistir.
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Sekil 4.33 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 polimerinin CDCls igerisinde
cekilmis *H NMR spektrumu.

Ekzo Yukari
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Sekil 4.34 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 polimerinin DSC diyagramia.
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4.2.3 Folik asit konjuge polimer (PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)) sentezi ve
karakterizasyonu

PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 (0.2 g, 0.0599 mmol), folik asit (0.132 g, 0.299
mmol) ve. DMAP (0.036 g, 0.299 mmol) igeren 15 mL DMF reaksiyon karisimina
buz banyosunda (0°C) DCC ¢ozeltisi (0.061 g, 0.299 mmol, 5 mL DMF) karistirilarak
damlatma hunisi yardimiyla damla damla eklendi. Reaksiyon, karanlik bir ortamda
dort giin boyunca devam etti. Reaksiyon sonunda, DCC ve DMAP uzaklastirimasi
amaciyla dort giin boyunca distile suya karsi diyalize birakildi. Diyaliz sonrasi
liyofilize edilen folik asit konjuge fonksiyonel polimer, baglanamayan folik asidin
uzaklatirilmas1 amaciyla kloroformda c¢oziilerek niische erlenmeyer kullanilarak
stiziilerek saflastirildi ve vakum etiiviinde oda sicakliginda kurutuldu. PtBMA-b-
P(PEGMA-r-HEMA)-3 polimeri esterifikasyon reaksiyonu ile folik asit (FA) ile
islevsellestirildi. Folik asit konjuge fonksiyonel polimerler, 'H NMR, FT-IR ve DSC
yontemleriyle karakterize edildi [230].

HO™ - AT L {75~ HO™ bt ; [4-8<
cN =0 =0 § cN =0 o s

Sekil 4.35 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA) sentezi.

98



Folik asit (FA) konjugasyonu sonucu elde edilen PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)-
1 polimerinin *H NMR (Sekil 4.36) analizi ile karakterize edildi. PtBMA-b-
P(PEGMA-r-FAHEMA)-1 polimerinin *H NMR spektrumu, 6.5 ila 8.7 ppm
araliginda FA kisminin karakteristik sinyallerini gostermektedir. tBMA, HEMA ve
PEGMA segmentlerinin FA protonlarinin (1, 2, 3 ve 4) ve metil protonlarinin (2, 5 ve
11) 0.51-1.04 ppm'de entegrasyonunu karsilastirarak FA konjuge tinitelerin sayisinin
10 oldugu bulundu.

1 m+p+s
5 1f g2e 4 3 L |j

Sekil 4.36 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)-1 polimerinin DMSO igerisinde
cekilmis *H NMR spektrumu.

Konjuge folik asit miktarini artirmak icin ayni1 yontemle iki kat1 miktarda folik asit ile
tekrar reaksiyona Dbirakildi elde edilen PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)-2
polimerine ait *H NMR ile karakterize edildi (Sekil 4.37).

Elde edilen polimerlerin kimyasal yapilar1 'H NMR spektroskopisi ile karakterize
edilmistir. Sekil 4.37 incelendiginde, PtBMA-b-(PEGMA-r-FAHEMA)-2 polimerine
ait karakteristik protonlar gozlemlenmistir. Folik aside ait sirasiyla 8.37, 7.71, 7.05 ve
7.28 ppm'de bulunan 1, 2, 3 ve 4 protonlarinin integralleri ile PtBMA, HEMA ve
PEGMA'ya ait 1.04-0.58 ppm arasinda yer alan 2, 5 ve 11 protonlarinin integralleri
oranlanarak folik asit sayis1 hesaplanmistir. '"H NMR spektrumu {izerinden yapilan
hesaplamalar sonucunda, kopolimerlerdeki FA konjuge tinitelerin sayisinin 15 oldugu

belirlenmistir.
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Folik asit ile konjuge edilerek fonksiyonellestirilmis polimerler kullanilarak miseller
olusturulmustur. Ancak, 15 folik asit birimi iceren polimerle yapilan misel
olusumunda ¢okme gozlemlenmistir. Bunun nedeninin miselin hidrofilik kabuk
bolgesine konjuge edilen folik asit molekiiliinlin artan miktar1 oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle, eklenebilecek en uygun konjuge iinitelerin sayist 10
tinite olarak belirlenmistir. Misel olusumu i¢in PtBMA-b-(PEGMA-r-FAHEMA)-1

polimer kullanilmustir.
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Sekil 4.37 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)-2 polimerinin DMSO igerisinde
cekilmis *H NMR spektrumu.

Sekil 4.38°da verilen FT-IR spektrumunda, FA fonksiyonellestirilmesiyle yapilarina
eklenen gruplara ait bantlar gézlemlenmistir. FA’ya ait aromatik bilesiklerin (C-H)
biikiilmesi 1624 cm ’de goriilmiistiir. Elde edilen '"H NMR (Sekil 4.36) ve FT-IR (
Sekil 4.38) sonuglari, fonksiyonellestirilmis polimer sentezinin basarili bir sekilde

gerceklestirildigini gosterilmistir.

100



a) e v N

M T M T v 1 M 1 M ! M | M L]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Gegirgenlik (%)
%

3326 cm™!
624 cm

)
1

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.38 : a) PtBMA-1, b) PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3, ¢) PtBMA-b-
P(PEGMA-r-FAHEMA)-1 ve d) folik asidin FT-IR spektrumlari.

Elde edilen amfifilik kopolimerlerin 1si1l 6zelliklerinin belirlenmesi igin DSC
dl¢iimiileri karsilastirilmastir. Olgiim sonucunda, camsi gegis sicakligi (Tg), PtBMA-b-
P(PEGMA-r-FAHEMA)-1 i¢in -46°C ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 i¢in -
48°C olarak bulunmustur (Sekil 4.39).

Yan gruplardaki aromatik yapilar, polimerlerin cam ge¢is sicakligini artirmaktadir.
Aromatik gruplar, "sert gruplar" olarak adlandirilir ve polimerlerin hareketliligini
smurlar. Yan gruplardaki ikinci bir stibstitiient, Tg degerini daha da artirir. Bu ikinci
stibstitlientler, polimer zincirinin hareketliligini azaltarak Tg degerini yiikseltir. Bu
bilgiler gbéz Oniine alindiginda, folik asidin aromatik yan gruplarinin yapiya
eklenmesiyle hedeflenen polimerin Ty degerinin arttigi goriilmistiir. Sonug olarak,
folik asitle fonksiyonellestirilmis polimerin sentezinin bagarili bir sekilde

gerceklestirildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.39 : a) PtBMA-1 b) PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)-1, ¢) PtBMA-b-
P(PEGMA-r-HEMA)-3 polimerlerinin DSC diyagramlari.

4.2.4 PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA) ile

polimerik misellerin olusturulmasi ve karakterizasyonu

PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA) ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) polimeri ile
FA konjugasyonunun misel olusumuna ve misel stabilitesine etkisi ayr1 ayr1 misel
olusturarak incelenmistir. Polimerlerden (10 mg) ve DMF (2 mL) oda sicakliginda 2
saat karistirilmistir. Daha sonra distile su (8 mL), enjeksiyon pompasi kullanilarak 0.5
mL/dk hizinda ¢ozeltiye eklendi ve oda sicakliginda bir gece karigmaya birakildi.
Ertesi giin karisim bir diyaliz membranina (MWCO= 6000-8000 Da) aktarild1 ve
distile suya (2 L) kars1 bir giin biyunca diyaliz yapildi. DLS cihaz ile 6lgiimlerinin

yapilmasinin ardindan polimerik misellerin KMK belirlenmistir.

PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)-1
kopolimerlerinin KMK' degerleri sirasiyla 0.0232 mg/mL (Sekil 4.40) ve 0.0186
mg/mL (Sekil 4.41) olarak hesaplanmistir. Diisiik KMK degerleri sayesinde, her iki
kopolimerden olusan miseller, ¢ok diisiik kopolimer konsantrasyonlarinda bile kararl
kalabilmekte ve bu da miselim stabilitesini koruyarak ilacin dolagim siiresini
artirabilme potansiyelini gostermektedir. KMK’lart karsilastirildiginda FA ile

fonksiyonladirilmis polimerin olusturdugu misellerin KMK’s1 daha disiiktiir bu da
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misel olusumu i¢in daha az miktarda polimer gerektigi anlamina gelmektedir. Sonug
olarak FA ile fonsiyonlandirilmis polimer fonsiyonlandirilmadan 6nceki polimere

gore misel olusumu agisindan daha kararli oldugunu gdéstermektedir.

0.0232 mgml .
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Sekil 4.40 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA)-3 polimerinin KMK’sina ait
logaritmik grafik.

0.0186 mg/mL
1.2 4 [T T Jrpp— L - ‘.... g
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Log ¢ (mg/mL)

Sekil 4.41 : PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)-1 polimerinin KMK’sina ait
logaritmik grafik.
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4.2.5 PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA) ile

DZP yiiklii misellerin olusturulmasi ve karakterizasyonu

Ilag yiikli polimerik misellerin olusumu icin diyaliz yontemi ile miseller
hazirlanmistir. Bunun i¢in hidrofobik serbest ilacin elde edilmesi amaciyla
Donepezil*HCI (2 mg) DMF (2 mL) igerisinde, 2 mol oraninda trietilamin (TEA)
ilavesiyle bir gece karisima birakilmigtir. PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA) ve
PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) (10 mg) oda sicakliginda eklenerek 2 saat
karistirmaya devam edilmistir. Iki saatin sonunda ¢dzeltiye enjeksiyon pompast ile
0.5 mL/dk hizinda distile su (8 mL) eklenmis ve karigim oda sicakliginda bir gece
karigtirima birakilmistir. Siire sonunda misel ¢ozeltisi , bir diyaliz membranina
(MWCO= 6000-8000 Da) aktarilarak ve distile suya kars1 24 saat boyunca diyaliz
edildi. Olusan donepezil yiiklii polimer miseller, DLS cihazi ile o6lgiimlerinin

yapilmasinin ardindan polimerik miseller liyofilize edilerek kurutuldu.

Tablo4.8: PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-
FAHEMA) polimerleri ile olusturulan misellerin DLS ve TEM verileri.

Misel Polimer Partikiil Partikiil PDI? Zeta
boyutu?® boyutu® potansiyeli®
(nm) (nm) (mV)
PtBMA-b-
M1 P(PEGMA-r- 27 23 0.226 -20.6+1.2
HEMA)-3
PtBMA-b-
M1/DZP P(PEGMA-r- 30 26 0.212 -11.7+0.8
HEMA)-3
PtBMA-b-
M2 P(PEGMA-r- 31 33 0.407 -27.0+2.8
FAHEMA)-1
PtBMA-b-
M2/DZP P(PEGMA-r- 34 36 0.715 -13.8+0.9
FAHEMA)-1

aDinamik 151k sagilmasi (DLS) dlgiimleriyle belirlendi.
®Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) gériintiilerinden belirlendi.

104



Sekil 4.42 : A) M1 (6lgek gubugu = 100 nm), B) M1/DZP (6lgek ¢ubugu = 100
nm) ve C) M1/DZP’nin (6lgek ¢ubugu = 50 nm) gegirimli elektron mikroskobu
(TEM) goriintiileri.

105



Sekil 4.43 : A) M2 (6lgek cubugu = 100 nm), B) M2/DZP (6lgek gubugu = 100
nm) ve C) M2/DZP’nin (6lgek ¢ubugu = 50 nm) gegirimli elektron mikroskobu
(TEM) goriintiileri.

Numunelerin hig¢birinde zeta potansiyeli +30 mV’dan yiiksek veya -30 mV’dan diisiik
olmamustir; bu durum, misellere kolloidal stabilite saglamak icin yeterli elektrostatik
itme kuvveti oldugunu gostermektedir. FA ile fonksiyonlandirilmig misellerin zeta
potansiyelinin nispeten daha negatif oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, misel ylizeyine
eklenen FA gruplarinin daha diisiik pH degerlerinde negatif yiiklerini korudugu igin,
FA’nin misel yiizeyindeki ayirt edilebilir yiizey elektriksel 6zelliklerini tanimlamak
miimkiindiir [231].
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4.2.6 (PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA)) ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) ile
amfifilik kopolimerleri ile olusturulan misellerin in vitro ila¢ Saliminin

belirlenmesi

[lacin kalibrasyon egrileri ; in vitro ilag salim ¢alismasi i¢in PBS (%2 Tween 80 v/v)
cozeltisinde (Sekil 4.12) %IYK ve %IYE’nin hesaplanmasi igin DMSO ¢ozeltilerinde
(Sekil 4.9) olusturuldu. Misel formiilasyonu, 2 mg DZP ve 10 mg polimer
kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan DZP yiiklii misel ¢ozeltisinden (1 mL) bir
diyaliz torbasina aktarilmis ve sabit sicaklikta (37 °C) ¢alkalamali bir inkiibatorde,
Tween® 80 (%2 v/v) igeren 20 mL PBS (pH 7,4) cozeltisi i¢inde diyaliz yontemi
kullanilarak UV/Vis mikroplaka okuyucu ile UV absorbans degeri 312 nm’de yapilan
absorbans Ol¢iimleri ile belirlendi. DZP yiiklii polimerik miseller (M1/DZP ve
M2/DZP), distile suya karsi diyaliz yontemi kullanilarak kendiliginden olusmasi
saglanmasinin ardindan %IYK ve %IYE belirlendi. Ayrica, enkapsiile edilen DZP

miktar1 belirlenmesiyle kiimiilatif olarak % ila¢ salim ylizdesi hesaplanmistir.

Tablo4.9: Misellere yiiklenen ilag miktarina gore teorik ilag yiikleme kapasitesi
(TIYK), ilag yiikleme kapasitesi (IYK) ve ilag yiikleme etkinliginin (IYE)

Misel TiYK iYK iYE
(%0) (%) (%0)
M1/DZP 17 5 23
M2/DZP 17 5 49

IYK her iki kopolimer i¢in de %5 olarak bulunurken, IYE degerleri M1/DZP i¢in %23,
M2/DZP igin ise %49 olarak elde edildi. Ilag yiikleme etkinlig DZP ile hidrofobik
PtBMA ¢ekirdegi arasindaki uyuma bagli olarak, ayn1 zamanda salim hizin1 da

etkileyen parametrelerdendir.

DZP salimi baslangicta hizli olmus, ancak yaklasik 10 saat sonra salim hiz1 azalma
gostermistir. Sekil 4.44'de goriildiigl lizere, 96 saat sonunda DZP salimi1 M1/DZP
misellerinden (%93), M2/DZP misellerine kiyasla (%58) énemli 6l¢iide daha yiiksek

olmustur.
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Sekil 4.44 : A) M1/DZP ve B) M2/DZP misellerinin 37°C’de Tween 80 (%2 v/v)
iceren PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi igerisinde in vitro salim grafikleri.

4.2.7 Polimerik misellerin stabilitelerinin belirlenmesi

Stabilite ¢alismalar1 i¢in, polimerik miseller 4°C’de ve karanlik bir ortamda alt1 ay
boyunca saklanmistir. Stabilite, nanopartikiillerin baslangi¢ ve onuncu ayin sonunda
Olgiilen parcacik boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleriyle
degerlendirilmistir. Bu parametrelerin korundugu maksimum stabilite siiresi alt1 ay

olarak belirlenmistir.

Tablo 4.10 : Bos ve llag yiiklii polimerik misellerin DLS verileri.

Giin Misel Partikiil boyutu?® PDI?2 Zeta potansiyeli?
(nm) (mV)
0 M1 27 0.345 -17.5
180 M1 26.97 0.226 -20.6+1.17
0 M2 29 0,417 -18.2
180 M2 31.4 0.407 -25.9+5.94
0 M2/DzZP 30 0.291 -10.2
180 M2/DZP 33.64 0.715 -13.8+0.948

aDLS ile olglilmiistiir.

4.2.8 Hiicre canlihig1 ve hiicresel alimi

Bos ve DZP yiiklii misellerin hiicreler iizerindeki sitotoksisitesine bagli olarak
hiicresel canlilik, alamarBlue® reaktifi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amagla,
konfluansa ulasmis hCMEC/D3 ve PS70 hiicrelerine ayr1i ayr1 olarak, artan
konsantrasyonlarda DZP, M1, M1/DZP, M2 ve M2/DZP o6rnekleri uygulanmustir.
(Sekil 4.45 ve Sekil 4.46). DZP’nin artan konsantrasyonuna bagli 72 saat inkiibasyon
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sonrast hCMEC/D3 ve PS70 hiicrelerinin hiicre canliligin1 gostermektedir. Hiicreler,
misellere yliklenen DZP konsantrasyonlari dahil olmak {izere yiiksek canlilik
gostermistir. Buna ek olarak, DZP konsantrasyonuna bagli olarak hem hCMEC/D3
hem de PS70 hiicrelerinde canlilikta belirgin bir azalma gozlemlenmistir. Tim
miseller, en yiiksek konsantrasyonda (1 mg/mL) bile hiicte canlilig1 agisindan giivenli
bulunmustur (Sekil 4.45 ve Sekil 4.46). Bu nedenle, en yiiksek konsantrasyon giivenli
doz olarak secilerek hiicresel alim i¢in uygulanmistir. M2/DZP’nin hiicresel alimu,
insan beyin endotelyal hiicre hatti (hCMEC/D3) {izerinde test edilmistir (Sekil 4.47).
Misellere konjuge bulunan folik asit ayni1 zamanda isaretleyici olarak kullanilarak
hiicresel misel alimmin belirlenmesinde kullanilmustir. Iki saatlik inkiibasyon sonrasi
UV absorbansi 6l¢iilen 6rnekler, UV/Vis mikroplaka okuyucu cihazi ile 360 nm dalga
boyunda (folik asit analizi i¢in) analiz edilmistir [221]. Insan beyin endotel
hiicrelerinde, 2 saatlik inkiibasyon sonrasi %20, 6 saatlik inkiibasyonda ise %22 gibi
benzer hiicresel alim gdzlemlenmistir. Daha sonra, 8. saatte bir artig goriilerek hiicresel

alim %26’ya ulasmustir (Sekil 4.47).

A) 150 B) 150

100 100

50 50

Hiicre canlihidn (% Kontrol)
Hiicre canlihig (% Kontrol)

T T T T 1
C 25 5 10 20 40 80 TX C 25 5 10 20 40 80 TX

Konsantrasyon (pg/mL) Konsantrasyon (pg/mL)

=3 Donepezil E=3 Donepezil

Sekil 4.45 : A) hCMEC/D3 hiicreleri ve B) PS70 hiicrelerinin farkl
konsantrasyonlardaki DZP varliginda hiicre canliligi (C: Kiiltiir ortamu ile
muamele edilmis kontrol grubu; TX: Maksimum hiicresel toksisiteyi gdsteren
Triton X-100 ile muamele edilmis hiicreler).
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Sekil 4.46 : A) hCMEC/D3 hiicreleri ve B) PS70 hiicrelerinin bos ve DZP yiiklii
misellerin farkli konsantrasyonlari varligindaki hiicre canlilig: grafikleri (Veriler, n
= 6-8 i¢in ortalama = SEM olarak sunulmaktadir. C: Kiiltiir ortam1 ile muamele
edilen kontrol grubu. TX: Triton X-100 ile muamele edilmis hiicreler, maksimum
hiicresel toksisiteyi temsil etmektedir. Istatistiksel analiz: Tek yonlii ANOVA testi,
ardindan t testi uygulanmistir. Kontrol grubuna kiyasla p < 0.05 anlamli kabul

edilmistir).
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Sekil 4.47 : Kiiltiire edilmis insan beyin endotelyal hiicrelerinde (hCMEC/D3), 2
saat, 6 saat ve 8 saatlik inkiibasyon sonrast M2/DZP"nin hiicresel alim1. Kontrol
olarak, misellere konjiige edilen miktarla ayn1 miktarda folik asit kullanilmistir.
Sunulan degerler, kontrol yilizdesi olarak ifade edilen ortalama + SEM (standart

hata) seklindedir (n = 4-6).
Istatistiksel olarak anlaml fark (p < 0.05, tek yonlii ANOVA).

Insan beyin endotel hiicrelerinde, hiicresel misel aliminin ardindan tasidig1 ilag miktar

da belirlenmistir. Ek olarak, ilacin in vitro hiicresel alim ¢aligsmasi, in vitro kan-beyin
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bariyeri (KBB) modelinde kullanilan inkiibasyon siiresine karsilik gelen 2 saatlik bir
inkiibasyon siiresiyle yliriitilmiistiir. Bu 2 saatlik inkiibasyonun sonunda, kiimiilatif
ilag alim1 veya hiicrelere salimi belirlendi. Misellerin hiicresel alimi, DZP (%18),
M2/DZP (%15) ve M1/DZP (%12) i¢in 312 nm'de kaydedilen absorbans degerlerinin
bir UV/Vis mikro plaka okuyucusu kullanilarak elde edilmesiyle 6l¢iilmiistiir (Sekil
4.48).
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Sekil 4.48 : Kiiltiirlenmis insan beyin endotel hiicrelerinde (hCMEC/D3) 2 saatlik
inkiibasyondan sonra DZP, DZPyiiklii FA-fonksiyonellestirilmis polimer
(M2/DZP) ve DZP yiiklii fonksiyonsuz polimer misel (M 1/DZP) misel
hiicrelerinin hiicresel alimi. DZP kontrol olarak kullanildi. Sunulan degerler
ortalama + SEM'dir; ortalamanin standart hatasidir ve kontroliin yiizdesi olarak
verilmistir. n = 4-6. *Istatistiksel olarak anlamli fark (p <0.05, tek yonlii ANOVA)

4.2.9 PtBMA-b-P(PEGMA-r-HEMA) ve PtBMA-b-P(PEGMA-r-FAHEMA) ile
olusturulan misellerin KBB kiiltiir modeli iizerinden gecirgenliginin belirlenmesi

ve karakterizasyonu

M2 ve M2/DZPnin hCMEC/D3 iizerindeki etkisi, empedans Olgiimi ile
desteklenmigstir (Sekil 4.49). KBB kiiltiir modelinin biitiinliigli ilk katmaninda yer
alacak olan hCMEC/D3 hiicrelerine 6rneklerin uygulamasi yapilarak, cellZscope®
cthaz1 kullanilarak empedans spektroskopisi ile transendotelyal elektriksel direng
(TEER) olgiilerek dogrulanmistir. TEER degerleri uygun seviyelere ulasmasi (20-30
Q-cm?) in vitro KBB modelinin geg¢is ¢alismasi i¢in uygun sikilikta oldugunu isaret

etmektedir. Hiicreler DZP (misellerde kullanilan konsantrasyon, 0.05 mg/mL), M2 ve
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M2/DZP miselleri ile muamele edilmistir. Polimerik miseller, test edilen en yiiksek
konsantrasyonlarda bile TEER gelisimini etkilemeyerek in vitro kan beyin bariyerii
olusturacak hiicre hattinin biitiinliglinii bozmamaktadir (Sekil 4.49). Genel olarak,
DZP, M2 veya M2/DZP, hiicre canliligimi ve endotelyal tabakanin biitlinligiint
bozmadig1 i¢in potansiyel sitotoksik etkiler géz ardi edilmistir. Bu durum, misellerin
test edilen DZP konsantrasyonunda biyouyumlu oldugunu gostermektedir.
Nanopartikiillerin in vitro KBB ortak kiiltiir modelinde gegirgenliginin incelenmesi
nanoboyutlara sahip molekiillerin goriiniir gegirgenlik degeri (Papp) ile belirlenmistir.
Misellerin KBB iizerinden tasinimini degerlendirmek igin Papp degerlerini in vitro
ortak kiiltir KBB modeli kullanarak incelendi. Endotel hiicreler arasinda olusan siki
baglantilar, kan ve beyin arasinda hidrofilik ilaglarin pasif difiizyonunu engellemede
kritik bir rol oynadig: bilinmektedir. Bu baglantilarin biitiinliigii, hiicreler arasindaki
en dusiik elektriksel dirence sahip bolgelerde 6lciilen TEER ile degerlendirilebilir. Bu
nedenle, sik1 baglanti gecirgenligindeki degisiklikler, in vitro KBB modelindeki Papp

degerlerindeki degisimlerden ¢ikarilabilir.
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Sekil 4.49 : Endote hiicrelerin Transendotelyal Elektriksel Direncinin Olgiimii
hCMEC/D3 hiicreleri, cellZscope® cihazinda hiicre kiiltiirii insertlerinde
yetistirilmistir. Hiicreler konfluansa ulastiginda, DZP yiiklii ve bos misellerden esit
miktarlar (yaklasik 3.3 mg misel/cm?) liiminal tarafa eklenmis ve TEER o6l¢iimleri
gerceklestirilmistir.
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Gegis deneyleri, TEER degeri uygun bir esige ulastiginda (20-30 Q-cm?) baslatilmis
ve bariyer sikilig1 saglanmistir. Gegirgenlik ¢aligmalar i¢in iki farkl hiicreden olusan
ortak kiiltir KBB modeli kullanilmistir [232]. hCMEC/D3 hiicreleri, tip IV kollajen
ve fibronektin karisimi (%4:1) ile kaplanmis 0.4 pm goézenek boyutuna sahip
Transwell Insertler icerisindeki hCMEC/D3 hiicreleri iist/dondér bolmede kalacak
sekilde kiiltiire edilmistir. Tiin hiicre kiiltiirleri uygun yogunluk seviyesine ulagtiktan
sonra iist/dondr bdlmede hCMEC/D3 hiicreleri ve alt/alict bolmede PS70 hiicreleri
(stabil sekilde insan APP eksprese eden CHO hiicre hatt1) ile ko-kiiltiire edildi.
Ardindan hCMEC/D3 hiicrelerine ilag yiiklii miseller ile esdeger miktarda DZP, FA
konjuge polimerik miseller ve DZP yiiklii FA konjuge polimerik miseller uygulandi.
[214]. iki saat inkiibasyon siiresi sonunda, alt/alict bolmelerden (0.8 mL) drnekler
toplanmis (en az ii¢ tekrarli) ve UV/Vis mikroplaka okuyucu ile 360 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir [221]. KBB modelinin islevini test etmek
icin, gecirgenlik gostergesi olarak misel gegislerini incelemek amaciyla kullanilan
polimerik misele konjuge halde bulunan folik asit ile 360 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri elde edilerek endotel tek tabakalar boyunca gegisi goriiniir
gecirgenlik katsayilart (Papp) hesaplanarak belirlenmistir. Alt alict bdlmelerdeki
hiicreler tarafindan folik asit fonksiyonlandirilmis misellerin hiicresel alimi ve
tasidiklar1 ilacin KBB boyunca gegisi, Papp degerleri karsilastirilararak gosterilmistir
(Sekil 4.50). Gegirgenlik ¢aligmalari, hem tagsinan DZP hem de misel yiiklii donepezil
(M2/DZP) 1¢in ortak kiiltir KBB modeli iizerinden ilag miktar1 kiyasmna gore
degerlendirilmistir. Sonuglar, FA tasiyan misel yapilarin KBB penetrasyonu i¢in daha
yiiksek bir egilim sergiledigini diistiiniilerek M1/DZP (Papp = 7.7679 x 10°° cm/s),
M2/DZP’ye (Papp = 18.4462 x 10° cm/s) kiyasla daha diisiik bir penetrasyon
gostermistir. Bu da M2/DZP'nin gegirgenligi 2.99 kat artirdigin1 gostermektedir.
M2/DZP'deki donepezilin (%]11) hiicresel alimi ortak kiiltiir modelinin alt /alic1
tarafindaki PS70 hiicrelerine tasinan ila¢ miktar1 belirlenmis ve ilag tasinimi

dogrulanmistir.

Ayrica, gecirgenlik caligmalarini dogrulamak amaciyla ve millerin hareketini takip
etmek i¢in in vitro KBB modeli tizerinden FA konjiige edilmis misellerin gegisi de
Olclilmiistiir. Papp degerleri, isaretleyici molekiil olarak FA kullanilarak elde edilmistir.
Serbest folik asit (Papp = 20.3215 x 107 cm/s), M2/DZP (Papp = 16.6074 x 10~° cm/s)
ve M2 (Papp = 24.0937 x 107° cm/s) ile karsilastirildiginda daha diisiik penetrasyon
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gostermistir. M2, serbest FA’ya kiyasla gegirgenligi 1.22 kat artirmistir. Gegirgenlik
calismalarini takiben, alt/ alici bolmelerdeki PS70 hiicreleri, hiicresel alim i¢in analiz
edilmistir. Iki saatlik inkiibasyon sonras1 hiicreler toplanmis ve hiicre yiizeyine baglh
polimer miselleri ¢gikarmak icin {i¢ kez buz soguklugundaki PBS (pH 2) ile yikanmustir.
Son olarak, %1 Triton X-100 igeren PBS’de 60°C'de bir ¢alkalayicida (80 rpm) 1 saat
boyunca hiicreler lizise ugratilmigtir. Hiicresel misel alim misele konjuge FA’nin
Olctimiinden faydanilarak, UV/Vis mikroplaka okuyucu ile 360 nm'de ol¢iilmiis ve
serbest folik asit (%8), M2 (%10) ve M2/DZP (%6) icin belirlenmistir. FA
fonksiyonlandirilmis miseller, hCMEC/D3 monokiiltiirden gegerek in vitro ortak
kiiltir KBB modelinin alt/alic1 tabakasindaki PS70 hiicrelerine basariyla ulastig
saglanmigtir. Bu sonuglar, FA fonksiyonlandirmasinin, kontrollii salimla ilag
taginmasini, ¢Oziniirlik problemleri ve smirli KBB gegirgenligi olan FA’ nin

taginimini artirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.50 : Polimerik misellerin in vitro KBB ortak kiiltiir modeli iizerindeki
gecirgenligi (2 saat). A) PS70 hiicreleri, abliiminal bolmede, liiminal bolmede
bulunan konfluansa ulasmis hCMEC/D3 hiicreleri ile birlikte ortak kiiltiir olarak
yetistirilmistir. B) Insan beyin endotelyal hiicreleri (hCMEC/D3) iizerine,
inkiibasyonun 2. saatinde uygulanan DZP (misellere yiliklenen miktarla ayn1), M2
ve M2/DZP (1 mg/mL konsantrasyon) gegirgenligi. C) Insan beyin endotelyal
hiicrelerine (hCMEC/D3) uygulanan, folik asit (FA, misellere yiiklenen miktarla
ayni, 0.07 mg/mL konsantrasyon), M2 ve M2/DZP (1 mg/mL konsantrasyon)
gecirgenligi (Sunulan degerler, ortalama + SEM olarak verilmistir n = 4-6).

In vitro KBB ikili kiiltiir modeli’nin modelinin alt/alic1 tabakasindaki PS70 hiicrelerine
basartyla ulastiginin belirlenmesinin ardindan FA konjuge ve donepezil tasiyan bu
multifonksiyonel sistemlerin hiicreler tizerindeki etkisinin incelenmesi amaglanmustir.
Yapilan bir ¢alismada, donepezil HCI tedavisinin, asetilkolinesteraz (AChE), B-
sekretaz enzimi 1 (BACE1) ve amiloid prekiirsor proteini (APP) mRNA ekspresyon
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seviyelerini anlamli derecede azalttig1 gézlemlenmistir. Bu nedenle, bu ilacin KBB
ko-kiiltiir modelinin alt bélmesindeki hiicreler lizerindeki etkisi Western blot analizi
kullanilarak incelenmistir. Western blot analizinden 6nce, alt b6lmede bulunan ve APP
eksprese eden PS70 hiicrelerinin 2 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicresel ilag alim

miktarlart belirlenmistir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51 : PS70 hiicrelerinde DZP yiiklii misellerin transmisyon ¢alismast
sonucunda hiicresel alimina dair elde edilen sonuglar.

Sonuglara gore, in vitro KBB ko-kiiltiir modelinde polimerik misellerle yapilan
gecirgenlik testi sonrasi yapilan hiicresel alim c¢aligsmasinda, kontrol grubuna DZP
(%21) kiyasla M2/DZP (%18) ila¢ yiikli miselleri M1/DZP ilag yiiklii misellerinden
daha fazla ilag gecisi saglamistir (Sekil 4. 51).

APP’nin Western blot analizleri, daha 6nceki ¢alismalardaki protokollere [223] gore
gerceklestirilmistir (Sekil 4.52). Gegis ¢aligmasi sonucunda alt/alict bolmeye taginan
ilag miktar1 hiicre proteinlerinin izolasyonu sonucu gerceklestirilen Western blot
calismasinda, anlamli bir etkinligini gosteremedigi tespit edilmistir. Western blot
sonuglarinda protein bandlar1 incelendiginde ila¢ tagiyan ve bos misel uygulamalari
arasinda belirgin bir gézlem yapilammaistir. Bu sonucun, PS70 hiicrelerinin 2 saatlik
inkiibasyon sonunda tasidigi ilag miktarinin yaklasik %20 ‘sinin bile altinda bir
miktarinin hiicresel alimi saglamasinin yeterli doz seviyesine ulagamamasindan

kaynaklandig: diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.52 : Immiinoblot verileri. K (uygulama yapilamayan hiicre), S (standart,
APP), YT (yabanil tip, APP-), DZP, M2/DZP, M2.
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5. SONUC

Norodejeneratif hastaliklar insan popiilasyonunu etkileyen 6nemli bozukluklardir.
Norodejeneratif hastaliklar, kisinin bilissel davranislarini ve hafizasini etkileyerek kisa
ve uzun vadeli bozukluklara neden olur. AH, MSS’nin ¢esitli kisimlarinda néron ve
sinaps kayiplarina neden olmasiyla hafiza, diisiince ve davranig problemlerinin
goriildiigii bir norodejeneratif hastaliktir. Glinlimiizde diinya c¢apinda yaklagik 50
milyon Alzheimer hastas: oldugu bilinmekte ve bu saymin her 5 yilda bir iki katina
cikmasi Ongoriilmektedir. AH, ¢esitli risk faktorleriyle iliskili ¢ok faktorli bir
hastaliktir. AH’nin patolojisinde 6zellikle baz1 proteinlerin birikimi, enflamasyon
degisiklikleri, sinaptik temas kayb1 ve noronal hiicre 6liimii yer almaktadir. AH, ¢cok
sayida insan1 etkilemesi ve hastaligi iyilestirebilecek veya ilerlemesini
yavaslatabilecek spesifik bir tedavinin olmamasi nedeniyle sosyal ve ekonomik agidan
biiyiilk 6nem tasimaktadir. Tedavi yetersizligi KBB varligina baglh olarak ilaglarin
olumsuz farmakokinetik ve farmakodinamigi nedeniyle ortaya g¢ikar. Bu nedenle
uygun ila¢ tasiyict sistemlerin kullanilmasiyla terapdtik molekiiliin etkinliginin,
biyoyararlanimiin ve KBB boyunca taginmasinin incelenmesi ve iyilestirmesi ile
kontrollii ilag salimi sergileyerek toksik etkilerinin azaltilmasini saglamak igin
stratejiler gelistirmeye ihtiyag vardir. AH tedavisi icin ilag tasiyici platformlar
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu tez ¢alismasinda AH tedavisinde en ¢ok tercih edilen
ve en olumlu tedavi yanitin1 saglayan DZP ila¢ molekiiliiniin yliklenmesi i¢in 6zgiin
polimerik misel yapilari gelistirilerek elde edilen ilag yiiklii tasiyict sistemlerin
karakterizasyonun saglanmasinin ardindan elde edilen sistemlerin stabilite ¢aligmalari,
ilag enkapsiilasyonu ve in vitro ilag salim ¢alismalarini ve gelistirilen ilag tasiyici
sistemlerin hiicre kiiltiiri ile hiicre canliligi, sitotoksisite ve hiicresel alim testlerinin
gerceklestirilmesi ardindan biyouyululugu kanitlanmis nanotastyicilarin in vitro KBB

ko-kiiltiir modeli olusturarak in vitro KBB gecisi degerlendirilmistir.
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Iki farkli ilag tastyict sistemden ilkinin elde edilmesi icin sentezlenen amfifilik blok
kopolimerler, hidrofobik blok olarak PtBMA ve hidrofilik blok olarak PEG’den
olusacak sekilde RAFT polimerizasyonu ile basariyla sentezlenmistir. Polimerler, sulu
ortamda kendi kendine bir araya gelerek polimerik miselleri olusturmustur. Hem bos
hem de DZP yiiklii misellerin morfolojilerinin kiiresel oldugu ve ortalama boyutlarinin
sirastyla 37.2 nm ve 47.6 nm oldugu tespit edilmistir. Polimerik miseller, pH 7.4’te
DZP i¢in yavas ve kontrollii bir salim profili sergilemistir. Ayrica, in vitro sitotoksisite
testleri ile DZP vyiiklii misellerin DZP ile benzer bir aktivite gosterebilecegi
belirlenmistir. Hiicre i¢i alim deneylerinde DZP yiiklii misellerle inkiibe edilen
hiicrelere ilacin etkili bir sekilde iletildigi gozlemlenmistir. DZP yiiklii misellerin
hCMEC/D3 hiicrelerinin yasama orani lizerindeki etkisi, empedans oOlglimleriyle
izlenmis ve misellerin, en yliksek konsantrasyonda bile DZP kadar biyouyumlu oldugu
bulunmustur. DZP yiiklii misellerin gecirgenligi, DZP ile benzer bulunmustur.
Sonuglar, bu polimerik misellerin nanoboyutlara sahip olmalari nedeniyle pasif
hedefleme yoluyla KBB’yi asmasi igin etkili potansiyel platformlar oldugunu

gostermistir.

Diger ilag tasiyict sistem Oncekine gore daha gelismis multifonsiyonel 6zellikler
tagimaktadir. Bu ilag tasiyicu sistem ile DZP’nin ve FA’nin KBB gegisini artirmak igin
FA konjuge edilmis amfifilik kopolimerlerin basarili bir sekilde sentezi ve
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Kendi kendine bir araya gelen miseller, FA ile
fonksiyonlandirilmis misellerle kiyaslanmis ve artan partikiil boyutu, negatif zeta
potansiyeli, gelistirilmis ilag yiikleme verimliligi ve iyilestirilmis ilag salim profili gibi
avantajh ozellikler sergilemistir. Gegirgenlik ve hiicresel alim ¢aligmalar1 sonucunda
folik asit konjugasyonunun, DZP’nin KBB’den ge¢isini onemli olglide artirdigini
gostermistir. Bu etki, DZP ve fonksiyonlandirilmamis misellere kiyasla belirgin bir
gecirgenlik artig1 ile desteklenmistir. Bu bulgular, FA ile fonksiyonlandirilmig
misellerin, AH gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde etkili bir ilag tagima
sistemi olarak potansiyelini vurgulamaktadir. FA, KBB’yi ge¢cmekte zorluk ¢eken bir
molekiil olarak disiik folik asit seviyelerinin de AH riskini belirgin bigimde arttirdig1
bilinmektedir. Polimer zincirinin yiizeyine konumlandirilan FA’nin hem misellerin
sterik stabilitesini artirmasi hem de AH i¢in gerekli folik asit takviyesini saglamasi

hedeflenmistir. Kapsiilleme etkinligi ve ilag salim profilleri incelendiginde, FA ile
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fonksiyonlandirilmis polimerle elde edilen ilag tasiyan ¢ok islevli bu misellerin daha

stabil, giivenli ve kontrollii bir sistem oldugu ortaya konmustur.

Bu tez kapsaminda gelistirilen polimerik misel tabanli ila¢ tasiyici sistemlerin AH
tedavisi i¢in umut verici nanotasiyici sistemler olarak potansiyelinin desteklenmesi
icin bu bulgularin in vivo dogrulanmasi ve klinik kullanim igin iiretimin 6lgeklenmesi
konusundaki zorluklarin ele alinmasi gereklidir. hCMEC/D3 modeli, insan KBB’sinin
sik1 baglantilar ve anahtar tasiyici proteinlerin ifadesi gibi dnemli 6zelliklerini taklit
eden ve yaygin olarak kullanilan bir model olmakla birlikte bazi smirlamalari
bulunmaktadir. Bu model yalnizca beyin endotel hiicrelerinden olugsmaktadir ve in vivo
KBB’de bulunan astrositler ve perisitler gibi bariyer fonksiyonunun ve ilag taginiminin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan ek hiicresel bilesenleri icermemektedir. Ayrica,
in vitro modelin statik yapisi, kan akis1 ve akiskan kuvvetler gibi dinamik kosullart
hesaba katmamaktadir. Bu simirlamalar, gecirgenlik verilerinin dogrulugunu ve
sonuglarin in vivo kosullara ne kadar iyi uyarlanabilecegini etkileyebilmektedir. Bu
sinirlamalara ragmen, in vitro KBB modeli, nanotasiyici gecirgenliginin o6n
degerlendirilmesi i¢in yararli bir ara¢ olmaya devam etmektedir. Daha karmasik ko-
kiiltiir modelleri veya in vivo testler kullanilarak yapilacak gelecekteki ¢alismalar, bu
gegcirgenlik bulgularini dogrulamak ve bu sistemin MSS ilag¢ tasinimi igin potansiyelini
daha ayrintili olarak degerlendirmek agisindan 6nemli olacaktir. AH’nin hayvan
modellerinde yapilacak in vivo testler, bu tasima sisteminin daha karmagik biyolojik
ortamda terapotik etkinligini ve giivenligini degerlendirmek i¢in kritik Onem
tasimaktadir. Bu c¢alismalar, misellerin biyodagilimi, farmakokinetigi ve bilissel
fonksiyonlar iyilestirme kabiliyeti ile sistemik yan etkileri en aza indirme potansiyeli
hakkinda 6nemli bilgiler saglayacaktir. Ayrica, toksikolojik ¢aligmalar, bu sistemin
uzun vadeli potansiyel etkilerini degerlendirmeye yardimci olacak ve
biyouyumlulugunu daha da destekleyecektir. Gelistirmeye devam edildigi takdirde, bu
sistem, terapdtiklerin KBB’yi asmasini saglamada ve Alzheimer hastaligr ile diger

ndrolojik bozukluklarin tedavisini iyilestirmede dnemli bir ilerleme saglayabilir.
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