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OZET

N-Asetil Sistein (NAC) Yiiklii mPEG-PLGA Nanopartikiillerinin Sentezi ve

Amiloid Beta Toksisitesine Etkisinin Arastirilmasi

Akytiz Sengtin, Derya
Doktora, Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Nagehan Ersoy Tunali
Temmuz 2025

Alzheimer Hastalig1 (AH), bilissel islevlerde ilerleyici kayiplarla seyreden ve
patogenezinde  oksidatif = stres, = mitokondriyal = disfonksiyon = ve
noroinflamasyonun belirleyici rol oynadig1 norodejeneratif bir hastaliktir. Bu tez
calismasinda, antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip N-asetil sistein’in
(NAC) terapotik etkinligini artirmak amaciyla, B6 peptidi ile ytizey modifiye
edilmis mPEG-PLGA temelli polimerik nanopartikiiller gelistirilmistir.
Transferrin reseptoriine 6zgtinltig sayesinde B6 peptidi, nanopartikiillerin kan-
beyin bariyerini (KBB) ge¢mesini kolaylastirmaktadir. mPEG-PLGA kopolimeri
maleatlama reaksiyonuyla fonksiyonellestirilmis, hekzadiaminle amin u¢ grubu
kazandirilarak B6 peptidi konjugasyonuna uygun hale getirilmistir. Polimerin
karakterizasyonu FT-IR, NMR ve GPC yontemleriyle gerceklestirilmistir.
Nanopartikiil ~ formiilasyonlar1 nanog¢oktiirme yontemiyle hazirlanmus;
karakterizasyon calismalar1 boyut ve morfolojik analizler, ilag yiikleme
kapasitesi ve enkapstilasyon veriminin belirlenmesi ve in vitro salim testleri ile
yapilmstir. Elde edilen NAC yuikli B6-mPEG-PLGA nanopartikiilleri; 149.1 nm
ortalama cap, 0.096 PDI, -35.5 mV zeta potansiyeli, %74.7 enkapstilasyon verimi
ve kiiresel morfolojisiyle basarili sekilde formiile edilmis ve 48 saatlik kontrolli

bir salim profili sergilemistir.

NAC ytiklti nanopartikiil formiilasyonunun anti-oksidan ve anti-inflamatuar
etkileri SH-SY5Y hiicrelerinde amiloid beta (APi1-42) oligomerleri ile olusturulan
toksisite modeliyle degerlendirilmistir. B6 peptidinin nanopartikiillerin hiicre

icine alimu arttirdig1 flow sitometri yontemi ile gosterilmistir. In vitro analizlerde



hticre canlilig1, oksidatif stres parametreleri, mitokondriyal membran potansiyeli
ve proinflamatuar sitokin diizeyleri incelenmistir. Elde edilen veriler, B6-mPEG-
PLGA nanopartikiillerine enkapsiile edilen NACm oksidatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon ile inflamatuar yanitlari anlamh diizeyde azalttiginm
gostermistir. AH'nin in vivo modellerinden biri olan 5XFAD farelerine i.p.
yoldan verilen NAC-FITC-B6-mPEG-PLGA nanopartikiillerinin KBB'yi gectigi
de ispatlanmistir. Bu sonuglar, AH patofizyolojisine yonelik hedefe 6zgti tedavi
stratejileri gelistirilmesinde NAC ytikliit B6-mPEG-PLGA nanopartikiillerinin

umut vadeden bir yaklasim sundugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: N-asetil sistein, polimerik nanopartikil, B6 peptidi,

Alzheimer Hastalig1, oksidatif stres



ABSTRACT

Synthesis of N-Acetyl Cysteine (NAC)-Loaded mPEG-PLGA Nanoparticles
and Investigation of Their Effects on Amyloid Beta Toxicity

Akytiz Sengtin, Derya
Ph. D., Department of Nanoscience and Nanoengineering
Supervisor: Assoc. Prof.Dr. Nagehan Ersoy Tunali

July 2025

Alzheimer’s Disease (AD) is characterized by progressive loss of cognitive
functions, where oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and
neuroinflammation play a determining role in its pathogenesis. In this thesis,
PEG-PLGA-based polymeric nanoparticles, surface-modified with B6 peptide,
were developed to enhance the efficacy of N-acetylcysteine (NAC). The B6
peptide facilitates the passage of nanoparticles across the blood-brain barrier
(BBB). The mPEG-PLGA copolymer was functionalized by a maleation reaction
for B6 peptide conjugation by introducing an amine terminal group.
Characterization of the polymer was performed using FT-IR, NMR, and GPC.
Nanoparticles were prepared by using the nanoprecipitation method;
characterization through size and morphological analyses, determination of drug
loading capacity and encapsulation efficiency, and in vitro release was
completed. NAC-loaded nanoparticles were successfully formulated with an
average diameter of 149.1nm, a PDI of 0.096, a zeta potential of -35.5mV, an
encapsulation efficiency of 74.7%, and with spherical morphology, which exhibit

controlled release over 48 hours.

The antioxidant and anti-inflammatory effects of the NAC-loaded nanoparticle
formulation were evaluated using a A31-42 oligomer toxicity model in SH-SY5Y
cells. The increased cellular uptake of the nanoparticles mediated by the B6
peptide was demonstrated by flow cytometry. In vitro analyses included
assessments of cell viability, oxidative stress parameters, mitochondrial

membrane potential, and cytokine levels. The results showed that NAC-B6-

Vi



mPEG-PLGA nanoparticles significantly reduced oxidative stress, mitochondrial
dysfunction, and inflammatory responses. Besides, NAC-FITC-B6-mPEG-PLGA
was able to cross the BBB in 5XFAD mice. These results indicate that the use of
NAC-loaded-B6-mPEG-PLGA nanoparticles offer a promising approach for

developing targeted therapeutic strategies.

Keywords: N-acetyl cysteine, polymeric nanoparticle, B6 peptide, Alzheimer's

Disease, oxidative stress
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar, diisiinme, hafiza ve motor beceriler gibi bilissel ve fiziksel
islevlerde kademeli kayiplarla karakterize edilen, ilerleyici siireclerdir. Bu hastaliklar
bliyiikk Ol¢lide merkezi sinir sistemini (MSS) etkiler ve etkili tedavi stratejilerinin
gelistirilebilmesi, terapotik ajanlarin  kan-beyin bariyerini (KBB) etkin sekilde
asabilmesine baglidir (Ramanathan vd., 2018). KBB, oldukc¢a segici ve yar1 gecirgen
yapistyla, beyin homeostazinin korunmasinda kritik bir rol oynar. Beyne temel besin
maddelerinin taginmasi ve hormonlar, su ile metabolitlerin sabit diizeylerde tutulmasini
saglayarak, norolojik islevlerin siirekliligine katkida bulunur (Hanumanthappa vd.,
2024). Ayrica, iyonlarin, molekiillerin ve hiicrelerin kan ile MSS arasindaki gegisini siki
bicimde diizenleyerek, ndronal islevler i¢in gerekli olan homeostatik ortamin hassas

bicimde siirdiiriilebilmesini saglar (Blanchette & Daneman, 2015; Alkhalifa vd., 2023).

KBB’nin bu yiiksek secicilik 6zelligi, beyin endotel hiicreleri tarafindan olusturulan sik1
baglantilar sayesinde miimkiin olur. Bu hiicreler, MSS'yi toksinler, inflamasyon ve
enfeksiyonlara kars1 korurken; ilaglarin MSS'ye ulasmasinda en biiyiik engeli olusturur.
Bu nedenle, terapdtik etkinligin artirilmasi amaciyla KBB'yi agsmaya veya modiile etmeye
yonelik yeni tastyict sistemler ve yaklasimlar gelistiriimeye devam etmektedir. KBB
biitliinliigiinde meydana gelen bozulmalar, sinyal iletiminde diizensizlik, iyon
homeostazinda bozulma, istenmeyen molekiillerin MSS’ye geg¢isi ve nihayetinde ndronal

dejenerasyon ile hiicre 6liimiine neden olabilir (Daneman & Prat, 2015).

MSS; endotel hiicreler, astrositler, mikroglialar, perisitler ve noronlardan olusur ve bu
yapilar norovaskiiler {inite olarak adlandirilir (Sekil 1A,B). Beyin endotel hiicreleri, kan
damarlarinin duvarlarini olusturarak liimen meydana getirir. Bu hiicreler, yaklagik 0,1 um
kalinliginda duvarlar olusturur ve aralarindaki paraseliiler gecisi engellemek amaciyla
sik1 baglantilarla baglanir. Kolajen, fibronektin, heparan siilfat ve diger hiicre dis1 matris
proteinlerinden olusan, yaklasgik 3040 nm kalinligindaki vaskiiler bazal membram
salgilayarak kan ve beyin parankimi arasindaki ilk fiziksel bariyeri olustururlar. Ayrica,
cok sayida tasiyict ve reseptdr ekspresyonu araciligiyla kan-parankim degisimini
diizenlerler. KBB ortaminin ve islevinin en 6nemli bilesenini olustururlar. Perisitler,
endotel hiicrelerini kismen saran ve serebral kilcal damarlar boyunca siralanan

hiicrelerdir. Endotel hiicrelerinin gelisimini, davraniglarini ve kan akisini1 diizenleyen



sinyalleri saglarlar. Bu hiicreler, bazal lamina ve astrosit u¢ ayaklartyla cevrilidir.
KBB’nin olusumu ve transsitoz aktivitesinin asag1 regiilasyonu ag¢isindan énemlidirler;
eksiklikleri durumunda KBB gegirgenligi artar. Ayrica anjiyogenezde gorev alir, hiicre
dis1 matris bilesenlerinin birikimini saglar ve bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonunu
diizenlerler. Astrositlerin ug ayaklari, endotel hiicre ylizeyinin yaklasik %99 unu sararak
bariyer 0zelliklerinin korunmasinda ve ndronlara hiicresel baglant1 saglamada gorev alir.
Hedgehog sinyal yolaklar1 araciligiyla KBB biitlinliiglinii desteklemenin yani sira,
dogustan gelen bagisiklik tepkilerini diizenleme, elektrokimyasal sinyalleri izleme,
atiklar1 temizleme ve parankimdeki su ile metabolit dengesini saglama gibi roller
iistlenirler. Noronlar ise vazoaktif ndrotransmiterler ve peptitler salarak lokal serebral kan
akisin1 ve damar capini kontrol ederler. Bu maddelerin endotel hiicreleriyle etkilesimi,
KBB gecirgenliginin diizenlenmesine katki saglarlar. Ayni zamanda tek baslarina beynin
kullandigi enerjinin %80'ine kadarini tiiketebilme potansiyelleri vardir. Mikroglialar,
MSS’nin bagisiklik hiicreleri olarak gorev yapar; noronal hasari algilar ve savunma
yanitlarin1 baglatarak patolojik durumlara karsi ilk tepkiyi verirler. Hiicre dis1
sinyallemelerine katilarak sinir hiicrelerine yardimct olurlar (Abbott vd., 2010; Zenaro
vd, 2017; Wong vd., 2019; Alahmari, 2021; Stamp vd., 2023; Wu vd., 2023a; Rust vd.,
2025). (Sekil 1)

KBB gecis sistemleri

Endotel hiicreleri arasindaki bosluklarin son derece dar olmasi nedeniyle molekiiller i¢in
hiicreler aras1 gecis imkan1 oldukga sinirlhidir. Bu sebeple, beyne gegmesi gereken temel
besin ve maddeler, KBB'yi farkl: hiicre i¢i yollarla gegebilir (Mc Carthy vd., 2015;
Furtado vd., 2018; Wong vd., 2019; Alahmari, 2021; Wu vd., 2023a; Rust vd., 2025).
(Sekil 1C)

* Paraseliiler yol (hidrofilik maddeler): Siikroz gibi suyla coziinebilen kiigiik
molekiiller, sik1 baglantilarin izin verdigi 61¢iide endotel hiicreleri arasindan gecebilir.
Ancak bu yol smirli gegirgenlige sahiptir. Enflamasyon gibi durumlar, siki
baglantilarin bozulmasina neden olarak bu yolla geg¢isi artirabilir.

* Transseliiler yol (lipofilik maddeler): C6ziinen maddelerin endotel hiicresi boyunca
hareketine dayanir. Bu yol pasif difiizyonla isler ve enerji gerektirmez. Pasif diflizyon,

bircok molekiiliin ve terapotik bilesigin kan dolagimindan beyne girmesinin birincil



yoludur. Bir lipit ¢ift tabaksindan olusan KBB'yi gececek maddelerin veya tastyici
sistemlerin yapisal ve fizikokimyasal 6zellikleri (lipofilite, molekiiler agirlik, molekiil
yukii ve hidrojen baglama kapasitesi gibi) pasif tasinmay etkiler. Lipofilik yapiya
sahip ve 500 Dalton'un (Da) altinda molekiiler agirligi olan kiigiik molekiiller (alkol,
kafein, oksijen, CO: gibi), endotel hiicrelerinin lipit ¢ift tabakasini dogrudan gegebilir.
Sik1 baglantilar, hiicreler arasi tasinimi engelledigi i¢in bu tiir maddelerin beyne gegisi
bliyiik 6lgiide transseliiler yolla gergeklesir.

Tastyic1 protein aracih transitoz: Glikoz, amino asitler, yag asitleri, vitaminler gibi
molekiiller, spesifik tasiyici proteinler araciligryla membranlardan gegerek MSS’ye
almir. Bu gecis, tastyicinin konformasyon degisimiyle saglanir ve genellikle
konsantrasyon gradyani yoniinde membrandan gecebilir. Gegis ¢ift yonlii olabilir.
Adsorpsiyon aracihi transitoz: Pozitif yiiklii (katyonik) makromolekiiller, endotel
hiicrelerinin negatif yiiklii (anyonik) membranlartyla elektrostatik etkilesime girerek
endositozla igeri alinir. Bu mekanizma reseptor bagimli olmadig: i¢in daha yiiksek
kapasiteye ancak daha diisiik afiniteye sahiptir.

Aktif disar1 akis (efflux) tasiyicilari: Beyni, lipitte c¢oziinebilen ve damar
duvarlarindan pasif olarak gecebilen potansiyel olarak zararl bilesiklerden korumak
amaciyla ek bariyer sistemleri vardir. Bu sistemler arasinda, molekiillere baglanarak
onlar1 beyin dokusundan kan dolasimina tasiyan disar1 akis pompalar1 yer alir.
Ozellikle P-glikoprotein (P-gp) gibi aktif tastyicilar, beyin kapiller endotel
hiicrelerinin liiminal yiizeyinde yogun sekilde bulunur. Ilaglar, ksenobiyotikler ile
endojen metabolitlerin beyinde birikmesini onlemek i¢in bu bilesenleri aktif olarak
dis ortama tasir.

Reseptor aracili transitoz: Insiilin, transferrin, leptin gibi spesifik reseptorlere
baglanan ligandlar, vezikiiller araciligiyla hiicre i¢ine alinir ve KBB boyunca taginir.
Protein, hormon, biiyiime faktorii ve enzim gibi bircok molekiiliin gegisi vezikiiler
tasima mekanizmasi ile saglanabilir. Vesikiil igine hapsolan reseptor-ligand
kompleksi endotelyal bariyer boyunca tasindiktan sonra kompleks ayrisir ve ligandlar
beyne salinir. Bu tasima sistemi, hedeflenmis ilag sistemleri i¢in 6zel bir yol saglar
ve ilaglarin aktif pompalarla hiicre digina atilmasin1 Onleyebilir. Bu nedenle,
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde umut vadeden bir yontem olarak oOne

¢ikmaktadir.
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Sekil 1. MSS hiicreleri ve KBB ge¢is mekanizmalari.

(A) BBB’yi olusturan nérovaskiiler {initenin gériiniimii. (B) MSS hiicreleri. (C) KBB gegis yollari.
Biorender ile ¢izilmistir.




1.1. ALZHEIMER HASTALIGI

1.1.1. Alzheimer Hastahgi’nin etiyoloji ve patofizyoloji

Alzheimer Hastalig1 (AH), demansin en yaygin formunu temsil eden ve cogunlukla yash
bireyleri etkileyen progresif bir norodejeneratif bir hastaliktir. Kiiresel yaslh niifusun
artisiyla birlikte, 2050 yilina kadar diinya genelinde 100 milyondan fazla bireyin AH’den
etkilenecegi dngdriilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), AH’yi halk saglig1 agisindan
oncelikli bir sorun olarak tanimlamaktadir (Monteiro vd., 2023). Ulkemizde ise yaklasik
600 bin kisi bu hastaliktan etkilenmektedir. Toplumdaki yash niifusun artmasiyla birlikte,
demans ve AH vakalarinin da artis gostermesi beklenmektedir. Tirkiye’de saglik
altyapisinin gelisimi agisindan kritik bir veri kaynagi olan “Saglik Istatistikleri Yillig
2023” duyurusuna gore 65 yas istii bireylerde goriilen saglik sorunlarmin %5.5’1 AH
kaynaklidir (T.C. Saglik Bakanlig1, 2023). Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2024 verilerine
gore yash bireylerde goriilen 6liimlerin %3.2’si AH ile iliskilendirilmistir (TUIK, 2025).

Klinik olarak AH; hafiza kaybi, biligsel islevlerde bozulma ve kisilik degisiklikleriyle
karakterizedir. Hastaligin ilk evresinde en sik goriilen belirti segici hafiza kaybidir.
Mevcut tedaviler yalnizca semptomlarin siddetini azaltmay1 hedeflemekte olup, hastalig:
durdurabilecek ya da geri ¢evirebilecek kesin bir tedavi heniiz bulunmamaktadir (Fan vd.,
2020; Singh vd., 2024). Bu semptomlar, beyinde 06zellikle hipokampal bdlgeden
baslayarak belirli protein ve protein fragmentlerinin yillar i¢inde anormal birikimi
sonucunda gelisen noronal disfonksiyon, inflamasyon ve ndéron kaybiyla iligkilidir
(Anand vd., 2014; Kumar vd., 2015). Bu siirec ilerledik¢e bireylerde hafiza ve bilissel
becerilerde belirgin kayiplar meydana gelir (Sehar vd., 2022). AH, bireylerin yasam
kalitesini ve bagimsizligini kisitlamakla kalmaz; ayn1 zamanda aile bireyleri ve toplum
tizerinde Onemli psikososyal ve ekonomik yiikk de olusturur. Hastalik, yillardir
norodejeneratif hastaliklar arasinda en ¢ok aragtirmalara konu olmusken, etkin bir tedavi

yontemi heniiz gelistirilememistir.

Hastaligin klinik seyri genellikle ii¢ evrede incelenir: erken, orta ve ileri donem. Erken
evrede hafiza kayb1 ve dikkat bozukluklar1 gibi belirtiler yavag yavas baglar. Orta evrede
hasta, yakin doneme ait olaylar1 hatirlamakta zorlanir ve giinliik islevlerde bozulmalar

yasanir. ileri evrede ise yaygin serebral atrofi ile birlikte belirgin bilissel kayiplar,
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davranig degisiklikleri ve fiziksel bagimlilik gozlenir (Keles vd., 2018; Koychev cd.,
2020).

AH; erken baslangi¢h (ailesel) ve ge¢ baslangigh (sporadik) olmak tizere iki ana formda
smiflandirilir. Erken baslangiclt AH genellikle, Amiloid 6nciil proteini (APP), Presenilin
1 (PSENI) ve Presenilin 2 (PSEN2) genlerinde goriilen mutasyonlarla iliskilidir ve 65
yas Oncesinde ortaya ¢ikar. Geg baslangi¢cli AH ise daha sik goriiliir ve Apolipoprotein E
(ApoE) geninin E4 aleli ile hastaligin ilerlemesinde gii¢lii bir iliski vardir (Monteiro vd.,
2023). Bilissel gerilemenin hizli bir sekilde ilerledigi erken baslangicli hastalara karsin
gec baslangich hastalarda hafizada daha fazla sorun gozlenir (Sehar vd., 2022). Ayrica
hastalikta inflamatuar siireglerin aktivasyonu, reaktif oksijen (ROS) ve nitrojen tiirlerinin
(RNS) birikimi, mitokondriyal disfonksiyon ve metal iyonlarinin homeostazindaki
bozulmalar AH’de 6nemli patofizyolojik mekanizmalar olarak tanimlanmistir (Tiwari

vd., 2019; Scheltens vd., 2021).

AH’nin iki temel histopatolojik 6zelligi, amiloid-f (AP) plaklarinin hiicre disinda,
hiperfosforile tau proteinine bagli nérofibriler yumaklarin (NFY) ise hiicre icinde
birikmesidir (Fan vd., 2020; Monteiro vd., 2023). Bu patolojik proteinlerin birbirini
tetikledigi, pozitif geri besleme dongiisiiyle hastalik progresyonuna katki sundugu

diisiiniilmektedir (Savelieff vd., 2019).

Tau proteini, normalde mikrotiibiil stabilizasyonunda gorev alan ve 6zellikle néronlarin
aksonal bolgelerinde yiiksek oranda bulunan bir mikrotiibiil iliskili proteindir. Aksonal
tasima, sinaptik plastisite ve genomik stabilite gibi bircok hiicresel siirecte rol alir
(Michalicova vd., 2020). AH’de, Tau proteininde hiperfosforilasyon meydana gelir ve bu
durum Tau’nun mikrotiibiillere baglanma kapasitesini azaltarak ¢oziiniirliiglinii bozar.
Sonug olarak, hiicre i¢inde biriken hiperfosforile Tau, toksik agregat NFY’ye doniisiir.
Bu agregatlar, mikrotiibiil iskeletinde bozulmaya, aksonal iletimde aksakliklara ve
nihayetinde hiicre 6liimiine neden olur (Panza vd., 2019). Yapilan arastirmalar, A}
birikiminin tau patolojisini tetikleyebilecegini ve bu iki patolojik siirecin sinerjik sekilde
ilerleyerek hastaligin ndrodejeneratif tablosunu agirlastirdigini ortaya koymustur (Sies
vd., 2017; Araki, 2022).

AP birikimi, beynin korteks ve hipokampiisiinde baglar. Amiloid kaskad hipotezine gore
(Sekil 2A), AP peptiti bir transmembran glikoprotein olan APP’nin proteolitik

kesilmesiyle iiretilir (van der Kant & Lawrence, 2015). APP; sinyalizasyon, ndronal



gelisim ve hiicre i¢i tagima gibi ndronal homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynayan
bir glikoproteindir (Sehar vd., 2022). APP'nin a- ve y-sekretazlarla amiloidojenik
olmayan kesimi daha baskindir ve agrege olmayan farkli AP fragmanlari olusturur; bu Ap
fragmanlar1 sinyal iletim siirecinin bir parcasi olarak beyinde yer alir (Muresan &
Ladescu Muresan, 2015). Noronal elektrofizyoloji, sinaptik plastisite, uzun vadeli
giiclenme, noronal iletim, 6grenme, hafiza, ndrogenez ve ndronal hayatta kalma gibi

hayati fonksiyonlar diizenler (Panza vd., 2019).

Amiloidojenik yolda genetik yatkinlik, mutasyonlar ve/veya ¢evresel faktorlerin etkisiyle
APP’nin,  amiloid prekiirsor protein kesme enzimi 1 (BACEL) B-sekretaz ve y-sekretaz
tarafindan proteolitik olarak parcalanmasi sonucunda, 37 ila 43 amino asit uzunlugunda
cesitli toksik AP fragmentleri olusur (Hardy & Selkoe, 2002; Xu vd., 2021). Bu
fragmentler, genellikle hiicre dig1 bogluga veya salg1 yolu organellerinin liimenine salinir.
Uretim siklig1 agisindan degerlendirildiginde, ABao en baskin izoform olup, APss ve
APa2’ye kiyasla daha yiiksek oranda sentezlenir. Buna ek olarak, daha diisiik miktarlarda
APas7 ve APaa tiirleri de olusur. ABs2, daha yiiksek hidrofobik yapisi nedeniyle ABso’a gore
agregat olusturma egilimi ¢ok daha fazla olan, norotoksik etkisi yiiksek ve plak
olusumunda baglica rol oynayan izoformdur. ABs2'nin bu patolojik 6zelligi, APP geninde
ya da y-sekretaz kompleksinin katalitik alt birimi olan PSEN proteinlerinde meydana
gelen mutasyonlarla iligkilendirilmistir. S6z konusu mutasyonlar, y-sekretaz aktivitesini
degistirerek A4z Uretimini APso’a kiyasla anlamli diizeyde artirmaktadir. ABa2'nin
patolojik roliiniin, APP'de ve y-sekretazin Kkatalitik alt birimi olan presenilindeki
mutasyonlardan kaynaklandig1 tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin y-sekretazin
boliinmesini etkilemesinden kaynakli patojenik APs2, APao'a gore daha fazla iiretilir

(Steiner vd., 2018).

Saglikli bireylerde Ap; proteolitik degradasyon, perivaskiiler drenaj, glial fagositoz veya
KBB yoluyla elimine edilir. Ancak AH'de AP {iretimi ve temizligi arasindaki
dengesizlikten nedeniyle birikimi artar (Tarasoff-Conway vd., 2015).

APa42 peptidi sirastyla monomer, oligomer, fibril ve plak seklinde organize olur (Sekil 2B)
(Chen vd., 2017). AP monomerleri korteks ve hipokampiiste iiretilir, farkli molekiiler
agirlikta oligomerler olusturmak iizere birlesir ve daha sonra ¢éziinmeyen AP fibrilleri
halinde kiimelenerek plaklar1 olusturur (Canter vd., 2016). Bu siirecte olusan suda

¢oOziiniir AP oligomerleri (APo), hem sinaptik disfonksiyona hem de hiicre i¢i kalsiyum



dengesizligine, oksidatif strese, membran hasarina ve inflamatuar yanitin aktivasyonuna
yol agarak ciddi norotoksisiteye neden olur (Carrillo-Mora vd., 2014; Brothers vd., 2018).
Apo’lar, bilissel bozulma ile en yakindan iliskili toksik form olarak kabul edilir ve
glinlimiizde tedavi hedeflerinin merkezindedir (An vd., 2024). ABo’nun toksisitesini
azaltmaya yonelik stratejiler arasinda; immiinoterapiler ile oligomerlerin temizlenmesi,
AP olusumunu 6nleyici ajanlarin kullanimi1 ve antioksidan temelli kiigiik molekiillerle
toksisitenin azaltilmasi gibi yaklasimlar yer alir. Ozellikle hastaligin erken doneminde
miidahale edilmesi, tedavi basarisi agisindan kritik 6neme sahiptir (Araki, 2022; Araki &
Kametani, 2021).

AH’de biriken APo, yalnizca yapisal degisikliklere yol agmakla kalmaz; ayn1 zamanda
hiicresel diizeyde kritik biyokimyasal stres yanitlarini da tetikler. Bu siireclerin basinda
ise oksidatif stres yer alir ve ROS dengesizligi noronal hasarin ilerlemesinde belirleyici
rol oynar. Artan oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, lipid peroksidasyonu, DNA
hasar1 ve noronal membran bozulmasi gibi zincirleme etkilerle hastaligin seyri agirlasir.
Asagida detaylandirilacag tizere, oksidatif stres AH patogenezinde hem sebep hem de

sonug olarak cift yonlii bir role sahiptir.

APP'nin amiloidojenik.olfnayan kesimi APP'nin amilodejenik kesimi asiri
agrege olmayan amiloid olusturur amiloid birikimine yol agar
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Sekil 2. APP proteininin islenme yollar1 ve farkli Ap yapilari.

(A) APP’nin, amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan igslenme yollari (B) Farkli AB yapilari.

Biorender ile ¢izilmisgtir.

1.1.2. Alzheimer Hastah@i’nda oksidatif stres ve inflamasyon

AH’de AP birikimi hem yapisal bozukluklara hem de hiicresel diizeyde ciddi
biyokimyasal yanitlarin tetiklenmesine yol acar. Bu siireclerin merkezinde oksidatif stres
ve inflamatuar mekanizmalar yer alirken, noronlarin fonksiyonel biitlinliiglinii bozarak

hastaligin ilerleyici dogasina da katkida bulunurlar.

Oksidatif stres, hiicresel antioksidan savunma sistemlerinin oksidan tlirleriyle basa
cikamadigi durumlarda ortaya cikar. Prooksidanlar, yani serbest radikaller, elektron
transferi sirasinda agiga ¢ikan ve reaktif bilesikler olarak tanimlanan molekiillerdir. ROS
ve RNS en yaygin oksidanlardir ve hem metabolik reaksiyonlar sirasinda dogal olarak
olusabilir hem de patojenik uyarilarla indiiklenebilirler. Bu tiirler, yiiksek reaktiviteye
sahip olduklar icin diger molekiillerle etkilesime girerek zincirleme serbest radikal
tiretimini baslatabilirler (Ashok vd., 2022; Jomova vd., 2023). Hidroksil radikali (-OH),
stiperoksit anyonu (O27), hidrojen peroksit (H20.), nitrik oksit (-NO) ve nitrojen dioksit
(-NO2) bu gruba 6rnek olarak verilebilir. En kararsiz olan -OH radikali H2O'den iiretilir,
birgok biyolojik molekiille hizl1 ve spesifik olmayan bir sekilde reaksiyona girerek zarar
verir (Collin, 2019). Diisiik-orta diizey ROS ve RNS, 6nemli fizyolojik fonksiyonlarda,
redoks homeostazi ve temel transkripsiyon faktérlerinin diizenlenmesinde gereklidir. Ote
yandan asir1 Uiretimleri, redoks homeostazin1 bozarak oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina

neden olur. (Jomova vd., 2023).



Beyin, viicuttaki toplam oksijenin yaklasik %20’sini tiiketmesine ragmen, antioksidan
savunma kapasitesi sinirlidir. Ayrica hiicre zarlarinda yiiksek oranda bulunan g¢oklu
doymamis yag asitleri, ROS’lara kars1 oldukca hassastir. Bu yag asitleri, yapilarindaki
¢oklu ¢ift baglar nedeniyle oksidasyona ugramaya egilimlidir. Buna ek olarak, beyinde
bulunan redoks-aktif ge¢is metalleri (6rnegin demir ve bakir), ROS iretimini
kolaylastirarak oksidatif hasarin olusumunu artirir. Tiim bu faktorler, beynin oksidatif
stres kaynakli hasara kars1 daha duyarli hale gelmesine neden olur (Bayliak vd., 2023).
Mitokondri, endoplazmik retikulum ve fagositik hiicreler gibi organeller ROS {iretiminin
baslica kaynaklaridir (Ashok vd., 2022). ROS ve RNS, lipid peroksidasyonu,
mitokondriyal disfonksiyon, DNA hasar1 ve protein modifikasyonlar1 yoluyla ndronal

hiicre yapisini bozar ve apoptozu tetikler (Twarowski & Herbet, 2023).

Noronal DNA, 6zellikle mitokondriyal DNA, ROS tarafindan hedef alinarak oksidatif
mutasyonlara ugrar (Cassidy vd., 2020). Bu hasara karsi hiicreler; katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPX) gibi enzimatik savunma
sistemleriyle ve glutatyon, koenzim Q10 gibi enzimatik olmayan diisiik molekiil agirlikli
antioksidanlarla yanit verir. Endojen ve eksojen (vitamin, polifenol, karotenoid vs.)
kaynakli antioksidanlar birlikte ¢alisarak ROS ve RNS’yi nétralize eder (Jomova vd.,
2023; Pisoschi vd., 2021).

Ap'nin, demir, bakir ve ¢inko gibi gecis metalleriyle etkilesime girerek serbest radikal
olusumunu artirir. AB’nin bu metallere yiiksek afinitesi, agregat olusumunu kolaylastirip
oksidatif ytikii artirir (Jomova vd., 2023). AB plaklarinin bulundugu beyin bolgelerinde
bu metallere iliskin seviyelerin anlaml diizeyde arttig1 rapor edilmistir (Rajendran vd.,
2009). ABo'larin neden oldugu noérotoksisite, sinaptotoksisite ve noroinflamasyon (Sekil
3); oksidatif stres, ABo'larin hiicre yiizeyi reseptorlerine (NMDA; N-metil-D-aspartat)
asir1 baglanmasi, kalsiyum homeostazinin bozulmasi, mitokondriyal disfonksiyon ve
apoptoz yoluyla ilerler (Viola & Klein, 2015). Afo'lara ¢ok fazla maruziyetin,
mitokondrideki kalsiyum homeostazinin bozulmasina ve kalsiyum seviyesinin
indiiklenmesine, bunlarin sonucunda ise ROS {iretiminin artmasina sebep oldugu rapor

edilmistir (Araki, 2022).

Oksidatif stresin erken evre AH patogenezinde rol oynadigi, lipid peroksidasyonu, protein
karbonilasyonu ve DNA oksidasyonuna iligkin biyobelirteclerle gosterilmistir (Arslan

vd., 2020). Bu siireg, enerji metabolizmasinda gorevli enzimlerin fonksiyonunu bozarak

10



Adenozin trifosfat (ATP) sentezinin azalmasina yol agar (Araki & Kametani, 2021).
Sonug olarak, iyon dengesi bozulur, nérotransmisyon olumsuz etkilenir ve kalsiyum

birikimi artar (Bezprozvanny & Mattson, 2018).

Oksidatif stres kaynakli hasarin, AB’nin yogun oldugu beyin bolgelerinde daha fazla
oldugu, protein karbonilleri (Hensley vd., 1995), lipid peroksidasyon iiriini 4-
hidroksinonenal (HNE) (Halliwell, 2006) ve DNA oksidasyon {riinii 8-OH-
deoksiguanozin (Abolhassani vd., 2017) gibi gostergelerle ortaya konmustur. 3 aylik
erkek farelerde yapilan bir ¢alismada likopenin mikroglia aktivasyonunu onleyerek
inflamatuar mediatorlerin asir1 salinimini  baskiladigi, antioksidan enzim igerigini
artirarak lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilan amiloidogenez ve hafiza kaybini hafiflettigi
gosterilmistir (Wang vd., 2018). Bir sican modeli calismasinda fukoksantinin,
antioksidan (GSH, SOD ve CAT seviyelerinde artig), anti-inflamatuar (sitokin
seviyelerinde azalig), noroprotektif mekanizmalar yoluyla biligsel islevleri iyilestirme,
norotransmiter geri kazandirma, A4z birikimi ve tau proteininin inhibisyonunu sagladigi
raporlanmistir (Dhami vd., 2021). Polifenolik 6zellikteki kurkuminin LPS ile indiiklenen
oksidatif stresi ve malondialdehit (MDA) seviyelerini azaltarak néroinflamasyona karsi
koruma sagladigi, hafiza bozuklugunu belirgin sekilde iyilestirerek ndroprotektif etki
sagladig1 in vitro ve in vivo deneylerle sunulmustur (Khan vd., 2019a). Bu nedenlerle,
oksidatif hasar1 azaltmak ve/veya endojen antioksidan savunmalarini iyilestirmeye
yonelik tedavilerin uygulanmasi, nérodejeneratif hastalik siireclerini  Onleyebilir,

geciktirebilir veya iyilestirebilir (Delanty & Dichter, 2000).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, inflamasyonun da AH patogenezinde belirgin bir rol
oynadigin1 gostermektedir. AP, mikroglia ve astrositleri aktive ederek proinflamatuar
sitokinlerin ((Interlokin 1B (IL-1B), Interlokin 18 (IL-18), Interlokin 6 (IL-6), Timor
niikleer faktér a (TNF-a), Interferon y (IFN-y)) salinimini artirir (Fakhoury, 2020).
Aktive mikroglialarin amiloidi fagosite ettikten sonra yetersiz par¢alanmasi sebebiyle
daha fazla sitokin salgiladig1 ve inflamasyonu kroniklestirdigi bildirilmistir (Sinyor vd.,
2020). Bu sitokinler ayrica APP ekspresyonunu uyararak A iiretimini artirirlar. IL-1,
AH’nin erken doneminde mikroglia tarafindan salgilanan baslica sitokindir. Post-mortem
caligmalarda immiinokimyasal yontemlerle tespit edilebilir ve A plaklarinin bulundugu
beyin dokusunda yogun olarak bulunur. APP sentezini diizenleyerek A liretimini dolayl
olarak artirir. IL-1B’nin artigi, astrosit aktivasyonuna ve ikincil proinflamatuar

maddelerin salinimina neden olur (Twarowski & Herbet, 2023).
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Noronlar inflamatuar sinyal molekiillerini sentezleyerek bu siirece katki saglar. Bu
nedenle noronlarin kendi g¢evrelerindeki inflamatuar reaksiyonlar:t siddetlendirmesi ve
kendi yikim dongiilerine sebep olabilirler. Inflamasyon baskilayici diizenleyici
molekiillerin eksikligi, AP ile iliskili kronik néroinflamasyonun siirmesine neden olur (Li
vd., 2020). APP/PS1 transgenik fare modellerinde, artan A diizeylerinin oksidatif stres
ve inflamasyonu artirdigi, bu durumun tau fosforilasyonunu tetikleyerek sinaptik islev

kayb1 ve ndéron 6liimiine yol actig1 gosterilmistir (Tautou vd., 2023).

Oksidatif stres ve inflamasyon, AH etiyopatogenezinde birbirini tetikleyen siirecler
olarak kritik 6neme sahiptir. Oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasi, mitokondriyal
hasar, néronal apoptoz ve noroinflamasyonu tetikler. Bu nedenle, oksidatif stresin
baskilanmasi ve antioksidan savunmalarin gii¢lendirilmesi, AH ilerlemesini
yavaglatabilecek potansiyel tedavi yaklasimlari arasinda degerlendirilmektedir (Delanty

& Dichter, 2000; Sinyor vd., 2020).
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1.2. N-ASETIL SISTEIN

AH’de oksidatif stresin ve inflamasyonun kritik rolii g6z 6niine alindiginda, bu patolojik
stirecleri hedef alabilecek farmakolojik ajanlarin degerlendirilmesi 6nem kazanmistir. Bu
baglamda, antioksidan ve antiinflamatuar Ozellikleriyle dikkat ¢eken N-asetil sistein
(NAC), norodejeneratif hastaliklarin yonetiminde umut vadeden bir molekiil olarak 6ne

cikar.

NAC, L-sistein amino asitinin N-asetillenmis bir tiirevi olan tiyol grubu igeren bir
bilesiktir. Molekiiler agirlig1 163.2 g/mol olan NAC, kiiciik molekiiler yapisi sayesinde
farmakokinetik acidan gesitli avantajlar sunar. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ve DSO’niin temel ilag listesinde yer alan NAC,
giiclii, giivenli, ucuz ve kolay erisilebilir bir antioksidan olarak saglik sisteminde genis

bir kullanim alanina sahiptir (Tenorio vd., 2021).

Yapisal olarak sisteine ¢ok benzer olmakla birlikte, asetil grubu (-CH3CO) tasimasi
NAC’1 sisteinden ayirir. Bu grup NAC’1in suda ¢oziiniirliigiinii ve stabilitesini artirir;
oksidatif ve metabolik olaylara kars1 daha direngli hale getirir ve sistemik uygulamalarda
diistik toksisite profili sergilemesini saglar ve KBB’den gegebilir (Lomeli Martinez vd.,
2025). Tiyol bilesikleri reaktif siilfidril (-SH) gruplar1 sayesinde disiilfit baglart (iki
sistein kalintis1 arasinda, -SH gruplarinin hidrojen (-H) kaybetmeleri sonucu olusan S-S
baglar1) olusturarak oksidanlarla reaksiyona girer ve hiicresel diizeyde antioksidan
aktivite gosterir (de Andrade vd., 2015). NAC’in biyolojik etkisi tiyol grubuna
baglanirken, asetil grubu hem c¢Ozinirligi artirir hem de siilthidril grubunun
reaktivitesini azaltarak sisteine gore daha az toksik ve oksidasyona karsi daha direngli
hale gelmesini saglar (Lomeli Martinez vd., 2025). Tiyol-disiilfiir metabolizmas,
bagisiklik sistemi ve hiicresel redoks dengesi acisindan kritik 6neme sahiptir (Zinatullina

vd., 2021).

[lk olarak 1960 yilinda kesfedilen NAC, 1968 yilinda klinik olarak parasetamol doz agimi
tedavisi ve mukolitik ajan olarak onaylanmistir (Amini vd., 2016). 1980’li yillardan
itibaren ise mukolitik etkisinin 6tesinde, endojen glutatyon (GSH) seviyelerindeki azalma
ile karakterize oksidatif stres durumlarinda terapétik ajan olarak kullanilmaya

baslanmistir (Zinatullina vd., 2021). Ayrica NAC, aktif tasimaya ihtiya¢ duymadan hiicre

13



zarindan kolaylikla gecebilme 0Ozelligi sayesinde giiniimiizde aktif olarak kullanilir
(Ghafarizadeh vd., 2021).

NAC oral veya intravendz yolla uygulanabilir. Oral uygulamada pik plazma
konsantrasyonuna 1-2 saat i¢inde ulasir ve terminal yar1 omrii yaklagik 6,25 saattir.
Diisiik biyoyararlanim (%6-10) ile karakterizedir, ¢linkii hizla metabolize olur ve
uygulamadan kisa siire sonra kendi formu degil, yalnizca diisiik seviyelerde oksitlenmis
formu saptanabilir (Borgstrom vd., 1986; Cotgreave & Moldeus, 1987; Holdiness, 1991;
Chakraborty vd., 2025). Bununla birlikte intravendz uygulamalarda NAC’mn insan
beyninde GSH diizeylerini artirabildigi gosterilmistir. Ancak, plazmada hizla distilfitler
olusturur ve bu da ilacin plazmadaki varligini yaklasik 6 saat ile sinirlar (Sarker vd., 1999;
Harada vd., 2004; Yahia vd., 2024). NAC'in diisiik biyoyararlanimi, oksidatif stresle
iligkili hastaliklar tizerindeki etkilerini en list diizeye ¢ikarmanin ana siirlamalarindan
biridir.

NAC’m birgok sistemik hastalikta klinik olarak kullanildigi ve bu kapsamda oksidatif
stres, inflamasyon, apoptoz ve mitokondriyal disfonksiyon gibi patolojik siirecleri hedef
alan ¢ok sayida in vitro ve in vivo ¢alismada yer aldig1 bilinmektedir (Yahia vd., 2024;
Lomeli Martinez vd., 2025). Ayrica pulmoner ve kardiyovaskiiler hastaliklar, psikiyatrik
bozukluklar, romatoid artrit, SARS-CoV-2 enfeksiyonu ve norodejeneratif hastaliklar
gibi pek c¢ok klinik tabloda da degerlendirilmektedir (Ooi vd., 2018; Dludla vd., 2019;
Shi & Puyo, 2020; Schwalfenberg 2021; Zinatullina vd., 2021., Guerini vd., 2022).

1.2.1. NAC’in antioksidan etkileri

Artan oksidatif stres, noronal hasarin merkezinde yer alir. Bu siiregte, terapdtik
antioksidan yaklasimlar 6n plana ¢ikar. Bu yaklasimlarin basinda gelen NAC, hem
dogrudan hem de dolayli yollarla oksidatif stresi azaltma potansiyeli sayesinde dikkat

ceker.

Sagliklt bir hiicresel ortamda, ¢esitli enzimatik (SOD, CAT, GPX gibi) ve enzimatik
olmayan antioksidanlari1 iceren endojen savunma sistemleri, serbest radikalleri etkisiz
hale getirerek redoks dengesini korur. Ancak bu denge, genetik mutasyon, inflamasyon
veya travmatik hasar gibi patolojik durumlarda bozulabilir (Ashok vd., 2022). Beyin,
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yiiksek oksijen tiiketimi ve diislik antioksidan rezervi nedeniyle bu dengesizlige karsi
savunmasiz kalir. ROS, hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna, protein
inaktivasyonuna ve DNA hasaria neden olurken; mitokondriyi de hedef alarak enerji
tiretimini bozar. Bu durum, sinaptik fonksiyonlarin aksamasina ve apoptoza yol agar.
Antioksidanlar, bu zincir reaksiyonlar1 keserek hiicre biitiinliigiinii korumada kritik rol

oynar (Smaga vd., 2021).

GSH, en yaygin endojen antioksidanlardan biri olup; sistein, glutamat ve glisin
aminoasitlerinden sentezlenir. ROS'un zararl etkilerini baskilar, proteinlerdeki disiilfiir
baglarin1 diizenler ve redoks aktif metallerle etkileserek detoksifikasyonu saglar.
Oksidatif stres kosullarinda, sistein (Cys) oksitlenerek sistin (Cys-Cys) yapilarina
doniiserek sistin-glutamat antiport sistemiyle hiicre i¢ine alinir. Hiicre i¢inde tekrar

sisteine indirgenerek GSH sentezinde kullanilir (Atkuri vd., 2007; Smaga vd., 2021).

Oksidatif stres kosullarinda antioksidan kapasite kaybi, GSH ve/veya onun Onciisii
sisteindeki azalmayla iliskilidir. Sistein daha yiiksek asiditeye sahip oldugundan GSH
sentezi i¢in ¢ok tercih edilmez; sisteinin pKa’st 8.30 iken NAC’ i pKa’st 9.52°dir.
Serbest sistein, yliksek konsantrasyonlardaki toksisitesi nedeniyle metabolizmaya ve hizli
oksidasyona duyarli olmasi ve inaktif disiilfit sistin olusturmasi nedeniyle bir GSH
onciisli olarak kullanilamaz. GSH olusumu i¢in gerekli bir sistein dondrii NAC ise
oksidatif stres homeostazinda onemli bir rol oynayarak dolayli yoldan antioksidant
ozellik gosterir (Sekil 4A). Hiicreye girdikten sonra hizla hidroliz olarak sisteine doniistir
ve GSH sentezine katki saglar (Sekil 4B). Ayrica sahip oldugu serbest tiyol grubu (-SH)
sayesinde serbest radikallerin elektrofilik gruplariyla etkilesime girerek direkt

antioksidan 6zellik gosterir (Salamon vd., 2019; Sztolsztener vd., 2023).

Preklinik ¢alismalarda NAC’in noroprotektif etkileri birgok kez gosterilmistir. Mari vd,
(2020), GSH’'m AH’de lipid peroksidasyon iiriinlerinin (HNE ve akrolein)
temizlenmesinde ve redoks metallerinin selatlanmasinda gérev aldigini bildirmistir. Allen
vd., (2012) mitokondri i¢i GSH azalmasinin, AP kaynakli oksidatif stresin ve
mitokondriyal disfonksiyonun artmasina neden oldugunu gostermistir. More vd, (2018),
NAC tedavisinin AH modelinde hem mekansal bellek kaybin1 hem de RyR2 kanal
proteininin redoksa duyarli azalisini 6nledigini raporlamistir. Andrade vd. (2020),
NAC’m katesin tiirevleriyle birlikte sinerjik etkiler gostererek multi-hedefli bir tedavi

aday1 olabilecegini gostermistir. Rind vd. (2021), NAC ve tlirevlerinin giivenligi ve
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molekiiler etkilesimleri {izerine yaptiklar1 calismada, AH gibi oksidatif strese duyarl
hastaliklarda etkili olabilecegini belirtmistir. Alkandari vd. (2023), NAC’in amid
tiirevinin AP uygulanan sigcan modelinde oksidatif hasar1 ve amiloid yiikiinii azalttigini,
sinaptik protein ekspresyonlarini korudugunu vurgulamistir. Chakraborty vd. (2025) ise
NAC’1n glutamat dengesini saglamadaki roli, sinaptik plastisite tizerindeki etkisi ve AH

dahil pek ¢cok nérodejeneratif hastalikta klinik potansiyelini ele almistir.

Ek olarak; NAC’mn, ROS iiretiminin kontroli, lipid peroksidasyonu, disiilfit baglarinin
azaltilmasi gibi siddetli ve uzun siireli oksidatif stres kosullarinda yer alarak (Salamon
vd., 2019) HIV, kanser, kalp, diger norolojik bozukluklar gibi oksidatif stresle iligkili olan
hastaliklarda belirgin terapdtik etkilere sahip oldugu raporlanmistir. (Zinatullina vd.,
2021; Guerini vd., 2022). Terapdtik yaklasimlar GSH ile ilgili enzimlerin etkilerini goz

oniinde bulundurarak antioksidan savunma sistemlerinin iyilestirilmesini amaglar.

Bu veriler 1s18inda, NAC’in AH’de artmuis oksidatif stres ortamini dengeleyerek,
mitokondri fonksiyonlarini korudugunu ve néronal yikimi yavaslatabilecegini ve
azaltabilecegini gostermektedir. Boylece NAC, hem dogrudan antioksidan etkisi hem de
GSH araciligiyla dolayli koruyuculugu sayesinde AH tedavisinde gelecek vadeden

ajanlardan biri olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil 4. NAC’ 1 yapisi ve hiicre i¢i antioksidan sistemle iliskili biyokimyasal mekanizmasi.
(A) NAC’1n yapist (Pei vd., 2018'den uyarlanmistir). (B) NAC’n biyokimyasal mekanizmasi.

Biorender ile ¢izilmistir.

1.2.2. NAC’m anti-inflamatuar etkileri

Noroinflamasyonun en belirgin 6zelliklerinden biri, mikroglia aktivasyonu sonucu ROS
ve RNS ile birlikte proinflamatuar sitokinlerin (IL-1p, IL-6, TNF-a vb.) artisidir. AH’de,
inflamatuar siire¢ genellikle amiloid plaklarinin ¢evresinde yogunlasir ve aktive edilen
mikroglia tarafindan salinan sitokinler ile karakterizedir. Mikroglia ve ndronlar, hiicre i¢i
redoks homeostazin1 saglamak i¢in GSH’1 astrositlerden temin ederler. Ancak kronik
inflamasyon kosullarinda astrositlerden salinan ROS, mikroglialar1 daha da aktive ederek

oksidatif hasar1 artirir (Heneka, 2015).

NAC, niikleer faktor kappa-hafif-zincir-aktive B (NF-kB) yolaklarinin inhibisyonu,
proinflamatuar sitokin sentezinin baskilanmas1 ve GSH diizeylerinin artirilmasi yoluyla
anti-inflamatuar etki gosterir (Pei vd., 2018). NF-«kB, bagisiklik, inflamasyon, hiicre
cogalmasi ve apoptozda gorev alan, ROS ile uyarilan 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir
(Jomova vd., 2023). Normal sartlarda, NF-xB, inhibitorii I-xB ile sitoplazmada inaktif
sekilde bulunur (Sekil 5). Ancak oksidatif stres altinda Ikkf araciliiyla fosforillenerek I-
kB’den ayrilir ve ¢ekirdege taginarak inflamatuar gen ekspresyonunu baslatir. NAC ise
bu siireci ROS’un uzaklastirilmasi, I-xB'nin ubikitinasyon ve yikimmin engellenmesi,
IKKp aktivitesinin inhibisyonu ile dolayl olarak ve ayni1 zamanda dogrudan NF-«B’nin
baskilanmasi gibi seviyelerde diizenleyebilir (Samuni vd., 2013; Pei vd., 2018; Jomova
vd., 2023). Bu mekanizmalar araciligiyla IL-1p, IL-6, TNF-o gibi proinflamatuar
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sitokinlerin ekspresyonu ve sekresyonu azaltilirken, anti-inflamatuar 1L-10’un artisi
saglanabilir (Palacio vd., 2011).

Diizensiz NF-«xB aktivasyonu nérodejeneratif bozukluklar, kanser, inflamatuar hastaliklar
ve artrit ile iliskilidir (Jomova vd., 2023). Bir¢ok preklinik ve klinik ¢alismada, NAC'mn
inflamatuar sitokin seviyelerinin diizenlenmesinde rol oynadigini belgelenmistir. NAC,
in vitro ve in vivo inflamatuar kosullarda sitokinlerin mRNA ekspresyonunu ve protein
sekresyonunu diizenleyerek antiinflamatuar 6zellikler gostermistir (Palacio vd., 2011;
Deepmala vd., 2015; Zheng vd., 2019). Ayrica, hemodiyaliz, septik sok ve serebral
iskemik modellerde de TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyelerinin anlamli sekilde azaldig1 rapor
edilmistir (Khan vd., 2004).

NAC ayrica glutamat/sistin degisim sistemi (xc—) tizerinden de inflamasyonla iliskili
redoks dengesini etkileyebilir. Zhang vd. (2016), sistem xc—'nin modiilasyonunun Af}
kaynakli LTP inhibisyonunu tersine g¢evirdigini ve bunun dolayli olarak NAC’mn
norokoruyucu etkilerine katki sagladigini ileri siirmiislerdir. Erickson vd. (2012),
NAC’m, inflamasyonun KBB iizerindeki yikici etkilerine karsit koruyucu oldugunu,
LRP1 transport sisteminin bozulmasini engelledigini bildirmistir. Ayrica Hamel (2015),
inflamasyonun beyin damar dolasimi {izerindeki yikici etkilerini agiklamis; NAC gibi
antioksidanlarin, vaskiiler inflamasyonla iliskili AH ilerlemesini yavaglatabilecegini

vurgulamastir.

Sonug olarak, NAC’1n anti-inflamatuar etkisi, hem NF-kB inhibisyonu, hem de GSH
aracili redoks denge diizenlenmesi ile iligkilidir (Butterfield & Halliwell, 2019). AH
ozelinde ise bu mekanizmalarin sinaptik kayip, mitokondriyal disfonksiyon ve néronal
oliim siireclerine karsi potansiyel koruyucu etkiler sundugu, hem deneysel hem klinik
diizeyde gosterilmistir (More vd., 2018; Andrade vd., 2020; Rind vd., 2021; Chakraborty
vd., 2025).

Ote yandan, NAC’n terapdtik etkinligi birtakim farmakokinetik kisitlamalar nedeniyle
siirh kalir. Diistlik oral biyoyararlanimi (%6—-10), plazmada hizli oksidasyona ugramast
ve serbest tiyol formlariin disiilfitlere doniiserek inaktive olmasi gibi 6zellikler, hedef
dokularda yeterli konsantrasyona ulagsmasinda biiyiik engel olustururlar (Borgstrém vd.,
1986; Cotgreave & Moldeus, 1987; Holdiness, 1991). Ayrica hizli hidroliz olmasi ve kisa
yart omrii, ilacin etkisinin siirdiiriilebilirligini azaltirken, terapdtik etkinlik i¢in yiiksek

doz uygulamalarimi zorunlu hale getirir. Ancak yiikksek doz NAC uygulamalari,
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gastrointestinal rahatsizliklar, bas agrisi, hipotansiyon ve nadiren de olsa pro-oksidan
etkiler gibi olumsuz sistemik etkilerle iligkilendirilmektedir (Shahripour vd., 2014; Rind
vd., 2021).

Lomeli Martinez vd. (2025) nin belirttigi {izere, bu sinirlamalar 6zellikle nérodejeneratif
hastaliklarda, NAC’1n beyin parenkimine yeterli diizeyde ulagsmasini giiglestirir. Ayrica
serbest NAC’in KBB gecisi sinirli kalir, tasiyict sistemler olmaksizin néroinflamasyon
bolgelerinde yeterli birikim saglayamamasi klinik etkinligini azaltir. Bu baglamda, son
yillarda nanopartikiil temelli ilag tasiyict sistemler, NAC’1n biyoyararlanimini artirmak,
hedef dokuya spesifik dagilim saglamak ve sistemik toksisiteyi azaltmak amaciyla umut
vadeden stratejiler olarak degerlendirilir (Vargas-Barona vd., 2024; Chakraborty vd.,
2025). Boylece, gelencksel NAC uygulamasinin kisitlarini agmak ve AH gibi
norodejeneratif hastaliklarda etkin bir tedavi yaklasimi gelistirmek miimkiin hale

gelmektedir.
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Sekil 5. NAC’1n NF-kB sinyal yolagindaki anti-inflamatuar etkisi.

Biorender ile ¢izilmisgtir.
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1.3. NANOMALZEMELER

Nanobilim ve nanoteknolojinin tanimi

Nanobilim, 1-100 nm arasinda degisen olgekteki materyallerin 6zelliklerini inceleyen,
Ozellikle kat1 hal malzemelerin boyuta baglh kuantum ve yiizey etkilerine odaklanan bir
bilim dalidir. Nanoteknoloji ise ilk kez Richard Feynman tarafindan 1959 yilinda
"There’s Plenty of Room at the Bottom" baslikli konusmasinda dngoriilmiistiir, atomik
ve molekiiler diizeyde maddeyi kontrol ederek yeni yapilarin ve fonksiyonlarin
gelistirilmesini hedefleyen disiplinler arasi bir yaklagimdir (Feynman, 1960; Singh &
Lillard, 2009; Khan vd., 2019b; Joudeh & Linke, 2022).

Nanomalzemelerin Boyut Etkisi ve Yiizey Ozellikleri

Nanomalzemelerin 6nemi, bir maddenin boyutunun o maddenin fizikokimyasal
ozelliklerini etkileyebilecegi kesfedildiginde anlagilmistir. Bu malzemelerin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri, y1gin (bulk) malzemelere kiyasla belirgin sekilde farklilik gosterir.
(Khan vd., 2019b). Bu farkliliklar, iki ana faktorden kaynaklanir; yiiksek yiizey-hacim
orani ve kuantum etkileri. Malzeme boyutu azaldik¢a, 6zellikle yarigap, eksiton Bohr
yaricapina (elektron ve elektron boslugu arasindaki mesafe) yaklastiginda kuantum
sinirlama etkisi ortaya c¢ikar ve bu durum malzemeye yeni optik, manyetik, mekanik,
termal, katalilik ve elektriksel 6zellikler kazandirir (Ikhmayies, 2014; Joudeh & Linke,
2022).

Nanomalzemelerin genis ylizey alanina ve daha biiylik yiizey-hacim oranlarina sahip
olmasi1 (daha biiyiik reaksiyon ylizeyi olusur ve malzemenin reaktivitesini artar);
ylizeydeki atom sayisinin artmis olmasi (katalitik Ozellik artar); ylizeyde bulunan
atomlarin daha az direkt iligkili oldugu komsu atomunun olmasi (atom basina baglanma
enerjisinin diigmesine sebep olur ve erime sicakligr diiser) onlar1 y1gin malzemeye gore
farkli 6zellikler gostermelerine sebep olur (Roduner, 2006; Buzea vd., 2007). Ornegin
altin; kararmayan, yiizey merkezli kiibik yapiya sahip, manyetik olmayan ve 1064 °C'de
eriyen, parlak, sar1 renkli bir metaldir. Kiiclildiikce farkli optik, fiziksel ve manyetik
ozellikler kazanmaya baglar. 10 nm ¢apa sahip altin nanopartikiilleri yesil 15181 absorbe

ederek kirmizi renkli goziikiir. Boyut kiigiildiik¢e erime sicaklig1 da azalan altin artik asil
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olmaktan ¢ikar; manyetik O6zellikler gosteren katalizor haline gelir. Bu boyutta hala
metaliktir fakat boyutu daha da kii¢iildiigiinde yalitkan hale gelir (Roduner, 2006). Ayrica
nanoboyuta indik¢e platin (sar1-gri), giimiis (siyah), paladyum (koyu siyah) da renk ve
manyetik 6zellikler bakiminda farkli davranis sergilerler (Khan vd., 2019b; Mekuye &
Abera, 2023). Nanoél¢ekte manyetik 6zellikler de boyuta bagl degisir. Ferromanyetik
malzemeler kiiclildiik¢e koersivite (manyetik bir malzemenin miknatislanmadaki
degisikliklere kars1 direnci) ve doygunluk miknatislanmasi artar; kritik boyutun altina
diisiildiigiinde siiperparamanyetik 6zellikler kazanilir. Bu tiir manyetik nanomalzemeler
veri depolama, elektronik devreleme, transformator ve giic jeneratorlerinde, biyomedikal
uygulamalarda (ilag dagitimi, manyetik rezonans goriintiileme ve manyetik sivi
hipertermisi gibi) kullanilir (Kolahalam vd., 2018). Elektriksel 06zelliklerde ise
nanodl¢ekte elektron hareketleri sinirlanir ve kuantum etkiler baskin hale gelir. Bu,
metalik iletkenlerde direng artisi, seramiklerde ise iletkenligin artmasi seklinde
gozlenebilir. Yi1gin malzemelerde elektronlar her yone serbest¢ce hareket ederek
delokalize olur. Nanodlgekte ise kuantum etkisi devreye girererek elektron

delokalizasyonu nanomalzeme ekseni etrafinda gerceklesir (Mekuye & Abera, 2023).

Giincel Yaklasimlar ve Klinik Uygulamalardaki Onemi

Nanomalzemelerin biyomedikal uygulamalarda giderek artan kullanimi, onlarin
biyouyumluluk, hedeflenebilirlik ve fonksiyonel ylizey modifikasyonlarina uygunluklari
ile iligkilidir. MMP-yanitli nanomalzemeler (Son vd., 2023), lipit-polimer hibrit sistemler
(Vargas-Barona vd., 2024), doku miihendisliginde karbon nanotiip, grafen ve nanoseliiloz
bazli iskelet yapilar (Kandhola vd., 2023) gibi ¢ok ¢esitli tasarimlar, farmasotik ve
rejeneratif tipta yayginlagmaya baglamistir. Nanomalzemelerin biyokorona olusumu gibi
cevresel ve biyolojik sistemlerdeki davranislarini da anlamak oldukca énemlidir. Bu tiir
analizler, nanomalzemelerin giivenligi ve etkililigi agisindan belirleyicidir (Zhang vd.,
2024a). Ayrica nanoteknolojinin sinir sistemine yonelik uzaktan diizenleme uygulamalari
(Zou vd., 2022), ekstraselliiler vezikiil tespiti (Ye vd., 2023) ve analitik nanobilim
yaklagimlart (Lopez-Sanchez vd., 2024) ile birlesimi, ileri diizey tan1 ve tedavi

olanaklarint mimkiin kilar.
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1.3.1. Nanomalzemelerin iiretimi

Nanomalzemelerin sentezinde temel olarak yukaridan asagiya (top-down) ve asagidan
yukariya (bottom-up) olmak {izere iki ana yaklasim benimsenmistir. Bu yontemler kalite,

iiretim hiz1, morfolojik kontrol ve maliyet gibi parametrelerde farkli avantajlar sunar.

Yukaridan asagiya yaklasim, biiylik dlgekli y1gin malzemelerin mekanik, fiziksel veya
kimyasal islemlerle nano boyutlara indirgenmesini igerir. Bu yikict yontemle elde edilen
partikiiller cogunlukla diizensiz morfolojide olur. Litografi, lazer ablasyonu, piiskiirtme
ve termal ayristirma gibi teknikler 6rnek olarak verilebilir. Lazer ablasyonu yonteminde,
hedef malzeme yiiksek enerjili bir lazer 15101 araciligryla buharlastirilarak nano boyutlu
yapilar elde edilirken; piiskiirtme yonteminde, iyon bombardimani ile ylizeyden koparilan
pargaciklar nanoyapi olusumunda kullanilir. Litografi ise yiizeylerin 151k, iyon veya
elektron ile desenlendirilerek istenilen yapinin olusturulmasina dayanir (Mekuye &

Abera, 2023).

Asagidan yukariya yaklagim, atom veya molekiillerin kontrollii bicimde birleserek nano
Olcekte yapilarin olusumuna dayanir. Bu yontem, kimyasal sentez, hidrotermal
reaksiyonlar veya kendi kendine birikim (“self-assembly”’;atom veya molekiillerin
aralarindaki kimyasal-fiziksel etkilesimlerle kendilerini diizenli nanoyapilar halinde
olusturmalar1)  gibi teknikleri kapsar (Bayda vd., 2019). Bu yaklasim diizenli,
monodispers nanoyapilarin elde edilmesine olanak saglar ve malzeme, imalat, saglik,
enerji ve biyoteknoloji uygulamalarinda tercih edilir. Ancak yiiksek teknik uzmanlik ve
isletim maliyeti gereksinimi nedeniyle liretim 6l¢egi sinirh kalabilmektedir (Ahlawat vd.,

2018).

1.3.2. Nanomalzemelerin siniflandirilmasi

Nanomalzemeler, en az bir boyutu 100 nm’den kii¢iik olan ve kuantum etkiler ile yiiksek
ylizey-hacim orani gibi 6zeliklere sahip yapilardir. Yapisal 6zelliklerine gore genel olarak

dort temel kategoriye ayrilirlar (Kolahalam vd., 2018; Kumari vd., 2023):
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e 0-Boyutlu (OD): Tiim boyutlari nano 6l¢ekte olan yapilardir. Kuantum noktalart,
fullerenler, nanopartikiiller.

e 1-Boyutlu (1D): Sadece bir boyutu nano olgekte olan yapilardir. Nanotiipler,
nanocubuklar, nanotel yapilari.

e 2-Boyutlu (2D): iki boyutu nano &lgekte olan ve genis yiizey alani sunan
yapilardir. Nanokatmanlar, nanofilmler.

e 3-Boyutlu (3D): Tiim boyutlari nano 6lgegin disinda olan yapilardir. 100 nm’den
biiyiik ¢capta olduklar1 anlamina gelir. Nano yapilarin bir araya gelmesiyle olusan
kompozit sistemlerdir. iki veya daha fazla pargacigin etkilesimi sonucu fiziksel
ozellikleri degisir. Nanokompozitler, nanopartikiil demetleri, nanopartikiil

dispersiyonlari, ¢oklu nano katmanlar, nanotiip demetleri.

Bu smiflandirma sadece morfolojik farkliliklar1 yansitmakla kalmaz, ayni zamanda

nanomalzemelerin uygulama alanlarin1 da belirler.

1.3.3. Nanopartikiiller

Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO) tarafindan nanopartikiiller (NP), tiim dis
boyutlari nano aralikta (1-100 nm) olan ve eksenel simetrisi belirgin sekilde bozulmamis
parcaciklar olarak tanimlanir. Nanopartikiiller; kiiresel, silindirik, tiibiiler, i¢i bos, amorf,
kristal, spiral veya ¢ekirdek-kabuk yapilar gibi farkli morfolojilerde olabilir (Joudeh &
Linke, 2022). Sentez kosullar1, nanopartikiil 6zelliklerini biiyiik dl¢tide etkiler. Yiiksek
pH degerleri daha kiiclik partikiill olusumunu desteklerken, diisiik pH daha biiyiik
yapilarin olusmasina neden olabilir. Sicaklik, reaksiyonun hizini, parcaciklarin
biiyiikligiinii ve seklini etkileyen 6nemli bir parametredir. Reaktan konsantrasyonu ve
stire, partikiil yogunlugu, kristal yap1 ve morfoloji lizerinde belirleyicidir (Kumari vd.,
2023). Bu faktorler dikkate alinarak nanopartikiil sentezi, istenen uygulamaya 6zel olarak

optimize edilebilir.
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1.3.3.1. Nanopartikiillerin karakterizasyonlari

Nanopartikiil sistemlerinin yapisal, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri; uygulama alanlarin
dogrudan etkileyen faktorlerdir. Bu nedenle, sentez sonrasi karakterizasyon, nanopartikiil
platformlarinin  fonksiyonel yeterliligini  belirlemek i¢in kritik bir adimdir.
Karakterizasyon, 6zellikle boyut, boyut dagilimi, sekil, ylizey morfolojisi, yiizey yiikii,
fonksiyonel gruplar, kimyasal yapi, kristallik ve ilag yilikleme kapasitesi gibi temel
parametrelerin belirlenmesini igerir (Mourdikoudis vd., 2018; Kolahalam vd., 2018;
Khan vd., 2019b; Rezaei vd., 2024).

Kristal Yapi ve Elementel Kompozisyon

X-Isi1 Kirinimi (XRD) teknigi; kristal yapi, kristal tane boyutu ve derecesi hakkinda
bilgi saglar. Sadece keskin pikler analiz i¢in uygundur. Pargaciklarin bilesimi, piklerin
konumu ve yogunlugu, Uluslararasi Kirinim Verileri Merkezi (ICDD) veri tabaninda
bulunan referans modelle karsilastirilarak belirlenir. Cok kii¢iik ve kristal olmayan amorf
yapidaki nanopartikiillerin XRD pikleri genisledigi i¢cin boyut belirlenmesinde kullanimi
elverigli degildir (Gabbasov vd., 2015; Mourdikoudis vd., 2018).

X-Ism1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) teknigi; yiizeye duyarli bir teknik olup,
malzemenin genel kompozisyonu ve kompozisyonun derinlikle degisimini anlamak i¢in
kullanilir. 10 nm derinlige inerek elementel bilesim, oksidasyon durumlar1 ve ligand
etkilesimlerini analiz eder. Ultra vakum kosullarinda ¢alisir ve numunelerin kuru olmasi

gerekir (Mourdikoudis vd., 2018; Khan vd., 2019b).

Morfoloji ve Boyut Analizi

Dinamik Isik Sagilimi (DLS) teknigi, kolloidal siispansiyonlardaki hidrodinamik g¢ap1
belirler. Bu ¢ozelti i¢inde dagilmis (dipsers) nanopartikiiller siirekli Brown hareketi
halindedir. DLS, 1s1k sa¢ilimini zamanin bir fonksiyonu olarak dlger ve Stokes-Einstein
varsayimi ile birlestirildiginde ¢ozeltideki nanopartikiil hidrodinamik capim
(nanopartikiilin ve kolloid ile aym1 hizda difiize olan ¢oziicii molekiillerinin

capi) belirlemek icin kullanilir. Coklu sagilma etkisinden kaginmak i¢in diisiik bir
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nanopartikiil konsantrasyonun kullanilmasi daha uygundur (Kato., 2009). DLS'nin biiyiik
partikiillere kars1 hassasiyeti, agregasyonun tespiti i¢in dnemli bir noktadir. Sekil ve
kaplama ajanlar1 gibi faktorler de analiz sonuglarini etkiler (Lim vd., 2013). Genellikle
kiiresel sekilli partikiilleri varsayar. Monodispers, homojen nanopartikiil siispansiyonlar1
icin hizli, kolay, hassas ve tekrar edilebilirdir. Ancak partikiillerin slispansiyon halinde
olmalari, Brownian hareketine maruz kalmalar1, biiyiik partikiillerin ¢ok daha fazla 151k
sagmalar1 sebebiyle (az sayidaki bliyiik partikiiller bile daha kiigiik partikiillerin katkisini
gizleyebilir) polidispers, heterojen siispansiyonlar i¢in ¢Oziinlirligi diistiktiir

(Mourdikoudis vd., 2018).

Gegirimli Elektron Mikroskopisi (TEM), yiiksek ¢oziiniirliikte goriintiileme saglayarak
partikiil boyutu, sekli, homojenligi, kristal yapisi ve kristal diizlemler aras1 mesafelerin
analizinde kullanilir. Elektron demeti numuneye ulastiginda, elektronlarin bir kismi
iletilir, kalan1 elastik veya elastik olmayan sekilde sacilir. Etkilesimin biiyiikligi boyut,
numune yogunlugu ve element bilesimi gibi ¢esitli faktorlere baglhdir. Nihai goriintii,
iletilen elektronlardan elde edilen bilgilerle olusturulur (Kolahalam vd., 2018). TEM,

ozellikle polidispers sistemlerde DLS ile tamamlayici rol oynar (Coleman vd., 2011).

Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) nanopargaciklarin yiizey topografisi ve
morfolojik 6zelliklerini degerlendirirken, Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM),
ylizey piiriizliliigii ve nanoyap1 formunu ii¢ boyutlu olarak gdorsellestirir. Her iki teknik
de yalnizca iletken ve kuru ornekler i¢in uygundur (Kolahalam vd., 2018; Rezaei vd.,

2024).

Yiizey Yiikii ve Stabilite

Zeta potansiyeli (ZP) degeri; yiizey yiikii ve kolloidal stabilitesi hakkinda bilgi saglar.
Yiiksek pozitif veya negatif yiiklii partikiiller birbirlerini itme egiliminde olduklart igin,
kiigiik ¢okelme egilimi gdsteren kararli kolloidal ¢ozeltiler olustururlar. Bu tiir yiiksek
yiiklii pargaciklar, ZP’nin sifir oldugu pH degerini ifade eden bir ¢ozeltinin ‘izoelektrik
noktast' olarak adlandirilan noktadan uzakta olan pH degerleriyle iliskilidir. Diisiik ZP
degeri, kollidlerin agregasyonuna neden olur ve sistemin izoelektrik noktasina daha yakin
degerlerine karsilik gelir. £20-30 mV araliginda yiliksek ZP degerine sahip c¢ozeltiler
kararl1 kabul edilir. Bu 6zellik ylizey kimyasinin modifikasyonu ile diizenlenebilir. ZP,

siispansiyon konsantrasyonundan, ¢oziicii ve diger katki maddelerinin bilesiminden
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etkilenir. Ayrica, agregasyon egilimi hakkinda bilgi verdigi i¢in, ZP 6l¢iimleri ile DLS
verileri birlestirilebilir (Baldassarre vd., 2015).

Yiizey Kimyasi ve Fonksiyonel Gruplar

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, sifirdan farkli spin kuantum sayisina
sahip cekirdeklerin gii¢lii bir manyetik alan igerisine yerlestirildiginde tstlendikleri
yukar1 (“spin up”) ve asagi (“spin down”) durumlar1 arasindaki kiigiik enerji farklarini
O0lcmeye dayanir. Bu enerji diizeyleri arasindaki gegisler, radyo dalgalar1 frekansindaki
elektromanyetik radyasyon araciligiyla incelenir. Bu teknik, nanopartikiil onciillerinin
kimyasal doniisiim siireclerini hem ¢6zelti hem de kat1 fazda, yiiksek uzamsal ve kimyasal
¢Oziiniirliikle izlemeye olanak tanir. Farkli reaksiyon kosullar1 ve ¢esitli metal tiirleri
altinda yapilan analizler, nanopartikiil sentezine iliskin reaksiyon mekanizmalarinin daha
iyi anlagilmasina katki saglar (Marbella & Millstone, 2015). Ancak, bu yontem manyetik
Ozellik tasiyan malzemelerin karakterizasyonu ic¢in uygun degildir; ¢linkii bu tiir
materyaller, lokal manyetik alanlarda sinyal frekansinda kaymalar ve gevseme
siirelerinde ani diisiislere yol acar. Bu durum, spektral tepe noktalarinda ciddi
genislemelere neden olarak analizlerin yorumlanmasii zorlastirir. NMR, karmasik
nanosistemlerde boyut, sekil, molekiiler dinamikler, kimyasal yapi, molekiiller arasi
etkilesimler, baglanma davranis1 ve yapisal degisim siirecleri gibi ¢ok sayida parametre

hakkinda kapsamli bilgi sunar (Coelho vd., 2015).

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi, orta kizilotesi bolgedeki (IR)
(4000400 cm-1) dalga boylarina sahip elektromanyetik radyasyonun emilimini 6lgen
bir tekniktir. Bir molekiiliin emilim ardindan dipol momenti degiser ve IR aktif hale gelir.
Kaydedilen spektrum, spesifik fonksiyonel gruplarin (6rn; -OH, -NH2 , -COOH) varligini
ve bag yapilarim tespit eder; boylece molekiiler yap1 ve etkilesimler hakkinda bilgi
saglanir. Peptit, polimer ve ila¢ gibi molekiillerin nanopartikiil ylizeyine baglanmasini

dogrulamada yaygin kullanilir (Blanco-Andujar, 2014).
Ayirma ve Molekiiler Agirhk Analizi

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) teknigi, bir siv1 iginde ¢oziilebilen
herhangi bir numunede bulunan bilesikleri ayirmak, tanimlamak ve miktarmi belirlemek

amactyla kullanilir. Uriinlerin kalitatif analizinin yam1 sira kantitatif analizinin de
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yapilabildigi, ayrica iirlin stabilitesini belirlemek i¢in de kullanilan analitik bir yontemdir.
Yiiksek performans; yliksek ayrimi ifade eder. Hassas 6l¢lim, uygulama kolayligi ve basit
kullanim sunar. nanopartikiil sistemlerinde ila¢ salim kinetigi, enkapsiilasyon verimi,
yukleme kapasitesi gibi parametrelerin kantitatif analizi i¢in kullanilir. Ayrica

formiilasyon bilesenlerinin safligi ve stabilitesi de analiz edilebilir (Ali, 2022).

Jel Permeasyon Kromatografisi (GPC), ¢ozeltideki sentetik ve dogal makromolekiillerin,
polisakkaritlerin, polimerlerin ve proteinlerin hidrodinamik hacimlerine ve boyutlarina
gore ayirma teknigidir. Molekiiler agirlik dagilimi, ortalama molekiiler kiitle ve dallanma
derecesi (Mohammad & Reineke, 2012; Held & Kilz, 2021), formiilasyon bilesenlerinin
polimerizasyon siireci iizerindeki etkisi, ila¢ ile polimer arasindaki kimyasal
reaksiyonlarin olusumu ve polimerin bozunmasi hakkinda bilgi verir (Doncom vd.,

2017).

Optik Analizler

UV-Visible (UV-Vis) Spektrofotometri, nanopartikiillerin optik  6zelliklerini,
aglomerasyon egilimlerini, c¢oziiniirliklerini ve konsantrasyonlarini degerlendirir.
Kullanim1 kolay ve maliyeti diisiiktiir. Ozellikle metalik veya 1s1kla etkilesen sistemlerde
kullanilir (Mourdikoudis vd., 2018).

1.3.3.2. Nanopartikiillerin gruplandirilmasi

Nanopartikiiller, kimyasal bilesimlerine gore genel olarak organik ve inorganik olmak
tizere iki ana simifa ayrilir (Tablo 1; Sekil 6). Bu temel ayrim, tasima kapasiteleri,
biyouyumluluklari, bozunabilirlikleri ve hedefleme potansiyelleri gibi birgok

biyomedikal 6zelligin belirlenmesinde kritik rol oynar.

Organik nanopartikiiller, cogunlukla polimerik veya lipit bazli sistemlerden olusur ve
genellikle biyobozunur yapilariyla 6n plana ¢ikar. Bu gruba dahil olan nanopartikiiller;
dogal veya sentetik polimerlerden sentezlenen polimerik nanopartikiiller, dendrimerler,
lipozomlar ve kati lipid nanopartikiiller (SLN) gibi alt tiplere ayrilir. Inorganik

nanopartikiiller ise genellikle metal veya metal oksit kokenli yap1 taslarindan olusur ve
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yiiksek yapisal stabiliteleri, manyetik/optik 6zellikleri nedeniyle tan1 ve goriintiileme
sistemlerinde yaygin kullanim alani bulurlar. Bu grupta yer alan baslica nanopartikiil
cesitleri; altin (AuNP), giimiis (AgNP), silika (SiNP), demir oksit nanopartikiiller, karbon
nanotiipler (CNT) ve kuantum noktalar1 (QD) gibi yapilardir (Rezaei et al., 2024; Joudeh
& Linke, 2022).

Nanopartikiil ¢esitlerinin bu sekilde siniflandirilmasi, hedefe yonelik ilag tasima,
kontrollii salim, biyolojik ortam stabilitesi ve tani-tedavi entegrasyonunun saglanmasi
acisindan biiylik 6nem tasir. Tablo 1’de, nanopartikiiller kimyasal yapilarina gore
siiflandirilmig ve her bir alt grubun 6zellikleri ile uygulama potansiyelleri 6zetlenmistir.
Bu smiflandirma, tez kapsaminda kullanilan polimer bazli nanopartikiil sistemlerinin

diger yapilarla karsilastirilmasi agisindan da temel bir referans sunar.

polymeric  gLpP ‘C;old

Sekil 6. Organik ve inorganik nanopartikiil ¢esitleri.

CNT: Karbon Nanotiip; QD: Kauntum noktalari, IONP: Demiroksit Nanopartikiiller; SLP: Solid Lipid

Nanopartikiil; Gold: Altin Nanopartikiiller; Polimeric: Polimerik Nanopartikiiller.

Biorender ile ¢izilmistir.
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Tablo 1. Kimyasal kompozisyonlarina gore nanopartikiillerin siniflandirilmasi

Cesitleri Ornek

Ozellikleri

Kaynak

Organik nanopartikiiller

Lipit Kat1 lipid
bazh NP

Lipozomlar

Polimer Sentetik ve
bazh NP dogal

polimerler

Dendrimerler

Kat1 hidrofobik lipid ¢ekirdegi vardir.

Hidrofilik ve lipofilik ilag taginmasina uygundur.

KBB’yi kolay gecebilirler.

Diisiik tiretim maliyeti, biyouyumluluk, yiiksek stabiliteye sahiptir.

Kontrollii ve uzun salim ilag salinimi, minimum bagisiklik tepkisi gibi avantajlari
vardir.

Cift lipit tabakali, i¢i sulu, ¢ekirdekli, toksik olmayan vezikiillerdir.

Cift tabakal1 yapisinda yer alan kolestrol; akiskanlig1 ve gecirgenligi azaltarak i¢inde
¢oOziinen molekiillerin disar1 ¢ikisini engeller.

Yar1 Omiirleri kisadir, biyouyumludur ve amfifilik yapidadir.

Dolasim siiresini arttirmak ve opsonizasyondan kagmak igin yilizey modifikasyonlari
kolayca yapilabilir.

Hiicre zarindan endositoz siireciyle iletilir.

Sentetik polimerler; PEG, PLA, PLGA, polyester, polianhidrit, polidioksanon
Dogal polimerler; kitosan, albiimin, dekstran, jelatin, heparin

[laglar polimer igine eklenebilir veya yiizeyine baglanabilir.

Biyogiivenli, biyobozunur, esnek sentez yontemleri mevcuttur.

PAMAM, PPI

Farkli sayida diizenli ve dallanmis monomere sahip sentetik polimer bazli

makromolekildiir.
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Inorganik nanopartikiiller

Metalik IONP
NP

Altin NP

(QD CdSe, CdTe

Karbon Fulloren
bazhh NP

Monodispers ve ¢ok kiigiik olabilir (<20 nm), suda ¢oziiniir.

Istenilen sekilde fonksiyonel grularla islevsellestirilebilir.

Terminal dallar1 lizerindeki ¢oklu baglanma bolgeleri ilag tagimada kolaylik saglar.
Manyetit veya hematitle yapilir.

<20 nm olunca siiperparamanyetik 6zellik gosterir.

Manyetik rezonans goriintiilemede prob olarak kullanilabilir.

Is1 ile aktif hale gelirler.

Yogun 151k absorpsiyonu ve sagilmasi, yliksek fototermal doniisiim oran,
biyouyumluluk, stabilite, biyogiivenlik ve farklt molekiiller (niikleik asit, protein,
ilag, vb.) ile yiizey islevsellestirmesi ve sentez kolayliklar1 gibi kimyasal ve fiziksel
ozellikler sunar.

Optik goriintiileme, bilgisayarli tomografi, fototermal terapi uygulanabilir.

Yiiksek iiretim maliyeti kullanimini sinirlar.

Metalik ¢ekirdek ve yar iletken kabuktan olusur.

Yari iletkendir.

Yiiksek kuantum verimi, parlaklik, uzun floresan 6mrii, kararlilik, genis absorpsiyon
ve dar emisyon spektrum avantajlari vardir.

Birden fazla QD ayni alanda uyarilabilir.

Optik goriintiileme yapilir.

Yiiksek toksisite sebebiyle kullanimi sinirlidir.

sp2 hibridizasyonuyla birbirine baglanmis 28 ila 1500 C atomundan olusan karbon
kiire molekiilleridir.

Kimyasal sembol (C60)'dir.
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e Tek katmanlilarin boyutu 8.2 nm, ¢ok katmanlilarin boyutu 4-36 nm arasindadir.

e Yiiksek elektriksel iletkenligi sahiptir. Elektronik cihazlarda énem arz eder.

CNT; e (Grafen tabakasindan olusur. Carvalho vd., 2018
SWNT e (oOziinmesi zordur. Ahlawat vd., 2018
MWNT e MWNT daha kararlidir; agregasyon egilimi azdir.

e Floresan ve fotoakustik goriintiileme ve NIR ile lokal 1sitma yapilabilir.

e Diger np’ler CNT iizerine baglanabilir.

e Genis yiizey alanina sahiptir.

e Hiicresel dagitim kullanimlari igin yilizey modifikasyonu sarttir.

e Biyobozunurluk ve biyouyumluluklar1 azdir; akut toksisitesi yiiksektir.

e Biyosensor, ilag dagitim ve teshis araci olarak kullanilmalarina ragmen, tiim

¢oziiciilerdeki ¢oziinmezlikleri saglik sorunlarina neden olur.

SWNT: Tek Duvarli Karbon Nanotiipler; MWNT: Cok Duvarli Karbon Nanotiipler; PAMAM: Poliamidoamin, PPI: Polipropilen; PEG: Polietilen glikol; PLGA:
Poli laktik glikolik asit; PLA: Poli laktik asit; CdSe: Kadmiyum selenit, CdTe: Kadmiyum telliirid; IONP: Demiroksit Nanopartikiiil
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1.3.3.3. Polimerik nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, kiiclik molekiillerin molekiiller aras1 kuvvetlerle kendiliginden
bir araya gelerek olusturdugu yapilar olup, ila¢ tasima sistemlerinde yaygin olarak
kullanilan biyomalzemelerdir. Bu sistemler, ilaglarin biyolojik bariyerleri gegmesini ve
hedef hiicrelere veya hiicre i¢i kompartmanlara ulasmasini saglamak amaciyla polimerik

yapilarin kimyasal kompozisyonu ve ylizey 6zelliklerinin modifiye edilmesiyle tasarlanir
(Solaro vd., 2010; Gulyaev vd., 2025).

Polimerik  nanopartikiiller; kolay iretim, kontrolli ila¢ salimi, yiizey
fonksiyonlandirmaya uygunluk ve biyolojik uyum gibi avantajlariyla dikkat ceker
(Sarcan vd., 2018; Begines vd., 2020). Bu partikiiller, dogal, sentetik ya da yar1 sentetik
polimerlerden iiretilebilir (Pugazhendhi vd., 2018). Dogal kdkenli olanlar genellikle
biyobozunur ve diisilk immiinojenik ozellik gosterirken, sentetik polimerler daha
kontrollii yapilandirma ve hedefleme stratejilerine olanak tanir (Ramkumar vd., 2017).
Biyolojik olarak parcalanamayan polimerler yiiksek toksisite ve immiin yanit riski
tagirken, parcgalanabilir polimerler bu etkileri minimize eder (Wen vd., 2019; Dey vd.,

2016).

Terapotik ajanlarin ve biyomakromolekiillerin (protein, niikleik asit vb.) biyolojik
bariyerler boyunca gecirgenligini artirmak i¢in kimyasal bilesimleri, boyutlari, alim
ozellikleri, plazma yar1 dmrii ve immiinogenite agisindan optimize edilebilirler (Monge
vd., 2020). Bu partikiiller sayesinde ilaglar bir matris icine gomiilebilir, ylizeyde
biriktirilebilir veya partikiiliin tamami kontrol edilebilir bir sekilde viicudun belirli
bolgelerine hedeflenebilir. Bu sebeple iki sekilde hazirlanirlar (Sekil 7). Nanokapsiiller,
yagh bir c¢ekirdegin etrafina yerlestirilmis (ilag ¢oziinerek cekirdek igine kapsiillenir)
polimerik bir kabuga (ilacin ¢ekirdekten salim profili kontrol edilir) sahiptir. Nanokiireler
ise, ¢ekirdegin ve dis yiizeyin polimerik malzemeden olustugu, ilacin ise polimerik matris
icinde tutulmasi veya ylizeyine adsorbe edilmesi ile hazirlanan, bilesiminde yag
bulunmayan yapilardir (Ahlawat vd., 2018; Castro vd., 2020; Zielinska vd., 2020; Sahoo
vd., 2021; Al-Harbi ve Abd-Elrahman, 2025). D1s yiizey, biyolojik ortamda kararliligini
artirarak antikor, enzim gibi bozucu etmenlerden koruma saglar (Sarcan vd., 2018;

Austria & Akhavan, 2025).
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Polimerik ilag
Nanopartikiiller

AN
( 1
nanokiire Nanokapsiil
polimer polimer
matris kabuk

Sekil 7. Polimerik nanopartikiil ¢esitleri.

Biorender ile ¢izilmistir.

Hazirlanan polimerik nanopartikiiller, secilen terapotik ajanin kapsiillenmesi agisindan
uygun kiitle ve kompozisyon 6zelliklerine sahip olmali; ayn1 zamanda in vivo ortamda
etkinlik saglayacak sekilde yiizey 6zellikleri modifiye edilebilmelidir (Solaro vd., 2010).
Bu amacla, nanopartikiil sistemlerinin tiretiminde hem dogal hem de sentetik polimerler
yaygin olarak tercih edilir. Yaygin olarak kullanilan sentetik polimerler arasinda poli-
laktit asit (PLA), polietilen glikol (PEG), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA),
polidioksanon, poli(e-kaprolakton) (PCL), polianhidrit, poli(akrilik asit), poli-N-(2-
hidroksipropil) metakrilamid ve c¢esitli blok kopolimerler (6rnegin, PLA-PEG, PLGA-
PEG) yer alir. Buna karsilik dogal polimerler arasinda heparin, albumin, kitosan,
dekstran, hyaluronik asit ve jelatin siklikla kullanilir (Begines vd., 2020). Bu polimerler
arasindan PGA, PLA ve PLGA hem FDA hem de Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan
insan kullanimi i¢in onaylanmistir, ayrica biyobozunur ve biyouyumlu o&zellikleri
sayesinde kontrollii salim ve hedefli tasima sistemlerinde 6n plana ¢ikarlar (Ahlawat vd.,
2018; Castro vd., 2020; Chenthamara vd., 2019). Ek olarak, sentetik polimerler; kimyasal
yapilarin kontrol edilebilirligi ve fonksiyonel gruplarla kolayca modifiye edilebilme
ozellikleri sayesinde, istenen 1ila¢ salim profiline ve hedefleme stratejilerine

uyarlanabilirler (Gulyaev vd., 2025; Austria & Akhavan, 2025). Polimerizasyon
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stirecindeki bu esneklik, malzemenin hastaligin patolojisine ve bireysel tedavi
ihtiyaglarina gore oOzellestirilebilmesini miimkiin kilar. Ayrica, yeni polimerizasyon
tekniklerinin gelistirilmesi, biyomedikal uygulamalara yonelik farkli 6zelliklere sahip
sentetik polimerlerin tasarlanmasini her gegen giin daha erisilebilir hale getirmektedir

(Castro vd., 2020).

PGA, sentetik polimerler arasinda ilk konjugat olusturmada kullanilan 6rneklerden biridir
ve bu ozelligi ile nanotasiyici sistemlerde temel yapi tasi olarak yerini almistir. Bu
polimerlerin sahip oldugu dogrulanmis biyouyumluluk, diisiik immiinojenite ve minimal
toksisite gibi giivenlik profilleri, biyolojik sistemlerle uyumlu bir ilag tasima siireci saglar

(Ahlawat vd., 2018; Castro vd., 2020).

PLGA, laktik ve glikolik asitten olusan sentetik bir kopolimerdir. PLGA sentezi
genellikle laktid ve glikolidin halka agma polimerizasyon reaksiyonlar1 (yiiksek
molekiiler agirlikli PLGA sentezi) veya laktik ve glikolik asidin polikondensasyon
reaksiyonlart yoluyla (diisiik molekiiler agirlikli PLGA sentezi) PLA ve PGA blok
polimerleri olusturmak suretiyle elde edilir. Homo izomerik PLA'lar, polimer
zincirlerinin daha siki paketlenmesine yol agan tek tip uzamsal diizenleme nedeniyle
kristal yapida, metil yan gruplari sayesinde hidrofobik yapidadir. Glikolik asitin asimetrik
karbonunun olmamasi, PGA’nin sadece yiiksek kristalli bir formda olmasini saglar. Bu
sayede laktik/glikolit asit orant PLGA'nin hidrofobikligi ve kristalligi hakkinda bilgi
verir. PLGA’nin mekanik mukavemet, hidrasyon hizi, hidroliz hizi ve camsi gegis
sicaklig1 (Tg) gibi fizikokimyasal Ozellikleri, kristallik ve hidrofobiklikten etkilenir.
Yiiksek kristallik derecesine sahip PLGA, yiiksek Tg ve mekanik mukavemetin yani1 sira
diistik hidrasyon ve hidroliz oranina sahip olur (Zhi vd., 2021; Hernandez-Giottonini vd.,
2020). Ayrica, ortam pH’1 ve kimyasal katki maddeleri gibi dis faktorler hidrolitik
bozunmay1 etkileyebilir (Makadia ve Siegel, 2011).

Hedefe yonelik nanotip yaklasiminda polimerik nanopartikiillerin sistemik intravendz
kullanimi i¢in en 6nemli parametrelerden biri kan dolasiminda uzun siire kalabilmesidir.
Bunun i¢in ¢ogunlukla PEG, Pluronik F68, Polioksazolin, Poli-Vinil Alkol (PVA),
Poligliserol, Poli-N-Vinil-2-Pirolidinon, Poli-N-Metakrilamid, Poli-Amino Asit gibi
ylizey kaplama ajanlar1 ile ylizey modifikasyonlar1 gerceklestirilir (Solaro vd.,
2010). PVA, toksik olmayan, suda ¢oziiniir, biyouyumlu, biyobozunur ve miikemmel

mekanik 6zelliklere sahip ucuz, yaygin olarak kullanilan sentetik bir polimerdir (Surudzic
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vd., 2013). Bir diger yaygin kullanima sahip olan yiizey ajan1 PEG, iyonik olmayan
hidrofilik bir polyesterdir. Iyonik olmadig1 igin yiiklii molekiillerle temas ettiginde
herhangi bir sorun olusturmaz ve hidrofilik 6zelligi ile ¢oziiniirliigii arttirir (Andima vd.,
2018). PEG’in nanopartikiil tizerine eklenmesi/kaplanmasi (PEGilasyon), kan bilesenleri
ile etkilesime girerek bagisiklik sisteminin makrofajlari tarafindan yabanci madde olarak

taninma olasiligini azaltir ve bu sayede ortamdaki stabkararlilig: artar (Solaro vd., 2010).

Hiicre zarinin biyolojik bariyer olarak davranmasi sebebiyle ilaglarin ¢ogunlukla ve
mecburen hiicre dis1 etkiye sahip olmasi, geleneksel tedavilerin temel sorunudur. Ayrica,
ilacin geleneksel formdaki etkisi uzun stireli degildir ve yliksek konsantrasyonlarda
glinliik uygulama gerektirir. Nanotasiyicilarin hiicreden daha kiigiik boyutta olmasi ve
geleneksel farmasotik formiilasyonlara kiyasla onlarin erisemedigi bolgelere kolay
ulasim saglamasi yliksek verimliligi beraberinde getiririr. Boylece, hiicre iginde yliksek
etkiye ulasilir. Nanopartikiillerin ortamdaki aktivitesi yiizeyi ile ¢cevrelerindeki biyolojik
bilesenler arasindaki etkilesimlere baglidir. ideal bir ilag iletim sistemi, ortamu asidik olan
fagositik hiicrelere kolayca niifuz ederek ilacin aktivitesinde kayip veya bozulma

olmadan yiiksek etki saglamalidir (Castro vd., 2020).

Nanopartikiillerin ylikii de nanopartikiil stabilitesini etkiler; pozitif yiiklii nanopartikiiller
serum proteinleri ile agregasyon gosterirken, notr yiikli nanopartikiiller daha az
agregasyon gostererek kan dolasim siiresini arttirir (Nagati vd., 2021). Ayrica polimerik
nanopartikiiller, asir1 pH ve sicaklik kosullarina sahip bolgelerde uyarana duyarh aktivite
sergileyecek sekilde tasarlanabilir. Bu nedenle hedeflenen/istenen ilag¢ salim ozellikleri
sergilemesi i¢in, ylizey ozellikleri, ¢ap, polidispersite, stabilite ve morfoloji gibi birgok
parametrenin incelenmesi 6nemlidir; ¢ilinkii bu parametreler polimer se¢imi ve sentez

yontemiyle yakindan iliskilidir (Castro vd., 2020).

Son yillarda gelistirilen yeni nesil polimerizasyon stratejileri sayesinde, hastaliga 6zgii
biyofiziksel ortamlara uyumlu, farkli fonksiyonel gruplarla zenginlestirilmis polimer
yapilar1 sentezlenebilir hale gelmistir. Bu gelismeler, polimerik sistemlerin hedefe
duyarli, uyarana yanit veren veya c¢ok islevli tastyicilar olarak kullanilabilmesini miimkiin

kilar (Austria & Akhavan, 2025).

Bu baglamda, sentetik polimerlerin sentez esnekligi, yilizey fonksiyonlandirmaya
uygunlugu ve 6zellestirilebilir biyofiziksel parametreleri sayesinde, dogal polimerlere ve

diger nanomalzeme tiirlerine kiyasla daha istiin sistemler sundugu kabul edilir. Bu
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avantajlar, polimerik nanopartikiilleri hem ila¢ tagima sistemlerinde hem de tani1 ve
tedavide genis uygulama alanlarina sahip ¢ok yonlii araglar haline getirmistir (Castro vd.,

2020; Gulyaev vd., 2025).

1.3.34. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanma yontemleri

Polimerik nanopartikiiller; kisisellestirilmis ilag uygulamalarini miimkiin kilmak, tek
dozla kontrollii ila¢ salim1 saglamak, hiicre i¢i alimi artirmak, ilacin biyoyararlanimini ve
stabilitesini iyilestirmek ve biyolojik hedefe ulasana dek korunmasini saglamak amaciyla
gelistirilmistir. Nanopartikiil boyutu, sistemik dolasima katilim, biyolojik dagilim ve
fagositik hiicrelerden kagis agisindan kritik 6nem tasir. Bu nedenle, nanopartikiiller hedef
dokuya ulasana dek fagositik eliminasyondan kacacak kadar kiiclik, ancak damar disina
kontrolsiiz gecisi Onleyecek kadar biiyiik olacak sekilde tasarlanmalidir (Hernédndez-

Giottonini vd., 2020; Castro vd., 2020; Austria & Akhavan, 2025).

Hazirlama yontemi; partikiil boyutunu, polidispersite indeksini, ylizey yiikiinii, ilag
yukleme kapasitesini ve salim profilini dogrudan etkileyerek terapdtik sistemin basarisini
belirler. Bu nedenle her aktif bilesik icin uygun yontem dikkatle segilmeli, ayrica
yontemler Ol¢eklenebilirlik ve tekrarlanabilirlik agisindan da degerlendirilmelidir (Wilar
vd., 2024; Sharma & Walia, 2021). Polimerik nanopartikiiller en yaygin olarak asagidaki

tekniklerle hazirlanir:

Coziicii buharlastirma yontemi: Polimer, ugucu ve organik bir ¢oziiciide
(diklorometan, kloroform, etil asetat) ¢oziilerek organik faz olusturulur. Etken madde
cozeltiye ¢ozilinerek veya siispanse edilerek eklenir. Bu organik faz, yilizey aktif madde
(6rnegin, PVA) igeren sulu bir faza emiilsifiye edilir. Ardindan ¢oziicii ortamdan
buharlastirilir ve nanopartikiil siispansiyonu elde edilir. Olusan partikiiller santrifiijle
toplanarak yikanir ve liyofilize edilerek stabilize edilir. Karigtirma hizi, ¢oziicii/su orant,
sicaklik ve dispersiyon ortaminin viskozitesi partikiil boyutunu dogrudan etkiler (Tyagi
& Pandey, 2016; Sharma & Walia, 2021; Zielinska vd., 2020). Bu yontem, hem tek
emiilsiyon (yag/su, y/s) hem de cift emiilsiyon (su/yag/su, s/y/s) stratejileriyle

uygulanabilir. Cift emiilsiyon yontemi 6zellikle hidrofilik ilaglarin enkapsiilasyonu igin
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tercih edilir. Bu yontemde yiizey aktif madde konsantrasyonu, polimer miktar1 ve sulu
faz hacmi, kapsiilleme verimliligi ve partikiil karakteristikleri iizerinde belirleyici rol

oynar (Hernandez-Giottonini et al., 2020; Regmi, 2023).

Emiilsifikasyon-difiizyon yontemi: Bu yontemde polimer ve etken madde, kismen suyla
karisabilen bir ¢oziiclide (etil asetat, benzil alkol) ¢oziilerek doygunlastirilir. Hazirlanan
¢ozeltinin, yiizey aktif madde igeren bir sulu faza emiilsifiye edilmesinin ardindan, ortam
fazla miktarda su ile seyreltilerek ¢oziiciiniin difiizyonu saglanir. Polimerin su fazina
gecerken coOkelmesi ile nanokiireler olusur. Yag icerigi artirilarak nanokapsiil
formiilasyonlar1 da elde edilebilir. Coziicii, buharlastirma veya filtrasyonla ortamdan
uzaklastirilir. Bu yontem, yiiksek kapsiilleme verimliligi, tekrarlanabilirlik, o6l¢ek
biiylitmeye uygunluk ve diisiik toksisite gibi avantajlar sunar. Ancak hidrofilik ilaclarin
diftizyon egilimi sebebiyle kapsiilleme verimliligi azalabilir (Tyagi & Pandey, 2016;
Zielinska vd., 2020; Sharma & Walia, 2021).

Nanocoktiirme (nanopresipitasyon)/coziicii yer degistirme: Basit, hizli ve diisik
enerji gerektiren bu teknikte, polimer orta polariteli ve suyla karisabilir bir organik
¢oziiclide (6rnegin aseton, asetonitril, etanol, hekzan, tetrahidrofuran) ¢oziiliir. Bu ¢ozelti,
stirekli karigtirma esliginde sulu faza damla damla eklenir. Organik ¢oziicii sulu faza hizla
difiize olurken, polimer sudan kacarak c¢oker ve nanopartikiiller olusur. Yiizey aktif
madde kullanimi partikiil stabilitesi agisindan destekleyici olabilir, ancak zorunlu
degildir. Polimerik nanopartikiillerin (hem nanokiire hem de nanokapsiil) hazirlanmasi
icin sik tercih edilen bir yontemdir. Nanokiireler, polimerik ¢6zelti iginde ¢oziindiigiinde
veya dagildiginda elde edilirken; nanokapsiiller i¢in 6nce ilag bir yagda ¢oziiliir, organik
polimer ¢ozeltisi i¢inde emiilsiyon haline getirilerek i¢ faz olusturulur ve dis fazda
dagilmasi ile elde edilir (Tyagi & Pandey, 2016; Hernandez-Giottonini vd., 2020;
Zielinska vd., 2020; Sharma & Walia, 2021; Austria & Akhavan, 2025). Nanogoktiirme
yontemiyle hazirlanan sistemlerde, polimer konsantrasyonu partikiill boyutu ve zeta
potansiyelini (stabilitesini); calkalama hiz1 partikiil boyutunu; ortam pH't ise salim hizin1
etkiler (Sarcan vd., 2018; Hernandez-Giottonini vd., 2020). Literatiirde, pH diistiik¢e

salim hizinin arttig1 (Betancourt vd., 2007), yiizey ajan1 konsantrasyonunun artmasiyla
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enkapsiilasyon veriminin azaldigi (Sahin vd., 2017) ve kriyoprotektanlarin boyut
stabilitesini korudugu bildirilmistir (Sarcan vd., 2018).

Sonug olarak, polimerik nanopartikiil sistemleri; biyolojik engelleri agsma, kontrollii ilag
salim1 saglama ve hedeflenmis tedavi potansiyeli sunma gibi 6zellikleri sayesinde modern
ilag tasima stratejilerinde &nemli bir yer edinmistir. Ozellikle nérodejeneratif
hastaliklarda, klasik ilaglarin KBB’yi gecmekte yetersiz kalmasi ve sistemik toksisite
risklerinin yiiksek olmasi, bu tasiyici sistemlere olan ilgiyi artirmistir. Bu baglamda, AH
gibi karmagik etyopatogenezli norolojik hastaliklarin  tedavisinde polimerik
nanopartikiillerle gelistirilen yaklagimlar, dnemli bir aragtirma alani haline gelmistir. Bir
sonraki boliimde, AH’de kullanilan mevcut tedavi yaklasimlar1 incelenerek, geleneksel

yontemlerin sinirliliklar 1s181nda, nanotip temelli yeni stratejiler degerlendirilmistir.

1.4. ALZHEIMER HASTALIGINDA GUNCEL TEDAVi YONTEMLERI ve
YENI iLAC GELISTIRME CALISMALARI

AH i¢in simdiye kadar FDA tarafindan onayli ve klinik kullanimda olan ilaglar,
kolinesteraz inhibitorleri ve NMDA reseptor antagonisti ilaglar olup yalnizca
semptomlar1 azaltict ve/veya yok edici ilaglardir. Klinik ve klinik oncesi verilerle, bu
ilaglarin hastalarda kisa vadede bilissel islevlerde iyilesme sagladigi raporlanmistir
(Zhang vd., 2024b; Singh vd., 2024). Ancak bu ilaglar hastaligin ilerleyisini durdurmadig:
gibi yalmzca semptomatik fayda saglarlar. Son yillarda ise hastaligin patofizyolojisini
hedefleyen ve monoklonal antikor temelli tedavilere yonelen ¢alismalarla birlikte, FDA
tarafindan hizlandirilmis onay siiregleri artmistir (Boxer & Sperling, 2023; Singh vd.,
2024; Soderberg vd., 2023).

Klasik tedaviler: kolinesteraz inhibitorleri ve NMDA antagonisti

Rivastigmin (Exelon), 1997 yilinda FDA tarafindan onaylanan, asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzimlerini inhibe ederek beyindeki asetilkolin diizeyini artiran bir

kolinesteraz inhibitoriidiir. Ayrica A tiretimini ve toksisitesini azaltici etkiler gosterir.
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Hafif, orta ve siddetli AH evrelerinde etkilidir. Yaygin yan etkileri arasinda bulantt,
kusma, ishal ve igtah kaybi yer alir (NIA, 2023). En yaygin kullanilan ilaglardan birisidir.
EMA tarafindan 1998 yilinda kullanimi onaylanmistir (EMA, 2024).

Donepezil (Aricept) ve Galantamin (Razadyne) de ayni gruba ait olup, Donepezil ileri
evrelerde de etkili iken Galantamin daha ¢ok hafif ve orta diizeydeki vakalarda onerilir.
Her ikisi de asetilkolin yikimini engelleyerek sinaptik asetilkolin diizeyini artirir. Yan
etkileri arasinda gastrointestinal sikayetler ve halsizlik 6ne ¢ikar (NIA, 2024). Donepezil
1996 yilinda, Galantamin ise 2001 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (Singh vd.,
2024).

Memantin (Namenda) ise glutamaterjik sistem iizerinde etkilidir. NMDA reseptor
antagonisti olarak gorev yapar ve AP iligkili noronal toksisiteyi sinirlarken tau
hiperfosforilasyonunu ve mikrogliya aracili inflamasyonu azaltir. Orta-ileri diizey
hastalarda kullanilir. Bag donmesi, bas agrisi, ishal, kabizlik, biling bulaniklig1 gibi yan
etkileri vardir (NIA, 2024).

Yeni nesil tedaviler: monoklonal antikorlar ve patofizyolojik hedefleme

Son yillarda, AH’nin altinda yatan biyolojik mekanizmalar1 dogrudan hedef alan antikor

temelli ilaglar 6n plana ¢ikmistir (Zhang vd., 2023a; Wu vd., 2023b).

Donanemab (Kisunla), 2024’te FDA onay1 almig, erken evre AH hastalarinda amiloid
plak yikiinli azaltmada etkili oldugu gdsterilmis bir ilactir. 76 haftalik ¢aligmalarda,
kognitif gerileme oraninda plasebo grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli yavaslama

saglanmistir. ARIA, bas donmesi ve ndbetler gibi yan etkiler mevcuttur (FDA, 2024).

Lecanemab (Legembi), AB’yi hedefleyen ve 2023’te tam FDA onay1 alan bir diger
monoklonal antikordur. 79 hafta siiren Klinik ¢aligmalarda AP yiikiinde anlamli azalma
ve kognitif gerilemede sinirh yavaglama gozlenmistir (Wu vd., 2023b). Beyin sismesi ve
kanamasi, bas agrisi, oksiiriik, ishal, mide bulantisi, ates, titreme, kusma, viicut agrilari,
yorgunluk, yiiksek tansiyon, diisiik tansiyon ve diislik oksijen gibi yan etkileri vardir
(FDA, 2023). EMA, baslangigta pazarlama iznini reddetmisse de 2025 yilinda yeniden
degerlendirerek Avrupa pazarinda satisini onaylamustir (S6derberg vd., 2023; EMA,
2025).
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Aducanumab (Aduhelm), hastalig1 temel patofizyolojisi olan A plaklarini hedefleyen ilk
monoklonal antikorlardan biridir ve 2021'de hizlandirilmis FDA onay1 almistir. Plasebo
kontrollii ¢calismalarda PET ile dogrulanan AP temizliginde belirgin azalma gostermistir.
Ancak klinik faydanin siirli oldugu ve bas agrisi, biling bulanikligi, bas donmesi, diisme,
ishal, gorme degisiklikleri, mide bulantis1 gibi yan etkiler haricinde Amiloidle iligkili
goriintiileme anormallikleri (ARIA; gegici sislik, beynin i¢inde veya yiizeyinde kiigiik
kanamalar) gibi ciddi yan etkilerin bulundugu gerekgesiyle 2022 yilinda EMA, 2024
yilinda ise FDA onayi iptal edilmistir (FDA, 2025; EMA, 2022).

Davramssal Belirtiler icin Onaylanan Tedaviler

2023 yilinda FDA onay:r alan Brekspiprazol (Rexulti), AH’ye bagh ajitasyon
semptomlarinin yonetimi i¢in onaylanan ilk antipsikotiktir. Etki mekanizmasi dopamin
ve serotonin reseptdrleri lizerinedir. En sik bildirilen yan etkiler idrar yolu enfeksiyonlari,

bas agrisi ve uykusuzluktur (FDA, 2023; EMA, 2025).

Genel Degerlendirme ve Klinik Arastirmalar

Giincel literatiir, monoklonal antikor temelli ajanlarin AP birikimini belirgin sekilde
azaltabildigini ancak klinik faydalarinin simirli ve yan etkilerinin 6nemli oldugunu
gostermistir (Soderberg vd., 2023; Wu vd., 2023b). Ayrica, AH i¢in etiyopatogenezi ¢ok
yonlii  hedefleyen yeni stratejilerin  (inflamasyon modiilasyonu, mitokondriyal
stabilizasyon, metal homeostazi1 vb.) gelistirilmeye ¢alisildigi, bu alanlarda devam eden

cok sayida klinik ¢aligmanin oldugu raporlanmistir (Lei vd., 2021; Zhang vd., 2024b).

Haziran 2025 itibariyla diinya genelinde, AH’ye yonelik yiiriitiilen aktif klinik ¢alisma
sayist ClinicalTrials.gov verilerine gore 152 iken (ClinicalTrials.gov, 2025), NIA
tarafindan desteklenen Alzheimer ve iliskili demanslara yonelik aktif ¢calisma sayis1 495
olarak bildirilmistir (NIA, t.y.). Bu tablo, hastaligin tedavisinde geleneksel semptomatik
ajanlardan hedefe yonelik, molekiiler diizeyde miidahale eden stratejilere dogru bir

gecisin hizlandigini ortaya koymaktadir.

Bu kapsamda, geleneksel tedavi yontemleri kismen semptomatik iyilesmeler saglasa da,
hastaligin progresif dogasi ve molekiiler heterojenligi géz oniine alindiginda, mevcut

farmakolojik ajanlar hem etkinlik hem de giivenlik agisindan sinirli kalmaya devam eder.
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Giliniimiizde yiiriitilen ¢ok merkezli klinik ¢aligmalara ragmen, monoklonal antikorlar
dahil olmak tizere pek ¢ok yeni nesil ajanin néroprotektif etkinligi, uzun donemli klinik
fayda ve farmakoekonomik siirdiiriilebilirlik agisindan hala tartismalidir. Bu nedenlerle,
hastaligin multifaktoriyel yapisina yonelik hedefli ve ¢ok diizeyli miidahale gerekliligi 6n
plana ¢ikar. Son yillarda hizla gelisen nanotabanli uygulama teknolojileri, 6zellikle beyin
hedefli ilag tagima sistemleri aracilifiyla AH’de hastalik modifiye edici yaklasimlara kap1
aralamigtir. Bu sistemler, hem KBB’yi asabilme hem de hiicre i¢i patolojik siirecglere
miidahale edebilme potansiyeliyle klasik tedavilerin Oniine gegebilecek yenilik¢i bir
¢oziim olarak degerlendirilebilirler. Bu nedenle, bir sonraki boliimde AH’ye yonelik

nanoteknoloji temelli stratejilerin rolii detayli sekilde ele alinmustir.

1.5. ALZHEIMER HASTALIGI’NDA NANOTIBBIN ROLU ve GEREKLILIiGi

Nanoteknoloji, maddeyi atomik, molekiiler ve supramolekiiler diizeyde manipiile etme
kabiliyeti sayesinde, biyotip alaninda ¢i8ir agici uygulamalara olanak tanimistir. Bu
dogrultuda gelisen nanotip; teshis, tedavi ve izleme gibi tibbi uygulamalarda
nanomalzemelerin kullanimiyla hastaliklarin daha etkili ve hedefe yonelik yonetimini
amaclayan multidisipliner bir yaklagimdir. Terim olarak ilk kez 1990’larin basinda
kullanilmaya baglanan nanotip, giiniimiizde 6zellikle nérodejeneratif hastaliklar, onkoloji
ve enfeksiyon hastaliklar1 gibi klasik tedavi yontemlerinin yetersiz kaldig1 alanlarda umut

vadeden stratejiler sunar (Drexler vd., 1991; Qu vd., 2024).

Nanotipta kullanilan nanopartikiiller; yliksek yiizey alani/hacim orani, modifiye edilebilir
ylizey yapisi, hiicre i¢i hedefleme kabiliyeti ve biyouyumlu ilag tagima potansiyeli ile 6ne
cikar. Bu sayede geleneksel tedavilerde karsilasilan farmakokinetik engellerin agilmasina
yardimc1 olurlar. Nanopartikiiller ayrica belirli fizikokimyasal 6zellikler kazandiran
yiizey etkileri, kuantum boyut etkileri ve biiyiik miktarlarda ilag yiikleme kapasitesi ile
enzimatik bozulmalara kargt koruma gibi avantajlar sunar (Xu vd., 2021). Kiiciik
boyutlar1 sayesinde hem yiiksek hiicresel alima sahiptirler hem de hedef dokuya
kolaylikla ulasabilirler (Ramanathan vd., 2018). Yiizey modifikasyonlar1 yoluyla saglikli
hiicrelerde degil, hastalikli dokularda birikmeleri saglanarak hedef dis1 tutulumlar
azaltilabilir (Saenz del Burgo vd., 2014). Ayrica bu sistemler; diisiik dozda uygulama,

azalmis toksisite, iyilestirilmis farmakokinetik profil, gelistirilmis biyoyararlanim ve
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terapotik ajanlarin stabilitesinin artirilmast gibi ¢ok sayida avantaj sunar (Ahlawat vd.,

2018).

Etkili bir nanosistem; biyouyumlu, kii¢iik boyutlu, yiiksek ilag¢ ylikleme ve enkapsiilasyon
verimine sahip olmali, ilacin islevselligini koruyacak sekilde tasarlanmalidir.
Formiilasyon asamasinda ilacin matrise etkin sekilde entegre edilmesi ya da sonradan
yuklenmesi miimkiindiir. Literatiirde, izoelektrik noktaya yakin pH’da yapilan
enkapsiilasyonlarin daha yiiksek verim sagladig1 gosterilmistir (Castro vd., 2020). Ayrica
nanosistemlerin toksik olmamasi, biyobozunur olmasi, kanda stabil kalmasi, fagositik
sistem tarafindan elimine edilmemesi, beyin hedeflemesi, kontrol edilebilir ilag salim1
olmali, ekonomik ve verimli tiretim siireci gibi dzellikleri tagimasi beklenir (Solaro vd.,

2010; Zhang vd., 2016).

Ilaglarin %98’inden fazlast KBB’yi gecemez. Bu nedenle KBB’yi asamayan ilaclar igin
gelistirilen nanopartikiil sistemleri, MSS hastaliklarinda tedavi basarisini artirmak i¢in
stratejik bir yaklasim sunar (Wu vd., 2023a; Israel vd., 2022). AH o6zelinde
degerlendirildiginde, mevcut tedavilerin yalnizca semptomatik fayda saglamasi ve
hastalik progresyonunu durduramamasi, hedefe yonelik alternatif sistemlerin
gerekliligini ortaya koyar. Gopalan vd. (2020), yiizey miihendisligi ile gelistirilen,
reseptér hedeflemeli ve uyarana duyarli nanopartikiil sistemlerinin AH tedavisinde

etkinligi artirabilecegini belirtmistir.

Bu baglamda, beyne spesifik iletimi miimkiin kilan reseptdr hedefleme stratejileri 6n
plana cikar. Ozellikle reseptdr aracili transitoz (RMT) mekanizmasiyla beyin endotel
hiicrelerinde bulunan transferrin reseptorii 1 (TfR1) hedeflenmesi, bu alandaki en yaygin
yontemlerden biridir. TfR1, demir homeostazinda rol alan bir transmembran glikoprotein
olup, basta beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri olmak {izere néronlarda da yiiksek
diizeyde eksprese edilir; bu durum, sistemik dolagimdan beyne demir taginimi agisindan
hayati bir rol {istlenmesine baglanir (Moos & Morgan, 2000; Thangudu vd., 2020).
Noronlar da, yiiksek enerji ihtiyact ve demire olan bagimliliklar1 nedeniyle TfR
bakimindan zengindir. Ozellikle hipokampus ve korteks bélgelerindeki néronlarda TfR
ekspresyonunun belirgin oldugu bildirilmistir (Roskams & Connor, 1992; Moos, 1996;
Moos & Morgan, 2000). Bu nedenle TfR1 hedeflemesi hem KBB’yi agsmak hem de

noronlara secici iletim saglamak acisindan ideal bir stratejidir.
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Son yillarda ¢esitli ilag tagima sistemleri transferrin ile konjuge edilerek beyin hedefli ¢ok
sayida aragtirma yapilmistir. Ancak TfR1, dolasimdaki endojen transferrin tarafindan
doyuruldugundan, transferrin baglanmasi kandaki endojen transferrin konsantrasyonlari
ile sinirlt kalabilir. Ayrica, TfR’yi baglamak i¢in transferrin kullanilmasi demirin beyin
tarafindan hiicresel alimmi etkileyebilir (Wong vd., 2019). Bu nedenle, TfR1’e 6zgii
sentetik peptitlerin  kullanimi1  6n plana c¢ikmistir. Bu amagla gelistirilen B6
(CGHKAKGPRK), TGN (TGNYKALHPHNG), CGN (CGNHPHLAKYNGT), CRT
(CRTIGPSVC) gibi peptitlerin nanopartikiil ylizeyine baglanmasiyla KBB gegisi ve
hedefleme etkinligi artirilmigtir. Ornegin, Liu vd. (2013), B6 peptidi ile modifiye edilen
PEG-PLA nanopartikiillerinin beyin hedefli tasima kabiliyetini artirdigin1 gostermistir.
Yin vd. (2015), AH tedavisinde B6 ile islevsellestirilmis selenyum nanopartikiillerinin
yiiksek KBB gecirgenligi sagladigini bildirmistir. Fan vd. (2018), PEG-PLGA sistemine
B6 konjugasyonu ile AH fare modelinde beyin hedeflemenin basariyla gerceklestigini
rapor etmistir. Mojarad-Jabali vd. (2022), farkli TfR1 mimetik peptitlerin vincristine
liposomlarinin KBB gecisine etkisini karsilastirmali olarak analiz etmistir. McQuaid vd.
(2025), altin nanopargaciklarin B6, CRT ve T7 gibi peptitlerle TfR1 hedeflemesi sonucu
KBB gecisinin saglandigini gostermistir. Du vd. (2021) ise CRT peptidi ile modifiye

edilen nanosistemlerin beyin iletiminde etkili oldugunu bildirmistir.

Bu sistemler ayn1 zamanda, NAC gibi antioksidan ve antiinflamatuar ajanlarin etkin bir
sekilde taginmasimni da miimkiin kilar. Bu baglamda, nanopartikiil sistemleri yalnizca
hedefe iletim degil, ayn1 zamanda molekiiler etkinin gili¢clendirilmesini de saglar. NAC
yiikli PEG-PLGA sistemlerinin AH patolojisinde noroinflamasyonu baskiladigi (Vargas-
Barona vd., 2024), NAC"n lipid-polimer hibrit nanopargaciklarla sunulmasinin etkinligi
artirdig1 goriilmiistiir. Nayak vd. (2023), fitokimyasallarla yiiklenmis nanopartikiillerin
otofajiyi indiikledigi ve noroinflamasyonu azalttigini belirtmistir. Rivastigmin ile birlikte
elektrospray yontemiyle kaplanan NAC yiiklii mikroigneler AH tedavisi i¢in alternatif bir
yaklasim olarak Onerilmistir (Monou vd., 2024). Ayrica, farkli hastalik modellerinde
(tiiberkiiloz, osteogenez, ototoksisite, disostoz) NAC’in nanopartikiil formda
uygulanmas1 ile ila¢ stabilitesinin, hiicresel alimin ve terapotik etkinligin arttigi
gosterilmistir (Chiesa vd., 2017; Puri vd., 2022; Hong vd., 2023; Zhu vd., 2019). Ayrica
donepezil (Cinar vd., 2022), memantin (Sanchez-Lopez vd., 2018) ve kurkumin (Fan vd.,
2018) gibi ajanlarin PLGA-PEG bazli sistemlerle kombine edilerek beyin hedefleme
etkinlikleri artirilmistir. Ek olarak kuersetin (Pinheiro vd., 2020), kurkumin (Huang vd.,
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2017) ve kafeik asit (Andrade vd., 2023) gibi antioksidan bilesiklerin de TfR hedefli farkli

nanosistemlerle beyne etkin sekilde taginabildigi gosterilmistir.

Sonug olarak, beyin dokusuna 6zgii, biyouyumlu ve hedefli ila¢ salimina imkan taniyan
nanotabanli tasiyici sistemlerin, AH’nin erken evrelerinden itibaren uygulanmasi,
hastalik progresyonunun yavaslatilmasi ve bilissel islevlerin korunmasinda yeni bir ¢igir
acabilir. Bu baglamda, KBB ge¢isini miimkiin kilan, 6zellikle TfR1 gibi reseptorlere
yonelen peptit temelli akilli nanopargacik sistemlerinin gelistirilmesi, AH tedavisinde

nanomedikal yaklasimin gerekliligini acikca ortaya koyar.
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2. TEZIN AMACI ve HIPOTEZI

AH, AP peptidlerinin 6zellikle oligomerik formlarinin neden oldugu ndronal toksisite,
oksidatif stres ve ndroinflamasyonla karakterize edilen, ilerleyici bir ndrodejeneratif
hastaliktir ve halen kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Bu siirecte artan ROS ve azalan
antioksidan savunma mekanizmalari, noéronal hasar1 siddetlendirerek hastaligin

patogenezinde kritik rol oynar.

NAC, glutatyon biyosentezini artiran, oksidatif stresi baskilayan ve proinflamatuar
sitokinlerin iiretimini azaltarak néroinflamatuar yanitlar1 modiile eden giicli bir
antioksidan ve anti-inflamatuar ajandir. Ancak, serbest formda uygulandiginda sinirh
biyoyararlanimi ve KBB’yi gecememesi, terapotik etkinligini kisitlar. Bu nedenle,
NAC’m biyobozunur ve biyouyumlu mPEG-PLGA polimerik nanopartikiiller i¢inde
enkapsiilasyonu, hem farmakokinetik profilini iyilestirme hem de kontrollii ve hedefe
yonelik salim saglama agisindan avantaj sunar. Ayrica, nanopartikiil yiizeyine TfR1
hedefleyen B6 peptidinin konjugasyonu, KBB'yi daha etkin gegis ve ndronlara 6zgiil

dagilim potansiyeli sunarak sistemin hedefleme kapasitesini artirabilir.

Bu baglamda, mMPEG-PLGA bazli nanopartikiiller i¢cinde enkapsiile edilen NAC, serbest
formuna kiyasla daha yiiksek biyoyararlanim ve stabiliteye sahip olup; B6 peptidi ile
yiizey modifikasyonu sonrast KBB’yi daha etkin gegebilir ve ABs2 oligomerlerinin neden

oldugu hiicresel toksisite, oksidatif stres ve noroinflamasyonu anlamli sekilde azaltabilir.

Belirtilen hipotez dogrultusunda, bu tez g¢alismasinda NAC’m yukarida belirtilen
terapotik Ozelliklerinin MPEG-PLGA temelli ve beyne hedeflendirilmis nanopartikiil
tastyici sistemi araciligiyla in vitro amiloid beta toksiistesi modelinde degerlendirilmesi
amaglanmistir.  Gelistirilen  sistemin  fizikokimyasal karakterizasyonu Yyoluyla
optimizasyonu, salim profili analizi, KBB gegis potansiyeli ile anti-oksidan ve anti-

inflamatuar etkilerinin kapsamli sekilde analiz edilmesi hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Sarf Malzemeler

Etken madde, kimyasallar ve sarf malzemeler: N-asetil sistein ( Sigma-Aldrich,
AT7250); Asetonitril (HPLC grade; Merck; Cas: 64-17-5); mPEG 2000 (Sigma-Aldrich);
Polietilen glikol metil eter; Toluen (Merck); Dibiitilkalay dilaurat; Diklorometan
(Merck); Maleik anhidrit (Sigma Aldrich); Benzoil peroksit (Merck); Hekzadiamin
(Merck); Tetrahidrofuran (Merck); Aseton (>% 99 saflikta; Isolab); 12—14 kDa seliiloz
asetat diyaliz membran;; EDAC  (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
hidrokloriir; Sigma Aldrich); 200 mesh karbon kapl bakir grid (Agar Scientific).

Polimerler ve peptidler: PLGA (Resomer RG-502, Sigma-Merck719889); B6 peptidi
(CGHKAKGPRK Elabscience); ApPi-42 peptidi (HFIP form, Bachem -7442).

Hiicre Kiiltiirii malzemeleri ve Kitler: %0.25 Tripsin/EDTA (Diagnovum; Kat. No:
D705); Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Diagnovum; Kat no: D0O11);
Fetal Bovine Serum (FBS; Diagnovum; Kat no: D154); Fosfat tamponlu salin (PBS;
Diagnovum; Kat no: D402); Dimetilsiilfoksit (DMSO; Isolab, Almanya; Cas no: 67-685
); CVDK-8 (Cell Viability Detection Kit-8; EcoTech Biotechnology; Kat no: CVDK-8);
JC-10 boyasi (Abcam; Kat no: ab112134); Total Oxidant Status (TOS) Kiti (Elabscience;
Kat no: E-BC-K802-M); Total Superoxide Dismutase (T-SOD) Aktivite Kiti
(Elabscience; Kat no: E-BC-K020-M); Total Glutathione (T-GSH) Kiti (Elabscience; Kat
no: E-BC-K097-M); ELISA Kitleri-Human IL-13 (BT LAB; Kat no: E0143Hu), IL-6
(BT LAB; Kat no: E0090 Hu) ve TNF-a (BT LAB; Kat no: EO082Hu); Kegi serum
cozeltisi (Jackson ImmunoResearch #005-000-001); NeuN primer antikoru (Medchem
Express Rabbit #YA272, HY-P80241); sekonder antikor (Elabscience Goat Anti-Rabbit
IgG (H+L), Elab Fluor® 647 konjugat (#E-AB-1075)); Fluoroshield with DAPI
(GeneTex GTX30920).
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3.1.2. Cihazlar

Kromatografi ve spektroskopi: Yiiksek performansl sivi kromatografi (HPLC) cihazi
(Shimadzu Prominence-i LC-2030C) ve C18 kolon (150 mm x 4.6 mm, 5 um); Fourier
Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR) cihazi (Agilent Cary 630); Proton Niikleer
Manyetik Rezonans Spektroskopisi (‘H NMR) (Agilent Unity Inova 500 MHz); Jel
Gegirgenlik Kromatografisi (GPC) i¢in TSK-Gel GMHHR-M kolonu (Tosoh
Bioscience).

Fiziksel karakterizasyon cihazlari: Zetasizer Nano ZS (Malvern); Taramali gegirimli
elektron mikroskobu (STEM) (Quattro S, Thermo Scientific); Ultracentrifuge (Beckman

Coulter); Masaiistii santrifiij (Thermo Fisher Scientific).

Hiicresel analiz cihazlari: Mikroplaka okuyucu (Multiskan GO, Thermo Fisher
Scientific); Floresan mikroplaka okuyucu (BioTek Instruments); Akim sitometrisi sistemi
(NovoCyte, Agilent); Konfokal mikroskopi sistemi (Zeiss, PRIMOVERT; Model: MCO-
18AC).
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. NAC’mn analitik yonteminin gelistirilmesi ve validasyonu

NAC miktar tayini, formiilasyonlardaki dogruluk ve giivenilirligin saglanmasi agisindan
kritik oneme sahiptir. Analiz yonteminin dogru ve kesin olmasi durumunda bu dogrulama
islemine analitik validasyon denir. Bu ¢alismada gelistirilen analitik yontem, Uluslararasi
Harmonizasyon Toplulugu (ICH) Q2 (R1) yonergeleri gergevesinde valide edilmistir
(ICH, 2023). Yontem validasyonu kapsaminda sistem uygunluk, dogrusallik, teshis ve
tayin smiri, dogruluk, Kkesinlik, tekrar {iretilebilirlik ve segicilik parametreleri

degerlendirilmistir.

3.2.2. Analitik yontem kosullar:

NAC tayininde Shimadzu Prominence-I LC-2030C model HPLC cihazi ve C18 kolonu
(150 mm x 4.6 mm, 5 pm) kullanilmistir. NAC, distile suda 500 pg/mL (ppm)
konsantrasyonunda ¢oziindiiriilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hareketli faz olarak %10
asetonitril ve %90 1 mM KH2PO. (pH=3.0) ¢6zeltisi izokratik kosullarda kullanilmustir.
Kolon sicaklig1 25°C, akis hiz1 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi ise 20 pL olarak belirlenmistir.

NAC i¢in analiz dalga boyu maksimum absorbans gosterdigi 213 nm olarak se¢ilmistir.

3.2.3. Sistem uygunluk

Kromatografik analizlerde yontemin istenilen kesinlik ve dogrulukta degerlendirilmesi
i¢in incelenir. Sistem uygunluk, analizi yapilan maddenin pik yiiksekligi, alikonma stiresi
yada pik alanina bagl standart sapma, teorik tabaka sayisi, kuyruklanma faktorii, asimetri
faktori, secicilik faktorii gibi parametrelerinin  test edilmesidir. Siralanan
parametrelerden en az iki tanesi degerlendirilmelidir (Bose, 2014). Calismada sistem
uygunluk parametrelerinden alikonma siiresi ve pik alan1 6 tekrar olacak sekilde

incelenmistir.
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3.2.4. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi, deneysel ¢calismalarda elde edilen bulgularin dogrudan ya
da dolayli olarak madde konsantrasyonu ile orantili olmasi durumudur (ICH, 2023).
Analitik yontemin konsantrasyonla (5, 10, 25, 50, 100, 200, 300 ve 500 ppm) orantili
sinyal verdigini gostermek amaciyla, 5-500 ppm araliginda sekiz farkli konsantrasyonda
standart c¢Ozeltiler hazirlanarak ticer tekrar analiz edilmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda kalibrasyon egrisi olusturulmus ve determinasyon Kkatsayisi (R2?)

hesaplanmustir.

3.2.5. Dogruluk

Yontemin dogrulugu, NAC’1n farkli konsantrasyonlariyla (50, 200, 500 ppm) hazirlanan
orneklerin % geri kazanim degerleriyle belirlenmistir (ICH, 2023). Her bir konsantrasyon
icin 5 tekrar yapilmig, % geri kazanim oranlar ile birlikte SS ve %BSS degerleri

hesaplanmustir.

3.2.6. Kesinlik

Gelistirilen analitik yontemin kesinligi, ayni homojen Ornekten elde edilen Olgiim
sonuglarinin birbirine yakinligini ifade eder. Kesinlik; yontemin tekrarlanabilirlik, ara
kesinlik ve tekrar elde edilebilirlik 6zelliklerini kapsamaktadir (ICH, 2023). Bu ¢alismada
NAC analizine yonelik yontemin kesinligini degerlendirmek amaciyla, tekrarlanabilirlik
ve tekrar elde edilebilirlik analizleri gergeklestirilmistir. Tekrar elde edilebilirlik
analizinde, 100 ppm konsantrasyondaki ornekler iki farkli analist tarafindan bagimsiz
olarak hazirlanmis ve Olglimler arka arkaya gergeklestirilmistir. Tekrarlanabilirlik
analizinde ise, farkli zamanlarda hazirlanan 50 ppm konsantrasyonundaki 6rnekler ardigik
sekilde analiz edilmistir. Her iki analizde de 6 tekrarli olacak sekilde Ornekler

hazirlanms, elde edilen veriler tizerinden SS ve %BSS degerleri hesaplanmustir.
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3.2.7. Ozgiinliik ve secicilik

Analiz edilen numunenin formiilasyondaki bilesenlerle uygunlugunun belirlenmesidir
(ICH, 2023). Yontemin segiciligi, NAC icermeyen bos nanopartikiil formiilasyonlarinin
ve tasiyici bilesenlerin ayr1 ayri analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Elde edilen

kromatogramlar karsilastirilarak NAC ile yapabilecegi girisim degerlendirilmistir.

3.2.8. Teshis simir1 ve miktar tayini

Y ontemin duyarliligy, teshis sinir1 (LOD) ve miktar tayini (LOQ) i¢in kullanilan degerleri
ile belirlenmistir. LOD, analit sinyalinin arka plan giiriiltiisiine kiyasla yaklasik 3 kat daha
yiiksek oldugu en diisiik tespit seviyesidir. LOQ ise, analitin kantitatif olarak giivenilir
sekilde belirlenebildigi ve sinyalin giiriiltiiye yaklasik 10 kat oranla iistiin oldugu en
diisiik konsantrasyon diizeyidir (ICH, 2023). Burada o, kalibrasyon egrisinin y-Kesisim

noktasinin standart sapmasi; S ise egrinin egimi olarak alinmistir.

LOD=3,3x(c/8S) LOQ =10 (c/8)

3.3. Polimerlerin sentezlenmesi ve karakterizasyon calismalari

3.3.1. Polimerlerin sentezlenmesi

3.3.1.1. MPEG-PLGA polimerinin sentezlenmesi

Bu calismada nanopartikiil formiilasyonu i¢in kullanilan polimer, RG-502 ticari adiyla
temin edilen, PLGA kopolimeridir. Bu polimer, laktik asit ve glikolik asidin 50:50 mol
oraninda rastgele kopolimerizasyonu ile elde edilir. Ortalama molekiiler agirlig1 yaklasik
7.000-17.000 Da (diisiik molekiil agirlikli) olan bu form, yliksek ¢oziiniirliigii ve iyi
biyolojik uyumlulugu sayesinde, ila¢ tasiyict nanopartikiil sistemlerinin iiretiminde
yaygin olarak tercih edilir (Park vd., 2020a). PLGA 50:50, hidrojen iyonu varliginda ve

fizyolojik kosullarda ester baglarinin hidrolizi ile su ve CO-’ye ayrisarak biyobozunur bir
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yap1 sergiler. Ayrica bu oran, kontrollii ilag salim sistemlerinde verimli salim profili
saglamasiyla one ¢ikar. Diisiik molekiil agirlikli yapisi sayesinde daha hizli degradasyona
ugrar ve bu da terapétik uygulamalarda avantaj saglar (Martin-Banderas vd.,2012; Sun
vd., 2022).

Bu amagla PLGA polimeri, metoksi u¢ grubu iceren PEG (mPEG 2000) ile dibiitilkalay
dilaurat katalizorliigiinde blok kopolimer olarak sentezlenmistir. Bu iglem sirasinda,
PLGA'min karboksil u¢ grubu ile PEG’in hidroksil grubu arasinda ester baglar
olusturulmustur. Reaksiyon i¢in PLGA ve polietilenglikol metil eter (PEG-OCH3) 1:1
mol oraninda tartilmis ve 15 mL toluen igerisinde ¢6ziindiirilmiustiir. Elde edilen ¢6zelti;
karistirici, sogutucu ve inert gaz gecisi saglayan 500 mL'lik 5 boyunlu cam reaktor
sistemine aktarilmistir. Reaksiyon ortamina 2 mg dibiitilkalay dilaurat eklenmis ve islem
114 °C’de, 250 rpm’de, azot atmosferi altinda 8 saat siirdiiriilmiistiir. Reaksiyon sonrasi
toluen rotary evaporator ile uzaklagtirilmig; kalinti 20 mL diklormetan (DCM) iginde
coziilerek 60 °C’de karistirillan distile suya eklenmistir. DCM’nin emiilsiyondan
buharlasma yontemiyle u¢urulmasinin ardindan, siispansiyon 8000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen mPEG-PLGA {riinii liyofilize edilerek -20 °C’de
saklanmistir (Li vd., 2001; Park vd., 2020Db).

3.3.1.2. MPEG-PLGA-MA polimerinin sentezlenmesi

Elde edilen mPEG-PLGA kopolimeri, iki ayri bag iceren fonksiyonel bir grup
kazandirmak amaciyla maleik asit ile modifiye edilmistir. Bu modifikasyon, polimer
zincirine reaktif bir alken grubu ekleyerek sonraki konjugasyon reaksiyonlarina uygun
bir ortam saglamistir. Maleik anhidrit (MA) ile modifikasyon (maleatlama) islemi i¢in
MPEG-PLGA, MA ve benzoil peroksit (BPO), sirasiyla 1:10:0.2 mmol oraninda yaklasik
10-15 mL DCM igerisinde ¢oziilmiistiir. Homojen karigim elde edildikten sonra DCM,
vakum altinda uzaklastirilmistir. Geriye kalan karisim, azot atmosferi altinda 100+1
°C’de 16-17 saat reaksiyona birakilmistir. Reaksiyon sonunda sistem oda sicakliina
kadar sogutulmus ve i¢erisinden 50°C’de sicak su gecirilerek temizlenmistir. Elde edilen

MPEG-PLGA-MA iiriinii kurutularak -20 °C’de saklanmustir.
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3.3.1.3. MPEG-PLGA-MA-NH: polimerinin sentezlenmesi

Peptid baglanmasina olanak taniyacak amin gruplarmin polimerin ylizeyine
kazandirilmas1 i¢in hekzadiamin (HDMA) ile niikleofilik ekleme reaksiyonu
gergeklestirilmistir. Boylece mMPEG-PLGA-MA yapisi, ugta serbest bir amin grubu
icerecek sekilde fonksiyonellestirilmis ve peptid konjugasyonu ig¢in aktif hale
getirilmistir. Bu amagla mPEG-PLGA-MA ve HMDA, agirlik¢a %3 olacak sekilde ayr1
ayr1 tetrahidrofuran (THF) igerisinde hazirlanmistir. HMDA ¢ozeltisi, karistirilmakta
olan MPEG-PLGA-MA ¢ozeltisine 20 °C’nin altinda damla damla eklenmis, ardindan
karisim 10 dakika bu sicaklikta, daha sonra 30 dakika oda sicakliginda karistirilmastir.
Olusan iiriin soguk distile su igerisinde ¢oktiiriilmiis ve 5000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Uriin birkac kez distile suyla yikandiktan sonra vakum altinda dondurularak kurutulmus

ve -20 °C’de saklanmustir.

Bu c¢ok basamakli sentez yaklasimi, hem hidrofilik-hidrofobik dengeyi saglayarak
nanopartikiil olusumunu kolaylagtirmakta hem de ylizey fonksiyonellestirmesi ile

hedeflenmis ilag tasima sistemlerinin gelistirilmesine olanak tanimaktadir.

3.3.2. Sentezlenen polimerlerin karakterizasyonlari

3.3.2.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

Fonksiyonel gruplarin tayini amaciyla FT-IR analizi gergeklestirilmistir. Ornekler, 1/200
oraninda potasyum bromiir (KBr) ile seyreltilerek tablet formunda hazirlanmis ve spektral

6l¢timler 4000400 cm™* dalga boyu araliginda alinmistir (Li vd., 2001).

53



3.3.2.2. Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi

Polimer zincirlerinin yapisal dogrulamasi igin 'H-NMR analizi yapilmistir. Ornekler,
kloroform-d (CDCls) ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek 25 °C’de analiz edilmistir (Li vd.,
2001; Wei vd., 2014).

3.3.2.3. Jel Gegirgenlik Kromatografisi / Boyutlarma Gore Ayirma
Kromatografisi

Polimerlerin agirlikca ortalama molekiil agirliklart (Mw), sayica ortalama molekiil
agirliklar1 (Mn) ve polidispersite indeksi (PDI = Mw/Mn) degerlerinin belirlenmesi
amactyla GPC-SEC analizi yapilmistir. Olgiimler, 1 mL/dk akis hizinda ve tasiyici faz
olarak THF ortaminda gergeklestirilmistir. Diferansiyel kirilma indeksi (dRI) detektorii
yardimiyla spesifik dn/dc degeri (0.045 mL/g) belirlenmis, mutlak molar kiitle ve
dagilimi ise mini-DAWN c¢ok agili 151k sagilimi (MALS) detektorii ile olgilmiistiir.
Analiz 6ncesinde iirlinler, gece boyunca 5 mg/mL derisimde kloroform i¢inde ¢oziilmiis,

ardindan 0,22 pym membran filtreden siiziilerek 6l¢ltime hazir hale getirilmistir.

3.4. Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve karakterizasyon analizleri

Bu ¢alismada gelistirilen NP formiilasyonlar1 agagida belirtilmistir.

e MPLGA-PEG-NH:2 (NP)

e FITC yiiklii mMPLGA-PEG-NH. (FITC-NP)

e NAC yiiklii B6-FITC peptidi ile konjuge mMPLGA-PEG-NH: (FITC-B6-NP)
e NAC yiiklii B6 peptidi ile konjuge mPLGA-PEG-NH, (NAC-B6-NP)

Nanopartikiil formiilasyonlari, nano¢oktliirme yontemiyle hazirlanmistir (Akay vd.,
2020). Oncelikle, mPEG-PLGA-MA-NH: polimeri ve NAC, 15 mL aseton igerisinde
sirastyla 50:20, 40:20 ve 25:20 (a/a) oranlarinda ¢ozlilmiistiir. Elde edilen organik faz,
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manyetik karistiricida 300 rpm hizla donen 10 mL distile suya damla damla ilave
edilmistir. Karisim 30 dakika boyunca karistirildiktan sonra, ¢oziicii diisiik basing altinda
vakumla uzaklastirilmistir. Olusan nanopartikiil dispersiyonu, 45.000 rpm'de ve 4 °C’de
1 saat siireyle ultrasantrifiij edilmistir. Elde edilen pellet, distile su i¢inde disperse

edilerek karakterizasyon analizlerine tabi tutulmustur.

[1k iretim kosullarinda elde edilen partikiil boyutlar1 hedef aralikta olmadigindan, sonraki
denemeler buzlu ortamda gergeklestirilmis ve bu sekilde daha uygun fiziksel 6zelliklere

sahip formiilasyonlar elde edilmistir.

En uygun sonug veren 25 mg polimer: 20 mg ilag oranina sahip formiilasyona, B6 peptidi
konjuge edilmistir. Oncelikle konjugasyon islemi icin, NAC yiiklii mPEG-PLGA-NH.
nanopartikiilleri buzlu ortamda hazirlanmistir. Ayri ayr1 ultra saf suda ¢oziinen EDAC ve
B6 peptidi (her biri 1 mg/mL) nanopartikiil dispersiyonuna sirasiyla eklenmistir. EDAC
ile aktivasyon iglemi buzlu ortamda 45 dakika boyunca siirdiiriilmiis; ardindan
formiilasyona gére B6 ve B6-FITC peptidi ilave edilerek karisim 2,5 saat daha buzlu

ortamda karigtirilmistir.

Formiilasyonlar hazirlandiktan sonra, her basamakta ortamin pH degeri dl¢iilmiis ve pH
artiginin partikiil boyutu (PB), polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli (ZP)
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Son pH degeri 6.8’in altinda elde edilen

nanopartikiillerde enkapsiilasyon verimi de ayrica analiz edilmistir.

Hiicresel alim ve KBB gegisi deneylerinde kullanilmak iizere FITC yiikleme ¢aligmalari
gergeklestirilmistir.  FITC, yukarida tanimlanan yontem ile mPEG-PLGA-NH:
nanopartikiillerine yliklenmis ve elde edilen dispersiyon 45.000 rpm’de, 4 °C’de 1 saat
boyunca ultrasantrifiij edilmistir. Elde edilen pellet, distile suda disperse edilerek
karakterizasyon analizine tabi tutulmustur. Yiiklenen FITC miktarimin belirlenmesinde,

sipernatanttan alinan 6rnekler UV—Vis spektrofotometre ile analiz edilmistir.

3.4.1. Nanopartikiillerin boyut, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli él¢iimleri

Bu olgiimler, nanopartikiillerin fiziksel stabilitesini degerlendirmek ve formiilasyon

parametrelerinin partikiil 6zelliklerine etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. PDI
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degerinin <0.2 olmasi, monodispers bir dagilimin gostergesi olarak kabul edilmistir

(Danaei vd., 2018).

Hazirlanan nanopartikiillerin ortalama hidrodinamik cap1 (partikiil biiyiikliigii, PB) ve
PDI, yeniden distile suda disperse edilen pelletlerin DLS yOntemiyle analiz edilmesiyle
belirlenmistir. ~ Olgiimler, 25°C  sicaklikta  Zetasizer cihazt  kullanilarak
gergeklestirilmistir. ZP degerleri de ayni cihazla, 6zel 6l¢iim kiivetlerinde ve 90° sagilma
acisinda Ol¢iilmiistir (Koopaei vd., 2014). Bu olgiimler, nanopartikiillerin fiziksel
stabilitesini degerlendirmek ve formiilasyon parametrelerinin partikiil o6zelliklerine
etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. PDI degerinin <0.2 olmasi, monodispers bir

dagilimin gostergesi olarak kabul edilmistir (Danaei vd., 2018).

3.4.2. Enkapsiilasyon etkinligi ve ilag¢ yiikleme kapasitesi analizleri

NAC-B6-NP formiilasyonlarinin enkapsiilasyon verimliligi (%EE) ve ilag yiikleme
kapasitesi (%YK) analizleri i¢in, nanopartikiiller Boliim 3.3’te tanimlanan prosediire gore
hazirlanmistir.  Elde edilen dispersiyon 45.000 rpm’de, 4°C’de 1 saat siireyle
ultrasantrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen slipernatanttan 1 mL 6rnek alinarak,
kapsiilleme dis1 kalan NAC miktar1 indirekt olarak HPLC yontemiyle analiz edilmistir
(Li vd., 2012). Bu analizler, ilag tasima sisteminin etkinligini belirlemede temel
parametreler olarak degerlendirilmistir. Asagida verilen formiiller kullanilarak EE ve YK

hesaplanmaistir:

Toplam NAC miktari—Serbest NAC miktar:

x100
Toplam NAC miktari

% Enkapsiilasyon Etkinligi =

Enakpstile NAC Miktar1

% Yukl Etkinligi =
o Yikleme Etkinligi Toplam Agirlik (NAC ve Polimer) X

100
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3.4.3. Nanopartikiillerin morfolojik analizi

NAC-B6-NP’lerin yiizey morfolojilerinin degerlendirilmesi amaciyla taramali gegirimli
elektron mikroskopisi (STEM) analizi gergeklestirilmistir. Caligma, Tiirk-Alman
Universitesi-Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarinda, Thermo Scientific
Quattro S model taramali elektron mikroskobu kullanilarak, STEM modu altinda

gerceklestirilmistir.

Analiz 6ncesinde, nanopartikiil siispansiyonlar1 1/100 oraninda seyreltilmis ve ardindan
orneklerden 5 pL kadar hacim alinarak 200 mesh karbon kapli bakir grid {izerine
damlatilmigtir. Gridler oda sicakliginda kurutulmus, herhangi bir kaplama islemi (6rnegin
altin veya karbon spattering) uygulanmamistir. Kurutma isleminin ardindan numuneler
yiiksek vakum kosullarinda STEM modunda incelenmistir. Bu analiz, partikiillerin sekli

ve homojenligi hakkinda nitel bilgi saglamaktadir.

3.4.4. Nanopartikiillerin ila¢ salim profil analizi

NAC-B6-NP dispersiyonlarinin ve serbest NAC siispansiyonunun in vitro ilag salim
profili, diyaliz yontemi kullanilarak belirlenmistir (Muthu & Singh, 2009). Her bir
formiilasyon i¢in 1 mL 6rnek, 12—14 kDa molekiiler agirlik kesim degerine sahip seliiloz
asetat diyaliz torbalarina yiiklenmistir. Membranlar, deney oncesi bir gece boyunca PBS
icinde bekletilerek temizlenmistir. Deneyler pH =7.4’te fosfat tamponu (PBS) iceren 50
mL ortamda, 37 °C sicaklikta ve 100 rpm karistirma hizinda gergeklestirilmistir. 0.5, 1,
2,4, 6,8, 10, 12 ve 24. saatlerde 2 mL Ornek alinmis ve alinan hacim kadar taze PBS
eklenerek sink kosulu saglanmistir. Orneklerdeki NAC miktar1, validasyonu yapilmus

HPLC yontemiyle analiz edilmistir.

3.45. Serum ortaminda stabilite analizi

NAC-B6-NP formiilasyonlarinin biyolojik ortamlardaki stabilitesi 3 farkli ortamda
degerlendirilmistir: (i) PBS (pH= 7.4), (i1) %50 fetal bovine serum (FBS) igeren DMEM
ve (ii1) FBS icermeyen DMEM. Deneyler, 37 °C sicaklikta ve 100 rpm karistirma hizinda
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0.5, 1, 2, 4 ve 24. saat zaman noktalarinda yiiriitiilmiistiir (Huang vd., 2009). Her zaman
noktasinda alinan 6rneklerde PB, PDI ve ZP degerleri DLS yontemi ile analiz edilmistir.
Bu calisma, sistemin serum proteinleriyle etkilesimi ve fiziksel kararliligi hakkinda 6n

bilgi saglamaktadir.

3.4.6. Nanopartikiillerin sterilizasyonu

Nanopartikiil formiilasyonlarinin sterilizasyonu, ultraviyole (UV) 15181 altinda 15 dakika
sireyle gerceklestirilmigtir. UV uygulamasi1 sonrast PB, PDI ve ZP degerleri
karsilastirmali olarak oOlgiilerek, sterilizasyon isleminin nanopartikiil karakteristikleri
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir (Tapia-Guerrero vd., 2020). Bu islem, nanopartikiil

yapisinin UV 1s181na kars: fiziksel stabilitesini ortaya koymak agisindan 6nemlidir.

3.5. In vitro Cahismalar

AH’de goriilen AP kaynakli norotoksisiteyi modellemek amaciyla, insan néroblastom
hiicre hattt SH-SY5Y (ATCC, CRL-2266) kullanilmistir. Bu hiicrelere ticari olarak temin
edilen APa42 peptidi oligomer formunda uygulanmais; oksidatif stres ve inflamasyon gibi
noropatolojik siireglerin in vitro taklidi saglanmistir. Ardindan, serbest NAC ve NAC
yiiklic B6-peptit konjuge nanopartikiiller (NAC-B6-NP) hiicrelere uygulanarak anti-
oksidan ve anti-inflamatiar potansiyelleri degerlendirilmistir. Tiim deneyler en az ii¢

bagimsiz tekrarla gerceklestirilmistir.

3.5.1. Hiicre kiiltiiriiniin gerceklestirilmesi

SH-SYSY hiicreleri, %15 FBS ve %] penisilin/streptomisin igeren DMEM besiyerinde,
37 °C sicaklik ve %5 COs: igeren nemlendirilmis inkiibatorde kiiltiirlenmistir. Hiicreler

%70-80 konfluansa ulagtiginda %0.25 tripsin/EDTA ile ayristirilmis ve kiiltlir ortaminda
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inhibe edilerek santrifiij sonrasi yeniden ekim i¢in hazirlanmistir. Ekim islemleri T-25

flasklar ve 6, 12, 96 kuyucuklu plaklara uygun hiicre yogunlugunda gerceklestirilmistir.

3.5.2. NAC ve nanopartikiillerin hiicre canlihi@ina etkisinin belirlenmesi

Nanopartikiil uygulamalarinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini degerlendirmek
amaciyla, CVDK-8 (Ecotech Biotech) hiicre canlilik analiz Kkiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu test, tetrazolyum tuzlarmin canli hiicrelerdeki mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri tarafindan rediiklenmesiyle suda ¢6ziiniir mor renkli formazan
tiirevlerine doniigmesini esas alir. Olusan formazanin miktari, hiicre sayisi ile dogru

orantil1 olup, mikroplaka okuyucuda 450 nm’de Slgiiliir (Sanli vd., 2020).

96 kuyucuklu kiiltiir tabaklarinda biiytitiilen hiicrelere, farkli konsantrasyonlardaki bos
NP (kontrol) ve NAC-B6-NP 24 saat siireyle uygulanmustir. Inkiibasyonun ardindan her
bir kuyucuga CVDK-8 reaktifi eklenmis ve 3 saatlik inkiibasyonun sonunda absorbans
degerleri mikroplaka okuyucu kullanilarak kaydedilmistir. Ayni1 zamanda serbest
formdaki NAC da farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanarak sitotoksik etkisi

degerlendirilmis ve optimum doz belirlenmistir.

3.5.3. Nanopartikiillerin hiicre icine alimi

Nanopartikiillerin hiicre i¢i alim etkinligini belirlemek amaciyla, Boliim 3.4.’te belirtilen
FITC nanopartikiil formiilasyon gruplar1 veya FITC-NP ve NAC-B6-FITC-NP
kullanilmistir.  SH-SYSY hiicreleri 12 kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre/mL
yogunlugunda ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda hiicreler 25 pg/mL
konsantrasyonda nanopartikiillerle 24 saat boyunca muamele edilmistir. inkiibasyon
sonunda hiicreler tripsinizasyonla toplanarak PBS ile yikanmis ve +4 °C’de muhafaza
edilmistir (Zhang vd., 2014). Hiicre i¢i nanopartikiil alimi, FITC floresan sinyali
tizerinden akim sitometrisi (NovoCyte) kullanilarak degerlendirilmistir. Bu yontem ile

uygulanan nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim diizeyi kantitatif olarak belirlenmistir.
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3.5.4. ApPa2 oligomer toksisitesinin modellenmesi

AH’nin temel patofizyolojik bileseni olan ABs2 peptidi, monomer formdan oligomer,
protofibril ve fibril formlarina doniisiir. Literatiirde, bu agregasyon siirecindeki AB420, en
toksik form olarak tanimlanir ve norotoksisite modellerinde 6zellikle tercih edilir (Hardy

& Selkoe, 2002).

Bu calismada, hexafluoroisopropanol (HFIP) ile islenmis liyofilize Ai-s2 peptidi,
dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde 1 mM stok ¢ozelti olarak hazirlanmis ve
oligomerizasyon amaciyla, fenol kirmizis1 igermeyen DMEM ortaminda 5, 10, 20, 50 ve
100 uM konsantrasyonlarda +4 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. HFIP iglemi, -
tabaka olusumunu engelleyerek Af42 monomerlerinin ¢oziiniir halde kalmasini saglar ve
oligomerizasyonun kontrollii bi¢imde baslatilmasina olanak tanir (Stine vd., 2003).
Uygulanan bu oligomerizasyon yontemi, literatiirde etkinligi kanitlanmis ve verimli
oldugu gosterilmis bir protokol olup, bu yontemle olusturulan AP420’larin hiicre kiiltiirti
ortaminda en az bir hafta boyunca oligomerik formda kararliligin1 korudugu bildirilmistir

(Stine vd., 2003; Stine vd., 2011; Gibbs vd., 2019).

Elde edilen ABa420 hiicrelere uygulanarak toksik etki degerlendirilmis ve 24 saat sonra
hiicre canliligi Olcililerek doz-yanit egrileri olusturulmustur. I1Cso degeri, logaritmik
konsantrasyonlara kars1 hiicre canlilig1 yiizdeleri kullanilarak ¢izilen egri iizerinden, dort

parametreli lojistik (4PL) non-lineer regresyon modeli ile hesaplanmustir.

APs0 formlarimin morfolojik olarak degerlendirilmesi amaciyla STEM analizi
gerceklestirilmistir. Bu amagla, hazirlanan 10 uM A oligomer ¢6zeltisi, 1/1000 oraninda
seyreltilmis, ardindan 200 mesh karbon kapli bakir grid iizerine damlatilarak kurutulmus
ve analiz i¢in uygun hale getirilmistir. Numunelere herhangi bir kaplama islemi
uygulanmamis; goriintiileme islemleri, yliksek vakum kosullar1 altinda yuriitiilmiistiir.
Analiz farkli biiyiitme seviyelerinde gerceklestirilmis olup, AP oligomerlerinin

morfolojik 6zellikleri ve agregasyon diizeyleri nitel olarak degerlendirilmistir.
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3.5.5. NAC ve NAC-B6-NP’nin A4z toksisitesi olusturulmus hiicrelerde hiicre

canhhgina etkisinin belirlenmesi

Toksisite modeli olusturulduktan sonra, APs20 ile muamele edilen hiicre gruplarina,
Boliim 3.4.2°de belirlenen doz araliklarinda serbest NAC ve NAC-B6-NP’ler 24 saat
stireyle uygulanmis ve hiicre canliligina etkileri analiz edilmistir. NAC’mn toksisiteyi
azaltma potansiyelini degerlendirmek amaciyla, ECso degeri 4PL non-lineer regresyon
yontemiyle belirlenmistir. Bu analiz, formiilasyonun noroprotektif etkinligini ortaya

koymada kritik rol oynamaktadir.

3.5.6. Oksidatif stresin belirlenmesi

AH’de APs20 birikimi ROS iiretimini artirarak hiicre i¢i oksidatif stresin artmasina yol
acar. Bu artis, noronal dejenerasyonu hizlandirarak hastaligin patofizyolojisine katki
saglar (Sultana vd., 2013). Oksidatif stres, 6zellikle ABaz0 birikiminin oldugu bdlgelerde
belirgin sekilde artis gosterir ve tedaviye yonelik yaklagimlarda 6nemli bir hedef olarak
degerlendirilir. Total oksidan seviyesinin (TOS) tayini, Erel (2005) tarafindan gelistirilen
kolorimetrik yontemle gerceklestirilmistir. Bu yontemde orneklerdeki oksidan
molekiiller (Fe*?), ferrik iyonlarla (Fe*®) reaksiyona girerek mavi-mor bir kompleks
tretmek i¢in ksilenol turuncusuyla yiiksek oranda baglanir ve bu kompleksin absorbansi

590 nm dalga boyunda 6lg¢iiliir.

Bu calismada, APs20 ile indiiklenen oksidatif stresin azaltilmasinda serbest NAC ve
NAC-B6-NP etkilerini belirlemek amaciyla TOS analizi yapilmistir. Hiicreler 6
kuyucuklu kiiltlir plakalarina 2x10° hiicre/mL yogunlugunda ekilerek 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler, 10 uM APa20 ile 24 saat siireyle muamele
edilerek toksisite indiiklenmistir. Bu islemi takiben, hiicrelere 10 mM serbest NAC ve 25
ug/mL NAC-B6-NP uygulanmis ve hiicreler 24 saat daha inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda kiiltiir medyumu uzaklastirilms, hiicreler PBS ile yikanmis ve
hiicre kaziyici yardimiyla toplanmistir. Hiicreler dondurulup (-80 °C) ¢oziilerek (37 °C)
lizis edilmis, ardindan 2000 g’de 20 dakika santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatantlar

analiz i¢in ayrilmistir.
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Oncelikle standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve drneklerle birlikte mikroplaka kuyucuklarina
yerlestirilmistir. Her bir kuyucuga kromojenik reaktif eklenerek ilk absorbans degeri (A1)
kaydedilmis, ardindan substrat ilave edilerek plakalar 37 °C’de 5 dakika inkiibe edilmis
ve ikinci absorbans degeri (A2) dl¢iilmiistiir. Kit protokoliine uygun sekilde TOS degeri
hesaplanmistir. Elde edilen oksidan seviye sonuglari, her 6rnek i¢in Bradford protein
tayin yontemiyle belirlenen toplam protein miktarina normalize edilmistir. Boylece hiicre

basina diisen oksidatif yiik karsilastirmal1 olarak degerlendirilmistir.

3.5.7. Superoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

SOD, hiicresel diizeyde olusan siiperoksit anyonlarmin (O:") detoksifikasyonunu
saglayan baslica antioksidan enzimlerden biridir. Bu enzim, siiperoksit radikallerini H2O-
ve O:’ye dontistiirerek hiicre ici oksidatif stres diizeylerini azaltir ve redoks dengesinin
korunmasina katki saglar (Halliwell & Gutteridge, 2015). AH gibi ndrodejeneratif
hastaliklarda, SOD aktivitesinin azalmasi1 veya etkisiz hale gelmesi oksidatif hasarin

artmasina neden olmaktadir.

Bu calismada, ABas20 ile toksisite olusturulan hiicrelerde, serbest NAC ve NAC-B6-NP
uygulamalari sonrasinda SOD aktivitesindeki degisimleri degerlendirilmistir. Hiicreler 6
kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/mL yogunlugunda ekilerek 24 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan 10 uM APa0 ile 24 saat siiresince muamele edilerek toksisite modeli
olusturulmustur. Bu islemi takiben, hiicreler 24 saat boyunca 10 mM serbest NAC ve 25
ng/mL NAC-B6-NP ile tedavi edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler PBS ile yikanmus,
hiicre kaztyici kullanilarak toplanmis ve dondur-¢6z yontemi ile lizise ugratilmistir. Elde
edilen hiicre lizati 2000 g’de 20 dakika santrifiijlenmis, siipernatantlar analiz i¢in

ayrilmistir.

Kit icerigine uygun olarak substrat ve enzim ¢ozeltileri hazirlanmig, ornekler 96
kuyucuklu mikroplakalara aktarilmis ve 37°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu
cihaz ile 6l¢iilmiistiir. Toplam protein miktarlart Bradford yontemi ile belirlenmis ve SOD
aktivitesi iiretici protokoliine uygun sekilde degerlendirilmistir. Bu analiz, NAC ve NAC-
B6-NP uygulamalarinin néronal antioksidan savunma tizerindeki etkilerini nicel olarak

degerlendirme agisindan onemli bir parametre olarak kullanilmistir.
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3.5.8. Mitokondriyal disfonksiyon analizi

AH patogenezinde A birikiminin mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina neden oldugu
ve bunun sonucunda enerji iiretiminin bozuldugu, ROS biriktigi ve hiicresel oliim

siireclerinin aktive oldugu bilinir (Li vd., 2018).

Bu calismada, AP420 ile olusturulan toksisite modeli sonrasinda mitokondriyal membran
potansiyelindeki degisiklikleri degerlendirmek amaciyla JC-10 floresan boyasi
kullanilmistir.  JC-10, saglikli mitokondrilerde agregat formda birikerek kirmizi
(emisyon=590 nm) floresans yayarken, membran potansiyeli bozuldugunda monomerik
forma dontiserek yesil (emisyon=525 nm) floresans yayar. Bu 0Ozellik sayesinde,
mitokondriyal disfonksiyon diizeyi kirmizi/yesil floresans orani ile kantitatif olarak

degerlendirilir (Younes vd., 2021).

Hiicreler 96 kuyucuklu, seffaf tabanli siyah mikroplakalara 4x10* hiicre/kuyu
yogunlugunda ekilmis ve 24 saat boyunca 10 uM AP0 uygulanarak mitokondriyal
toksisite indiiklenmistir. Ardindan, 10 mM serbest NAC ve 25 pg/mL NAC-B6-NP ile
24 saat boyunca tedavi uygulanmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, kit protokoliine uygun
olarak JC-10 boyast ile hiicreler muamele edilmistir. 37 °C’de 30 dakika inkiibasyonun
ardindan, floresans emisyonlar1 mikroplaka okuyucu cihazda ex/em=490/525 nm ve
540/590 nm dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir. Elde edilen verilerle kirmizi/yesil floresans
oranlar1 hesaplanmis ve gruplar arasi1 karsilagtirmalar yapilarak mitokondriyal

disfonksiyon diizeyi degerlendirilmistir.

3.5.9. Total glutatyon seviyesinin belirlenmesi

GSH, hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasinda ve oksidatif stresin baskilanmasinda
temel rol oynayan tripeptid yapisinda bir antioksidandir. AH modellemelerinde,
APa20’nun hiicrelere verdigi oksidatif hasar sonucunda GSH seviyelerinde diisiis
gozlemlenir ve bu durum hiicresel savunma mekanizmalarinin zayiflamasina yol agar

(Sultana vd., 2013).
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Bu calismada, APs20 toksisitesi olusturulan hiicrelerde serbest NAC ve NAC-B6-NP
uygulamalarinin GSH diizeylerine etkisi kolorimetrik yontemle degerlendirilmistir.
Hiicreler, 6 kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/mL yogunlugunda ekilmis; 24 saat boyunca
10 uM AP0 ile inkiibe edilerek toksisite olusturulmustur. Ardindan 24 saat boyunca 10
mM serbest NAC ve 25 pg/mL NAC-B6-NP uygulanmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kiiltiir medyumu uzaklastirilmis, hiicreler PBS ile yikanarak
kaziyic1 yardimiyla toplanmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu 1000 g’de 10 dakika
santrifiijlenmis, siipernatant atilmig ve hiicre pelletleri kitin 6nerdigi tampon soliisyonda
dondur-¢6z yontemi ile parcalanmigtir. Homojenat, 14000 g’de 4°C’de 10 dakika
santrifiijlenmis slipernatant analizi i¢in kullanilmistir. Total GSH (T-GSH) tayini
kolorimetrik yontemle gerceklestirilmistir. Bu yontemde GSH, 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyona girerek sar1 renkli bir kompleks olusturur. Bu
kompleksin miktar1 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iiliir (Rahman
vd., 2006). Ol¢iim &ncesinde farkli konsantrasyonlarda standart ¢dzeltiler hazirlanmis ve
96 kuyucuklu mikroplaklarda 6rneklerle birlikte reaktiflerle karistirilarak inkiibasyona
alimmustir. Elde edilen absorbans degerlerinden standart egri olusturulmus ve 6rneklerin
GSH miktarlart bu egriye gore hesaplanmistir. Bu analiz, hiicre i¢i redoks dengesinin
korunmasma katki saglayan GSH seviyelerini Olcerek, NAC ve NAC-B6-NP’nin

antioksidan kapasitesinin karsilagtirilmasi agisindan degerlendirilmistir.

3.5.10. Sitokin seviyelerinin belirlenmesi

AH, sadece AP birikimi ve oksidatif stres ile degil, ayn1 zamanda ndronal inflamasyonun
artistyla da karakterizedir. IL-1P, merkezi sinir sisteminde inflamatuar siirecin 6nemli
mediatdrlerinden biridir ve AP42 birikimi sonrasinda mikroglial aktivasyonla birlikte
ekspresyon diizeyi artar. Bu artis, ndronal hasar1 hizlandirarak hastaligin ilerleyisine katki
saglar (King vd., 2019; Sapan vd., 2017). Benzer sekilde, IL-6 ve TNF-o da AH'de
yiikselen pro-inflamatuar sitokinler arasinda yer alir. IL-6, astrosit ve mikroglial
aktivasyonun bir gostergesi olarak kabul edilirken, TNF-a ise apoptotik siireglerin
tetiklenmesinde Onemli rol oynar. Bu nedenle, IL-1P ile birlikte IL-6 ve TNF-a
diizeylerinin belirlenmesi, APs20 kaynakli noroinflamasyonun kapsamli bir sekilde

degerlendirilmesine olanak tanir (Heneka vd., 2015).
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Bu amagla, ABs20 toksisitesi ile indiiklenen hiicrelere 10 mM serbest NAC ve 25 pg/mL
NAC-B6-NP uygulanmig, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicre kiiltiirii medyumlari
toplanmistir. Toplanan medyumlar 2000 g’de 20 dakika santrifiijlenerek siipernatantlari
analiz i¢in ayrilmustir. Inflamatuar yanitin degerlendirilmesi igin IL-1p, IL-6 ve TNF-a
sitokin diizeyleri, ticari olarak temin edilen ELISA Kitleri kullanilarak kantitatif olarak
belirlenmistir. Her bir sitokin i¢in ayr1 ayr1 ELISA plakalar1 hazirlanarak 6rnekler ve kitin
sagladig1 standart ¢ozeltiler, antikor kokteyli ile birlikte 1 saat boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan plakalar yikama tamponlar1 ile bes kez
yikanmis ve substrat sollisyonlar1 eklenmistir. 37°C’de 10 dakika karanlik inkiibasyon
sonrast reaksiyon durdurulmus ve absorbans degerleri mikroplaka okuyucuda 450 nm’de
Olciilmiistiir. Standart egriler, her sitokin i¢in bilinen konsantrasyonlara karsilik gelen OD
degerleri ilizerinden 4PL regresyon modeli ile olusturulmus ve 6rneklerdeki sitokin

diizeyleri bu egriler araciligtyla hesaplanmaistir.

3.5.11. Nanopartikiillerin in vivo kan-beyin bariyeri gecisi

Gelistirilen nanopartikiil sistemlerinin beyin hedefleme kapasitelerini degerlendirmek
amaciyla, AH caligmalarinda yaygin olarak kullanilan 5XFAD transgenik fare modeli
kullanilmigtir. The Jackson Laboratory (ABD)’den temin edilen bu fareler, Bezmidlem
Vakif Universitesi Deney Hayvanlari Merkezi'nde uygun gevresel kosullar altinda
barmdirilmigtir. Bu fare modeli, erken evrede AP birikimi, néronal hasar ve bilissel
bozulma gibi AH patofizyolojisini taklit eden 6zellikleri nedeniyle se¢ilmistir (Oakley
vd., 2006; Oblak vd., 2020). Deneyler, Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 20.12.2021 tarihli ve 2021/3-1 numarali etik onay1 dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Deney kapsaminda, intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon yoluyla NAC-
FITC-B6-NP formiilasyonu 42 mg/kg olacak sekilde farelere uygulanmistir.
Uygulamadan 1 saat sonra hayvanlar sakrifiye edilmis, beyin dokulart ¢ikarilarak Kuru
buz iizerinde dondurulmus ve -80 °C’de saklanmistir. Dondurulmus beyin dokularindan
kriyotom ile 40 pum kalinhginda koronal kesitler hazirlanarak lam {izerine alinmis,
calisma yapilana kadar -20 °C’de saklanmistir. Nanopartikiil dagiliminin belirlenmesi

amaciyla immiinohistokimyasal boyama protokolii uygulanmistir.
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Immiinohistokimyasal analizler i¢in kesitler dondurucudan cikarildiktan sonra 1X PBS
ile yikanmustir. Fiksasyon islemi, PBS icinde %4 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi ile 15
dakika siireyle oda sicakliginda gergeklestirilmis ve ardindan kesitler, 1X PBS ile
yikanmistir. Hiicre membranlarinin gegirgenligini saglamak amaciyla kesitler, %0.3
Triton X-100 igeren PBS ¢ozeltisi ile toplamda 15 dakika oda sicakliginda shaker
tizerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra, non-spesifik antikor baglanmalarin1 engellemek
amactyla %5 keci serumu iceren bloklama ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca oda sicakliginda,
karanlik ve nemli ortamda bloklama islemi uygulanmistir. Bloklama sonrasi, kesitler
tavsan NeuN primer antikoru ile +4 °C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan, kesitler %0.1 Triton X-100 i¢eren PBS ile yikanmis ve kegi-anti-tavsan Alexa
647 sekonder antikor inkiibasyonuna ge¢ilmistir. Bu islem oda sicakliginda, karanlik
ortamda 2 saat siireyle gergeklestirilmistir. Sekonder antikor inkiibasyonu takiben kesitler

yeniden PBS ile ii¢ kez yikanmustir.

Dokunun kapatilmasi amaciyla Fluoroshield-DAPI soliisyonu lam {izerine uygulanmus,
lamel ile kapatilarak 6rnekler hazirlanmistir. Hazirlanan kesitler floresan mikroskop ve
konfokal mikroskopta degerlendirilmistir. Goriintiilemeler FITC (yesil), DAPI (mavi) ve
Cy5/647 nm (kirmizi) filtreleri kullanilarak gergeklestirilmis ve FITC isaretli

nanopartikiillerin ndroanatomik dagilimi degerlendirilmistir.

3.5.12. Verilerin Analizi

Tim deneysel veriler GraphPad Prism 10.4.2 yazilimi kullanilarak analiz edilmitir.
ELISA, oksidatif stres, antioksidan aktivite ve hiicre canlilig1 gibi kantitatif sonuglarda
gruplar arast farklarin belirlenmesinde One-way ANOVA-Tukey yaklagimi

kullanilmastir.

Doz-yanit egrilerinden ICso ve ECso degerlerinin hesaplanmasinda, 4PL non-lineer
regresyon modeli uygulanmistir. ELISA analizinde ise sitokin konsantrasyonlarinin
tayini i¢in standart egriler yine 4PL modeli ile olusturulmus, bilinmeyen &rneklerin

konsantrasyonlari bu egriler iizerinden interpolasyon yontemi ile hesaplanmustir.
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Tiim sonuglar ortalama + standart sapma (SS) seklinde ifade edilmis olup, p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Analizlerde kullanilan istatistiksel test tiirii

ve anlamlilik seviyeleri ilgili sekil agiklamalarinda ayrica belirtilmistir.

67



4. BULGULAR

4.1. NAC’1n analitik yonteminin gelistirilmesi ve validasyon bulgularn

Bu c¢alisma kapsaminda, NAC igeriginin kantitatif olarak belirlenebilmesi i¢in HPLC

yontemi optimize edilmis ve validasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

4.1.1. Sistem uygunluk ¢calismasi

Analitik yontemin giivenilirligini ve sistem performansint degerlendirmek amaciyla
sistem uygunluk testi gergeklestirilmistir. Bu testte, 500 ppm konsantrasyona sahip NAC
standart ¢ozeltisi kullanilmistir. Alikonma siiresi ve pik alanina iligkin dl¢timler 6 tekrar
tizerinden yapilmisg, ortalama degerler ile standart sapma (SS) ve bagil standart sapma

(%BSS) hesaplanmis (Tablo 2) ve kromatografik goriintiisii sunulmustur (Sekil 8).

Tablo 2. NAC i¢in sistem uygunluk testine ait kromatografik parametreler

Ornek Sayisi Alikkonma Zamani (dk) Alan
1 6,698 6639974
2 6,971 6620793
3 6,971 6626764
4 6,969 6644729
5 6,969 6604770
6 6,971 6639051
Ortalama 6,925 6629346,833
SS 0,111 15017,180
BSS (%) 1,605 0,227

68



Datafile Name:100PPM_003.Icd
Sample Name:100PPM

AU
213nm,4nm

T T T T T T T T T
00 10 20 30 4.0 50 6.0 70 80 9,0 min

Sekil 8. NAC’in HPLC analizi

4.1.2. Dogrusallik (Lineerlik) calismasi

NAC’a ait kantitatif analiz yontemi i¢in dogrusal aralik calismasi, 3.2.4°te agiklanan
yontem dogrultusunda belirli konsantrasyon araliginda gerceklestirilmistir. Belirlenen
standart konsantrasyonlar ile olusturulan kalibrasyon egrisine ait grafik, dogrusal
denklem parametreleri, korelasyon katsay1 (R?) degerleri Sekil 9°da sunulmustur. Yiiksek

R? degeri, yontemin dogrusal ¢alistigini gdstermektedir.

8%105

y =13327X + 16077

6x105

R2=0.9999
4x%105

Alan

2x%105

T T 1
0 200 400 600

NAC Konsantrasyon (ppm)

Sekil 9. NAC’a ait kalibrasyon egri grafigi
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4.1.3. Dogruluk calismasi

NAC’a ait analitik yontemin dogrulugu, ti¢ farkli konsantrasyonda (50, 200 ve 500 ppm)

% geri kazanim orani lizerinden degerlendirilmistir. Her bir konsantrasyon diizeyi i¢in

bes tekrar 6lgiim yapilmis, dlgiilen degerler ile teorik konsantrasyonlar karsilastirilarak %

geri kazanim hesaplanmustir. Elde edilen veriler dogrultusunda NAC i¢in ortalama geri

kazanim oranlarinin %97,9 ile %101,3 arasinda degistigi goriilmiis ve yontemin dogruluk

kriterlerini karsiladig1 belirlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. NAC’in ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde 6lgiilen konsantrasyon ve % geri

kazanim degerleri

Olgiilen Konsantrasyon

% Geri kazamim

Ornek

Sayisi

4
5
Ortalama
SS

% BSS

50 ppm

50,373
50,625
50,663
50,246
50,608
50,503
0,184

0,363

200 ppm

198,830
199,167
200,403
198,448
198,994
199,168
0,740

0,371

500 ppm

495,016
491,414
491,807
495,410
489,628
492,655
2,479

0,503
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50 ppm

100,746
101,250
101,327
100,492
101,216
101,006
0,367

0,363

200 ppm

99,415
99,583
100,202
99,224
99,497
99,584
0,370

0,371

500 ppm

99,003
98,283
98,361
99,082
97,926
98,531
0,496

0,503



4.1.4. Kesinlik calismasi

NAC i¢in gelistirilen HPLC yonteminin kesinligi, tekrar edilebilirlik ve tekrar elde

edilebilirlik analizleri ile degerlendirilmistir.

Tekrar Edilebilirlik:

Ayni giin i¢inde 50 ppm konsantrasyonunda yapilan 10 tekrar 6l¢iim sonucunda elde
edilen veriler Tablo 4’te sunulmustur. Ortalama 6lgiilen konsantrasyon degeri 50,48 ppm
olarak belirlenmis, SS degeri 0,147 ve %BSS ise 0,29 olarak hesaplanmistir. Bu diisiik
varyasyon degerleri, yontemin kisa siireli 6l¢iim tekrari acgisindan oldukga giivenilir

oldugunu gostermektedir.

Tekrar Elde Edilebilirlik:

Farkli analistler tarafindan ayni yontemle, 100 ppm konsantrasyon diizeyinde yapilan
Olgtimler Tablo 5’te gosterilmistir. Her iki analistin yaptigi 10’ar tekrar sonucunda
ortalama Ol¢lim degerleri sirasiyla 101,967 ppm ve 102,074 ppm olarak hesaplanmustir.
SS degerleri sirasiyla 0,106 ve 0,142; %BSS ise %0,104 ve %0,139’dur. Bu bulgular,
yontemin farkli giinlerde ve farkli kullanicilar tarafindan tekrarlandiginda da giivenilir

sonuclar verdigini ve yiiksek kesinlik sagladigini ortaya koymaktadir.
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Tablo 4. NAC’a (50 ppm) ait tekrar edilebilirlik ¢alismasina iliskin 6l¢iim sonuglart.

1.Giin 2.Giin

Ornek Sayisi 50 ppm 50 ppm
1 50,570 50,550

2 50,208 49,846

3 50,472 50,193

4 50,729 50,207

5 50,551 50,520

6 50,308 49,809

7 50,402 50,186

8 50,482 50,174

9 50,483 50,518

10 50,571 49,835
Ortalama 50,478 50,550
SS 0,147 0,550

% BSS 0,290 0,274
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Tablo 5. NAC’a (100 ppm) ait tekrar elde edilebilirlik ¢aligmasimna iligkin iki farkli analist
tarafindan yapilan 6l¢iim sonuglari.

1.Analist 2.Analist

Ornek Sayisi 100 ppm 100 ppm

1 101,960 102,034

2 101,967 102,125

3 101,973 102,035

4 102,224 102,086

5 101,885 101,791

6 102,061 101,983

7 101,897 102,030

8 101,873 102,125

9 101,909 102,328

10 101,915 102,208

Ortalama 101,967 102,074
SS 0,106 0,142
% BSS 0,104 0,139
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4.1.5. Ozgiinliik ve secicilik ¢calismasi

Analitik yontemin 6zgiinliik ve seciciligini degerlendirmek amaciyla, NAC igermeyen
bos nanopartikiil formiilasyonlar1 Boliim 3.2.7°de agiklanan protokol dogrultusunda
analiz edilmistir. Bu analizde bos nanopartikiil 6rneklerinin kromatografik profilleri ile
NAC standart ¢ozeltisine ait kromatogram karsilastirilmis ve NAC piki ile herhangi bir

girisim (interferans) olup olmadig1 incelenmistir.

Analiz sonucunda, bos nanopartikiil formiilasyonunun NAC’a ait alikonma siiresine
(yaklasik 6.9 dakika) karsilik gelen bolgede herhangi bir pik liretmedigi gézlenmistir. Bu
durum, yontemin spesifik oldugunu ve NAC analizi sirasinda formiilasyondaki diger
bilesenlerin girisim olusturmadigini gostermektedir. Karsilastirmali kromatografik

goriintli Sekil 10'da sunulmustur.

Datafile Name:100PPM_003.lcd
Sample Name:100PPM

AU

-213nm,4nm

90

80
704
60

504

30
204

104

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0 7,0 8,0 9,0 min

Sekil 10. Bos nanopartikiil formiilasyonu ve NAC standart ¢6zeltisinin HPLC ile elde edilen
karsilastirmali kromatogramlart.
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4.1.6. Teshis Siir1 ve Miktar Tayini Limiti

Analitik yontemin duyarliligini degerlendirmek amaciyla, teshis siir1 (LOD) ve miktar
tayini limiti (LOQ) hesaplanmistir. Bu hesaplamalar, Boliim 3.2.8'de agiklanan yontem
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore; LOD=0,015 pg/mL,
LOQ=0,046 pg/mL olarak hesaplanmustir.

Bu degerler, gelistirilen HPLC yonteminin oldukga diisiik konsantrasyonlarda bile NAC’1
giivenilir sekilde saptayabildigini ve kantitatif analiz igin yeterli duyarliliga sahip

oldugunu gostermektedir.

4.2. Sentezlenen polimerlerin yapisal karakterizasyon bulgulari

Bu c¢aligmada, ila¢ tasima sisteminin kontrollii salim ozelliklerini artirmak amaciyla
PLGA (50:50) polimeri tercih edilmistir. Polimerin biyouyumlulugunu ve dolagim
stiresini artirmak amaciyla, hidrofilik 6zellik kazandiran metoksi uglu polietilen glikol
(mPEG 2000) ile modifikasyon gergeklestirilmistir. Sentez islemleri Bolim 3.2.1°de
anlatildig1 sekilde yiiriitiilmiistiir.

[lk asamada MPEG-PLGA kopolimeri sentezlenmis, ardindan peptid konjugasyonuna
olanak saglamak amaciyla, polimerin amin gruplarin1 (NHz) hedefleyen bir maleatlama
reaksiyonu uygulanmistir. Bu islemde, biyouyumlu ve yiiksek reaktiviteye sahip maleik
anhidrit (MA) ile modifikasyon yapilmis ve MPEG-PLGA-MA ara iiriinii elde edilmistir.
Bu tiir modifikasyonlar, mMPEG-PLGA yapisina reaktif iki ayr1 bag kazandirarak peptit,
ilag ya da floresan etiket gibi ajanlarin konjugasyonuna imkan tanir. Daha sonra
hekzateliendiamin (HMDA) ile reaksiyona sokularak terminal amin gruplarinin
olusturulmasi saglanmis, bdylece peptid baglanmasi i¢in uygun hale getirilmis mMPEG-
PLGA-MA-NH: yapist elde edilmistir. Tiim {riinler vakum altinda dondurularak
liyofilize edilmis ve -20 °C’de saklanmistir. Reaksiyon siireci (Sekil 11A), B6 peptidiyle

(Sekil 11B) konjugasyon mekanizmasi ve sentez adimlar1 gosterilmistir.

75



O
9] H Me CH
HO X 0 * ©
¥ f
Q

PLGA MPEG
114 °C, 8 saat

Dibutilkkalay dilaurat; katalizér

L
Hfﬂcﬁﬁ/ﬂﬂ/\ﬁ: .

MPEG-PLGA MA, Maleik Anhidrit

100 °C, 16 saat
BPO; Benznil Peroksit: baslaticl

o ¥
HD (= H
F”‘“ﬁw\r Nyt
¥
n Q
Ha
H C

c

MPEG-PLGA-MA

2 .
o fa] o
RH,

H,-hw
HMDA; Hekzametilen diamin

<20°C, 30 dk

MPEG-PLGA-MAMH;

bk

MH,
NW
H

COOH B6

B
"o

N
HW/ H“Peptid

MPEG-PL GA-MA-NH,-B6-

(A) COOH

76




MNHG+

CHy 0 o
H H HoH b
I M I OH
| M M M
H H H H

Q Q o o

NH
NH3+ NH3+

(B) HaM NH2+

Sekil 11. mPEG-PLGA-MA-NH: kopolimerinin B6 peptidi ile konjugasyonuna yonelik
sentez reaksiyon basamaklari (A) ve B6 peptidinin kimyasal yapisi (B)

Polimerlerin yapisal karakterizasyonu i¢in FT-IR, '"H-NMR ve GPC/SEC yontemleri

kullanilmustir.

4.2.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

FT-IR analizi sonuglari (Sekil 12, Tablo 6) sentezlenen polimerlerin her bir modifikasyon
asamasinda yapisal farkliliklar1 dogrulayacak karakteristik piklerin gozlemlendigini
ortaya koymustur. PLGA yapisina ait temel Karakteristik piklerden biri olan 1759 cm™
ester karbonil (C=0) gerilme titresimine karsilik gelmis ve yapinin korunmus oldugunu
gostermistir. Ayrica 2999-2956 cm ™! araliginda gézlenen CH, CH: ve CHs gruplarina ait
metil/metilen titresimleri PLGA zincir yapisini desteklemistir (Sekil 12A).

mMPEG modifikasyonu sonrasi, 3440-3450 cm ! civarinda serbest —OH gruplarina ait daha
belirgin bir pik ortaya ¢ikmis; bununla birlikte PEG yapisina ait CH.—O—CH: baglarinin
karakteristik sinyalleri 1190-1060 cm™' araliginda gézlemlenmistir (Sekil 12B). Maleik
anhidrit ile modifikasyon sonucunda 2929-2855 cm! araliginda CH: gerilme
titresimlerinin genisledigi, ayrica 1628 cm™ civarinda yeni karbonil piklerinin olustugu
tespit edilmistir (Sekil 12C). Bu bulgular, basarili maleatlama reaksiyonuna isaret

etmektedir.

NH: gruplarinin yapiya dahil edilmesi ile birlikte, 3448 cm™ civarinda daha keskin bir
OH/NH: sinyali ve 1570-1515 cm™ araliginda N-H deformasyonlar1 ve C—N gerilme

77



titresimlerinden olusan Amid II bandi ortaya ¢ikmistir (Sekil 12D). Bu degisimler,
terminal amin gruplarinin senteze basariyla entegre edildigini gostermektedir. Elde edilen

fonksiyonel yapi, B6 peptidinin kovalent olarak baglanmasina uygun bir ylizey

sunmustur.

Son olarak B6 peptidinin polimere konjugasyonu sonrasinda, yapiya 6zgii olarak 3783
cm!, 2997 cm™ ve 951 cm™! gibi bolgelerde yeni titresimlerin ortaya ¢ikmasi, peptid
icindeki aminoasitlerin (6rn. Lisin, Histidin, Sistein) yapiya dahil oldugunu gostermistir.
Ozellikle 1558 cm™'de gdzlenen genis ve giiclii Amide II bandi, peptid icindeki amid
baglarinin basarili sekilde polimerle kovalent bag olusturdugunu gostermektedir (Sekil
12E). Bu bulgular, sentezlenen yapilarin her bir basamaginin FT-IR ile etkin bigimde

izlenebildigini ve karakterizasyonun basariyla tamamlandigini kanitlamaktadir.

Transmitans (%)

T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Transmitans (%)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Sekil 12. Sentezlenen polimer ara iiriinlerine ait FT-IR spektrumlari.

(A) PLGA, (B) MPEG-PLGA, (C) MPEG-PLGA-MA, (D) mMPEG-PLGA-MA-NH2, (E) mPEG-PLGA-
MA-NH2-B6
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Tablo 6. Sentezlenen polimerlerin FT-IR spektrumlarinda gézlenen karakteristik piklerin karsilastirilmasi

Dalga Aciklama PLGA MPEG- MPEG-PLGA- MPEG-PLGA- MPEG-PLGA-MA-NH2-
sayisi cmt PLGA MA MA-NH; B6
3783 Peptid yapisindaki aminoasitlere | Gézlenmedi Gozlenmedi | Gozlenmedi Gozlenmedi 3783
ait -NH ve -OH gruplarinin
gerilmeleri
3600-3200 | Serbest veya bagl (molekiiller Maks 3518 Maks 3444 Maks 3440 Max 3448 Maks 3427
aras1) OH gruplarinin gerilme Daha genis bir pik | Yapiya katilan PLGA-PEG-MA-NH2
titresimleri olarak goriliir. NH2 gruplarinin yapisinda yer alan primer
simetrik ve gruplarinin Peptid
asimetrik yapisinda yer alan COOH
titresimleri gruplart ile reaksiyonu
dolayisiyla daha neticesinde pik boyunda
keskin pik olarak kisalma ve daralma goriiliir.
goriiliir.
2997 Peptid yapisinda yer alan Lizin | Gozlenmedi Gozlenmedi | Gozlenmedi Gozlenmedi 2997
aminoasitindeki yapisinda
bulunan NHs* gruplarina ait
asimetrik gerilme titresimi
3000 — CH, CHs ve CH: Maks 2999 Maks 2997 Maks 2998 Maks 2997 Maks 2949
2800 gruplarinin gerilme titresimleri Maks 2956 Maks 2952 Maks 2952 Maks 2948 Peptit yapisinda bulunan

Histidin, prolin amino

asitlerinde yer alan
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aromatik halka yapilarda
yer alan -CH, gruplarina ait
gerilme titresimleri ile

girisimli olarak bulunur.

3000 — Metoksi gruplarinda yer alan Gozlenmedi Maks 2921 Maks 2929 Maks 2923
2800 CHsve MPEG yapisinda yer Maks 2852 Maks 2855 Maks 2853
alan CH, fonksiyonel gruplardan
ileri gelen gerilme titresimi
1759 Ester karbonil (C=0) gruplarma | Var Var Var Var Var
ait gerilme titregimi MA iizerindeki
C=0 baglarindan
ileri gelen piklerin
katkisi ile olusan
daha keskin ve
daha genis pik
alan1 olusur.
1570-1515 | N-H deformasyonu ve C-N Gozlenmedi Gozlenmedi | Gozlenmedi Maks 1573 Maks 1558
gerilme titresimlerinin birlesimi Maks 1558 Maks 1539
Maks 1539 Maks 1524
Maks 1520 Peptid yapisinda bulunan

Amide II bandna ait NH

gruplarindan ileri gelen
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1558 cm-1 deki pik genis

seklinde ortaya c¢ikar.
1500-1350 | CO baginin biikiilme titresimleri | Maks 1454 Maks 1454 Maks 1454 Maks 1454 Maks 1452
Maks 1425 Maks 1425 Maks 1425 Maks 1424 Maks 1425
Maks 1394 Maks 1390 Maks 1390 Maks 1387 Maks 1390
Daha keskin
pikler olugur
1190-1060 | MPEG yapisindaki CH,-O-CH, | Maks 1172 Maks 1175 Maks 1183 Maks 1182 Maks 1186
gruplarinda yer alan CO baginin | Maks 1132 Maks 1129 Maks 1129 Maks 1129 Maks 1095
gerilme titresimine ait pikleri ile | Maks 1091 Maks 1093 Maks 1094 Maks 1094
PLGA iizerinde yer alan CO
baglarindan ileri gelen gerilme
titresimleri ile girisimli olarak
bulunmasi
960-840 MPEG in kristal yapisindan ileri | Maks 961 Maks 954 Maks 954 Maks 962 Gozlenmedi
gelen gerilme titresimlerinin Maks 869 Maks 891 Maks 885 Maks 898
yeni genis, kiiglik absorpsiyon Maks 868 Maks 868 Maks 830
piklerinin varligi Maks 849 Maks 843

PLGA yapisinda yer alan CH
baglarindan ileri gelen gerilme

titresimleri
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950-900

Peptid yapisina ait karboksilik
asid OH- gruplarinin diizlem
dis1 asimetrik deformasyon

titresimi

Gozlenmedi

Gozlenmedi

Gozlenmedi

Gozlenmedi

Maks 951

950-700

NH diizlem dis1 biikiilme
titresimi, CH> biikiilme titresimi
(CH2 > 6 diizlem i¢i biikiilme

titregimi)

Gozlenmedi

Gozlenmedi

Gozlenmedi

Maks 940
Maks 830

Maks 887

860-750

Sistein aminoasitindeki C-S

gerilme titresimleri

Gozlenmedi

Gozlenmedi

Gozlenmedi

Gozlenmedi

Maks 782
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4.2.2. Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi

'"H-NMR analizleri, her bir modifikasyon adiminin yapisal dogrulamasini desteklemis ve
sentezlenen polimerlerin kimyasal yapilarindaki degisiklikleri net bicimde ortaya

koymustur (Sekil 13).

PLGA: § = 1.59 (tt, -HO-CH2-C=0; HsC-CH-0), 5 = 4.83 (s, HO-CH»-C=0), § = 5.21
(m, H3C-CH-O)

MPEG-PLGA: § = 1.58 (dp, HsC-CH-0), § = 3.65 ( s, HO-CH,-C=0; HO-CH,-CH,-0),
§=4.71 (dd, CH.-CH»-OH), 3 = 4.81 (m, HO-CH»-C=0; O-CH,-CH.), & = 5.17 (d, HO-
CH»-C=0), § = 5.23 (dg, O-CH-CHs-C=0)

PLGA i¢in 5.21 ppm’de (m) CH protonuna, 4.83 ppm’de (s) HO—CH>—C=0 ve 1.59
ppm’de (tt) CHs—CH-O protonlarina ait karakteristik sinyaller gozlenmistir (Sekil 13A).
mPEG modifikasyonu ile birlikte spektruma 3.65 ppm’de (s) HO—CH>—CH>-O sinyali ve
4.71-5.23 ppm araliginda ¢coklu CH>—O ve O—CH—-CHs sinyalleri eklenmistir (Sekil 13B).
Bu bolgelerdeki yeni sinyaller PEG segmentlerinin polimer yapisina basariyla dahil

edildigini gostermektedir.

MPEG-PLGA-MA-NH:: § = 1.21 (t, H-C-CH>-CH,), = 1.27 (d, HC-CH»-CH), & =
1.58 (dp, HsC-CH-O, HC-CH»-CH, H>C-CH,-CHz, H,C-CH2-CHa, CH,-CHa-CHa, H2C-
CH,-CHs, HoN-CH,-CH, HO-C-CH»-CH), § = 3.49 (q, H.C-CH-C=0; H,C-CH,-NH;
HO-C-CH,-CH), & = 3.65 (s, H.C-CH-HN), § = 4.74 (m, HO-CH,-C=0; O-CH»-CH-
OH), 5 = 4.84 (m, HO-CH,-C=0; O-CH,-CH-OH; H.C-CH-OH; HO-CH-CH.-0), & =
5.22 (dddt, O-CH-CHs; H.C-NH-C=0)

MA ile yapilan modifikasyonun ardindan, 3.49 ppm (q), 3.65 ppm (s) ve 4.74-5.22 ppm
(m) araliginda HMDA’dan kaynaklanan CH>—NH. ve O—CH—CH: protonlar1 gozlenmis;
ayrica 1.21-1.58 ppm araliginda MA’nin alifatik zincir yapisindan ileri gelen sinyaller

belirginlesmistir (Sekil 13C).
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MPEG-PLGA-MA-NH:-B6: § = 0.85 (s, HsC-CH,-CH.), § = 1.27 ( d, Ho.C-CHa-CH;
H2C-CH»-CHz; HsC-CHa-CHz), § = 1.51 (dd, HoC-CHa-CHz; HoC-CHa-CHa; HoC-CHa-
CHs), 8 = 1.59 (ddd, HoC-CHa-CH2-NH; HoC-CHa-CHz; HoC-CHa-CHaz; O-NH-CHa-
CHs; HoC-CH-CH,-CHa; HsC-CH-C=0; HS-CH,-CH-NHa; H:C-CH,-CH-C=0; N-CHa-
CH,-CH,; H.C-CH,-CH-C=0; H,C-CH,-CHz-CH; HsC-CHa-CH,-CHz; HC-CH,-CHs-
CH:; HoC-CH»-CHs-C; H>C-CHa-CH»-C-NHs; H>C-CH-C=NH; HC-CH.-CHa; H.C-
CH.-CH:; H:C-CH,-CH,-CHs; HsC-CH-C=0; HC-CH,-CH,-CHa; HoC-CHa-CHa; HaC-
CH.-CH>-CHs), § = 3.49 (q, H.C-CH-C=0; HO-C-CH,-CH; H.C-CH,-NH-C=0; HO-
CH-CH>-0; 0=C-NH-CH-C=0; H:N-CH-CH,-SH; O=C-N-CH,-CH,; O=C-NH-CH-
C=0), § = 3.65 (s, H2C-CHz-NH; HO-CH-CH,-O; HN-CH-C=0), § = 3.75 (d, HN-C-
CH.-CH), 5 = 4.82 (m, HO-CH-C-O; O-CH-C=0; HO-CH,-C=0; O=C-NH-CHa; O=C-
NH-CHa; 0=C-NH-CH-CH,; H:C-CH-C=0; H:C-C=0), 5 = 4.90 (d, O=C-NH-CH>), 5
= 5.22 (ddt, H-N-NH-C=0; 0=C-O-NH-CHa; H:N-CH-CH>-SH; O=C-NH-CH.; O=C-
NH-CH; O=C-NH-CH; O=C-NH-CH; 0=C-NH-CH»; 0=C-NH-CH; O=C-NH-CH;
H>N-C-CH,; HN=C-CH>)

B6 peptidinin polimere konjugasyonu sonrasi, 6 = 0.85, 1.27, 1.59, 3.49, 3.65, 3.75, 4.82,
4.90 ve 5.22 ppm bolgelerinde peptid yapisindaki aminoasitlere (6r. Lisin, Histidin,
Sistein) ait ¢cok sayida alifatik ve amid proton sinyali tespit edilmistir (Sekil 13D).
Ozellikle 4.82-5.22 ppm araliginda gdzlenen ¢oklu sinyaller, amid baglarinin ve peptid

omurgasinin polimerle basarili sekilde konjuge oldugunu desteklemektedir.

Bu spektral veriler, her bir yapinin sentez asamasinin tamamlandigini ve hedeflenen

fonksiyonel gruplarin yapiya basariyla dahil edildigini gdstermektedir.
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Sekil 13.Sentezlenen polimer yapilarinin ‘H-NMR spektrumlari.

(A) PLGA, (B) MPEG-PLGA, (C) ) MPEG-PLGA-MA-NH2, (D) mPEG-PLGA- MA-NH2-B6

4.2.3. Jel Ge¢irgenlik Kromatografisi / Boyutlarina Gére Ayirma Kromatografisi
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Polimerlerin molekiiler agirlik dagilimlart GPC yontemi ile analiz edilmistir (Sekil 14,
Tablo 7). PLGA’nin Mn ve Mw degerleri sirasiyla 8.9 kDa ve 10.6 kDa olarak
belirlenmis, 1.18’lik polidispersite indeksi, dar ancak dogal bir dagilima sahip oldugunu
gostermigtir. MPEG ve MA modifikasyonu ile elde edilen mPEG-PLGA-MA-NH.
yapisinda Mn degeri 8.2 kDa’ya diismiis, Mw ise 8.4 kDa olarak 06l¢iilmiis; bu durumda
polidispersite indeksi 1.021 ile oldukca diisiik ve tekdiize bir dagilim gdstermistir.

B6 peptidi ile konjugasyon sonrasinda ise Mn 8.47 kDa, Mw 10.39 kDa olarak
hesaplanmistir. Bu durum, polimer zincirine eklenen B6 yapisinin molekiiler agirligi
artirdigin1 ve 1.227°lik PDI degeri ile polimer yapisinda hafif bir genisleme oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar, polimer modifikasyonlarinin kontrollii  sekilde

gerceklestigini ve istenilen molekiiler 6zelliklerin elde edildigini gostermektedir.

Tablo 7. Polimerlere ait GPC analiz sonuglari

Mn (kDa) Mw (kDa) Polydispersity (Mw/Mn)

PLGA 8.9 10.6 1.18
MPEG-PLGA-MA-NH; 8.2 8.4 1.021
MPEG-PLGA-MA-NH2-B6 8.469 10.39 1.227
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Sekil 14. Sentezlenen polimerlere ait GPC kromatogramlari.
(A) PLGA, (B) mMPEG-PLGA, (C) mPEG-PLGA-MA, (D) mPEG-PLGA-MA-NH2, (E)
MPEG-PLGA- MA-NH2-B6

Polimerlerin molekiiler agirlik dagilimlart GPC/SEC sistemi ile analiz edilmis; kirmizi ve mavi gizgiler,

orneklerin farkli dedektdr sinyallerine (RI/UV) karsilik gelen eliisyon profillerini temsil etmektedir.
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4.3. Nanopartikill  formiilasyonlarinin  hazirlanmasi,  optimizasyonu  ve

karakterizasyonuna ait bulgular

Calismada elde edilen nanopartikiil sistemlerinin hazirlik asamalar1 ve bu sistemlerin
karakterizasyonuna yonelik yapilan Slgiimler, asagidaki alt bagliklarda detayli olarak

aciklanmustir.

4.3.1. NAC yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun hazirlanmasi ve optimizasyonu

Nanopartikiil formiilasyonlari, Bolim 3.4’te belirtildigi lizere nano¢dktiirme yontemi
kullanilarak hazirlanmigtir. Nihai nanopartikiil formiilasyonunun elde edilmesi amaciyla,
MPEG-PLGA-MA-NH: polimeri ile NAC farkli oranlarda birlestirilerek nanog¢oktiirme
teknigiyle cesitli 6n formiilasyonlar hazirlanmistir. Kullanilan polimer:ilag oranlari
sirastyla 50:20, 40:20 ve 25:20 (a/a) seklindedir. Hazirlanan formiilasyonlar santrifiij
edilerek pelletler elde edilmis ve distile su i¢inde disperse edilmistir. Ancak, ideal partikiil
boyutu kriteri olan <200 nm degerine ulagilamamistir. Bu nedenle, formiilasyon siireci
buz lizerinde, soguk ortam kosullarinda yeniden optimize edilmistir. Her formiilasyon
adiminda pH o6lg¢limleri yapilmig ve baslangicta pH=3 olan ortamin formiilasyona bagh
olarak pH=4.6’ya kadar yiikseldigi gdzlemlenmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda en
uygun formiilasyon orant MPEG-PLGA-MA-NH2:NAC = 25:20 olarak belirlenmistir.

Secilen bu optimum orana sahip nanopartikiiller, daha sonra B6 peptidi ile konjuge
edilmistir. Ancak bu konjugasyon asamasinda, nanopartikiil siispansiyonunun pH degeri
4.8 olarak ol¢iilmiis ve bu pH diizeyinin peptid stabilitesi agisindan elverisli olmadigi
degerlendirilmistir. Bu nedenle, ortam pH’1 0.1 M NaOH c¢ozeltisi ile kontrollii sekilde

yiikseltilmis ve kademeli olarak pH 6.8 seviyesine ayarlanmistir.

Her pH artis basamaginda, PB, PDI ve ZP olgiilerek formiilasyonun fiziksel stabilitesi
degerlendirilmistir. Son olarak, pH 6.8’de nihai formiilasyonun % enkapsiilasyon verimi

hesaplanmis ve detayli sonuglar asagidaki alt basliklarda sunulmustur.
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4.3.2. Nanopartikiillerin boyut, polidispersite indeksi ve zeta potansiyellerinin

olgiilmesi

Nanopartikiillerin  fiziksel karakterizasyonu, PB, PDI ve ZP olgiimleri ile
gerceklestirilmistir. Bu analizler, nanopartikiil pelletlerinin distile suda redispersi

sonrasinda, DLS yontemiyle Zetasizer (Malvern) cihazi kullanilarak yapilmistir.

Ilk asamada, farkli mPEG-PLGA-MA-NH2:NAC oranlarinda (50:20, 40:20 ve 25:20)
formiilasyonlar hazirlanarak karakterizasyon analizleri yapilmistir. Bu oranlarla
hazirlanan 6rneklerden organik ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi (evaporasyon) ve santrifiij
sonrast DLS 6l¢iim sonuglart Tablo 8'de sunulmustur. Ancak, 6zellikle evaporasyon
sonrasi partikiil boyutlarinin istenen siirin (200 nm) {izerinde olmasi ve santrifiij sonrasi
pelletlerin yeniden dagilmamasi nedeniyle, nanopartikiil formiilasyonlarinin soguk ortam
kosullarinda hazirlanmasina karar verilmistir. Soguk ortamda hazirlanan formiilasyonlar
arasinda en uygun boyut, dagilim ve yiizey yiikii degerlerine sahip olan 25:20
polimer:NAC orani1 se¢ilmistir. Bu formiilasyona ait ilk pH degeri 4.8 olarak belirlenmis
ve peptid konjugasyonunun saglikli gergeklesebilmesi i¢in ortam pH'1 0.1 M NaOH
cozeltisi ile kademeli olarak pH=6.8'e ayarlanmistir. Her bir pH seviyesinde yapilan DLS

6l¢timleri sonucunda boyut, PDI ve ZP degerleri Tablo 9’da ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 8. Farkli mPEG-PLGA-MA-NH2:NAC oranlarinda hazirlanan nanopartikiillerin

evaporasyon ve santrifiij sonrasit DLS analizleri.

Evaporasyon sonrasi (50:20)

PB (nm) + SS PDI = SS ZP (mV) = SS

MPEG-PLGA-MA-
439,4 + 20,30 0,180 + 0,101 -22,0+ 0,289
NH:

Santrifiij sonrasi (50:20)
MPEG-PLGA-MA-

Redisperse Olmadi
NH:

Evaporasyon sonrasi (40:20)
PB (nm) + SS PDI £ SS ZP (mV) =SS
MPEG-PLGA-MA-

498,2 +£ 42,04 0,349 + 0,152 -22,0+ 1,95
NH:

Santrifiij sonrasi (40:20)

MPEG-PLGA-MA-
Redisperse Olmadi
NH:
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Tablo 9. Soguk ortamda hazirlanan mPEG-PLGA-MA-NH: nanopartikiillerinin pH'a bagli DLS

analizleri
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 -324+1,44
Bos NP 184,6 + 1,253 0,316 + 0,385 -38,4+ 1,39
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
25:20 158,7 + 3,066 0,143 + 0,049 -34,8 + 1,50
Bos NP 72,89 £ 0,178 0,154 + 0,004 -30,2 + 1,37
MPEG-PLGA-NH2:NAC (25:20)
Form. PB (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 + 0,819

*NP: mPEG-PLGA-MA-NH:

Belirlenen optimum formiilasyon (25:20) ile yaklasik %350 enkapsiilasyon verimi elde
edilmis olup, bu durum 20 mg NAC'tan 10 mg'imin yiliklenmesi anlamina gelmektedir. Bu
nedenle, bu noktadan itibaren polimer:ilag orani1 25:10 olarak kabul edilmistir. Bu esnada,
nanopartikiillere B6 peptidi baglanmig ve nihai NAC-B6-NP formiilasyonu
olusturulmustur. Bu son formiilasyon, hem fizikokimyasal karakterizasyon hem de in

vitro uygulamalarda kullanilmistir.
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Ayrica, KBB gegisi ve hiicresel alim deneylerinde kullanilmak {izere FITC yiikli ve

konjuge nanopartikiill formiilasyonlar1 da aymi prosediire gore hazirlanmis

karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Tiim DLS verileri Tablo 10'da grafikleri de Sekil 15’te sunulmustur.

Tablo 10. FITC ve NAC yiiklii farkli nanopartikiil formiilasyonlarmin DLS analizleri

ve

Form. PB (nm) + SS PDI £ SS ZP (mV) £ SS
NAC-NP 157,9 + 2,761 0,088 + 0,041 -36,7+ 0,819
FITC-NP 91,97 + 5,102 0,133 + 0,064 23,9 +5,39

NAC-FITC-B6-NP 159,1 + 2,905 0,134+ 0,018 34,9+ 1,19

NAC B6-NP 149,1 + 0,6429 0,096 + 0,068 -35,5 + 0,462

NP: mPEG-PLGA-NH:

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
=

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

[ Record 440- nFEG-PLGA-MA-NH2 NAC pHE 8 N1 Record 441 nFEG-A GA-MA-NH2 NAC pH6 8 N2
(A) —— Record 442 nFEG-R GA-MA-NH2 NAC pH 6 § N3
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Size Distribution by Intensity
20
ERE
0
04
01 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
——— Record 1007 nPEG-PLGA MANH2 FTC yaki N1 Record 1008 nFEG-FLGA-MA-NH2 FITC yilki NZ
———  Record 1009: nPEG-PLGA-MANH2 FTC yiki N3
(B)
Size Distribution by Intensity
20
E 15
% 10
5
D:‘I 1 10 100 1000 10000
Size (dnm)
— Record 446 mPEG-PLGA-MA-NH2 BE-FITC MAC N1 Record 449; mPEG-PLGA-MA-NH2 BE-ATC NAC N2
(C) —— Record 4500 mPEG-PLGA-MA-NH2 BE-FITC NAC N3
Size Distribution by Intensity
2%
T 20
§ 15
£
£ s
o1 1 10 1000 10000
Size (d.nmj
——— Record443: G ALGA MA-N2 B6 NACNT Record 444: PG FLGA MA NH2 B5 NAC N
(D) ——  Record 445 nPEG-ALGAMA-NH2 55 NAC N3 |
Sekil 15. Farkli formiilasyonlara ait nanopartikiillerin partikiil bitylikligii dagilimlarinin 6rnek
DLS analiz sonuglari.
(A) NAC-NP (B) FITC-NP (C) NAC-FITC-B6-NP (D) NAC-B6-NP

4.3.3. Enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ yiikleme kapasitesi analizleri

Farkl1 polimer:ilag oranlarinda hazirlanan NAC yiiklii nanopartikiiller ile gergeklestirilen
enkapsiilasyon analizlerinde, %EE ve %YK degerleri optimize edilmistir. En yiiksek
%EE degeri %99.89 ile 25:10 oraninda elde edilmistir. Bu formiilasyonun pH 6.8’e
ayarlanmasiyla %EE degeri %90.98 olarak bulunmustur. B6 peptidinin konjugasyonu
sonrast %EE %74.76’ya, %YK ise 16.61 pg/mg olarak hesaplanmistir (Tablo 11). FITC
yiikli nanopartikiillerde ise EE degeri %40 belirlenmistir. Bu oranlar, UV-Vis
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spektrofotometresi ile belirlenen FITC kalibrasyon egrisi temelinde hesaplanmistir

(Boliim 4.3.8).

Tablo 11. Farkli polimer: ilag oranlarinda hazirlanan NAC yiiklii nanopartikiillerin ve B6 peptidi

ile konjuge edilmis formiilasyonun %EE ve % YK degerleri

Formiilasyon

% EE

% YK

NAC-NP (50:20)
NAC-NP (40:20)
NAC-NP (25:20)
NAC-NP (25:10)
NAC-NP (25:10) pH 6,8

NAC-B6-NP (25:10)

40,698 + 0,051
38,875 +£0,016
49,472 +£ 0,288
99,891 £ 0,024
90,982 £ 0,412

74,763 £ 1,066

11,628 = 0,014
12,959 + 0,005
21,987 + 0,128
28,550 + 0,005
25,995+ 0,118

16,614 + 0,237

4.3.4. Nanopartikiillerin morfolojik karakterizasyonu

NAC-B6-NP formiilasyonlarinin morfolojik 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilen STEM analizleri sonucunda, partikiillerin kiiresel yapida ve homojen
dagilim gosteren morfolojide oldugu goézlemlenmistir (Sekil 16). Farkli biiyiitme
seviyelerinde (X80.000 ve X160.000) elde edilen goriintiilerde, partikiiller aras1 belirgin
bir aglomerasyon izlenmemistir. Gortintiilerdeki partikiiller, ylizey bakimindan diizgiin
ve plriizsiiz bir yap1 sergilemis, bu da sistemin kontrollii iiretildigini ve stabilite agisindan

uygun oldugunu diistindiirmiistiir.
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Sekil 16. NAC-B6-NP formiilasyonlarina ait STEM goriintiisii.

4.3.5. Nanopartikiillerin in vitro ila¢ salim profil analizi

NAC-B6-NP formiilasyonlarinin ilag salim kinetigini degerlendirmek amaciyla, NAC-
B6-NP dispersiyonu ve serbest NAC ¢ozeltisinin in vitro salim analizleri diyaliz
membran diflizyon yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Viicut kosullarini taklit
edecek sekilde analizler 37 °C’de yliriitiilmiis, farkli zaman noktalarinda (0,5, 1, 2, 4, 6,
8, 10, 12, 24 ve 48 saat) alinan 6rneklerdeki salinan NAC miktarlart HPLC yontemi ile

belirlenmistir.

Elde edilen veriler, NAC c¢ozeltisinin yaklasik 30 dakika icinde %100 salim
gerceklestirdigini; buna karsin NAC-B6-NP sisteminde NAC’1n kontrollii ve uzamis bir
sekilde salindigin1 gostermistir. NAC-B6-NP formiilasyonunda kademeli artis gosteren
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salim profili sonucunda, %100 salima yaklasik 48 saat sonunda ulagilmistir. Bu bulgular,
gelistirilen nanopartikil sisteminin NAC i¢in kontrollii salim sagladigini gostermektedir.

Ilgili salim profilleri Sekil 17°de sunulmustur.

150— & NAC
% NAC-B6-NP

§ 100+
=
(7]
3 /./.
S
R® 50~

| —r—T—T—T1T""1 T
0.0 05 2 4 6 8 10 12 24 48

zaman (saat)

Sekil 17. Serbest NAC ve NAC-B6-NP formiilasyonlarinin in vitro ilag salim profilleri.

Serbest NAC 30 dakika i¢inde tamamlanmig salim gosterirken, NAC-B6-NP formiilasyonu 48 saatlik

periyotta kontrollii salim saglamistir.

4.3.6. Serumda stabilite analizi

NAC-B6-NP formiilasyonunun biyolojik ortamlardaki kararliligini degerlendirmek
amaciyla, nanopartikiiller 37 °C'de farkli ortamlarda (PBS, pH=7.4; DMEM ve %50 FBS
iceren DMEM) inkiibe edilmistir. Belirlenen zaman noktalarinda (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4 ve
24 saat) partikiil siispansiyonlarindan 6rnekler alinarak DLS yontemi ile partikiil PB, PDI
ve ZP analiz edilmistir (Sekil 18, Tablo 12).

PBS, kimyasal stabilitenin temel degerlendirmesi i¢in kullanilirken; DMEM, hiicre
kiiltiirii kosullarini taklit eden bir ortam saglar. %50 FBS+DMEM ise, serum proteinleri
ve enzimleri igermesi nedeniyle biyolojik acidan daha gercekei bir ortam sunar ve tastyict
sistemin proteinlerle etkilesimi ve enzimatik degradasyona karsi dayanikliligini ortaya
koyar. Elde edilen veriler, PBS ortaminda NAC-B6-NP’lerin 24 saat boyunca partikiil
boyutu ve ylizey yiikiinde anlamli bir degisiklik olmadigini ve sistemin fiziksel

stabilitesini korudugunu gosterir. Buna karsilik, DMEM ortaminda inkiibasyonun 1.5
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saatten sonra belirgin bir boyut artis1 gézlenmis; bu durum, nanopartikiillerin zamanla

agregasyon egilimi gosterdigine isaret eder. %50 FBS igceren DMEM ortaminda ise 4 saat

boyunca radikal bir degisiklik gdzlenmemistir. Ilerleyen saatlerde boyut artis1 baslamistir.

Tablo 12. NAC-B6-NP’lerin PBS, DMEM ve %50 FBS igeren DMEM ortamlarinda belirli
zaman noktalarinda 6lgiilen DLS analiz sonuglari.

Ortam Siire (Saat) PB (nm) + SS PDI +SS ZP (mV) + SS
0 173,0 £ 6,326 0,130+ 0,036 -38,2+ 0,361
0,5 175,9 + 6,235 0,148 +£ 0,050 -13,4+£1,42
1 175,3 £ 3,700 0,055 £ 0,041 -11,4 £0,954
% 1,5 179,1 + 6,545 0,169 0,108 12,4+ 1,80
B 2 167,9 + 2,888 0,165 +0,014 -12,6 £ 1,20
4 165,2 + 7,790 0,188 = 0,049 -10,7+ 1,05
24 160,5 + 3,270 0,198 + 0,034 -11,6 +£ 1,47
Siire (Saat) PB (nm) = SS PDI + SS ZP (mV) £ SS
0 173,0 £ 6,326 0,130 + 0,036 -38,2+ 0,361
0,5 317,6 £ 11,65 0,628 £0,317 -19,8 £ 1,57
s 1 328,5+ 21,05 0,868 = 0,084 -18,0 + 0,693
%J 1,5 504,9 £ 73,04 0,849 + 0,234 -18,4 £ 0,551
2 413,1 £ 14,24 0,654 £ 0,220 -19,1 £0,306
4 461,4 + 36,57 0,974 + 0,045 -18,5 £ 0,551
24 2793 +£294,6 0,361 £0,160 -193 £ 1,71
Siire (Saat) PB (nm) £SS PDI £+ SS ZP (mV) =SS
0 173,0 + 6,326 0,130+ 0,036 -38,2 + 0,361
é s 0,5 66,01 £12,49 0,864 + 0,172 -15,8 £0,751
% %J 1 96,91 + 31,76 0,512+ 0,272 -15,8+ 1,95
3 1,5 74,54 £ 12,25 0,834 £ 0,207 -13,4+£1,22
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2 71,77 + 13,36 0,767 + 0,202 -13,9 + 0,586
4 112,6 + 5,839 0,649 + 0,079 -13,4+ 1,71
24 555,3+44,72 0,422+ 0,314 -15,1 £ 0,058
3000

E

< 2000

2

£

500~ /
Y

T
24

520
Zaman (saat)

4% DMEM -4 %50FBS+DMEM @ PBS

Sekil 18. Farkli ortamlarda inkiibe edilen NAC-B6-NP’lerin partikiil biiyiikliiklerinin zamana
bagl degisim grafigi.

4.3.7. Nanopartikiillerin sterilizasyonu

NAC-B6-NP formiilasyonu, UV 15181 altinda 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.
Sterilizasyon Oncesi ve sonrast PB, PDI ZP degerleri DLS analizleri ile karsilagtirmali
olarak degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 13’te sunulmustur. UV 15181 sonras1 6l¢timler,
partikiil boyutunda hafif bir artis ve zeta potansiyelinde diisiis oldugunu gdstermektedir.

Ancak bu degisim, genel sistem stabilitesini bozacak diizeyde olmamustir.

Tablo 13. NAC-B6-NP’lerinin UV sterilizasyon ¢alismasina ait karakterizasyon verileri.

PB (nm) +SS PDI + SS ZP (mV) £ SS
NAC-B6-NP (6nce) 149,1 + 0,6429 0,096 + 0,068 -35,5+ 0,462

NAC-B6-NP (sonra) 163,9+£3,612 0,169 £ 0,007 -29,7+ 0,404
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4.3.8. FITC icin kalibrasyon egrisi analizi

Optimum formiilasyonun belirlenmesinin ardindan, in vitro hiicresel alim ve in vivo KBB
gecisi deneylerinde kullanilmak {izere hazirlanan FITC ile yiiklii nanopartikiil
formiilasyonlardaki FITC miktarinin tayini i¢in, siipernatanttan alian drneklerde UV—
Vis spektrofotometrik analiz gergeklestirilmistir (Boliim 4.3.3). Bu amagla, FITC’ye ait
bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. 1, 5, 10, 15, 25, 50, 100 ve 200 ppm (png/mL)
konsantrasyonlarinda hazirlanan standart c¢ozeltiler spektrofotometrik olarak analiz

edilmis ve elde edilen verilere gore kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 19).

Dogrusal regresyon analizi sonucunda kalibrasyon denklemine ait formiil y = 0.0008x +
0.0022 olarak bulunmus, dogruluk katsayisi (R*) 0.9995 olarak hesaplanmistir. Bu
denklem, FITC yiikleme kapasitesi ve enkapsiilasyon veriminin hesaplanmasinda

kullanilmistir.
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Sekil 19. FITC’ye ait UV—Vis spektrofotometre kalibrasyon egrisi.
(R2=10.9995).
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4.4, In vitro Cahismalar

4.4.1. Hiicre kiiltiiriiniin gerceklestirilmesi

Insan noroblastoma hiicre hatti olan SH-SYSY hiicrelerinin kiiltiirii ve pasajlama
kosullar1, Boliim 3.4’te detaylandirildig: sekilde optimize edilmistir. Hiicreler, deneysel
gereksinimlere uygun olacak sekilde farkli tabakalara (6-kuyucuk, 12-kuyucuk ve 96-
kuyucuk kiiltiir plaklar1) ekilmis ve biiyiitiilmiistiir. Kiiltiir siireci boyunca hiicrelerin
karakteristik morfolojik yapilarinin korundugu ve ardisik pasajlar boyunca saglikli
proliferasyon gosterdikleri mikroskobik olarak dogrulanmistir. Sekil 20°de SH-SY5Y
hiicrelerinin 151k mikroskobu altindaki 5X ve 10X biiylitme ile elde edilen goriintiileri

sunulmus olup, hiicrelerin yayilim sekilleri ve tipik uzantilari agikca izlenebilmektedir.

Sekil 20. SH-SYS5Y hiicrelerinin 151k mikroskobu altindaki morfolojik goriintiileri.

(A) 5X biiyiitme; (B) 10X biiyiitme. Hiicrelerin tipik uzanti yapilari, sitoplazmik yayilim

ozellikleri ve saglikli proliferasyon profilleri gdzlenmektedir.
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4.4.2. Nanopartikiillerin hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda (0.1-50 mM) uygulanan serbest NAC’m SH-SYS5Y hiicre
canliligr tizerindeki etkisi Sekil 21A’da gosterilmistir. 0.1-1 mM araligindaki
uygulamalar kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik olusturmamaistir (p>0.05).
Buna karsilik, 3,5 ve 10 mM konsantrasyonlarda hiicre canliligi anlamli diizeyde artmis
(sirasiyla p<0.01, p<0.001, p<0.0001), en yiiksek canlilik ise 10 mM NAC
uygulamasinda gozlenmistir. 20 mM ve 40 mM uygulama gruplarinda canlilik azalmaya
baslamis, 50 mM'de ise kontrol diizeyinin altina inmistir. Logaritmik dl¢ekte ¢izilen doz-
cevap egrisi sigmoid bir yanit gdstermis, yapilan uygunluk analizi sonucunda ECsp degeri
4.115 mM olarak belirlenmistir (R?=0.8820) (Sekil 21B). Ayrica, 10 mM iizerindeki NAC
dozlarmin inhibe edici etkisi degerlendirilmis ve [Cso degeri 41.56 mM olarak
hesaplanmustir (Sekil 21C). Bu bulgular, 10 mM NAC dozunun etkili ve toksik olmayan

giivenli bir aralikta yer aldigin1 géstermektedir.

Bos B6-NP formiilasyonu 1-300 pg/mL araliginda hiicrelere uygulanmis ve bu
konsantrasyonlarda hiicre canliligi kontrol grubuna benzer diizeyde seyretmistir (p>0.05)
(Sekil 22).
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Sekil 21. Serbest NAC uygulamasinin hiicre canlilif1 iizerindeki konsantrasyona bagli etkisi.

(A) Farkli konsantrasyonlardaki NAC uygulamalarinin hiicre canliligi tizerine etkileri. Hiicre canlilik
oranlar1 yiizde (%) olarak sunulmus, veriler ortalama + SS seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel analizler
one-way ANOVA ve Tukey post-hoc testi ile yapitlmistir. (B) ECso degeri 4.115 mM; (C) ICso degeri
41.56 mM olarak % canlilik {izerinden hesaplanmugtir. Egriler, 4PL log-logistik regresyon modeli
kullanilarak olugturulmustur. (ns: anlamli degil; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001)
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Sekil 22. Bos B6-NP’nin hiicre canliligina etkisi.
Tiim gruplar kontrole gére anlamsiz ¢gikmigtir (ns, p>0.05).
Hiicre canlilig1 degerleri yiizde (%) olarak ifade edilmis; veriler ortalama + SS seklinde sunulmustur.

Istatistiksel analizler one-way ANOVA-Tukey post hoc testi ile gergeklestirilmistir (ns: anlamli degil)

NAC-B6-NP sisteminin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi doz bagimli olarak incelenmistir.
1.67-250 pg/mL  araliginda  yapilan  uygulamalarda, 6.25-25  pg/mL
konsantrasyonlarinda hiicre canliligt anlamli diizeyde artmig; en yiiksek deger 25
ug/mL’de elde edilmistir (p<0.0001) (Sekil 23A). Ancak, 100 pg/mL’den itibaren
canlilikta diigiis gozlenmis, 250 pg/mL uygulamasinda bu azalma belirgin hale gelmistir
(p<0.001). Doz-cevap analizleri sonucunda ECso=8.617 ng/mL (R?=0.8850) (Sekil 23B),
ICs50=126.8 ng/mL (R*>=0.7815) (Sekil 23C) olarak hesaplanmistir. Bu bulgular, NAC-
B6-NP sisteminin diisiik dozlarda sitoprotektif, yiiksek dozlarda ise sitotoksik etki
gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 23. NAC- B6-NP uygulamasinin hiicre canlilig iizerindeki konsantrasyona bagli etkisi

A) Farkli konsantrasyonlardaki NAC-B6-NP uygulamalarmin hiicre canlilig1 {izerine etkileri. Hiicre
canlilik oranlari yiizde (%) olarak sunulmus, veriler ortalama = SS seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel
analizler one-way ANOVA ve Tukey post-hoc testi ile yapilmigtir. (B) ECso degeri 8.617 pg/mL; (C)
ICso degeri 126.8 pg/mL % canlilik iizerinden hesaplanmustir. Egriler, 4PL log-logistik regresyon modeli
kullanilarak olugturulmustur. (ns: anlamli degil; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001)
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4.4.3. Nanopartikiillerin hiicre icine alinmasi

Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim verimliligi, FITC-NP ve NAC-B6-FITC-NP
formiilasyonlar1 kullanilarak SH-SYSY hiicre hattinda degerlendirilmistir.

Akim sitometri ile yapilan analiz sonuglarina gore, kontrol grubundaki ortalama FITC-H
floresan yogunlugu 7037 olarak dl¢tilmiistiir (Sekil 24A). FITC-NP (Sekil 24B) grubunda
ortalama FITC-H yogunlugu 9554 olarak bulunmustur. NAC-FITC-B6-NP (Sekil 24C)
grubunda ise ortalama FITC-H yogunlugu 14653 hesaplanmis olup, hiicre
popiilasyonunun genelinde daha homojen ve gii¢lii bir alimi1 oldugunu isaret eder. Elde
edilen veriler dogrultusunda, hiicresel alim diizeyi NAC-B6-FITC-NP grubunda, FITC-
NP grubuna kiyasla yaklasik 1.88 kat artig gdstermistir. Bu fark, Sekil 24D’de gosterildigi

lizere istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01).
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Sekil 24. Nanopartikiillerin hiicresel alim sonuglar

(A) UNTI: Negatif kontrol grubu. FITC sinyali arka plan diizeyindedir. (B) G2:FITC-NP.
(C) G1:NAC-FITC-B6-NP. (D) FITC np gruplarinin hiicresel alim grafigi (**p<0.01)

4.4.4. APa2 oligomer toksisitesinin olusturulmasi

AP420 peptidinin SH-SYS5Y hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 50 ve 100
uM) 24 saat siireyle uygulanmasinin ardindan, doza bagli olarak hiicre morfolojisinde
bozulmalar ve hiicre yogunlugunda azalma gozlemlenmistir (Sekil 25). Hiicrelerin
canlilik diizeyleri degerlendirilmis (Sekil 26A) ve elde edilen veriler logaritmik
konsantrasyonlara kars1 ¢izilen doz-yanit egrileriyle analiz edilmistir. 4PL regresyon
modeli ile yapilan analiz sonucunda, ICso degeri 10 uM olarak belirlenmistir (Sekil 26B).
Bu bulgular, ABs0’nun hiicre canlilig1 iizerinde konsantrasyona bagl toksik etkiler

olusturdugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 25. AB420’nun farkli konsantrasyonlarda uygulanmasinin ardindan hiicrelerde gézlenen
morfolojik degisimlerin invert mikroskopta goriintiilenmesi (10X)

(A) ABs20 uygulanmamis, (B) 5uM, (C) 10uM, (D) 20uM, (E) 50uM, (F) 100uM Asz0 uygulanmis
hiicreler.
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Sekil 26. AB420 uygulamasinin hiicre canlilig1 tizerindeki konsantrasyona bagli etkisi

A) Farkli konsantrasyonlardaki AP0 uygulamasmin hiicre canliligi iizerine etkileri. Hiicre canlilik
oranlari yiizde (%) olarak sunulmus, veriler ortalama + SS seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel analizler
one-way ANOVA ve Tukey post-hoc testi ile yapilmistir. (B) ICso degeri, % canlilik iizerinden 10 uM
olarak hesaplanmigtir. Egri, 4PL log-logistik regresyon modeli kullanilarak olusturulmustur
(****p<0.0001).

APs20’nun morfolojik o6zelliklerini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen STEM
analizleri, oligomerlerin yapisal biitiinliigiinii, dagilim o&zelliklerini ve agregasyon
egilimlerini niteliksel olarak ortaya koymustur. Gorlintiilemeler farkli biiyiitme
diizeylerinde alinmis olup, oligomer formlarinin kiiresel ve homojen yogunlukta bir
morfoloji sergiledigi gdzlemlenmistir (Sekil 27). Ozellikle daha diisiik biiyiitmelerde
(80.000x, 160.000x), monomerik ve oligomerik yapilar bir arada gozlenirken, daha
yiiksek biiyiitmeler (500.000x, 750.000x) oligomer kiimelerinin ¢aplarimin detayli
bicimde incelenmesine olanak saglamistir. Ornekerde rastlanan kiimelenmeler,

oligomerlerin zamanla biiylime ve birlesme egilimi gosterdigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 27. ABs0’ya ait STEM goriintiileri.

4.45. NAC ve NAC-B6-NP’nin APs. toksisitesi olusturulmus hiicrelerde hiicre

canliligina etkisinin belirlenmesi

AP0 ile olusturulan toksisiteye karsi serbest NAC ve NAC-B6-NP uygulamalarinin
hiicre koruyucu etkileri doz bagimli olarak degerlendirilmistir. Serbest NAC grubunda
AP0 ile muamele edilen hiicrelerde, kontrol grubuna kiyasla hiicre canlilig1 anlamh
diizeyde azalmis ve bu durum AP0 nun sitotoksik etkisini dogrulamistir (p<0.01). Bu
toksisiteye karsi serbest NAC uygulamasinin etkileri farkli konsantrasyonlar iizerinden
degerlendirilmistir (Sekil 28A). 0.5 mM NAC uygulamasinda canlilikta artis gézlense de,
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05). Ancak 1 mM NAC ile anlaml
diizeyde iyilesme baslamis (p<0.01), 5 mM ve 10 mM uygulamalarinda ise canlilik orani
belirgin sekilde artmistir (p<0.0001). En yiiksek koruyucu etki 10 mM NAC grubunda
gbzlenmistir. Buna karsilik, 20 mM ve 6zellikle 40 mM dozlarinda canlilik yeniden

azalmis; bu diislis istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, yiiksek dozlarin hiicre
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tizerinde olumsuz etki olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Logaritmik dlgekte ¢izilen
doz-cevap egrisine gore, NAC’m ECso degeri 5.221 mM olarak hesaplanmistir (R? =
0.9771) (Sekil 28B). Hiicre canliliginda anlamli artis 5-10 mM araliginda elde edilirken,
bu araligin disindaki konsantrasyonlarda etki siirli kalmistir. Dolayisiyla, 10 mM NAC
dozu, APo kaynakli toksisiteye karst hem etkili hem de giivenli bir se¢enek olarak 6ne

cikmigtir.

Benzer sekilde, NAC-B6-NP’nin AP0 ile indiiklenen toksisiteye karsi sitoprotektif
etkisi farkli konsantrasyonlarda test edilmistir (Sekil 29A). AP0 uygulamasi canliligi
anlaml diizeyde azaltirken (p<0.0001), NAC-B6-NP tedavisi doza bagimli olarak bu
etkiyi tersine gevirmistir. Ozellikle 12.5 pg/mL ve 25 pg/mL dozlarinda canlilik diizeyleri
APo grubuna kiyasla anlamli olarak artmistir (p<0.0001) ve en yiiksek canlilik 25
png/mL'de elde edilmistir. Doz-cevap analizine gére ECso =13.26 pg/mL (R? = 0.6410)
olarak hesaplanmistir (Sekil 29B). Bu bulgular, NAC-B6-NP sisteminin, AB40 kaynakli

hiicre 6liimiinii azaltmada etkili bir doz aralig1 sundugunu gostermektedir.

Ek olarak, serbest formda 10 mM konsantrasyonla uygulanan NAC, hiicre basina yaklagik
163 pg NAC saglamaktadir. Buna karsilik, NAC-B6-NP formiilasyonunun (bkz. 4.4.2)
25 pg’lik dozu yaklasik 4.15 ug NAC icermektedir. Bu 6nemli doz farkina ragmen,
nanopartikiil grubunda anlamli diizeyde hiicre koruyucu etki gézlenmis olmasi, sistemin

tasiyici etkinligini ve hedeflenmis biyoyararlanimini ortaya koymaktadir.
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Sekil 28. AB420 ile olusturulan hiicre toksisitesine karsi serbest NAC uygulamasinin hiicre

canlilig1 tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi.

(A) Farkli konsantrasyonlardaki serbest NAC uygulamasinin A40 toksisitesine etkisi. Hiicre canlilik

oranlar1 yiizde (%) olarak sunulmus, veriler ortalama + SS seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel analizler

one-way ANOVA ve Tukey post-hoc testi ile yapilmistir. (B) ECso degeri, % canlilik {izerinden 5.221

MM olarak hesaplanmistir. Egri, 4PL log-logistik regresyon modeli kullanilarak olusturulmustur (ns:

anlamli degil; *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001).
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Sekil 29. APas0 ile olusturulan hiicre toksisitesine karst NAC-B6-NP uygulamasinin hiicre

canlilig1 izerindeki etkilerinin degerlendirilmesi.

(A) Farkli konsantrasyonlardaki NAC-B6-NP uygulamasinin Aps0 toksisitesine etkisi. Hiicre canlilik
oranlar1 yiizde (%) olarak sunulmus, veriler ortalama + SS seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel analizler
one-way ANOVA ve Tukey post-hoc testi ile yapilmistir. (B) ECso degeri, % canlilik tizerinden 13.26
pg/mL olarak hesaplanmistir. Egri, 4PL log-logistik regresyon modeli kullanilarak olusturulmustur (ns:

anlamli degil; *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001).

4.4.6. Oksidatif stres tayini

24 saatlik APs0 uygulamasinin ardindan, dncelikle standard egri grafigi olusturulmus
(Sekil 30A) ve yapilan analizde kontrol grubuna kiyasla hiicrelerde toplam oksidan
seviyelerinde anlamli bir artis gdzlemlenmistir (p<<0.001). Bu sonug, Afo’nun hiicre i¢i
oksidatif stres olusturdugunu ve redoks dengesini bozdugunu ortaya koymaktadir. AB420
uygulamasini takiben serbest NAC ve NAC-B6-NP ile muamele edilen gruplarda ise
toplam oksidan seviyelerinde anlamli diizeyde bir azalma saptanmustir (p<0.0001) (Sekil
30B). Bu bulgular, hem serbest NAC’in hem de nanopartikiil formiilasyonunun A0
kaynakli oksidatif strese karsi baskilayici etki gosterdigini ve redoks homeostazini

kismen geri kazandirabildigini géstermektedir.
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Sekil 30. AB40 ile muamele edilen hiicrelerde TOS karsilastirilmasi.

(A) standart egri dogrusal regresyon modeli ile elde edilmistir (R? = 0.9918). (B) gruplar arasi
karsilagtirma. Veriler ortalama + SS olarak sunulmus, istatistiksel analiz one-way ANOVA ve Tukey

post hoc testi ile gergeklestirilmistir. (****p<0.0001)

4.4.7. Total siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

ABs20 ile 24 saatlik uygulamanin ardindan, kontrol grubuna kiyasla total SOD
aktivitesinde anlamli bir azalma goézlemlenmistir (p<0.01) (Sekil 31). Bu sonug,
APs0’nun hiicre i¢i oksidatif stres olusturdugunu ve endojen antioksidan savunma
sistemlerini baskilayabildigini gostermektedir. ABs20 uygulamasini takiben serbest NAC
ile muamele edilen hiicrelerde SOD aktivitesi belirgin sekilde artmis (p<0.05), NAC-B6-
NP uygulamasinda ise bu artis daha anlaml diizeye ulasmistir (p<0.01). Bu bulgular,
NAC’1n antioksidan potansiyelini dogrularken, nanopartikiil formiilasyonunun kontrollii

salim ve hiicre i¢i etkinlik bakimindan daha giiglii bir etki sagladigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 31. A0, serbest NAC ve NAC-B6-NP ile muamele edilen hiicrelerde SOD
aktivitelerinin karsilastirilmasi.

Veriler ortalama + SS olarak sunulmus, istatistiksel analiz one-way ANOVA ve Tukey post hoc testi ile
gerceklestirilmistir. (*p<0.05, **p<0.01)

4.4.8. Mitokondriyal disfonksiyon analizi

APs20’nun 24 saatlik inkiibasyonunun ardindan hiicrelerde mitokondriyal membran
potansiyelinde (MMP) anlamli bir azalma gozlemlenmistir (p<0.001) (Sekil 32). JC-10
boyasi ile yapilan 6lgiimler sonucunda elde edilen kirmizi/yesil floresans oranlar1 kontrol
grubuna gore normalize edilmis ve mitokondriyal fonksiyonel biitiinliik kantitatif olarak
degerlendirilmistir. ABo uygulamasi iizerine serbest NAC uygulamasi bu diisiisti anlaml
diizeyde toparlamistir (p<0.01). NAC-B6-NP grubunda da membran potansiyelinde
anlamli bir artig saptanmis olup (p<0.01), serbest NAC’a benzer diizeyde mitokondriyal
koruma saglamistir. Bu bulgular, hem serbest hem de nanopartikiil formiilasyonlarinin

APs20 kaynakli mitokondriyal disfonksiyonu azaltici etkilerini ortaya koymaktadir.
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Sekil 32. AB40, serbest NAC ve NAC-B6-NP ile muamele edilen hiicrelerde mitokondriyal
membran potansiyelinin degerlendirilmesi.

Veriler ortalama+SS olarak sunulmustur. Istatistiksel analiz one-way ANOVA ve Tukey post hoc testi

ile gerceklestirilmistir. (**p<0.01, ***p<0.001)

4.4.9. Total glutatyon seviyesinin belirlenmesi

APBs20’nun 24 saatlik uygulanmasinin ardindan, Oncelikle standar egri grafigi
olusturulmus (Sekil 33A) ve yapilan analizde kontrol grubuna kiyasla T-GSH
diizeylerinde anlamli bir azalma gézlemlenmistir (p<0.01). Bu durum, AB420’nun hiicre
i¢i antioksidan sistem ilizerinde baskilayict etki olusturdugunu gostermektedir. APBs20
uygulamasi1 sonrasinda serbest NAC verilen grupta T-GSH seviyeleri anlamli diizeyde
artig gostermistir (p<0.0001). Benzer sekilde, NAC-B6-NP uygulanan grupta da T-GSH
diizeyleri anlaml1 olarak yiikselmistir (p<0.0001) (Sekil 33B). Bu bulgular, her iki NAC
formiilasyonunun da hiicresel antioksidan kapasiteyi etkin bi¢imde artirdiini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 33. AP0, serbest NAC ve NAC-B6-NP ile muamele edilen hiicrelerde T-GSH
diizeylerinin karsilagtirilmasi.

standart egri dogrusal regresyon modeli ile elde edilmistir = 0. . gruplar arast
(A) d gri dogrusal deli ile elde edilmistir (R? = 0.9989). (B) 1

karsilastirma. Veriler ortalama + SS olarak sunulmus, istatistiksel analiz one-way ANOVA ve Tukey

post hoc testi ile gerceklestirilmigtir. (**p<0,01; ****p<0,0001)

4.4.10. Sitokin seviyelerinin belirlenmesi

APBs0 ile 24 saat siireyle muamele edilen hiicrelerde, proinflamatuar yaniti
degerlendirmek amaciyla IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeyleri ELISA yontemi ile analiz
edilmistir. APa20 uygulamasi, tiim sitokinlerde kontrol grubuna kiyasla anlaml diizeyde
artisa neden olmustur (sirastyla p<0.0001, p<0.01, p<0.01). Bu sonuglar, ABs20’nun
hiicrelerde inflamatuar yanmit olusturdugunu ve néroinflamasyonu tetikledigini
gostermektedir. Serbest NAC uygulamasi, 6zellikle IL-1p ve IL-6 diizeylerinde belirgin
bir azalma saglamis (p<0.0001), TNF-a diizeyinde ise anlamli bir baskilayict etki
gostermistir (p<0.001). NAC-B6-NP grubu ile APs20 grubu arasinda IL-1p (p<0.01), IL-
6 ve TNF-a (p<0.05) a¢isindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir. NAC-
B6-NP uygulamasi da tiim sitokinlerde diigiis saglamis, ancak serbest NAC’a kiyasla bu
azalma daha 1limh diizeyde kalmistir. Standart egriler (Sekil 34A-C-E) kullanilarak tim
gruplara ait kantitatif degerler (Sekil 34B-D-F) hesaplanmis ve sunulmustur.
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Sekil 34. A0 toksisitesi olusturulan hiicrelerde IL-1, TNF-a ve IL-6 sitokin
seviyelerinin ELISA y6ntemiyle tayini.
(A-C-E) her bir sitokin i¢in olusturulan standart egriler. (B-D-F) gruplar arasi karsilagtirma. Veriler
ortalama + SS olarak sunulmus, istatistiksel analiz one-way ANOVA ve Tukey post hoc testi ile
gerceklestirilmistir (¥p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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4.4.11. Nanopartikiillerin in vivo kan-beyin bariyeri gecisi

Nanopartikiillerin in vivo KBB geg¢isini ve beyin igindeki dagilimlarini gdstermek
amaciyla, NAC-FITC-B6-NP formiilasyonu 5XFAD transgenik farelere i.p. yoldan
uygulanmig ve 1 saat sonrasinda alinan beyin dokularindaki nanopartikiill dagilimi
konfokal mikroskopisi ile incelenmistir (Sekil 35). Ayrica, farkli beyin bolgesine ait
kesitlerde ise, noron-spesifik NeuN immiinboyamasi ile birlikte ¢ekirdek isaretleyici
DAPI kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal analizlerin konfokal misroskopi
goriintiileri Sekil 36’da; floresan mikroskopi ile elde edilen goriintiileri Sekil 37°de
sunulmustur. Konfokal mikroskopisi ile elde edilen koronal beyin kesitlerde, FITC
sinyalinin beyin parankiminde genis bir alana yayildig1 ve gegisin basariyla sagladigi
gosterilmistir (Sekil 35, 36).

Beyin koronal kesitlerinden elde edilen yesil floresan sinyal, nanopartikiillerin MSS
boyunca basarili bir sekilde dagildigini, KBB’yi gegebildigini (Sekil 35A) ve korteks
bolgesinde daha belirgin sekilde biriktigini ortaya koymustur. Bu dagilim paternine ait
anatomik dogrulama ise Paxinos ve Franklin (2004) fare beyin atlasi referans alinarak
degerlendirilmistir (Sekil 35B).

Ayn1 nanopartikiillerin beyin i¢i bolgesel dagilimini daha ayrintili degerlendirmek
amaciyla farkli kesitlerde immiinohistokimyasal boyama sonucu yapilan konfokal
goriintiileme analizleri, niikleer boyama (DAPI-mavi) (Sekil 36A), néron boyamasi
(NeuN-magenta) (Sekil 36B) ve nanopartikiil 1s1mas1 (FITC-yesil) (Sekil 36C) olarak
gosterilmistir. Nanopartikiillerin hipokampusun alt boliimlerinde (CAL, CA3 ve dentat
girus (DG)) anlaml diizeyde birikim gosterdigi tespit edilmistir. Ug ayr1 kanaldan alinan
goriintiiler karsilastirildiginda, FITC sinyal yogunlugunun CA1l ve DG bdlgelerinde
arttig1 gorilmiistiir. Goriintiiler, Paxinos ve Franklin fare beyin atlasi referans alinarak

degerlendirilmistir (Sekil 36D).
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Sekil 35. NAC-B6-FITC-NP formiilasyonunun 5XFAD fare 6n beyin bolgesindeki anatomik
dagiliminin konfokal mikroskobi ile degerlendirilmesi.

(A) NP’nin beyin ic¢inde dagilimi (yesil). (B) Fare beynine ait koronal kesitte anatomik yapilarin
stereotaksik koordinatlara gore gosterimi (Bregma: 0.38 mm) (Sekil Paxinos & Franklin, (2004) beyin

atlasi kitabindan alinmistir)

(B)

FIGURE 60

(D)

Sekil 36. NAC-B6-FITC-NP formiilasyonunun 5XFAD fare arka beyin bolgesindeki anatomik

dagilimimin konfokal mikroskobi ile degerlendirilmesi.

(A) Cekirdeklerin DAPI ile goriintiilenmesi (mavi). (B) Noronlarin NeuN ile goriintillenmesi (magenta).
(C) NP’nin beyin iginde dagilimi (yesil). (D) Fare beynine ait koronal kesitte anatomik yapilar
stereotaksik koordinatlara gore gosterimi (Bregma: -3.52 mm) (Sekil Paxinos & Franklin, (2004) beyin

atlasi kitabindan alinmistir)
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Yine ayni formiilasyonunun floresan mikroskopisi ile yapilan degerlendirmelerinde
(Sekil 37A-E), 6zellikle (B), (D) ve (E) panelleri, B6 peptidi sayesinde nanopartikiillerin
KBB’yi gectigini gostermistir. Niikleer isaretleyici DAPI ile hiicre c¢ekirdeklerinin
lokalizasyonu net sekilde saptanirken, NeuN ile yapilan boyamada kirmizi floresan
sinyaliyle tanimlanan néronlarda FITC ile ortiisen alanlar goriilmektedir. Bu bulgular, B6
peptidinin TfR1 aracilifiyla gerceklestirdigi hedefleme stratejisinin, sistemik uygulama

sonrasinda nanopartikiillerin KBB’yi asmasint miimkiin kildigin1 ortaya koyar.

(A)

©) (D)

Sekil 37. NAC-FITC-B6-NP formiilasyonunun 5XFAD fare beyinlerinde dagiliminin floresan
mikroskobi ile degerlendirilmesi.

(A) Cekirdeklerin DAPI ile goriintiilenmesi (mavi). (B) NP beyin i¢inde dagilimi (yesil). (C) Noronlarin
NeuN ile goriintiilenmesi (kirmizi). (D) NP’nin néronlarla birlikte goriintiilenmesi. (E) NP, néron ve

cekirdeklerden gelen sinyallerin birlikte gosterimi.
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5. TARTISMA

Nanobilim, yigin (bulk) malzemelerin molekiiler ve atomik diizeyde yapilandirilmasini
ve bu diizeyde ortaya ¢ikan kuantum etkilerini inceleyen bir bilim dalidir. Nanoteknoloji
ise maddeyi nanometrik Olgekte gozlemleme, tasarlama, kontrol etme ve fonksiyonel
yapilara doniistiirme becerisine odaklanir (Bayda vd., 2019). Bu alandaki gelismeler,
ozellikle ilag¢ tasima sistemlerinde 6nemli bir rol oynar. Nanotip, nanoteknoloji ile tibbin
birlesimi olarak tanimlanir ve terapdtik ajanlarin nano-boyutta formiile edilerek, hedef
dokulara giivenli ve etkin sekilde taginmasini amaglayan bir yaklasimdir (Jagaran &

Singh, 2021).

AH, demans vakalarinin %60—80’ini olusturan, bilissel islevlerde ve hafiza yetilerinde
kademeli kayipla seyreden ilerleyici bir norodejeneratif hastaliktir (Jagaran & Singh,
2021). Hastaligin patofizyolojisinde AP peptidlerinin, oOzellikle de Apa4. tiiriiniin
oligomerik yapilar halinde birikimi merkezi bir rol oynar. Bu A4z oligomerleri (AP420),
hiicre dis1 plaklardan 6nce noronal membranlarda birikerek, hiicre i¢i kalsiyum dengesini
bozar, mitokondriyal disfonksiyona neden olur ve proinflamatuar yanitlari tetikleyerek
noronal hasar1 baglatir (Zhang vd., 2023). Ayrica, AH’de redoks dengesizligi, ROS
tiretiminde artis ve buna bagli oksidatif stres ile birlikte ilerleyen néroinflamatuar
siirecler, hastaligin ilerleyisinde belirleyici faktorler arasinda yer alir (Viola & Klein,

2015; Heneka vd., 2015).

TfR1, demir tasiniminda goérevli bir membran proteini olup, 6zellikle KBB’deki endotel
hiicrelerde ve yiiksek metabolik aktiviteye sahip néronlarda yogun sekilde eksprese edilir
(Moos & Morgan, 2000; Thangudu vd., 2020). Bu ozellikleriyle TfR1, hem KBB’yi
ge¢mek hem de noronlari hedeflemek amaciyla tasarlanan ilag tasiyici sistemler igin
stratejik bir hedef haline gelir. Bu nedenle, bu tez calismasinda B6 peptidinin
konjugasyonuyla gelistirilen nanopartikiil formiilasyonun, TfR1’i hedefleyerek hem

KBB gecisi hemde noronlara lokalizasyonunu saglayacagi ongoriilmiistiir.

NAC, redoks-aktif bir ajan olarak GSH sentezini destekler ve ROS’u baskilayarak hiicre
ici savunma sistemlerini giiclendirir. Ancak kisa yar1 omri, diisiik biyoyararlanimi ve
beyin dokusuna sinirli gegisi nedeniyle sistemik kullanimda etkinligi kisitlidir (Tenorio
vd., 2021). Serbest siilthidril gruplarinin plazma proteinleriyle disiilfit baglar olusturmasi,

NAC’1n dolagimda hizla inaktive olmasina ve daha yiiksek, tekrarlanan doz ihtiyacina yol
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acar (Harada vd., 2002; Lomeli Martinez vd., 2025). Bu sinirlamalari asmak amaciyla,
bu ¢aligmada NAC, hedeflenebilir ve kontrollii salim saglayan bir nanopartikiil sistemine

entegre edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, serbest NAC uygulamasinin farmakokinetik sinirlamalarini asmak
amaciyla, MPEG-PLGA bazli, B6 peptidi ile yiizey modifiye edilmis ve NAC yiiklii bir
nanopartikiil sistemi (NAC-B6-NP) gelistirilmistir. Sistem, hem oksidatif stres hem de
inflamatuar yanit1 hedef alan ¢ok islevli bir yap1 sunarak AH’yi taklit eden ABa20 bazli in
vitro modelde kapsamli sekilde degerlendirilmistir. Ozellikle mPEG modifikasyonu,
sistemin dolasim siiresini artirarak fagositozdan kacis1 kolaylastirirken, PLGA iskeleti
biyobozunur yapisiyla kontrollii ila¢ salimina olanak tanir. Yiizeyde yer alan B6 peptidi,
TfR1 tizerinden hem KBB geg¢isini miimkiin kilmak {izere se¢ilmistir. Bu ¢ok bilesenli
yap1 sayesinde, NAC’in biyoyararlanimini ve terapotik siiresini artirmak hedeflenmis;
ayni zamanda norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde gereksinim duyulan hiicre igi

hedefli etki potansiyeli sunulmustur.

Gelistirilen sistemin temel bileseni olan PLGA (RG502), diisiikk molekiiler agirlig: (7-17
kDa) sayesinde hizli bozunabilen ve kontrollii ila¢ salimi saglayan biyobozunur bir
polimerdir. MPEG segmenti, bu yapiya amfifilik 6zellik kazandirarak opsonizasyonu
azaltir, dolagim siiresini uzatip kolloidal stabiliteyi arttirir (Makadia & Siegel, 2011;
Danhier et al., 2012; Zhi vd., 2021). Literatiirde PEG-PLGA sistemlerinin bu avantajlari
nedeniyle 6zellikle KBB hedefli ilag tasima calismalarinda yaygin sekilde kullanildigi
bildirilmistir. (Riccardi vd., 2021; Pinto vd., 2022). Sistemin ylizeyine eklenen B6
peptidi, TfR1’e olan yiiksek afinitesi sayesinde hem KBB geg¢isini kolaylastirir hem de
noronal hedeflemeyi miimkiin kilar (Liu vd., 2013; Yin vd., 2015; Fan vd., 2018; Zhang
vd., 2022). Bu ¢alismada, MPEG-PLGA yapis1 6zgiin bir ¢ift asamali modifikasyon
stireciyle fonksiyonellestirilmistir: Maleik anhidrit araciligiyla polimere iki ayri bag
kazandirilmig, bu yapt HDMA ile amin ug¢ gruplarina donistiiriilmiis ve sonrasinda
EDAC araciligiyla amid bagi iizerinden B6 peptidi kovalent olarak baglanmistir.
Literatiirde B6 peptidi ile modifiye edilen nanopartikiil sistemlerinin beyin hedeflemesi
acisindan etkinligi gosterilmis olmakla birlikte (Liu vd., 2013; Fan vd., 2018; Zhang vd.,
2022), bu ¢alismanin farki, redoks-aktif bir ajan olan NAC’mn bu sistem iginde yiiksek
stabiliteyle tasinabilmis olmasidir. Bu durum, hem yiik tagima kapasitesi hem de

biyouyumluluk agisindan literatiire 6zgiin bir katki sunar.
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Nanopartikiil formiilasyonundaki NAC miktarmin dogru ve hassas bigimde
belirlenebilmesi igin, ¢alismada gelistirilen HPLC yontemi ICH Q2 (R1) kilavuzuna
uygun sekilde wvalide edilmistir. Yontem; dogrusallik (lineerlik), kesinlik,
tekrarlanabilirlik ve segicilik gibi temel validasyon kriterlerini basariyla karsilamistir.
Elde edilen geri kazanim oranlarmin %98-102 araliginda olmasi ve %BSS degerlerinin
<%2 olmasi, yontemin giivenilirligini ortaya koymustur. Ayrica, belirlenen LOD (0.015
png/mL) ve LOQ (0.046 ug/mL) degerleri yontemin yeterli duyarliliga sahip oldugunu
gosterir. Bu diizeyde hassasiyet, ozellikle kontrollii salim sistemlerinde ilacin diistik
konsantrasyonlarda bile kantitatif takibinin yapilabilmesi agisindan 6nemlidir. Bu
baglamda, gelistirilen HPLC yontemi yalnizca validasyon kriterlerini karsilamakla
kalmamis, ayn1 zamanda NAC’1n salim kinetigi ve enkapsiilasyon analizlerinde giivenilir

Olgtimler yapilmasina olanak tanimistir (Bose, 2014; Prakasha Gowda vd., 2020).

Nanopartikiil sisteminin yapisal dogrulamasi, FT-IR, 'H NMR ve GPC/SEC analizleri ile
gerceklestirilmistir. FT-IR spektrumlarinda, peptid konjugasyonuna bagli olarak olusan
amid baglarinin varligin1 dogrulamistir. Bu sinyaller, polimerin basarili sekilde modifiye
edildigini ve peptid konjugasyonunun kimyasal olarak gerceklestigini gosterir. Ayrica,
'"H NMR analizinde, B6 peptidine 6zgii proton kaymalarinin belirli kimyasal kayma
degerlerinde (ppm) gdézlemlenmesi, konjugasyonun yapisal diizeyde de dogrulandigini
ortaya koymustur. Bu bulgular, Fan vd. (2018) ve Liu vd. (2013) gibi ¢alismalarda
bildirilen peptid-konjugasyon dogrulama kriterleri ile uyumludur. Sistem homojenliginin
degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilen GPC/SEC analizlerinde, <1.3 diizeyinde elde
edilen PDI degerleri, polimer zincirlerinin dar molekiiler agirlik dagilimina sahip

oldugunu ve kontrollii bir sentez siirecinin basariyla yiiriitiildigiini gosterir.

Fiziksel karakterizasyon analizleri, NAC-B6-NP sisteminin biyolojik hedefleme ve
sistemik stabilite agisindan uygun ozellikler tasidigini ortaya koymustur. DLS
analizlerinde, nanopartikiillerin ortalama boyutu <200 nm olarak 6l¢tilmiis ve PDI degeri
<0.2 bulunmustur. Bu 6l¢timler, KBB’yi gegebilecek boyut araligina isaret ederek, Beach
vd., (2024), Saraiva vd., (2016) ile Kulkarni & Feng (2013) tarafindan 6nerilen KBB
gecirgenlik kriterleriyle uyumludur. Sistem yiizeyine ait ZP degerlerinin -30 mV altinda
olmasi, kolloidal stabilitenin yiliksek oldugunu gosterir. Ayrica, pH degisimine bagh
olarak artan negatif yiik, yilizeydeki amin gruplarinin iyonizasyonu ile agiklanir. Bu
durum, sistemin ¢evresel pH degisikliklerine karsi kararliligini arttirir (Calvo vd., 1997).
Bu bulgular, PEG-PLGA sistemlerinin beyin hedefleme c¢alismalarinda tercih edilme
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nedenlerinden biri olan yiizey yiik-kararlilik iliskisiyle dogrudan ortiisiir (Nafie vd.,
2024). Sistemin sterilizasyon sonrasi stabilitesi degerlendirilerek UV 1sinlarina maruz
birakilan nanopartikiillerde, boyut ve PDI degerlerinde anlamli bir degisiklik
gbzlenmemistir. Bu durum, yapisal biitiinliigiin korundugunu ve in vitro ve in vivo
uygulamalarda steril kosullarda kullanilabilirligin miimkiin oldugunu gosterir (Tapia-
Guerrero vd., 2020). Ayrica, STEM goriintiilemelerinde gozlenen diizgiin kiiresel
morfoloji, sistemin hem fiziksel hem de yapisal olarak homojen bir yapiya sahip
oldugunu dogrulamistir (Watcharadulyarat vd., 2023). Bu 6zellikler, hedefli ila¢ tagima

sistemleri i¢in kritik 6neme sahiptir.

Gelistirilen NAC-B6-NP sisteminde, %74 oraninda elde edilen yiiksek enkapsiilasyon
verimi, NAC’in hidrofilik dogasi goz oniinde bulunduruldugunda olduk¢a dikkat
¢ekicidir. Bu sonug, NAC molekiillerinin mPEG-PLGA matrisine etkin sekilde entegre
edildigi ve sistemin yiik tasima kapasitesinin yiiksek oldugu anlamina gelir (Puri vd.,
2022). Literatiirde, benzer sistemlerde genellikle yaklasik en cok %60 kapsiilleme
verimliligi rapor edilmistir (Ahmaditabar vd., 2017; Chiesa vd., 2017; Lancheros vd.,
2018; Fan vd., 2018). Ornegin, Chiesa vd. (2017), NAC’1mn PLGA nanopartikiiller iginde
%359 oraninda enkapsiile edildigini; Fan vd. (2018) ise B6 peptidi ile modifiye edilmis
kurkumin yiikli PEG-PLGA sisteminde sadece %]15’lik verim elde edildigini
bildirmistir. Ote yandan, Lancheros vd. (2018), hidrofilik bilesiklerin de nanopartikiiller
ile tasmabilecegini gostermek amaciyla NAC yiiklii PLGA nanopartikiilleri hazirlamis ve
yalnizca %0.4°1ik bir enkapsiilasyon verimi elde etmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen
yiiksek verimin, PEG segmentinin sulu ortamlarla olan yiiksek uyumu, EDAC aracili
amid bag1 olusturma etkinligi, ve yiizeydeki amin gruplarinin yiik dagilimini optimize
etmesiyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica ¢ift asamali yilizey modifikasyonu,
tasiyici-yiik etkilesimini artirarak sistemin hem yiikleme hem de salim verimliligini

desteklemistir.

In vitro salim analizlerinde, NAC-B6-NP sisteminin 48 saat boyunca kademeli ve
kontrollii bir salim sagladigi (%96.2 + 1.3) belirlenmistir. Buna karsilik, serbest NAC’1n
ayni kosullarda 30 dakika icinde tamamen salindigi goézlemlenmistir. Bu durum,
nanopartikiil formiilasyonunun NAC’in kisa yar1 omrii ve sistemik kararsizligi gibi
farmakokinetik smirlamalarim1 6nemli Olcilide iyilestirdigini ve terapotik etki siiresini
uzatma potansiyeline sahip oldugunu gosterir. Literatiirde PLGA temelli sistemlerin

kontrollii ve uzun siireli salim saglama kapasitesi daha Once c¢esitli calismalarla
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vurgulanmigtir (Danhier vd., 2012; Sanchez-Lopez vd., 2018; Puri vd., 2022; Igbal vd.,
2024). Ancak bu calismada elde edilen salim siiresi ve enkapsiilasyon verimi birlikte
degerlendirildiginde, sistemin verimlilik acisindan oldukga iistiin oldugu goriliir.
Ornegin, Chiesa vd. (2017) NAC yiiklii PLGA nanopartikiillerde, ilacin tamaminin
yalnizca 60 dakika icinde salindigini, Puri vd. (2022) ise yine NAC yiikli PLGA
nanopartikiillerinin ilk 12 saatte %64’liik ani salim yaptigint rapor etmistir. Fan vd.
(2018) tarafindan AH modeli i¢in gelistirilen, B6 peptidi ile modifiye edilmis kurkumin
yikli PEG-PLGA sisteminde ise 12 saatte %75 salim gerceklesmistir. Bu tez
calismasinda ise ilk saatlerden itibaren kademeli sekilde ilerleyen ve 12. saatte %58’e
ulasan salim profili, 48 saate kadar uzatilmig kontrollii salim sayesinde NAC’1n hedef
dokuya uzun siireli ve dengeli bir sekilde iletimine olanak saglamistir. Kontrolli salim,
yalnizca sistemik toksisiteyi azaltmakla kalmaz; ayn1 zamanda doz sikligin1 diigiirerek
hasta uyumunu artirabilir (Danhier vd., 2012; Riccardi vd., 2021; Pinto vd., 2022). Bu
ozellikler, gelistirilen NAC-B6-NP sistemini ozellikle kronik seyirli norodejeneratif

hastaliklarin uzun vadeli tedavi stratejileri igin etkili bir aday haline getirir.

Ek olarak, NAC’in serbest formda sistemik dolasima uygulandiginda hizli plazma
metabolizmasina ugramasi Ve diisiik biyoyararlanima sahip olmasi, klinik uygulamalarda
terapotik etkinligini sinirlandiran temel faktorler arasindadir. Plazmada bulunan
proteinlerle serbest siilfhidril grubu {izerinden distilfit baglar1 olusturan NAC, hizla
inaktive olabilir; hedef dokulara etkin konsantrasyonda ulasamadan elimine edilir
(Lomeli Martinez vd., 2025). Bu calismada gelistirilen nanopartikiil sistem, NAC’1
tastyict matris iginde korunakli bir yapida tutarak, kontrollii salim yoluyla kademeli
serbestlenmesini saglamis ve boylece molekiiliin sistemik dolasimda daha stabil bir
formda kalmasina olanak tanmmstir. Bu 0zellik, yalnizca farmakokinetik avantaj
saglamaz; ayn1 zamanda hedef dokuya etkin dozda ulagsmay1 ve terapdtik etki siiresinin
uzatilmasin1 miimkiin kilar. Benzer bir yaklasimin daha dnce dendrimer bazli NAC
tastyict sistemlerde de etkili oldugu gosterilmistir. Bu sistemlerde NAC’m hiicre i¢i
diizeyinin anlamli sekilde arttig1 raporlanmis (Navath vd., 2008; Wang vd., 2009) ve hatta
klinik gelistirme asamasina tasinan D-NAC formiilasyonu ile mikroglial hedefleme
sayesinde Faz 2a diizeyinde umut verici sonuglar elde edilmistir (Liyanage vd., 2024). Bu
baglamda, gelistirilen NAC-B6-NP sisteminin, serbest NAC formiilasyonuna kiyasla
metabolik bozulmaya karsi koruma saglama ve hedef dokuya daha stabil iletim

potansiyeli sundugu goriiliir.
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Yapilan serum stabilitesi analizleri, NAC-B6-NP sisteminin fizyolojik kosullarda ilk 4
saat boyunca partikiil boyutunu <200 nm seviyesinde korudugunu ve bu siire iginde
yuksek kolloidal stabilite sergiledigini ortaya koymustur. 24. saatin sonunda partikiil
boyutunda artis gézlemlenmis olsa da, bu degisimin sistemin hedefe ulasma kapasitesini
olumsuz yonde etkilemedigi diisiiniilmektedir. NAC-FITC-B6-NP formiilasyonunun
5XFAD fare modelinde i.p. enjeksiyonu sonrasinda, yalnizca 1. saatte alinan beyin
kesitlerinde yogun fluoresan sinyal gozlemlenmis ve etkin beyin gecisi dogrulanmistir
(Bolim 4.4.11). Bu bulgu, nanopartikiil sisteminin KBB’yi erken fazda basariyla
gecebildigini  gOstermistir. Literatirde de benzer sekilde, PEG-PLGA bazlhi
nanopartikiillerin sistemik uygulama sonrasi beyin dokusuna 0—6 saatlik zaman diliminde
ulastig1 bildirilmistir (Fan vd., 2018; Liu vd., 2013; Wu vd., 2023). Bu dogrultuda,
formiilasyonun hedefe zamaninda ulagmasi saglandigindan, ilerleyen saatlerdeki cap

artisinin klinik acidan belirleyici bir dezavantaj olusturmadigi sonucuna varilabilir.

Elde edilen karakterizasyon verileri degerlendirildiginde, gelistirilen NAC-B6-NP
sistemi hedefleme kapasitesi artirilmis, yapisal olarak dogrulanmus, fiziksel olarak stabil,
yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip ve kontrollii salim saglayabilen ¢ok islevli bir ilag
tastyict platform olarak oOne ¢ikmaktadir. Sistemin temel avantajlari; B6 peptidi
araciligiyla TfR1 tizerinden KBB hedefleme, PEG-PLGA polimerinin kolloidal stabilite
ve biyobozunabilirlik dzellikleri ve NAC’in oksidatif strese karsi koyan redoks-aktif
ozellikleriyle birleserek AH gibi norodejeneratif durumlara yonelik ¢ok yonlii terapotik

bir yaklagim sunmasidir.

AH’de temel patolojik faktdrlerden biri olan AB420 ndronal hiicrelerde olusturdugu toksik
etki nedeniyle SH-SYS5Y hiicreleri kullanilarak sikga in vitro modelleme amaciyla tercih
edilir. APs20’nun, hiicre zarindaki NMDA ve prion benzeri reseptorler lizerinden
kalsiyum girigini artirdigi, mitokondriyel membran potansiyelini bozdugu, ROS iiretimini
tetikledigi ve inflamatuar yanitlar1 aktive ettigi gosterilmistir (Viola & Klein, 2015;
Heneka vd., 2015; Butterfield & Halliwell, 2019; Mroczko vd., 2018; Atlante & Valenti,
2022). Bu mekanizmalar, AH patofizyolojisinde noéronal hasarin ve hiicre Sliimiiniin
temel nedenleri arasinda yer alir. Bu nedenle, kullanilan AP420 toksisite modeli, hem
hiicresel hasar mekanizmalarini anlamak hem de terap6tik sistemleri degerlendirmek igin

oldukca uygun bir zemin sunar.
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Bu baglamda ilk olarak ila¢g gruplarinin saglikli hiicrelerde canliliga etkileri
belirlenmistir. Serbest NAC grubunda, en yiiksek canlilik 10 mM konsantrasyonda elde
edilmis ve bu doz, belirlenen ECsg (4.115 mM) degerine yakin bulunmustur. Ayrica bu
deger, toksisite esigi olan ICsg (41.56 mM) seviyesinin altinda kalarak giivenli sinirlar
icinde yer almistir. Literatiir verileriyle karsilastirildiginda, NAC’1n hiicreleri 5-10 mM
araliginda oksidatif strese karsi korudugu benzer sekilde bildirilmistir (Venkataramana
vd., 2014; Chamorro vd., 2023; Thu Nguyen vd., 2024). Formiilasyonun tasiyici yapisi
olan MPEG-PLGA-B6 nanopartikiiller, hiicrelerde 300 pg/mL’ye kadar toksik etki
olusturmamis ve biyouyumlulugunu dogrulamistir. NAC-B6-NP grubunda ise 25 pg/mL
nanopartikiil dozunda (~4.15 pg/mL NAC) en yiiksek hiicre canlilig1 elde edilmistir. Bu
doz, belirlenen ECsp (8.617 pg/mL) ve ICsq (126.8 pg/mL) degerlerinin arasinda kalarak,
serbest NAC’a kiyasla yaklasik 40 kat daha diistik bir NAC dozu ile benzer koruyucu etki
saglandigin1 gosterir. Bu ¢arpici sonug, nanopartikiil sisteminin biyoyararlanimi artirma
ve hiicre i¢i hedefli dagilim gibi avantajlarindan kaynaklanir. Ayrica, NAC’1n hiicre i¢i
redoks sistemine etkisi doza bagli olarak degiskenlik gosterebilir. Diisiik ve orta dozlarda
glutatyon diizeyini artirarak hiicre canliligini desteklerken, yiiksek konsantrasyonlarda
pro-oksidan etki gostererek mitokondriyal disfonksiyona ve stres yanitina neden
olabilecegi bildirilmistir (Atkuri vd., 2007; Cheng vd., 2023).

Akim sitometrisi ile gerceklestirilen analizlerde, MPEG-PLGA temelli nanopartikiil
formiilasyonlarinin hiicre i¢i alim diizeylerinde anlamli farklar saptanmigtir. FITC-NP
kiyasla, NAC-FITC-B6-NP grubunda 1.88 kat daha yiiksek hiicresel alim gozlenmistir.
Bu bulgular, mPEG-PLGA nanopartikiillerinin hiicre zarini gegerek etkin bigimde hiicre
icine alindigim1 ve B6 peptidi ile yapilan yilizey modifikasyonunun bu alimi daha da
artirdigin1  gosterir. Benzer sekilde, Fan vd. (2018) caligmasinda B6-PEG-PLGA
nanopartikiilleri, HT22 ndron hiicrelerinde yaklasik 1.5 kat daha yiiksek alim saglamistir.
Liu vd. (2013), bEnd.3 endotel hiicrelerinde B6-PEG-PLA sistemleri ile 2.3 katlik bir
artis raporlamig; De Capua vd. (2024) ise CRT peptidi ile modifiye edilen
nanoemiilsiyonlarda ayni hiicre hattinda 1.4 kat alim artig1 gozlemlemistir. Bu sonuglara
benzer sekilde, Mulik vd. (2012) tarafindan SH-SYSY hiicrelerinde yapilan ¢alismada,
transferrin-konjuge solid lipid nanopartikiillerin hiicresel alim1 kontrole kiyasla yaklagik
3.5 kat artmis ve bu artigin transferrin ligandi aracilifiyla gergeklesen aktif endositoza
bagl oldugu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismalarin biiyiik kisminda kullanilan hiicre

modelleri, SH-SYS5Y gibi néronal hiicre hatlarindan farkli olarak endotel kaynaklidir.
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TfR1, bu hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese edildiginden, transferrin ya da peptit
temelli tastyict sistemlerin alim verimliligi dogal olarak daha yiiksek diizeydedir. Buna
karsilik, bu c¢alismada kullanilan SH-SYS5Y noronal hiicre hattinda, B6 peptidi ile
modifiye edilen nanopartikiiller yaklasik 1.88 katlik bir alim artis1 saglamis ve bu diizey,
transferrin benzeri ligandlarla elde edilen oranlara oldukga yakin bulunmustur. Ayrica,
transferrin gibi biiylik protein yapili ligandlara kiyasla B6 peptidinin diigiik molekiiler
agirhigl, daha diisilk immiinojenisitesi, kararli yapisi ve konjugasyon kolayligi gibi
farmasotik agidan 6nemli avantajlar sundugu g6z oniinde bulunduruldugunda, elde edilen
hiicresel alim orani dikkat ¢ekici diizeydedir (Nie vd., 2011). Dolayistyla, ¢alismamizda
elde edilen nicel veriler, B6 peptidinin hiicresel alim agisindan transferrin ve diger
alternatif peptitlerle karsilastirilabilir diizeyde oldugunu ve norodejeneratif hastalik

modellerinde kullanilabilecek potansiyel bir hedefleme stratejisi sundugunu gostermistir.

AP420’nun olusturdugu in vitro AH modelinde gergeklestirilen hiicre canliligi analizleri
icin, AP420’nun 24 saatlik uygulamasi sonucunda 4PL regresyon analizine gore 1Cso
degeri 10.11 uM olarak hesaplanmistir. Bu deger, modelin sitotoksik etkisinin doz
bagimli olarak basarili sekilde olusturuldugunu ve sistemin terapdtik testler i¢in uygun
oldugunu gosterir. STEM analizleri, ABs20’larin morfolojik olarak beklenen kiiresel
yapida olustugunu ortaya koymustur. Elde edilen goriintiiler, literatiirde tanimlanan
oligomer gorselleri ile uyumlu olup, bu yapilarin zamanla bir araya gelerek aglomere
yapilara doniisme egiliminde oldugunu gostermektedir (Stine vd., 2003; Nath vd., 2012;
Chunhui vd., 2018).

Olusturulan toksisitenin ardindan, Serbest NAC uygulamasinda, 10 mM (163.2 pg) doz
ile en yiiksek hiicre canliligi elde edilmis (%401.8), ECso degeri 5.2 mM olarak
belirlenmistir. NAC-B6-NP grubunda ise 25 pg/mL (4.15 pg NAC) ile %268.5 canlilik
saglanmis ve ECso degeri 13.26 pg/mL olarak bulunmustur. Bu sonuglar, nanopartikiil
sistemin ¢ok daha diisiik NAC miktar1 ile anlamli néroprotektif etki gosterebildigini ve
APa420 kaynakli sitotoksisiteye karsi etkili koruma sagladigini ortaya koyar. Serbest
NAC’mm diisik membran gegirgenligi, hizli metabolizmas: ve kisa yar1 6mrii gibi
farmakokinetik sinirlamalar1 géz 6niine alindiginda, nanopartikiil tagima sisteminin hiicre
ici hedeflemeyi artirarak ve biyoyararlanimu iyilestirerek terapotik etkiyi anlaml diizeyde

yiikselttigi degerlendirilebilir.
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AP420’nun hiicre i¢i toksisite mekanizmasinda, ROS iiretimi ve antioksidan savunma
sistemlerinin baskilanmasi temel bir yer tutar. Bu ¢alismada, AB420 uygulamasi sonrasi
SH-SYS5Y hiicrelerinde TOS un anlamh sekilde arttig1 ve redoks dengesinin bozuldugu
gozlemlenmistir. Serbest NAC ve NAC-B6-NP uygulamalar1 sonrasi bu yiikselisi anlamli
diizeyde baskilanmis; 6zellikle NAC-B6-NP grubunda kullanilan NAC miktar1 serbest
gruba kiyasla yaklasik 40 kat daha diisiik olmasina ragmen kontrol seviyesine inmis ve
oksidatif stres baskilanmasi elde edilmistir. Bu bulgu, nanopartikiiler sistemin redoks
dengesini diizenlemede ne denli etkili oldugunu gosterir (Danhier vd., 2012; Yao vd.,
2020).

Antioksidan savunmanin 6nemli bir bileseni olan SOD aktivitesi, APs20o uygulamasi
sonrast anlamli sekilde azalmistir. Bu, yalnizca oksidan yiikiin artmadigini, ayn1 zamanda
endojen antioksidan sistemlerin inhibe edildigini gosterir. Hem serbest NAC hem de
NAC-B6-NP uygulamalar1 ise SOD aktivitesinde toparlanmaya yol agarken, nanopartikiil
formiilasyonun daha diisiik dozda daha belirgin etki olusturmasi dikkat ¢ekicidir. Bu
durum, kontrollii salim ve hedefli alim mekanizmalariyla NAC’1n siiperoksit radikallerini
detoksifiye etme kapasitesini geri kazandirdigin1 gosterir. Barreiro vd. (2005) AB’nin
mitokondriyal SOD aktivitesini inhibe ettigini ve bu durumun hiicrede mitokondriyal
bozulmalar1 tetikledigini gdstermistir. Nanopartikiil formiilasyonlarinin ise antioksidan
enzim aktivitelerini artirarak mitokondriyal fonksiyonlar1 korudugu belirtilmistir (Chiang

vd,, 2020; Babylon vd., 2021).

Benzer sekilde GSH diizeylerinde ABs20’ya bagli belirgin bir azalma, GSH sisteminin
asirt oksidan yiik altinda tiiketildigini ve yenilenemedigini gosterir. Serbest NAC
uygulamasi, GSH diizeylerini anlamli diizeyde geri kazandirirken, NAC-B6-NP
grubunda gozlenen daha iliml artis, kontrollii salimin yavas ve stirdiiriilebilir etkisiyle
aciklanabilir (Pinto vd., 2022; Beach vd., 2024). Ayrica, nanopartikiil formiilasyonun
diisik NAC igerigine ragmen GSH diizeylerinde iyilesme saglamasi, doz-verimlilik
acisindan 6nemli bir avantaj saglar. GSH diizeylerindeki bu toparlanma, NAC'in sistin
temin ederek GSH sentezini uyarici etkide bulunmasi, bu sonucu biyolojik olarak anlamli

kilar (Atkuri vd., 2007; Tenério vd., 2021; Zinatullina vd., 2021).

Nanopartikiil formiilasyonun bu etkileri, yalnizca NAC’in hiicre ig¢ine taginmasini
kolaylagtirmakla kalmayip, ayn1 zamanda hedefli, kontrollii ve dengeli salim yoluyla

oksidatif stres yanitlarii regiile edebildigini gosterir. Bu ¢aligma daha diisiik dozda
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uygulanan nanopartikiil sistemin benzer antioksidan etkiler saglayabildigini ortaya

konmustur.

Mitokondriyal disfonksiyon, AH erken donemlerinde goriilen 6nemli bir patolojik
stirectir. Literatiirde, APs2'nin elektron tasima zinciri kompleks I ve IV aktivitelerini
inhibe ettigi, mitokondri zar gegirgenligini artirarak membran potansiyeli kaybina yol
actig1 ve ATP {iretimini azalttig1 bir ¢ok kez rapor edilmistir (Atlante & Valenti, 2022;
Viola & Klein, 2015). Bu ¢alismada, APs20’nun hiicrelerde mitokondriyal membran
potansiyelini anlamli diizeyde azalttigi, dolayisiyla erken apoptotik siireglerin aktive
oldugu gorilmiistir. Serbest NAC ve NAC-B6-NP uygulamalari, ABs0 kaynakli
potansiyel kaybini anlamli diizeyde toparlamis ve mitokondriyal membran stabilitesini
yeniden kazandirmistir. Bu toparlayict etki, NAC’1n hiicre i¢ci GSH sentezini artirarak
mitokondriyi oksidatif stresten koruma mekanizmasiyla iliskilendirilebilir (Atkuri et al.,
2007; Zinatullina vd., 2021). NAC-B6-NP grubunda gozlemlenen gii¢lii toparlanma ise,
MPEG-PLGA tastyici sistemin kontrollii salim kapasitesi ve hedefli hiicre alimi ile
aciklanabilir.  Nanopartikiil = formiilasyonlarinin, mitokondriyal disfonksiyonun
tedavisinde umut verici bir yaklagim oldugu literatiirde de belirtilmistir (Mukherjee vd.,
2019; Chiang vd., 2020; Babylon vd., 2021; Buck vd., 2025). Ornegin, Buck vd. (2025),
mitokondriye hedefli nanopartikiillerin ROS {iretimini azalttigini, mitokondriyal
membran potansiyelini korudugunu ve mitokondriyal biyogenezi destekledigini vurgular.
Babylon vd. (2021) ise hesperetin nanokristallerinin, AH erken evresinde mitokondriyal
disfonksiyonu hedef alarak hiicresel enerji metabolizmasini 1yilestirebilecegini
gostermistir. Sonug olarak, bu bulgular NAC-B6-NP'nin yalnizca oksidatif stres degil,
ayn1 zamanda mitokondriyel disfonksiyonun iyilestirilmesinde de etkili oldugunu ortaya
koyar; kontrollii salim, hedeflenmis alim ve hiicre i¢i dagilim 6zellikleri sayesinde klasik
serbest NAC uygulamasina gore daha diisiik dozda benzer veya iistiin etki potansiyeli

tasidigini destekler.

AH’de noronal hasar yalnizca oksidatif stresle sinirli kalmaz, ayn1 zamanda inflamatuar
mekanizmalarla da derinlesir. ABs20’nun mikrogliya ve noronal ylizey reseptorleriyle
etkileserek proinflamatuar sitokinlerin salimini tetikledigi ve bu durumun sinaptik
disfonksiyon, hiicre i¢i stres ve ndrodejenerasyon siireglerini hizlandirdig1 gosterilmistir.
Bu baglamda, IL-1p, IL-6 ve TNF-a. gibi sitokinler AH’nin erken donemlerinde dahi artis
gosterir ve noronal 6liimle iliskilendirilir (Heneka vd., 2015; Wong vd., 2018; Mroczko

vd., 2018). Bu ¢aligmada olusturulan in vitro modelde, AB420 uygulamasi sonucunda s6z
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konusu ii¢ sitokin diizeyinde anlamli artis goézlemlenmis ve bu durum modelin
inflamatuar gecerliligini desteklemistir. NAC ve NAC-B6-NP uygulamalar1 ile bu
sitokinlerin her birinde farkli diizeylerde azalma saglanmis; Ozellikle nanopartikiil
sistemin diisiik dozda etkili olabilmesi, inflamasyon kontroliinde potansiyel avantaj
saglamistir. IL-1PB, ndronal inflamasyonun baglatici mediatorlerinden biri olup, AB420
uygulamasi sonrasi in Vitro modelde anlamli diizeyde artis gostermistir. Bu artis,
norotoksik kaskadin erken aktivasyonunu ve inflamatuar hiicresel yanitlarin baslangicini
temsil eder (Lomeli Martinez vd., 2025). Serbest NAC uygulamasi, IL-1p seviyelerinde
¢ok anlamli bir azalma saglamis; ancak bu etki NAC-B6-NP grubunda da belirgin sekilde
gozlemlenmistir. Yalnizca 4.15 pg NAC igeren nanopartikiil sistemin bu diizeyde
inflamasyon baskilayici etki gostermesi, sistemin hiicre i¢i hedefleme kapasitesi ve uzun
stireli salim avantaji ile iliskilendirilebilir. Literatiirde de NAC’in IL-1p iretimini
baskiladig1 ve inflamasyon yanitlarin1 azaltabildigi bildirilir (Palacio vd., 2011; Raghu
vd., 2021); bu caligmada ise nanopartikiil formda bu etkinin daha diisiik dozla
saglanabilmis olmas1 dikkat ¢ekicidir. IL-6, AP ile tetiklenen noroinflamasyon
stireclerinde 6nemli bir rol oynar; gliyal aktivasyonu ve ndronal fonksiyon kaybiyla
iligkilendirilir (Raghu vd., 2021). APo uygulamasi sonrasinda IL-6 diizeylerinde
gozlemlenen artis, modelin inflamatuar yanit olusturma kapasitesini desteklemistir.
Serbest NAC uygulamasi ile bu artis baskilanmis olsa da, NAC-B6-NP sisteminin daha
diisiik dozla azalma egilimi gostermesi, sistemin daha hedefli ve siirdiiriilebilir
inflamasyon kontrolii saglayabildigini gosterir. TNF-a, AP birikimiyle iligkili ndrotoksik
olaylarin ve hiicre 6liimiiniin hizlandirilmasinda 6nemli rol oynayan bir diger sitokindir.
Modelde, ABa420 uygulamasini takiben TNF-a diizeylerinde anlamli artig saptanmistir (Shi
vd., 2022). NAC uygulamas: bu artisi azaltmig, ancak NAC-B6-NP grubunda bu
baskilama kontrol seviyesine inmistir. Bu bulgu, disiik dozda hedefli teslimatin
proinflamatuar sinyal yollarinin daha etkin kontroliinii miimkiin kilabilecegini gosterir.
Literatiirde, NAC’mn TNF-a diizeylerini baskilayict etkisi hem in vitro hem de in vivo
modellerde gosterilmis olup (Baysal vd., 2017; Huang vd., 2019; Shi vd., 2022), bu

caligmadaki nanopartikiil formiilasyon bu etkiyi daha diisiik dozla tekrarlayabilmistir.

Inflamatuar parametrelerin yam sira, gelistirilen nanopartikiil sisteminin in vivo
hedefleme kapasitesi, 5XFAD farelerinde uygulamadan sonraki 1. saatte yapilan
konfokal ve floresan mikroskopi analizleriyle degerlendirilmistir. Nanopartikiillerin hem

kortikal bolgelerde hem de hipokampal alanlarda (CA1, CA3, DG) anlaml diizeyde
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biriktigi goriilmiistiir. Bu dagilim paterni, nanopartikiillerin KBB’yi basariyla
gecebildigini ve ndrodejeneratif hastaliklarda kritik 6neme sahip beyin bdlgelerine
ulasabildigini gdstermektedir (Talhada vd., 2019; Zhao & van Praag, 2020). Ozellikle
AH’de erken etkilenim gosteren hipokampus ve korteks bdlgelerinde partikiil birikiminin
goriilmiis olmasi, sistemin hedef hiicrelere erken ve segici dagilim sagladigini ortaya
koymakta olup, B6 peptidinin hedefleme kapasitesini somut bi¢imde dogrular.
Literatiirde, PEG veya ylizey modifikasyonlu nanopartikiillerin benzer sekilde korteks ve
hipokampus bolgelerine selektif dagildig: da literatiirde bildirilmistir (Saraiva vd., 2016).
Ayrica, B6 peptidinin TfR1 iizerinden reseptdr aracili endositozu tetikleyerek KBB
gecisini kolaylastirdigi bildirilmistir (Liu vd., 2013; Fan vd., 2018). TfR1 hedeflemesi
amaciyla geleneksel olarak transferrin proteini (=76-80 kDa) veya anti-TfR antikorlari
kullanilagelmistir (Hu vd., 2021). Ancak bu yapilarin yiiksek molekiiler agirliklari, artmis
immiinojenisite riskleri ve karmasik Ttretim siiregleri, farmasotik formiilasyonlar
acisindan ciddi sinirlamalar dogurur. Bu nedenle, diisiik molekiiler agirlikli, biyouyumlu
ve liretimi kolay peptitlerin tercih edilmesi giderek daha fazla 6nem kazanir. B6 peptidi
(~1.24 kDa), faj gosterimi (“phage display”) yontemiyle segilmis 6zgiin bir sekans olup
hem insan hem fare TfR1’i ile yiiksek afiniteyle etkilesim gosterebildigi raporlanmistir
(Nie vd., 2011; Oller-Salvia vd., 2016). Literatiirde 6nerilen TGN (~1.38 kDa), CGN
(~1.41 kDa) ve CRT (~1.00 kDa) gibi alternatif kisa peptit dizileri de KBB gegisini
destekleyen hedefleme stratejileri olarak belirtilmis ve caligmistir (Oller-Salvia vd.,
2016). Guo vd. (2020) tarafindan TGN peptidi ile modifiye edilen PLGA
nanopartikiillerinin beyin parenkiminde konfokal mikroskopi ile dagilimi gosterilmis, Hu
vd. (2021) ise CGN peptidiyle kortikal sinyal birikimi bildirmistir. Ancak bu caligmalar
sadece beyin dokusu genelindeki dagilimi raporlamistir. Bu baglamda, bu tez
caligmasinda kortikal bolgelerde gii¢lii FITC birikiminin yani sira NeuN pozitif
noronlarla ortiisen sinyallerin gosterilmis olmasi, sistemin yaygin parankim dagiliminin
yani1 sira noronlarla kolokalize oldugunu da ortaya koyarak onemli bir 6zgiinliik
sunmaktadir. Farmasotik agidan degerlendirildiginde, B6 peptidi yalnizca hedefleme
etkinligi ile degil, ayn1 zamanda diisiik molekiiler agirligi, daha az immiinojenik profili,
yiiksek yapisal stabilitesi ve polimerik tasiyicilara kolay konjugasyon 6zelligi ile de 6ne
cikar (Nei vd., 2011; Oller-Salvia vd., 2016). Transferrin ya da antikor bazli sistemlerde,
tekrarlayan uygulamalarda gelisebilecek immiin yanitlar tagiyici sistemin etkinligini
siirlandirabilecekken; peptit bazli sistemlerde bu risk minimal diizeydedir. Ayrica

B6’'nin  mPEG-PLGA gibi biyobozunur polimerlerle basarili sekilde konjuge
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edilebilmesi, liretim siirecini hem teknik hem ekonomik agidan daha uygulanabilir kilar.
Sonug olarak, bu tezde gelistirilen B6 peptidi ile ylizey modifiye edilmis mMPEG-PLGA
nanopartikiil sisteminin, 1 saat gibi kisa bir siirede KBB’yi asarak kortikal bolgelere etkin
sekilde ulastig1 basariyla gosterilmistir. Bu bulgular, B6’nin transferrin ve diger peptit
temelli stratejilere kiyasla hem biyolojik etkinlik hem de farmasétik uygunluk agisindan
giiclii bir alternatif sundugunu ve nérodejeneratif hastaliklarda hedefli tasiyict sistemler

i¢in rasyonel bir yap1 oldugunu ortaya koymaktadir.

Tiim bu veriler birlikte degerlendirildiginde, bu calismada gelistirilen NAC-B6-NP
sisteminin serbest NAC’a kiyasla ¢ok daha diisiik dozda benzer noroprotektif, antioksidan
ve antiinflamatuar etkiler sagladigi gosterilmistir. B6 peptidi araciligiyla saglanan
hedeflenebilirlik, sadece hiicre igi biyoyararlanimi artirmakla kalmamis, ayn1 zamanda
sistemin in vivo ortamda KBB’yi gecerek beyinde dagilim gostermesini de miimkiin
kilmigtir. Ayrica, mMPEG-PLGA temelli tasiyici sistemin sagladigi kontrolli salim,
NAC’m hiicre i¢i biyoyararlanimin1 anlamli diizeyde artirarak; oksidatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon ve inflamatuar yanitlar {izerinde giiglii bir diizenleyici etki
olusturmustur. Elde edilen bulgular, KBB’yi gegebilen akilli tasiyici sistemlerin, “daha
az ilacla daha yiiksek biyolojik etki” prensibini nanopartikiil temelli stratejilerle bagariyla

hayata gecirebilecegini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC

Bu tez kapsaminda, AH c¢ergevesinde amiloid beta toksisitesinin hiicresel etkilerini
iyilestirmeye yonelik tasarlanan NAC yiiklii B6-mPEG-PLGA nanopartikiil sistemi

basariyla gelistirilmis ve ¢ok yonlii olarak degerlendirilmistir.

Oncelikle, PLGA ile mPEG arasinda esterlesme reaksiyonu gerceklestirilerek blok
kopolimer sentezlenmis; sonrasinda maleik asit ile modifiye edilerek iki ayr1 bag iceren
fonksiyonel gruplar kazandirilmis ve yilizeye B6 peptidi konjuge edilmistir. Bu sentez
siireci, polimerin karakteristik 6zelliklerini kontrol etme olanagi saglamis ve tasiyict
sistemin hedefleme i¢in uygun hale getirilmesine olanak tanimigtir. FT-IR, '"H NMR ve

GPC analizleri ile yap1 dogrulanmis ve sentezin basariyla gerceklestigi gosterilmistir.

Nanopartikiiller nano¢oktiirme yontemi ile hazirlanmis ve elde edilen NAC-B6-mPEG-
PLGA nanopartikiilleri; yiiksek enkapsiilasyon verimi, kontrollii salim profili, uygun
boyut dagilimi ve serum stabilitesi gibi Ozellikleriyle ilag tasiyici sistem olarak
degerlendirilmistir. Kontrollii salim davranisi, hem tedavi siiresinin uzatilmas: hem de
sistemik toksisitenin azaltilmasi agisindan 6nemli avantajlar sunarak sistemin uygulama

potansiyelini desteklemektedir.

Sistemin biyolojik etkinligi, AB42 oligomerleri ile olusturulan SH-SYSY hiicre modeli
kullanilarak test edilmistir. Elde edilen canlilik verileri, NAC-B6-NP formiilasyonunun,
serbest NAC'a kiyasla yaklasik 40 kat daha disik dozda benzer iyilestirici etki
saglayabildigini géstermistir. Bu sonug, hedefli tasima ve kontrollii salim mekanizmalari
sayesinde hiicre i¢i biyoyararlanimin anlamli dl¢iide arttigini ortaya koymaktadir. Akim
sitometrisi ile yapilan analizlerde, B6 peptidi konjugasyonu ile hiicre i¢i nanopartikiil

aliminin arttig1 gosterilmis ve hedefli tasiyici sistemin etkinligi dogrudan kanitlanmistir.

Oksidatif stres parametreleri (GSH, SOD, TOS), mitokondriyal membran potansiyeli ve
inflamatuar sitokin (IL-1p, IL-6, TNF-o) diizeyleri iizerinden es zamanli yapilan
degerlendirmelerde, NAC-B6-NP grubunun serbest NAC’a kiyasla daha diisiik dozla
esdeger antioksidan ve anti-inflamatuar etki sagladigi gozlemlenmistir. Bu etki,
mitokondriyal fonksiyonlarin korunmasi ve hiicresel enerji dengesinin desteklenmesi
acisindan da anlamli bulunmustur. Ayrica in vivo analizler, sistemin 1 saat i¢inde kan-

KBB’yi gecerek kortikal bolgelerde yogun birikim sagladigini ortaya koymustur.

136



Boylece; B6'nin klinik uygulanabilirligi yiiksek, immiinojenisitesi diigiik, iiretimi kolay
bir tastyict modiil oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, tasiyici sistemin in vivo etkinligini

ve hedeflenebilirligini dogrudan desteklemektedir.

Bu kapsamli degerlendirmeler 1s181nda, tez calismasinda gelistirilen NAC yiiklii mPEG-
PLGA-B6 sistemi, Alzheimer Hastaligina yonelik test edilmis, sistematik sekilde
karakterize edilmis ve beyin hedefleme yetenegiyle birlikte ilag salim kontrolii saglayan
0zgiin bir nanoterapotik platform olarak ilk kez sunulmustur. Literatiirde NAC’1n gesitli
tastyici sistemlerle ¢alisildigi 6rnekler bulunsa da, MPEG-PLGA temelli bir polimerin B6
peptidi ile konjugasyonu ve AB42 oligomer kaynakli norotoksisite modelinde bu sekilde
biitiinciil bir degerlendirme ile test edildigi bir ¢aligmaya rastlanmamaktadir. Bu yoniiyle,
calisma yalnizca farmasdtik sistem tasarimi agisindan degil, ayni zamanda hedefe yonelik

norodejeneratif hastalik tedavileri alaninda literatiire onemli bir yenilik katmaktadir.

Sonug olarak, bu calisma ile gelistirilen NAC yiikli B6-mPEG-PLGA nanopartikiil
sistemi, polimer sentezinden hiicresel etkinlige ve in vivo hedeflemeye kadar ¢ok yonlii
sekilde optimize edilmis ve AH’ye yonelik 6zgilin bir nanoterapédtik platform olarak
sunulmustur. Sistem, yalnizca NAC’1n terapotik etkilerini maksimize etmekle kalmayip,
ayn1 zamanda KBB’yi gecebildigini gdstermis, bdylece ¢aligmanin baslangicinda 6ne
stirilen hipotezi giiglii sekilde desteklemistir. Bu tez, Alzheimer Hastalig1 tedavisinde
hedeflenebilir, diisiik dozda yiiksek etki saglayan, translasyonel potansiyele sahip

nanopartikiil sistemlerine yonelik 6nemli bir bilimsel katki sunmaktadir.

Ileri ¢alismalar kapsaminda, bu formiilasyonun basta Alzheimer hastalig1 olmak iizere,
norodejeneratif hayvan modellerinde kognitif fonksiyonlar1 iyilestirici etkisi ve
histopatolojik bulgulara etkileri analiz edilerek terapétik etkinligi degerlendirilebilir ve
klinik uygulanabilirligi arastirilabilir. Bu sayede, gelistirilen nanoterapdtik platform
translasyonel tip agisindan anlamli bir aday olarak daha genis kapsamda

degerlendirilebilir.
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