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OZET

Alzheimer Hastalig1 In Vitro Modelinde EPPS ve NAC-Nanopartikiilii
Kombine Etkisinin Arastirilmasi
Keske, Ezgi
Doktora, Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr., Nagehan Ersoy Tunali
Aralik 2025
Alzheimer hastalig1 (AH), ilerleyici bilissel kay1iplara neden olan ve kesin tedavisi
bulunmayan norodejeneratif bir hastaliktir. Bu calismada, AH patofizyolojisinde
rol oynayan amiloid beta oligomerleri ile (AB420) toksisitesiyle olusturulmus in
vitro modelde, 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinpropan siilfonik asit (EPPS) ve N-
asetilsistein (NAC) ytiiklii polimer nanopartikiillerin (NAC-NP) monoterapotik
ve co-terapotik etkileri degerlendirilmistir. Hiicre canliligi, mitokondriyal
membran potansiyeli, oksidatif stres ve sitokin seviyeleri gibi parametreler
tizerinden terapotik etkinlik belirlenmistir. JC-10 analizi ile mitokondriyal
disfonksiyon, ELISA ile IL-1p diizeyi incelenmistir. Ayrica, SOD aktivite ve
antioksidan Olctimleriyle oksidan savunma mekanizmas: degerlendirilmistir.
SynergyFinder analizinde Bliss modeline gore antogonist olmayan, nétre yakin
edilmistir. Yapilan analizlerden elde edilen bulgular, EPPS ve NAC
kombinasyonunun sinerjik bir etki gosterdigini ve AP42o kaynakli toksisiteyi
azalttigini gostermistir. B6 ve QSH peptidleri ile fonksiyonellendirilen NAC-
NP’'nin kan-beyin bariyerini gectigi ve amiloidleri hedefledigi in vivo kosullarda
gozlenmistir. NAC-NP'nin antiinflamatuar ve antioksidan etkileri
gozlemlenirken, nanopartikiiliin sagladigr kontrollit salim ve EPPSnin
antiamiloid etkisi ile kombine uygulama mitokondriyal biitiinliikte iyilesme
saglamistir. Bu sonuclar, kombine tedavinin AH’ye yonelik potansiyel bir
yaklasim olabilecegini ve gelecekte yapilacak in vivo calismalarla desteklenmesi

gerektigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, EPPS, N-asetilsistein, nanopartikiil,

sinerjik etki



ABSTRACT

Investigation of the Combined Effect of EPPS and NAC Nanoparticles in an
In Vitro Model of Alzheimer’s Disease
Keske, Ezgi
Ph. D., Department of Nanoscience and Nanoengineering
Supervisor: Assoc. Prof, Nagehan Ersoy Tunali
December 2025
Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder that causes
progressive cognitive decline and currently has no definitive treatment. In this
study, the mono-therapeutic and co-therapeutic effects of 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinepropanesulfonic acid (EPPS) and N-acetylcysteine (NAC)-loaded
polymeric nanoparticles (NAC-NP) were evaluated in an in vitro model
established by the toxicity of amyloid beta oligomers (A[3420), which play a role
in AD pathophysiology. Therapeutic efficacy was determined based on
parameters such as cell viability, mitochondrial membrane potential, oxidative
stress, and cytokine levels. Mitochondrial dysfunction was assessed using JC-10
analysis, and IL-1P levels were measured by ELISA. In addition, antioxidant
defense mechanisms were evaluated through SOD activity and antioxidant
measurements. SynergyFinder analysis using the Bliss model indicated a non-
antagonistic, near-neutral interaction. The results obtained from these analyses
showed that the combination of EPPS and NAC exhibited a synergistic effect and
reduced Af42o-induced toxicity. Under in vivo conditions, it was observed that
NAC-NP functionalized with B6 and QSH peptides crossed the blood-brain
barrier and targeted amyloid structures. While the anti-inflammatory and
antioxidant effects of NAC-NP were observed, the combined application of the
nanoparticle's controlled release and the anti-amyloid effect of EPPS's resulted in
improved mitochondrial integrity. These findings suggest that combination
therapy may be a potential approach for AD and should be supported in future

in vivo studies.

Keywords: Alzheimer’s disease, EPPS, N-acetylcysteine, nanoparticle,
synergistic effect
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1.Giris

Alzheimer hastaligi (AH) demansin en yaygin goriilen tipi, énemli bir halk sagligi
problemidir. Merkezi sinir sistemini etkileyen bir nérodejeneratif hastaliktir. Hastaligin
patolojisinin ilerlemesi noéral hasara ve noron oOliimlerine ve nihayetinde hastalarin
oliimiine yol agmaktadir. Kesin olmayan tan1 ve tedavi yontemlerinin giiniimiizde mevcut
olmamasi, tedavinin semptomatik olmasi1 nedeniyle tani ve tedaviye yonelik farkli bakis
acilart ortaya ¢cikmistir. Hastaligin ilerlemesi, beyinde sirasiyla anormal katlanmis A
peptitlerinden ve hiperfosforile tau proteininden olusan amiloid-f (AB) plaklar ve
norofibriler yumaklarla yakindan iligkilidir (Castellani vd., 2010; Tiwari vd., 2019). Bu
iki patolojik 6zellik oksidatif stres, ndroinflamasyon ve azalmis antioksidan kapasitesi
gibi pek cok yolakta kilit rol oynadigi kanitlanmistir. in vitro stratejilerde sitotoksik
ajanlar tarafindan amiloid agregat olusumu tetiklenmekte daha sonra uygun tani/tedavi
metodolojisi uygulanmaktadir (Scheltens vd., 2021a; Trejo-Lopez vd., 2022). Mevcut
stratejilerde patolojik ozellikler ve bozulan yolaklar hedef alinmasi hastaligin 6zellikle
tedavisinde 6n plana ¢ikmistir. Amiloid hedefli molekiiller fizikokimyasal etkilesimler
yoluyla amiloid 3 boyutlu yapilarinin hidrofobik yiizeyleriyle etkilesime girmektedirler
(Niu vd., 2024; Shao vd., 2022). Bu nedenle tez ¢alismasinda; ¢oziinemeyen toksik
agregatlari, toksik olmayan ¢oziiniir formlara doniistirmek ve es zamanli olarak
noroinflamasyonun ve oksidatif stresin yarattig1 sitotoksik yiikii azaltmaya yonelik i¢in
alternatif ajan kullanma yoluna gidilmistir. Bu dogrultuda ¢alismada, kiiciik bir molekiil
olan 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinpropansiilfonik asit (EPPS) ve N-asetilsitein (NAC)
yiiklii nanopartikiiliin kombine terapotik etki hedefiyle kullanimini, amiloid toksisitesi

olusturulmus SH-SYSY hiicrelerinde etkilerini incelemeyi amagladik.
1.1. Alzheimer hastahgi

1906 yilinda Alios Alzheimer tarafindan tanimlanan Alzheimer Hastalig1 yikict etkiye
sahip progresif ve nérodejeneratif bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. Pek ¢ok demans
tipi igerisinde en sik rastlanan AH; basta amnezi olmak {izere afazi, apraksi, agnozi,
karakter degisimleri gibi semptomlar ile kendini gosterir. Hastaligin gelisiminde bir¢ok
patolojik parametrenin etkilesimi s6z konusudur. Beyin dokusunda, hiicre dis1 amiloid
plak ve hiicre i¢i norofibriler yumak birikimleri ve bu anormal birikimlerden kaynaklanan

oksidatif stres ve inflamasyon goriiliir. Genellikle beynin hipokampiiste bulunan



entorhinal korteks bolgesinden baslayarak yayilir ve néron 6liimlerine bagli beyinde
atrofi meydana gelir. N6ron kaybina bagli gelisen patolojik siirecler geri donitisiimsiizdiir
ve hastada giinliik yasam aktivitelerini ciddi olgiide kisitlayan biligsel ve norolojik
yikimlara neden olur. (Scheltens vd., 2021a; Trejo-Lopez vd., 2022).

AH kesin etiyolojisi halen tam olarak anlasilamamustir. Ileri yas, basta olmak iizere
genetik yatkinlik (6rnegin APOE €4 aleli) ve vaskiiler/cevresel faktorlerin karmasik
etkilesimleri hastaligin meydana gelmesinde rol oynamaktadir (Chopra vd., 2022). AH,
demans tipleri arasinda en sik goriilen demans tiirtidiir. 2021 verilerine gore 57 milyon
kisi demans hastasi olarak kayda ge¢cmis ve bu hastalarin %60-70 kadar1 Alzheimer
Hastaligi'na bagli demans hastalar1 oldugu goriilmustiir (World Health Organization,
2024). Kiiresel yaslh niifus ile birlikte; hastaligin goriilme sikliginin da artacagi tahmin
edilmektedir. 2021°de diinya genelinde =50 milyon AH vakasi kayit altina alinmigken,
2030’a kadar bu saymin ~78 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (Hu vd., 2023a). Bu

artis, hastaligin saglik sistemi tizerindeki yiikiinii ciddi bi¢imde artirmaktadir.

Patolojik diizeyde AH, beyin dokusunda A plaklari ile hiperfosforile tau proteininden
olusan norofibriler yumaklar birikimi ile tanimlanir (Hu vd., 2023a). AP birikimi
mikrogliay1 aktive ederek kronik inflamasyonu tetikler ve oksidatif stres ile birlikte
noronal dejenerasyona yol acar. Sinaptik ve noron kaybi sonucu medial temporal lobda
belirgin atrofi gelisir (Sekil 1). AH’in baslica patolojik ozellikleri —Ap plaklari, tau
yumaklar1 ve mikroglia aracili inflamasyon— hastaligin ilerleyen donemlerinde progresif
sinir hiicresi kaybiyla sonuclanmasina neden olur. Patolojik siire¢ler nihayetinde hafiza
ve diger bilissel islevlerde kayiplara neden olarak giinliik yasam aktivitelerini ciddi

olgiide kisitlar (den Haan vd., 2018; Hu vd., 2023a; Scheltens vd., 2021b).

Saglikh Beyin Alzheimer Beyni

Serebral
Korteks

Amiloid Norofibriler

Ventrikiiller

Hipokampus



Sekil 1. Alzheimer Hastaliginin néropatolojik ve yapisal degisikliklerinin sematik gdsterimi.

Hastaligin progresif seyri Global Bozulma Olgegi ile 7 evrede kategorize edilmistir. ilk
asama, hastaliktan Onceki kisim olan prekliniktir (asama 1-2) burada belirgin
semptomatik bulgu yoktur. Hafif hafiza ve dikkat kayb1 goriilebilir ama giinliik yagami
etkilemez. Hastaligin erken asamalarinda (asama 3-4) hafif biligsel bozulmalar baglar.
Unutkanlik sikayetleri belirginlesir, 6grenme giicliigii, yeni bilgiler edinmede zorluk
yasanmasi gézlemlenir. Cevreden fark edilir ve hastada sosyallesme azalir. Orta donemde
(asama 5) kisisel tarih bilgilerini ve yakinlarini taniyamama baglar. Yar1 bagimli bir
yasam goriiliir. Gelismis donemde (asama 6) tam bagimli olmaya baslayan hastada
iletisimsizlik goriiliir. Ajitasyon, uyku bozuklugu gibi davranigsal semptomlar gosterir.
Son asamada ise (asama 7) ciddi unutkanlik s6z konusudur. Motor fonksiyonlar1 dahi
yerine getirememeye baglar. (Reisberg vd., 1982; Scheltens vd., 2021b). Alzheimer
hastaliginin bu 6ngoériilebilir klinik seyri, dogal olarak tanisal degerlendirmenin odak
noktasint olusturur. Klinik evreleme, sadece prognozu belirlemekle kalmaz, ayni
zamanda semptomlar1 patolojiyle iliskilendirilerek tani konulmasmin da temelini

olusturur.

Tanida norolojik muayene ve bilissel testlerin yani sira beyin goriintiileme ve biyolojik
belirtegler kullanilmaktadir. Yapisal MR’da tipik olarak temporal ve parietal kortikal
atrofi goriiliirken, molekiiler PET A ve tau birikimlerinin varligin1 gésterebilir. Ayrica
BOS veya kanda 6l¢iilen AB/tau diizeyleri de AH patolojisini destekleyen bulgular saglar
(Tablo 1) (Dubois vd., 2023).

Tedavi segenekleri, semptomatik bir etkiye sahip olup, hastaligin ilerlemesini durduracak
etkileri bulunmamaktadir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri (donepezil, rivastigmin,
galantamin, huperzin A) ve NMDA reseptor antagonisti memantin ile birlikte, hastaligin
belirtilerinin gegici olarak hafiflemesini saglar (Atri vd., 2013; Wilson vd., 2008).
Hastaligin temel mekanizmalarini hedef alan bir¢ok yeni ila¢ aday1 klinik denemelerde
basarisiz olmustur. Ornegin ¢ift terapotik etki i¢in klinikte néroinflamasyonu veya AB’yi
hedefleyen aducanumab ve gantenerumab denemeleri olumsuz sonuglanmistir. Olumlu
sonuglanan klinik ¢alismalarin sayisi az olsa da mevcuttur. Son donemde AP
protofibrillerine yonelik lekanemab antikoru Faz III denemesinde etkinlik gostererek
Eylil 2022’de onay almistir (Hu vd., 2023a). Fakat arastirmalar incelendiginde
etkinliginin beklenin altinda kaldig1 goriilmektedir. Bu durumlar g6z 6niine alindiginda

tedavi icin hastalia yeni yaklasimlar gerektigi acik¢a goriilmektedir.
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Tablo 1. Alzheimer Hastalig1 tanisindaki temel kriterler ve dogrulayici biyobelirtegler (Jack vd.,

2018).

Kategori / Kriter

Bilesenler / Biyobelirtecler

Aciklama

Klinik Kriterler (NIA-AA)

Epizodik bellek bozuklugu

Diger  biligsel  alanlarda
bozulma (dil, yiiriitiicii islevler

vb.)

AH'nin Klinik tanisi
icin gerceve saglar.
Biyobelirteclerle
birlikte taniy1

giiclendirir.

Amiloid Patoloji

CSF'de diisik AP42 (veya
AP42/40 orani)

Pozitif Amiloid-PET

Amiloid plak
birikimini gosterir.
Hastaligin erken
patolojik

gostergesidir.

Biyobelirtegler Tau Patolojisi

CSF'de yiiksek fosfo-tau (p-

tau)

Pozitif Tau-PET

Noron igindeki
norofibriler yumaklar
gosterir.
Norodejenerasyonla

daha giiclii iliskilidir.

Norodejenerasyon

MRG'de hipokampal/ kortikal
atrofi

FDG-PET'te hipometabolizma

Noronal hasar ve
hiicre 3liimiiniin

dolayl gostergesidir.

Hastalifin mevcut tam1 ve tedavi yoOntemleri yeterli kalmamakta ve yeni yontem
arayislarina girilmektedir. Nanoteknolojik yaklasimlar bize bu yontem arayisinda yeni bir
bakis acist katmistir. Mevcut yontemlerle karsilasilan zorluklarin asilmasinda, bdlge

hedeflemede etkili yontemler sunmaktadir (Hu vd., 2023a). Multi disipliner bir alan olan



nanoteknoloji tani, tedavi ve teranostik yaklasimlarit miimkiin kilarak AH i¢in yeni

umutlar vaad eder.
1.2. Alzheimer hastahginin patolojisi

AH, hipokampiiste yogun olarak baslayan A peptidlerinin beyinde anormal bir sekilde
birikimi, tau proteinlerinin hiperfosforile olmas1 seklinde patoloji gosterir (Sekil 2). AH
temelde bu iki patolojinin neden oldugu sinaptik kayip, néroinflamasyon ve oksidatif
stres gibi multifaktoryel mekanizmalarla seyreden ilerleyici bir ndrodejeneratif
bozukluktur (Selkoe & Hardy, 2016). AP, onciil bir protein olan Amiloid Prekiirsor
Proteinin (APP) proteolitik kesimi sonucu elde edilir. Tip | transmembran protein olan
APP, bir glikoproteindir. Hiicre iginde ribozomda sentezlenirken ayni zamanda
endoplazmik retikulumda tranloke edilir. Burada glikolizasyona ugrayip paketlenir
(Orobets & Karamyshev, 2023). Paketlenen APP Golgi aygitinda Trans-Golgi agina
transfer olur ve burada modifikasyonlar gerceklesir (Orobets & Karamyshev, 2023;
Upadhyay, 2024). Buradan vezikiillerle paketlenerck direkt ya da endozomlarla
membrana taginan APP amiloidojenik ya da amiloidojenik olmayan proteolitik kesimlere
ugrar. Amiloidojenik olmayan yolakta APP’in AP bolgesinden a-sekretaz ile kesimi
gerceklesir. Bu ilk kesimle disa salinan sAPPa fragmani ve membran bagli C83 fragmani
olusur; a-sekretaz kesimi A dizisini ortadan boldiigii icin AP olusumu engellenir (Sirisi
vd., 2024). Bu ilk kesimle disa salinan sAPPa fragmani ve membran bagli C83 fragmani
olusur; a-sekretaz kesimi AP dizisini ortadan boldiigii i¢in AP olusumu engellenir
(Orobets & Karamyshev, 2023). C83, y-sekretaz tarafindan kesilerek p3 peptidini ve
AICD’yi olusturur. p3 fragmenti norotoksik degildir (Sirisi vd., 2024). sAPPa ise
noroprotektif 6zellik tasir ve B-sekretazi inhibe ederek AP iiretimini baskilar (Orobets &
Karamyshev, 2023). Sonug¢ olarak amiloidojenik olmayan yolakta toksik olmayan
fragmentler olusurken; amiloidojenik yolakta toksik amiloid-beta fragmentleri olusur
(Burgos vd., 2010; Orobets & Karamyshev, 2023; Thinakaran & Koo, 2008).
Amiloidojenik yolakta APP 6nce B-sekretaz (BACEL1) ile kesilir ve sAPPJ} ve membran
bagli C99 fragmanini iiretir. C99 fragmenti y-sekretaz kompleksi (presenilin alt birimi
igeren 4 alt birimden olusan) tarafindan tekrar kesilerek AICD ve gesitli uzunluklarda Af
peptitleri (basta AB40 ve AP42) agiga cikarir. Ozellikle C-terminali hidrofobik Ap42
formu yiiksek agregasyon egilimindedir (Sekil 2) (Sirisi vd., 2024; Q. Zheng & Wang,
2025). APP’nin a-sekretazla kesilmesi, C99 fragmentinin olusmamasini ve norotoksik

olmayan sAPPa olusmasini saglar ve amiloid olusumunu engeller (Orobets &



Karamyshev, 2023; Sirisi vd., 2024). Toksik AP peptitleri, hidrofobik etkilesimler sonucu
monomerlerden dimer, trimer gibi diisiik agirlikli oligomerler olusturur; bu oligomerler,
daha biiyiik protofibriller ve fibriller halinde birikerek plaklari meydana getirir (Novo vd.,
2018; Q. Zheng & Wang, 2025).
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Sekil 2. Amiloid prekiirsor proteininin hiicre i¢i tasinmasi ve proteolitik yikim yollari.

AH’de noropatolojik olarak AP plaklarina ek olarak tau proteini birikimlerinin birikimi
sonucu olusan norofibriler yumaklar da 6ne ¢ikar (X. Zhang vd., 2024). Fakat amiloid-
kaskad hipotezi, AP birikimini AH patogenezinin baslangi¢ noktasi olarak tanimlar: A3
agregasyonu, tau fosforilasyonunu tetikleyip NFT olusumuna ve ndronal dejenerasyona
yol acar (Behl, 2024; Q. Zheng & Wang, 2025) (Sekil 3).
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Sekil 3. Alzheimer patolojisinin iki temel unsuru: Hiicre dis1 biriken Amiloid-beta plaklar1 ve
hiicre i¢i Tau protein yumaklari.

Normalde aksonlardaki mikrotiibiilleri stabilize eden tau proteini, AH’de asir
fosforilasyon ve diger post-translasyonel degisiklikler gegirir (X. Zhang vd., 2024; Q.
Zheng & Wang, 2025). Tau proteininde yaklasik 85 potansiyel fosforilasyon bolgesi
bulunur; Alzheimer patolojisinde bu bdlgelerdeki asir1 fosforilasyon tau’un norofibriler
yumaklara doniigiimiinii kolaylastirir (X. Zhang vd., 2024). Bu modifikasyonlar tau’nun
mikrotiiblillerden ayrilmasina; ac¢iga c¢ikan tau, c¢ift sarmalli filamentlere dontiserek
norofibriler yumaklarin (NFY) olusturmasina neden olur. Bu durum beraberinde
mikrotiibiil destabilizasyonunu getirir (X. Zhang vd., 2024). Saglikli néronlarda tau,
mikrotiibiilleri stabilize ederken sinyal iletimine de katkida bulunur (Q. Zheng & Wang,
2025). Tau proteinlerinin birikimi mikrotiibiil stabilitesini olumsuz etkileyerek néronal
tasimay1 sekteye ugratir. Bu yumak yogunlugu beyin atrofisi ve bellek-kognitif gerileme
ile dogrudan baglantilidir. (Novo vd., 2018; X. Zhang vd., 2024).

Alzheimer hastaliginin patogenezi amailoid kaskad hipotezi ile agiklanabilir. Toksik AP
peptidleri beyinde ekstraseliller matrikste birikir. Biriken AP peptidlerinin ROS
hipertiretimi, hiicre bilesenlerinin oksidatif hasari, hiicresel kalsiyum homeostazinin

degismesi ve noronal hiicrelerde apoptotik hiicre Sliimiiniin indiiklenmesi gibi ¢esitli



zararh etkileri vardir. AP ayrica hiicre zari, lizozomlar, mitokondri ve mikrotiibiiller dahil
olmak iizere cesitli hiicre yapilariyla birlikte bulunarak toksik olabilir. Noronal hiicrelerde
AP peptid toksisitesinin mekanizmasi i¢in birgok agiklama Onerilmistir (den Haan vd.,
2018; Fedele, 2023; Sciacca vd., 2013).

AH patogenezinde AP plaklarinin norotoksik etkilerinden ziyade ara form olan AP
oligomerlerinin sinaptik disfonksiyonunun birincil etmenleri oldugu giderek daha fazla
kabul gormektedir. Son yillarda yapilan calismalar, AP zincirlerinin ¢dziinebilir
oligomerik formlarinin fibriler plaklardan ¢ok daha nérotoksik oldugunu gostermistir
(Wang vd., 2023). Ap monomerleri agregasyon sirasinda ara iriin olarak oligomerler
olusturur; bu oligomerler, fibrillere gore ndronal hasara dogrudan yol acar. AP
oligomerlerinin artig1 plak olusumundan 6nce bile néronal Sliimii tetikleyebilmektedir
(Meng vd., 2024a; Wang vd., 2023). Bu oligomerik tiirler, hiicre zarina entegre olarak
iyon gradientlerini bozabilmekte veya spesifik yiizey reseptorlerine (NMDA reseptorii
gibi) baglanarak hiicresel sinyalizasyon kaskadlarmi etkileyebilmektedir. Ozellikle,
glutamaterjik transmisyonun deregiilasyonu, artmis intraseliiler kalsiyum seviyeleri
tizerinden mitokondrial disfonksiyonu, oksidatif stresi ve nihayetinde apoptozu
tetikleyerek noronal kayba yol agmaktadir (Kwon vd., 2016; Wang vd., 2023). Sonug
olarak hiicre i¢i kalsiyum homeostazi bozulur, reaktif oksijen tiirii (ROS) iiretimi artar ve
apoptoz gibi 6liim yollar1 aktive olur. Bu baglamda, AP oligomerlerinin uzun mesafeli
potansiyasyon (LTP) iizerindeki inhibe edici etkileri ile kisa mesafeli potansiyasyon
(LTD) mekanizmalarini gii¢lendirdigi deneysel olarak gosterilmistir; bu durum, AH'nin
erken evre bilissel kayiplarinin altinda yatan temel fizyopatolojik olguya isaret etmektedir
(Haass & Selkoe, 2007). Bu noktalardan hareketle oligomer ayristirict ajanlar
gelistirilmistir; ornegin EPPS, CLROI, epigallokatesin gibi kiiciik molekiillerin AP
oligomerlerini ¢ozerek toksisiteyi azalttigi ileri stirilmiistiir (Kwon vd., 2016; Meng vd.,
2024a; Sinha vd., 2012).

Klinik olarak AH, hafiza ve bilissel islev kayiplariyla kendini gosterir. Hastaligin erken
doneminde amiloid ve tau degisimleri baslamasina ragmen, semptomlar on yillar sonra
ortaya ¢ikar; bu yiizden AH, coklu hiicresel stres yanitlarinin bir araya gelmesiyle
ilerleyen karmasik bir patolojiye sahiptir (Teleanu vd., 2022). Ozetle, AR ve tau

birikimleri, cevresinde inflamatuvar ve oksidatif siirecleri baglatan merkezi patolojilerdir.



1.3. Alzheimer hastaliginda oksidatif stres ve noroinflamasyon

AH, neredeyse es zamanli olarak ¢ok yonlii patolojik mekanizma bozulmalariyla
karaterize norodejeneratif bir hastalik olup, oksidatif stres ve néroinflamasyon bu siirecin
temel belirleyicilerindendir. (Dubois vd., 2023; Hardy, 2025). Amiloid ve Tau’nun
olusturdugu patolojik birikimler; sinaptik islevselligin bozulmasi, néroinflamasyon,
oksidatif hasar ve mitokondriyal disfonksiyon gibi ikincil siiregleri tetikler (Firdous vd.,
2024). Normal fizyolojik kosullarda hiicresel redoks dengesi, endojen antioksidan
savunma mekanizmalari ile korunmakta; reaktif oksijen tiirleri (ROS) nétralize edilerek
hiicresel biitiinliik stirdiiriilmektedir. Ama Alzheimer Hastaligi'nda bu denge bozulur ve
AP (1-42) gibi biriken toksik peptidler, oksidatif stresi baslatan ana nedenlerdendir
(Firdous vd., 2024; Suzuki, 2009). Beyin dokusu, ¢ok fazla doymamis yag asidi, aktif
metal iyonlar1 ve az antioksidan oldugu igin oksidatif hasara ¢ok duyarlidir. A
biriktiginde siliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan
enzimlerin seviyesi diiser; lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein oksidasyonu
artar. Bu durum hem noronal fonksiyonlarin bozulmasina hem de apoptoza siiriikklenen

hiicre kayiplarina neden olur (Cheignon vd., 2018; Firdous vd., 2024).

Noronal canlilik ve sinaptik islev i¢in mitokondriyal fonksiyon kritik dnemdedir. AH’de
mitokondriyal disfonksiyon erken asamalarda gozlenen temel bir Ozelliktir.
Mitokondriyal kaskad hipotezine gore, mitokondriyal bozukluk AH patogenezinin
temelini olusturabilir; baslangictaki mitokondriyal performans ve degisim hiz1 biligsel
gerilemeyi etkiler (Ashleigh vd., 2023; Song vd., 2021). AB oligomerleri mitokondriye
girebilir ve elektron tagima zincirini bozarak ATP iiretimini diisiiriir, ROS iiretimini
arttirir ve matriks i¢i kalsiyum fazlaligina yol acar (Ashleigh vd., 2023; Meng vd., 2024a).
Ao varliginda mitokondriyal par¢alanmanin arttig1 bildirilmistir (Ashleigh vd., 2023;
Kwon vd., 2016). Tiim bu durumlar hiicre i¢i 6liim sinyallerini tetikler (sitokrom c
salimimi1 ve kaspaz aktivasyonu gibi) ve sonug olarak geri doniisii olmayan néron kayiplari
baglar. Mitokondri bozulmasiyla ayni1 anda sitokrom oksidaz gibi enzimlerin islevini
yitirir ve enerji eksikligi daha da artar (Alkhalifa vd., 2025). Hastalik siirecleri sinaps
noktasinda noron kaybina ve zihinsel islev bozukluguna yol agar. Kisaca, mitokondriyal

bozulma, Alzheimer hastaliginin merkezinde durur (Alkhalifa vd., 2025; Song vd., 2021).

Oksidatif stresin yarattigi hiicresel ortam, mikroglia ve astrositlerin aktivasyonunu
tetikler ve néroinflamatuvar siirecin baglamasina zemin hazirlar. Mikroglial hiicreler, A

ile etkilesim sonrasi aktive olarak proinflamatuvar sitokinler (TNF-a, IL-1pB, IL-6) ve
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kemokinlerin salinimini baslatir, bu da inflamatuvar kaskadin daha da siddetlenmesine
yol acar. Uzun siireli glial aktivasyon, fizyolojik yanitin 6tesine gecerek patolojik bir hal
alir; cevre dokulara zarar vererek sinaptik baglantilarin bozulmasina, norotrofik

mekanizmalarinin zayiflamasina ve noron kaybina neden olur (Alkhalifa vd., 2025;

LaRocca vd., 2021).

Aktive glia hiicreleri, NF-kB/MAPK yollar1 iizerinden TNF-o, IL-1f, IL-6 gibi
proinflamatuvar sitokinleri salgilar (Melchiorri vd., 2023; J. Zhang vd., 2024). Ornegin,
TNF-o sinyali beyin-bariyerini bozarak periferik bagisiklik hiicrelerinin  girisini
kolaylastirir ve AP plak birikimini arttirarak Alzheimer patolojisine destek olur.
Literatiirde AH’li hastalarin hem periferik kaninda hem beyin dokusunda TNF-a
seviyelerinin gergekten anlamli bir sekilde yiikseldigini bildirmistir (Melchiorri vd.,
2023). Benzer sekilde IL-1B de artmustir; artmis kan diizeyleri AH gelisimiyle
iligkilendirilmistir. Bu sitokinler inflamasyonu tetiklemekle kalmaz, ayn1i zamanda
sinaptik fonksiyonu bozar ve hiicre 6liimiinii hizlandirir (LaRocca vd., 2021; Melchiorri
vd., 2023; J. Zhang vd., 2024).

Beyin yiiksek oksijen tliketimi, bol doymamis yag asitleri ve nispeten zayif antioksidan
savunma nedeniyle oksidatif strese yatkindir (Alkhalifa vd., 2025). ROS birikimi néronal
hasar1 giliglendirir. Hiicredeki baslica endojen antioksidan savunma bilesenlerinden biri
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimleridir. SOD’lar siiperoksit anyonlarin1 daha az zararl
hidrojen per oksit (H202)’ye doniistiirerek oksidatif hasar1 onler. Klinik ve genetik
caligmalar, SOD geni bozukluklariyla Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklar arasinda
dogrudan baglant1 oldugunu géstermistir (Chidambaram vd., 2024). Ornegin SOD1 gen
mutasyonlariin noronlarda oksidatif hasar birikimine ve AH gelisimine katkida
bulunabilecegi belirtilmistir. Bu ¢ergevede NAC (N-asetilsistein) gibi antioksidan ajanlar
onem kazanir. NAC, glutatyon onciisii olarak hem dogrudan ROS’u temizler hem de
hiicresel antioksidan mekanizmalar1 tetikler. Bir fare modelinde NAC tedavisi beyin
ABA40 seviyelerini diisiirmiis, lipit peroksidasyon belirteci 4-HNE’yi normale yaklastirmis
ve biligsel performans: iyilestirmistir (Ontawong vd., 2025). Bu bulgular, NAC’in
oksidatif stresi azaltarak AH patolojisini hafiflettigini destekler. Dolayistyla NAC benzeri
molekiiller, oksidatif strese ve AP toksisitesine ¢ift yonlii kars1 koyma potansiyeli tagir

(Sekil 4).
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SAGLIKLI BEYiN ALZHEIMER HASTALIGI PATOLOJISI
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Sekil 4. Alzheimer Hastalig1 patolojisinde oksidatif stres ve ndroinflamasyon arasindaki iliski.

Sonug olarak, Alzheimer hastaliginda patoloji ¢ok boyutlu bir ag seklindedir. Ap ve tau
protein birikimleri, oligomerik AP’in norotoksik etkileri, mitokondriyal disfonksiyon,
oksidatif stres ve yiikselmis proinflamatuar sitokinler birbirini besleyen siire¢ler olarak
islev goriir. Bu mekanizmalara karst NAC gibi antioksidan savunmay1 gii¢lendiren
bilesikler ve EPPS gibi A oligomerlerini hedef alan molekiiller gelistirilmistir. Patolojik
yollardaki bu i¢ ice geg¢mis degisikliklerin anlagilmasi, NAC ve EPPS gibi tedavi
ajanlarinin etkinligini degerlendirmek ve yeni terapétik stratejiler gelistirmek i¢in temel

olusturmaktadir (Meng vd., 2024b; Ontawong vd., 2025).
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1.4. N-Asetil Sistein

Oksidatif stres 0zellikle AH patogenezinde kritik bir rol oynamaktadir. AP birikiminin,
beyin dokusunda ROS {iretimini artirdigi, lipid peroksidasyonuna ve oksidatif hasara yol
actig1 gosterilmistir. AH hastalarinin beyninde normal yaslanmaya kiyasla belirgin
oksidatif hasar biomarkerleri saptanmistir; temporal korteks ve hipokampusta yiiksek
diizeyde lipid peroksidasyon iiriinleri, glutatyon (GSH) diizeylerinde ise kayda deger
azalma bildirilmistir. Bu bulgular, antioksidan ve antienflamatuvar stratejilerin AH’de

onemli bir hedef olabilecegini gostermektedir (Markoutsa & Xu, 2017).

N-Asetil-sistein (NAC), giiglii antioksidan etkileriyle bilinen ve glutatyon prekiirsorii
olan kiiciik bir molekiildiir. NAC’1n temel etki mekanizmasi, hiicresel GSH seviyelerini
yiikselterek veya GSH tiikenmesini onleyerek oksidatif stresi azaltmasidir. Iceriginde
serbest bir tiol grubu bulunduran NAC, bu sayede serbest radikalleri siipiiriip
etkisizlestirebilir ve hem hiicre icinde hem de hiicre disinda ROS detoksifikasyonuna
katkida bulunur (Markoutsa & Xu, 2017). Literatiirde NAC, o6zellikle reaktif oksijen ve
azot tiirlerinin neden oldugu hasar1 engellemek i¢in ¢esitli mekanizmalara sahip bir
antioksidan olarak tanimlanmaktadir. Bunlar arasinda serbest radikallere dogrudan
elektron vererek noétralize etme, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimleri aktive ederek endojen antioksidan savunmayi
giiclendirme ve metal iyonlarin1 selatlayarak Fenton reaksiyonlarini yavaslatma
sayilabilir. NAC ayn1 zamanda inflamatuvar siirecleri modiile edebilme kapasitesiyle de
dikkat ¢eker. Ornegin in vitro ¢aligmalarda NAC varhiginda proinflamatuvar
transkripsiyon faktorii NF-kB’nin niikleusa gecisinin engellendigi, interlokin-1p (IL-1B)
ile indiiklenen siklooksijenaz-2 (COX-2) gen ifadesinin baskilandigi gosterilmistir.
NAC’mm fosfolipaz A2 enzim aktivitesini diislirerek arasidonik asit ve dolayisiyla
prostaglandin tiretimini azalttig1 da rapor edilmistir. Bu bulgular, NAC’1n antioksidan
etkilerinin yani sira anti-inflamatuvar ve hiicre koruyucu rollerinin de oldugunu ortaya

koymaktadir (Tenoério vd., 2021).

Oksidatif stres ve noroinflamasyonun AH patolojisine katkida bulundugu goz Oniine
alindiginda, NAC bu hastalik i¢in umut vadeden bir terapdtik molekiil olarak
arastirtlmaktadir. Hem in vitro hiicre modellerinde hem de in vivo deney hayvanlarinda
yapilan bircok calisma, NAC takviyesinin AH ile iligkili hasarlar1 hafifletebildigini
gostermistir. NAC uygulanmis transgenik AH hayvan modellerinde, beta-amyloid plak

birikiminin azaldig1, tau proteininde hiperfosforilasyonun geriledigi ve sinaptik protein
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seviyelerinin iyilestigi bildirilmistir. Kolsisin ile deneysel AH modeli olusturulan
sicanlarda NAC verilmesi, AP plak olusumunu ve mikroglia aktivasyonunu azaltmis,
bellek fonksiyonlarinda iyilesme saglamistir. Farkli transgenik mouse modellerini
derleyen bir incelemede, NAC tedavisinin kronik uygulamasinin beyindeki TNF-a ve IL-
6 gibi proinflamatuvar sitokin diizeylerini diisiirdiigii, apoptoza yol agan sinyalleri
zayiflattigt ve mikroglia aktivasyonunu baskiladigi rapor edilmistir. Yine aymn
calismalarda NAC alan hayvanlarda B-amiloid birikiminin daha diisiik, tau protein
fosforilasyonunun ise daha zay1f oldugu tespit edilmistir. In vitro olarak, NAC’1n néronal
hiicre hatlarinda oksidatif hasar gostergelerini (6r. 4-hidroksinonenal, malondialdehit gibi
lipid peroksidasyon iiriinleri) azalttigi, hiicre yasamini olumsuz etkileyen reaktif karbonil

olusumunu engelledigi gozlenmistir (Pan vd., 2025; Tenoério vd., 2021) (Sekil 5).

Amiloid-B
Plaklari

Glutatyon (GSH) Amiloid ve Tau

2 Sentezi A\ Temnzlenmes
)g inflamatuar 0%,0
o sitokinler * 8
) (6]
% A %é Noroinflamasyon @
Azalmasi NAC Smaptlk Koruma ve
Aktive mikroglia (N-asetilsistein) Mitokondriyal Fonksiyon

Sekil 5. NAC’1n Alzheimer hastalig1 patolojisi tizerindeki ¢ok yonlii terapdtik mekanizmalart.
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NAC’m bilissel islevlere etkisi, klinik diizeyde de arastirilmaktadir. Hafif ve orta evre
AH hastalarinda antioksidan tedavilerin hastalik progresyonunu yavaslatabilecegine dair
baz1 kanitlar mevcuttur. Ozellikle NAC 1n bir destek tedavi (adjuvan) olarak kullanildig:
pilot caligmalar, plaseboya kiyasla bilissel test skorlarinda miitevazi iyilesmeler ve
kan/tlikiiriik biyobelirteclerinde oksidatif stresin azaldigini bildirmektedir. 2025 yilinda
yapilan bir ¢aligmada, giinde 600 mg oral NAC takviyesinin AH hastalarinda giivenle
tolere edildigi ve bellek, yiiriitiicii islevler gibi biligsel alanlarda 6lgiilebilir derecede
tyilesme sagladigi rapor edilmistir. Ayni ¢alismada NAC alan hastalarda plazma oksidatif
stres markirlarimin diistiigii, endojen antioksidan kapasitenin arttigi ve inflamasyon
gostergelerinin (6rn. TNF-o) geriledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, daha genis
katilimli klinik caligmalara ihtiya¢ duyuldugu aciktir; zira Onceki bazi antioksidan
denemelerinde (E vitamini, C vitamini, a-lipoik asit ve NAC kombinasyonlari gibi)
istenen diizeyde klinik fayda saglanamadigi da bildirilmistir. Yine de mevcut veriler
NAC’m  noroprotektif etkileri sayesinde AH’de hastaligin temel patolojik
mekanizmalarini ¢ok yonlii olarak hedefleyebilecegini gostermektedir. NAC, bir yandan
AP ve tau kaynakli sinir hiicresi hasarlarini azaltirken diger yandan mitokondriyal
fonksiyonu iyilestirmekte, apoptotik siirecleri yavaglatmakta ve sinaptik kayb1 6nlemeye

yardimc1 olmaktadir (Pan vd., 2025; Tardiolo vd., 2018; Zafarullah vd., 2003).

Her ne kadar NAC umut veren bir molekiil olsa da serbest halde uygulandiginda
farmakokinetik ve farmakodinamik baz1 kisithliklara sahiptir. Oral NAC’n
biyoyararlanimi oldukga diisiiktiir (%4-10 araliginda) ve ¢ok hizli bir sekilde metabolize
olur. Intravendz uygulamada ilacin plazmada biiyiik oranda albiimin ve diger proteinlere
baglandigi, bu nedenle serbest fraksiyonun smirh kaldigi bilinmektedir. NAC’in yar1
omrii de kisa olup yaklagik 5-6 saattir, bu da sik dozlama gerekliligine ve tedavi
etkinliginde dalgalanmalara yol acabilir. Daha da 6nemlisi, NAC’1mn merkezi sinir
sistemine gecisi konusunda bazi belirsizlikler vardir. Kan-beyin bariyerini (KBB)
dogrudan asip asamadigi tam net degildir; baz1 caligmalar, beyin dokusunda oksidatif
stres arttiginda NAC’in bariyeri kismen gecebildigini ©One stirerken, digerleri
deasetilasyon gibi 6n islemlerin ve uygulama yolunun (6rn. intra-arteriyel veya
intravendz) KBB gecisinde belirleyici oldugunu gostermistir. Bu kisitliliklar, NAC’1n
dogrudan uygulanmasindansa yenilikg¢i ilag tastyict sistemlerle verilmesini daha cazip

hale getirmektedir (Karimi Zarchi vd., 2015; Lancheros vd., 2018; Ontawong vd., 2025).
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Nanopartikiil (NP) sistemleri, NAC gibi molekiillerin hedef dokuya etkin bicimde
ulastirilmast ve kontrollii salimi i¢in gelistirilen giiclii araglardir. Nanosistemler, aktif
maddeyi cevresel yikimdan koruyarak biyoyararlanimini artirabilir ve istenen bolgeye
yonlendirilmis tasima saglayabilir. NAC, yliksek suda ¢oziiniirliigii ve kiiciik molekiil
yapist nedeniyle, klasik formiilasyonlarda uygun farmakokinetik profili yakalamakta
zorlanir. Bu nedenle polimerik, lipit veya hibrit nanopartikiiller igerisinde yiiklenerek
verilmesi, terapotik etkinligini yiikseltebilir. Nitekim ¢esitli calismalar, NAC yiiklii
nanotasiyicilarin serbest NAC’a kiyasla tistlin ndrolojik faydalar sagladigini gostermistir.
Ornegin, yakin tarihli bir ¢alismada transferrin ile yiizey modifiye edilmis lipid-polimer
hibrit nanopartikiillerle (LPHNP) beyne hedefli NAC tasimasi gergeklestirilmistir. Bu
nanopartikiiller, in vitro AH modeli olarak kullanilan insan kok hiicre kaynakli astroglial
hiicrelerde gii¢lii anti-inflamatuvar etki gostermistir. Transferrin konjugasyonu sayesinde
KBB’yi asabilen NAC ytiklii LPHNP’ler, lipopolisakkaritle aktive edilmis astrositlerde
IL-1B, IL-6 ve IFN-y gibi proinflamatuvar sitokinlerin salimin1 belirgin bigimde azaltmis;
ayrica amyloid prekiirsdr proteini (APP) ve glial fibriler asidik protein (GFAP) gen
ekspresyonlarini baskilamistir (Vargas-Barona vd., 2024). Ayni kosullarda serbest NAC
verildiginde ise sadece IL-1p ve kismen IL-6 diizeylerinde diisiis gozlenmis, APP gibi
kritik bir gen iizerinde etkili olunamamistir. Bu bulgu, nanopartikiil i¢cindeki NAC’1n
hiicrelere aliniminin ve hiicre igi etkinliginin serbest formuna kiyasla ¢ok daha yiiksek

olduguna isaret etmektedir (Y. Chen vd., 2025; Vargas-Barona vd., 2024).

NAC’1n nanotagtyicilarla ulagtirilmasinin bir diger avantaj1 da hedefe yonelik etkinlik ve
kontrollii  salim saglamasidir. Mikroglia aktivasyonunun ve buna bagh
noroinflamasyonun baskilanmasi, AH dahil pek ¢ok norodejeneratif hastalikta tedavi
acisindan kritiktir. Ornegin Markoutsa ve arkadaslari, NAC’1 yapisinda disiilfit bag
iceren bir polimere kovalent baglayarak ~50 nm c¢apinda NAC nanopartikiilleri
sentezlemislerdir. Bu nanopartikiiller, yiiksek diizeyde ROS bulunan ortamlarda disiilfit
baglarinin  kirilmasiyla yiikli NAC’1 hizla serbest birakmaktadir. Mikroglia
aktivasyonunun belirteci olan Iba-1 proteininin ifadesini ve hiicre morfolojisini,
uyarilmamis kontrol hiicreler diizeyine indirgeyebilmistir. Serbest NAC ise ayni sartlarda
daha sinirl1 bir etki gosterebilmistir. Dahasi, NAC-NP ile 6n islem gormiis mikroglialarin
uirettikleri ROS, nitrit/nitrat, TNF-a ve IL-1p seviyeleri, esdeger dozda serbest NAC
uygulamasina goére belirgin Olclide daha diisiik bulunmustur. Mikroglianin komsu
ndronlara zarar veren fagositik aktivitesi de NAC-NP varliginda kayda deger bicimde

azalirken serbest NAC ile tam olarak Onlenememistir. Bu sonuglar, uygun sekilde
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tasarlanmis nanopartikiil sistemlerinin NAC’1n néroinflamasyonu baskilama ve néronlari

koruma potansiyelini maksimize ettigini ortaya koymaktadir (Markoutsa & Xu, 2017).

Nanopartikiiler tasiyicilar sadece sistemik uygulamada degil, intranasal gibi alternatif
uygulama yollarinda da NAC’1n beyne ulastirilmasini kolaylastirabilir. Intranazal yol,
burun mukozasindan dogrudan santral sinir sistemine ilag gegisine olanak taniyan invazif
olmayan bir yontemdir. Ancak c¢oziiniir formdaki NAC burun mukozasindan hizla
temizlenip siirl miktarda beyne gegebilmektedir. Bunu agsmak icin gelistirilmis bir ipek
fibroin bazli NAC nanopartikiilii (SF-NAC NP) formiilasyonu, intranazal uygulamada
serbest NAC sollisyonuna kiyasla belirgin avantajlar gostermistir. Siganlarda canli
goriintiileme (IVIS) yontemiyle yapilan dlglimlerde, SF/NAC nanopartikiilii ile taginan
NAC’1n beyin dokusuna gegisinin 1.4-2.6 kat arttig1 ve nazal kavitede kalma siiresinin
uzadigi tespit edilmistir (Chung vd., 2022). Bu sayede intranazal NAC tasimasinin

etkinligi yiikseltilerek, non-invazif yoldan beyin hedefli tedavi miimkiin olabilmektedir.

NAC i¢in en vyaygin c¢alisilan nanosistemlerden biri, biyobozunur polimerik
nanopartikiillerdir. Ozellikle polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) gibi biyouyumlu
polimerlerden hazirlanan nanopartikiiller, ila¢ salimini kontrol altinda tutabilmeleri ve
giivenli profilleri nedeniyle tercih edilmektedir. Bununla birlikte, hidrofilik ve diisiik
molekiil agirlikli bir bilesik olan NAC’in hidrofobik polimer matriks iginde
kapsitillenmesi bazi zorluklar barindirir. Cift emiilsiyon gibi klasik yontemlerle hazirlanan
PLGA nanopartikiillerde, NAC’1n sulu faz1 tercih etmesi nedeniyle polimer igerisinde
tutma (enkapsiilasyon) verimi genellikle diisiiktiir (bir g¢alismada %15 civari
bildirilmistir). Bu sorunu gidermek amaciyla alternatif iiretim teknikleri denenmistir.
Ornegin elektrosprey yontemi, hidrofobik bir polimer ¢dzeltisinden nanopartikiil
olusturmaya olanak tanirken aktif maddenin polimer matriksinde tutulma oranini
artirabilmektedir. Karimi Zarchi ve arkadaglari, elektrospreyle iirettikleri NAC yiikli
PLGA nanopartikiillerde enkapsiilasyon verimini belirgin bi¢cimde yiikseltmis ve
monodispers boyutta (¢ap ~200 nm) partikiiller elde etmeyi basarmislardir. Bu
nanopartikiiller, ilacin kisa yar1 Omriinii uzatmak tizere kontrollii salim davranis
sergilemistir. In vitro salim testlerinde NAC-PLGA nanopartikiillerinin, ilk birkag saatte
yiikiinlin yaklasik %30’unu hizla saldigi, ardindan polimer matriksinden difiizyon ve
erime kontrollii daha yavasg bir salim fazina gectigi gézlenmistir. Toplamda 48 saat i¢inde
NAC yiikiiniin biiyiik kism1 salinmis, bu da tek bir doz nanopartikiil ile ilacin birkag¢ giin

boyunca terapotik diizeyde tutulabilecegini gostermistir. Kontrollii salim, AH gibi kronik
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hastaliklarda ila¢ diizeylerinin stabil tutulmasi ve hasta uyuncunun artirilmasi agisindan
biiyiik avantaj saglamaktadir. Polimerik nanopartikiillerin bir diger 6nemli 6zelligi, farkli
ylizey modifikasyonlariyla aktif hedefleme yeteneginin kazandirilabilmesidir (Karimi
Zarchi vd., 2015, 2017; Lancheros vd., 2018).

1.5. EPPS

EPPS (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinpropanesiilfonik asit), baslangigta biyolojik tampon
olarak tanimlanmig kii¢iik molekiillii bir bilesik olmasina ragmen, son yillarda AH ile

iliskili AP agregatlarinin ¢ézlinmesini sagladig1 yoniinde bulgular elde edilmistir.

AP oligomerleri ve fibrilleri, nérodejeneratif hastaliklarin ilerleyisinde 6nemli rol
oynayan norotoksik ve noroenflamatuvar etkilere sahiptir. AP peptitleri normalde
¢cozlinlir monomerler halinde bulunurken patogenez sirasinda toksik oligomerler,
protofibriller ve olgun fibriller seklinde ¢okelerek plaklar olustururlar. Bu agregasyon
siireci, AP monomerlerinin B-tabaka yapili yiginlar olusturmak iizere sekil degistirip
birbirine yapismasiyla gelisir; 6zellikle AB1-42 formu yiiksek agregasyon egilimi gosterir
ve noronal islevi bozan norotoksik yapilar meydana getirir (Choi vd., 2025a). EPPS, Ap
agregatlarina dogrudan baglanarak onlarin yapisini bozan ve toksik 6zelliklerini ortadan
kaldiran bir molekiildiir. Nitekim in vitro biyokimyasal ve biyofiziksel analizler,
EPPS’nin AP oligomer ve fibrillerine segici sekilde baglandigini, monomerik AB’ye ise
anlamli baglanma gostermedigini ortaya koymustur (H. Y. Kim vd., 2015). EPPS’nin
toksik AP oligomerlerine baglanip onlar1 toksik olmayan monomerlere doniistiirdiigii
hem in vitro ortamda hem de in vivo AH modellerinde gosterilmistir (H. Y. Kim vd.,
2015; H. Y. Kim & Kim, 2024).

EPPS uygulamas1 sonrasinda beyin dokusunda A birikimleri azalirken, monomerik A3
diizeylerinin arttig1 gézlemlenmistir. Monomer halindeki AP’nin toksik olmamas1 ve
kolaylikla temizlenebilir olmasi, EPPS’nin agregatlar1 monomerlere c¢ozerek AP
toksisitesini etkisiz hale getirmesi sonucunu dogurmaktadir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
EPPS ile muamele edilmis AP agregatlarinin sinir hiicreleri lizerinde belirgin bir toksisite
olusturmadigi, EPPS varliginda AB’nin hiicre canliligini tehdit etmedigi saptanmistir (H.
Y. Kim vd., 2015).

Molekiiler diizeyde, dinamik simiilasyonlara ve biyofiziksel ¢alismalar, yapilan in silico

modelleme c¢aligmalar1 EPPS molekiiliiniin AP agregatlarinda dis yiizeyindeki
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iplikciklere tercihli olarak tutundugunu gostermistir. AP peptidinin 17. ve 23. amino
asitleri arasindaki bolge, ozellikle AP’nin 22. pozisyonundaki glutamat kalintisiyla
(Glu22), iyonik etkilesimler kuran EPPS, fibrilin kenar boélgelerinde yapisal
dalgalanmalara yol ag¢maktadir. Bu baglanma, fibril yapisin1 bir arada tutan
intermolekiiler hidrojen baglarin1 ve B-tabaka diizenini bozarak agregatin dagilmasini
tetikler (Choi vd., 2025b). Benzer sekilde, EPPS’nin in vitro olarak hazirlanan sentetik
AP fibrillerine eklenmesiyle fibrillerin kisa siire i¢inde ¢6zlindiigii, B-yap1 gostergesi olan
Thioflavin-T fluoresansinin azaldig1 ve elektron mikroskobu goriintiilerinde sagakli fibril
yapilarinin kayboldugu gozlenmistir. Bu veriler, EPPS’nin monomerik formda olmayan
AP uglarina veya ylizeylerine baglanarak monomer alt birimlerin kopmasina neden
oldugu ve zamanla plak yapiyr tamamen denilebilecek bir oranda ¢6zebildigi seklinde
yorumlanmaktadir. Yapilan literatiir calismasinda 7 giinlitk EPPS muamelesi sonunda sa¢
telini andiran AP fibriller yapilarin tamamen dagildig: ve yalnizca amorf/diizensiz kiiciik

pargalarin kaldigi bildirilmistir (H. Y. Kim vd., 2015) (Sekil 6).

Amiloid Fibril

(Plak) EPPS

/ Molekdilleri

(\ )
Beta-yapra /
v bélgeleri \ EPPS
Beta-yapraklarin BaglanmaSI O

Bozulmasn
BaglanmaSI @
Amiloid Fibril Amiloid é\: Amiloid

(Plak) Oligomerleri Monomerleri
. —

Ayrigsma Yolu (Disaggregation Pathway)

= EPPS —

Sekil 6. EPPS kiiciik molekiiliiniin amiloid ile etkilesimi.

EPPS’nin amiloid ile etkilesimi i¢in bir teori daha mevcuttur. Kesin olan konu gosterdigi
seciciliktir. Yiizey plazmon rezonans (SPR) analizleri, EPPS’nin AB40 oligomerlerine

doz-bagimli bi¢cimde gii¢lii baglandigini, buna karsin monomerik Ap ile kayda deger bir
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etkilesime girmedigini net olarak ortaya koymustur. EPPS’nin kimyasal yapisi bu se¢ici
baglanma yetenegiyle tutarli 6zellikler tasir. Molekiildeki amino-siilfonik asit grubu,
AP’nin 13-16. amino asitlerinden olusan HHQK olarak adlandirilan bolgesine
glikozaminoglikanlarin baglanmasinda kritik rol oynayan siilfat iyonlarmi taklit
edebilmektedir. EPPS’nin  siilfonat grubunun, AP’nin Histidin13-Histidin14-
Glutaminl15-Lizin16 dizisine elektrostatik olarak cekilip baglanabilecegi, bunun da

agregat stabilitesini bozabilecegi ileri stiriilmiistiir (H. Y. Kim vd., 2015).

EPPS’nin etki modu, bu agidan bazi immiinoterapdtik antikorlarinkine benzetilmektedir.
Belirli antikorlarin AB’ye baglanip onu ¢6ziinebilir hale getirerek beyinden
uzaklastirdiklar1 gibi, EPPS de kiigiikk bir molekiil olarak benzer bir strateji
gerceklestirmektedir (H. Y. Kim vd., 2015). EPPS’nin antikorlara kiyasla 6nemli pratik
iistiinliikleri bulunmaktadir: Agizdan verilebilir, kan-beyin bariyerini gegebilir ve tiretim
maliyeti diisiiktiir. Bu nedenle, EPPS gibi ¢esitli molekiil agirligindaki A tiirlerini hedef
alabilen kimyasallar, AH tedavisinde tek bir hedefe yonelik yaklasimlarin Gtesine gegerek

daha genis spektrumlu bir ¢6ziim sunabilir.

EPPS’nin  Alzheimer modelindeki terapotik potansiyeli in  vivo olarak da
degerlendirilmistir. Kim ve arkadaslarimin 2015 yilinda fareler iizerinde yiriittigi
caligmada, sistemik yolla uygulanan EPPS’nin beyindeki amiloid plak yiikiinii azalttig1
ve buna paralel olarak biligsel fonksiyonlarda anlamli iyilesme sagladigi rapor edilmistir.
EPPS’nin bu etkisinin, AP agregatlarinin yapisal stabilitesini bozarak onlar1 ¢oziiniir ve
daha az toksik monomerik formlara doniistiirmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir
(H. Y. Kim vd., 2015). Bu monomerlesme siireci, hipokampus-bagimli davranis
bozukluklarinin hafiflemesine ve glial hiicrelerdeki y-aminobiitirik asit (GABA)
salimiminin azalmasma katkida bulunmaktadir. Ayrica EPPS uygulamasinin, ndronal
strese yanit olarak aktive olan c-Jun N-terminal kinaz (JNK) fosforilasyonunu
baskiladig1; astrosit ve mikroglia aktivasyonunu azalttigi gosterilmistir. Tiim bu etkiler,
amiloid kaynakli hiicresel hasar1 azaltirken, ayn1 zamanda siklik AMP (cAMP)
diizeylerini artirarak hafiza siireglerinde iyilesme sagladigina isaret etmektedir. Aym
zamanda yapilan farmakokinetik ve toksisite analizleri EPPS’nin yiiksek biyoyararlanima

sahip, giivenli bir ajan oldugunu gostermektedir (H. Y. Kim vd., 2015).

EPPS’nin Alzheimer baglaminda bir tedavi adayr olarak 6nem kazanabilmesi icin
farmakokinetik 6zelliklerinin de elverisli olmasi gerekmektedir. Yapilan calismalar,

EPPS’nin agiz yoluyla uygulanabilen ve beyne ulasabilen bir molekiil oldugunu
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gostermistir (H. Y. Kim vd., 2015, 2016). EPPS’nin molekiil agirligi ~252 dalton
civarinda olup, piperazin yapist ve siilfonat grubuyla hem hidrofilik hem de kismen
lipofilik 6zellikler tagiyan zwitteriyonik bir tampondur. Bu 6zellikleriyle EPPS nin biiyiik
olasilikla pasif difiizyon yoluyla, belki kismen de polar besin molekiilleri i¢in var olan
tasiyicilar araciligiyla, KBB endotelini gectigi diisiiniilmektedir. Nitekim farmakokinetik
incelemelerde EPPS’nin beyne gecis etkinliginin dozla iliskili ancak saturasyona agik bir
profil sergiledigi bulunmustur. Ornegin sicanlarda 10 mg/kg/giin dozunda 7 giin boyunca
oral EPPS verildiginde, beyin dokusunda EPPS birikimi 72. saatte plato seviyesine
ulagarak ~7.5 ng/gram diizeyinde sabitlenmistir. Bu dozda dlgiilen beyin/plazma
konsantrasyon orani ~2.0 mL/gram olup, EPPS’nin plazmaya kiyasla beyin dokusuna
belirgin sekilde dagildigint oldugunu gdstermektedir. Ancak daha yiiksek doz olan 100
mg/kg/giin diizeyinde, mutlak beyin konsantrasyonu artsa da beyin/plazma oraninin
~0.34 mL/gram diizeyine diistligli rapor edilmistir. Bu durum, yiiksek dozlarda EPPS
gecisinin oransal olarak azaldigina, muhtemelen tasiyici sistemlerin saturasyonuna veya
doza bagli farmakokinetik non-lineerliklere isaret etmektedir. EPPS’nin plazma
yarilanma O6mrii net olarak bildirilmemekle birlikte, siirekli uygulamada 3 giin i¢inde
kararli diizeye wulasmasit eliminasyonunun giin mertebesinde gerceklestigini
diisiindiirmektedir. Baska bir deyisle, EPPS’nin viicutta kalis siiresi ¢ok uzun olmayip,
birkag saat ile birka¢ on saat arasinda bir yarilanma 0mriine sahip olabilir; bu nedenle

etkin diizeylerin korunmasi i¢in giinlitkk uygulama gerekmektedir (H. Y. Kim vd., 2015).

EPPS’nin oral biyoyararlanimi da uygulanan dozlara kiyasla plazmada 6lgiilen diisiik
konsantrasyonlardan anlasilacagi lizere kismen sinirli olabilir; 6rnegin 10 mg/kg dozunda
plazma EPPS seviyesi ancak ng/mL mertebelerinde tespit edilmistir. Bununla birlikte,
plazmadaki diisiik diizeylere ragmen EPPS’nin beyin dokusuna ge¢is yaparak etkinlik
gosterdigi deneysel olarak kanitlanmistir. EPPS yiiksek suda ¢oziintirliik gosteren bir
bilesik oldugundan, biiyilkk oranda degismeden bobrek yoluyla atildigr tahmin
edilmektedir; toksisite ¢alismalarinda EPPS’nin viicutta birikime yol agmadig1 ve uzun
siireli uygulamalarda bile tolere edilebildigi goriilmiistiir. Ozellikle farelerde higbir
oliimciil toksisite belirtisi olmaksizin 2 ay boyunca giinde 2000 mg/kg gibi son derece
yliksek dozda verilebilmis olmasi (LD50> 2000 mg/kg) EPPS’nin giivenli bir
farmakolojik profilinin olduguna isaret etmektedir. EPPS uygulanan hayvanlarda viicut
agirhigl, beslenme, davranig gibi parametrelerde olumsuz bir degisiklik izlenmemistir.
Ayrica EPPS’nin serbest radikal temizleyici veya antioksidan bir etkisi olmadig1 rapor

edilmistir, yani gozlenen noroprotektif etkiler dogrudan Af’ye etki mekanizmasina
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atfedilmelidir. Bu farmakokinetik bilgiler 1s1ginda, EPPS’nin oral yoldan uygulanabilir,
BBB’yi gecen ve merkezi sinir sisteminde hedefe ulasabilen bir aday oldugu sonucuna

vartlmaktadir (H. Y. Kim vd., 2015).

EPPS’nin AP agregatlarini ¢oziindiiriicii etkisi hem in vitro ortamlarda biyokimyasal
yontemlerle hem de in vivo hayvan modellerinde davranigsal ve histopatolojik
yontemlerle kapsamli bigimde incelenmistir. In vitro deneyler, EPPS’nin hem Ap
fibrillerini hem de oligomerlerini pargalayabildigini net bir sekilde ortaya koymustur.
Ornegin thioflavin-T (ThT) floresans deneylerinde, preformasyon ile elde edilmis B-
tabaka zengini AP fibrillerine EPPS eklendiginde ThT sinyalinin doz ve zaman bagimli
olarak azaldigi gosterilmistir. Sonuglar EPPS’nin plaklarin yapisini bozarak (-tabaka
yapisini ¢ozlindiirdiigiinii gostermektedir (H. Y. Kim vd., 2015). Dahasi, en toksik form
olarak kabul edilen oligomerler, EPPS'nin birincil hedefidir. EPPS, oligomerik yapilari
monomerlerine kadar ayristirarak sinaptotoksisiteyi onler. Elektrokimyasal analizlerin
(Ngoc Le & Cho, 2021) yani1 sira EPPS’nin AP oligomerleri {izerindeki etkisini saptamak
amaciyla, kimyasal ¢apraz baglama (PICUP) ile stabilize edilmis AP oligomer karigimlari
SDS-PAGE jel elektroforezinde incelenmistir. Giimiis boyama ile gorsellestirilen
oligomer bantlari, EPPS muamelesi yapilan Orneklerde carpici big¢imde degisime
ugramistir: 250 kDa tizerinde molekiil agirligina sahip biiyiik oligomer band1 dahil olmak
tizere cesitli oligomerik A bantlarinin yogunluklarinda belirgin azalma goriiliirken, buna

karsilik ~4 kDa monomerik AP bandinin yogunlugu bariz sekilde artmistir.

Nicel analizler, EPPS varliginda yiiksek molekiiler agirlikli A tiirlerinin azalip monomer
fraksiyonunun ytikseldigini, yani EPPS’nin toksik oligomerleri monomerlere kadar
ayristirdigin1 dogrulamaktadir. Benzer sonuglar, EPPS ile muamele 6ncesi ve sonrasinda
AP Orneklerinin boyut-ayrimli kromatografi (SEC) ile analiz edilmesiyle de elde
edilmistir: 7 gin EPPS uygulanmis AB42 numunelerinde, baslangicta >60 kDa boyutunda
goriilen oligomerik popiilasyonun oOnemli o6l¢iide azaldi§i, monomer pikinin ise
yiikseldigi gosterilmistir. Hiicre kiiltiri ortaminda yapilan toksisite deneyleri de bu
biyokimyasal bulgular1 desteklemektedir. Fare hipokampal noronal hiicre hatt1 (HT-22)
tizerinde yapilan canlilik testlerinde, preform AP oligomerlerinin hiicre canliligini ciddi
sekilde azalttigi, ancak ayni oligomerlerin EPPS ile 7 giin inkiibe edildikten sonra
hiicrelere zararsiz hale geldigi saptanmistir. EPPS ile muamele gérmiis AP agregatlarinin
verilmesi durumunda hiicre yagama oran1 kontrol seviyelerine yakin bulunurken, EPPS

uygulanmamis toksik AP agregatlari hiicre 6liimiine yol agmistir. Ayrica EPPS’nin tek
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basina hiicre kiltiiriine eklenmesinin herhangi bir O6liimciil etki yaratmadigi da
gozlenmistir (H. Y. Kim vd., 2015). Fibril boyutundaki ¢ok biiyiik agregatlarin ¢dziilmesi
icin EPPS’nin daha wuzun siireli ve yiliksek konsantrasyonlu uygulanmasi
gerekebilmektedir. Ornegin in vitro ortamda preform plak benzeri AP agregatlarini
dagitmak i¢in yiiksek EPPS konsantrasyonlarina ve birkag giinliik inkiibasyona ihtiyag
duyulmusken, in vivo deneylerde beyin igindeki agregatlari azaltmak i¢in daha diisiik
dozlar yeterli olabilmistir (Choi vd., 2025b; H. Y. Kim vd., 2015). Bu fark kismen in vitro
deneylerdeki AP yogunlugunun c¢ok daha yiliksek olmasindan kaynaklanmaktadir.
Laboratuvar kosullarinda AP agregat olusumunu goézlemlemek i¢in mikromolar
seviyelerde peptit kullanilirken, beynin interstisyel sivisinda AP derisimi nanomolar
diizeydedir. Dolayisiyla in vitro agregatlari ¢6zmek i¢in EPPS’nin de gorece yiiksek
konsantrasyona ¢ikmasi gerekmistir. Ayrica canli beyinde EPPS’nin dagittigi
monomerler eszamanli temizlenme mekanizmalarina maruz kalir (6rn. mikroglial
fagositoz, damar yolu ile perifere tasinma), bu da fibril ¢oziinmesinin daha etkin
ilerlemesini saglar. In vitro ortamda ise kopan monomerler ortamda birikmeye devam
ettigi i¢in tekrar agregasyon veya denge etkileri goriilebilir; bu da daha yiiksek EPPS dozu

gerektirebilir.

Diisiik molekiiler agirlikli oligomerler— dimer, trimer, tetramer gibi — sinaptik araliga
kolayca girip hasar veren en toksik tiirlerdir. EPPS, yiiksek molekiiler agirlikli tiirlerini
pargalarken toksik diisiik molekiiler agirlikli tiirlerinin birikmesine izin vermez; aksine
siireci sonuna kadar gotlirerek monomerlere ulasir. Ayrica, baz1 ¢aligmalar EPPS'nin
zararsiz diisiik molekiiler agirlikli agregatlarini stabilize ederek bunlarin toksik
prefibrillar formlara doniismesini engelledigini (ikincil agregasyonun inhibisyonu) 6ne

stirmektedir (Zarrilli vd., 2024b).

EPPS’nin kronik AH modellerinde daha uzun vadeli etkileri, AP’ nin birikimi ve bilissel
bozukluklar gibi AH patolojilerinin birlikte g6zlendigi transgenik hayvanlar {izerinde
incelenmistir. Kim ve arkadaslarinin yaptigi deneylerde, tedavi 6ncesi yapilan Y-labirent
testleri, transgenik farelerin ayni yastaki yabanil tip farelere kiyasla ciddi biligsel
defisitleri oldugunu dogrulamistir; 14 aylik yasa ulasildiginda, EPPS almis transgenik
farelerin davranis performanslarinda c¢arpici iyilesmeler goriilmiistiir. Davranigsal veriler,
EPPS’nin uzun siireli uygulanmasiyla AH benzeri bilissel bozukluklarin 6nemli dl¢iide
geriletilebildigini ortaya koymaktadir. Dahasi, EPPS tedavisinin beyindeki patolojik AP

birikimleri tizerinde de belirgin etkileri gdzlenmistir, Thioflavin-S ile boyanan AP plak
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yukiiniin tedavi almayan transgeniklere gore dramatik bi¢imde azaldig1 tespit edilmistir.
A1l antikoru ile saptanan oligomerik A tiirlerinin sinyalinde EPPS tedavisi sonrasi
azalma saptanmistir. Bu veriler, EPPS’nin in vivo ortamda da AP plaklarini kiiciilterek

¢oziindiirdiglinii ve oligomerik tiirleri azalttigimi gostermektedir (H. Y. Kim vd., 2015).

EPPS tedavisi APP/PS1 farelerinde sadece AP birikimini degil, ayn1 zamanda ikincil bazi
patolojileri de azaltmistir. Calismada EPPS verilen transgenik farelerin hipokampiisiinde
noroinflamasyon gostergelerinde ve anormal GABA salgisinda azalma gozlenmis; bu da
EPPS’nin APB’ye bagli sinir sistemi bozukluklarin1 genis o6lgekte iyilestirebildigini
diistindiirmektedir (Kim ve ark., 2015). Ayrica EPPS tedavisinin yabanil tip farelerde
sinaptik plastiklik {izerinde olumsuz bir etkisi olmadig1, uzun siireli potansiyasyon (LTP)
deneylerinde EPPS alan saglikli farelerin LTP kapasitesinin normal farelerle ayni oldugu
goriilmiistiir. Bu da EPPS’nin normal fizyolojik kosullarda yan etki olusturmadigi, sadece
patolojik AP varliginda fark yarattig1 anlamina gelmektedir. Sonug olarak hem akut Af
inflizyon modelleri hem de kronik transgenik AD modelleri {izerindeki deneysel bulgular
birlestiginde, EPPS’nin AP agregatlarin1 dagitarak biligsel fonksiyonlar1 korudugu ve
diizelttigi giiclii sekilde ortaya konmustur (Kim ve ark., 2015; Kim ve ark., 2016). Bu
bulgular, AP birikiminin gercekten de bilissel bozukluklarin altinda yatan baslica
etkenlerden biri oldugunu da desteklemektedir; EPPS ile AP plaklart ortadan
kaldirildiginda bellek fonksiyonlarinin diizeldigi gosterilmistir.

Alzheimer hastaliginda giincel tedaviler incelendiginde, semptomatik iyilestiriciler (6rn.
kolinesteraz inhibitdrleri donepezil, rivastigmin vb. veya NMDA antagonisti memantin)
ile hastalig1 modifiye edici ajanlarin (6zellikle anti-Ap veya anti-tau yaklagimlart) bir
arada kullanilmasinin potansiyel faydalar tizerinde durulmaktadir. EPPS, AP birikimini
tersine cevirebilen bir molekiil olarak, hastalik modifiye edici stratejiler kapsaminda
degerlidir. Ancak EPPS’nin AP temizleyici etkisi zaman iginde plaklar1 azaltarak
hastaligin ilerlemesini yavaslatma amacina hizmet ederken, biligsel semptomlarin derhal
diizelmesi icin genellikle norotransmitter diizeylerini etkileyen ilaglara ihtiya¢ duyulur.
Bu nedenle arastirmacilar, EPPS’yi var olan semptomatik tedavilerle birlikte kullanmanin
sinerjistik veya tamamlayici etkiler saglayip saglamayacagimi incelemislerdir. Ozellikle
en yaygin kullanilan biligsel semptom ilaci olan donepezil (bir asetilkolinesteraz
inhibitorii) ile EPPS’nin birlikte uygulanmasi iizerinde durulmustur. Hye Yun Kim ve
arkadaglar1 (2016), 50 haftalik (yasli) APP/PS1 transgenik fareleri dort gruba ayirarak

yalmiz EPPS, yalniz donepezil, EPPS+donepezil kombine ve kontrol tedavilerini

23



kiyaslamiglardir (H. Y. Kim vd., 2015, 2016). Bu ¢alismada EPPS (anti-amiloid ajan) ve
donepezil (kolinerjik ajan) birlikte verildiginde, bilissel iyilesmenin daha hizli ve siirekli
gerceklestigi gozlenmistir. Y-maze gibi bellek testlerinde kombine tedavi grubundaki
transgenik fareler, tek basina EPPS veya tek basina donepezil alan gruplara kiyasla daha
erken donemde belirgin bilissel diizelme sergilemistir. Bununla birlikte, istatistiksel
analizler bu etkinin katkilayict (additif) oldugunu, yani EPPS ve donepezil arasinda
carpici bir sinerjistik etkilesim saptanmadigini ortaya koymustur. Baska bir deyisle, EPPS
ve donepezil birlikte verildiginde birbirlerinin etkisini engellememekte, aksine her biri
kendi hedefinde etkin olup toplamda daha kapsamli bir fayda saglamaktadir. Nitekim
calismada EPPS’nin AP plaklarmi temizleme islevini donepezilin etkilemedigi,
donepezilin kolinerjik iyilestirici etkisinin de EPPS tarafindan degistirilmedigi rapor
edilmistir (H. Y. Kim vd., 2016). Boylece kombine tedavinin her iki ilacin da kendi
maksimum faydasini gostermesine olanak tanmidigi gozlemlenmistir. Bu sonug, AH
tedavisinde hastaligin altinda yatan mekanizmaya yonelik (AP temizleyici) bir ajan ile
semptomlar1 hedef alan (kolinerjik destekleyici) bir ajanin birlikte kullanilmasinin daha

hizl ve siirdiiriilebilir klinik yarar saglayabilecegini diislindiirmektedir.

Klinik uygulamada da benzer bir yaklasim halihazirda kismen mevcuttur: Ornegin
donepezil ve memantinin birlikte kullanimi orta-ileri evre AH hastalarinda yaygindir ve
bu kombinasyonun tek basina ila¢ kullanimina gore biligsel skorlarda iyilesme sagladigi
bildirilmistir. EPPS gibi bir bilesigin mevcut tedavilere eklenmesi ise, semptomatik
iyilesmeye ek olarak hastaligin seyrini degistirme potansiyeli tasiyacaktir. Henliz EPPS
insanlarda klinik olarak kullanilmasa da hayvan caligmalarindan elde edilen bulgular
15183inda kombine tedavilerin rasyoneli giic kazanmistir. Ozellikle EPPS + donepezil
kombinasyonunun transgenik modelde gosterdigi hizli ve kalic1 bellek diizelmesi, AH
tedavisinde “iki ucu tutma” stratejisinin (hem altta yatan patolojiyi durdurma hem mevcut
semptomlar1 hafifletme) degerini ortaya koymaktadir. Bu dogrultuda, gelecekte EPPS
veya benzeri AP temizleyici kiigiik molekiillerin donepezil gibi bilissel giiclendiricilerle
birlikte klinik denemelerde test edilmesi giindeme gelebilir. Aragtirmacilar, kombine
tedavi yaklasgtmimin AH’nin karmagik patolojisine karst daha kapsamli bir etki
yaratabilecegini ve tekli tedavilere kiyasla daha etkili sonucglar verebilecegini
vurgulamaktadir (H. Y. Kim vd., 2016). Sonug olarak, EPPS’nin donepezil gibi ilaglarla
birlikte kullanimi sinerjistik olmasa da tamamlayict nitelikte olumlu etkiler ortaya
koymustur ve bu kombinasyon stratejisi AH tedavisinde timit vadeden bir yaklasim

olarak degerlendirilmektedir.
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1.6. Alzheimer hastaligi mevcut tedavi yontemleri ve kombine ila¢ terapisi

AH, klinik olarak ilerleyici bilissel yikim ile seyredip erken evrede hafiza bozuklugu ve
davranig degisiklikleriyle baslar, ileri evrelerde agir demans ve islev kaybina yol agar.
Mevcut tedaviler, hastali§in altta yatan seyrini durduramamakta, yalnizca semptomatik
iyilesme saglayabilmektedir. Bununla birlikte son yillarda hastalik modifiye edici
tedaviler gelistirme yoniinde 6nemli adimlar atilmig; 6zellikle 2021 sonras1t AP hedefli

monoklonal antikorlar gibi yeni ajanlar giindeme gelmistir (J. Zhang vd., 2024).

AH tedavisinde halen semptomatik farmakolojik ajanlar standarttir. Ozellikle
kolinesteraz inhibitorleri (donepezil, rivastigmin, galantamin) ve NMDA reseptor
antagonisti memantin, hafif evreden ileri evreye kadar kognitif belirtilerin yonetiminde
kullanilir. Kolinesteraz inhibitorleri, merkezi sinir sisteminde asetilkolin yikimin
engelleyerek kolinerjik néron kaybina bagli demans belirtilerini bir dl¢iide hafifletir.
Donepezil, rivastigmin ve galantamin 1990’lar ve 2000’lerin basinda onaylanmis olup
dort farkli etken maddeyle temsil edilirken, memantin 2003°te onaylanarak orta-ileri evre
AH’de eksitator glutamat toksisitesini azaltan ilk ajan olmustur (J. L. Cummings vd.,
2014). Bu ilaglar, biligsel islevlerde miitevazi iyilesme ve giinliikk yasam aktivitelerinde
gecici stabilizasyon saglayabilsede, altta yatan noérodejeneratif siireci durduramaz ve
hastaligin ilerleyisini Onemli Ol¢lide degistiremez. Ayrica bu tedaviler siklikla
gastrointestinal rahatsizliklar, bradikardi veya bas donmesi gibi istenmeyen etkilerle
iligkilidir ve etkinlikleri hastaligin ileri evrelerinde belirgin bi¢gimde azalir (J. Zhang vd.,
2024).

Son yillarda, hastalik seyrini degistirici ilk tedaviler olarak amiloid-beta hedefli
immiinoterapiler ortaya ¢ikmustir (Y. Jin vd., 2024). Ozellikle aducanumab, lecanemab
ve deneysel asamadaki donanemab gibi monoklonal antikorlar, AP plaklarmni
hedefleyerek beyinde birikmis amiloidi temizlemeyi amaclar. Aducanumab 2021°de
ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan hizlandirilmis onay alarak yaklasik 20 yil
aradan sonra ilk yeni Alzheimer ilac1 olmustur (A. Y. Kim vd., 2024; Vaz vd., 2022; W.
Wu vd., 2023). Bu antikor, A agregatlarina baglanarak mikrogliyalarin plaklar1 fagosite
etmesini tetikler. Ancak klinik ¢aligmalarda aducanumab’1n biligsel gerilemeyi ¢ok sinirl
oranda yavaslattig1 ve ciddi yan etkilerinin bulundugu rapor edilmistir. Ozellikle beyin
O6demi ve mikrohemoraji ile karakterize amiloid iliskili goriintiileme anormallikleri
(ARIA), aducanumab kullanan hastalarda %30’lara varan oranda goriilmiis ve bazi

vakalarda 6liimle sonuglanmistir. Bu nedenle FDA ilact onaylamis olsa da ABD’de geri
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ddeme kurumlar1 kullanimim klinik arastirma sartiyla sinirlamis; Avrupa Ilag Ajansi
(EMA) ise 2021°de aducanumab basvurusunu yarar-risk dengesi olumsuz oldugu

gerekgesiyle reddetmistir (Vaz vd., 2022).

Aducanumab ile benzer sekilde lecanemab adli antikor da AP birikimini hedef alir ve
2023’te FDA tarafindan Once hizlandirilmis, Temmuz 2023’te ise tam onay almistir
(Chowdhury & Chowdhury, 2023). EMA, klinik faydasinin belirsiz ve risklerinin yiiksek
oldugu gerekgesiyle Temmuz 2024°te lecanemab’a onay vermemistir (ema.europa.eu).
Donanemab ise 2023 yilinda tamamlanan bir faz 3 ¢alismada erken evre AH’de kognitif
yavaglamay1 %30 civarinda azalttigi gosterilen bir diger AP antikorudur; FDA
degerlendirmesine sunulmus olup yakin gelecekte onay almasi beklenmektedir (Zimmer
vd., 2025). Bu yeni antikor tedavileri, AH patolojisindeki amiloid hipotezini klinik olarak
test eden, amiloidin hastalik patolojisindeki 6nemine deginen ilk somut basarilar olarak
goriilmekle birlikte, etkinliklerinin sinirli, yan etki risklerinin ise yliksek olusu nedeniyle

tek basina ¢i1g1r agici bir ¢6ziim sunmaktan uzaktir.

Mevcut farmakolojik tedavilerin yani sira farmakolojik olmayan yaklagimlar da AH
yonetiminde dnemlidir. Bilissel rehabilitasyon programlari, hafiza strateji egitimleri ve
fiziksel egzersiz, hastalarin yasam kalitesini artirmada ve semptomlar1 yavaslatmada
yardimcidir. Ayrica hastaligin ileri evrelerinde psikiyatrik belirtiler i¢in antidepresan
veya antipsikotik ilaglar semptomatik olarak kullanilabilmektedir. Ancak bu destekleyici
yaklasimlar da hastaliin norodejeneratif siirecini degistiremedigi i¢in, gilinlimiizde

AH’nin kesin tedavisi bulunmamaktadir (J. L. Cummings vd., 2014; J. Zhang vd., 2024).

Klinik deneme asamasindaki tedaviler arasinda tau proteini hedefleyen yaklasimlar
onemli yer tutar. Tau’nin anormal hiperfosforilasyonu ve agregasyonu AH’de noronal
hasarmm bir diger ana etkeni oldugundan, anti-tau monoklonal antikorlar1 (6rn.
gosunekimab, semorinemab), tau asilari ve antisens oligoniikleotid tedavileri

gelistirilmektedir (J. Zhang vd., 2024).

Diger yandan, noéroinflamasyonu hedef alan yeni tedaviler de dikkat ¢ekmektedir.
Mikrogliay1 ve beyin bagisikligini modiile etmeyi amaglayan anti-inflamatuvar sitokin
inhibitorleri, mikroglia yiizey reseptor antikorlar1 (6r. TREM2 agonistleri) ve
inflammasom inhibitorleri gelistirilmektedir (Lee & Chang, 2025). Bunlarin hedefi,
AH’de kronik iltihabi dongiiyii kirarak ikincil hasar1 azaltmaktir. Ornegin, NLRP3

inflammasom aktivasyonunu baskilayan molekiiller hayvan modellerinde tau patolojisini
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hafifletmistir (Lee & Chang, 2025; J. Zhang vd., 2024). Benzer sckilde kompleman
sistemi veya TNF-a gibi inflamatuvar yolaklarin engellenmesi tizerine klinik arastirmalar

bulunmaktadir (Batista vd., 2024).

AH ile iligkili metabolik ve vaskiiler faktorler de yeni tedavi hedefleri arasindadir. Tip 2
diyabet ilaglar1 olan GLP-1 agonistlerinin noroprotektif etkileri fark edilmis ve
semaglutid gibi bir GLP-1 analogu, Alzheimer i¢in 2020’de baslatilan bir faz III
denemesinde degerlendirilmeye baslanmistir. Bu ilacin deneysel olarak beyin insiilin
sinyalini iyilestirdigi, noroinflamasyonu azalttig1 ve biligsel islevlere olumlu yansidigi

gosterilmistir (Nowell vd., 2023).

Ayrica beyin mikrobiotasin1 diizenlemeye yoOnelik probiyotik tedaviler, metallerin
selasyonu ile AP birikiminin azaltilmasi (6rn. bakir/¢inko selatorleri), oksidatif stres
yiikiinii azaltan yiiksek doz antioksidan kombinasyonlart (E vitamini, omega-3,
resveratrol vb.) klinik arastirmalarda test edilmektedir (Cherny vd., 2001; Naomi vd.,
2021; Xu Lou vd., 2023). Modern yaklasimlardan bir digeri rejeneratif tedavilerdir: Kok
hiicre tedavileri ve norotrofik faktér uygulamalari se¢ilmis hasta gruplarinda giivenlilik
acisindan test edilmektedir. Ozellikle mezenkimal kok hiicrelerin noroinflamasyonu
azaltip norojenezi tesvik etme potansiyeli, devam eden faz I/II calismalarla

arastirilmaktadir.

Bu genis yelpazedeki denemeler géz oniline alindiginda, Alzheimer ilag gelistirme hatti
oldukca kalabaliktir. 2022 itibariyle 143 aday ila¢ klinik gelistirme asamasindadir ve
bunlarin %83’linden fazlasi hastalik modifiye edici mekanizmalart hedeflemektedir (J.
Cummings vd., 2022). Fakat, bugiine kadar yapilan yiizlerce deneme basarisizlikla

sonug¢lanmis ve 2003-2020 arasinda yeni onaylanan bir tedavi olmamustir.

AH patogenezi birbiriyle etkilesen ¢ok sayida biyolojik siireci igerir; dolayistyla tek bir
hedefe yonelik monoterapilerle yeterli klinik basariya ulagilamamasi, kombinasyon
tedavilerinin kacinilmaz bir gereklilik oldugu disiincesini giliglendirmistir (J. L.
Cummings vd., 2024). Tipki kanser veya HIV enfeksiyonunda oldugu gibi, hastaligin
farkli kollarin1 eszamanli baskilamak icin birden fazla ilacin rasyonel kombinasyonuna

ithtiyag vardir.

Giincel uygulamada halihazirda donepezil + memantin kombinasyonu, orta-ileri evre

Alzheimer’da klinik pratikte yerlesik bir stratejidir. Bu iki ilacin farkli etki mekanizmalari
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(kolinerjik destek vs. glutamat antagonizmasi) sayesinde birlikte kullaniminin bilis,
giinliik islevler ve davraniglar iizerinde tek basina donepezil tedavisine kiyasla ek yarar
sagladif1 gosterilmistir (Xiong & Doraiswamy, 2005). Ozellikle memantinin, devamli
donepezil kullanan hastalarda eklenmesi halinde hastaligin orta evresinde bir siire igin
stabilizasyonu korudugu bildirilmektedir (R. Chen vd., 2017). Bunun disinda heniiz
onaylanmamig olsa da yapilan baz1 ¢aligmalarda kolinesteraz inhibitdri +
antidepresan/anksiyolitik veya kolinesteraz inhibitérii + anti-inflamatuvar gibi ikili
tedavilerin belirti ydnetimine katkis1 arastirilmistir. Ornegin serotonin 5-HT6 reseptor
antagonisti idalopirdinin donepezil ile kullanimmi degerlendiren ¢alismalar yapilmis
ancak istenen diizeyde etkinlik kanitlanamamistir. Yine de uzmanlar, eger giivenlik
sorunlar asilabilirse, semptomatik ilaglarin uygun kombinasyonlarinin hastalara énemli

yararlar saglayabilecegi gortisiindedir (Atri vd., 2018).

Teorik olarak birden fazla farkli hastalik mekanizmasin1 hedefleyen ajan es zamanh
verildiginde, hastaligin ilerleyisini yavaslatmada sinerjik etki ortaya cikabilir. Ornegin,
bir yandan AP plak temizleyen bir antikor ile diger yandan tau protein birikimini
engelleyen bir ilacin birlikte uygulanmasi, iki patoloji arasindaki etkilesimleri bozarak
toplamda daha biiylik bir klinik fayda yaratabilir. Benzer sekilde, anti-amiloid tedavilerin
yanina bir anti-inflamatuvar ajan eklemek, amiloid temizligiyle tetiklenen
noroinflamatuvar reaksiyonlar1 baskilayarak tamamlayici mekanizmalarla sinerji
saglayabilir. Nitekim giincel arastirmalarda, 6rnegin bir anti-TNF alfa antikorunun anti-
amiloid ag1 ile verilmesi veya beyin insiilin direncini kiran bir ilacin kolinerjik tedaviye
eklenmesi gibi kombine yaklasimlar hayvan modellerinde umut vadeden sonuglar

vermistir (J. L. Cummings vd., 2024).

Kombinasyon tedavilerinin avantajlar1 arasinda, hastalifin c¢oklu patolojik yollarina
eszamanli miidahale ederek tek basina ajanlarin ulagamadigi diizeyde bir etki elde
edebilme potansiyeli sayilir. Ayrica daha diisiik dozlarda birden fazla ilag¢ kullanimi, her
bir ilacin yliksek dozda tek basina kullanimina kiyasla yan etki profilini iyilestirebilir
(6rnegin her bir ilacin dozu azaltilarak toksisite limiti agilmadan etki saglanabilir). Bazi
durumlarda ilaglar arasinda pozitif etkilesim de gozlenebilir: Bir ilacin hiicresel yolakta
actig1 kapidan digerinin etkisi artabilir. Ornegin, kolinerjik aktiviteyi artiran donepezilin,
bir norotrofik faktor tedavisiyle beraber verilmesi kognitif iyilesmeyi destekleyebilir;
¢linkii norotrofik onarimin etkili olabilmesi i¢in mevcut kolinerjik durumun korunmasi

gerekir (J. L. Cummings vd., 2024; Mintzer vd., 2002).
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Ote yandan dezavantajlar da gdz ardi edilmemelidir. Birden fazla ilacin birlikte kullanimi
yasli Alzheimer hastalarinda polifarmasi riskini dogurur ve istenmeyen etki olasiliklarini
katlayabilir. Ilag-ilag etkilesimleri, farmakokinetik uyumsuzluklar ve kombine
kullanimin organ yiikii gibi sorunlar yakindan izlenmelidir. Klinik arastirma tasarimi
agisindan da kombinasyon denemeleri olduk¢a karmasiktir: Iki veya daha fazla etken
maddenin birlikte etkisini degerlendirmek i¢in daha biiylik 6rneklemli ve ¢ok kollu
caligmalar gerekir. Ornegin, bir plasebo-Kontrollii iki kollu monoterapi ¢alismasina
kiyasla, tam faktoriyel bir kombinasyon denemesinde gerekli orneklem biiyiikliigi
katbekat artabilir. Dolayisiyla kombinasyon stratejilerinde secilecek ajanlarin
tamamlayic1 ve ayr1 patolojik siirecleri hedefleyen nitelikte olmasina 6zen gosterilmelidir

(J. L. Cummings vd., 2024; Schmitt vd., 2004).

1.6.1. Kombine terapilerde sinerjistik etki

Kombine tedavilerde sinerji, iki veya daha fazla ajanin toplam etkinliginin, tek baslarina
gosterdikleri etkilerin toplamindan daha fazla olmasi seklinde tanimlanir. Bu sinerjistik
etkinin degerlendirilmesinde Bliss independence (Foucquier & Guedj, 2015), Loewe (De
Mulder & Kuiper, 2020), additivity ZIP (Zero Interaction Potency) ve HSA (Highest
Single Agent) gibi modeller kullanilmaktadir (lanevski vd., 2020).

Bliss yaklasimi, ajanlarin birbirinden bagimsiz etki gosterdigi varsaymmiyla, birlesik
etkilerini olasilik ¢arpimi temelli olarak tahmin eden sinerji analizi sunarken; Loewe
modeli ayn1 biyolojik hedefe etki eden ajanlarda “esdeger etki” prensibiyle degerlendirme
yapilmasint miimkiin kilar. ZIP modeli kullanilan ajanlarin birbirlerinin doz-cevap
egrilerini degistirmedigi varsayimindan hareket eder. Son olarak HSA modeli ise
karisimdaki en giiclii tek ajanin etkisinden daha yiiksek olmasi durumunda sinerji kabul
eden, karsilagtirmay1 yalnizca en iyi tek ajan iizerinden yapan modeldir (lanevski vd.,
2020). Bu modeller sayesinde, AH patofizyolojisine miidahale eden molekiillerin hangi

konsantrasyonlarda sinerjistik etkilesim gosterdigi objektif olarak belirlenebilmektedir.

AH i¢in yapilan bir arastirmada hastalii birden fazla yolak {izerinden tedavi etme fikri
ile gelisen bir prekilnik calismada iki terapotik ajan kombinasyonu kullanilarak

noroinflamasyon ve oksidatif stres hedeflenmistir. Sonucunda redoks diizenleme
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yolaklar1 tizernden bu ajanlarin gii¢lii sinerjileri oldugu ortaya ¢ikmustir (S. Liu vd.,

2025).

NAC ve EPPS, farkli patolojik mekanizmalar1 hedeflemeleri nedeniyle kombine terapi
acisindan rasyonel bir ¢ift olusturmaktadir. NAC, glutatyon prekiirsorii olarak
antioksidan savunmay1 giiclendirirken, oksidatif stres aracili AP toksisitesini azaltir.
EPPS ise amiloid agregatlarina baglanarak toksik oligomerleri monomerik forma
doniistiirebilen bir kimyasal saperon islevi goriir. Bu iki ajan birlikte uygulandiginda, bir
yandan oksidatif stresin azaltilmasiyla hiicresel savunma mekanizmalar1 giiclenmekte,
diger yandan EPPS’nin AP ¢6zme kapasitesi sayesinde hiicre iizerinde toksik yiik
hafiflemektedir. 2020 sonras1 yayinlanan bazi ¢aligmalarda, antioksidan ajanlarla amiloid
¢oziindiiriicii molekiillerin es zamanli kullaniminin néroinflamatuvar yaniti azalttigi,
mitokondriyal membran potansiyelini stabilize ettigi ve sinaptik biitiinliigi korudugu
gosterilmistir (Jalouli vd., 2025). Bu bulgular NAC—EPPS kombinasyonunun sinerjistik

bir néroprotektif profil olusturabilecegini desteklemektedir.

NAC ve EPPS molekiilii, Alzheimer patolojisinde farkli ancak birbirini tamamlayici
hedeflere etki eden iki ajan olarak dikkat ¢ekmektedir. NAC, gii¢lii bir antioksidan ve
glutatyon prekursorii olmasi sayesinde AH’de 6énemli bir patolojik bilesen olan oksidatif
stresi azaltma potansiyeline sahiptir (Bilski vd., 2025). EPPS ise kiigiik bir kimyasal
molekiil olup AP plaklarinit dogrudan ¢ozerek amiloid yiikiinii azaltabilmektedir (H. Y.
Kim vd., 2015). Bu iki ajaninin kombinasyon halinde kullanilmasi, hastaligin hem
amiloid patolojisini hem de oksidatif hasar ve iltihap boyutunu eszamanli hedef alma

imkani sunar.

NAC’nin etki mekanizmalarina bakildiginda, hiicre i¢inde sistein saglayarak GSH
sentezini artirdigi, serbest radikalleri dogrudan nétralize edebildigi ve ayrica niikleer
faktor kappa B (NF-kB) gibi pro-inflamatuvar sinyal yolaklarini inhibe ettigi goriiliir.
Preklinik Alzheimer modellerinde NAC tedavisi, beyinde lipit peroksidasyon iiriinii olan
4-HNE diizeylerini azaltmig, AP40 seviyelerini diisiirmiis, kan-beyin bariyeri
biitiinliiglinii iyilestirerek inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu azaltmig ve P-glikoprotein
gibi AP tastyicilarini aktive etmistir. Bu sayede NAC, hayvan c¢alismalarinda bilissel
performansi diizeltici etkiler gostermistir. Bununla birlikte NAC’nin klinik kullaniminda
en blyiik kisit, diisiik oral biyoyararlanimi ve kan-beyin bariyerini gecisinin smirlt
olusudur; agizdan alindiginda biyoyararlaniminin <%10 olmas1, merkezi sinir sisteminde

yeterli derisime ulagsmay1 zorlastirmaktadir (Bilski vd., 2025). Bu sorunu agmak iizere
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NAC tiirevleri gelistirilmis (6r. N-acetilsistein amid, NAC-etil ester) ve nanoteknolojik
tagiyict sistemlerle NAC’nin beyine iletiminin artirilmasit amaglanmistir. Nitekim
nanoparcacik tabanli tasiyicilar ile NAC’nin beyne gecisini ve etkinligini artirmaya
yonelik ¢alismalar literatiirde yer almaktadir (Budama-Kilinc vd., 2018; Stephen vd.,
2021). Klinik diizeyde, NAC’ye dair ilk ¢alismalar genellikle giivenli oldugunu ve
oksidatif stres biyobelirteclerini iyilestirebildigini gostermis; ancak net biligsel fayday1
saptamak i¢in daha genis dl¢ekli, uzun siireli ve monoterapi odakli denemelere ihtiyag

duyuldugu belirtilmistir.

EPPS molekiilii ise bir zwitteriyonik piperazin tiirevi olup laboratuvar ortaminda bir
tampon maddesi olarak bilinen “Good’s buffer” ailesinden gelmektedir. Mekanistik
olarak EPPS, AP agregatlarina baglanip onlari ¢6zlinebilen hale getirerek mikroglialarin
temizlemesini kolaylastirir; bu siire¢ sonunda plaklardan ¢oziilerek kana gecen AP
miktarinda artis gozlenmis ve beyin disina atilimin arttigi saptanmistir. EPPS’nin bir
avantaji da yliksek beyin gecisi ve diisiik toksisitesidir. EPPS uygulamasi yapilan
transgenik Alzheimer farelerinde ndroinflamasyon belirtecleri (aktif mikroglia ve astrosit
diizeyleri, inflamatuvar sitokinler) anlamli bigimde azalmakta, anormal glial GABA
salimimi diizelmekte ve sinaptik fonksiyon iyilesmektedir. Ayrica EPPS ve tiirevlerinin
kan-beyin bariyerini gecebilme kapasitesi ile monoklonal antikorlara kiyasla ¢ok daha
diisiik maliyetle iiretilebilmesi de nemli avantajlar olarak vurgulanmistir (H. Y. Kim vd.,
2015). Ancak EPPS heniiz insanlarda klinik deneme asamasina gelmemis bir molekiildiir;
dolayisiyla etkinliginin ve gilivenliginin insan beyninde de tekrarlanip tekrarlanmayacagi

ileri caligmalarla belirlenmelidir.

NAC ve EPPS kombinasyonu, Alzheimer hastaliginda ¢cok hedefli bir terapdtik strateji
olarak one ¢ikmaktadir. NAC’nin antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri ile EPPS’nin
amiloid ¢0ziicli etkisinin bilesimi, patolojinin farkli kollarim1 eszamanli baskilayarak
sinerjik bir noroprotektif etki yaratabilir. Bu yaklasim, literatiirde giderek daha fazla
destek bulan “multifaktoriyel hastaliklara multifaktoriyel tedavi” prensibinin somut bir

Ornegidir.
1.7. Alzheimer hastaliginda nanoteknolojik yaklasimlar

AH, giinlimiizde diinya capinda on milyonlarca insani etkileyen ciddi bir halk sagligi
sorunudur (Hu vd., 2023b). Mevcut farmakolojik tedaviler, kolinesteraz inhibitorleri

(donepezil, rivastigmin vb.) veya NMDA reseptor antagonistleri (memantin) gibi
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ajanlarla sadece semptomlari gegici olarak hafifletebilmektedir; higbir mevcut ilag, néron
oliimiinii durdurup hastaligin ilerleyisini kalic1 olarak engelleyememektedir. Ornegin,
asetilkolinesteraz inhibitorleri kognitif belirtileri bir siireligine iyilestirebilir, ancak
hastaligin patolojisini degistiremezler (Ntondini vd., 2025a; Tutubala vd., 2025a). Son
yillarda onay alan monoklonal antikorlar (aducanumab, lecanemab gibi) bile farkli
goriislere konu olmus, beklenen faydayi sinirli 6lglide saglayabilmistir (Tutubala vd.,
2025a). AH’nin ¢ok faktorlii etiyolojisi, beyinde AP plak birikimi, Tau proteini
hiperfosforilasyonu, ndroenflamasyon, oksidatif stres gibi bir dizi karmasik siireci igerir
ve bu siiregler birbirini tetikleyerek hastaligin ilerlemesine neden olur. Bu karmasik
patogenez ve kan-beyin bariyeri (KBB) gibi engeller, ilag gelistirme basar1 oranini son
derece diistirmiistiir. 2002-2012 doneminde AH ic¢in ilag gelistirme girisimlerinin
%99’dan fazlasi basarisiz olmustur (Oxford vd., 2020). Dolayisiyla, yeni ve yenilik¢i

tedavi stratejilerine acil ihtiya¢ bulunmaktadir.

Nanoteknolojik yaklagimlar Alzheimer hastaliginda yenilik¢i tedavi yontemleri
sunmaktadir. Son ¢aligmalar, nanoteknolojinin tip uygulamalarinda avantajli oldugunu ve
AH tedavisinde yliksek potansiyele sahip oldugunu ortaya koymustur. Nanopartikiil
tabanli sistemler, tagidiklari ilac1 kontrollii salim ve hedefe yonelik dagitim imkéaniyla
sunarak ilaglarin hiicre i¢i etkinligini artirmakta, boylece farmakolojik etkinligi optimize
etmektedir. Bu mekanizma sayesinde gereken dozlar azalirken sistemik yan etki riski
diismektedir (Cao & Zhang, 2022).

Nanoteknoloji, bu baglamda modern tipta umut vadeden ¢dziimlerden biri olarak ortaya
¢ikmistir. Nano boyutlu malzemeler ve tasiyici sistemler gerek tani gerckse tedavi
alaninda ¢1g1r agan yaklasimlar sunmaktadir. Ozellikle son yillarda nanotip alanindaki
gelismeler, Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda hedefe yonelik ilag tasima ve
beyin ilag iletiminde yeni ufuklar agmistir (Tutubala vd., 2025a). Nanoteknolojik tasiyici
sistemler, diisiik biyoyararlaniom ve KBB engeli gibi klasik ila¢ teslimi problemlerini
asmaya yardimci olabilecek sekilde tasarlanmaktadir. Nitekim nanopartikiil tabanli ilag
tastyicilar (NDDS), etkin molekiilleri kapsiile ederek veya yiizeylerine baglayarak stabil
bir formda hedef dokuya ulagtirma kabiliyetine sahiptir. Bu nano-tasiyicilar, yiiksek
biyouyumluluk, ayarlanabilir boyut/yiizey Ozellikleri ve ¢ok islevli ylizey
modifikasyonlar1 sayesinde konvansiyonel formiilasyonlara kiyasla onemli avantajlar
gosterir (A. Li vd., 2021). Ornegin, nanopartikiiller ¢dziiniirliigii diisiik veya kolay

bozunan ilaglar1 koruyarak kan dolasiminda yar1t Omriinii uzatabilir, istenmeyen
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bolgelerdeki dagilimimi  kisitlayip istenen bdlgeye (O6r. beyin) ilacin gegisini
kolaylastirabilir. KBB’yi agma konusunda nanotasiyicilar cesitli mekanizmalardan
faydalanir; adsorptif ya da reseptor aracili transsitoz gibi yollarla nanopartikiiller hem
kiiciik molekiillii ilaglarin hem de peptit/protein ya da niikleik asit gibi biiyiik biyolojik
ajanlarin beyne gecisini miimkiin kilarak beyin dokusunda terapétik konsantrasyonlara
ulagilmasini saglayabilir (A. Li vd., 2021; Ntondini vd., 2025a). Ayrica uygun ylizey
modifikasyonlar1 ile nanopartikiiller, hedef hiicre veya reseptorlere yonlendirilebilir.
Nanopartikiillerin ylizeyine pH, enzim veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi patolojik
ortamlara duyarli polimerler eklenerek, ilacin sadece hastalikli bolgede salinmasi ve
bdylece sistemik toksisitenin azaltilmast miimkiin hale getirilebilir. Nitekim son
calismalar, pH veya ROS-duyarli akilli nanotastyicilarla kontrollii salim stratejilerinin,
saglikli dokulara yan etkiyi en aza indirirken hedef dokuda ilacin etkinligini artirdigini

gostermektedir (Gao vd., 2025).

Nanoteknolojik yaklagimlarin Alzheimer hastaligindaki terapdtik kullanimina iliskin
literatlirde hizli bir ilerleme gozlenmektedir. Farkli yapida ve 0Ozellikte birgok
nanotastyici sistemi AH i¢in arastirilmistir: polimerik nanopartikiiller, lipozomlar, kati
lipid nanopartikiilleri (SLN), dendrimerler, inorganik nanopartikiiller (6rn. altin veya
manyetik demir oksit nano parcaciklar) ve biyomimetik nanopartikiiller (6rn. hiicre
membrani kapli sistemler) bu alanda 6ne ¢ikan orneklerdir. Her bir nanotasiyict tiiri,
farkl1 avantajlar ve kullanim alanlar1 sunar. Ornegin, polimerik nanopartikiiller (PEG-
PLGA gibi) biyobozunur yapilar1 sayesinde ilaglar1 kontrollii salim ile verebilir ve
viicutta zamanla zararsiz lirlinlere ayrisir; bu esnada ilaci hedef bolgeye tasirken stabil ve
etkin kalmasini saglarlar (Hu vd., 2023b; Ntondini vd., 2025a). Lipozomlar ise ¢ift
tabakal1 fosfolipit zariyla hem hidrofilik hem hidrofobik ilaclar1 eszamanli tasiyabilen,
yiiksek biyouyumluluga sahip vezikiillerdir; ilk klinik onay alan nanofarmasétiklerin
cogu lipozom temellidir ve beyin hastaliklarinda da dopamin, kurkumin gibi molekiilleri
hedefli iletim i¢in yaygin sekilde incelenmistir. Inorganik nanopartikiiller (ér. altin,
silika, manyetik demir oksit) ise optik veya manyetik 6zellikleriyle hem tedavi (6r. AP
birikiminin engellenmesi) hem de goriintileme amach kullanilabilmektedir; bu

parcaciklar genis ylizey alanlar ile ¢oklu ila¢ ylikleme veya yiizey fonksiyonellestirme
imkani sunar (Gao vd., 2025; A. Li vd., 2021; Oxford vd., 2020).

Giincel literatiirde polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) ve polietilen glikol (PEG) bazli

polimerik nanopartikiiller, karbon nanotiipler ve hiicre kaynakli eksozom benzeri
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vezikiiller gibi ¢esitli nanotasiyici sistemlerine odaklanilmistir (Lin vd., 2022; L. Zhu vd.,
2025). Ornegin PEG-kapli nanopartikiiller Alzheimer fare modellerinde hafiza
performansini iyilestirip AP birikimini azaltmistir. Biyobozunur PLGA nanopartikiilleri
ise kontrollii salim 6zellikleri ve yiizey modifikasyonlariyla hedeflenen bolgedeki ilacin
etkinligini artirabilir. Karbon nanotiipler yliksek ytlizey alan1 ve mekanik dayanikliligiyla
ilag yiiklemeye uygundur ve uygun fonksiyonellestirmeyle beyin ic¢inde spesifik
hedeflere yonlendirilebilir (Fan vd., 2018; Lin vd., 2022). Eksozom benzeri vezikiiller ise
dogal lipid kabuklar1 ve protein igerigi sayesinde diisiilk immiinojenite ile biyolojik

tasiyicilar olarak kullanilmaktadir (Ordofiez-Gutiérrez & Wandosell, 2020).

AH’de nanoteknoloji temelli tedavi yaklagimlarinin gelisimi {izerine yapilan arastirmalar,
olduk¢a umut verici bulgular ortaya koymustur. Birgok calisma, nanotasiyicilarin
hastaligin temel patolojik unsurlarini hedef alarak bunlar1 azaltabildigini gostermektedir.
Ornegin, polimerik PLGA nanopartikiiller kullanilarak hem AP plak olusumunu
engelleyici bir inhibitér hem de anti-inflamatuvar/antioksidan etkili kurkumin birlikte
beyne taginmig; ayrica nanopartikiil yiizeyine eklenen beyin hedefleyici peptit sayesinde
KBB’yi agsma yetenegi kazandirilmistir. Bu ¢oklu ilag tagiyan nano-sistem, Alzheimer
modeli farelerde bellek fonksiyonlarini belirgin sekilde iyilestirmis, AP plak yiikiinii ve
noroinflamasyonu azaltmistir (Gao vd., 2025; Hu vd., 2023b). Benzer sekilde,
nanopartikiil aracili gen tedavileri iizerinde de calisilmaktadir. Ornegin mikrogliadaki
yaslanmis hiicreleri hedef almak iizere siRNA tasiyan PEG-PLGA nanopartikiilleri
gelistirilmis ve bunlar Alzheimer transgenik farelerinde mikroglialarin AP temizleme
fonksiyonunu yeniden kazandirarak plak birikimini azaltmis ve kognitif defisitleri
hafifletmistir (Gao vd., 2025; Saraswathi vd., 2025). Bu tiir sonuglar, nanoteknolojinin
multi-hedefli tedavi stratejilerine olanak sagladigini ve hatta bagisiklik sistemini hastalik
lehine yeniden programlama potansiyeli tasidigini ortaya koymaktadir. Ayrica lipid bazli
nanotastyicilar ile yapilan ¢calismalarda, kurkumin yiiklii kati lipid nanopartikiillerinin AH
fare modellerinde noroinflamasyonu ve oksidatif hasar1 azalttigi, mitokondri
fonksiyonlarini ve biligsel performansi iyilestirdigi gosterilmistir (Ntondini vd., 2025a).
Metal nanopartikiiller baglaminda da Ornegin altin nanopartikiillerin AP peptit
agregasyonunu %75’in lizerinde engelledigi ve hem mikroakiskan “BBB-on-a-chip”
modelinde hem de hayvan deneylerinde beyin bariyerini gecerek beyinde biriken AP
yiikiinli azaltip kognitif fonksiyonlar1 iyilestirdigi rapor edilmistir (Gao vd., 2025). Bu
bulgular, nanoteknoloji tabanli tedavilerin amiloid plaklar, tau diigiimleri,

noroinflamasyon ve oksidatif stres gibi AH’nin temel patolojilerine dogrudan etki
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edebildigini gostermektedir. Nitekim kapsamli derlemeler, nanopartikiillerin A
agregasyonunu inhibe etme ve mevcut fibrilleri par¢alama, néroinflamasyonu ve Afi-
kaynakli néronal hasar1 6nleme, oksidatif stresi azaltma gibi ¢cok yonlii terapotik etkiler
saglayabildigini  vurgulamaktadir.  Ozellikle ¢ok islevli  (multifonksiyonel)
nanotastyicilar, bu patolojik siireglerin birkagini birden hedef alarak kombine bir tedavi

stratejisi sunmakta ve preklinik modellerde etkili sonuglar elde etmektedir.

Nanoteknolojik tedavilerin AH’deki avantajlar1 yalnizca etkinlik artisi ile sinirli degildir.
Hedeflenmis tagima sayesinde, geleneksel tedavilerin sinirlayici faktorleri olan sistemik
yan etkiler ve doku dis1 toksisiteler de azalabilir. Ornegin, donepezil veya memantin gibi
mevcut ilaclarin nanoformiilasyonlari, ilacin dogrudan beyne iletimini saglayarak daha
diistik dozlarda ayn1 terapdtik etkiyi elde etmeyi miimkiin kilabilir ve periferal yan etkileri
azaltabilir (Mir Najib Ullah vd., 2023). Nitekim intranazal uygulanan memantin-yiikli
nanoemiilsiyonlarin, KBB’yi gecerek beyne ulastig1 ve biligsel fonksiyonlarda standart
oral formiilasyona kiyasla belirgin iyilesme sagladigi gdosterilmistir. Nanotasiyict
sistemlerin ilag farmakokinetigini iyilestirerek hem etkinligi artirabilecegini hem de

tolerabiliteyi yiikseltebilecegini ortaya koymaktadir (Sekil 7).

Geleneksel Tedaviler Nanopartikiil (NP) Yaklagimlari
(Swnirh Etki) (Hedefli ve Etkili)
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an-peyin pariyeri ikl b
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Sekil 7. AH tedavisinde nanopartikiil temelli ilag tagsima sistemleri ve hedefleme stratejileri.

Sistemik
Yan Etkiler

Bununla birlikte, nanoteknoloji kullaniminin bazi zorluklar1 ve dezavantajlari da vardir.

Her ne kadar nanopartikiiler sistemler toksisiteyi minimize edecek sekilde tasarlanabilse
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de uzun vadeli giivenlilik hala tam olarak aydinlatilmamistir. Farkli nanomalzemelerin
viicutta birikimi, metabolize edilme sekilleri ve olasi immunolojik reaksiyonlar1 kapsamli
sekilde degerlendirilmelidir (Mir Najib Ullah vd., 2023; Ntondini vd., 2025a). Polimerik
nanopartikiiller yiiksek ila¢ tagima kapasitesi ve kararli salim saglama avantajlarina
karsin, baz1 durumlarda yavas parcalanma veya inflamatuvar reaksiyon yaratma riskine
sahiptir; ayrica yiizey modifikasyonu olmadan KBB’yi gecis verimleri kisith kalabilir.
Lipid bazli nanopartikiiller ise hidrofobik ilaglar1 iyi tagisa da hidrofilik molekiillerin
enkapsiilasyonunda zorluk yasayabilir ve dolasimda Kkararlilik sorunlar1 olabilir.
Lipozomlar in vivo stabilite agisindan gelistirmeye agiktir; viicutta uzun siire dolasirken
icerdikleri ilact sizdirmamalar1 veya hizla temizlenmemeleri i¢in yiizeylerinin PEG ile
kaplanmasi gibi yontemler uygulanmaktadir. Nanoemiilsiyonlar ve benzeri sistemler,
depolama sirasinda faz ayrilmasi veya aktif maddenin kristalizasyonu gibi sorunlar
gosterebilir (Mir Najib Ullah vd., 2023). Tiim bu teknik zorluklar, nanoteknolojik
tedavilerin formiilasyon gelistirme, Olgeklendirme ve diizenleyici onay siireglerini
karmagiklastirabilir. Nitekim nanopartikiillerin kimyasal/fiziksel karakterizasyonu ve
kalite kontrolii, klasik ilag molekiillerine kiyasla daha sofistike yoOntemler
gerektirmektedir. Bu nedenle, klinik uygulanabilirlige gecis yolunda daha kapsamli

arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Giincel durumda, AH tedavisi i¢in nanoteknoloji tabanli bir {iriin heniiz rutin klinik
kullanima girmemistir. Akademik literatiirde cok sayida basarili preklinik calisma
bulunmakla birlikte, bunlarin yalnizca kiiciik bir boliimii klinik deneme asamasina
gecebilmistir (Ntondini vd., 2025a; Tutubala vd., 2025a). Ornegin, AP asilari veya
nanopartikiil tasiyicili ilag kombinasyonlar1 gibi bazi yaklasimlar klinik ¢alismalarla
degerlendirilmeye baslanmissa da heniliz onaylanmis bir nanofarmasoétik tedavi mevcut
degildir. Bu durumun nedenleri arasinda yukarida deginilen giivenlilik ve iiretim
zorluklariin yani sira, klinik deney tasarimlarinin karmasiklig: ve regiilator belirsizlikler
de yer alir (Puranik vd., 2023). Yine de nanoteknoloji alanindaki hizli ilerlemeler ve
onceki on yillarda kanserde kazanilan basarili nanofarmasétik deneyimi, Alzheimer
hastaliginda da benzer atilimlarin yakin gelecekte miimkiin olabilecegine isaret
etmektedir. Ozellikle hedefe yonelik ilag salimi ve coklu etki mekanizmalarim tek
platformda birlestirebilme potansiyeli, nanoteknolojik sistemleri AH tedavisinde cazip
kilmaktadir.
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1.7.1. Nanopartikiil ¢esitleri ve sentez yontemleri

Alzheimer tedavisinde ilaglart beyne ulastirmak igin ¢esitli nanotastyici sistemler
gelistirilmistir.  Bu nanomedikal tasiyicilar arasinda polimerik nanopartikiiller,
lipozomlar, kat1 lipid nanopartikiiller (SLN), dendimerler, albiimin nanopartikiilleri ve
inorganik nanoyapilar (6r. metal nanopartikiiller, karbon nanotiipler) sayilabilir (Hu vd.,
2023a). Inorganik nanomalzemelerin biyolojik olarak zor parcalanmasi toksisite riski
getirebildiginden, giiniimiize kadar onaylanmis nanoteknolojik ilag tasiyicilarin ¢ogu
polimerik nanopartikiil veya lipozom tabanli sistemlerdir (Hu vd., 2023b; Jagaran &
Singh, 2021). Nanotasiyicilar, KBB’yi asmak ve ilaci hedef bolgeye ulastirmak i¢in
maskeleme, enkapsiilasyon veya yiizeyde ligand tagima gibi stratejiler kullanarak etki
gosterir (Jagaran & Singh, 2021). Bu sayede biyoyararlanimin artirilmasi, hedeflenmis
dagilim ve kontrollii salim gibi avantajlar elde edilebilir (Hu vd., 2023b; Ntondini vd.,
20253).

Polimerik nanopartikiiller i¢cinde en yaygin kullanilan malzemelerden biri polilaktik-ko-
glikolik asit (PLGA)’dir. PLGA, laktik asit ve glikolik asit monomerlerinden olusan,
FDA ve EMA onayl1 biyobozunur bir polimer olup hem hidrofobik hem de hidrofilik
etkin maddelerin enkapsiilasyonuna imkan tanir (Danhier vd., 2012; Komiir vd., 2025).
PLGA’nin farkli monomer oranlarina sahip tiirleri, glinler veya aylar siiren kontrollii
salim profilleri saglayabilir (Komiir vd., 2025). Polietilen glikol (PEG) ile modifiye
edilmis PLGA tiirevleri ozellikle dikkat cekicidir. PEG ile PEG-PLGA gibi blok
kopolimerler olusturmak, ilacin salim kinetigini iyilestirerek daha kontrollii bir salim
profili saglar (Cheng vd., 2007; Y. Zhu vd., 2025). PEG, hidrofobik PLGA yiizeyini
kaplayarak nanopartikiilii daha hidrofilik hale getirir; bu da karaciger ve mononiikleer
fagositik sistem tarafindan yakalanmayi azaltarak dolagim siiresini uzatir. Bu PEGilasyon
stratejisi sayesinde nanotagiyicilar kanda gizlenip (stealth 6zelligi) bagisiklik sisteminden
kacabilir ve hedef dokuya daha etkin ulasabilir. Ancak, yiiksek molekiil agirlikli PEG’in
parcalanamamasi ve olasi bagisiklik reaksiyonlari gibi sinirlamalar da not edilmelidir (Y.

Zhu vd., 2025).

Nanopartikiil sentez yontemleri arasinda, kullanilacak ilacin 6zelliklerine gore farkli
yaklagimlar benimsenir. En yaygin yontemlerden ikisi c¢ift emiilsiyon (¢o6ziicli
buharlastirma) teknigi ve nanog¢oktiirme (¢oziicii yer degistirme) teknigidir (Komiir vd.,
2025). Genellikle hidrofobik ilaglar ic¢in organik polimerin bir ¢oziicii igerisinde

¢oOziindiiriillip suya eklenmesiyle gerceklestirilen nanogdktiirme yontemi tercih edilirken,
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hidrofilik ilaglar ¢ift emiilsiyon-yontemiyle daha verimli yiiklenecektir (Alshetaili vd.,
2021; Komiir vd., 2025). Nanogoktiirme, 1989 yilinda Fessi ve arkadaslari tarafindan
tanimlanan basit bir yontemdir (Fessi vd., 1989). Bu yontemde polimer (6rn. PLGA) ve
ilag, ucucu bir organik ¢oziicii iginde ¢oziinlir hale getirilir ve bu ¢ozelti, polimerin
¢Oziinmedigi ancak organik ¢oziiciiyle tam karisabilen ikinci bir faza (genellikle su)
hizlica eklenir. Organik ¢oziiciiniin bu yeni faz i¢inde seyrelip u¢masiyla, polimer
¢ozeltiden nanopartikiil boyutunda tanecikler halinde c¢oker; bdylece ilag-yiiklii
nanopartikiiller spontan olarak olusur. Bu solvent yer degistirme prosesi ekstra 1s1l islem
veya karmagik ekipman gerektirmediginden avantajlidir ve tipik olarak ~50-200 nm
boyutunda, dar dagilimli polimerik nanopartikiiller elde edilebilir (Hamdallah vd., 2024;
Xu vd., 2017). Ote yandan, nanogdktiirme ile iiretilen partikiillerde ilacin kapsiilleme
verimi gorece diisiik kalabilir ve ilacin 6nemli bir kismi yiizeyde kaldigi i¢in baslangicta
patlama salimi (burst release) gozlenebilir (Xu vd., 2017). Bu dezavantajlara ragmen,
yontemin basitligi ve tekrarlanabilirligi nedeniyle PLGA gibi polimerlerin nano-tasiyici

formiilasyonlarinda yaygin bigimde kullanilmaktadir (Sekil 8).

Alzheimer Hastaligi Tedavisinde Nanopartikiil Tagiyicilari ve Sentez Yontemleri
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Sekil 8. AH tedavisinde kan-beyin bariyerini asarak ila¢ tasimmini hedefleyen baslica
nanotagstyici sistemlerin gesitleri ve sentez yontemlerinin gematik gésterimi.

PEG-PLGA nanopartikiil sistemleri, Alzheimer hastalifinda pek c¢ok deneysel tedavi
stratejisinde One ¢ikmaktadir. Bu sistemler, ilaglarin kan-beyin bariyerini agmasini ve

beyinde hedef bolgelere ulasmasini  kolaylastirmaktadir. Ornegin, PEG-PLGA
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nanokiireler i¢ine yiiklenen deksibuprofen, Alzheimer transgenik modelinde KBB’yi
gecerek beyindeki amiloid plaklarint azalttigi ve sinaptik fonksiyon belirteci olan p-
CREB seviyesini artirdig1 gézlemlenmistir (Sdnchez-Lopez vd., 2017; Y. Zhu vd., 2025).
Bu etkinin, hem deksibufrofenin anti-inflamatuar etkisinden hem de PEG kaplamanin
nanopartikiillerin endositoz yoluyla beyin endotelinden gecisini kolaylastirmasindan
kaynaklandigr  belirtilmistir.  Benzer  sekilde, memantin-yiikli ~PEG-PLGA
nanopartikiiller, serbest memantine kiyasla Alzheimer modelindeki amiloid plak yiikiinii
daha fazla azaltmis ve bilissel islevleri daha etkin iyilestirmistir (Sanchez-Lopez vd.,
2017). Bu ¢alisma, PEG-PLGA tasiyicilarin ilac1 yavas salarak beyinde daha yiiksek
birikim sagladigini ve sonug olarak terapoétik etkinligi artirdigini géstermistir (Y. Zhu vd.,
2025). Bir baska ornekte, beyin hedefli B6 peptidi ile yiizeylendirilmis PEG-PLA
nanopartikiillere yiiklenen kurkumin, APP/PS1 transgenik Alzheimer farelerinde serbest
kurkumine gore daha fazla AP birikimini ve tau fosforilasyonunu azalatarak 6grenme ve
hafiza performansini anlamli diizeyde iyilestirmistir (Fan vd., 2018; Y. Zhu vd., 2025).
Bu ornekler, PEG-PLGA tabanli nanotasiyicilarin AH geleneksel ilag formlarina gore

O6nemli avantajlar sunabilecegini ortaya koymaktadir.

Nanopartikiillerin fonksiyonellendirme 6zellikleri kullanilarak hedef spesifik bir yap1
kazandirilabilir. Alzheimer hastalig1 gibi merkezi sisnir sistemini etkileyen hastaliklarin
en 6nemli handikab1 terap6tik maddenin kan-beyin bariyerinden ge¢mesidir. Molekiiller
beyne pasif difiizyon, tasiyict aracili gegis, reseptor aracili transitoz, adsorptif aracili
transitoz ve paraseliiler yol ile saglanir. B6 peptidi, KBB hedeflemesinde en sik kullanilan
hedefleme ligantidir. B6 peptidi transferrin reseptorii lizerinden reseptdr aracili transitoz
ile KBB geg¢isine olanak tanir. Peptid endotel yiizey tizerindeki transferrin reseptorlerine
baglanarak internalizasyon yaparak transitoz ile beyin parankimine gegisi saglar (La

Barbera vd., 2022; Mansour vd., 2025).

Ikincil fonsiyonellendirme ise AH’na &zgii patolojilerden biri olan amiloid plaklarin
hedeflenmesi i¢in QSH peptidi kullanilarak saglanmistir. Peptid AP peptitleri, erken
donem plaklari hedefler. Ayrica QSH kullaniminin amiloid iliskili toksisite de azalma ile
iliskili olabilecegi gosterilmistir. B6 ile KBB’ni gegen nanopartikiil beyinde amiloid
zengin bolgelerde yogunlagsmasini saglar. AH arastirmalarinda bu sekilde ikili hedefleme
metotlarinin kullanildig1 goriilmektedir; QSH ve CRT peptitlerinin birlikte kullaniimasi
gibi (Ruan vd., 2022; Chaparro vd., 2023; Jokar vd., 2020).
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B6 ve QSH peptidlerinin kolay elde edilebilirligi, stabil yapilar1 ve PEG-PLGA gibi
polimerik yapilara fonksiyonellik kazandirma kolayligindan dolayr tercih edilebilr

hedefleme peptidleridir.

2. TEZIN AMACI VE HIPOTEZI

Alzheimer Hastaligi’nda tan1 yontemlerinin yetersizligi ve etkin bir tedavi yonteminin
halen bulunmamasi, diinya genelinde hasta sayisinin giderek artmasina neden olmakta;
bu durum hem bireysel hem de toplumsal diizeyde ciddi psikolojik ve ekonomik sorunlari
beraberinde getirmektedir. Hastalik patolojisinde rol oynayan mekanizmalarin ¢ok
faktorlii yapida olmasi ve bu mekanizmalarin hala tam olarak aydinlatilamamis olmasi,
tedavi gelistirme siirecini zorlagtirmakta; giinlimiizde hastalara yalnizca semptomatik
tedaviler sunulabilmektedir. Mevcut onayli tedavi segenekleri ise asetilkolinesteraz
inhibitorleri ve NMDA antagonistleri ile sinirli kalmakta ve bu tedavilerin hastaligin

seyrini degistirmede yetersiz oldugu bilinmektedir.

Yapilmis ve devam etmekte olan klinik ¢alismalarda, tek bir terap6tik ajanin cogu zaman
yetersiz kaldig1 ve istenen klinik basariyr saglayamadigi gosterilmistir. Bu nedenle
yalnizca tek bir molekiiler hedefe yonelik tedavi stratejileri, Alzheimer gibi kompleks
hastaliklarda simirh etki gostermektedir. Tek bir ajanla birden fazla terapotik etki elde
etmek miimkiin olmadigindan, ¢ok yonlii etki gosterebilecek birden fazla ajanin birlikte
kullanilmasi, daha etkili bir tedavi yaklasimi olarak degerlendirilmektedir. Bununla
birlikte, mevcut tedavilerin sadece semptomatik olmasi ve hastaligin ilerleyisini

durdurmada yetersiz kalmasi, yeni stratejilere olan ihtiyaci ortaya koymaktadir.

Alzheimer Hastaligi’'nda anormal protein birikiminin olusturdugu hiicresel toksisiteye
kars1 anti-oksidan ve anti-enflamatuar etkiler gosteren ajanlarin kullanilmasi, terapotik
etkinligin artirilmasina katki saglayabilir. Bu dogrultuda, bu tez kapsaminda anti-amiloid,
anti-oksidan ve anti-enflamatuar etkileri bir araya getiren yeni bir kombinasyon terapisi
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla EPPS ile birlikte, peptidlerle kan beyin bariyeri
ve amiloidlere hedeflendirilmis NAC-yiiklii nanopartikiillerinin birlikte kullaniminin in
vitro amiloid beta toksisitesi olusturulmus hiicre modelinde etkilerinin belirlenmesi

planlanmastir.

EPPS, amiloid oligomer ve fibril yapilarint monomerlerine ayirabilen kiiclik molekiillii
bir bilesik olup, kan-beyin bariyerini gegebilen, biyoyararlanimi yiiksek bir anti-amiloid

ajan olarak tanimlanmaktadir. NAC ise hiicre i¢i giicli antioksidanlardan olan
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glutatyonun Onciil molekiiliidiir ve anti-oksidan ile anti-enflamatuar etkilere sahiptir.
EPPS’nin oral yolla in vivo etkinligi gosterilmis olmasina ragmen, NAC’nin hizli
metabolize olmasi nedeniyle biyoyararlanimi diisiiktiir. Bu nedenle, NAC molekiilii
nanopartikiil formuna doniistiiriilerek ve peptidlerle fonksiyon kazandirilarak hedefli bir

etki gdstermesi planlanmistir.

Bu calismada, ilk olarak NAC yiiklii nanopartikiillerin sentezlenmesi, karakterizasyonu
ve kan-beyin bariyerinden gegis kapasitesinin in vivo ortamda degerlendirilmesi
amaclanmaktadir. Ardindan, EPPS ile kombine edilen NAC-NP uygulamasinin in vitro
ortamda anti-oksidan ve anti-enflamatuar etkileri incelenecektir. Bu kombinasyonun, A3
birikimlerini farkli molekiiler yolaklar iizerinden azaltarak amiloid kaynakli toksisiteye

kars1 hiicresel diizeyde terapotik etki gostermesi beklenmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda gelistirilecek olan EPPS ve nanopartikiil formundaki NAC
uygulamasi kombinasyonunun, Alzheimer Hastalig1 in vitro modelinde birden fazla
patolojik hedefe ayni1 anda etki ederek yeni bir tedavi stratejisi olusturmasinin
hedeflenmesi, c¢alismanin literatiirdeki  6zgilinliigiinii ve bilimsel katkisini

olusturmaktadir.

3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismada kullanilan baslica etken madde ve reaktifler arasinda NAC (Sigma-Aldrich,
A7250) yer almaktadir. Organik ¢6ziicii olarak HPLC safliginda asetonitril (Merck; CAS:
64-17-5) kullanilmigtir. Polimer sentezi ve formiilasyon asamalarinda mPEG 2000
(Sigma-Aldrich) ile polietilen glikol metil eter temin edilmistir. Ayrica, reaksiyon
¢oziiciisii ve ortam bileseni olarak toluen (Merck) ve katalizor olarak dibiitilkalay dilaurat
kullanilmistir. Ayristirma ve ¢oziindlirme basamaklarinda diklorometan (Merck) tercih
edilmistir. Polimer modifikasyonu i¢in gerekli olan maleik anhidrit (Sigma-Aldrich) ve
baslatict ajan olarak benzoil peroksit (Merck) kullanilmistir. Baglayici ve capraz
baglayici islemlerde hekzadiamin (Merck), ¢6zeltinin hazirlanmasinda ise tetrahidrofuran
(Merck) kullanilmustir. Saflastirma amagli olarak>%99 saflikta asetonu (Isolab) ve 12—
14 kDa seliiloz asetat diyaliz membran1 uygulanmistir. Konjugasyon reaksiyonlar1 icin

EDAC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir; Sigma Aldrich)
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kullanilmistir. Elektron mikroskopisi hazirliginda ise 200 mesh karbon kapli bakir gridler

(Agar Scientific) tercih edilmistir.

Nanopartikiil iiretimi ve ylizey modifikasyonunda kullanilan polimerler arasinda PLGA
(Resomer RG-502, Sigma-Merck 719889) bulunmaktadir. Hedefleme stratejilerinde B6
peptidi (CGHKAKGPRK; Elabscience) ve QSH peptidi (QSHYRHISPAQV;
Elabscience) uygulanmistir. Ayrica, amiloid beta agregasyon modellerinde AB1-42
peptidi (HFIP form; R peptide, A-1163) kullanilmistir.

Amiloid oligomerizasyonunun yapisal dogrulanmasi ic¢in ayrica Bis-ANS floresan
baglanma analizi uygulanmistir. Bu amagla kullanilan Bis-ANS boyas1 (Cayman, 21820),
hidrofobik bolgelerdeki konformasyonel degisikliklere duyarlilii sayesinde oligomerik

agregatlarin olusumunu degerlendirmede kullanilmistir.

Oligomer olusumunun dogrulanmasi amactyla gergeklestirilen SDS-PAGE analizlerinde,
jel hazirhgt i¢in %30 Akrilamid-Bisakrilamid ¢6zeltisi (Bio-Rad #1610156), tampon
sisteminde Tris (Chem Cruz sc-3715A) ve pH ayarlamasi i¢in HCI (Sigma Aldrich 7102)
kullanilmistir. Numune denatiirasyonu ve jel elektroforezinin saglanmasi amaciyla %10
SDS (Sigma 71736), polimerizasyonu baslatmak i¢in %10 APS (CAS: 7727-54-0) ve
katalizor olarak TEMED (Big Shop TEMO001.50) eklenmistir. Protein bantlarinin
molekiiler agirliklarina gore degerlendirilmesinde BioLegend Prime Step Prestained
Broad Range Protein Ladder kullanilmistir. Elektroforez sonrasi proteinlerin goriiniir hale
getirilmesi i¢in jel, Coomassie Brilliant Blue (PanReac Applichem, C.I. 42660) ile
boyanmis ve amiloid-beta oligomerlerinin bant paternleri karsilastirmali olarak

incelenmistir.

Hiicre ¢ogaltimi ve pasajlamada %0.25 Tripsi/EDTA (PAN; Kat. No: P10-019100)
kullanilmus; kiiltiir ortam1 olarak DMEM (PAN; Kat. No: P04-03590) ve Fetal Bovine
Serum (FBS) (PAN; Kat. No: P30-3306) tercih edilmistir. Yikama ve tamponlama
islemlerinde PBS (PAN; Kat. No: P04-36500) kullanilirken, ¢oziicli olarak DMSO
(Isolab, Almanya; CAS: 67-68-5) gorev almigtir. Hiicre canlilik 6lgtimlerinde CVDK-8
(Cell Viability Detection Kit-8; EcoTech Biotechnology, Kat. No: CVDK-8)

uygulanmistir.

Mitokondriyal membran potansiyelinin degerlendirilmesinde JC-10 boyas1 (Abcam; Kat.
No: ab112134) kullanilmistir. Oksidatif stres belirteglerinin analizi i¢in TOS Kiti
(Elabscience; E-BC-K802-M), siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesinde T-SOD
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Aktivite Kiti (Elabscience; E-BC-K020-M) ve total glutatyon seviyelerinin 6l¢timii i¢in
T-GSH Kiti (Elabscience; E-BC-K097-M) kullanilmustir.

Sitokin diizeylerinin tespitinde ELISA kitleri uygulanmistir: Human IL-13 (BT LAB;
E0143Hu), IL-6 (BT LAB; E0090Hu) ve TNF-o (BT LAB; E0082Hu).

Kromatografi ve Spektroskopi Sistemleri i¢in kullanilan analitik cihazlar arasinda,
kantitatif ve kalitatif bilesen analizlerinde yararlanilan yiiksek performansli sivi
kromatografi (HPLC) sistemi (Shimadzu Prominence-i LC-2030C) ve buna uyumlu C18
kolon (150 mm % 4.6 mm, 5 pum) bulunmaktadir. Fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi ve
kimyasal yap1 dogrulamalarinda Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR) cihazi
(Agilent Cary 630) kullanilmistir. Molekiiler yap1 analizlerinde proton niikleer manyetik
rezonans ('"H NMR) spektrometresi (Agilent Unity Inova 500 MHz) tercih edilmistir.
Polimerlerin molekiiler agirlik dagilimlarint belirlemek amaciyla jel gecirgenlik
kromatografisi (GPC) dlglimleri yapilmis ve bu analizlerde TSK-Gel GMHHR-M kolonu

(Tosoh Bioscience) kullanilmistir.

Fiziksel Karakterizasyon Ekipmanlarinda nanopartikiillerin boyut dagilimi ve yiizey
yiikii tayinlerinde Zetasizer Nano ZS (Malvern) cihazindan yararlanilmistir. Morfolojik
incelemeler ve yapr goriintiilemeleri taramali gecirimli elektron mikroskobu (STEM)
(Quattro S, Thermo Scientific) ile gergeklestirilmistir. Numune hazirlama ve partikiil
1zolasyon asamalarinda ultrasantrifiij (Beckman Coulter) ve masaiistii santrifiij (Thermo
Fisher Scientific) kullanilmistir. Formiilasyonlarin kurutularak stabil hale getirilmesi

stirecinde liyofilizator sistemi (Lyovac GT2, Almanya) uygulanmigtir.

Hiicre bazli testlerde absorbans Olgiimleri i¢in mikroplaka okuyucu (Multiskan GO,
Thermo Fisher Scientific), floresan tabanli analizlerde ise floresan mikroplaka okuyucu
(BioTek Instruments) kullanilmistir. Hiicre popiilasyonlarinin kantitatif degerlendirilmesi
ve belirteg analizleri akim sitometrisi sistemi (NovoCyte, Agilent) ile gergeklestirilmistir.
Hiicresel lokalizasyon ve goriintiileme ¢aligmalarinda konfokal mikroskopi platformu

(Zeiss PRIMOVERT; Model: MCO-18AC) kullanilmistir.

Laboratuvar rutini igerisinde ayrica mini spin santrifiij (Ohaus), vorteks karistirict
(Ohaus), mikro santrifiij cihazlar1 (Thermo Fisher Scientific ve Eppendorf), orbital
sallamal1 inkiibat6r (Infors HT, Ecotron) ve thermomixer (Eppendorf, Thermomixer C)

gibi yardimei ekipmanlar da kullanilmigtir.
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3.2. Metot

Bu tez ¢alismasi, TUBITAK ARDEB-1001 programi kapsaminda, 1225028 nolu proje
kapsaminda yapilan calismalarin verileri {izerine insa edilmistir. S6z konusu proje
dahilinde iki ayr1 doktora tezi desteklenmistir. Bu proje destegiyle tamamlanmis olan
970640 numarali doktora tezinde B6 peptidi ile hedeflendirilmis NAC yiikli mPEG-
PLGA nanopartikiilleri ile ¢aligmalar yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise, B6 peptidinin
yani sira QSH peptidi de nanopartikiil sistemine dahil edilerek ¢ift hedefli QSH-B6—
NAC-NP hazirlanmistir. Bu yOniiyle tez calismasi, proje kapsaminda yiiriitiilen diger
tezden hedeflendirme yaklasimi ve tasarlanan nanopartikiill sistemi ac¢isindan
ayrilmaktadir. NAC’in yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile analitik
yonteminin gelistirilmesi ve validasyonu, polimer sentezi, bazi karakterizasyon analizleri
ile enkapsiilasyon verimliligine ait belirli veriler her iki tezde ortak altyapi ¢alismalari

olarak yer almaktadir. Bu analizler, proje dahilinde gergeklestirilmistir.

3.2.1. Analitik metot gelistirme, polimer sentezi ve nanopartikiil hazirlama

Bu ¢alisma kapsaminda Alzheimer hastaligina yonelik gelistirilecek olan yeni nesil bir
tedavi yaklasiminin temelini olusturmak amaciyla, antioksidan ve anti-enflamatuar
ozelliklere sahip NAC’1n farkli yapisal 6zellikteki biyouyumlu polimerler ile tasiyici
sistemlere entegre edilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda ilk agsamada aktif bilesik olan
NAC’iIm  miktar tayini yapilmis, analitik yOntemin validasyon parametreleri

degerlendirilerek dogrulugu ve giivenilirligi saglanmistir.

Ikinci asamada, nanopartikiil sentezinde kullamlacak olan mPEG-PLGA bazli polimer
tirevleri adim adim sentezlenmis; elde edilen mMPEG-PLGA, mPEG-PLGA-MA ve
MPEG-PLGA-MA-NH: yapilarinin FTIR, NMR ve GPC metotlariyla karakterizasyon
caligmalar1 tamamlanmistir. Fonksiyonel gruplarla zenginlestirilmis bu polimer yapilari,

ylizey modifikasyonlar1 ve hedefleme stratejilerinin uygulanmasina olanak saglamistir.

Uciincii  asamada  sentezlenen polimerlerle, NAC  yiikli mPLGA-PEG-NH:
nanopartikiilleri ve B6-QSH peptidi ile fonksiyonlandirilmis mPLGA-PEG-NH:-B6-
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QSH nanopartikiilleri hazirlanmistir. Bu nanopartikiiller, fizikokimyasal acidan detayl
sekilde karakterize edilerek partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyeli
gibi temel parametreleri belirlenmistir. Ayrica, NAC’in nanopartikiil matriksine
enkapsiilasyon verimliligi ve yilikleme kapasitesi degerlendirilmis; in vitro ilag salim
profili ile kontrollii salim potansiyeli analiz edilmistir. Nanopartikiillerin serum
ortamindaki stabilitesi test edilmis, farmasdtik uygulamalara uygunluk agisindan

liyofilizasyon ve sterilizasyon islemleri gergeklestirilmistir.

3.2.1.1. NAC’mm Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi ile Analitik Yonteminin

Gelistirilmesi ve Validasyonu

NAC’ 1 kantitatif olarak belirlenebilmesi i¢in kullanilan analitik yontem, giivenilirlik ve
dogruluk agisindan validasyona tabi tutulmustur. Analitik validasyon, bir yontemin belirli
siirlar i¢inde dogru, kesin ve tekrarlanabilir sonuglar verdigini gostermek amaciyla
gerceklestirilmektedir. Bu calismada NAC analizine yonelik gelistirilen HPLC yontemi,
Uluslararas1 Uyumlastirma Konseyi'nin (ICH) analitik yontem validasyonuna iligkin Q2
(R1) kilavuzu dogrultusunda degerlendirilmistir (ICH, 2023). Validasyon g¢alismalart;
sistem uygunlugu, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, se¢icilik, teshis limiti (LOD) ve tayin
limiti (LOQ) parametreleri altinda incelenmistir (Bose, 2014; Prakasha Gowda vd.,
2020).

3.2.1.1.1. Analitik metot validasyonu

NAC analizleri, HPLC sistemi (Prominence-I LC-2030C, Shimadzu) ve C18 kolonu (150
x 4.6 mm, 5 pum) kullanilarak gerceklestirilmistir. NAC, distile suda ¢6zlindiiriilerek 500
pg/mL (ppm) derisiminde stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hareketli faz, %10 asetonitril ve
%90 oraninda 1 mM KH2PO4 tamponunun (pH 3) karisimindan olusturulmus ve analizler
izokratik kosullarda yiiriitiilmiistiir. Kolon sicakligi 25 °C, akis hizi 1 mL/dk ve
enjeksiyon hacmi 20 pL olarak sabit tutulmustur. NAC’1n maksimum absorbans verdigi

dalga boyu 213 nm olarak belirlenmis ve tiim analizler bu dalga boyunda yapilmstir.

3.2.1.1.2. Sistem Uygunlugu
Bir analitik yontemin performansinin l¢iilebilir olmasi i¢in sistem uygunlugu testleri
gereklidir. Sistem uygunluk parametreleri; alikonma siiresi, pik alani, teorik tabaka sayist,

asimetri faktorii ve segicilik faktorii gibi kromatografik Olgiitleri kapsamaktadir. Bu
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caligmada sistem uygunlugu, alikonma siiresi ve pik alaninin n = 5 tekrar dlgiimii ile

degerlendirilmistir.
3.2.1.1.3. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi, 6l¢iilen sinyalin madde konsantrasyonu ile dogru orantili
oldugunu gostermektedir. NAC stok ¢ozeltisinden 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300 ve 500
ppm derisimlerinde sekiz farkli standart ¢ozelti hazirlanmis (n=3), kalibrasyon egrisi
olusturulmus; dogrusal regresyon denkleminden determinasyon katsayisi (R?), standart

sapma (SS) ve bagil standart sapma (%BSS) degerleri hesaplanmaistir.

3.2.1.1.4. Dogruluk

Yontemin dogrulugu, bilinen konsantrasyonlarda hazirlanan 6rneklerin  analiz
edilmesiyle hesaplanan geri kazanim yiizdesi ile degerlendirilmistir. Calismada 50, 200
ve 500 ppm NAC c¢ozeltileri hazirlanmis ve her bir konsantrasyon diizeyi n = 4 tekrar
analiz edilmistir. Elde edilen degerler {izerinden % geri kazanim, SS ve BSS degerleri

hesaplanmustir.

3.2.1.1.5. Kesinlik

Kesinlik, analitik yontemin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik agisindan

gosterdigi performansi ifade eder. Bu calismada kesinlik iki asamada degerlendirilmistir:

Ayni kosullarda, kisa zaman araliklariyla hazirlanan 50 ppm NAC 6rneklerinin (n = 5)
ardisik olarak analiz edilmesiyle tekrarlanabilir olmasi ve 100 ppm’lik ¢ozeltiler iki farkl
analist tarafindan bagimsiz sekilde hazirlanarak pes pese 6l¢iilmesiyle (n = 5) tekrar elde

edilebilir olmasidir. SS ve %BSS degerleri hesaplanmistir.

3.2.1.1.5. Ozgiinliik ve Secicilik

Ozgiinliik ve segicilik, yontemin formiilasyonda yer alan diger bilesenlerden
etkilenmeden NAC’1 dogru sekilde Olcebilme kabiliyetini ifade eder. Bu amagla;
formiilasyon bilesenlerinin ¢ozeltileri ile NAC icermeyen bos nanopartikiil

formiilasyonlar1 analiz edilmistir.

3.2.1.1.6. Teshis ve Tayin Limiti

Yontemin duyarlilig1 teshis limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) degerleri ile belirlenmistir.
Hesaplamalar asagidaki formiiller kullanilarak yapilmistir:
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LOD=3,3 x 6/S
LOQ=10x o/S
o, kalibrasyon egrisinin y-kesisim degerlerinin standart sapmasi

S, kalibrasyon egrisinin egimi.

3.2.1.2. Polimerlerin sentezi

Nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilmak {izere kopolimerlerin sentezi ii¢ basamakta
gerceklestirilmistir. Polimer sentezi Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Miihendislik
Fakiiltesi, Kimya Miihendisligi Boliimii’'nde Dog. Dr. Mehmet Koray Gok’lin yardimlari

ile sentezlenmistir.

3.2.1.2.1. mPEG-PLGA sentezi

Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA; RG502, 50:50; Mw= 7-17 kDa) ve polietilen glikol metil
eter (PEG-2000, PEG-OCHs), 1:1 mmol oraninda tartilarak 15 mL toluen igerisinde
¢cozllmiistiir. Elde edilen homojen ¢ozelti, karistirici, geri sogutucu ve gaz giris hatti ile
donatilmis 500 mL hacimli bes boyunlu cam reaktdre aktarilmistir. Reaksiyonun katalizi

icin 2 mg dibutilkalay dilaurat eklenmistir.

Reaksiyon, azot atmosferi altinda, 114 °C sicaklikta ve 250 rpm karistirma hiziyla 8 saat
boyunca siirdiiriilmiistiir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra ortamda bulunan toliien,
rotary evaporator kullanilarak uzaklastirilmistir. Ardindan, viskoz halde elde edilen
polimer 20 mL diklormetan (DCM) igerisinde ¢oziilmiis ve ¢ozelti 60 °C’de siirekli
karistirilan suya ince bir akis halinde damlatilarak ¢oktiiriilmiistiir. DCM’nin tamamen
uzaklagsmas1 sonrasinda olusan emiilsiyon 8000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve
MPEG-PLGA pellet olarak elde edilmistir. Uriin liyofilizasyon islemine tabi tutulduktan
sonra —20 °C’de saklanmustir.

3.2.1.2.2. MPEG-PLGA-MA Sentezi

MPEG-PLGA’nin maleik anhidrit (MA) ile fonksiyonlandirilmasi amaciyla MPEG-
PLGA:MA:Benzoil Peroksit (BPO) 1:10:0.2 mmol oranlarinda tartilmis ve 10-15 mL
DCM igerisinde ¢oziilmiistiir. Cozelti homojen hale getirildikten sonra, vakum altinda

oda sicakliginda tutulmus ve DCM tamamen uzaklagtirilmistir.
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Solvent uzaklastirildiktan sonra elde edilen karisim, azot atmosferi altinda 100 + 1 °C’de,
16 saat boyunca reaksiyona birakilmigtir. Reaksiyon siiresi sonunda sistem oda
sicakligina sogutulmus ve iiriin igerisinden 50 °C sicak su gegirilerek olasi yan iiriinler
ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen mPEG-PLGA-MA firiinii kurutularak, sonraki

modifikasyon agsamalarinda kullanilmak tizere —20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.2.3. mPEG-PLGA-MA-NH:2 Sentezi

Polimere primer amin fonksiyonelli§i kazandirmak amaciyla, MPEG-PLGA-MA ve
hekzametilendiamin (HMDA) ayr1 ayni tetrahidrofuran (THF) igerisinde ¢oziilmiistiir.
HMDA miktari, polimere gore agirlikca %3 olacak sekilde ayarlanmistir.

Hazirlanan HMDA ¢o6zeltisi, karistirilmakta olan MPEG-PLGA-MA ¢d6zeltisine sicaklik
20 °C’nin altinda olacak sekilde yavasca, damla damla eklenmistir. Karisim diisiik

sicaklikta 10 dakika, ardindan oda sicakliginda 30 dakika reaksiyona birakilmistir.

Reaksiyon sonunda iiriin, asir1 soguk distile suya damlatilarak ¢oktiiriilmiis ve 5000 rpm
hizda santriftijlenerek kat1 faz ayrilmigtir. Elde edilen ¢okelti birkag kez distile su ile
yikanmis, ardindan vakum altinda dondurularak kurutulmustur. Son iiriin olan MPEG-
PLGA-MA-NHz, sonraki nanopartikiil hazirlama ve peptid konjugasyonu ¢aligmalarinda

kullanilmak iizere —20 °C’de saklanmustir.

3.2.1.3. NAC yiiklii B6-QSH nanopartikiillerinin hazirlanmasi

Nanopartkiil Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Prof. Dr. Erdal Cevher ve Dr.

Emine Saldamli’nin yardimlari ile hazirlanmigtir.

Nanopartikiiller, sentezi gerceklestirilen mPEG-PLGA-MA-NH: polimeri kullanilarak
nano¢dktliirme yontemi ile hazirlanmistir. Polimer ve NAC, mPEG-PLGA-MA-NH::
NAC oranlart 50:20, 40:20 ve 25:20 (a/a) olacak sekilde tartilmis ve 15 mL aseton
(Merck, Emsure®, Almanya) igerisinde ¢oOziilmiistiir. Organik faz, 300 rpm hizla
karigtirilan 10 mL distile suya damla damla ilave edilmis ve bu islem sonucunda kolloidal
nanopartikiil dispersiyonlari olusmustur. Olusan dispersiyonlar 30 dakika karistirildiktan
sonra, ¢Oziiclinlin uzaklastirilmas1 amaciyla diisiik basing altinda vakum evaporasyon

uygulanmistir.

Elde edilen nanopartikiil slispansiyonlari, partikiillerin ayrigtirilmast i¢in 45.000 rpm’de,

4 °C’de, 1 saat siireyle ultrasantrifiij (Beckman Coulter, Ingiltere) edilmistir. Santrifiij
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sonunda olusan pellet distile suda yeniden disperse edilerek karakterizasyon
calismalarina tabi tutulmustur. Ancak ilk formiilasyonlarda hedeflenen partikiil
boyutlarinin elde edilememesi iizerine tiim hazirlama adimlart soguk buz banyosunda
tekrarlanmistir. Hazirlama siirecinde her asamada pH degerleri 6l¢iilmiis, santrifiij sonrasi
yeniden dagitilan nanopartikiillerin pH’sinin baslangigtaki 3.0-3.5 araligindan 4.6
seviyesine yiikseldigi belirlenmistir. Bu pH degisiminin partikiil 6zellikleri {izerinde
etkili olabilecegi degerlendirilerek polimer:NAC orani yeniden diizenlenmis ve 25:20
oraninda yeni formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu formiilasyonlarin pH degerleri 4.6
civarinda Ol¢iilmiis ve enkapsiilasyon verileri ile birlikte degerlendirilmistir. EK olarak
FITC yiikleme islemi de ayni metotla uygulanmistir. Nanopartikiillere yiiklenen FITC
miktarmin tayininde ise siipernatanttan alinan ornekler UV-Vis spektrofotometri ile

degerlendirilmistir.

NAC yiiklii nanopartikiillerin baslangic pH degerinin 4.6 olmasi, peptitlerin stabilitesi
agisindan uygun bulunmamis; bu nedenle pH degeri 0.1 M NaOH ile kademeli olarak
6.8 e ylikseltilmistir. pH’daki her bir artis basamaginda nanopartikiillerin partikiil boyutu,
PDI ve zeta potansiyeli degerlendirilmis; pH 6.8 degerinde ise % enkapsiilasyon verimi

tekrar Olgiilmiistiir.

Elde edilen mPEG-PLGA-MA-NH: nanopartikillerine B6, B6-FITC ve QSH
peptitlerinin kovalent baglanmasi amaciyla karbodiimid kimyas: kullanilmigtir. Bu
dogrultuda nanopartikiiller soguk ortamda hazirlandiktan sonra, peptit konjugasyonu i¢in
EDAC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir) (1 mg/mL) ultra saf su
igerisinde ¢ozlindiriilmiis ve nanopartikiil dispersiyonuna eklenerek 45 dakika boyunca
aktivasyon gerceklestirilmistir. Aktivasyon sonrasi peptit ¢ozeltileri (B6, B6-FITC, QSH)
molce B6:QSH 1:0.5 oraninda sirasiyla B6/B6-FITC, ardindan QSH nanopartikiil
dispersiyonuna ilave edilmistir. Peptit ilavesi sonrasi karisimlar buz banyosu kosullarinda

2.5 saat stireyle karistirilarak konjugasyon tamamlanmistir.

Hazirlanan nihai nanopartikiillerin  FTIR, NMR, GPC teknikleriyle yapilan
karakterizasyon analizleri 3.2.1.4.te belirtildigi sekilde yapilmistir.
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3.2.1.4. Polimer ve nanopartikiillerin karakterizasyon ¢calismalari

Sentetik olarak elde edilen MPEG-PLGA, MPEG-PLGA-MA ve MPEG-PLGA-MA-
NH: polimerlerinin yapisal ve fiziksel ozellikleri, Fourier Doniigsimli Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR), Proton Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi ("H-NMR) ve
Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC/SEC) ile degerlendirilmistir. Nanopartikiillerin
karakterizasyonlari igin ek olarak DLS, STEM ve ve Diferansiyel Taramali Kalorimetri
(DSC) teknikleri de kullanilmastir.

3.2.1.4.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi

Polimerlerde fonksiyonel grup degisimlerinin dogrulanmasi amaciyla FTIR analizleri,
Agilent Cary 630 model FTIR spektrofotometresi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Analizlerde ornekler, potasyum bromiir (KBr) ile 1:200 oraninda seyreltilerek tablet
halinde hazirlanmig ve spektrumlar 4004000 cm™ dalga boyu arali§inda kaydedilmistir.
Her sentez basamaginda elde edilen {iriinlere ait karakteristik pik degisimleri

karsilastirilarak yapisal dontistimler degerlendirilmistir.

3.2.1.4.2. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi

Polimer zincirindeki kimyasal yapi, monomer oranlar1 ve u¢ grup modifikasyonlarinin
dogrulanmasi i¢in 'H-NMR analizleri, UNITY INOVA 500 MHz (Varian, Kanada)
spektrometresi kullanilarak gerceklestirilmistir. Olgiimler, Chloroform-d (CDCls)
icerisinde, 25 °C’de ve 500 MHz ('H) kosullarinda alinmistir. Elde edilen spektrumlar
MPEG, PLGA, MA ve NH: modifikasyonlarina ait karakteristik proton sinyalleri

tizerinden degerlendirilmistir.

3.2.1.4.3. Jel gecirgenlik kromatografisi / boyutlarina gore ayirma

Polimerlerin molekiiler agirlik dagilimlarinin ve polidispersite indekslerinin belirlenmesi
icin GPC/SEC analizleri uygulanmistir. Analizler, TSK-gel GMHHR-M kolonu (Tosoh
Bioscience, Japonya) kullanilarak, THF mobil faz1 altinda ve 1 mL/dk akis hizinda
gerceklestirilmistir. Spesifik kirilma indeksi artis1 (dn/de = 0.045 mL/g) diferansiyel
kirilma indeksi (dRI) detektortii ile dl¢lilmiis; mutlak molekiiler agirlik ve molekiiler
agirlik dagilimlart ise mini-DAWN c¢ok acili 151k sagilimi (MALS) detektorii (Wyatt,
ABD) ile hesaplanmistir. Ornekler analiz 6ncesinde gece boyunca 5 mg/mL derisimde
kloroform igerisinde ¢oziindiiriilmiis, ardindan 0.22 um membran filtreden siiziilerek

viallere aktarilmistir.

50



3.2.1.4.4. Diferansiyel taramal kalorimetri

Polimerlerin termal ozelliklerinin incelenmesi amaciyla DSC analizleri, elektrikli
sogutma linitesine sahip 1s1 akis tipi bir DSC cihazi (SII Nanotechnology, ExStar 6200,
Japonya) kullanilarak gergeklestirilmistir. Cihazin sicaklik ve entalpi kalibrasyonlari
indiyum (In), kalay (Sn) ve ¢inko (Zn) standartlar1 ile yapilmistir. Yaklasik 4-6 mg
polimer 6rnegi aliiminyum krozeye yerlestirilmis ve 20-300 °C sicaklik araliginda, 10
°C/dk 1sitma hiziyla ve 100 mL/dk nitrojen akis1 altinda analiz edilmistir. Elde edilen
termogramlar iizerinden polimerlerin camsi gegis sicakliklar (Tg), erime davraniglari ve

sentez basamaklarina bagli olas1 yapisal degisimleri degerlendirilmistir.

3.2.1.4.5. Nanopartikiillerin partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta

potansiyelinin belirlenmesi

Hazirlanan nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri dinamik 151k sag¢ilimi (DLS)
yontemi ile degerlendirilmistir. Ortalama partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
Olctimleri Malvern Zetasizer serisi cihazlar kullanilarak gergeklestirilmistir. Boyut ve PDI
analizlerinde, nanopartikiil slispansiyonlar1 distile su ile uygun oranda seyreltilerek
Olgiimler 25 °C sicaklikta ve en az ii¢ tekrar seklinde yapilmistir. Zeta potansiyeli
6lgtimleri i¢in numuneler distile su ile 1:50 oraninda seyreltilmis ve 6zel zeta kiivetlerine
aktarilmistir. Olgiimler 25 °C'de ve 90° sacilma agis1 altinda gerceklestirilmistir. Elde
edilen veriler, nanopartikiillerin dagilim homojenligi, stabilite potansiyeli ve yiizey yiki

ozelliklerinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

3.2.1.4.6. Nanopartikiillerin morfolojik analizi

Nanopartikiillerin yiizey morfolojisini ve yapisal 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla
taramal1 ge¢irimli elektron mikroskobu (STEM) analizi uygulanmistir. Analizler, Tiirk-
Alman Universitesi Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarinda bulunan Thermo
Scientific Quattro S model elektron mikroskobunda, STEM modu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Olgiim oncesinde nanopartikiil siispansiyonlar1 1/100 oraninda
seyreltilmis, ardindan her bir numune 200 mesh karbon kapli bakir gridler {izerine
dikkatlice damlatilmistir. Gridler oda sicakliginda tamamen kuruyana kadar
bekletilmistir. Kurutma isleminin ardindan numuneler yiiksek vakum kosullarinda
taranarak degerlendirilmis ve elde edilen STEM goriintiileri nanopartikiillerin sekilsel

biitinliigii ve yiizey morfolojisi hakkinda nitel bilgi saglamistir.
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3.2.1.5. Enkapsiilasyon verimliligi ve yiikleme kapasitesi analizi

MPEG-PLGA-NH.-B6/QSH nanopartikiillerinin enkapsiilasyon verimliligi ile ilag
yiikleme kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla, nanopartikiiller onceki bdliimlerde
aciklanan yontem dogrultusunda hazirlanmistir. Elde edilen nanopartikiil dispersiyonlari,
serbest NAC’1n ayristirilmasi i¢in 45.000 rpm’de, 4 °C’de, 1 saat siireyle ultrasantrifiij
(Beckman Coulter, Ingiltere) edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda olusan siipernatanttan
1 mL alinmig ve serbest NAC miktariin belirlenmesi amaciyla valide edilmis HPLC
yontemi ile analiz edilmistir (Li et al., 2012). Nanopartikiillerin enkapsiilasyon verimliligi

ve yiikleme kapasitesi, asagida verilen formiiller kullanilarak hesaplanmistir:

toplam NAC — serbest NAC
EE (%) = toplam NAC x 100

enkapsiile edilen NAC
YK(%) = ——— x 100
toplam NP agirlig:

3.2.1.6. In vitro ila¢ salim profili analizi

NAC yiikli mPEG-PLGA-MA-NH.-B6/QSH nanopartikiil formiilasyonlar1 ve serbest
NAC ¢ozeltisinin in vitro salim profili, diyaliz membran difiizyon teknigi kullanilarak
degerlendirilmistir (Muthu & Singh, 2009). Bu amagla, her bir formiilasyondan 1 mL
nanopartikiil dispersiyonu, 12—14 kDa molekiiler agirlik kesim degerine sahip seliiloz
asetat diyaliz membranlarina yiiklenmistir. Salim c¢alismalari, fizyolojik kosullar1 taklit
etmek amaciyla 50 mL fosfat tamponu (pH 7.4) icerisinde, 37 °C sicaklikta ve 100 rpm
karistirma hizinda gergeklestirilmistir. Belirli zaman noktalarinda ortamdan 2 mL 6rnek
alinmais, sink kosullarinin korunmasi i¢in alinan hacim kadar taze fosfat tamponu (pH 7.4)
ortama geri eklenmistir. Zaman serisinde alinan tiim 6rneklerde NAC miktar1 valide
edilmis HPLC yontemi ile analiz edilmis, elde edilen konsantrasyon verileri kullanilarak

zamana bagl kiimiilatif salim ytlizdeleri hesaplanmistir.

3.2.1.7. Nanopartikiillerin in vitro stabilite analizi

NAC yiiklii mPEG-PLGA-MA-NH:-B6/QSH nanopartikiil formiilasyonlarinin fizyolojik
kosullar altindaki kararliligin1 degerlendirmek amaciyla, salim ortamini temsil eden fosfat
tamponu (pH 7.4) (Huang et al., 2009) ile hiicresel ortami taklit eden %50 fetal sigir

serumu (FBS) igeren ve icermeyen DMEM ¢ozeltilerinde stabilite caligmalar
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gergeklestirilmistir. Nanopartikiiller bu ortamlarda 37 °C ve 100 rpm karistirma hizi
altinda inkiibasyona birakilmistir. Stabilite degerlendirmesi 24 saat boyunca yapilmis
olup 0.5, 1, 2, 4 ve 24. saat zaman noktalarinda ortamdan 6rnek alinarak partikiil boyutu,
PDI ve zeta potansiyeli Olgiilmiistiir. Tiim analizler, yontemin tekrarlanabilirligini

saglamak amaciyla li¢ bagimsiz tekrar seklinde yiirtitilmiistiir.

3.2.1.8. Nanopartikiillerin liyofilizasyonu

Nanopartikiillerin uzun siireli saklamaya uygun hale getirilmesi amactyla, kriyoprotektan
olarak %15 ve %20 trehaloz iceren nanopartikiil dispersiyonlari liyofilizasyona tabi
tutulmustur. Bu amagla, 6rnekler 6nce -20 °C’de 12 saat silireyle dondurulmus, ardindan
—65 °C’de, 0.005 mbar vakum altinda calisan liyofilizatorde 24 saat boyunca
kurutulmustur. Liyofilizasyon iglemi tamamlandiktan sonra elde edilen kuru nanopartikiil
tozlar1 distile suda yeniden disperse edilmis ve belirlenen zaman araliklarinda partikiil
boyutu, PDI ve zeta potansiyeli 6l¢timleri gerceklestirilmistir. Tiim analizler yontemin

giivenilirligini degerlendirmek amaciyla ii¢ bagimsiz tekrar seklinde yapilmistir.

3.2.1.9. Nanopartikiil formiilasyonlarimn sterilizasyonu

Nanopartikiil formiilasyonlarinin mikrobiyolojik agidan giivenli hale getirilmesi amaciyla
tim dispers haldeki nanopartikiiller i¢in UV sterilizasyon islemi uygulanmistir. Bu
kapsamda, nanopartikiil siispansiyonlar1 belirli bir mesafede UV 151g1na maruz birakilarak
15 dakika siireyle sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra nanopartikiillerin
fiziksel biitiinliigiiniin korunup korunmadigini1 degerlendirmek amaciyla partikiil boyutu,
PDI ve zeta potansiyeli olgtimleri gerceklestirilmistir (Tapia-Guerrero et al., 2020).
Sterilizasyonun mikrobiyolojik etkinligini degerlendirmek amaciyla secilen nanopartikiil
formiilasyonlar1 uygun agar besiyerine inokiile edilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanilmistir. Inkiibasyon
sonrast besiyerleri gdézlemlenmis ve sterilizasyon isleminin etkinligi mikrobiyolojik

kontaminasyon agisindan degerlendirilmistir.

3.2.2. In vitro cahismalar

Alzheimer hastaligina ait in vitro modelde, insan dopaminerjik noroblastom hiicre hatti
SH-SY5Y (ATCC CRL-2266) kullanilmigtir. AB42 peptidleri ile hiicrelere toksisite
uygulanmis; serbest NAC ve NAC yiikli nanopartikil (NAC-B6-QSH-NP)

formiilasyonlarinin toksisiteye etkileri detayli sekilde incelenmistir. Toksisite dncesi ve
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sonrasinda, oksidatif stres, inflamasyon, mitokondriyal fonksiyon, gibi biyolojik
parametreler degerlendirilmistir. Tiim deneyler en az ii¢ tekrar olacak sekilde

gerceklestirilmistir.
3.2.2.1. Hiicre kiiltiiriiniin gerceklestirilmesi

Hiicreler %10 FBS, %1 NEAA ve %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM ortaminda,
37°C sicaklikta ve %5 CO:2 igeren inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Dondurulmus stok
hiicreler su banyosunda ¢ozdiirtilmiis, santrifiijlenip (1200 rpm, 5 dk) iist faz1 atildiktan
sonra yeni kiiltiir ortamina aktarilmistir. Hiicreler %70-80 konfluensiye ulasincaya kadar
bliyiitiilmiis, her 3 giinde bir ortam yenilenmistir. Pasajlama i¢in 1X PBS ile yikama ve
tripsin/EDTA ile hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi saglanmis, daha sonra santrifiijlenerek
yeni ortamda ¢oziilmiislerdir. Hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler mikroskop altinda

gbzlemlenmistir.

3.2.2.2. Hiicre Kkiiltiiriinde Ap42 oligomerlerinin olusturulmasi

AP42 peptidi, hiicrelerde dnce monomer formda bulunmakta, ardindan oligomer, fibril
ve son olarak plak yapilarin1 olusturmaktadir. Literatiirde en toksik formun oligomer
oldugu belirtilmis (Benilova vd., 2012) ve bu nedenle deneylerde AP42 oligomer (AB420)
formu kullanilmigtir. HFIP ile muamele edilmis rekombinant AB42 peptidi, sonikasyon
ile NH4OH i¢inde ¢oziilmis ve fenol kirmizisi igermeyen medyumda farkli
konsantrasyonlarda (5-100 uM) 4°C'de 24 saat inkiibe edilerek oligomer formuna
doniistiiriilmiistiir. Olusan oligomerler SDS-PAGE ve ayrica Bis-ANS boyasi

kullanilarak spektrofotometrik olarak dogrulanmistir.

3.2.2.3. Nanopartikiillerin hiicre i¢cine alinmasi

Nanopartikiillerin hiicrelere giris diizeyini analiz edebilmek i¢in, NAC-B6-QSH
nanopartikiillerinin hazirlanmasi kisminda tanimlanan FITC ile isaretlenmis nanopartikiil
formiilasyonlar1 (FITC-NP ve NAC-B6-FITC-NP) kullanilmistir. SH-SY5Y hiicreleri, 12
kuyucuklu kiiltiir plakalarina 1x10° hiicre/mL yogunlukta dagitilmis ve hiicrelerin
tutunmasini saglamak iizere 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan hiicrelere, 25
pg/mL derisimde hazirlanan ilgili nanopartikiil 6rnekleri uygulanmis ve bu muamele 24
saat siirdliriilmiistiir. Stire sonunda hiicreler tripsin ile ayrilarak toplanmis, PBS ile
yikandiktan sonra +4 °C kosullarinda analiz i¢in hazir halde tutulmustur (Zhang ve ark.,

2014). Hiicre i¢i nanopartikiil internalizasyonu, FITC isaretinin olusturdugu floresan
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yogunlugunun akim sitometrisi (BeckmanCounter) ile 6l¢iilmesi yoluyla nicel olarak
degerlendirilmistir. Boylece farkli nanopartikiil gruplarinin hiicre i¢ine alinma verimliligi

karsilastirmali olarak belirlenmistir.

3.2.2.4. NAC, EPPS ve nanopartikiiliin hiicre canlih@ina etkisinin belirlenmesi

NAC, EPPS ve NP'lerin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi, CVDK-8 testi
kullanilarak belirlenmistir. SH-SYSY hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre/mL
olacak sekilde ekilmis, lizerlerine %10 oraninda CVDK-8 reaktifi eklenmis ve 4 saat
inkiibasyon uygulanmigstir. Mitokondriyal dehidrogenaz enzimi tarafindan tetrazolyum
tuzunun rediiksiyonu sonucu olusan formazan miktar1 mikroplaka okuyucuda 480 nm'de

Olgiilmiistiir.

3.2.2.5. AP42o toksisitesi olusturulan hiicrelerde EPPS ve NAC-NP’nin hiicresel

canlihiga etkisinin belirlenmesi

EPPS, NAC ve NAC-B6-QSH-NP’lerin AB420 kaynakli toksisite iizerindeki hiicresel
canlilik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla hiicreler, 96 kuyucuklu kiiltiir plakalarina
10.000 hiicre/kuyu yogunlugunda ekilmis ve 24 saat inkiibasyonla hiicre tutunmasi

saglanmistir.

Belirlenen konsantrasyonda Ap420 uygulanarak hiicrelerde 24 saat toksisite
indiiklenmigtir.  Toksisite  olusturulmasin1  takiben, belirlenen  araliklardaki
konsantrasyonlarda NAC, EPPS, B6-QSH-NAC-NP uygulamalar1 gergeklestirilmistir.
AP420 uygulanmamis bir hiicre grubu negatif kontrol olarak deney diizenine dahil

edilmistir. Tiim deneysel kosullar 3 bagimsiz tekrarla yiiriitiilmistiir (Tablo 2).

Hiicresel canlilik, uygulamalar sonrasinda CVDK-8 kiti kullanilarak degerlendirilmistir.
Her bir kuyucuga CVDK-8 reaktifi eklenmis ve plakalar iiretici firmanin Gnerilerine
uygun sekilde 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan absorbans
Olctimleri mikroplaka okuyucusunda 450 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Elde

edilen absorbans verileri normalize edilerek canlilik ytlizdeleri hesaplanmigtir.

Tilim istatistiksel analizler yine GraphPad Prism 10 iizerinden gerceklestirilmis ve elde

edilen parametreler gruplar arasi karsilastirmalar i¢in degerlendirilmistir.
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Tablo 2. Tez ¢aligmasinda planlanan deney gruplari.

EPPS NAC NAC-NP
Grup 0 - - -
Grup1 - + -
Grup 2 + - -
Grup 3 + + -
Grup 4 - - +
Grup5 + - +

3.2.2.5.1. Sinerjistik etki

AP(1-42) oligomerlerinin farkli molekiiler agirlik formlar1 ile EPPS ve QSH peptidinin
etkilesimleri, in silico olarak derin 6grenme tabanli Boltz-2 programi kullanilarak
modellenmis (Passaro vd., 2025) ve PyMOL yazilimi ile gorsellestirilerek analiz
edilmistir (DeLano, 2002). AP oligomerleri i¢in Protein Data Bank (PDB) iizerinden
6RHY kodlu model kullanilmistir. Farkli oligomerik durumlart temsil eden modeller
6RHY modelinin tekrarlanmas1 (4,545 kDa) analiz edilmistir. Olusturulan
simiilasyonlar oligomer-ligand-peptit stokiyometrisinin etkilesimlerini degerlendirmek
icin farkli kombinasyonlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Boltz-2 tarafindan tiretilen
skorlar, baglanma olasilig1 ve etkilesim kararliligina iliskin goreceli bir 6lgiit olarak
degerlendirilmistir; skorun artmasi (1’e yaklasmasi) daha gii¢lii ve stabil bir etkilesimi
temsil etmektedir. Boltz-2 sonuglarindan 4:4:4, 5:5:5, 6:6:6, 8:8:8, 10:5:5, 10:8:8 ve
10:10:0 stokiyometrik oranlarinda AB:EPPS:QSH igeren modeller arasindan dnerilen en
yiiksek skorlu (en olas1) olanlar1 segilerek yapilarin detaylar1 ve etkilesimleri analiz

edilmistir.

Hiicre canliligina yonelik elde edilen veriler, kombinasyon tedavisinin sinerjistik etkisini
degerlendirmek amaciyla SynergyFinder web tabanli analiz araci kullanilarak analiz
edilmistir (Nguyen vd., 2024). EPPS ve NAC'nin birlikte uygulanmasinin hiicre canliligi
tizerindeki etkisi, Bliss bagimsizlik modeli ve Zipp additivite modeli temelinde
degerlendirilmis; kombinasyon etkisinin sinerjistik, antagonistik ya da aditif olup
olmadig1 bu modeller dogrultusunda belirlenmistir. Veriler, doz-doz matris formatina

doniistiiriilerek sisteme yiliklenmis ve 3D yiizey haritalari ile gorsellestirilmistir.
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3.2.2.6. In vivo’da nanopartikiillerin kan-beyin bariyerinden gegisi

Karakterizasyonlari tamamlanan NAC-B6-QSH-NP’lerin beyne gegislerinin  ve
amiloidleri hedeflediginin gosterilmesi amaciyla in vivo uygulama yapilarak farelerden
beyin kesitleri alinmis ve immiinohistokimya analizi yapilmistir. Bunun i¢in Alzheimer
iliskili 5 mutasyona sahip (APP'deki Isve¢ (K670N/M671L), Florida (I716V) ve Londra
(V7171) mutasyonlart ve PSENI1'deki M146L ve L286V mutasyonlari) 5XFAD
transgenik fare modeli kullanilmistir. Transgenik fareler The Jackson Laboratory
(ABD)’den temin edilmis ve Bezmidlem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar
Merkezi'ne transfer edilmistir ve deneyler burada gergeklestirilmistir. Hayvan
deneylerine iliskin tiim uygulamalar, Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 20.12.2021 tarih ve 2021/3-1 sayili etik onayi dahilinde
gerceklestirilmistir.

6 aylik farelere NAC yiiklii B6-FITC/QSH nanopartikiilii intraperitonel (i.p) yontemle 42
mg/kg olacak sekilde uygulama yapilmistir. Hayvanlar uygulama yapildiktan 1 saat sonra
sakrifiye edilmis ve beyin dokular1 ¢ikarilmistir. Cikarilan dokular 6nce kuru buz
tizerinde dondurulmus sonra -80°C’de saklanmistir. Daha sonra bu dokulardan kriyotom

kullanilarak koronal kesitler (40 um) lam tizerine alinmistir. -20°C’de saklanmustir.

Immiinohistokimya uygulamasi i¢in -20°C’de saklanan kesitler ¢ikarilmis ve PBS (1X)
ile yikanmistir. %4 paraformaldehit ¢ozeltisi igerisinde, oda sicaklifinda 15 dakika
bekletilerek drnekler fikse edilmistir. 15 dakikanin sonunda PBS (1X) ile yikanmis ve
%0,3 Triton X-100 ¢ozeltisi igerisine alinarak oda sicakliginda 15 dakika calkalayicida
bekletilmistir. Calkaliyicidan aliman 6rnekler %35 ke¢i serumu iceren blok c¢ozelti
icerisinde oda sicakliginda ve karanlikta 1 saat bekletilmistir. Sonra 6rnekler anti-amiloid
oligomer antikoru (Abcam, ab126892) ile +4 °C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.
Ertesi giin ornekler %0.1 Triton X-100 ¢ozeltisiyle yikandiktan sonra kegi-anti-tavsan
Alexa 647 (Elabscience) sekonder antikor ile karanlikta, oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edilmistir. ikincil anikor inkiibasyonu sonras1 PBS (1X) ile ii¢ kez yikanmistir. Son
asamada Fluoroshield soliisyonu lam iizerine uygulanmis, lamel ile kapatilarak drnekler
floresan mikroskop ile incelemeye hazir hale getirilmistir; FITC (yesil) ve Kirmizi1 647

nm (kirmizi) filtreleri kullanilmastir.
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3.2.2.7. Oksidatif stres tayini

AP420 toksisitesine maruz birakilan SH-SYS5Y hiicrelerinde toplam antioksidan aktivite
(TAS), RelAssay Diagnostics kitleri (Gaziantep, Tirkiye) kullanilarak kolorimetrik
yontemle degerlendirilmistir. Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/mL
yogunlukta ekilmis ve 24 saat boyunca 10 uM AP420 ile inkiibe edilerek toksisite
indiiklenmistir. Ardindan, 24 saat siireyle 10 mM serbest NAC, 0,01 mM EPPS ve 25
png/mL NAC-B6-QSH-NP uygulanmistir.

Inkiibasyonun ardindan hiicre medyumu uzaklastirilmis, hiicreler PBS ile yikanip
kazinarak toplanmistir. Hiicreler freeze—thaw yontemi ile lizis edilip 2000 g’de 20 dakika
santrifiijlenmis ve siipernatantlar alinmistir. TAS analizi, 660 nm dalga boyunda ABTS
radikal soliisyonunun dekolorizasyonu prensibine dayanmistir. Numunelere Reagent 1 ve
Reagent 2 sirasiyla eklenmis; A1 ve A2 absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. TAS kapasitesi,

kit protokoliine gore asagidaki formiille hesaplanmistir:

TAS (mmol Trolox Equiv./L) = ((AAbs H20 - AAbs Ornek) / (AAbs H.O - AAbs
Standart))

3.2.2.8. SOD aktivitesinin belirlenmesi

AP420 ile olusturulan amiloid toksisitesi sonucunda oksidatif stresin ortaya cikist ile
artmasi beklenen siiperoksit radikal seviyelerine kars1 savunma mekanizmasi olan SOD
enziminin aktivitesi degerlendirilmistir. Deneysel analizlerde Elabscience SOD

kolorimetrik aktivite kiti kullanilmistir.

SH-SYSY hiicreleri 6 kuyucuklu mikroplakalara 2x10° hiicre/mL yogunlukta ekilerek
kiiltiirlenmis, 24 saat silireyle AP420 uygulamasi yapilarak toksisite modeli
olusturulmustur. Ardindan, serbest NAC, EPPS ve NAC-B6-QSH-NP ile 24 saat boyunca
muamele edilmistir. Siire sonunda hiicre medyumu atilarak hiicreler PBS igerisinde
kazinarak toplanmis, dondur-¢6z yontemiyle lizise ugratilmistir. Santrifiijleme (2000 g,

20 dk) sonrasi siipernatantlar alinarak analizlerde kullanilmistir.

Toplanan hiicre siipernatantlarinin protein icerikleri Bradford yontemi ile belirlenmis ve
SOD aktivitesi protein miktarina normalize edilerek U/mgprotein birimiyle ifade
edilmistir. Kit protokolii dogrultusunda hazirlanan reaksiyon karisimlar1 37°C’de 20
dakika inkiibe edildikten sonra 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri elde edilmis,

inhibisyon oran1 ve SOD aktivitesi hesaplanmustir.
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3.2.2.9. Sitokin seviyeleri tayini

Alzheimer hastaligi in vitro modelinde, inflamatuar yanitin degerlendirilmesi amaciyla
SH-SYSY hiicrelerinde IL-1B3, IL-6 ve TNF-a sitokin diizeyleri ELISA yontemi ile
belirlenmistir. Hiicreler, 6 kuyucuklu plaklara 2x10° hiicre/mL yogunlukta ekildikten
sonra 24 saat boyunca 10 uM AB420 ile muamele edilerek amiloid oligomer toksisitesi
olusturulmustur. Bunu takiben, serbest NAC (10 mM), NAC-B6-QSH-NP (25 pg/mL),
EPPS (0,01 mM) ve bu ajanlarin kombinasyonlari uygulanarak hiicreler 24 saat

inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon siiresi sonunda siipernatantlar toplanmis ve ELISA Kkitlerinin sagladig
protokole uygun sekilde 96 kuyucuklu plakalara aktarilmistir. Her bir kuyucuga 6rnek
veya standart soliisyon eklendikten sonra, antikor kokteyli ile 1 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmigtir. Bes kez yikama isleminden sonra, renk gelistirme ¢ozeltileri
eklenmis ve plakalar karanlik ortamda 10 dakika 37°C'de inkiibe edilmistir. Reaksiyon
durdurma soliisyonu ile sonlandirilmis ve 450 nm dalga boyunda absorbans dl¢iimleri

gerceklestirilmistir.

Olgiim degerleri standart egriye gore ng/L cinsinden hesaplanmis ve sonuglar iglii

tekrarla elde edilmistir.

3.2.2.10. Mitokondriyal disfonksiyon analizi

AP420 ile toksisite olusturulmus hiicrelerde, mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu
degerlendirmek amaciyla JC-10 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Kiti (Abcam)
kullanilmistir. Bu amagla SH-SYS5Y hiicreleri, siyah 96 kuyucuklu mikroplakalara 4x10°
hiicre/mL yogunlugunda ekilmis ve 24 saat boyunca 10 uM Ap420 ile muamele
edilmistir. Ardindan, hiicrelere EPPS, serbest NAC ve NAC-B6-QSH-NP tekli ve
kombinasyonlar halinde uygulanmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir ortami

uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikanmustir.

JC-10 boyast, kit protokoliine uygun olarak hazirlanmis (100X JC-10 ve Assay Buffer A
karigimi ile 10X JC-10 soliisyonu elde edilmistir) ve her kuyucuga 50 puL eklenerek %5
CO: ortaminda 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan kuyulara 50 pL Assay
Buffer B (Komponent C) ilave edilerek Ol¢clim oncesi protokol tamamlanmistir.
Florimetrik 6l¢iimler multiplaka okuyucu (Biotek Cytation 5) kullanilarak iki farkl
emisyon dalga boyunda (490/525 nm ve 540/590 nm) alinmistir. 525 nm degerleri toksik
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hiicreleri, 590 nm degerleri ise saglikli hiicreleri temsil etmektedir. Bu iki dalga boyuna

ait AOD degerleri kullanilarak mitokondriyal disfonksiyon Formiil 2 ile hesaplanmigtir:
Mitokondriyal Disfonksiyon (%)=(AODago525/ AOD540;500 )*100

3.2.2.11. istatistiksel analiz

Tim deneysel verilerin istatistiksel degerlendirmesi GraphPad Prism 10.4.2 yazilimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. ELISA, oksidatif stres belirtecleri, antioksidan aktivite
ve hiicre canliligma iliskin kantitatif O6l¢iimlerde gruplar arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinde One-way ANOVA testi uygulanmis, ¢oklu karsilastirmalar Tukey post-
hoc analizi ile yapilmistir. EPPS ve NAC’1n sinerjik etkilesimleri SynergyFinder+ ile

analiz edilmistir.

Doz—cevap egrilerinden ECso degerlerinin hesaplanmasinda ise dort parametreli (4PL)
non-lineer regresyon modeli  kullamilmistir. ELISA  analizlerinde  sitokin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla olusturulan standart egriler yine 4PL modele
gore fit edilerek, bilinmeyen Orneklerin konsantrasyonlart bu egriler {izerinden

interpolasyon yontemiyle hesaplanmistir.

Tiim deneysel bulgular ortalama + standart sapma (SS) seklinde sunulmus olup, p<0.05
istatistiksel anlamlilik smir1 olarak kabul edilmistir. Kullanilan istatistiksel testler ve

anlamlilik diizeyleri, ilgili sekil agiklamalarinda ayrica belirtilmistir.
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4. SONUCLAR
4.1. Analitik metot gelistirme, polimer sentezi ve nanopartikiil hazirlama

Bu bolimde, NAC’1in nicel analizine yonelik analitik yontemin gelistirilmesi ve
validasyonuna, sentezlenen polimerlere ve NAC yiiklii nanopartikiil sistemlerinin
hazirlanmasi1 ile karakterizasyonuna ait bulgular sunulmustur. Analitik yOntemin
gecerliligi ortaya konulduktan sonra, sentezlenen polimerlerin yapisal ozellikleri ve

nanopartikiil formiilasyonlarinin fizikokimyasal karakteristikleri degerlendirilmistir.

4.1.1. NAC’mm yiiksek basin¢gh sivi kromatografisi ile analitik yonteminin

gelistirilmesi ve validasyonu

NAC’mm tayinine yonelik gelistirilen Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK)
yontemi, uluslararast validasyon kilavuzlart dogrultusunda degerlendirilmistir. Bu
kapsamda sistem uygunlugu, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, 6zgiinliik ve segicilik ile
algilama ve tayin sinirlarina ait bulgular incelenmistir. Elde edilen sonuglar, gelistirilen

yontemin NAC analizinde kullanilabilirligini ortaya koymaktadir.
4.1.1.1. Sistem uygunluk bulgulari

NAC’in HPLC yoOntemine ait sistem uygunlugu degerlendirmesi, 500 ppm
konsantrasyonundaki standart ¢ozeltinin ardisik bes enjeksiyonu ile gergeklestirilmistir.
213nm’de yapilan 6lgiimden edilen kromatografik profil Sekil 9’da verilmistir. NAC piki,
tiim tekrar ol¢timlerinde yaklasik 6,9 dakikada tek ve belirgin bir pik olarak gozlenmistir.

Ayrica alikonma siiresi ve pik alan1 degerleri Tablo 3’te sunulmustur.

Sample Name: 100PPM NAC ¢ozeltisi

90
80

70+
60

50

20
10-
o

0,0 1.0 2,0 30 4,0 50 6,0 70 8,0 9.0 min

mAU

Sekil 9. NAC’a ait HPLC kromotogram goriintiisii.
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Tablo 3. NAC’1n sistem uygunluk sonuglari.

Ornek Sayisi Alikkonma Zamani (dk) Alan
Ortalama 6,916 6627406
SS 0,122 15926,184
BSS (%) 1,759 0,240

4.1.1.2. NAC’1n dogrusallik bulgular:

NAC’m analitik yonteme ait dogrusallik degerlendirmesi, 5-500 ppm araligindaki
standart ¢ozeltilerin {liger tekrarli Sl¢iimi ile yapilmistir. Belirlenen konsantrasyon
araliginda elde edilen pik alanlar1 kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmus ve
dogrusal regresyon analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrusuna ait
regresyon denklemi y = 13327x + 16077 olarak hesaplanmistir. Dogrusalligin giiciinii
gosteren determinasyon katsayisi (R?) 0,9999 bulunmus olup, dogrusal iliski Sekil 10°da

Ozetlenmistir.

Alan (Area)

16 NAC Validasyonu Standart Kalibrasyon Egrisi

@ Deneysel Veriler
- Regresyon Dogrusu

0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 10. NAC’a ait kalibrasyon egri grafigi.
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4.1.1.3. NAC’1n dogruluk bulgulari

NAC analiz yonteminin dogrulugu, 50, 200 ve 500 ppm derisimlerinde hazirlanan
standart ¢ozeltilerin dort tekrar Ol¢limii ile degerlendirilmistir. Her bir konsantrasyon
seviyesi i¢in Olgiilen ortalama konsantrasyon degerleri ve hesaplanan geri kazanim

yiizdeleri Tablo 4’te gdsterilmistir.

Tablo 4. NAC’1n dogruluk parametresine ait bulgular.

Olgiilen Konsantrasyon % Geri kazanim
Ornek Sayis1 | 50 ppm | 200 ppm 500 ppm 50 ppm 200 ppm 500 ppm
Ortalama 50,463 | 198,860 492,867 100,926 99,430 08,574
SS 0,185 0,307 2,810 0,370 0,153 0,562
% BSS 0,366 0,154 0,570 0,366 0,154 0,570

4.1.1.4. NAC’1n kesinlik bulgular:

Kesinlik degerlendirmesi, yontem tekrarlanabilirligi ve tekrar elde edilebilirligi olmak
tizere iki asamada gergeklestirilmistir (Tablo 5-6). Aymi giin igerisinde hazirlanan
tekrarlanabilirlik datalari, 50 ppm NAC c¢ozeltilerinin alti ardisik enjeksiyonuna ait

cozeltilerle iki ayr1 giinde yapilan analizlerle degerlendirilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. NAC’a ait tekrar edilebilirlik ¢alismasina ait bulgular.

1.Giin 2.Giin
Ornek Sayisi 50 ppm 50 ppm
Ortalama 50,473 50,188
SS 0,189 0,317

% BSS 0,374 0,632

Yontemin analistler aras1 kesinligi, iki farkli analist tarafindan bagimsiz sekilde
hazirlanan ve analiz edilen 100 ppm NAC ¢ozeltileriyle degerlendirilmistir (Tablo 6).
Deney alt1 tekrarli ¢alisilmistir.
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Tablo 6. NAC’a ait tekrar elde edilebilirlik ¢alismasina ait bulgular.

1.Analist 2.Analist
Ornek Sayisi 100 ppm 100 ppm
Ortalama 102,012 102,009
SS 0,118 0,117
% BSS 0,116 0,115

4.1.1.5. NAC’mn Ozgiinliik ve secicilik bulgular

Yontemin 6zgiinliik ve segiciligi, NAC icermeyen bos nanopartikiil formiilasyonlarinin

ve NAC ¢ozeltisinin analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Bos nanopartikiil 6rneklerine

ait kromatogramlarda NAC’in karakteristik alikonma siiresi olan yaklasik 6,7 dakika

civarinda herhangi bir pik goézlenmemistir. NAC stok ¢ozeltisi ile bos nanopartikiiliin

kromatografik profillerinin karsilastirmali gdsterimi Sekil 11°de sunulmustur.

100
90 1
80
70
60
50 -

mAU

40 A
30
20 1

min

8 10

Sekil 11. Bos nanopartikiil ve NAC stok ¢6zeltisinin 213 nm’de 6lgiilen kromotogram

goruntusu.

4.1.1.6. LOD ve LOQ bulgulan

12

NAC analiz yonteminin duyarliligi, 3.2.1.1.6’da belirtildigi denklemlerle hesaplanmis ve

yontem i¢in LOD degeri 0,015 pg/mL, LOQ degeri ise 0,046 ug/mL olarak belirlenmistir.
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Bu degerler, yontemin diisiik derisimlerde NAC tayinini ger¢eklestirmeye uygun

duyarliliga sahip oldugunu gostermektedir.
4.1.2. Sentezlenen polimerlere ait bulgular

Bu c¢alismada, nanopartikiil {iretimi ve peptid konjugasyonuna uygun fonksiyonel yapida
polimer elde etmek amaciyla MPEG-PLGA diblok kopolimeri, yiizey fonksiyonlandirma
amaciyla mPEG-PLGA-MA ve amin fonksiyonelli konjugasyon ara iirlinii olarak mPEG-

PLGA-MA-NH: olmak iizere ii¢ basamakli bir modifikasyon gergeklestirlmistir.

Ilk olarak PLGA (RG502) ve mPEG-2000’in dibutilkalay dilaurat katalizi altinda
yuriitiilen reaksiyonu sonucunda mPEG-PLGA diblok kopolimeri elde edilmistir.
Reaksiyon sonrasi toliienin uzaklastirilmast ve polimerin DCM iginde ¢ozilindiiriilerek
sulu faza ince akisla damlatilmasi ile polimer ¢oktiiriilmiis; santrifiij ve liyofilizasyon
islemleri sonunda {iriin kuru pellet formunda izole edilmistir. Elde edilen mPEG-PLGA
polimeri, ¢calismada nanopartikiil ¢cekirdeginin temel yapisal bileseni olarak kullanilmak

tizere hazirlanmigtir (Sekil 12).

(o]
o H Me OH
HO P o + (o]
¥ n
o

PLGA MPEG
114 °C, 8 saat

Dibutilkalay dilaurat; katalizér

MPEG-PLGA

Sekil 12. mPEG-PLGA diblok kopolimerinin sentez semasi.

Ikinci asamada MPEG-PLGA ’nin maleik anhidrit ile modifikasyonu sonucunda mPEG-
PLGA-MA fiiriinti elde edilmistir. DCM uzaklastirildiktan sonra azot atmosferi altinda
gerceklestirilen 16 saatlik reaksiyonun ardindan iiriin sicak su ile saflagtirilmis ve kati
formda izole edilmistir. Bu polimer tiirevi, ylizeyine reaktif ¢ift bag iceren maleik anhidrit
grubu kazandirilmis olup, amin igeren molekiillerin polimere baglanabilmesi i¢in gerekli

ara urtin olarak kullanilmistir (Sekil 13).
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MPEG-PLGA MA, Maleik Anhidrit

100 °C, 16 saat
BPO; Benzoil Peroksit; baslatici

Y

Ho{\ }PJ\(HT(\%

2
HE..

J\ MPEG-PLGA-MA

Sekil 13. mMPEG-PLGA-MA polimerinin sentez semasi.

Son asamada, mPEG-PLGA-MA polimerinin hekzametilendiamin (HMDA) ile
reaksiyonu sonucunda primer amin fonksiyonelli mMPEG-PLGA-MA-NH: elde edilmistir.
THF ortaminda diisiik sicaklikta gerceklestirilen reaksiyonun ardindan iirlin asir1 soguk
distile suda ¢oktiirlilmiis, santrifiij ile kat1 faz ayrilmis ve kurutularak nihai polimer toz
formunda elde edilmistir. Bu amin-fonksiyonlu polimer, ¢alismada B6 veya QSH gibi
hedefleme peptitlerinin EDAC aracili konjugasyonu i¢in gerekli reaktif u¢ gruplarini

saglamasi amaciyla sentezlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. mPEG-PLGA-MA-NH: polimerinin sentez ve peptid baglanma semasi.

4.1.3. NAC yiikli B6-QSH nanopartikiillerinin hazirlanmasi1 partikiil boyutu,

polidispersite indeksi ve zeta potansiyelinin belirlenmesi

3.2.1.3’te belirtildigi lizere hazirlanan mPEG-PLGA-MA-NH. temelli nanopartikiillerin
partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerleri DLS yontemi ile degerlendirilmistir.
Farklt polimer:NAC oranlarinda hazirlanan formiilasyonlar, sicak ve soguk ortam
kosullariin etkileri, pH diizenlemeleri ve peptit konjugasyonunun partikiil 6zellikleri
tizerindeki degisimleri karsilagtirmali olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar agsagida

sirayla sunulmustur.

[k asamada 50:20 ve 40:20 polimer:NAC oranlar1 kullanilarak hazirlanan nanopartikiiller
degerlendirilmistir. Evaporasyon sonrasi elde edilen nanopartikiillerin boyutlar1 ytliksek

Ol¢iilmiis ve her iki formiilasyonun santrifiij sonrasi yeniden disperse olmadig:
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gozlenmistir (Tablo 7). Bu nedenle ilk sentez denemeleri nanopartikiil stabilitesi

acisindan uygun bulunmamig ve yeni bir optimizasyon adimina gegilmistir.

Tablo 7. Farkli mPEG-PLGA-MA-NH.:NAC nanopartikiillerine ait DLS verileri.

Evaporasyon sonrasi (50:20)

Form. PS (nm) =SS PDI + SS ZP (mV) =SS
MPEG-PLGA-MA-NH; 439,4 + 20,30 0,180 + 0,101 -22,0 £ 0,289
Santrifiij sonrasi (50:20)

Form. PS (nm) £ SS PDI £SS ZP (mV) =SS
MPEG-PLGA-MA-NH; REDISPERSE OLMADI

Evaporasyon sonrasi (40:20)

Form. PS (nm) £ SS PDI + SS ZP (mV) =SS

MPEG-PLGA-MA-NH; 498,2 +42,04 0,349 + 0,152 -22,0+1,95
Santrifiij sonrasi (40:20)

Form. PS (nm) + SS PDI = SS ZP (mV) + SS

MPEG-PLGA-MA-NH; REDISPERSE OLMADI

Kan beyin bariyerinden gecis i¢in ideal nanoaprtikiil boyutunun <200 nm altinda olmasi

gerekliligi ve oda sicakliginda hazirlanan nanopartikiil boyutlarmin yiiksek c¢ikmasi

sebebiyle formiilasyonlar buz iizerinde soguk ortamda hazirlanmistir. Bu sartlarda

hazirlanan nanopartikiillerin fiziksel 6zelliklerinde belirgin iyilesme goriilmiistiir (Tablo

8). Bu sonuglara gore en diisiik partikiil boyutu ve en kararl dispersiyonun 25:20 oraninda

elde edildigi belirlenmistir. Bu nedenle sonraki optimizasyonlar ve konjugasyon

caligmalar1 25:20 oranindaki formiilasyon tizerinden yiiriitilmiistiir.

Tablo 8. MPEG-PLGA-MA-NH; polimeri ile soguk ortamda hazirlanan nanopartikiillerine ait

MPEG-PLGA-MA-NH; Soguk Ortam

Form. PS (nm) £ SS PDI + SS ZP (mV) % SS
50:20 242,6 + 21,47 0,589 + 0,356 32,4+ 1,44
Bos NP 184,6 + 1,253 0,316 + 0,385 -38,4 + 1,25
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Form. PS (nm) + SS PDI + SS ZP (mV) £ SS
40:20 572,7 + 83,03 0,330 £ 0,163 20,2 £ 0,889
Bos NP 173,6 2,517 0,119 + 0,074 44,5+ 1,59
Form. PS (nm) = SS PDI £ SS ZP (mV) £ SS
25:20 158,7 + 3,066 0,143 + 0,049 34,8 + 1,50
Bos NP 72,89 + 0,1778 0,154 = 0,004 30,2 + 1,37

Secgilen 25:20 formiilasyonunun {izerinde pH diizenlemesinin partikiil 6zellikleri
incelenmis ve sonuglar Tablo 9'da sunulmustur. Baslangic pH’s1 3,0-3,5 araligindan
santrifiij sonras1 4,6 seviyesine ylikselmistir. Bu bulgular pH artisinin yiizey yiikiinii
belirgin sekilde etkiledigini, ancak partikiil boyutunda biiyiik bir degisim olusturmadigini
gostermektedir. NAC yiikli nanopartikiiller igin son ¢alisma pH’1 6,8 olarak
belirlenmistir. pH etkisini gosteren DLS dagilim egrileri Sekil 15'de verilmistir.

Tablo 9. mMPEG-PLGA-MA-NH; Nanopartikiillerine ait karakterizasyon verileri.

25 mg mPEG-PLGA-NH2:20 mg NAC
Form. PS (nm) £ SS PDI + SS ZP (mV) £ SS
Baslangic 168,8 + 4,637 0,085 + 0,060 -15,1 £ 0,252
Evaporasyon sonrasi 140,2 + 2,042 0,092 + 0,068 -15,0 £ 0,557
pH 4,8 155,8 + 3,139 0,168 £0,022 -28,4 + 0,379
pH 5,8 154,1 £ 3,694 0,128 £ 0,041 -33,5 + 0,896
pH 6,8 157,9+2,761 0,088 + 0,041 -36,7+0,319
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Size Distribution by Intensity

mPEG-PLGA-MA-NH,:NAC (2,5:2) ortalama
mPEG-PLGA-MA-NH:NAC (2,5:2) EVAPORASYON SONRASI ortalama
mPEG-PLGA-MA-NH:NAC (2,5:2) pH 4,8 ortalama
mPEG-PLGA-MA-NH:NAC (2,5:2) pH 5,8 ortalama
mPEG-PLGA-MA-NH:NAC (2,5:2) pH 6,8 ortalama

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size(d.nm)

Sekil 15. mPEG-PLGA-MA-NH; NAC yiiklii nanopartikiillerin pH’a bagl olarak partikiil
boyutu goriintiisii.

MPEG-PLGA-MA-NH: nanopartikiillerine B6, B6-FITC ve QSH peptitlerinin
baglanmasi sonrasi partikiil 6zellikleri degerlendirilmistir (Tablo 10). Bu veriler, peptit
konjugasyonunun nanopartikiillerin partikiil boyutunda biiytik bir artisa yol agmadigini,
tim formiilasyonlarda boyutun kabul edilebilir aralikta kaldigmmi gostermektedir.
Konjugasyon sonrasi zeta potansiyelinde hafif bir diisiis gozlenmis olup bu durum
yiizeydeki amin fonksiyonel gruplarmimn kismi tiiketimi ile uyumludur. Peptit

konjugasyonu sonrasi DLS dagilim grafikleri Sekil 16’da sunulmustur.

Ayrica; DLS analizlerinde partikiil boyutu ve yiizey 6zellikleri bakimindan en uygun
profili sergileyen formiilasyonlarin yiikleme performanslarini degerlendirmek amaciyla

enkapsiilasyon etkinligi ¢aligmalarinin bulgulari B6liim 4.1.4.6’da sunulmustur.

Tablo 10. Peptit baghh mPEG-PLGA-MA-NH; Nanopartikiillerine ait karakterizasyon verileri.

B6 /QSH Bagh Nanopartikiiller

Form. PS (nm) + SS PDI £ SS ZP (mV) + SS
Baslangic bos 72,89 £0,1778 0,154 £ 0,004 -30,2 £ 1,37
B6/QSH 94,20 + 2,163 0,245+ 0,015 -28,9+2.32

B6 /QSH Bagh Nanopartikiiller

Form. PS (nm) £+ SS PDI £ SS ZP (mV) £ SS
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Baslangic NAC (pH 6,8) 157,9 + 2,761 0,088 + 0,041 -36,7+ 0,819

B6/QSH 154,9 + 2,425 0,127+ 0,016 -33,1+£0,954

Size Distribution by Intensity

I MPEG-PLGA-MA-NH:NAC (2,5:2) pH 6,8 ortalama
B mPEG-PLGA-MA-NH:NAC (2,5:2) B6/QSH ortalama

N
o
t

-
o
+

Intensity (Percent)
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+ +

o
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Sekil 16. mMPEG-PLGA-MA-NH; NAC yiiklii nanopartikiilerine B6 ve QSH peptitlerinin
baglanmasindan sonra partikiil boyutu goriintiisii.

Nanopartikiillerin hiicresel alim c¢aligmalarinda izlenebilmesi amaciyla FITC yiikleme
islemi  gergeklestirilmistir. FITC  olgtimleri UV-Vis  spektrofotometrisi ile
gerceklestirilmis olup, konsantrasyon hesaplamalart 0-200 ppm aralifinda hazirlanan
FITC standart ¢ozeltilerinden olusturulan kalibrasyon egrisi lizerinden yapilmistir.
Kalibrasyon egrisi dogrusal bir iligki gostermis, regresyon denklemi y = 0,0008x +
0,0022 ve determinasyon katsayist R? = 0,9995 olarak hesaplanmistir. Bu dogrusal iliski,

FITC yiikleme miktariin giivenilir bir sekilde hesaplanmasina olanak saglamistir.

4.1.4. Polimer ve nanopartikiillerin karakterizasyonlarina ait bulgular

4.1.4.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi

Sentezlenen polimer yapilarin FT-IR spektrumlari incelendiginde, fonksiyonel
gruplardaki degisimleri dogrulayan belirgin pik kaymalar1 ve yeni bant olusumlari
gozlenmistir (Sekil 17-20; Tablo 11). Ham PLGA spektrumunda 3518 cm"’de O—H
gerilmesine, 2999 ve 2956 cm ’de CH:/CHs gerilme titresimlerine ve 1759 cm "’de
karakteristik ester karbonil bandina rastlanmistir. Ayrica 1454, 1425 ve 1394 cm ’de C—
H biikiilmeleri ile 1172-1091 ecm™ araliginda C-O gerilme titresimleri, 960-869 cm™
arasinda ise PLGA’ya 06zgli bantlar gorilmiistir (Sekil 17). mPEG-PLGA diblok
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kopolimerine gecisle birlikte 3444 cm™"’de genis OH bandi ortaya ¢ikmis, 2921 ve 2852
cm’de mPEG zincirine 6zgii metilen gerilme titresimleri belirginlesmis ve 1129-1093
cm' araliginda mPEG’e 0zgii eter baglarinin intensitesinde artis gozlenmistir. Bunun
yaninda 954, 891, 868 ve 849 cm ’de PEG kristal yapisina ait yeni deformasyon
titresimleri belirerek mPEG’in PLGA yapisina basariyla baglandigini gostermistir (Sekil
18).

Maleik anhidrit ile modifiye edilen mPEG-PLGA-MA spektrumunda 3440 cm™
civarinda O-H bandinin daraldigi, 2998-2929-2855 cm™ araligindaki C—H gerilme
titresimlerinin konumlarini korudugu ve 1759 cm™"’de ester karbonil bandinin siddetinin
artt1g1 gorilmiistir. MA nin varhigim1 destekleyen 1629 cm™ bandi anhidrit halkasina
0zgl titresimlere isaret ederken; 1454-1425-1390 cm "’ deki C—H biikiilme titresimleri
ile 1183-1094 cm™ araligindaki ester/eter bantlart mPEG-PLGA yapisiyla uyumlu
bulunmustur. Ayrica 954, 885, 868 ve 843 cm'’de goézlenen bantlar MPEG kristal

yapisinin korundugunu gostermektedir.

Aminasyon basamagiyla elde edilen mPEG-PLGA-MA-NH: spektrumunda 3448
cm "’ de primer amin gruplarina 6zgii keskin N—H gerilme band1 belirirken, 2997-2923—
2853 cm’deki C-H bantlarinin korunmasi polimer omurgasinin devam ettigini
gostermistir. Bu asamada 1673 cm™ ile 1588, 1539 ve 1520 cm"’de ortaya ¢ikan bantlar,
MA halkasinin acgilarak amin gruplarinin polimere baglandigin1 destekleyen amid
bolgesine (6zellikle Amide II) karsilik gelmistir. Bunun yaninda 1454-1424-1387
cm ’de C-H bikiilmeleri ve 1182-1129-1094 cm "’de C-O gerilme titresimleri
korunmus; 898 ve 830 cm ’de gozlenen N-H diizlem dis1 titresimleri aminasyonun

gerceklestigini desteklemistir (Sekil 19).

Hazirlanan nanopartikiillere eklenen peptitlerin konjugasyonu sonrasi elde edilen mPEG-
PLGA-MA-NH:-B6-QSH spektrumunda ise polimere 6zgii bantlara ek olarak peptit
yapisindan kaynaklanan yeni ve karakteristik sinyaller gozlenmistir. 3730 cm ’de
peptitlerdeki NH/OH gruplarina ait gerilme titresimleri belirirken, 3430 cm "’deki bant
peptitlerin COOH gruplari ile polimerin NH. fonksiyonlarinin reaksiyonu sonucunda bant
genisliginde daralma meydana geldigini gostermistir. Ayrica 3004 cm ’de Lisin NHs*
gruplaria ait asimetrik gerilme titresimi ilk kez goriilmiis; 2884-2858-2952 cm™
bantlar1 Histidin ve Prolin yan zincirlerindeki CH titresimleri ile iligkili olarak intensite

kazanmistir. Amide I bolgesinde 1569, 1550, 1535 ve 1517 cm ™ bantlar1 belirgin sekilde
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artmis ve genislemistir. Peptit varligini dogrulayan 950-916 cm"’de karboksilik asit OH
deformasyon pikleri, 812 cm "’de Histidine 6zgii aromatik deformasyon bandi ile 861—
793775 cm "’ de sistein kaynakli C—S gerilme titresimleri yalnizca konjugeli yapida
gozlenmistir. Bu yeni bantlar, peptitlerin polimere kovalent olarak baglandigimi giiclii

sekilde desteklemektedir (Sekil 20).

Genel olarak FT-IR analizi, sentezlenen tiim polimer yapilarinda PLGA temel
omurgasinin korundugunu, mPEG baglanmasinin PEG’e 6zgii eter ve metilen bantlariyla
dogrulandigini, MA modifikasyonunun anhidrit ve C=C bantlariyla teyit edildigini,
aminasyonun Amide II bantlariyla ortaya ¢iktigini ve peptit konjugasyonunun yalnizca
peptit yapilarinda goriilen karakteristik NH, OH, aromatik halka ve C—S bantlarinin
belirginlesmesiyle basariyla gergeklestigini gostermistir. Bu bulgular sentezin her

basamaginin FT-IR diizeyinde dogrulandigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 17. PLGA {iriiniine ait FTIR grafigi.
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Sekil 19. MPEG-PLGA-MA-NH; iiriiniine ait FTIR grafigi.
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Sekil 20. MPEG-PLGA-MA-NH-B6-QSH {iriiniine ait FTIR grafigi.
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Tablo 11. Sentezlenen polimer yapilarin FT-IR bantlar1 ve ilgili fonksiyonel grup degisimleri.

Dalga Aciklama PLGA MPEG-PLGA MPEG-PLGA-MA-NH2 | MPEG-PLGA-MA-NH>-B6-QSH
sayis1 cm™
3730 Peptid yapisinda yer alan aminoasitlere ait - Yok Yok Yok Var
NH ve OH gruplarinin gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir
3600-3200 | Yapidaki serbest veya bagl (molekiillerarasi) | Maks 3518 | Maks 3444 Max 3448 Maks 3430
OH gruplarinin gerilme titresiminden Yapiya katilan NH> PLGA-PEG-MA-NH; yapisinda yer
kaynaklanmaktadir. gruplarinin simetrik ve alan primer gruplarinin Peptid
asimetrik titresimleri yapisinda yer alan COOH gruplart ile
dolayisiyla daha keskin reaksiyonu neticesinde pik boyunda
pik olarak goriilmektedir | kisalma ve daralma bulunmaktadir
3004 Peptid yapisinda yer alan Lisin aminoasit Yok Yok Yok Var
yapisinda bulunan NHs* gruplarma ait
asimetrik gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir
3000 — 2800 | CH, CHj3 ve CH; fonksiyonel grup gerilme Maks 2999 | Maks 2997 Maks 2997 Yok
titresiminden kaynaklanmaktadir. Maks 2956 | Maks 2952 Maks 2948
3000 — 2800 | Metoksi gruplarinda yer alan CHz ve MPEG Yok Maks 2921 Maks 2923 Maks 2884
yapisinda yer alan CH; fonksiyonel Maks 2852 Maks 2853 Maks 2858
gruplardan ileri gelen gerilme titresiminden Maks 2997 Maks 2952
kaynaklanmaktadir Maks 2948 Peptdi yapisinda bulunan Histidin,
prolin amino asitlerinde yer alan
aromatik halka yapilarda yer alan -CH>
gruplarina ait gerilem titregimleri ile
girigimli olarak bulunmaktadir
1759 C=0 baglarinin gerilme titresiminden ileri Var Var Var Var
gelen
1570-1515 | N-H deformasyonu ve C-N gerilme Yok Yok Var Maks 1573 Var
titresimlerinin kombinasyonundan ileri gelen Maks 1558 Maks 1569
Maks 1539 Maks 1550
Maks 1520 Maks 1535
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Maks 1517

Ozellikle peptid yapisindan ileri gelen
Amide II bandna ait NH gruplarindan
iler gelen 1550 cm deki pikin genis
bir pik seklinde ortaya ¢iktigi

goriilmektedir.
1500-1350 | CO bagmn biikiilme titresiminden ileri gelen; | Maks 1454 | Maks 1454 Maks 1454 Maks 1454
Maks 1425 | Maks 1425 Maks 1424 Maks 1427
Maks 1394 | Maks 1390 Maks 1387 Maks 1394
Daha keskin pikler
olusmustur
1190-1060 | MPEG yapisindaki CH2-O-CH; gruplarinda | Maks 1172 | Maks 1175 Maks 1182 Maks 1177
yer alan CO bagmnin gerilme titresimine ait Maks 1132 | Maks 1129 Maks 1129 Maks 1129
pikleri ile PLGA ftizerinde yer alan CO Maks 1091 | Maks 1093 Maks 1094 Maks 1092
baglarindan ileri gelen gerilme titresimleri ile
girigimli olarak bulunmasi
960-840 MPEG in kristal yapisindan ileri gelen Maks 961 Maks 954 Maks 962 Maks 965
gerilme titresimlerinin yeni genis, kiigiik Maks 869 Maks 891 Maks 898 Maks 898
Absorpsiyon piklerinin varlig Maks 868 Maks 830 Maks 831
PLGA yapisinda yer alan CH baglarindan Maks 849
ileri gelen gerilme titresimleri
950-700 NH diizlem dis1 biikiilme titresimi, CH» Yok Yok Var Maks 935
biikiilme titresimi (CH2> 6 diizlem igi Maks 940 Maks 831
biikiilme titresimi) Maks 830
950-900 Peptid yapilarindan ileri gelen karboksilik Yok Yok Yok Var
asid gruplarinda yer alan OH" gruplarina ait Maks 950
diizlem dis1 asimetrik deformasyon titresimi Maks 916
850-800 Diizlem dig1 aromatik =C-H gruplarina ait Yok Yok Yok Var
deformasyon titresimi Maks 812
Histidin yapisina ait
860-750 Sistein molekiiliinde yer alan C-S gruplarina | Yok Yok Yok Var
ait gerilme titresiminden ileri gelen Maks 861
Maks 793
Maks 775
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4.1.4.2. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi

Sentez adimlarinin her birinin dogrulanmasi amaciyla mPEG-PLGA ve mPEG-PLGA-
MA-NH:-B6-QSH nanopartikiiliine ait 'H-NMR spektrumlar1 degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglar, polimerin her modifikasyon basamaginda beklenen kimyasal kaymalarin
ortaya ¢iktigini ve yap1 degisimlerinin basariyla gerceklestigini gostermektedir (Sekil 21-
22).

mPEG eklenmis mPEG-PLGA yapisinda ise PEG zincirine ait karakteristik -CH>—CH>—
O- gruplarinin yogun sinyali 3.5-3.7 ppm bolgesinde belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmustir.
PLGA polimerine ait spektrumda, tipik olarak —CH (metin) protonu 5.17 ppm civarinda,
—CH: (metilen) grubu 4.81 ppm ve —CHs grubu 1.58 ppm civarinda gozlenmistir. Bu
sinyaller PLGA yapisinin temel omurgasint dogrulamaktadir. PEG'e 6zgii 3.63 ppm
civarindaki genis pik, blok kopolimer olusumunu gdstermektedir. PEG zincirinin varligi,

spektrumda baskin bir sinyal alan1 olusturarak PLGA protonlarinin siddetlerini nispeten

azaltmistir (Sekil 21).

Son asama olan peptit konjugasyonunda elde edilen mPEG-PLGA-MA-NH.-B6-QSH
yapisina ait NMR spektrumunda polimer ve peptit kaynakli sinyallerin {ist iiste binmesi
nedeniyle spektrum daha kompleks hale gelmistir. Spektrumda PEG-PLGA omurgasina
ait karakteristik sinyaller korunmugstur: 5.23 ppm civarindaki pik PLGA’nin laktid
birimine ait —CH protonu ile uyumlu bulunurken, 4.84-4.83-4.80-4.77-4.70 ppm
araligindaki sinyaller PLGA nin oksijen komsulugundaki protonlarina (6zellikle glikolid
—CHq/ester g¢evresi protonlart) karsilik gelmektedir. Ayrica 3.65 ppm civarinda goriilen
pik PEG zincirlerinin —CH>— protonlarinin tipik sinyali olup, 3.75 ve 3.43 ppm

civarindaki sinyaller de PEG/ester ¢evresi proton katkilartyla uyumludur.

Peptit konjugasyonuna isaret eden yeni katkilar 6zellikle 0.85-0.89 ppm ve 1.22-1.26
ppm civarinda belirginlesen alifatik sinyallerle desteklenmistir. Bu bolgelerdeki sinyaller,
B6 ve QSH dizilerinde bulunan alifatik aminoasit yan zincirlerine karsilik gelebilecek
niteliktedir. Ek olarak 1.86 ppm civarindaki sinyal, peptit/baglayict kaynakli alifatik
proton katkilarinin artmasiyla iliskilendirilebilir (Sekil 22).
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Sekil 21. MPEG-PLGA firiiniine ait HNMR grafigi ve degerlendirmesi.
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Sekil 22. MPEG-PLGA-MA-NH-B6-QSH iiriiniine ait HNMR grafigi ve degerlendirmesi.
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4.1.4.3. Jel gecirgenlik kromatografisi / boyutlarina gére ayirma

GPC analizleri polimer zincir uzunlugundaki degisimleri ortaya koymustur (Tablo 12).
Saf PLGA’nin Mn ve Mw degerleri sirasiyla 8.9 ve 10.6 kDa olup PDIdegeri 1.18 olarak
Olclilmiistiir. mPEG-PLGA-MA-NH: yapisinda Mn’nin 8.2 kDa, Mw’nin 8.4 kDa olarak
hafifce azalmas1 MA ve aminasyon reaksiyonlarinin kontrollii sekilde gerceklestigini
gostermistir. Peptit konjugasyonu sonrast Mn ve Mw degerleri sirasiyla 8.9 ve 9.8 kDa’ya
yiikselmig; PDI’'nin 1.112 olmas1 zincir yapisinin diizenli kaldigini, reaksiyonun asiri
dallanma veya capraz baglanmaya yol a¢madigini gostermistir. Uc yapiya ait
kromatogramlarin ayni1 bélgede eliisyon gostermesi, ancak pik simetrisi ve genisliginin
peptit baglanmasiyla degismesi, konjugasyonun molekiiler agirlig artiran kontrollii bir

modifikasyon oldugunu desteklemektedir.

Tablo 12. PLGA, MPEG-PLGA-MA-NH; ve MPEG-PLGA-MA-NH>-B6-QSH fiiriinlerine ait
karsilagtirmali GPC molekiil agirlig: tayini.

Mn (kDa) Mw (kDa) PDI (Mw/Mn)
MPEG-PLGA-MA-NH: 8.2 8.4 1.021
MPEG-PLGA-MA-NH2-B6-QSH 8.9 9.8 1.112

4.1.4.4. Diferansiyel taramah kalorimetri

Farkli polimerik yapilarin termal 6zelliklerini incelemek amaciyla gerceklestirilen DSC
analizlerinde, her ii¢ nanoformiilasyona ait cam gegis sicakliklarinin (Tg) belirgin sekilde
farklilastigi goriilmiistiir (Sekil 23). PLGA-PEG/NAC formiilasyonunda Tg degeri —
16.65 °C olarak olciiliirken, MA ile fonksiyonlandirilmis MPEG-PLGA-MA-NH./NAC
yapisinda Tg degeri —14.09 °C’ye yiikselmistir. En yiiksek Tg degeri ise peptit
konjugasyonu  sonrasinda elde edilen MPEG-PLGA-MA-NH:-B6-QSH/NAC
formiilasyonunda —6.25 °C olarak belirlenmistir. Bu artig, polimer zincirindeki
fonksiyonel gruplarin ve peptit yapilarinin hareketliligi kisitlamasi sonucu zincir
segmental mobilitesinin azalmasiyla iliskilendirilmektedir. Boylece polimer yapisindaki

her bir kimyasal modifikasyonun termal davranisi1 dogrudan etkiledigi goriilmektedir.
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Tiim DSC egrilerinde NAC’a 6zgii kristal erime endodermik pikinin (Tm = 118.19 °C)
gbozlenmemesi, aktif maddenin nanoformiilasyon igerisine tamamen amorf formda
dagildigini ve kristal yapisinin polimer matris i¢inde kayboldugunu gostermektedir. Bu
bulgu, NAC’ 1 polimer matrisi icerisinde homojen sekilde enkapsiile edildigini, serbest
kristal NAC partikiillerinin ise bulunmadigini giiglii bicimde desteklemektedir. Ayrica
NAC erime piki gdzlenmemesi, polimer—ilag etkilesimlerinin giiglii oldugunu ve yiikleme

sirasinda molekiiler diizeyde dagilimin saglandigini géstermesi agisindan 6nemlidir.

Polimer yapisindaki fonksiyonlandirma ve peptit konjugasyonunun termal gegcis
davranmigini degistirdigi, NAC’mn ise tim formiilasyonlarda basarili sekilde yiiklenip

matrise entegre oldugu dogrulanmaistir.

—PLGA-PEG NAC
—— MPEG-PLGA-MA-NH, NAC

Tg=6.25"C —— MPEG-PLGA-MA-NH,-B6-QSH NAC

g=-14.09 °C

/

TNAch= 11819 °C
Tg=-16.65 °C

Endo

T NAC_=118.18°C
Tm

TNACTM= 118.19°C

—7T1 1 1 11 T 11T 1 7T1 "1
-50  -25 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Sicaklik (°C)

Sekil 23. PLGA-PEG NAC, MPEG-PLGA-MA-NH2 NAC ve MPGE-PLGA-MA-NH2-B6-
QSH NAC iiriinlerine ait DSC grafikleri.
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4.1.4.5. Nanopartikiillerin morfolojik analizi

Hazirlanan NAC yiiklii mPEG-PLGA-MA-NH:-B6/QSH nanopartikiillerinin morfolojik
ozellikleri STEM analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 24). STEM goriintileri,
formiilasyonlarin 2 boyut agisindan dairesel geometrili bir morfoloji ve goriintiileme
alanlar icerisinde agregasyon egilimi gostermeyen partikiillerin olustugunu ortaya
koymustur. Partikiillerin genel dagiliminin homojen oldugu ve nanogdktiirme tekniginin

tekrarlanabilir sekilde stabil morfoloji tirettigi gézlenmistir.

STEM goriintiilerinde 6lgiilen partikiil ¢aplarinin genel olarak 140-175 nm araliginda
degistigi belirlenmistir. Bu degerler, DLS analizinden elde edilen hidrodinamik
boyutlarla uyumluluk géstermekte olup, nanopartikiillerin istenen nano-boyut bolgesinde
basariyla iiretildigini dogrulamaktadir. Ayrica partikiillerin konturlarinin net ve keskin
olmasi, formiilasyonun ¢ozeltide stabil kaldigin1 ve kurutma/dlgiim sirasinda yapisal
deformasyon olugsmadigini gostermektedir. NAC ve peptit yilikleme islemlerinin partikiil

2 boyutlu dairesel morfolojisi iizerinde olumsuz bir etki yaratmadigini gostermektedir.

202 HV ma 0 spot vac mode let node W
4:2502PM 20.00kV 200000 x 1.5 Highvacuum STEM 3 BF 9.9 mm

Sekil 24. NAC yiiklii nanopartikiillerin STEM goriintiileri.
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4.1.4.6. Enkapsiilasyon verimliligi ve yiikleme kapasitesi analizi

Nanogoktirme yoOntemiyle hazirlanan peptit konjuge edilen ve edilmeyen
nanopartikiillerin NAC enkapsiilasyon performansi degerlendirilmistir. Peptit baglama
asamasinda, B6 ve QSH peptitleri EDAC aracili aktivasyon sonrasinda sirasiyla
nanopartikiil ylizeyine konjuge edilmis (bu asamada 25:10 olarak kabul edilmistir) ve
konjugasyon sonrast serbest NAC miktar1 yeniden Olgiilerek yiikleme stabilitesi
degerlendirilmistir (Tablo 13). Bu analizler sonucunda, peptit modifikasyonu sonrasi
formiilasyonlarda %8090 araliginda yiiksek enkapsiilasyonun korundugu, yani peptit
baglanmasinin NAC yiikiinii anlamli sekilde azaltmadigi goriilmiistiir. Nihai olarak,
peptit konjuge edilmis nanopartikiillerin yiikleme kapasitesi de benzer sekilde yiliksek
kalmis ve baslangi¢ formiilasyonuyla uyumlu degerler elde edilmistir. Bu bulgular, hem
polimerik ¢ekirdegin NAC’1 yiiksek oranda tutabildigini hem de peptit konjugasyonunun

yiik stabilitesini bozmadigini gostermektedir.

Tablo 13. Hazirlanan nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme kapasitesi.

Formiilasyon % EE % YK
MPEG-PLGA-MA-NH: (25:20) 49,472 +£ 0,288 | 21,987 +0,128
MPEG-PLGA-MA-NH: (25:10) 99,891 £ 0,024 | 28,550 + 0,005
MPEG-PLGA-MA-NH> (25:10) pH 6,8 90,982+ 0,412 | 25,995+0,118
MPEG-PLGA-MA-NH:-B6/QSH (25:10) pH 6,8 | 83,380+0,328 | 23,823 +£0,094

4.1.4.7. In vitro ila¢ sahm profili analizi

NAC yiikli mPEG-PLGA-MA-NH.-B6/QSH nanopartikiillerinin in vitro salim profili,
serbest NAC ¢ozeltisi ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular,
serbest NAC’1n salim ortamina son derece hizli bir sekilde difiize oldugunu ve ilk 30
dakika i¢inde yiiklenen NAC miktarinin yaklagik %100’liniin ortama gegtigini
gostermistir. Serbest NAC’1n bu hizli salim davranisi, molekiiliin kii¢lik boyutu ve yliksek

suda ¢oziiniirligi ile uyumludur (Sekil 25).

Buna karsilik, B6/QSH peptit konjuge polimerik nanopartikiiller kontrollii ve uzatilmig
bir salim profili sergilemistir. Nanopartikiillerden NAC salim1 ilk 1 saat igerisinde

yalnizca %10-15 seviyesine ulasmig, ardindan zamana bagl olarak kademeli bir artis
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gostermistir. Salim egrisi 24 saat sonrasinda belirgin sekilde yiikselmeye devam etmis ve
yaklasik 96-120. saatlerde %90-95 seviyelerine ulasarak plato davranisi gostermistir.
Toplam 192 saatlik (8 gilin) Ol¢lim sonunda salimin tamamlandigi ve NAC’in
nanopartikiil matrisinden difiizyon-kontrollii olarak siirekli sekilde salindigi

belirlenmistir.

Bu veriler, B6/QSH konjugasyonunun ve polimerik tasiyict yapisinin NAC iizerindeki
kontrollii salim etkisini agik¢a ortaya koymakta; nanopartikiillerin serbest NAC’a kiyasla
ani salim1 engelleyerek uzun siireli ve yavas salim saglayan bir sistem olusturdugunu

gostermektedir.
150~

1004
o ‘/'—/./'——’,/‘—’.

@ B6/QSH NP
NAC

03 T

% ilag salim

0.2+

0.1+

0.0 1 1 1 I

i | 1 |
00 05 12 4 6 8 10 12 24 48 72 96 192
ZAMAN (SAAT)

Sekil 25. Serbest NAC ve mPEG-PLGA-MA-NH2 B6/QSH nanopartikiillerinin in vitro
kiimtilatif ila¢ salim profili.

4.1.4.8. Nanopartikiillerin in vitro stabilite analizi

NAC yiiklii mPEG-PLGA-MA-NH:-B6/QSH nanopartikiillerinin fizyolojik ve hiicresel
kosullar altindaki kararliligi PBS, DMEM ve %50 FBS iceren DMEM ortamlarinda 24
saat boyunca degerlendirilmistir (Tablo 14, Sekil 26). Stabilite analizleri; boyut, PDI ve

zeta potansiyelindeki zamana bagl degisimleri inceleyerek gergeklestirilmistir.
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PBS ortaminda, nanopartikiillerin oldukga kararli bir profil sergiledigi goriilmiistiir. Bu
durum, fizyolojik tuz tamponunda nanopartikiillerin yapisal biitiinliigiinii stirdiirebildigini

gostermektedir.

DMEM ortaminda, iyonik icerik ve aminoasit/protein kalintilar1 gibi komponentlerin
etkisiyle partikiil boyutunda zaman zaman dalgalanmalar gézlenmistir. Bu degisimler
ozellikle uzun inkiibasyon siirelerinde belirginlesmis olsa da ilk 4 saatlik siirecte partikiil
boyutunun baglangi¢ araliginda kalmasi, hiicresel ortama gec¢is senaryosu agisindan

olumlu bulunmustur.

%350 FBS iceren DMEM ortaminda, zamanla artan bir partikiil boyutu gézlenmis ve bu
degisimin Ozellikle 24. saatte belirginlestigi tespit edilmistir. FBS, alblimin basta olmak
lizere cok sayida serum proteini igerdiginden, nanopartikiil ylizeyinde protein tag
olusumu beklenen dogal bir siirectir. Bu etkilesim, partikiillerin biyolojik ortam
tarafindan tanmmmasinda ve hiicrelere aliniminda rol oynayan fizyolojik bir
mekanizmadir. Dolayisiyla gozlenen boyut artisi, nanopartikiillerin serum proteinleriyle
etkilesime girdigini ve biyolojik ortamda beklenen sekilde davranis sergiledigini
gostermektedir. Ayrica ilk 1-2 saat i¢erisinde partikiil boyutunun nispeten stabil kalmasi,

uygulama sonrast erken siirecte formiilasyonun kararliligini koruduguna isaret

etmektedir.
3000 -
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Sekil 26. NAC yiiklii nanopartikiillerinin farkli fizyolojik ortamlardaki zamana bagh partikiil
boyut degigimleri.
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Tablo 14. PBS, DMEM ve %50 FBS ortaminda NAC yiiklii nanopartikiillerin stabilite analizleri.

Formiilasyon Siire (Saat) PB (nm) + SS PDI + SS ZP (mV) = SS
0 154.9+2.425 0.127+0.016 -33.1+0.954
0,5 157.7+5.46 0.306+0.040 -10.4+1.17
1 147.14£2.540 0.326+0.051 -10.6+1.34
PBS Ortam 1,5 181.1£15.72 0.476+0.028 -11.2+0.709
2 134.6+1.249 0.402+0.015 -10.0+0.741
4 164.8+11.84 0.529+0.011 -10.7+0.96
24 160.2+7.151 0.430+0.027 -12.5+0.70
Formiilasyon Siire (Saat) PB (nm) = SS PDI + SS ZP (mV) =SS
0 154.9+2.425 0.127+0.016 -33.1+£0.954
0,5 200.5+12.52 0.435+0.099 -10.8+0.651
1 183.2+£2.718 0.479+0.105 -12.0+0.265
1,5 215.8+21.21 0.512+0.094 -10.7+0.208
DMEM Ortam
2 167.6+33.22 0.625+0.144 -11.4+0.503
4 160.6+21.41 0.675+0.105 -12.2+0.57
24 2884.0+419.7 1.00=0.00 -11.0+1.03
Formiilasyon Siire (Saat) PB (nm) = SS PDI + SS ZP (mV) =SS
0 154.942.425 0.127+0.016 -33.1+£0.954
0,5 74.76+8.325 0.808+0.176 -11.0+0.586
1 88.42+2.588 0.640+0.006 -10.4+0.141
%50 FBS 1,5 86.43+5.55 0.699+0.095 -11.2£1.06
Ortam 2 74.35+6.628 1.00+0.00 -10.7+1.32
4 86.21+12.60 0.782+0.190 -10.4+0.40
24 1174.0£162.6 0.969+0.031 -11.7+0.781
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4.1.4.9. Nanopartikiillerin liyofilizasyonu

NAC yiikli mPEG-PLGA-MA-NH:-B6/QSH nanopartikiillerinin liyofilizasyon sonrasi
redispersiditesi farkli trehaloz konsantrasyonlari (%5, %10, %15 ve %20 a/h) kullanilarak
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, kriyoprotektan miktarmin partikiil stabilitesi

tizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (Tablo 15).

%5 trehaloz kullanilan nanopartikiillerde, redispersiyon sonrasinda partikiil boyutu ve
PDI asirt yiikselerek belirgin aglomerasyon egilimini isaret etmistir. Zeta potansiyeli

degerlerindeki dalgalanma da yiizey stabilitesinin diisiik oldugunu desteklemistir.

%10 trehaloz igeren grupta partikiil boyutundaki bozulma ¢ok daha belirgin olup,
dramatik artislar gozlenmistir. PDI degerlerinin 1.000 olarak 6l¢iilmesi, ciddi agregasyon
ve homojenite kaybini gostermistir. Bu bulgular, %10 trehalozun nanopartikiilleri

korumak i¢in yetersiz oldugunu ortaya koymaktadir.

Buna karsin %15 trehaloz kullanilan nanopartikiillerde re-dispersiyon sonrasi partikiil
boyutunun 150 nm civarinda korundugu, PDI degerlerinin diisiik seviyelerde kaldigi
(0.13-0.18) ve zeta potansiyeli degerlerinde minimal degisim oldugu goriilmistiir. Bu
grup hem partikiil boyutu hem de dagilim homojenligi a¢isindan en kararli profil

gostermistir.

%20 trehaloz grubunda ise baslangicta hafif bir stabil goriiniim olsa da 1 dakikadan sonra
partikiil boyutunun yiikseldigi ve PDI degerlerinin arttigi gozlenmistir. %20 trehaloz,
%15’e kiyasla daha fazla partikiil boyutunun biiyiimesine ve yapisal bozulmaya neden

olmustur.

Genel olarak, trehaloz konsantrasyonu arttik¢a ¢oziiniirliik ortaminda viskozitenin arttig1
ve bu durumun re-dispersiyon davranigini olumsuz etkileyerek agregasyon egilimini
giiclendirdigi degerlendirilmektedir. Dort grup karsilastirildiginda %15 trehaloz, partikiil
boyutunu koruyabilen, diisiik PDI degerleri saglayan ve ylizey yiikiinde (ZP) minimal
degisiklik gosteren en uygun kriyoprotektan konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Bu
nedenle, sonraki tiim calismalar ve nihai {irliniin uzun siireli saklanabilir formunun

hazirlanmasinda %15 trehaloz tercih edilmistir.
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Tablo 15. Liyofilizasyon sonrasi nanopartikiil re-dispersiyonunun partikiil boyutu, PDI ve Zeta
potansiyeli lizerindeki etkileri.

Formiilasyon Siire PB (nm) = SS PDI + SS ZP (mV) £ SS
Baslangic 147,3 +£ 5,129 0,090 + 0,088 -22,3+ 0,551
15 saniye 428,9 + 35,19 0,273 £ 0,061 -37,7+ 5,30
%5 TH 30 saniye 499,0 + 85,42 0,649 + 0,118 34,8 + 3,00
1 dakika 457,0 + 58,34 0,640 + 0,055 -33,0+ 1,93
5 dakika 383,4+91,56 0,677 £ 0,286 -36,9 £ 0,153
Formiilasyon Siire PB (nm) = SS PDI + SS ZP (mV) £ SS
Baslangic 147,3 £5,129 0,090 £ 0,088 -22,3 £0,551
15 saniye 1576 +311,2 1,000 + 0,00 -27,8 £0,208
%10 TH 30 saniye 2559 = 1095 1,000 = 0,00 314+ 1,46
1 dakika 1346 + 181,9 1,000 £ 00 -33,9+ 0,361
5 dakika 1538 +432.4 0,973 £ 0,047 -329+1,11
Formiilasyon Siire PB =+ SS PDI + SS ZP £+ SS
Baslangic 147,3 £ 5,129 0,090 + 0,088 -22,3+0,551
30 saniye 150,8 £ 1,721 0,166 = 0,037 -27,8 £0,208
%15 TH 1 dakika 143,9 £ 6,201 0,121 + 0,074 24,4 + 0,100
1,5 dakika 1425 £ 5,00 0,135 £ 0,082 -23,6 £2,76
2 dakika 150,3+ 4,600 0,186 £ 0,091 -249 £ 0,751
Formiilasyon Siire PB + SS PDI £ SS ZP £SS
Baslangic 147,3+£ 5,129 0,090 + 0,088 -22,3+0,551
30 saniye 163,7 + 4,225 0,174 £ 0,028 -21,0+ 1,85
%20 TH 1 dakika 176,5+ 7,912 0,221 + 0,053 -19,1+ 0,289
1,5 dakika 170,5+ 1,155 0,178 +£ 0,031 -20,4 £ 0,929
2 dakika 169,2 + 1,908 0,174 + 0,020 -19,3 £ 0,551
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4.1.4.10. Nanopartikiil formiilasyonlarinin sterilizasyonu

Redispers haldeki NAC yiiklii mPEG-PLGA-NH:-B6/QSH nanopartikiillerine uygulanan
15 dakikalik UV sterilizasyon islemi sonrasinda, formiilasyonlarin fizikokimyasal
Ozelliklerinde anlamli bir degisim gozlenmemistir. Sterilizasyon sonrasi yapilan DLS
analizlerinde partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerlerinin iglem &ncesine benzer
araliklarda kaldig1 belirlenmistir. Buna gore, UV 1sinlamanin partikiil biitiinliigii, yiizey

yukii veya dagilim homojenligi lizerinde bozucu bir etki olusturmadigini gosterilmistir

(Tablo 16).

Tablo 16. UV sterilizasyonu uygulanan nanopartikiillere ait karakterizasyon verileri.

Formiilasyon PB (nm) £SS PDI £ SS ZP (mV) £ SS
FITC yiiklii mPEG-PLGA-NH;
156,5 + 2,627 0,126 + 0,021 -31,4 £ 0,950
B6/QSH
NAC yiiklii mPEG-PLGA-NH;
160,6 + 1,778 0,178 + 0,024 -31,3+ 1,42
B6/QSH

Sterilizasyonun  mikrobiyolojik  etkinligini  belirlemek amaciyla nanopartikiil
dispersiyonlar1 agar besiyerine inokiile edilerek 37 °C’de inkiibe edilmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan E. coli ATCC 22951 susunda ilk 24 saat iginde yogun bakteri
tiremesi gozlenirken, UV islemine tabi tutulan nanopartikiil formiilasyonlarinda 1 giinliik
inkiibasyon boyunca higbir mikrobiyal koloni olusumu tespit edilmemistir. Bu bulgu,
uygulanan UV protokoliiniin nanopartikiilleri kontaminasyondan arindirmada etkin
oldugunu ve sterilizasyon sirasinda formiilasyonun fiziksel stabilitesinin korundugunu

dogrulamaktadir (Sekil 27).
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Sekil 27. Nanopartikiiliin sterilizasyon etkinliginin agar besiyerinde gosterimi. (A) Pozitif kontrol
olarak kullanilan E. coli ATCC 22951 susunun agar besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon
sonrasi1 goriiniimii. (B) UV sterilizasyonu uygulanmis nanopartikiil formiilasyonuna ait
agar plaklarmdaki goriintimii.

4.2. In vitro calismalar
4.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Gerceklestirilmesi

SH-SYS5Y  hiicre hatti ile yiritilen kiltir c¢aligmalarinda hiicrelerin biiyiime
karakteristiklerinin genel olarak stabil bir seyir izledigi belirlenmistir. %15 FBS ve
penisilin/streptomisin iceren DMEM ortaminda gerceklestirilen kiiltiirlerde hiicreler, her
pasaj dongiisiinde benzer proliferasyon hizlar1 gostermis ve 5—7 giinliilk periyotlarda
diizenli olarak %70-80 konfluensiye ulagmistir. Kiiltiir medyumunun {i¢ giinde bir
yenilenmesi, hiicrelerin metabolik aktivitelerini siirdiirmelerine ve morfolojik

biitiinliiklerinin korunmasina katki saglamigtir.

Pasajlama siireclerinde 1X PBS ile yikama ve %0.25 Tripsin/EDTA uygulamasi
sonrasinda hiicrelerin yiizeyden kontrollii sekilde ayrildigi gozlenmis; tripsin
aktivitesinin medyum eklenerek inhibe edilmesiyle hiicre kaybi veya asir1 deforme
goriiniim olugmamustir. Santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelletlerinin yeni kiiltiir
ortaminda hizli bir sekilde ¢6ziildiigii ve ilgili deney diizeneklerine (T25 flask, 6-well,
12-well, 24-well, 96-well) esit sekilde dagitilabildigi tespit edilmistir.
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Deney siiresi boyunca hiicre morfolojileri diizenli olarak mikroskop altinda takip edilmis,
SH-SYS5Y hiicrelerine 6zgli uzantili ve noroblastik yapilarin korundugu goriilmiistiir.
Pasajlama dongiileri boyunca herhangi bir kontaminasyon bulgusuna rastlanmamuis;
hiicrelerin hem yapisal biitiinliiklerini hem de proliferatif kapasitelerini korudugu
dogrulanmigtir. Tiim bu bulgular, kiiltiir ve pasajlama kosullarinin deneysel uygulamalar
icin yeterli derecede optimize edildigini ve hiicrelerin sonraki prosediirlere uygun sekilde

hazirlandigini gostermektedir (Sekil 28).

Sekil 28. SH-SYS5Y hiicrelerinin 5X (A) ve 10X (B) biiyiitme ile 151k mikroskobu goriintiileri.

4.2.2. Hiicre kiiltiiriinde AB42 oligomerlerinin olusturulmasi

HFIP ile 6n islemden gecirilmis AB42 peptidinin NHsOH’te ¢oziilerek hazirlanan stok
cozeltileri, literatiirde belirtildigi gibi monomerik formda kararli kalmig ve
oligomerlesme siirecine uygun bir baslangi¢ materyali saglamistir (Stine vd., 2003). Stok
cozelti fenol kirmizisi igermeyen medyumda 5-100 uM araliginda 24 saat boyunca
4°C’de inkiibe edildiginde AP42 oligomerlerinin basariyla olustugu hem floresan

analizleri hem de jel elektroforezi ile dogrulanmaistir.

Bis-ANS boyasi kullanilarak yapilan floresan Olglimleri, tiim konsantrasyonlarda
oligomer olusumunun gergeklestigini gostermistir (Sekil 29). Kontrol grubu ile 5 uM
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Fakat 10, 20, 50 ve 100 uM'de
absorbans degerleri kontrol grubuna gére konsantrasyonla orantili bir sekilde istatistiksel
olarak anlamli artis géstermistir (p < 0.0001). Bu artis, Bis-ANS’in hidrofobik yiizeylere

baglanma prensibine uygun olarak oligomer miktarinin ve hidrofobikliginin
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konsantrasyonla birlikte arttigin1  gostermektedir. Ozellikle 50 ve 100 pM’de
oligomerlesmenin plato seviyesine ulastigi, dolayistyla yiiksek konsantrasyonlarda yogun
bir oligomer yiikii olustugu anlasilmaktadir. Bu veriler, kullanilan protokoliin farkli doz

araliklarinda giivenilir bicimde AB42 oligomerleri olusturdugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 29. AB42 oligomer olusumunun Bis-ANS yontemi ile analizi.

SDS-PAGE jel sistemi, %4’lik yiikleme ve %12’lik ayirma jeli olacak sekilde Tablo
17¢de gosterilen igerikle hazirlanmistir. AB420 6rnekleri 3X 6rnek tamponu (187,5mM
Tris-HCI, %7,5 SDS, %0,006 Bromofenol mavisi, %30 Gliserol ile karistirilarak 80 °C’de
5 dk boyunca orneklerin denatiirasyonu saglanmis ve hemen ardindan jele yiiklenmistir.
SDS-PAGE jeli 120V’ta 1,5 saat yiritiildiikten sonra Coomassie mavisi boyama
sollisyonu ile (%0,2 CBB R-250, %45 MeOH, %10 asetik asit) 30 dk boyanmis ve
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boyanin jelden ¢ikmasi i¢in de-stain soliisyonunda (%40 MeOH, %10 asetik asit) gece
boyu birakilarak goriintiileme cihazinda (Azure Biosystems) goriintiileri alinmistir.
AP420 olusumu SDS-PAGE jelinde de net sekilde gozlenmistir (Sekil 30). Jelde, ~6.5
kDa diizeyindeki bantlar monomer, ~13-14 kDa diizeyindeki bantlar trimer, ~16-18 kDa
diizeyindeki bantlar ise tetramer yapilarla uyumlu bulunmustur. Bant yogunluklari
incelendiginde, tetramer bantlarinin trimer bantlarina kiyasla daha yliksek yogunlukta
oldugu, monomer miktarinin ¢ok diisiik oldugu, Konsantrasyon arttik¢a oligomer bant

yogunluklariin belirgin sekilde yiikseldigi tespit edilmistir.

Tablo 17. SDS-PAGE jel hazirlanmasi igin kullanilan malzemeler.

%12 ayirma jeli %4 yiikleme jeli
(2 jel igin) (2 jel igin)
2,6 mL dH20 3mL
3,2mL Akrilamid-Bisakrilamid 0,67 mL
(%30)

2mL 1,5M Tris-HCI (pH=8.8) -

- 0,5M Tris-HCI (pH=6.8) 1,25 mL
80 uL 10% SDS 50 uL
80 uL 10% APS 50 uL
8 uL TEMED 5uL
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Sekil 30. AB42o orneklerinin SDS-PAGE elektroforezi goriintiileri. A) %12’lik SDS-PAGE
jelinin Coomassie soliisyonu ile boyanmasinin ardindan goriintileme cihazi ile
kaydedilen negatif goriintiisii (M: Biolegend Prime Step Prestained Broad Range
Protein Ladder; 1-5: sirastyla 100, 50, 20, 10, 5 uM AB420 6rnekleri). B) %12’1lik SDS-
PAGE jelinin Coomassie boyamasi fotografi (M: Biolegend Prime Step Prestained
Broad Range Protein Ladder; 1: 10 uM AB420, 2: 50 pM AB420 6rnegi.

Bu dagilim, literatiirde Alzheimer toksisitesinde en kritik tiirler olarak tanimlanan diisiik
molekiiler agirlikli oligomer profilinin elde edildigini gostermektedir (Cizas vd., 2010;
Ono & Yamada, 2011). Jel sonuglari, Bis-ANS verileriyle tutarli bi¢imde basarili bir
oligomerizasyon gergeklestigini dogrulamaktadir.

Oligomer uygulanmis SH-SYSY hiicrelerinin morfolojik goriintiileri, doz artisiyla
uyumlu sekilde hiicre yogunlugunun azaldigini, néronal uzantilarin kisaldigini ve hiicre
membran biitiinliglinlin bozuldugunu gostermistir (Sekil 31). Bu bulgular, Ap42

oligomerlerinin in vitro norotoksik 6zelliklerini dogrular niteliktedir.
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Sekil 31. SH-SYSY hiicrelerinde amiloid oligomerlerinin hiicre canliligina etkisinin 151k
mikroskobunda faz-kontrast goriintiileri. (A) AB420 uygulanmamus, (B) SuM Ap42o0,
(C) 10uM AP42o0 hiicreler, (D) 20uM AB420 uygulanmis hiicreler.

Canlilik analizi (% hiicre canliligl) CVDK-8 testi ile degerlendirilmis ve sonuglar doz-
yanit egrisi ile uyumlu bir azalma gdstermistir (Sekil 32). 5 uM konsantrasyonda canlilik
~%90 iken, 10 uM’da canlilik ~%55, 20—100 uM’da canlilik %4050 araligi olarak tespit

edilmistir.

Doz-yanit grafigi tizerinden hesaplanan ICso degeri 5.458 uM olup, SH-SYS5Y
hiicrelerinde toksisite modeli olusturmak iizere diisiik-orta diizey oligomer
konsantrasyonlarmin yeterli oldugunu gostermektedir. Ozellikle 10 uM ve iizeri
konsantrasyonlarda belirgin canlilik kayb1 meydana gelmesi, hiicre i¢i stresin ve AB42-

indiiklii toksik yolaklarin aktive oldugunu isaret etmektedir.
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Sekil 32. AB420 oligomerlerinin hiicre canliliina etkisi.

Bu bulgular, hazirlanan oligomerlerin hem yapisal olarak hem de biyolojik etkileri
bakimindan literatiirde tanimlanan toksik Ap420 formuna uygun oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla bu oligomerler sonraki tedavi degerlendirme deneylerinde

giivenilir bir Alzheimer hastaligi igin in vitro hiicre modeli olusturmustur.

4.2.3. Nanopartikiillerin hiicre icine alinmasi

Flow sitometri analizi ile NP nin hiicre i¢ine alinmasi incelenmistir. Flow sitometri cihaz
kullanimi1 ve analizleri i¢in Elips firmasindan destek alinmistir. SH-SYS5Y hiicreleri 12-
kuyulu plakalara kuyu basma 1x105 hiicre miktarinda ekilmis ve %70-80 yogunluga
ulastiklarinda hedeflendirilmis nanopartikiil olan mPEG-PLGA-NH2 B6/QSH ve
hedeflendirilmemis mPEG-PLGA-NH2 formiilasyonlar1 FITC ile yiikli halde ve triplike

olarak 25 ve 12,5 pg/mL konsantrasyonunda muamele edilerek 1. ve 24. saatlerde
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tripsinizasyon ile toplanarak 2 kez 1X PBS ile yikanmis, ¢ekirdek boyamasi DAPI ile

yapilarak akan hiicre dlger cihazinda (Beckman Coulter) 6l¢tim alinmistir (Sekil 33).
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Sekil 33. Uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri, NP uygulandiktan 1 ve 24 saat sonra toplanan
hiicrelerden alinan Flow sitometri ham verileri.

4.2.4. NAC, EPPS ve nanopartikiiliin hiicre canlihigina etkisinin belirlenmesi
4.2.4.1. Serbest formda uygulanan NAC doz-cevap iliskisi

SH-SYS5Y hiicrelerinde NAC’1n serbest formda uygulanmasiyla olusturulan doz-cevap
egrisi, NAC’in konsantrasyon bagimli ¢ift yonlii (hormetik) bir etki profiline sahip
oldugunu gostermektedir. Diisiik konsantrasyonlarda (0.5-5 mM) hiicre canlilig1 kontrol
ile benzer diizeyde seyretmis ve anlamli toksisite goriilmemistir. Grafik incelendiginde

ozellikle 10 mM NAC uygulamasinda hiicre canliliginin belirgin sekilde arttig1 (yaklasik
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%500-550 canlilik; p < 0.0001) ve maksimum proliferatif yanitin bu konsantrasyonda
elde edildigi goriilmektedir (Sekil 34).
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Sekil 34. Serbest formda uygulanan NAC’in farkli konsantrasyonlarinin SH-SY5Y
hiicrelerinin canliligina etkisi.

Bununla birlikte, 20 mM ve 06zellikle 50 mM NAC konsantrasyonlarinda hiicre
canliliginda belirgin bir diisiis olusmus; 50 mM’de yasam orani yaklasik %10-15
diizeyine inmistir. Bu durum NAC’ i asinn yiiksek dozlarda oksidatif yiik
olusturabilecegini ve sitotoksik etki gosterebilecegini dogrulamaktadir.

Doz-yanit egrisi iizerinden hesaplanan ECso degeri 5.012 mM olup, NAC’1n proliferatif
etki gosterdigi araligin 5—10 mM arasinda yogunlastig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar, in vitro
deneylerde NAC dozlarinin hormetik egri goz Oniine alinarak optimize edilmesi

gerektigini ortaya koymaktadir.
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AP420 ile 24 saat muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde canlilik orani yaklagik %41
olarak belirlenmistir. NAC uygulamasini takiben canlilik oran1 anlamli derecede artmus;
en diisiik NAC konsantrasyonu olan 1 mM’de bile hiicre canlilig1 %98 e yiikselmistir (p
< 0.05). 1 mM NAC ~%]150 canlilik, 5-10 mM NAC %200-250 canlilik, 20 mM NAC

%220 civari, 40 mM NAC proliferasyon azalmasi (~%80 canlilik) gibi belirgin bir patern
goriilmektedir (Sekil 35).
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Sekil 35. 10 uM AB420 ile muamele edilmis SH-SYS5Y hiicrelerinde NAC’1n hiicre canliligina
etkisi.

Bu bulgular, AB420 kaynakli oksidatif stresin NAC tarafindan doza bagli sekilde
baskilandigini gostermektedir. 10 mM NAC’1n hem toksisiteyi ortadan kaldirdigi hem de

proliferasyonu maksimum diizeye ulastirdig1 belirlenmistir.
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4.2.4.2. EPPS toksisite analizi

EPPS’nin SH-SYSY hiicreleri iizerindeki etkileri incelendiginde, uygulanan doz
aralifinda belirgin bir sitotoksisite gézlenmedigi ve hiicrelerin fizyolojik proliferasyon
kapasitesini korudugu goriilmiistiir. Diisiik ve orta konsantrasyonlarda (0.002—0.2 mM)
canlilik oranlar1 kontrol grubu ile benzerlik gostermis; 6zellikle 0.1-0.2 mM araliginda
hiicre canliliginda hafif fakat istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir. Daha
yuksek konsantrasyonlarda (1-2 mM) canlilikta siirli bir azalma olussa da bu diisiis
EPPS’in yiiksek toksik potansiyele sahip bir molekiil olmadigini gostermektedir (Sekil
36).
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Sekil 36. EPPS’nin farkli konsantrasyonlarinin SH-SYS5Y hiicreleri {izerindeki etkisine ait doz-
cevap egrisi.

101



Doz-yanit egrisi tizerinden hesaplanan ECso degerinin 1.12 mM olmasi, EPPS’in genis
bir giivenlilik aralifinda g¢alisilabilecegini ve hiicresel sistemin fizyolojik toleransini
bozmadigini ortaya koymustur. Bu sonuglar EPPS’nin nérotoksik bir ajan olmadigini ve

hiicreler {izerinde ek bir stres olusturmadigini dogrulamaktadir.

4.2.4.3. NAC-NP’nin amiloid toksisitesi altinda hiicre canlih@ina etkisi

NAC yiiklii nanopartikiiller (B6-QSH-NAC-NP), hem kontrol hiicrelerde hem de Ap420
toksisitesi olusturulan hiicrelerde degerlendirilmis ve serbest NAC’a kiyasla daha
kontrollli, konsantrasyon bagimli ve genis bir terapotik pencerede etki sergiledigi

gorilmiistir.

Kontrol SH-SYSY hiicrelerinde diisiik ve orta konsantrasyonlardaki uygulamalarda
(6.25-25 pg/mL) hiicre canliligi kontrol diizeyinin iizerinde seyretmis; hiicrelerin
tedaviye fizyolojik bir yanit verdigi anlasilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise (75
ng/mL) nanopartikiil yogunluguna bagli olarak belirgin sekilde azalan canlilik degerleri

gozlenmistir (Sekil 37).
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Sekil 37. B6-QSH-NAC-NP formiilasyonunun hiicre canliligina etkisi.
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AP42o0 toksisitesi altinda yapilan uygulamalarda ise B6-QSH-NAC-NP’nin belirgin bir
koruyucu etki sagladigi goriilmiistiir. AB420 ile muamele edilen hiicrelerde canlilik
yaklagik %40 seviyesine diismiisken, nanopartikiil uygulamasi sonrasi bu deger
konsantrasyon artisina bagli olarak anlamli sekilde yiikselmistir. Ozellikle 12.5-25
pg/mL araliginda hiicre canliligmin %130-150 diizeyine ulastig1r goriilmiis; bu artig
NAC’1n kontrollii salim mekanizmas1 sayesinde hiicre i¢i redoks dengesinin yeniden
kurulabildigini gostermistir. Bununla birlikte en ytliksek nanopartikiil konsantrasyonunda

(75 ng/mL) canliligin belirgin sekilde azalmasi, optimum etkinlik araliginin alt ve orta

dozlarda oldugunu isaret etmektedir (Sekil 38).
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Sekil 38. Ap420 toksisitesi olusturulan hiicrelerde B6-QSH-NAC-nanopartikiillerinin hiicre
canliligina etkisi.
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Bu bulgular dogrultusunda EPPS’in tek basina uygulanmasinin hiicre canliligini olumsuz
etkilemedigi ve model sistemde giivenle kullanilabilecegi, B6-QSH-NAC-NP’nin ise
hem normal hem de AP42o0 toksisitesi olusturulmus hiicrelerde terapotik potansiyel
tastyan bir profil sergiledigi sonucuna varilmistir. Ozellikle AB420 altinda gdzlenen
canlilik artis1, nanopartikiil sisteminin NAC’1n biyoyararlanimini artirdigini ve oksidatif

stresin giderilmesinde etkili oldugunu gostermektedir.
4.2.4.4. Sinerjistik etki

EPPS’nin tek basma AP oligomerleri ile etkilesiminde, diisiik molekiiler agirlikli
oligomerlerde (4,5-18 kDa) Boltz-2 skorlarinin daha yiiksek oldugu (0,49-0,55)
gozlenmistir (Tablo 18). Molekiiler agirlik arttikga skorlarin kademeli olarak azaldigi ve
90 kDa ve {izeri oligomerlerde 0,27 civarma geriledigi belirlenmistir. Bu durum,
EPPS’nin 0Ozellikle erken oligomerik formlarla daha etkin etkilesim kurdugunu

gostermektedir.

Tablo 18. Boltz-2 kullanilarak Ap (6RHY) oligomerlerinin EPPS ve QSH ile farkli stokiyometrik
oranlarda gergeklestirilen in silico simiilasyonlarindan elde edilen baglanma skorlari.

PDB Kimligi Molekiler agirlik (kDa) Peptid2  Ligand Model Boltz-2 Skoru
6RHY (1) 4,5 - EPPS Boltz-2 0,55
6RHY (3) 13,5 - EPPS Boltz-2 0,52
6RHY (4) 18 - EPPS Boltz-2 0,495
6RHY (5) 22,5 - EPPS Boltz-2 0,364
6RHY (10) 45 - EPPS Boltz-2 0,333
6RHY (20) 90 - EPPS Boltz-2 0,271
6RHY (25) 112,5 - EPPS Boltz-2 0,27
6RHY (1) 4,5 QSH EPPS Boltz-2 0,604
6RHY (3) 13,5 QSH EPPS Boltz-2 0,534
6RHY (4) 18 QSH EPPS Boltz-2 0,504
6RHY (5) 22,5 QSH EPPS Boltz-2 0,415
6RHY (10) 45 QSH EPPS Boltz-2 0,355
6RHY (20) 90 QSH EPPS Boltz-2 0,275
6RHY (10) 45 - EPPS (10) Boltz-2 0,284
6RHY (10) 45 QSH (5)  EPPS(5) Boltz-2 0,304
6RHY (6) 45 QSH (6)  EPPS(6) Boltz-2 0,367
6RHY (8) 45 QSH (8) EPPS(8) Boltz-2 0,337
6RHY (10) 45 QSH (6)  EPPS (6) Boltz-2 0,281
6RHY (10) 45 QSH (8)  EPPS(8) Boltz-2 0,273
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QSH peptidinin EPPS ile birlikte modele dahil edilmesi, tiim oligomerik formlarda Boltz-
2 skorlarinda belirgin bir artisa yol agnmustir. Ozellikle 4,5 kDa ve 13,5 kDa oligomerlerde
skorlarin sirasiyla 0,604 ve 0,534’e yiikselmistir. Bu durum peptidin dahil oldugu
durumlarda modelin baglanma etkilesim stabilitesini artirdigini diistindiirmiistiir. Farkli
simiilasyon tekrar sayilar1 ile yapilan analizlerde skorlarin benzer araliklarda kalmasi,

elde edilen sonuglarin model tekrarlanabilirligi agisindan tutarli oldugunu gostermistir.

PyMOL’de modellerin gorsellestirme analizleri, EPPS ve QSH molekiillerinin AB
oligomerleri etrafinda ve arasinda belirgin sekilde B-yaprak agisindan zengin bdlgelerde
konumlandigin1 gostermistir (Sekil 39-40). 4:4:4 oraninda olusturulan sistemde,
peptidlerin oligomerlerin arasina girmesine ragmen ligandlarin oligomer yiizeyine sinirh
sayida temas noktast olusturdugu ve etkilesimlerin daha c¢ok yiizeysel kaldigi
gozlenmistir (Sekil 39A). Buna karsin 5:5:5 ve 6:6:6 oranlarinda, EPPS ve QSH
molekiillerinin oligomerik yap1 boyunca daha homojen dagildigi1 ve B-yaprak bolgeleri
arasinda koprii gorevi goren etkilesimler olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 39B-C). 8:8:8
modelini inceledigimizde dncelerde kompakt olan yapinin fibrillesmeye basladigi, ligand
ve peptidlerin yine fibriller i¢ginde homojen dagildig: goriilmiistiir (Sekil 39D). Sonug
olarak, A oligomerlerinin 8 monomerden itibaren globiiler yapidan fibril yapiya ulastigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 39. Esit stokiyometrik oranlarda AB:EPPS:QSH modelleri. A) 4:4:4 B) 5:5:5 C) 6:6:6 D)
8:8:8. Sart renkli beta iplikler QSH peptidini, kiigiik molekiiller ise EPPS’i
gostermektedir.

Etkilesimlerin stokiyometriye bagimliligini1 géstermek icin, AP oligomerlerinin diizgiin

fibril yap1 gosterdigi 10 monomerlik yapr ile (Sekil 40A) farkli oranlarda EPPS ve QSH

peptit kompleks yapilart modellenmistir (Sekil 40B-D). Ozellikle 10:5:5 ve 10:8:8

kombinasyonlarinin olusturdugu modelde, QSH’nin varligiyla EPPS’nin oligomer

yiizeyinde daha kararli ve diizenli konumlandigi, ligandlarin B-yaprak diizlemleri arasina
yerleserek fibril yapisini bozabilecek bir yap1 olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 40B-

C). Fakat peptit olmayan ve 10 adet AP ile 10 adet EPPS igeren modelde, etkilesimlerin

daha bolgesel oldugu ve fibril yapinin daha ¢ok korundugu goriilmiistiir (Sekil 40D).
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Sekil 40. 10 monomerlik fibril AP yapilarinin farkli stokiyometrik oranlarda EPPS ve QSH ile
modelleri A) 10:0:0 B)10:10:0 C) 10:8:8 D) 10:5:5. Sar1 renkli beta iplikler QSH
peptidini, kiigiik molekiiller ise EPPS’1 gostermektedir.

Kombinasyonun etkilesim profilini daha nicel degerlendirmek amaciyla SynergyFinder+
yazilimi kullanilarak dort farkli modelle sinerji analizi yapilmistir. Yapilan ¢alisma goz
oniine alindiginda degerlendirmeye en uygun modellerin ZIP ve Bliss modelleri olduguna
karar verilmistir. Sinerji analizinde elde edilen ortalama skorlar sirastyla ZIP: +5.62 (p =
0.436) ve Bliss: —0.36 (p = 0.927) olarak bulunmustur. ZIP modelindeki pozitif skor
kombinasyonun additif diizeye yakin bir etki gosterdigini, Bliss modelindeki notr skor ise

kombinasyonun bagimsiz etki varsayimiyla uyumlu oldugunu ortaya koymaktadir.

Farkli NAC (0-10 mM) ve EPPS (0—2 mM) konsantrasyonlarina ait inhibisyon degerleri,
kombinasyona bagl etkilesimlerin gorsel olarak degerlendirilmesi amaciyla iki boyutlu
1s1 haritas1 seklinde sunulmustur. Negatif inhibisyon degerleri (yesil tonlar1),
kombinasyonlarin AP42 agregasyonunu artirma egilimi veya tek ajanlara kiyasla daha

diisik inhibisyon potansiyeli tasidigini gostermektedir. Ozellikle yiiksek NAC
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konsantrasyonlarinin (5 ve 10 mM), EPPS ile birlikte uygulandiginda belirgin negatif
inhibisyon degerlerine yol a¢masi, NAC’m yiliksek dozlarda EPPS’nin amiloid
¢Oziindiirme etkinligini baskilayabilecegini veya hiicre yanitin1 ters yonde
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Ortalama inhibisyon degerinin —81.54 olmas1 da
kombinasyonun genel olarak antagonistik bir profile sahip oldugunu gostermektedir

(Sekil 39).
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Sekil 41. NAC ve EPPS kombinasyonlarinin AB42 oligomerlerine kars1 gosterdigi inhibisyon
yiizdelerini gosteren 1s1 haritasi.

Uc boyutlu sinerji yiizeyleri, NAC ve EPPS kombinasyonlarinin doz bagiml
etkilesimlerini modellemek amaciyla degerlendirilmistir. ZIP modeline gore elde edilen
ortalama skor 5.62 olup doz matrisinde lokal pozitif sinerjik bolgeler goriilmekle birlikte
genel etkinin istatistiksel olarak anlamli sinerji olusturmadigi belirlenmistir. Bliss
modelinde ise ortalama skor —0.35 olup kombinasyonun ¢ogunlukla additif veya hafif
antagonistik bir profil sergiledigi goriilmiistiir. Sinerji skorlarinda kirmizi tonlar pozitif
degerleri (> +10) ve sinerjiyi, yesil tonlar ise negatif degerleri (< —10) ve antagonistik
etkilesimi temsil etmektedir. Her iki model de NAC-EPPS kombinasyonunda
konsantrasyon bagimli lokal sinerjik tepelerin bulunmasina ragmen genel etkinin

sistematik bir sinerji gdstermedigini ortaya koymaktadir (Sekil 40).
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Sekil 42. NAC ve EPPS kombinasyonlarinin AB42 oligomerlerine kars1 gosterdigi etkilesimin
ZIP ve Bliss sinerji modelleri ile degerlendirilmesi.

Inhibitorliik ylizdesine dayali 1s1 haritasinda yiliksek konsantrasyonlarda hiicre
canliliginda artig gézlenmesi, teknik olarak SynergyFinder tarafindan negatif inhibisyon
seklinde yorumlanmaktadir. Burada yesil tonlar artan inhibisyonu (% canlilik azalmasi),
kirmiz1 tonlar ise diisiik inhibisyonu veya proliferasyonu temsil ederken; tiim degerlerin
negatif olmasi kombinasyonlarin hiicrelere zarar vermedigini, aksine proliferasyonu
tesvik ettigini gostermektedir. Ortalama profil NAC—EPPS kombinasyonunun sinerji
acisindan anlamli bir avantaj sunmadigini, ancak bazi konsantrasyon kombinasyonlarinda

hiicre canliliginin arttigini isaret etmektedir.

Bu bulgular dogrultusunda EPPS ve NAC kombinasyonunun gii¢lii bir sinerjik etki
gostermedigi, ancak ylksek dozlarda proliferatif yantlar1  artirabilecegi
degerlendirilmektedir. Sonucglarin daha kesin yorumlanabilmesi i¢in ileri analizlerde
hiicre canlilig1 veya normalize proliferasyon skorlari lizerinden modelleme yapilmasi

onerilmektedir.
4.2.5. In vivo’da nanopartikiillerin kan-beyin bariyerinden gecisi

Nanopartikiillerin KBB’den gecisini ve amiloidleri hedefledigini in vivo gostermek icin
NAC-B6/FITC-QSH-nanopartikiilii transgenik farelere i.p uygulanarak 1 saat sonra
sakrifiye edilmis ve beyin dokulari toplanmistir. Toplanan dokular oligomer spesifik
antikor ile immiinoboyama yapilarak floresan mikroskopta incelenmistir.

Nanopartikiillerin beyne gectikleri ve amiloid hedeflemeyi gergeklestirdikleri
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gosterilmistir (Sekil 41). Goriintiiler degerlendirilirken Paxinos ve Franklin fare beyin
atlas1 kullanilmigtir (Paxinos & Franklin, 2019).

FIGURE 51
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Sekil 43. Fare beyin dokusunda hipokampal bdlgenin (CA1-CA3) immiinhistokimyasal analizi.
(A) Amiloid oligomerleri (Kirmizi). (B) Nanopartikiil (Yesil). (C) Amiloid
oligomerleri ve nanopartikiil sinyallerinin birlikte gosterimi. (D) Bregma -2,46mm
koronal kesit anatomisi.
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Nanopartikiillerden kaynaklanan yesil sinyal, hipokampal bolgeyi iceren beyin kesitinin
genelinde gozlenmekle birlikte, hipokampiisiin iist kesimlerinde amiloidin gorece daha
yogun oldugu kirmizi sinyal alanlarinda belirgin sekilde yogunlastigi kirmizi ve yesil

renk kanallari ile alinan goriintiiniin ¢akistirilmasiyla gorilmistiir.

4.2.6. EPPS ve NAC-NP uygulamasi

Bu calisma kapsaminda secilen deney gruplari, EPPS ve NAC’1n hem tek basina hem de
nanopartikiill formunda AP420 kaynakli toksisite iizerindeki etkilerini ayrigtirarak
degerlendirmek amaciyla olusturulmustur. EPPS’nin monomerizasyon ve agregasyon
coziindiirme kapasitesi ile NAC’in antioksidan ve hiicre koruyucu o&zelliklerinin
birbirinden bagimsiz ve birlikte nasil sonu¢ verdigini incelemek i¢in kombinasyon
stratejisi uygulanmigtir. Ayrica NAC’1n nanopartikiil formunda daha kontrollii salinim ve
hiicre i¢i alim avantaji saglayabilecegi ongoriilerek, EPPS ile eslestirildiginde olas1
sinerjik veya tamamlayici etkilerin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bu diizen, hem her
bir ajani tek basina degerlendirmeye hem de EPPS ile NAC veya NAC-NP arasindaki
karsilagtirmal1 etkinlik farklarini belirlemeye olanak tanimis; bdylece kombinasyonlarin
terapOtik potansiyellerinin mekanistik diizeyde anlasilmasi i¢in gerekli karsilastirma

altyapisini saglamistir.

4.2.7. Oksidatif stres tayini

AP420 toksisitesine maruz birakilan SH-SYS5Y hiicrelerinde toplam antioksidan
kapasitedeki degisimi degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen TAS analizinde, AB420
uygulamasinin hiicresel antioksidan seviyelerini belirgin sekilde azalttigi goriilmiistiir
(Sekil 42). Kontrol grubunda TAS diizeyi yaklasik 1.25 pmol/L iken, AB420 uygulanmis
hiicrelerde bu deger 1.7 umol/L civarinda o6l¢lilmiis ve oksidatif stres artigina paralel

olarak hiicresel antioksidan yanitin baskilandig1 anlagilmistir (p < 0.0001).

NAC (10 mM) uygulamasinda TAS diizeyi yaklasik 3.5-3.6 pmol/L seviyesine ulagmis
ve bu artisin AP420 ile olusturulan oksidatif stresi anlamli bigimde tersine cevirdigi

belirlenmistir (p < 0.0001). EPPS uygulamasi da kontrol grubuna gore daha yiiksek bir
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antioksidan kapasiteye yol agmis; TAS diizeyi 1.8 umol/L civarinda seyretmis, ancak

serbest NAC kadar giiclii bir yanit olusturmadigi goriilmiistiir (Sekil 42A).

AP420 ve NAC kombinasyonunda TAS diizeyinin 2.8-2.9 pmol/L bandina yiikselmesi,
NAC’1n oksidatif stres altinda da etkinligini korudugunu gostermektedir. AB420 ve EPPS
grubunda ise antioksidan kapasitedeki artisin smnirli diizeyde kaldigi ve EPPS’nin
monoterapi olarak oksidatif stresi hafifletme kapasitesinin daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. NAC-B6-QSH-NP formiilasyonunun AP420 ile birlikte uygulanmasi
durumunda TAS seviyeleri yine 1.7 pmol/L civarinda olup serbest NAC’a kiyasla daha
diisiik bir antioksidan yanit ortaya koymustur (Sekil 42B).
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Sekil 44. (A) SH-SY5Y hiicrelerinde uygulama yapilmamis hiicreler ile uygulama gruplarimin
TAS diizeylerinin kiyaslanmasi. (B) SH-SY5Y hiicrelerinde AB420 toksisitesi ve farkli
tedavi gruplarinin TAS diizeylerine etkisi.

112



4.2.8. SOD aktivitesinin belirlenmesi

AP42o0 ile olusturulan amiloid toksisitesi sonrasinda SH-SYSY hiicrelerinde oksidatif
stres diizeyinin artmasina paralel olarak SOD aktivitesinin belirgin sekilde yiikseldigi
gozlenmistir. Serbest NAC uygulamasinin bazal hiicrelerde SOD aktivitesini artirmadigi
goriilmiistiir. Benzer sekilde EPPS uygulamasinda da SOD aktivitesinin kontrol degerine
kiyasla altinda kaldig1 belirlenmistir (Sekil 43).

AP420 toksisitesi altinda tedavi gruplarini igceren gruplarin SOD aktivitesinin diisiik
kaldig1 goriillmektedir. NAC’1n oksidatif stres kosullarinda siiperoksit tiretimini azaltarak
SOD’un indiiklenme ihtiyacimi azalttifi degerlendirilmistir. AP420 toksisitesi altinda
EPPS uygulanmis grupta ise SOD aktivitesi olduk¢a diisiik seviyelerde (~15-20 U/mg)
seyretmis; EPPS’nin oksidatif yanit1 baskiladigi ancak bu etkinin NAC kadar giiclii bir
azalma olusturmadigi goriilmiistiir. Ap42o + EPPS + NAC kombinasyonunda SOD
aktivitesinin ~55-60 U/mg diizeyine yiikselmesi ise EPPS ve serbest NAC’n birlikte
oksidatif savunmay1 yeniden dengeledigini gdstermektedir (p < 0.01) (SEKIL 44).
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Sekil 45. AB420, NAC ve EPPS’nin SH-SYS5Y hiicreleri iizerindeki SOD aktivitesinin gosterimi.
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Sekil 46. Ap42o0 ile indiiklenen oksidatif stres altinda SH-SY5Y hiicrelerinde SOD aktivitesinin,
serbest NAC, EPPS ve NAC-B6-QSH nanopartikiilleriyle yapilan tedavilere bagli
olarak nasil modiile oldugunu gosteren grafik.

Grafikler degerlendirildiginde; AB420 toksisitesi SOD aktivitesini iki kat artirmistir.
Serbest NAC, oksidatif yiikli azaltarak SOD aktivitesini belirgin sekilde diistirmiistiir.
NAC-NP, serbest NAC’tan farkli bir profil sergilemis ve Ap420 altinda SOD aktivitesini
yeniden yiikseltmistir. EPPS, tek basina veya kombinasyonda SOD aktivitesini diisiirme
egilimindedir. Bu bulgular, farkli tedavi stratejilerinin oksidatif stres altindaki hiicrelerde
SOD yanitini farkli yonlerde modiile ettigini ve 6zellikle NAC’1n serbest ve nanopartikiil

formlarinin birbirinden ayrisan biyolojik etkiler olusturdugunu géstermektedir.
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4.2.9. Sitokin seviyesi tayini

AP42o0 ile olusturulan toksisite modelinde SH-SYS5Y hiicrelerinde inflamatuar yanitin
belirgin sekilde arttig1 goriilmiistiir. ELISA analizleri sonucunda, ozellikle IL-1B
diizeylerinin AP420 uygulamasiyla anlamli 6lglide yiikseldigi ve oligomer kaynakli
inflamasyonun hiicresel seviyede giiclii bir sekilde indiiklendigi dogrulanmistir (SEKIL
45).

IL-1B sitokini, AB420 toksisitesine en giiclii yanit veren markerlerden biri olmustur.
AP420 uygulamasiyla IL-1p diizeyleri kontrol grubuna kiyasla ciddi bigimde artmistir
(****p < 0.0001). Bu durum inflamatuar kaskadin erken aktivasyonu ile uyumlu
bulunmustur. Serbest NAC, EPPS ve NAC-NP uygulamalarinin her biri IL-1B
seviyelerini anlamli sekilde azaltmis, ancak en diisiik degerler NAC ve EPPS ile NAC-
NP’nin birlikte uygulamasiyla elde edilmistir. Toksisite altinda tek basina uygulanan

NAC-NP grubunda IL-1p seviyesinin nispeten daha yiiksek kalmustir.
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Sekil 47. Ap42o toksisitesi altinda IL-1f diizeylerinin tedavi gruplarina gore karsilagtirilmasi.
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Amiloid uygulanmig gruplarda NAC, EPPS kendi baslarina degerlendirildiginde bir
diisiis paterni gostermisler. Ayni sekilde NAC-NP ve EPPS ile NAC-NP uygulamalari

serbest NAC’a gore az olsada sitokin seviyesini diigirmustiir.

4.2.10. Mitokondriyal disfonksiyon analizi

AB42o0 ile olusturulan toksisite modeli toksisite olugturmayan hiicrelerle kiyaslandiginida
mitokondriyal membran potansiyelinde belirgin bir azalma gozlenmistir (Sekil 46).
Meydana gelen azalma oligomer kaynakli mitokondriyal stresin etkiledigini
gostermektedir. Serbest NAC uygulamasi AP420’ya gore daha yiiksek membran
potansiyeli saglamis olsa da bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. EPPS
uygulamasi ise en diisilk membran potansiyeli degerlerinden birine yol agmig, EPPS’nin
tek bagina mitokondriyal fonksiyon iizerinde simirli bir koruyucu etki olusturdugu

degerlendirilmistir.

Amiloid toksisitesi altinda NAC-B6-QSH-NP uygulamasi, membran potansiyelinde
azalma goriilmiis ve bu durum istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmamistir. EPPS ile
birlikte uygulandiginda membran potansiyelindeki artis serbest NAC seviyesinin de
tizerine c¢ikmis ve kombine terapinin iyilestirici etkisi mitokondriyel seviyede
goriilmistiir. Ayni sekilde, EPPS + NAC kombinasyonunda da membran potansiyelinde
diizelme egilimi mevcut olmakla birlikte sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda

anlamli kabul edilmemistir.
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Sekil 48. AP420 toksisitesi altinda farkli tedavi gruplarinda mitokondriyal membran
potansiyelinin kargilagtirilmast.
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5.TARTISMA

Alzheimer hastalig1 diinyada yasli nufiisii en ¢ok etkileyen ve en sik goriilen demens
tiirlidiir. Hastalik tanimlandigindan beri patolojisi bilinmesine ragmen yapilan
arastirmalar, bilinen bu patolojinin disinda hastalifin ilerlemesine neden olan ve
hizlandiran bir¢ok yolak oldugunu ortaya koymustur (Chopra vd., 2022). Teknolojinin
ilerlemesiyle birlikte yeni tani ve tedavi yontemleri arayigi artmis ve arastirmalar
monoterapileri geride birakarak ¢oklu tedavi yontemleri gelistirmek tizerine evrilmistir
(J. L. Cummings vd., 2024). Nanoteknoloji bu konuda arastirmacilara yeni bakis agilari
katmis ve gerek tan1 gerek tedavide yeni soluk getirmistir. Bu tez ¢aligmasinda Alzheimer
hastaligi modellenen (amiloid oligomer toksisitesi olusturularak) SH-SY5Y hiicrelerinde
cift terapdtik ajanin etkisi arastirilmast amaglanmigtir. Nanoteknoloji sayesinde terapotik
ajanlardan birinin  (NAC) hastalik {izerindeki etkisinin arttirilmasi; peptitlerle
fonksiyonellendirilerek (B6 ve QSH peptitleri) hem beyni hem de hastaliga neden olan
amiloid plaklar1 hedeflemesi saglanmstir. ikinci terapotik ajan olan EPPS kullanilarak

amiloid yiikiin hafifletilmesi hedeflenmistir.

Tez galismasinda AH tedavisi igin arastirilan ajanlardan biri olan NAC’1n analitik tayini
HPLC ile saglanmis ve valide edilmistir. Daha sonra NAC yiiklii B6-QSH nanopartikiil
hazirlanmig ve karakterizasyonu yapilmistir. Analitik yontem validasyonunda yontemin
uygunluk, dogruluk, kesinlik ve segicilik Kkriterleri agisindan uygun oldugunu ortaya
koymustur. Polimer sentezi ve nanopartikiil karakterizasyonu sonuglari, nanopartikiiliin
agrage olmadigini, stabil kalabildigini, ilacin verimli bir sekilde enkapsiile edildigini ve

kontrollii bir sekilde salim sagladigini gostermistir.

NAC’1n kantitatif tayini i¢in ICH Q2(R1) ve giincel Q2(R2) kilavuzlar1 dikkate alinarak
sistem uygunlugu, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, 6zgiinliik ve duyarlilik acisindan
bicimde degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, yontemin hem serbest NAC
cozeltilerinde hem de polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinda NAC miktar tayini i¢in

amaca ve gerekliliklerle uygun oldugunu gostermektedir (ICH,2023).

Sistem uygunlugu degerlendiginde, 500 ppm’lik standart NAC ¢ozeltisinin ardisik alti
enjeksiyonunda alikonma siiresinin yaklasik 6,9 dakikada tek ve belirgin bir pik olarak

elde edilmesi, kromatografik kosullarin kararli oldugunu gostermistir. Alikonma siiresine
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%BSS’nin %2’den diisiik olmasi sistemin stabil oldugunu ve tekrarlanabilir oldugunu
gosterirken ve pik alanina ait %BSS’nin %1’in altinda olmasi enjeksiyon ve
dedeksiyonun iyi oldugunu gostermistir. Ozellikle pik alan1 agisindan ICH ve giincel
uygulamalarda kantitatif yontemler i¢in Onerilen <%?2 degiskenlik sinirlarini rahatlikla
karsiladigini ortaya koymaktadir (Bhujbal vd., 2024). Literatiirde NAC igin gelistirilen
diger HPLC yontemlerinde de sistem uygunlugu icin benzer diizeyde diisiik
degiskenlikler rapor edilmis olup, bu calismadaki sonuglar s6z konusu c¢alismalarla

uyumludur (Gowda vd., 2020; Ozen & Nemutlu, 2024).

Dogrusallik, 5-500 ppm konsantrasyon araliginda elde edilen pik alanlarinin
degerlendirilmesiyle gosterilmis ve kalibrasyon dogrusuna ait regresyon denklemi y =
13327x + 16077, determinasyon katsayisi ise 12 = 0,9999 olarak bulunmustur. Bu deger
yakin donemde yayimlanan HPLC validasyon calismalarinda kantitatif analizler i¢in
kabul géren 12 > 0,99 kriterini karsilayarak belirlenen konsantrasyonlarda dogrusal iligki
saglandigini gdstermektedir (Bhujbal vd., 2024; Ozen & Nemutlu, 2024). Ayrica, calisma
araliginin 5-500 ppm olarak belirlenmesi, NAC’1n hem diisiik hem de yiiksek derisimli
¢ozeltilerinin ayn1 yontemle giivenilir bigimde izlenmesine olanak verir (Gowda vd.,

2020; Ozen & Nemutlu, 2024).

Dogruluk degerlendirmesi, 50, 200 ve 500 ppm hazirlanan standart ¢ozeltilerin geri
kazanimimin incelenmesi ile gerceklestirilmistir. Tim seviyelerde geri kazanim
yiizdelerinin %98-100 arasinda degismesi ve %BSS degerlerinin %0,570’in altinda
kalmasi, yontemin farkli konsantrasyonlarda dogru sonuglar verdigini gostermistir.
Kiiciik molekiillerin kantitatif tayininde genellikle %98—102 araliginda geri kazanim ve
%?2’nin altinda bagil standart sapma kabul edilebilir sinirlar olarak belirtilmektedir
(Bhujbal vd., 2024). Dogruluk bulgulari mevcut literatiirle uyumluluk gostermektedir.
(Gowda vd., 2020; Ozen & Nemutlu, 2024; Primas vd., 2023).

Kesinlik bulgulari, yontemin tekrarlanabilirliginin, farkli gilinler ve arastirmacilarla
yapildiginda, oldukga yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Arastirmacilar arasi kesinlik
caligmalarinda 100 ppm ¢ozeltiler i¢in hesaplanan %BSS degerlerinin her iki analistte de
%0,2’nin altinda olmasi, yontemin rutin uygulamalarda giivenilir oldugunu gostermistir.

NAC gibi kiigiik molekiillere ait validasyon ¢aligmalarinda, tekrarlanabilirlik ve %BSS
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degerlerinin cogunlukla <%?2 sekilde rapor edildigi géz dniine alindiginda sonuglar iyi bir

analitik performansgdstermektedir (Bhujbal vd., 2024; Ozen & Nemutlu, 2024).

Yontemin 6zgiinliik ve seciciligi, NAC icermeyen bos nanopartikiil formiilasyonlarinin
ile NAC stok cozeltisinin karsilastirilmasiyla degerlendirilmistir. Bos nanopartikiil
orneklerinde, NAC’in karakteristik alikonma siiresi olan yaklasik 6,7-6,9 dakika
civarinda herhangi bagka bir pik gézlenmemesi ve bos nanopartikiil ile piklerin farkli

yerlerde gozlenmesi yontemin 6zgiinligiinii géstermektedir. (Gowda vd., 2020).

Duyarlilik agisindan, LOD ve LOQ degerlerinin sirastyla 0,015 ve 0,046 pg/mL olarak
hesaplanmasi, yontemin diisik konsantrasyondaki NAC tayini i¢in uygun oldugunu
gostermistir. NAC ve iligkili bilesiklere yonelik son HPLC c¢alismalarinda LOD
degerlerinin ¢cogunlukla 0,02-0,1 pg/mL aralifinda bildirildigi g6z dniine alindiginda, bu
calismadaki LOD/LOQ degerleri sistemin yiiksek duyarliliga sahip oldugunu
anlatmaktadir (Gowda vd., 2020; Ozen & Nemutlu, 2024). Bu durum NAC yiiklii
nanopartikiillerin enkapsiilasyon verimi, in vitro salim profili ve hiicre kiiltiirii
ortamlarindaki kalan serbest ilag miktarlarimin izlenmesinde Onemli bir avantaj

saglamaktadir.

Serbest NAC uygulamasinin merkezi sinir sistemi hastaliklari i¢in diisiik biyoyararlanim
gibi sinirlamalar1 vardir. Tez ¢alismasinda bu farmakokinetik engelleri asmak amaciyla
NAC polimer yapi (mPEG-PLGA) ile enkapsiile edilmis ve B6/QSH peptitleri ile
hedeflendirilmistir. Bunun i¢in Oncelikle 3 basamakli polimer sentezi, sonrasinda

peptidlerle fonksiyonellestirme gerceklestirilmistir.

mPEG modifikasyonu ile immun sistemten kacarak dolasimda daha uzun siire kaldigi
bildirilmistir. PLGA ise biyouyumlu ve biyobozunur &zellikte bir polimerdir (Zhi vd.,
2021). Literatirde PEG-PLGA temelli sistemlerin  biyouyumlu ve kolay
fonksiyonellendirilebilir olmasinin aragtirmacilar icin sik tercih edilen bir sistem oldugu
goriilmustir (Riccardi vd., 2021; Makadia & Siegel, 2011). mPEG-PLGA diblok
kopolimerinin hazirlanmasi hem hidrofobik PLGA hem de hidrofilik PEG zinciri iceren,
kan dolasiminda uzun siire stabil kalabilen bir nanopartikiil iskeleti olusturmustur. Son
yillarda PEG-PLGA veya PLGA-PEG nanopartikiillerinin =~ Alzheimer dahil
norodejeneratif hastaliklarda beyin hedefli ila¢ iletiminde sik¢a kullanildig:
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goriilmektedir. Bu polimerlerin AB agregasyonunu, oksidatif stres ve néroinflamasyonu
azaltmada yarar sagladig: bilinmektedir (EImahboub & Elkordy, 2024; L. Jin vd., 2025a;
Yang vd., 2021a). PEG, protein kilif olusumunu ve bagisiklik sistemi tarafindan hizli
temizlenmeyi sinirlarken; PLGA hidrofobik ilag ve peptidlerin kontrollii salimina olanak
tanimaktadir (EI-Hammadi & Arias, 2022; Omidian vd., 2025).

Maleik anhidrit ile modifikasyon sonucu elde edilen mPEG-PLGA-MA, polimer
omurgasina reaktif anhidrit/¢cift bag igeren fonksiyonel gruplar kazandirilmistir. Maleik
anhidrit, polimerlerin sonradan fonksiyonlandirilmasi ve ilag/peptid konjugasyonu igin
sik kullanilan birimlerden olup gerek PEG tiirevlerinde gerek farkli kopolimerlerde
anhidrit halkasinin niikleofilik aminlerle halka agilmasi {izerinden ¢ok sayida ilag aktif
maddesinin yapiya baglanabildigi gosterilmistir (Cakiral & Sakar, 2023; Gilingor Ertugral
& Alkan, 2020). Boylelikle polimer lizerinde birden fazla baglanma noktasi olusturularak
daha fazla hedefleme yapilabilmesine imkan verilmistir. Bu nedenle PLGA gibi polimer
yapilar fonksiyonlandirma ¢alismalarinda daha sik tercih edilmektedir (EI-Hammadi &
Arias, 2022).

MPEG-PLGA-MA’nin hekzametilendiamin ile reaksiyonu sonucunda mPEG-PLGA-
MA-NH: polimeri elde edilmistir. Diaminlerin maleik anhidrit tiirevleriyle yaptigi halka
acilma reaksiyonu, polimer yapisina kararli amid baglar1 ve serbest amino gruplari
kazandirilmistir (Cakiral & Sakar, 2023; EI-Hammadi & Arias, 2022). Boylece hem B6

hem de QSH peptitlerinin ayn1 anda baglanabilecegi bir polimer iskeleti olusturulmustur.

DLS verileri incelendiginde 50:20 ve 40:20 polimer:NAC oraninda hazirlanan
formiilasyonlarda partikiil boyutlarinin 440-570 nm diizeyinde olmasi ve santrifiij sonrasi
redispersiyonun saglanamamasi, agregasyon egiliminin giiclii oldugunu gostermistir.
PLGA kullanilan partikiillerde polimer konsantrasyonu ve organik faz oraninin
artmastyla partikiil boyutunda belirgin artis goriilmesi ve PDI yiikselmesi literatiirde

karsimiza ¢ikmaktadir (Lopez-Mitjavila vd., 2025; Sun vd., 2023).

Nanopartikiil soguk ortamda hazirlanmasi ve polimer miktarinin 25:20 oranina
distiriilmesi partikiil boyutunu ~159 nm’ye, PDI degerinin 0,15’¢ inmesi ve zeta
potansiyelinin —30 ile =35 mV araliginda stabilize olmasi, seg¢ilen kosullarin optimum

oldugunu gostermistir. Kan-beyin bariyeri hedefli polimerik nanopartikiiller igin

121



bariyerden gecebilmesi icin 100-200 nm araliginda, PDI’1n 0,2’den diisiik olmasi ve zeta
potansiyelinin de —20 ile 40 mV arasinda olmasi hem dolasimda stabilite hem de
KBB’den ge¢mek adina avantaj sagladigi bilinmektedir (Guler & Cam, 2023; Lopez-
Mitjavila vd., 2025; Silva-Abreu vd., 2018; Yang vd., 2021b).

pH optimizasyonu sonuglarina bakildiginda pH 4,8-6,8 araliginda partikiil boyutunda
belirgin bir degisiklik goriilmemis ama zeta potansiyeli giderek daha negatif hale
gelmistir. PLGA kullanilan nanopartikiillerde pH yiikseldik¢e yiizey yiikiiniin daha
negatif degerlere kaydigi, ancak boyut ve PDI iizerinde c¢ok degisiklik olmadigi
bildirilmistir. (EI-Hammadi & Arias, 2022; Yan vd., 2023).

Peptit konjugasyonu sonrasi elde edilen verilerde B6-QSH ciftli hedefleme peptitlerinin
nanopartikiiliin DLS sonuglarim1 ¢ok fazla degistirmedigini gostermistir. Bos mPEG-
PLGA-MA-NH: nanopartikiillerinde B6-QSH konjugasyonu sonrasi1 partikiil boyutunun
~73 nm’den ~94 nm’ye, NAC yiiklii formiilasyonda ise ~158 nm’den ~155 nm civarinda
olmasi, PDI degerlerinin 0,12—0,25 araliginda kalmas1 ve zeta potansiyelinin yalnizca ¢ok
az degismesi gostermistir ki agrage olmayan stabil bi nanopartikiil olusturulmustur. Bu
ozelliklerin beyin endotel hiicrelerine baglanma ve transitoz yoluyla gecisi kolaylastirdig:

belirtilmektedir (Koga-Batko vd., 2025; Z. Liu vd., 2013; Qian vd., 2025).

B6 peptidi, transferrin benzeri KBB tasiyicilarina veya klatrin aracili endositozla beyne
gecisi saglar. Alzheimer modellerinde PEG-PLA/PLGA nanopartikiillerinin beyin
akiimiilasyonunu anlamli diizeyde artirdig1 gosterilmistir (Hanumanthappa vd., 2024;
Islam vd., 2020; Koga-Batko vd., 2025; Qian vd., 2025). QSH peptidi ise AB42’ye yiiksek
afinite ile baglanabilir. QSH igeren nanopartikiillerin amiloid birikimini azaltarak bilissel
iyilesme sagladigi ortaya konmustur (Kamla vd., 2021; Mashal vd., 2022; Ntondini vd.,
2025b; Tutubala vd., 2025b). Son yillardaki ¢aligmalar, KBB gegisini hedefleyen ve
ikincil bir hedefi olan peptitlerin daha yiiksek beyin tutulumu ve daha gii¢lii anti-amiloid
etkinlik sagladigini vurgulamaktadir (EImahboub & Elkordy, 2024; Mashal vd., 2022;
Qian vd., 2025).

FITC kalibrasyon egrisinin (R? = 0,9995) yiiksek dogrusal korelasyon géstermesi hem
peptitlerin hem de nanopartikiillerin hiicresel alim ve doku dagilim caligmalarinda

floresan sinyalin kantitatif olarak yorumlanmasina imkan tanimistir. Peptit yiiklii PLGA
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nanopartikiillere iliskin yakin tarihli calismalar da benzer sekilde floresan isaretleyicilerin
kalibrasyonuna dayal1 yar1 kantitatif alim analizlerinin, farkl1 ylizey modifikasyonlarinin
biyolojik performansini karsilastirmada kritik 6neme sahip oldugunu vurgulamaktadir

(Hamdallah vd., 2024; Omidian vd., 2025).

Elde edilen polimer ve NAC yiikli mPEG-PLGA-MA-NH.-B6/QSH nanopartikiil
karakterizasyonlar1 FT-IR, NMR, GCP, DSC, DLS ve STEM analizleri ile
gerceklestirilmigtir. FT-IR sonuglari, ¢oklu sentez basamagindaki fonksiyonel grup
dontigsiimlerinin gerceklestigini net bicimde gostermistir. PLGA’da 1759 cm™"’deki ester
C=0 band1, 1100-1170 cm™* civarindaki C—O gerilme titresimleri ve 1450-1400 cm™
bolgesindeki C—H biikiilme bantlar1 literatiirde tanimlanan PLGA spektrumuyla
uyumludur (Guo vd., 2023). mPEG eklenmesiyle 29202850 cm™ metilen gerilme
bantlarinda ve 1129-1093 cm™ eter baglarina ait bantlarda artig gézlenmesi, PEG
blokunun PLGA omurgasina basariyla baglandiginmi gostermektedir; benzer bant
yogunlugu artislart PEG-PLGA kopolimerleri i¢in daha once bildirilmistir (Guo vd.,
2023; Y. Li vd., 2025).

Maleik anhidrit modifikasyonu sonrasi ortaya ¢ikan 1629 cm™ civarindaki yeni bant,
anhidrit halkasina ve C=C yapisina 6zgii titresimlerle uyumludur ve mPEG-PLGA-MA
olusumunu desteklemektedir (Kassem vd., 2020). Aminasyon sonrasinda 1673-1520
cm ! araliginda belirginlesen Amide II bantlar1 ve 898—830 cm ' bolgesindeki NH diizlem
dis1 titresimleri, halkast agilmis MA grubunun HMDA ile reaksiyonu sonucu amid baglari
olustugunu dogrulamistir. Peptit konjugasyonu sonrast mPEG-PLGA-MA-NH.-B6/QSH
spektrumunda 3730 cm "’de peptitlerin NH/OH gerilmeleri, 3004 cm"’de lizine 6zgii
NHs* titresimi, 1569—1517 cm "’de genisleyen Amide II bantlar1 ve 861-775 cm "’de
sistein kaynakli C—S gerilmeleri yalnizca konjuge yapida gozlenmistir. Bu, B6 ve QSH
peptitlerinin polimere kovalent olarak baglandigina dair giicli spektral kanit
saglamaktadir. Benzer sekilde, peptit-konjuge PEG-PLGA sistemlerinde aromatik halka
ve C-S bantlarinin ortaya ¢ikmasi peptit varliginin gostergesi olarak rapor edilmistir

(Qian vd., 2025). NMR sonuglari da FT-IR bulgularini desteklemektedir.

GPC analizlerinde PLGA, mPEG-PLGA-MA-NH: ve mPEG-PLGA-MA-NH.-B6/QSH
yapilar1 arasinda Mn ve Mw degerlerinin 8-10 kDa araliginda kalmasi ve PDI

degerlerinin 1.02—1.18 gibi dar bir aralikta bulunmasi, modifikasyon basamaklarinin
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polimer zincirinde belirgin bir degradasyon veya g¢apraz baglanmaya yol agmadigini
gostermistir. PLGA nanopartikiillerinde, PDI’nin 1.2°nin altinda olmas1 iyi kontrol
edilmis bir polimerizasyon siireci olarak kabul edilmektedir (Garms vd., 2021; Guo vd.,
2023).

DSC analizlerinde NAC yiiklii tim formiilasyonlarda ilag kristal erime pikinin (Tm~= 118
°C) kaybolmasi, NAC’1n polimer matrisi i¢inde amorf ve molekiiler diizeyde dagildigini
gostermistir. PLGA ve PEG-PLGA tasiyicilarina yiiklenen NAC ve diger kiiciik
molekiiller i¢in benzer sekilde erime pikinin kayboldugu ve bunun, polimer-ilag
etkilesimlerinin gii¢lii oldugunu ve kontrollii salim potansiyelini artirdigini1 gésterdigi
rapor edilmistir (Costa vd., 2025; Pinto vd., 2021; Puri vd., 2022). Tg degerinin PLGA-
PEG/NAC igin —16.65 °C’den, mPEG-PLGA-MA-NH2/NAC i¢in —14.09 °C’ye ve ¢ift
peptitli MPEG-PLGA-MA-NH.-B6/QSH/NAC i¢in —6.25 °C’ye yiikselmesi, fonksiyonel
gruplarin ve peptitlerin zincir hareketliligini kisitladi seklinde yorumlanmistir. Bu artis
uzun siireli salimi destekleyen bir parametre olarak degerlendirilebilir. Benzer Tg
kaymalar1 peptit veya fonksiyonel grup modifikasyonu yapilmis PLGA sistemlerinde de
bildirilmistir (Y. Li vd., 2025).

DLS ve STEM verileri birlikte degerlendirildiginde, NAC yiiklii mPEG-PLGA-MA-
NH2-B6/QSH nanopartikiillerinin yaklasik 150-160 nm capta, diisiik PDI ve ~-33 mV
diizeyinde negatif zeta potansiyelle karakterize oldugu gosterilmistic. STEM
goriintiilerinde 2 boyutlu diizlemde kiiresel/dairesel morfoloji goriilmesi ve incelenen
alanlarda agregasyon egiliminin olmamasi, nanog¢oktiirme yonteminin optimize oldugunu
ve homojen partikiiller iirettildigini gostermistir. PEG-PLGA kullanilan ve peptid ile
modifiye edilmis beyin hedefleyici nanopartikiillerde 80-200 nm araligindaki boyutlarin
kan—beyin bariyeri (KBB) gegisi ve beyin dokusunda birikim i¢in optimal oldugu, PEG
zincirinin ise dolasim siiresini uzattig1 bildirilmistir (Abbas, 2021; Hanumanthappa vd.,
2024; L. Liu vd., 2025b). B6/QSH eklenmesi sonrasi partikiil boyutunun ve PDI
degerlerinin kabul edilebilir sinirlar i¢inde kalmasi, ¢ift peptitli yapilarin yiizeyde

fazladan agregasyona yol agmadigi seklinde yorumlanmaktadir.

NAC gibi asir1 hidrofilik ve diisiik molekiil agirlikli bir antioksidanin, hidrofobik PLGA
cekirdegine yiiksek oranda enkapsiile edilmesi literatiirde genellikle giic olarak

bildirilmisken, bu calismada 25:10 polimer:NAC oraninda %90’1n iizerinde, B6/QSH
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konjugasyonu sonrasi da yaklasik %83 enkapsiilasyon verimi elde edilmesi 6nemli bir

literatiir katkisi olarak goriilmektedir (Pinto vd., 2021; Puri vd., 2022).

Salim profili analizinde serbest NAC’m ilk 30 dakikada neredeyse tamamen ortama
ge¢mesi, NAC’1n yiiksek hidrofilik yapisi ile uyumlu bir davranisidir. Buna karsilik,
NAC yiikkli mPEG-PLGA-MA-NH:-B6/QSH nanopartikiillerinde 8 giine uzanan
kademeli ve kontrollii bir salim profili elde edilmistir. Alzheimer tedavisi agisindan
bakildiginda, oksidatif stres ve noroinflamasyonu hedefleyen NAC gibi molekiillerin
beyin dokusuna kontrollii ve uzun siireli verilmesi, doz araliklarmin seyreltilmesi ve
sistemik yan etkilerin azaltilmasi agisindan avantaj saglamaktadir (L. Liu vd., 2025b;
Pinto vd., 2021). Tez kapsaminda olusturulan B6/QSH ¢ift hedefleme yapisi, bu kontrolli
salim1 beyinde hem KBB gecisi hem de A birikim bdlgelerine yonlendirme potansiyeli

ile birlestirerek klasik NAC uygulamalarina gére 6nemli bir {istiinliik sunmaktadir.

Nanopartikiiliin kontrollii ve uzun salim yapmasinin yani sira yapi stabilitesini korumada
yiiksek onem gostermektedir. PBS ortaminda 24 saate kadar partikiil boyutu ve zeta
potansiyeli biiylik ol¢iide korunmustur. Nanopartikiillerin kolloidal olarak kararl
oldugunu gostermektedir. DMEM ve o6zellikle %50 FBS igeren DMEM ortamlarinda
zamanla gozlenen boyut ve PDI artigi ise, serum proteinlerinin nanopartikiil yilizeyine
adsorpsiyonuna bagli protein ta¢ olusumu ile uyumlu goriilmiistiir. PLGA ve PEG-PLGA
nanopartikiilleri i¢in FBS iceren ortamda boyut artis1 ve zeta potansiyelinin mutlak
degerinde azalma, protienlerde tag¢ olusumunun tipik gostergeleri olarak tanimlanmigtir
(Spinelli vd., 2025; Tekie vd., 2020). Bu durum bir yandan biyolojik gercekeiligi
yansitirken diger yandan B6/QSH ylizeyinin proteinlerle kaplanmasinin hiicresel alim ve

hedefleme verimliligini degistirebilecegini diisliindiirmektedir.

Liyofilizasyon sonrasi redispersiyon verileri, trehaloz konsantrasyonunun Kritik bir
parametre oldugunu ortaya koymustur. %5 ve %10 trehaloz kullanilan gruplarda belirgin
agregasyon ve PDI artis1 gozlenirken, %15 trehalozda partikiil boyutunun yaklasik 150
nm civarinda korunmasi ve PDI’nin diisilk kalmasi, bu konsantrasyonun optimum
oldugunu gostermistir. Trehalozun, hem protein hem de polimerik nanopartikiil
sistemlerinde cam olusturan ve hidrojen baglar1 yoluyla yapisal suyu stabilize eden bir
kriyoprotektan olarak en etkin sekerlerden biri oldugu, ancak optimum konsantrasyonun

formiilasyonun bilesimine bagli olarak degistigi bildirilmistir (Gatto & Najahi-Missaoui,
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2023; Umerska vd., 2018). %20 trehalozda g6zlenen boyut artisi ve PDI yiikselmesi,
yiiksek seker konsantrasyonlarinda artan viskozite ve partikiiller arasi etkilesimlerin
agregasyonu kolaylastirabilecegini  diisiindiirmekte olup, Gatto ve ark.’nin
nanoformiilasyonlarda yiiksek trehaloz derisimlerinin her zaman ek bir fayda

saglamadigina iliskin bulgulariyla uyumludur (Gatto & Najahi-Missaoui, 2023).

UV ile 15 dakikalik sterilizasyon sonrasinda B6/QSH igeren NAC yiikli
nanopartikiillerin boyut, PDI ve zeta potansiyelinde anlamli degisiklik gdzlenmemesi ve
agar kiltiirlerinde herhangi bir mikrobiyal iiremeye rastlanmamasi, uygulanan
sterilizasyon yonteminin etkili oldugunu gostermistir. PLGA ve PCL nanopartikiiller
lizerinde yapilan caligmalar, uygun doz ve siirede uygulanan UV sterilizasyonunun
partikiil boyutu ve yiizey yiikii tizerinde minimal etki yarattigin1 ve steriliteyi sagladigini
bildirmektedir. Bununla birlikte, UV 1s18inin polimer zincirlerinde uzun siireli veya

yiiksek dozda maruziyette degradasyona yol acabilecegi de bilinmektedir (Galicia-
Gonzalez vd., 2021).

Sentezlenen nanopartikiillerin ve EPPS ile olusturulan kombine terapinin in vitro ortamda
etkilerine bakabilmek igin; SH-SYS5Y hiicrelerinde Alzheimer’a yakin model olusturmak
adina amiloid oligomer toksisitesi olusturulmustur. Calismada kullanilan AB1-42 HFIP
peptidi stok soliisyonu NHsOH ile hazirlanmis ve Stok soliisyondan gerekli miktar
kullanilarak 4 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Sonucunda, agirlikli olarak diisiik
molekiil agirlikli AB42 oligomerlerinin iretildigi; Bis-ANS fluoresansindaki artisi ve
SDS-PAGE’de monomer—trimer—tetramer bantlart ile dogrulanmigtir. SH-SY5Y
hiicrelerinde 10 pM ve tizerindeki dozlarda canliligin %50°nin altina diismesi ve néronal
uzantilarin belirgin kisalmasi, yildizims1 yapilarin bozulmasi, olusturulan modelin
oligomer kaynakli norotoksisiteyi yansittigini gostermektedir. Bu durum, Alzheimer
patogenezinde sinaptik disfonksiyon ve hiicre 6liimiinden sorumlu diisiik molekiiler
agirlikli oligomer popiilasyonu ile uyumludur (Ashe, 2020). Dolayisiyla sonraki deney
asamalarinda 10 uM Ap42o0’nun kullanilmast hem Olgiilebilir diizeyde toksisite
olusturmas1 hem de klinik olarak erken / orta evreyi andiran bir stres yiikii saglamasi

acisindan kullanilmasi uygun bulunmustur.

Serbest NAC hiicre canliligi analizlerinde bir noktaya kadar artan canliligin bir esik

degeri asildiktan sonra diismeye bagladigi goriilmiistiir. NAC’in glutatyon sentezini
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artirtp mitokondriyal ROS’u baskiladig1 ve A ile iligkili oksidatif hasara kars1 néronlart
korudugu daha 6nce farkli modellerde gosterilmistir (Kam vd., 2020; J. Liu vd., 2025a).
Yapilan deneylerde 10 uM AB420’ya maruz kalan hiicrelerde canliligin ~%40’a indigini,
1-10 mM NAC ile ise %150-250 araligina yiikselttigi gortilmiistir. Bu durum i¢in
NAC’in oligomer kaynakli oksidatif stresi ortamini dagittigt ve proliferasyonu
hizlandirdigi seklinde yorumlanmistir. NAC’in varligi, dogru dozda, hiicrede amiloid
oligomer toksisitesinin yarattig1 dengesizligi tekrar dengeye getirmistir. 20 mM {izeri
konsantrasyonlarda hiicre dengesini tekrar bozarak sitotoksik bir 6zellik kazandigini
literatiir ile paralel bir sekilde goriilmistiir (J. Liu vd., 2025b). Bu nedenle, oligomer
toksisitesini baskilamak i¢in optimum NAC doz olarak 10 mM tercih edilmistir. EPPS ile
yapilan hiicre canlilig1 analizinde, 0.002-0.2 mM araliginda hiicre canliliginin kontrol
diizeyinde seyrettigi goriilmiistiir. Bu durum EPPS’nin hiicreler i¢in bu doz araliklarinda

giivenli oldugunu gdstermistir.

AP oligomerlerinin olusturdugu fibrillerin Alzheimer hastaligindaki temel toksik tiirler
oldugu ve ozellikle diisilk molekiiler agirlikli oligomerlerin sinaptotoksisite acisindan
kritik rol oynadig: literatiirde yaygin olarak bildirilmektedir (Haass & Selkoe, 2007,
Benilova et al., 2012). Literatiirde AP oligomerlerinin toksisitesinin biiyiik 6l¢iide (-
yaprak stabilizasyonu ve oligomer—oligomer etkilesimlerine bagl oldugu bildirilmektedir
(Benilova et al., 2012; Haass & Selkoe, 2007). Calismanin bu kisminda EPPS’nin kiiciik
oligomerik formlarla daha yiiksek etkilesim skorlar1 gostermesi, EPPS’nin AP
agregasyon siirecinin  erken  basamaklarinda  etkili  olabilecegi  hipotezini
desteklemektedir. EPPS’nin AP fibrillerini ve oligomerlerini destabilize edebildigi daha

once in vivo ve in vitro ¢aligmalarla gosterilmistir (Kim et al., 2015).

Elde edilen yapisal veriler, EPPS’nin AP oligomerleri ile dogrudan etkilesime
girebildigini ancak bu etkilesimin QSH peptid destekli sistemlerde belirgin sekilde
giiclendigini ve peptidlerin EPPS’nin Af’ya baglanmasimi kolaylastirabilecegini
diistindiirmektedir. QSH’nin varliginda EPPS’nin B-yaprak yiizeylerine daha diizenli ve
cok noktal1 baglanmasi, bu peptidin EPPS i¢in bir tiir yapisal yonlendirici veya
stabilizator rolii listlenebilecegini diistindliirmektedir. 8:8:8 ve 10:8:8 oranli modellerde,
ligand ve peptidlerin oligomerik c¢ekirdegi cevrelemesi, AP agregasyonunun ileri

basamaklarin1 engelleyebilecek bir mekanizmaya isaret etmektedir. Boylece fibril
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olusumu erken asamada daha globiiler ve kararli yapilarin olusumuyla engellenebilir ya
da olusmus fibrillerin yapist daha kiigiik yapilar olusturmak tizere bozulabilir. Bu
bulgular, EPPS-QSH kombinasyonunun tek basina EPPS’ye kiyasla daha etkili anti-

agregasyon saglayabilecegini géstermistir.

SynergyFinder+ ile yapilan analizde, NAC—EPPS kombinasyonunun ZIP modeline gore
ortalama 5.62, Bliss modeline gore —0.35 skor vermesi; kombinasyonun additif oldugunu,
iki molekiiliin birlikte uygulanmasi proliferatif agidan AB420 toksini azalttigi ancak tek
baslarna var olan etkinin iizerine ¢ikilamadigini isaret etmistir. inhibisyon yiizdelerine
dayali 1s1 haritasinda tiim deger negatif bolgede yer almaktadir. Bu durum EPPS-NAC
kombinasyonlarmin inhibisyon yerine hiicre canliligini artirdigini gdstermistir. Ozellikle
yiiksek NAC dozlarinda, EPPS ile birlikte uygulandiginda en diisiik inhibisyon ya da en
yiiksek canlilik degerlerinin elde edilmesi, molekiillerin biririnden bagimsiz islevlerini
gerceklestirebildiklerini, birbirlerini nagatif etkilemediklerini gdstermistir. Bununla
birlikte, baz1 noktalarinda gozlenen negatif bolgeler, yiiksek NAC dozlarinin EPPS’nin
amiloid ¢oziindiirme kapasitesiyle yarisabilecek redoks degisiklikleri veya hiicresel
adaptasyon yanitlart olusturabilecegi ihtimali g6z ardi etmemek gerektigini
diistindiirmiistiir (S. Zheng vd., 2022). Genel olarak, NAC-EPPS kombinasyonu giiglii
bir sinerjistik pik gostermese de oligomer temelli toksisite modelinde hiicre

proliferasyonunu iyilestiren additif bir koruma saglamstir.

NAC nanopartikiilinde B6 ve QSH peptitleriyle fonksiyonlandirilmis olmasi tezin
onemli noktalarindan biridir. B6 peptidi, kan-beyin bariyerinde transferrin reseptorii
benzeri tastyicilart hedefleyerek beyin endotelini agan nanopartikiiller gelistirilmesinde
sik kullanilan bir ligand olup, son yillarda Alzheimer odakli hedeflendirilmis nanotastyici
sistemlerinde sikca goze garpmaktadir. QSH ise AP’ye 6zgii baglanma kapasitesine sahip
sekanslardan tiiretilmis, Ozellikle oligomerik/toksik tiirlere afinitesi olan hedefleme
peptitleri arasinda yer almaktadir (L. Liu vd., 2025a). B6-QSH-NAC-NP formiilasyonu
hem KBB’yi hedefleyen hem de patolojik AP birikim bolgelerine yonlenebilen, ayni

zamanda antioksidan NAC tasiyan cok islevli bir platform sunmaktadir.

Oligomer uygulanmamis hiicrelerde 6.25-25 ng/mL araliginda hiicre canliliginin kontrol
grubunun tizerinde seyretmis olmasi; AP420 toksisitesi altinda ise ayni doz araliginda

canliligin %130-150 seviyelerine ¢ikmasi, nanopartikiil sisteminin oligomer kaynakli
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stres altinda olumlu bir etki sagladigin1 gostermistir. Bu sonug, NAC’1n polimerik veya
lipit bazli nanotastyicilarla enkapsiile edildiginde oksidatif stres modellerinde koruyucu

etkinliginin arttigini gosteren ¢alismalari desteklemektedir (L. Liu vd., 2025a).

Yiiksek nanopartikiil dozunda (75 ng/mL) canliliktaki diisiis, partikiil asir1 yiiklenmesinin
fiziksel stres ve olasi endositoz asir1 yiikii yoluyla toksisiteye yol agabilecegini
diisiindiirmiistiir. Bu durum, nanopartikiil temelli sistemlerde siklikla vurgulanan U-

sekilli canlilik sablonu ile uyumludur.

B6/FITC-QSH-NAC-NP’nin karakterizasyon ve canlilik analizleri sonrast B6 ve QSH
peptidleri ile kan beyin bariyerini gecerek amiloid plaklari hedeflediginin gosterilmesi
icin 5XFAD farelere verilmis ve verildikten 1 saat sonra saksifikasyon gerceklestirilerek
beyin dokular1 toplanmistir. Hipokampal bolgeden alinan koronal kesit
immiinohistokimya analizi i¢in anti-oligomer anikoru ile boyanmis ve goriintiilleme
yapilmistir. Kesitte goriilen Hipokampal CA bdlgesinde yesil nanopartikiil sinyali ve
kirmizi oligomer sinyali goriilmistiir. Bir saatilik uygulama sonrasinda hipokampiiste
elde edilen gii¢lii nanopartikiil sinyalleri, i.p uygulama sonrasinda nanopartikiiliin kisa
stirede dolasima katilarak beyne ulagtigi bilgisini de bize sunmustur. Bu durum
nanopartikiilin KBB’den gegerek amiloidleri hedefledigini net bir sekilde gostermistir.
Kesit incelendiginde kirmizi amiloid oligomer sinyalleri hipokampal bolgede yogun
olacak sekilde kesitte bir yayilim gostermistir. Benzer sekilde yesil nanopartikiil
siyallerinin de kesite dagilimi, oligomer sinyallerine yakin goriilmiistiir. Bu analiz
B6/QSH peptidlerinin amaglarin1 gergeklestirdigini, kan-beyin bariyerinden gecisin

saglandigin1 ve amiloid bolgelere yogunluk sagladigini gostermistir.

AP42 oligomer modelinin, Alzheimer hastaliginda oksidatif stres, mitokondriyal hasar ve
inflamatuar yaniti indiikledigi; klinik bulgulardaki biligsel kayipla da daha giiclii
korelasyon gosterdigi bildirilmektedir (Fanlo-Ucar vd., 2024). Bu nedenle oksidatif stres,
inflamasyon ve mitokondriyal fonksiyon iizerine elde edilen bulgular, 6zellikle diisiik
molekiiler agirlikli AB42o tiirlerinin hiicresel yanitlar1 nasil sekillendirdigi agisindan

Onem tagimaktadir.

TAS analizleri incelendiginde Kontrol — AB420 — NAC — EPPS grafiginde (Sekil 42)

kontrole, uygulama yapilmayan saglikli hiicrelere, kiyasla biitiin gruplarda TAS
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miktarinda artis gortilmiltiir. AB420 uygulanan hiicrelerdeki artig; hiicrelerin amiloid
toksisitesine karsi Oncii bir tepki gosterdigi (kompansatuvar etki) seklinde
yorumlanmustir. Bu durum literatiirde tanimlanan erken evre adaptif antioksidan yanit ile
uyumludur (Yu vd., 2022). Birg¢ok ¢alisma A oligomerlerinin ROS iiretimini artirirken
ayn1 zamanda Nrf2/hedef genleri ve endojen antioksidan sistemleri gegici olarak aktive

edebildigini bildirmektedir (Fanlo-Ucar vd., 2024).

Serbest NAC’1in amiloid oligomer toksisitesi altinda TAS seviyesini ciddi bir sekilde
arttirmis olmast NAC’1n giiglii anti-oksidan 6zelligini vurgulamis ve redoks diizenleyici
profiliyle uyumlu bir sonug¢ vermistir. NAC serbest radikaller iizerine dogrudan bir etki
gOstermesinin yani sira, substrat olarak tirettigi iiriinlerle de hiicre dengesini saglamaya
calismaktadir (Pocernich & Butterfield, 2012). Alzheimer modellerinde NAC’m Af’ye
bagli oksidatif hasari azalttigi, néronal canliligi korudugu ve bazi galigmalarda AP
tiretimini dahi baskiladig1 bildirilmistir (Toshikawa vd., 2021). EPPS’nin tek basina
TAS’1 arttirmast, fakat bu artisin 6nemsenmeyecek lgtide olamasi klasik bir antioksidan
olmamasindan kaynaklandigi ve temel etkisinin AP agregatlarin1 ¢ozerek oligomer
yikiinii azaltma {izerinden dolayli etki gergeklestigi diisiniilmiistiir. Bu nedenle
hiicredeki antioksidan kapasitesine tek basina 24 saate yiiksek bir etki gostermemis

olabilecegi ¢ikariminda bulunulmustur.

TAS seviyesi amiloid oligomer toksisitesi altinda; (Sekil 42) serbest NAC varliginda
anlamli bir artig gostermistir. Fakat EPPS ve NAC-B6-QSH-NP formiilasyonunun TAS
tizerindeki etkisi serbest NAC’a kiyasla daha 1limli goriilmistir. Bu durum
nanopartikiilden kontrollii salim gergeklestirmesi kaynakli hiicre i¢gi NAC birikiminin
zamana yayimast ile iliskilendirilmigtir. NAC yiikli nanopartikiillerin, serbest
formdakilere gore daha dengeli bir antioksidan artis1 sagladigi, farkli nérodejeneratif
modellerde bildirilmistir (L. Jin vd., 2025b). Bu agidan, in vitro ortamda gbzlenen daha
simirh TAS artisinin, in vivo kosullarda antioksidan dagilim ag¢isindan avantaj

olusturabilecegi diisliniilmiistiir.

SOD aktivitesi grafigi degerlendirildiginde Ap420 uygulanan grubun, kontrol grubuna
gore anlamli bir sekilde arttigi tespit edilmistir. Hicrelerin amiloid kaynakli, kendi
iclerinde artan siiperoksit yiikiinii tamponlamak i¢in SOD’un artisina neden oldugu

durumlar bilinmektedir (Fanlo-Ucar vd., 2024). TAS analizinde oldugu gibi

130



kompansatuvar bir etki gorilmistiir. Serbest NAC ve EPPS uygulamalarinin, SOD
aktivitesini diistirmesi; bu kii¢lik molekiillerin, siiperoksit olusumunu azalttig1 dolayisiyla
enzim ihtiyacin1 ortadan kaldirdigi diistiniilmiistiir. NAC’in Nrf2/ARE yolu iizerinden
antioksidan enzim dengesini yeniden diizenledigi ve NF-kB aktivasyonunu baskilayarak
ROS iiretimini azalttig1 farkli inflamatuvar modellerde gosterilmistir (Jannatifar vd.,
2020; Pei vd., 2018).

Amiloid toksisitesi altinda NAC, EPPS ve B6-QSH-NAC-NP’nin SOD aktivitesi
incelendiginde (Sekil 44) tek baslarina NAC ve EPPS ayni sekilde enzim aktivitesini
diistirirken EPPS ve B6-QSH-NAC-NP’nin kombine uygulanmasiyla birlikte yeniden
yiikseltmesinin farkli bir etki olustugunu ortaya koydugunu gostermistir. Nanopartikiil
formunda olan NAC’1n hiicre i¢ine zaman bagli yavas salinmasi, antioksidan kapasiteyi
hemen yiikseltmeyip, siiperoksit tiretiminin bir siire daha devam etmesini saglamis
olabilecegini gostermistir. EPPS ve NAC-NP kombinasyonu sonucunda tekli uygulanan
NAC ve EPPS’ye gore yiiksek fakat oligomer uygulanmais hiicrelere gore diisiik aktivite
goriilmesi; EPPS’nin oligomerik yiikii azaltmasiyla birlikte nanopartikiil formunda yavag

saliman NAC’1n daha etkin bir sekilde redoks dengesini saglayabildigini diistindiirm{istiir.

IL-1P diizeyleri, diisiik molekiiler agirlikli AR oligomerlerinin yarattigi oksidatif stresin
yani sira giiclii bir inflamatuar yanit da indiikledigini dogrulamistir. AB oligomerlerinin
noronlar ve glial hiicrelerde inflammazomunu aktive ettigi, bu yolla IL-1p salinimini
artirdig1 bilinmektedir. AB420 uygulamasini takiben IL-1p diizeylerinde gézlenen artis,

oligomer kaynakli inflamatuar kaskadin erken aktivasyonu ile uyumlu goériilmustiir.

Serbest NAC, EPPS ve NAC-NP’nin her birinin IL-1f seviyeleri anlamli sekilde
azaltmasi, inflamatuar yaniti farkli mekanizmalar {izerinden baskilayabildigini
gostermistir. NAC’in hem ROS temizleme hem de NF-kB sinyal yolunu baskilama
yoluyla proinflamatuar sitokin iiretimini azaltti§1; néroinflamatuvar ve sistemik
inflamatuvar modellerde IL-1B diizeylerini disiirdiigli ¢ok sayida g¢alismada
bildirilmektedir (Asani vd., 2025).

EPPS’nin IL-1B seviyesini diistirmesi toksik amiloid oligomerlerinin toksik olmayan
formlara dontistiirerek amiloid yiikii hafifletmesi kaynakli oldugu diistiniilmiistiir (H. Y.
Kim vd., 2015; Low vd., 2022). EPPS ile NAC kombinasyonunun IL-1B diizeyini
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beklenmeyen bir sekilde arttirmasi, birlikte uygulanma durumunda NAC’in EPPS ile

beklenmeyen etkilesimi sonucu inflamatuvar yaniti arttirmis olabilecegi diistindiirmistiir.

NAC-B6-QSH-NP’nin inflamasyon tizerindeki etkisi serbest NAC’a gore daha yiiksek
goriinmesi inflamatuvar yanit agisindan nanopatikiil olusturulmasinin bir avantaj
sagladigi diistindiirmektedir. Stres altinda olan hiicrede redoks dengesinin kurulamamis
olmasi inflamatuvar yanitin olugsmasina neden olabilir. Peptid ile hedeflendirilmis
polimerik nanopartikiillerin; hedefli bolgelerde daha yiiksek lokal ila¢ konsantrasyonu
saglayabilecegi ve uzun vadede inflamasyonu etkin baskilayabilecegi literatiirde
tartisitlmaktadir  (Abbas, 2021). Mevcut in vitro bulgular, EPPS ile NAC-NP
kombinasyonunun, IL-1B diizeylerinde belirgin azalma gdstermesiyle bu yaklagimi

desteklemektedir.

AP oligomerlerinin mitokondriyal kalsiyum dengesini bozup, kompleks I/I11
fonksiyonlarini zayiflatarak mitokondriyal permeabilite gecis gézeneklerini aktive ettigi
iyi bilinmektedir (Fanlo-Ucar vd., 2024). NAC’in ve ¢esitli antioksidanlarin
mitokondriyal membran potansiyelini koruyucu etkileri farkli modellerde gosterilmis
olsa da bu etkinin doz, siire ve uygulama zamanlamasina son derece duyarli oldugu
bildirilmistir (L. Jin vd., 2025a). Mitokondriyel disfonksiyonun i¢in memran potansiyeli
analizi yapilmis ve oligomer toksisitesinin literatlir ile uyumlu olarak membran
potansiyelini diisiirdligii goriilmiistiir. Bu sonug ayrica amiloid toksisitesiyle olusturulan
modellemede bir diger etken patogenizin, mitokondriyel disfonksiyonunda olustugunu
gostermistir. Amiloid toksisitesi altinda uygulanan serbest NAC, bozulan redoks
dengesini geri kazanmaya calismis; EPPS ise tek basina mitokondri fonksiyonunu
tyilestirememis ve hatta amiloid toksisitesine nazaran biraz daha membran potansiyelini
diisiirmiistiir. Bu durumun EPPS’nin zwitteriyonik bir tampon olmasindan ve ortamin
tyonik dengesini degistirmeisinden kaynakl olabilecegi diistintilmiistiir. Bunlarin aksine
EPPS ve NAC-B6-QSH-NP’nin birlikte uygulanmasi membran potansiyelinin geri
kazandirilmasinda, NAC’in gosterdigi performansinda {izerine c¢ikmistir. EPPS’nin
toksik yiikii azaltmasi ve nanopartikiiliin ise uzaltilmig antioksidan salimi birbirini
tamamlayici bir etki gostermis olabilecegi diistiniilmiistiir. Mitokondriyel fonksiyonunn
Alzheimer patolojisinde 6nemli bir rolii oldugu g6z 6niine alindiginda bu durum umut

vaad etmektedir.
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AP42 oligomerleri ile olusturulan in vitro model; oksidatif stres, inflamasyon ve
mitokondriyal disfonksiyonun Alzheimer patogenezindeki merkezi roliinii yeniden
dogrulamustir (Fanlo-Ucar vd., 2024). Serbest NAC, giiglii antioksidan ve antiinflamatuar
Ozellikleri ile AP42o kaynakli oksidatif yiikii ve sitokin yanitin1 anlamli o6lgiide
baskilamis; EPPS ise oligomer yiikiinii hedefleyerek bir iyilesme saglamistir. NAC-B6-
QSH-NP formiilasyonu, serbest NAC’a kiyasla daha kontrollii bir yanit tiretmistir. Ayrica
B6 ve QSH peptidlerinin sagladigi hedefleme avantajlar1 Alzheimer dahil nérodejeneratif
hastaliklarda ve Alzheimer disinda meydana gelen amiloidozlarda umut vadeden bir aday
olarak one ¢ikmaktadir (Abbas, 2021).

EPPS ve NAC temelli yaklagimlarin tekli uygulamalarda dahi diisiik molekiiler agirlikli
AP420 toksisitesine karst anlamli  koruma saglamalar;; bu  molekiillerin
kombinasyonlarinin oligomer yiikiinii azaltma, oksidatif stresi diizenleme ve inflamatuar

yanit1 baskilama agisindan ¢ok hedefli bir tedavi stratejisi sundugunu gostermistir.
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