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OZET

Tezel, G., Norodejeneratif Hastahklara Yonelik Memantin Yiikli
Nanosistemlerin Tasarlanmasi, Optimizasyonu ve Degerlendirilmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji Programi Doktora
Tezi, Ankara, 2024. Merkezi sinir sistemi ndrodejeneratif hastaliklardan olan
Alzheimer Hastaligi (AH), hem goriilme sikligi hem de simirlayici faktorlere bagh
olarak heniiz etkin tedavi edilememesi nedeniyle, tibbi ihtiyag orani yiiksek bir
hastalik olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Tez caligmalar1 kapsaminda, AH nin tedavisine yonelik olarak karsilanmamig tibbi
ihtiyac1 gidermek amaci ile ilk defa memantin yiiklii nanomotor sistemleri
tasarlanmistir. Bu kapsamda memantin igeren nanomotor formiilasyonlarinin
tasarlanmasi, bu formiilasyonlarin etkinliklerinin néronal kaynakli hiicre kiiltiirii
modellerinde in vitro olarak incelenmesi, AH’nda karsilasilabilen metabolik
degisiklikler tizerinde bu nanosistemlerin in vitro hiicre kiiltiiri modellerinde
incelenmesi ve dokiimante edilmesi ile son olarak bu nanosistemlerin uygun
teknikler kullanilarak Kan Beyin Engeli ve beyin dokusundaki birikimlerinin
degerlendirilmesi ¢alismalar1 gercgeklestirilmis ve sonuglar1 degerlendirilmistir.
Sonug olarak, kontrol edilebilir manyetik hareketli memantin yiikli nanomotorlar
basarili bir sekilde formiile edilmistir. In vitro etkinlik ¢alismalari, gelistirilen
formiilasyonun TrkB reseptor aktivitesini artirdigin1 ve BACEI enzim aktivitesinde
herhangi bir sitotoksik etki olmaksizin azalma sagladigini gostermistir. Biyodagilim
caligmalarinda, nanomotor formiilasyonlarinin kontrol grubuna gore beyinde daha
fazla tutuluma sahip oldugu belirlenmistir (p <0.05).

Bu calismalar temel alinarak, tasarlanan memantin yiiklii nanomotorlarin Alzheimer
Hastalig1 tedavisinde ilag tasima i¢in umut vadeden yeni bir yaklasim olabilecegi

sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Demans, Alzheimer Hastaligi, Mikro/Nanomotor, Memantin

Soz konusu tez TUBITAK tarafindan 2195811 numarali 1001 projesi ve 2211-C

Yurti¢i Oncelikli Alanlar Doktora Burs Programi ile desteklenmistir:
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ABSTRACT

Tezel, G., Design, Optimization and Evaluation of Nanosystems Loaded with
Memantine for Neurodegenerative Diseases, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences Pharmaceutical Technology Doctor of Philosophy
Thesis, Ankara, 2024. Alzheimer's Disease (AD), a neurodegenerative disorder of
the central nervous system, is highlighted as a disease with a high medical need due
to both its frequency and the inability to effectively treat it yet, largely due to limiting
factors.

Within the scope of thesis studies, in an effort to address the unmet medical need in
the treatment of AD, memantine-loaded nanomotor systems have been designed for
the first time. Within this framework, the design of nanomotor formulations
containing memantine, the investigation of the effectiveness of these formulations in
neuronal cell culture models in vitro, the examination and documentation of these
nanosystems on metabolic changes encountered in AD in vitro cell culture models,
and finally the evaluation of the accumulation of these nanosystems in the Blood-
Brain Barrier (BBB) and brain tissue using appropriate techniques have been
conducted, and the results have been evaluated.

As a result, memantine loaded nanomotors were formulated successfully with a
controllable magnetic movement. I n vitro efficacy studies showed that the developed
formulation increased TrkB receptor activity, leading to a decrease in BACE1
enzyme activity without any cytotoxic effect. In biodegradation studies, it was
determined that nanomotor formulations exhibited increased retention in the brain
with respect to the control group (p <0.05).

Based on these studies, it has been concluded that designed memantine loaded
nanomotors could be a promising novel approach for drug delivery in the treatment

of Alzheimer's Disease.

Keywords: Dementia, Alzheimer’s Disease, Memantine, Nanomotor, Cell Culture

The thesis in question was supported by TUBITAK (1001 project) with project
number 2195811 and the 2211-C Doctoral Scholarship Program.
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SEKIiLLER

Alzheimer Hastaliginda beyinde gozlenen degisimlerin saglikli
beyin ile karsilastirmali sematik gosterimi ve gercek beyin
kesitleri A)Saglikli insan beyin kesiti B) AH beyin kesiti.
Alzheimer Hastaliginda beyinde gozlenen atrofi ve dereceleri.
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1. GIRIS

Saglikl1 bir insaninin beyninde yaklasik 100 milyar ndron bulunmaktadir. Her
bir noron birbiriyle sinaps adi verilen baglantilar kurmakta ve bu baglantilar
norotransmiter adi verilen kimyasal maddelerin salinmasi ile bilgi akisin
saglamaktadir. Beynimizde yaklagik 100 trilyon sinaps bulunmaktadir. Bu sinapslar
sinyallerin beyinde hizl1 akisini saglamaktadir. iletilen bu sinyaller ise beynin normal
fonksiyonlarmin yiirlimesinin yani sira hafiza, disiince, duygu, his, hareket ve
yeteneklerin hiicresel temelini olusturmaktadir (1).

Beta Amiloid protein fragmanlarinin néronlarin disinda birikerek plaklar
olusturmasi ve yine beyinde bulunan Tau proteinlerinin anormal bir forma doniiserek
noronlarin igerisinde yumaklar halinde birikmesi beyinde iki biiylik degisiklik
olusturmaktadir. Bu degisiklikleri nérodejenerasyon olarak adlandirilan néron hasari
ve yikimi takip etmektedir ve bu degisiklikler Alzheimer Hastaligi (AH) ile
iliskilendirilmektedir (1).

Demans, genel olarak, 6grenme ve hafiza, konusma, yiiriitme islevi, algisal
motor beceriler ve sosyal bilisteki bozulmalar gibi semptomlar1 igeren bilissel
gerileme ile karakterize edilen bir hastaliktir. Demansin bir¢ok alt tipi bulunmakla
beraber AH da bunlardan bir tanesidir ve tim demans vakalarinin % 60-80’ini
olusturmaktadir(2).

Alzheimer Hastalig1 merkezi sinir sisteminde goriilen ve demansin alt tipi
olan norodejeneratif bir hastaliktir. Ilk olarak Alois Alzheimer tarafindan
tanimlanmustir(1).

AH’nin giinlimiizdeki goriilme siklig1 ise 6zellikle son 10 yilda dramatik
derecede artmigtir. 2009-2019 yillar1 arasinda inme ve kalp damar yolu hastaliklarina
bagli oliimlerde azalma goriiliirken AH’na bagh O6liimlerde %145°ten fazla artig
gozlenmistir (3). Oniimiizdeki 20 yil igerisinde de AH hastalarmimn sayismin iki
katina ¢ikacagi ongoriilmektedir. AH nin bu yiiksek prevalansi hasta tedavi ve bakim
maliyetinde artig1 da beraberinde getirmektedir.

Cok sayidaki AH vakasinda ilk belirtiler yakin hafiza ve anilarin kaybolmasi
ile baslamaktadir. Hastaligin ilerleyisinde gorsel ve kavramsal bozulma problemleri
olugmakta, dikkat eksikligi, kognitif disfonksiyonlar ile birlikte giinliik hayatin

idamesi ile iligkili ytirtitiicii fonksiyon kayb1 da goriilmektedir. Son otuz yilda ¢ok



sayida ila¢ etkin maddesi AH tedavisi igin arastirilmis olsa da etiyolojik olarak bu
hastaligin tam olarak aydinlatilamamis olmasi, etkinlik bakimindan sadece bes
tanesinin otoriteler tarafindan tatmin edici etkinlik goOstermesine bagli olarak
onaylanmistir. Bu duruma karsin, onaylanan ilaglar, etkinliklerini AH’nda artmis
kolinesteraz diizeyine bagli olarak indiiklenen kolinerjik bozulmanin inhibisyonu ile
gostermektedir ve bu etkilerine bagli olarak kolinesteraz inhibitdrleri olarak
adlandirilmaktadir. 2003 yilinda FDA tarafindan AH’nda kullanim i¢in memantin
(NMDA-N-metil-D-aspartat reseptér antagonisti) onaylanmis ve kullanima
sunulmustur.

En sik goriilen hastalik gruplari arasinda yer alan kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklar1 gdlgede birakacak bu tablo karsisinda yeni tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesi zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu amagla AH’ nin patofizyolojisinin
altinda yatan temel nedenleri aydinlatilmast ve bunlarin etkilerinin azaltilmasi ile
geri doniisiimlerinin saglanabilecegi yeni tedavi yaklagimlari iizerinde galisilmasi
gerekliligi bulunmaktadir.

Yukarida kisaca bahsedilen bilgiler dogrultusunda bu tezin amaci memantin
iceren nanomotor formiilasyonlarinin  tasarlanmasi, bu  formiilasyonlarin
etkinliklerinin noronal kaynakli hiicre kiiltiirii modellerinde in vitro olarak
incelenmesi, AH’nda karsilagilabilen metabolik degisiklikler {izerinde bu
nanosistemlerin in vitro hiicre kiiltiirii modellerinde metabolomik olarak incelenmesi
ve dokiimante edilmesi ile son olarak bu nanosistemlerin uygun teknikler
kullanilarak Kan Beyin Engeli ve beyin dokusundaki birikimlerinin

degerlendirilmesidir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. Merkezi Sinir Sistemi

Insan merkezi sinir sistemi beyin ve spinal korddan olusmaktadir. Beyin alt1
ana boliimden olusmakta ve her bir boliim de kendi igerisinde birka¢ anatomik ve
fonksiyonel alana ayrilmaktadir. Beynin ana alt1 boliimii medulla, pons, serebellum,
orta beyin, diensefalon ve telensefalon (serebral hemisfer)’dur.(4)

Spinal kord santral sinir sisteminin kuyruga kadar inen, en uzun birgok agidan
da en basit bilesenidir. Kafatasindan baglayip ilk lumbar vertebraya kadar
uzanmaktadir. Cilt ve kas u¢ noktalarindan duyusal bilgiyi toplamaktadir. Kord gri
madde ve onu ¢evreleyen beyaz maddeden olugmaktadir. Gri madde sinir hiicresi
govdelerini igermektedir. Beyaz madde ise miyelinli aksonlarin uzunlamasina
olusturdugu duyusal bilginin beyne ulasmasini ve bunlara cevap verilmesini saglayan
yollardan olugmaktadir (5).

Insan beyni yaklasik 1500 g’dir, bir diger deyisle insan viicut agirhginin
yaklasik %2’sini olusturmaktadir. Beyin menen;j olarak adlandirilan ii¢ ana baglayici
doku ve bu dokuyucu cevreleyerek koruyan kafatasindan meydana gelmektedir.
Beyin serebrospinal siv1 igerisinde bulunmaktadir ve bu s1vi ani hareketlere kars1 sok
absorbe etmekle gorevlidir. Ana arter ve venler beyni menenjler boyunca uzanarak
beslemektedir (4).

Beynin fonksiyonlar1 milyarlarca sinir hiicresi (noron) ve glial hiicreler
tarafindan siirdiiriilmektedir. Noronlar sinir sisteminin temel iinitesidir ve dort
yapisal boliimden olusur. Bunlar hiicre govdesi (soma), hiicre govdesinden yayilan
tekli sinir olan akson, aksonun bittigi nokta olan presinaptik u¢ ve dentrit olarak
isimlendirilen gesitli ¢ok sayida dallanmadir (4).

Temel bilesen olan ndronlarda goriilen hasar ve fonksiyon bozukluklari
bircok hastaliga sebebiyet vermektedir. Hasar sonucu olusan ndrodejeneratif

hastaliklar devam eden baslik altinda daha detayli incelenmistir.



2.2. Norodejeneratif Hastahklar

Norodejeneratif Hastaliklar néronlarin spesifik popiilasyonlarinin ilerleyici
sekilde fonksiyon kaybi ile karakterize edilmektedir. Noronal kayip hatali katlanmis
proteinlerin intraseliiler ve ekstraseliiler birikimleri ile olusmaktadir (6, 7).

Norodejenerasyona yol agan bu hiicre 6liimii farkli genetik, ¢evresel faktorler
veya yaglanma gibi endojen faktorlerden kaynaklanmaktadir. Fakat temel patolojik
mekanizma hala tamamen anlasilamamistir. Norodejeneratif hastaliklar su anda
bilinen genetik mekanizmalara gore veya protein birikimlerindeki en fazla goriinen
bilesik {izerinden siniflandirilmaktadir. Bir¢ok norodejeneratif hastaligin altinda
yatan sebepler birka¢ madde ile asagidaki gibi siralanabilmektedir;

e Anormal protein isleyisleri, 6rnegin yanls katlanmalar, bozukluklara
yol acan degredasyonlar, siklikla molekiiler saperon mutasyonlar1 ve
hareketlilikleri ile birlikte olan proteozomal fonksiyon bozuklugu ve
birikimi.

e Oksidatif stres ve serbest radikal olusumu

e Mitokondriyal disfonksiyon ve hiicre i¢i enerji mekanizmasinin
bozuklugu, DNA hasar1

e Noronal golgi cisimciginin fragmantasyonu

e Hiicreler ve aksonlar arasi tasimanin yok olmasi

e Norotropinlerin fonksiyonunun bozulmasi

e Noro-inflamatuar siireglerin gelismesi

Bu mekanizmalarin tiimii karmagsik dongiilerden olusmakta ve sonug olarak
hiicrelerin fonksiyon kaybi ve 6liimiine yol agmaktadir (7).

Alzheimer Hastaligi, Parkinson hastaligi ve motor ndron hastaliklar1 en

yaygin goriilen nérodejeneratif hastaliklardir (8).
2.2.1. Demans

Demans; genel olarak, 6grenme ve hafiza, konusma, yiirlitme islevi, algisal
motor beceriler ve sosyal bilisteki bozulmalar gibi semptomlar1 igeren bilissel

gerileme ile karakterize edilen bir hastaliktir. Genellikte tek basina bir hastalik yerine



bircok semptomu bir arada igeren ve birgok sebebi olan bir ‘sendrom’ olarak da
tanimlanmaktadir.

Su anda diinyada 46.8 milyon insan demans ile yagamaktadir ve bu sayinin
2050 yilinda 131.5 milyona ¢ikacagi ongoriilmektedir (9). Her yil 10 milyon yeni
vaka gozlenmektedir. Bu vakalarin %60-80’ini AH olusturmaktadir (10). Demansin
farkli sebepleri olabilmekte bu farkli sebeplere gore de farkli siniflara ayrilmaktadir.
Demansin sebepleri arasinda AH, serebrovaskiiler hastaliklar, Fronto-temporal
dejenerasyon, hipokampal sklerozis, Huntington Hastaligi, Lewy cisimcigi hastaligi,
karisik (mixed) patolojiler ve Parkinson Hastalig1 yer almaktadir. Temel aldigi bu

nedenlere gore siniflandirilmis demans alt tipleri asagida siralanmigtir(11).

Alzheimer Hastalig1

Vaskiiler Demans (VaD)
Fronto-temporal Demans (FTD)
Huntington Demanst

Lewy cisimcikli Demans (DLB)
Karisik Demans (MD)

N o g k~ w D E

Parkinson Demansi (PD)

Vaskiiler demansta beyinde bulunan damarlar hasar gormiis veya beyin
dokusuna yeterli oksijen, kan ve besin gitmemektedir (11).

Fronto-temporal demansta beynin 6n (front) ve temporal (yan) loblarinda
bulunan sinir hiicreleri dlmiistiir ve bu loblarda sizintilar gézlenmektedir. Korteksin
iist tabakalar1 yumugsamistir. Anormal yapida ve diizeyde Tau proteini ayrica gegisken
cevapli DNA-baglayici protein (TDP-43) varligi gézlenmistir.

Huntington Demans: genetik olarak gozlenen Huntington hastaligina bagl
olusmaktadir. Bu hastalikta beyinde sinir hiicrelerinin ciddi oranda dejenerasyonu
gbzlenmektedir.

Lewy-cisimcigi protein alfa-siniikleinin ndronlarda anormal sekilde
agregasyonu sonucu olusan yapilardir. Beynin korteks bdliimiinde bu yapilarin
olusmast sonucu demans gozlenmekte ve bu demansa Lewy-cisimcikli demans

denmektedir.



Karisik Demansta bireyde tek bir semptom ya da neden degil birden fazla
farkli patolojiler gozlenmektedir.

Protein alfa-siniiklein kiimelerinin substantia nigra (kara madde) olarak
isimlendirilen beynin daha derin bélgelerinde olugsmasi sonucu dopamin iireten sinir
hiicreleri hasar gormekte ve bu da Parkinson hastaligina sebep olmaktadir. Hastalik
ilerledik¢ce bu kiimeler kortekste de olusmakta sonug¢ olarak Parkinson Demanst

olusmaktadir (11).
2.3. Alzheimer Hastahgi

AH santral sisteminde beyinde gozlenen progresif, norodejeneratif bir
hastalik olup noéronal hasar kaynakli olarak goézlenmektedir. Progresif bir hastalik
olmas1 sebebiyle noronal hasar zaman gectikge ilerlemekte bu da hastalifin
tedavisini zorlastirmaktadir. Demansin bir alt tipi olarak siiflandirilir. Noronal hasar
oncelikle beynin hafiza, dil ve diisiinmeden sorumlu bolgelerinde baslamaktadir.
Sonug¢ olarak da hastaligin ilk semptomlar1 hafiza, dil ve diisiinme problemleri
olmaktadir. Semptomlar bireysel olarak degisebilmektedir. Zaman gectik¢e noronal
hasar artmakta ve beyinde etkilenen bolge sayist artmaktadir (2, 12). AH’da beyinde

gozlenen degisimler Sekil 2.1.”de gosterilmistir.

Korteks

Singulat sulkus

Beyaz madde

Saglikli Insan Beyni Alzheimer Hastaliginda Beyin

_ Kontrol

Sekil 2.1. Alzheimer Hastaliginda beyinde gozlenen degisimlerin saglikli beyin ile
karsilastirmali sematik gosterimi ve gergek beyin kesitleri A)Saglikli insan
beyin kesiti B) AH beyin kesiti (13)



AH semptomlar1 ¢ok c¢esitli olabilmektedir. Bu semptomlar her evrede
degismekte veya var olan semptomlara yenileri eklenmektedir. AH evrelerini ve
semptomlarini beraber incelemek daha faydali olacaktir.

AH bes evreye ayrilmaktadir. Bunlardan ilki ‘Preklinik evre’dir. Bu evrede
hastada herhangi bir semptom gozlenmemekle birlikte beyinde biyolojik degisikler
baglamaktadir. Amiloid-B plak ve norofibriler yumak olusumlari hastaligin
semptomlarinin baglangicindan en az 20 yil 6nce baslamaktadir. Hastalik ilerledik¢e
beyim median temporal lobda ve ¢evre dokularda atrofi gézlenmektedir.

Ikinci evre giinliik aktiviteleri etkilemeyecek hafif semptomlarin basladig1
‘AH’na bagh hafif biligsel bozukluk’ evresidir. Hasta yakinlar1 genellikle hastaliga
ait semptomlari bu evrede fark edebilmektedir.

Ugiincii evre ‘Erken evre’ olarak adlandirilmaktadir. Bu evrede yakin zamanl
anilarin kaybi, giinliilk unutkanliklar, apati (ilgisizlik, kayitsizlik) ve depresyon sik
gozlenen semptomlardir.

Dordiincii evre ‘Orta evredir. Orta evrede gorsel ve mekansal kavrama
problemleri, dikkat eksikligi, biligsel bozukluklar, praksi (eylemleri siralayabilme,
kontrol edebilme yeteneginin kaybi) gozlenmektedir.

Son evre ise ‘Geg evre’ olup bu evrede artik semptomlar yasamsal faaliyetleri
etkilemektedir. Yiirliyememe, sonug¢ olarak yataga bagimli hale gelme, yutma
bozukluklari, solunum bozukluklar1 gézlenmektedir (11). AH’nin farkli evrelerinde

beyinde gozlenen atrofi dereceleri Sekil 2.2.”de gosterilmistir.

Sekil 2.2. Alzheimer Hastaliginda beyinde gozlenen atrofi ve dereceleri (14)

AH teshisinde ABD ulusal rehberlerinde izlenmesi gereken yol ve basamaklar
giincellenerek paylasilmaktadir. Alzheimer Derneginin (Alzheimer’s Association)
‘Alzheimer Dernegi, Amerika Birlesik Devletleri'nde Norodejeneratif Biligsel

Davranigsal Sendromlar, Alzheimer hastaligi ve Demans'in Degerlendirilmesi i¢in En



Iyi Klinik Uygulama Kilavuzu'na gore hastalik 9 ayr1 baslikta incelenmeli ve teshisi
icin tiim bu testler tamamlanmalidir. Bu basliklar su sekilde siralanabilir;

e Medikal oykii

e Fiziksel muayene ve testler

e Norolojik muayene

¢ Biligsel, fonksiyonel ve davranissal testler

e Bilgisayarh biligsel testler ve cihazlar

e Depresyon izlemi

e Beyin Goriintiileme

e Serebrospinal sivi (CSF) analiz testleri

e Kan testleri

Oncelikle hastanin klinik 6ykiisii ve aile dykiisii alinmaktadir. Bunu takiben
norolojik muayene ve mental durum tespiti yapilmaktadir. Teshiste sadece bunlar
yeterli olmamakta baz1 spesifik metabolik ve fizyolojik degisiklerin tespiti i¢in
serebrospinal sivi ve kan analizini de igeren laboratuvar testleri gerekmektedir.
Manyetik Rezonans goriintiileme (MRI) ile beyin taramasi da beynin fizyolojik
durum tespiti i¢in olduk¢a dnemlidir (15, 16).

MRI goriintiilerinde beynin temporal lobunda ve hipokampiisii de iceren
cevre dokularda atrofi yani noronal hiicre kaybina bagli olarak beyinde kiiclilme
gozlenmektedir. PET (Pozitron emisyon tomografisi) taramalar1 bu hastalikta klasik
olarak go6zlenen bilateral temporo-parietal hipometabolizm ve birgok bdlgede
amiloid plak birikimini gostermektedir (15).

Serebrospinal sivi biyo-belirtegleri beta amiloid proteininde azalma fosforile
tau protein seviyelerinde ise artmay1 gostermektedir. Kan testleri ise tek basina bu
hastaligin teshisinde 6nemsiz kalmakla beraber beyinde amiloid degisikliklerin ve
norolojik hasarin varligi hakkinda bilgi almak i¢in yapilmaktadir. Diger testlerle
birlikte diagnostik taramanin bir parcasidir (15).

Metabolomiks calismalar1 da AH erken teshisinde kullanilmaktadir. Yine bu
caligmalarda da serebrospinal sivi ve plazma analiz i¢in kullanilmaktadir (17).
Alzheimer hastast bireyler ile biligsel olarak normal bireylerin bir¢cok farkl
biyobelirte¢ bu ¢aligmalarda kiyaslanmaktadir. Calismalarda tirozin, triptofan, piirin,

tokoferol, norepinefrin gibi biyobelirtegler karsilagtirllmistir. Yine kolesterol de



incelenen bir diger molekiildiir. Sonug olarak AH’nda kolesterol seviyeleri oldukga

diisiik bulunmustur (18).
Alzheimer Hastaliginin Patofizyolojisi

AH kademeli ve yavas ilerleyen bir hastaliktir. Hastaligin ilk semptomlar1
ortaya c¢ikmadan 20 yil oOnce baslayabilmektedir. AH’nin temel sebebi heniiz
tanimlanamamuistir. Her hastanin giinliik yasam 6zelliklerinin, karakteristiklerinin ve
tiim yasami boyunca maruz kaldigi c¢evresel etkenlerin farkli olmasi bunun temel
sebebidir. Temel nedeninin belirlenememesi hastaligin etkin tedavi edilememesine de
sebep olmaktadir.

AH patolojisini molekiiler diizeyde aciklayan birkag farkli hipotez
bulunmaktadir. Giincel olarak hastaligin temel patofizyolojisi Amiloid Beta (AP) ve

Tau proteinlerin beyin parankimasinda birikimine odaklanmaktadir (12).
Kolinerjik Hipotez

AH patolojisi hakkinda 6ne siiriilen en eski hipotezdir. Bu hipotez Alzheimer
hastalarinin beyin 6rneklerinde azalmis kolin alim1 ve azalmis asetilkolin saliminin
kesfedilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Presinaptik kolinerjik hasara bagh olarak gozlenen
hafiza bozukluklar1 ve biligsel (kognitif) bozukluklar1 agiklamaktadir.

Bu hipotezden yola ¢ikilarak kullanilan kolinerjik ilaglar AH’nin

semptomatik tedavisinde genis bir yer kaplamaktadir.
Eksitotoksisite Hipotezi

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri sinaptik plastisite ve hafiza
fonksiyonlar1 {izerinde etkilidir. Glutamat ve glisin bu reseptorlere baglandiginda
reseptorleri aktive etmektedir. Aktivasyon sonucu Ca*® ve Na* gegisine izin
vermektedir. Reseptdriin asir1 uyarilmasi ise asir1 Ca*? yiiklemesine ve apoptoza
neden olur. Glutameterjik ilaglar da NMDA reseptor inhibisyonunu saglayarak bu

yolak iizerinde etkili olmaktadir (19).
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Amiloid Kaskad Hipotezi

Ilk defa 1907 yilinda Alois Alzheimer tarafindan kesfedilmistir. AH
hastalarimin histolojik incelemesi sonucu amiloid-p peptit ve hiperfosforile Tau’nun
sirastyla beyindeki plaklar ve norofibriler yumaklarin ana bileseni oldugu tespit
edilmistir. Bu bulus sonucu Hardy ve Higgins (20) APP’nin iriinii olan Amiloid-
’nin plaklarin ana bileseni oldugunu ve bu plaklarin da AH nin temel sebebi oldugu
teorisini One stirmiistiir.

Amiloid Oncii proteini (APP), birka¢ hiicre tipinde ifade edilen bir tip 1
transmembran gliko-proteinidir. APP'nin proteolizi, a-, B- ve y-sekretazlar tarafindan
diizenlenmektedir. Amiloid kaskad hipotezi, degistirilmis APP proteolizinin amiloid
proteinlerinin [AB(1 — 40) ve AB(1 — 42)] birikimini tetikledigini dnermektedir;
bunlar giderek oligomerler, fibriller ve plak halinde toplanmaktadir (20, 21).

Bu teori daha sonra AH’na sebep olan otozomal dominant mutasyonlarin
bulunmasiyla desteklenmistir. Bu mutasyonlarin ana bileseninin ne olduguna dair
calismalar bir¢cok bilim insani tarafindan yiiriitiilmiistiir. Bu bilesenlerden bir tanesi
APP kodlayan gendir. Bu gendeki mutasyon yine Amiloid- B birikimine neden olan

yolagin baglamasina sebep olmaktadir.
Tau Hipotezi

Normalde bir ndronda ii¢ adet mikrotiibiil iliskili protein (MAP) taular
bulunmaktadir. Bu proteinler mikrotiibiiler yapilarin kurulumu ve stabil halde
durusundan sorumludur. Tau biyolojik aktivitesi fosforilasyon derecesi ile regiile
edilmektedir. Tau hiper fosforilasyonu mikrotiibiillere baglanmay1 etkilemekte ve
norofibriler yumaklarin birikimine neden olmaktadir. Bu birikim de daha once
bahsettigimiz iizere ndronal 6liime ve sonug olarak AH’na sebep olmaktadir (22).

Tim bu bilgilere ek olarak calismalar AH'nin erken evrelerini yasayan
hastalarin hipokampus ve serebral korteksinde beyin kaynakli norotrofik faktor
(BDNF) ve reseptorii tirozin kinaz B (TrkB) diizeylerinin azaldigi gostermektedir
(23).

Norotrofik faktorler, genel bakista peptit veya kiiglik proteinlerden olusan
hem gelismekte olan hem de gelisimini tamamlamis noéronlarin yasamini

siirdlirmesine, biiyiimesine ve farklilasmasina yardimct olan biyomolekiillerdir. Sinir
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sistemi gelisimi tamamlanip olgunlastiktan sonra ndronlarin yagamini siirdiirmesi
icin gereklidir. Bu faktorlerin en 6nemli gorevlerinden birisi sinaptik plastisiteyi
tesvik etmeleri ve uzun donem hafizanin olusumunu diizenlemeleridir. Heniiz
gelisimi devam eden ndronlarda biiylimeyi ve gelisimi baglatirken, hasar gdren
noronlarda ise aksonlarin onarilip yeniden biiytimesi igin gereken kimyasal siiregleri
baglatmaktadir. BDNF'nin sinaptik aktiviteyi diizenlemesi, néronal plastisite, hafiza
olusumu ve depolama i¢in 6nemlidir. TrkB'nin uyarilmasi, bilissel islevi iyilestirmis
ve sinaps yogunlugunu artirmistir (24, 25).

Bu verilerin bir sonucu olarak, BDNF-TrkB yolunun amiloid-p ile uyarilan
norotoksisite, sinaptik disfonksiyon ve hafizanin koétiilesmesi durumlarinda aktif
oldugu varsayilmistir. Caligmalar ayrica TrkB aktivasyonunun etkilerinin amiloid-f3

ve tau patolojisinden bagimsiz oldugunu géstermistir (25).
Alzheimer Hastalig1 Risk Faktorleri

AH genellikle 65 yas lizerinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum ge¢ baslangiclh
Alzheimer olarak adlandirilmaktadir (13). AH’nin olusmasinda tek bir sebepten
ziyade birgok faktor rol oynamaktadir (3, 12).

-Yas

Yas AH’da en onemli risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Alzheimer
hastas1 bireylerin %5°1 65-74 yas araliginda, %13.1°1 75-84 yas araliginda, %33,2’s1
ise 85 yas uistiidiir. Bu durum hastaligin yas ile birlikte nasil dramatik olarak arttigini
gostermektedir (26). Yine de yas tek basina AH olusmasi i¢in yeterli bir sebep
degildir. AH normal yaslanmanin bir parcasi1 degildir. AH sadece %35 oraninda 65 yas
altinda da goriilebilmektedir ve buna ‘erken baglangicli AH’ denmektedir (3, 16, 27).

-Genetik

Yapilan arastirmalar ve caligsmalar sonucunda birkag farkli genin AH riskini
artirdi@1 tespit edilmistir. Bunlar Apolipoprotein-E (APO-E), APP kodlayan gen ve
Presenilin-1 ve Presenilin-2’dir (28).

APP'yi kodlayan gen. APP, amiloid-p peptidinin 3-APP, par¢calama enzimi ve

y-sekretaz tarafindan ardigik kesme yoluyla kesilip uzaklastirilan haloproteindir. Bu
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genetik mutasyonlar icin ek destekleyici veriler, presenilin 1 ve presenilin 2'deki
otozomal dominant mutasyonlardan gelmektedir (29).

Hastalikta risk faktorii olarak en etkili genetik faktor APO-E olarak

belirtilmektedir. APO-E geni kan dolasiminda kolesterolii tasiyan protein i¢in bir yol
haritas1 saglamaktadir. Bu genin APOE2, APOE3 ve APOE4 olmak iizere 3 farkl
alleli bulunmakta ve tiim insanlara bu {i¢ allelden bir tanesi genetik miras olarak
ebeveynlerinden aktarilmaktadir (30).
Dogal olarak var olan APOE2, APOE3 ve APOE4 aleller sirasiyla AH'na karsi
koruma saglayabilir, iizerinde higbir etkisi olmayabilir ve AH'nin baslangicini
hizlandirabilir. Bu genlerin etki mekanizmasi maalesef hala bilinememektedir. Yine
de bu alellerin amiloid-beta atilimin1  sagladigi arastirmacilar tarafindan
diistiniilmektedir (25).

Tamamen  amiloid-f  peptitlerine  odaklanan  klinik  caligmalarin
basarisizliklari, bu bakis agisinin sorgulanmasina neden olmakta ve kombinasyon
firsatinin yan1 sira baska stratejilerin de diislinlilmesine neden olmaktadir.
Arastirmacilarin  AH  hastalarinda  hipokampal bélgede amiloid plaklarinin
toplandigin1 gosterdikleri galismalarda, kan-beyin engelinden (BBE) kan sizintist da
gosterilmistir (31, 32).

-Aile Oykiisii

Aile oykiisii de Alzheimer Hastalarinda gozlenmekte olan bir risk faktordiir.
Hastaligin ortaya cikmasinda tek basmna etkili bir faktor degildir. Aile Oykiisii
bulunan her birey Alzheimer Hastasi olmaz ancak Alzheimer Hastasi olan her
bireyde muhakkak aile dykiisii vardir.

Birinci dereceden bir akrabada (ebeveyn veya kardes) AH go6zlenen

bireylerde hastaligin goriilme riski artmaktadir (3).
Degistirilebilir Risk Faktorleri

Yas, genetik faktorler ve aile Oykiisii degistirilemeyen yani miidahale
edilemeyen risk faktorleri iken farkli baz1 risk faktorleri degistirilebilir veya biligsel

bozukluklar ve demans riskinin diisiiriilmesi igin etkileri modifiye edilebilir (3).



13

Degistirilebilir risk faktorlerine ornek olarak, sigara kullanimi, fiziksel
aktivite, egitim diizeyi, sosyal ve mental olarak aktif kalma, beslenme ve kan basinci
kontrolii verilebilir. Yapilan bazi caligmalara gore bu risk faktorleri tlizerinde
yapilacak degisiklikler AH’n1 Onleyebilir veya ortaya c¢ikisint %40’a kadar
geciktirebilir (33).

-Kardiyovaskiiler Saghk

Beynimiz viicut agirligimizin sadece %2’lik bir kismini olustursa da viicudun
oksijen ve enerji depolarinin %20’sini kullanmaktadir. Bu nedenle aslinda kalp ve
damar sagligi beyni ve fonksiyonlarmi da etkilemektedir. Saglikli bir kalp beyne
yeterli seviyede oksijenin ve besince zengin kanin pompalanmasini saglamaktadir.
Kardiyovaskiiler hastalik riskini artiran dolayisiyla da artmis demans riski ile iligkili
birgok faktor bulunmaktadir. Hipertansiyon ve diyabet bu faktorlerdendir (28).

Omegin orta yasta goriilen obezite, hipertansiyon, pre-hipertansiyon (sistolik
kan basinct 120-139 mm Hg arasi veya diyastolik kan basinct 80-89 mm Hg arasi
olmasi) ve yiiksek kolesteroliin ileri yaslarda demans hastaligi goriilmesi riskinin

artig1 ile iliskilendirilmistir (28).
-Sigara, Fiziksel Aktivite ve Beslenme

Kalp saghigi ile beyin saghigi arasinda kesfedilen iliski sonucu aragtirmacilar
kalp saghgin etkileyecek faktorlerin beyin sagligini da etkileyecegini ve demans igin
bir risk faktorii olabilecegini bulmustur.

Sigara demans ve AH riskini artiran bir faktordiir (34, 35). Bunun tam tersi
olarak fiziksel aktivite ise bu riski azaltmaktadir. Bununla birlikte arastirmacilar
bir¢ok farkli fiziksel aktivite tipini arastirmis ve spesifik olarak hangi aktivitenin 1yi
gelecegi konusunda ise bir bilgi sunulmamistir (36).

Fiziksel aktivite ile kalp dostu beslenmenin de yine demans riskini diisiirecegi
belirtilmistir (37). Kalp dostu beslenme meyve, sebze, tam bugday unu, tavuk, balik,
sagliklt yag ve kuruyemislerin tiiketimini icermektedir. Akdeniz mutfagi bu tarz

beslenmeye 6rnek olarak verilebilir (38).
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-Sosyal Aktivite

Yapilan arastirmalar kart oynamak, yiirliylis yapmak, bulmaca ¢ozmek,
kelime oyunlar1 oynamak, aile liyeleri veya arkadaglarla konusmak gibi giinliik
aktivitelerin de mental saghga iyi geldigini gostermektedir. Bu aktivitelerin
birkaginin giin igerisinde yapilmasi ise hafiza bozukluklar1 ve demans gibi mental

hastaliklarin goriilme riskini daha da diistirmektedir (39).
“Egitim

Arastirmacilar egitim seviyesindeki artisin AH riskinde azalmaya sebep
oldugunu raporlamiglardir.  Orgiin egitimi Alzheimer riskinin azalmasiyla
iligkilendiren aragtirmalarin ¢ogu, egitimin demans semptomlarina yol acan beta-
amiloid ve tau birikimi gibi Alzheimer biyo-belirteglerini etkileyip etkilemedigine
151k tutabilecek beynin PET goriintiilemesi  gibi teknolojik taramalardan
faydalanmadan yiiriitiilmistiir. Bu teknolojik tarama ve testlerden faydalanarak
yapilan calismalarin ¢ogu ise egitimin AH’na bagli beyin degisikliklerinin
goriilmesini azaltmaktan ziyade hastalikta semptom olarak goriilen bilissel
bozukluklarin ilerlemesini yavaslattigini, semptomlarin ortaya ¢ikisini geciktirdigini
onermektedir (40).

Daha uzun siire devam eden orgiin egitim, bireylerde beyni daha uzun siire
aktif tutmakta, noronlar arasi iletisimin aktifligi ile beynin daha esnek ve etkili

biligsel ag kurmasini saglamaktadir (41).
-Travmatik Beyin Hasar1 (TBH)

TBH disaridan beyne veya viicuda gelen fiziksel bir darbe sonucunda beynin
normal fonksiyonlarinin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. TBH artan AH riski ile

iligskilendirilmektedir (42).
Alzheimer Hastahi@imin Tedavisi

Alzheimer Hastaligi i¢in su anda bir tedavi mevcut degildir ve ABD'de
aducanumabin yakin zamanda onaylanmasina kadar ilerlemesini yavaslatacak

herhangi bir tedavi de mevcut degildi. Sadece semptomlar1 gegici olarak yavaslatmak
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ve biligsel islevi iyilestirmek i¢in terapdtik miidahaleler mevcuttur (43). Tedavi
planin1 kendi igerisinde konvansiyonel ve yeni tedavi segenekleri olarak ikiye
ayirabiliriz.

Bu boliimde AH tedavisine genis bir perspektif ile bakip tedavide halihazirda
kullanilan ilag molekiilleri, yeni onay almis baz1 molekiiller, arastirmacilar tarafindan
calisilmakta olan ilag tastyict yeni sistemler ve tiim bunlarin yani sira ilag dist

tedaviyi destekleyici secenekler agiklanacaktir.
Konvansiyonel Tedavi
Farmakolojik Tedavi

AH'nin tedavi edilemez dogasi, onu saglik profesyonelleri i¢in en biiylik
zorluklardan biri haline getirmektedir. Bir¢cok arastirma grubu Alzheimer hastalarina
yonelik yeni ilaglar gelistirmek i¢in farkli stratejiler {lizerinde c¢alismaktadir.
Bunlardan bir kism1 Faz II veya Faz III denemelerinde basarisiz olmaktadir. Su anda
uygulanan tedavi segenekleri esas olarak AH'nin temel 6zelliklerine, yani 6n beyin
noronlarin1 igeren asetilkolin dejenerasyonuna odaklanmaktadir. Bu nedenle
Alzheimer hastalarinda ilk tedavi segenegi kolinesteraz inhibitorleri kullanilarak
beyin dokusundaki asetilkolin diizeyinin arttirilmasidir. Diger secenek ise NMDA
(N-metil-D-aspartat) reseptor antagonisti kullanimidir.

Asetilkolin-esteraz inhibitorleri gelistirilmis en iyi grup olup hafif ila ileri
derece Alzheimer’da kullanilabilmektedir. Hastaligin semptomlarini hafifletmekte bu
grup ila¢ kullanilmaktadir. Klinik aragtirmalar asetilkolin-esteraz inhibitorlerinin
biligsel fonksiyonlari iyilestirebildigini gostermistir (44).

FDA tarafindan onaylanmig Asetilkolin-esteraz inhibitorii grubu 4 adet etkin
madde bulunmaktadir. Bunlar Takrin, Rivastigmin, Donepezil ve Galantamin’dir.
FDA tarafindan ilk onay alan ve yaygin sekilde kullanilan etkin madde Takrin’dir.
Fakat bu ilaca bagli yaygin yan etki gozlemi (hepatotoksisite) ve biyoyararlaniminin
diisiik olmasi sebebiyle daha sonra kullanimdan kaldirilmistir (45, 46).

Ikinci jenerasyon antikolinerjik ilaglar ise donepezil (piyasa adi Aricept®,
Eisai Company ve Pfizer Inc.), galantamin (Hoechst Marion Roussel Inc., Shire
Pharmaceutical Group, ve Janssen Pharmaceutical, piyasa adlar1 Reminil® ve

Nivalin, ABD piyasa adi Razadin®) ve rivastigmindir (piyasa adi Exelon®, Novartis
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Pharmaceuticals). Bu grubun yan etkileri takrine gore daha hafif ve uzun yan
omiirleri ile birlikte etkililikleri daha yiiksektir (47).

Aricept®'in farmasotik etken maddesi olan Donepezil, ilk kez 1996 yilinda
AD tedavisinde kullanilmistir. Giinliik kullanim i¢in farkli dozlarda hafif-orta ve
orta-siddetli AD tedavisinde kullanilmaktadir. Donepezil ¢alismalarinin meta-
analizinde bu ilacin Alzheimer hastalarinin biligsel fonksiyonlarini énemli 6l¢iide
tyilestirdigi gorilmiistiir. Donepezilin onaylanmis dozlar1 hastaligin ciddiyetine gore
5 mg, 10 mg ve 23 mg/giindiir (48).

2000 yilinda onaylanan Rivastigmin, Exelon®'un aktif farmasotik bilesenidir.
Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesterazin psddo geri doniisiimsiliz inhibitoriidiir.
Yarilanma omrii kisa olmasina ragmen (1-2 saat), aktivitesi bu enzimler iizerinde
daha uzun bir siire (3,5-8,5 saat) ve baska bir calismada 10-12 saate kadar
stirmektedir (49, 50). Proteinlere diisiik oranda baglanmasi Rivastigmin’in en biiyiik
avantajidir. Bu, yasli hastalarin ¢esitli amaglar i¢in bir¢ok ilag¢ alabilecegi gbz Oniine
alindiginda, diger ilaglarla etkilesime girme ihtimalinin diisiik oldugu anlamina
gelmektedir. Rivastigmin’in 26 hafta boyunca 6-12 mg/giin’liik dozlama ile bilissel
fonksiyonlart iyilestirdigi gézlemlenmistir (51).

FDA tarafindan 2001 yilinda onaylanan Galantamin Razadin®’in aktif
farmasétik bilesenidir. ilk once bitkilerden elde edilmis ama ayni: zamanda sentetik
olarak da iiretilebilen bir tersiyer alkaloid tiirevidir. Asetilkolinesterazi secici ve
kompetitif inhibe eder. Tablet, ¢ozelti ve uzatilmis salimli kapsiil formunda 4 - 24 mg

dozlar1 araliginda piyasada mevcut preparatlart bulunmaktadir(52, 53).
Memantin

Bahsedilen asetilkolinesteraz inhibitorlerinin yam1 sira AH’m1 da iginde
barindiran noérodejeneratif hastaliklar i¢in son onay alan ilaglardan birisi de
Memantin’dir. Namenda®’nin etkin maddesi olan Memantin 2003’te FDA tarafindan
onaylanmistir. Memantin NMDA reseptorlerinin  non-kompetitif inhibisyonunu
saglamakta ve glutamat seviyesini diizenleyici gorev gormektedir (54).

NMDA reseptorii Glutamat reseptorlerinin {i¢ major alt tipinden bir tanesidir.
En agik sekilde tanimlanmig glutamat reseptor alt tipi olan NMDA reseptorleri hem

ligand hem de voltaj bagimli ¢alismaktadir. Voltaj bagimli ¢alismasinin sebebi Mg*?
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iyonlarmin blokajidir. Bunun yani sira Ca*? iyonlarma da diger reseptdrlerin aksine
oldukca gegirgendir (55).

Glutamat, kortikal ve hipokampal sinir hiicrelerinde temel uyarict bir
norotransmitterdir. Alzheimer hastaligi olan bireylerin beyinlerinde, glutamin
sentetaz oksidasyon yoluyla asir1 glutamat birikimine neden olur. Bu durum, NMDA
reseptorlerinin asir1 uyarilmasina yol agar, merkezi sinir sistemi sinir hiicrelerinin
duyarliligini artirir ve noronal dejenerasyona yol acar. Memantin, glutamik asit kapili
NMDA kanallarin1 engelleyerek patolojik uyarimi onlerken, fizyolojik uyarimi korur.
Asetilkolin esteraz inhibitdrleri sadece hastaligin baslangic ve orta agamalari i¢in
onaylanmisken, memantin Alzheimer hastaliginin ileri evrelerinin tedavisi igin
onaylanmistir. Memantin giinde iki kez 10 mg ve 28 mg/giin dozunda uzatilmis salim

kapsiil formunda kullanimi 6nerilmektedir (54, 56).

NH: NH: . HCI

CH;

Sekil 2.3. A) Memantin ve B) Memantin HCI Molekiiler Yapisi

Memantin HCI suda c¢ok ¢oOziinlir bir maddedir. Kimyasal formiilii
C12H2:N’dir (Sekil 2.3.) (57). Oral uygulama sonrasi absorpsiyonu yiiksektir. Kanda
maksimum plazma konsantrasyonuna 3-7 saat arasinda erismektedir. Atilim1 idrarla
ve degismeden ger¢eklesmektedir. Eliminasyon yarilanma Omrii 60-80 saattir.
Absorpsiyonu besinler tarafindan etkilenmemektedir. Memantinin ortalama dagilim
hacmi 9-11 L/kg’dir ayrica plazma proteinlerine baglanma orani disiiktiir (%45).
Memantinin farmakokinetik parametreleri asetilkolin esteraz inhibitorlerine karsi
istlinliik saglamaktadir (58). Etkilesim ve yan etki riski daha azdir. Fakat yine de
konvansiyonel dozaj sekillerinde kullanimi hedef bolgeye gegis kisithiligi ve

hastaligin etkin tedavisi agisindan yetersiz kalmaktadir.
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Yukarida bahsettigimiz tiim bu konvansiyonel etkin maddelerin AH
tedavisinde etkisi siirli kalmaktadir. Asetilkolin esteraz inhibit6rlerinin bulanti,
kusma, diyare, bag donmesi ve sersemlik gibi hastanin hayatini1 olumsuz etkileyen
gesitli yan etkileri bulunmaktadir. Buna ek olarak Takrin ve Rivastigminin
biyoyararlanimi diisiiktiir. Donepezil proteinlere yiiksek oranda baglanmakta bu da
ilag etkilesimi ve yan etki riskini artirmaktadir. Galantaminin ise yarilanma omrii ¢ok

kisadir. Sonug olarak da bu etkiler AH tedavisinde yeni arayislara sebep olmustur (2).
Non-farmakolojik Tedavi

AH tedavisinde izlenen ilagla tedavi protokollerinin yani sira ilagsiz tedavi
yontemleri de bulunmaktadir. Fakat bu tedavi hastaligin altinda yatan biyolojik
sebepleri iyilestirememektedir. Bu tedavi ¢esitleri daha ¢ok biligsel islevlerin
tyilesmesini desteklemek ve hastanin giinliik yasamu ile iliskili aktiviteleri yapabilme
yetenegini iyilestirmek icin kullanilmaktadir. Non-farmakolojik tedavi cesitleri
fiziksel egzersiz, hafiza giliclendirme egzersizleri, miizik ve sanat temelli
aktivitelerdir. Bu tiir aktiviteler hastada AH ile birlikte gbzlenen depresyon,
ajitasyon, uyku bozukluklar1 ve agresyon gibi davranigsal ve psikolojik semptomlari
spesifik olarak azaltma amacindadir (3).

Hastalarda non-farmakolojik tedavi ise yaramadigi taktirde doktorlar bazi
antipsikotik ilaglar1 recete edebilmektedir. Coklu ila¢ tedavisinin hastada
olusturabilecegi yan etkiler de g6z Oniine alinarak bu tedavi semalar
belirlenmektedir(3).

AH hastalarinin beslenmesi i¢in de Akdeniz tipi beslenme onerilmektedir. Bu
tip diyetin hastalig1 iyilestirdigine dair kesin sonuglar bulunmasa da azalmig AH riski
ile iligkilendirilmektedir (59).

Antioksidan kullanimi da oksidatif stresi onledigi icin AH tedavisinde ek
olarak Onerilmektedir. Oksidatif stres hiicresel yaglanma ile karakterizedir. Oksidatif
stres belirteclerinin AH’nda norofibriler yumak ve amiloid-f plaklar dahil olmak

tizere patolojik lezyonlardan once geldigi tespit edilmistir (60, 61).
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Tedavide Yenilik¢i Giincel Yaklasimlar
Monoklonal Antikor Tedavisi

Son yillarda monoklonal antikorlar (mab) da AH tedavisinde umut verici bir
secenek olarak gilindeme gelmistir. Konvansiyonel tedavide kullanilan ilag
molekiillerinin aksine antikorlarin hastaligin rasyonel tedavisini saglayabilecegi
yapilan ¢alismalar sonucu gosterilmistir.

FDA tarafindan ilk onay alan anti-amiloid antikor Aducanumab’tir, Haziran
2021°de onaylanmistir. Aducanumab 2003 yilindan bu yana onay alan ve hastaligin
patofizyolojisini hedefleyen ilk ilagtir. Coziinmeyen fibril veya ¢oziinebilir
oligomerler gibi cesitli formdaki Amiloid-f plaklar1 hedeflemektedir. Cozlinebilir A
plaklar1 hedefleyen solanezumab ve crenezumab’in amiloid plaklar1 temizleyemedigi
ve plaseboya gore bir farklilik olusturmadigi faz 3 calismalarda gozlenmistir.
Aducanumab’mn ise yapilan ¢ift kor, plasebo kontrollii faz 1b c¢alismasinda, 1 yil
boyunca aylik olarak infilizyon seklinde hastalara uygulanmasi sonucu Amiloid-p
plaklar1 zaman ve doz bagimli halde temizleyebildigi kanitlanmistir (62). Bu ¢alisma
yapilan 2 farkli randomize faz 3 c¢alismasiyla da desteklenmistir (63).
Onaylandigindan bu yana ilaca ait bazi yan etkiler raporlanmistir. Temel yan etkisi
amiloid iliskili goriintii anormalligidir (ARIA). Bu anormallik beyinde 6dem, mikro
hemoraji ve beyin parankimasinda hemosiderin birikimi ile karakterizedir.

Lecanemab FDA tarafindan onaylanmis bir diger anti-amiloid monoklonal
antikordur. Yiiksek duyarlilikla ¢oziiniir amiloid-B protofibrillerine baglanmaktadir.
Protofibrillerin sinir hiicreleri i¢in monomerler veya c¢oziinmeyen fibrillere kiyasla
daha toksik oldugu bilinmektedir. Bu ilag Aducanumab’dan sonra en ¢ok umut vaat
eden antikor olmustur. Yapilan faz 3 klinik calismalarinin sonuglarina dayanarak
Ocak 2023’te FDA tarafindan onaylamistir. Ayn1 faz 3 ¢alismalar lecanemabin sadece
ertken AH’da amiloid belirteclerini azalttigi ve biligsel bozuklugu geciktirdigini
gostermektedir(64, 65). FDA onayli tiim AH tedavisinde endike ilaglar Tablo 2.1.’de

etki mekanizmalar1 ve yan etkileri ile birlikte verilmistir.
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Tablo 2.1. AH tedavisinde FDA onayli ilaglar, onay yillari ve etki 6zellikleri

Ilac¢ Onay Endikasyon Etki Mekanizmas1  Yan Etki
Ady/Piyasa Yih
Ad1 (FDA)
Donepezil 1996 Erken ila geg Antikolinerjik etki ile  Bulanti, kusma
Aricept® evre AH bilissel bozukluk sersemlik, istah kaybu,
semptomlarinin diyare
tedavisi
Rivastigmin 2000 Erken ila orta Antikolinerjik etki ile  Bulanti, kusma
Exelon® evre AH bilissel bozukluk sersemlik, istah kayba,
semptomlarinin diyare
tedavisi
Galantamin 2001 Erkenila orta Antikolinerjik etki ile  Bulanti, kusma
Razadyne® evre AH biligsel bozukluk sersemlik, istah kaybu,
semptomlarinin diyare
tedavisi
Memantin 2003 Erken ila geg NMDA reseptor Bas agrisi,
Namenda® evre AH antagonisti etki ile konstipasyon, bas
biligsel bozukluk donmesi, kafa
semptomlarinin karigikligt
tedavisi
Memantin 2014 Erken ila ge¢ Kombine tedavi - Bulanti, kusma
+ Donepezil evre AH bilissel bozukluk sersemlik, istah kaybi,
Namzaric® semptomlarinin diyare, bas agrisi,
tedavisi konstipasyon, bas
doénmesi, kafa
karigikligt
Aducanumab 2021  AH Anti Amiloid-p etki ARIA, bas agris1 ve
Aduhelm® (AH’na bagh ile hastalik ilerleyisini diisme
hafif bilissel degistirir
bozukluk veya
erken evre)
Lecanemab 2023 AH Anti Amiloid-p etki Infiizyon iligkili
Legembi® (AH’na bagh ile hastalik ilerleyisini reaksiyonlar, ARIA ve

hafif bilissel

bozukluk veya

erken evre)

degistirir

bas agrist
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2.4. Beyne Ila¢ Hedeflendirme ve Kan Beyin Engeli

AH tedavisinde kisitlayici temel faktor Kan Beyin Engelidir. Buna ek olarak
Kan-Beyin Omurilik Sivis1 Bariyeri de sadece AH i¢in degil tiim norodejeneratif ve
norolojik bozukluklar i¢in ikincil bir sorun olmaya devam etmektedir. Bu nedenle,
AH’ni1 da igeren ndrodejeneratif hastaliklara yeni tedavi segenekleri olusturmak igin
bu mekanizmalarin tam olarak anlasilmasi gerekmektedir.

Beyin canli organizmalarin en karmasik ve énemli organlarindan biridir. Bu
nedenle sinir hiicrelerinin i¢ ve dis konsantrasyonlarinda degisiklikler sonrasinda
sinir iletiminde bozulmalara ve viicut kontrol siireglerinde fonksiyon bozukluklarina
yol agabilecek cevresel ve yabanct maddelerle kontaminasyona karsi korunmasi
gerekmektedir (66).

Kan ve santral sinir sistemini birbirinden ayiran iki bariyer bulunmaktadir:
[lki serebrovaskiiler agin tamaminda lokalize endotelyal hiicreler (kan-beyin engeli)
digeri beyin ventrikiiler sistemi igerisindeki koroid pleksusda yerlesmis epitel
hiicreleridir (kan-serebrospinal sivi bariyeri) ve bu iki gii¢lii engel sirasiyla beyin igi
s1viy1 ve serebrospinal siviy1 kan dolagimindan ayirir (67).

Kan-beyin engeli, segici gecirgen sistemi sayesinde dolasimdaki toksinlere ve
hiicrelere karsi yerel bir gecit gorevi goren, beynin korunmasindan sorumlu olan
yapidir. KBE beyni sistemik dolasimdan ayirir ve hedefe yonelik tedaviler de dahil
olmak fiizere yabanci enfeksiydz ve/veya toksik ajanlardan korur. Aslinda, KBE'nin
sistemik dolagimdaki molekiillerin ~%98'inin beyne geg¢isini engelledigi tahmin
edilmektedir. Fizyolojik kosullar altinda KBE o kadar kisitlayicidir ki iyonlar bile bir
taraftan digerine serbestce gecemez, bu da deneysel ortam kurmayi ve calismayi
zorlagtirir. KBE’nin bariyer gorevini daha iyi anlamak i¢in bu sistemi hiicresel
diizeyde incelemek ve agiklamak gerekmektedir (67). KBE’nin ve KBE’yi olusturan

hiicresel elemanlarin sematik gosterimi Sekil 2.4.”de verilmistir.



22

astrosit

perisit

kapiller lumen

.................

siki kavsaklar

endotel
hiicreleri

Kan Beyin Bariyeri

Sekil 2.4. Kan Beyin Engeli ve Bilesenleri Sematik Gosterimi (biorender ile

hazirland1)

KBE'nin ¢ekirdek elemani endotel hiicreleridir. Endotel hiicrelerinin
benzersiz 6zellikleri beyni koruma islevi i¢in bir gerekliliktir. Bu 6zelliklerden ilki
endotel hiicrelerinin lipit ¢ift katmanidir. Bu katman arasinda bulundugu iki ortam
aras1 molekiiler harekete izin vermekte ve KBE boyunca gegirgenligi belirlemektedir
(68). Beyin endotel hiicreleri, kanin damarlar ve beyin aras1 degisimi icin 20 m?lik
bir yiizey alani saglarken, bu hiicrelerin olusturdugu siki kavsaklar (tight junctions)
molekiiler trafigi kan-beyin bariyeri iizerinden transseliiler yol boyunca
yonlendirmektedir (66). Bariyer oOzellikleri, siirekli endotelyal baglantilarla
saglanmakta, boylece endotel boyunca paraseliiler akis smirlandirilmaktadir. Ek
olarak, hiicre i¢i akis, KBE endotel hiicrelerinin oldukga diisiik seviyede olan
transsitotik aktivitesi, yani hiicrelerden ge¢isin diisiik olmasi1 nedeniyle de
sinirlanmaktadir. Ayrica, ¢evre ile beyin arasindaki aktif molekiil aligverisi, bir dizi
spesifik tastyict ve enzim tarafindan diizenlenmekte ve gecisin kontrolil
saglanmaktadir (67).

KBE'nin hiicresel olmayan iiyesi bazal membrandir. Bu membran endotel
hiicrelerini KBE'nin diger hiicresel {iiyelerinden ayirmaktadir. Perisitler bazal
membrana gomiiliidiir ve endotel tiipiiniin abluminal tarafin1 uzantilartyla
kaplamaktadir. Beyin parankimindeki astrositler ise, 6zel ug¢ ayaklarin1 damar
duvarina dogru uzatir ve parankimal tarafi tamamen ¢evreler. KBE'nin bu bilesenleri

arasindaki etkilesimler, bariyer olusumu ve islevi i¢in gereklidir. Buna gore, eger bu
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hiicreler arasi capraz etkilesim bozulursa, KBE biitiinliigiiniin ve fonksiyonunun
kaybina neden olabilmektedir. KBE’de bozulma ise kanla tasinan patojenlerin,
toksinlerin veya oto antikorlarin penetrasyonu da dahil olmak tizere endotelyum
boyunca diizeni bozulmus ve kontrol edilemeyen bir gecise yol agabilmektedir.
Sonug olarak da ndroinflamasyon gozlenebilmektedir (67).

Bariyer islevi ve islev bozuklugu yalnizca endotel hiicreleri, perisitler,
astrositler ve bazal membran tarafindan diizenlenmez. Immiin diizenleyici faktérler
de besin ve oksijen seviyesi degisiklerine bagl olarak aktive olmaktadir. Perivaskiiler
makrofajlar periferal immiin hiicrelerinin ¢aligmasinin diizenlenmesine yardim
etmektedir. Bu durum otoimmiin noérolojik hastaliklarda daha da ©nem
kazanmaktadir (69, 70). KBE’nin hiicresel elemanlar1 ve bunlarin gorevleri Tablo

2.2. ‘de gosterilmektedir.

Tablo 2.2. KBE’nin hiicresel elemanlar1 ve gérevleri

KBE hiicresel bileseni Gorevleri

Endotel Hiicreleri bariyer fonksiyonunun saglanmasi, mikro besinlerin ve makro
besinlerin taginmasi, reseptor aracili sinyallesme, 16kosit gegisi

ve osmotik basincin diizenlenmesi gorevleridir.

Perisit kan-beyin bariyerinin korunmasi, beyne bagisiklik hiicresi
giriginin diizenlenmesi, endotelyal hiicre ¢cogalmasinin, hayatta
kalmanin, gogiin, farklilasmanin ve anjiyogenezde yer alan
damar dallanmasinin diizenlenmesi, serebral kan akiginin

kontroliinden sorumludur.

Astrosit Uygun ndron ve ndrovaskiiler {nite fonksiyonlarinin
devamlihigindan ve metabolizmanin kan-beyin bariyeri
fenotipinin diizenlenmesinden, noronal iletimin

modiilasyonundan, beyin gelisimi ve onarimindan sorumludur.

Noronlar noronal-mikrovaskiiler iletisimi saglar ve kan-beyin bariyeri

gecirgenliginin modiilasyonunu gergeklestirir.

Ekstraseliiler matriks kan-beyin bariyeri gecirgenliginin modiilasyonunu ve siki

kavsaklarin idamesini saglar

Kiigiik molekiillerin karakteristik 6zelliklerine bagli olarak KBE’ni asip beyin

parankimasina ulasmak icin kullanabilecegi ii¢ farkli gecis yolu vardir. Bunlardan
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ilki su bazli para-seliiler gegistir ve bu gegis hidrofilik molekiillere 6zeldir. Endotel
hiicreleri arasindaki siki kavsaklar bu gecisi saglamak icin serbestlesmekte ve bu
serbestlesmenin regiilasyonu ile gegis kisitlanabilmektedir. ikinci gegis yolu olarak
kiiglik lipofilik molekiillerin trans-seliiler difiizyon araciligi ile beyin dokusuna
girigleri gosterilmistir (71). Ancak trans-seliiler difiizyon yolu luminal membran,
sitosol ve akabinde beyin dokusuna ulagsmadan hemen once abluminal membran
gecisini icermektedir. Ki bu gecis de lipofilik bilesigin hiicre membrani tarafindan
tutulmasi egilimine baglidir. Bilesigin membrana afinitesi yeni bir zorlugu ortaya
cikarmaktadir. Dahast molekiiliin efflux gecis substrati olmasi da difiizyonu
etkileyebilmektedir. Uciincii ve son ge¢is mekanizmasi ise kalan kiigiik molekiillerin
cogunun beyne gecisini saglayan substrat-spesifik bir mekanizmadir. Endojen tasiyici
veya tastyict aracili gecis substratin konsantrasyon gradyani ile kontrol edilmekte
uygun bir tastyici da bu gegise yardim etmektedir (66).

Peptit ve proteinler gibi biiyiikk molekiiller ise KBE’ni endositoz araciligiyla
gecmektedir.

Klinik uygulamaya aktarildiginda bu benzersiz yapi, KBE'nin CNS ilaglarinin
¢ogunun beyin parankimine girmesine izin vermedigi anlamina gelmektedir. Farkli
olarak, anestezikler serbestce CNS etkileri gostermeleri agisindan 6nemli bir
istisnadir ve bu istisnanin sebebinin ajanlarin lipofilisitesinin KBE’y1 ge¢isini
saglamasi oldugu kanitlanmistir. Yani ilag molekiillerinin beyne girisini molekiiliin
lipofilisitesi etkilemektedir (68, 72).

Log oktanol/su bolme katsayisi, bir diger adi ile permeabilite katsayisi,
bilesiklerin KBE'y1 nasil ge¢ip gegmeyecegini tahmin etmede 6nemli bir role sahiptir
(72). Tipik olarak permeabilite katsayisi (P), hidrofilik bir madde (su) ve hidrofobik
bir madde (oktanol) kullanilarak belirlenmektedir. Yiiksek log (P) degerine sahip
bilesikler hidrofobik ortamlari/kompartmanlar1 tercih ederek membran lipit ¢ift
tabakasin1  ge¢mektedir, diisiik log(P) degerine sahip bilesikler hidrofilik
ortamlar/kompartmanlarda (6rn. serum) kalma egiliminde olacak ve KBE'yi
geemeyecektir. Bu durumu genel bir kural ve esitlik olarak verecek olursak log (P) >
0 olan molekiiller KBE’yi hizla gecebilmektedir ve bu gegis igin kisitlayici faktor ise
ila¢ konsantrasyonudur. Diger yandan, log (P) < -1 olan molekiiller ve bilesenlerin

ise KBE’yi gegisleri kisitlanmaktadir. Gegis sadece log (P) degerine baglh degildir,
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benzer log (P) degerine sahip molekiillerin KBE’yi gegisleri birbirinden farkli
olabilmektedir (68).
KBE’yi gegis i¢in saglanmasi gereken sartlar1 su sekilde siralayabiliriz:
v' KBE’den gegis i¢in bilesenlerin boyutu 400 Da’dan kiigiik olmalidir.
v llaglarn iyonlasma durumlarin KBE’den gegisi etkilemektedir.

v Hipotermi gegisi engellerken hipertermi gegisi artirmaktadir (68).
2.5. Ila¢ Tasiyic1 Yeni Sistemler

Alzheimer Hastaliginin tedavisinde konvansiyonel yontemler yetersiz
kalmaktadir. Klinikte kullanilan tedavi yaklagimlari arasinda, hastaligin semptomatik
tedavisi ve ilerleyisinin yavaslatilmasi, en sik tercih edilen yoldur. Hastaligin
tamamen ortadan kaldirilmasinda ise etkili bir yontem bulunmamaktadir (2).

KBE'in dogal yapisi nedeniyle aktif molekiillerin beyne gecisi sinirlidir.
KBE, siki kavsaklar igeren vaskiiler endotelyal hiicresel yapilardan olusur.
Dolayisiyla bu yapilar farmasétik etkin maddelerin sistemik dolagimdan beyne
gecisini sinirlandirmaktadir. Ancak ilag tasiyici sistemler arasinda yeni gelistirilenleri
bu soruna bir¢ok farkli ¢6ziim sunmaktadir. En sik tercih edilen ise, etki istenen
bolgede lokalize edilen ve hedeflendirilmis sekilde ilag tasimayr uygun kilan
nanoteknolojidir (73). Bu yaklasimda nanopartikiiler sistemler kullanilmaktadir ve
ilag yiiklii bu sistemler KBE'ye niifuz etmekte ve ilac1 etki beklenen bolge olan
beyne iletmektedir (71). Nano ilag tasiyici sistemlerin 0-100 nm araliginda olacak
sekilde en az bir boyutu bulunmaktadir(74).

Ilag Tastyic1 yeni sistemler farkli bilesimlere ve biyolojik 6zelliklere sahip
olup bu nanosistemler ila¢ ve gen dagitim uygulamalar i¢in kapsamli bir sekilde
arastirilmakta ve kullanilmaktadir (75).

Nanoteknolojik sistemler hedef doku ve hiicreye direkt ilact tasirken
biyoyararlanimi artirmakta ve buna bagl olarak da etkilik artmakta, yan etkiler
azalmaktadir. Bu amagla ilag tasiyici sistem olarak ¢ok genis aralikta nanoteknoloji
temelli sistemler gelistirilmistir (76). Yapilan bir¢ok ¢alisma sonucu bu sistemlerin
terapotik etkiyi belirgin olarak artirdigi kanitlanmistir. Nanoteknolojik ilag tastyici
sistemler ila¢ molekiillerinin nanopartikiillere yiliklenmesi ile kan dolagiminda daha

uzun siire kalmasma, suda ¢oziiniirliigii az olan molekiillerin ¢6zliniirliigiiniin
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artirtlmasina, birkag farkli etkin maddenin veya etkin madde ile protein yapili
bilesiklerin kombine kullanimina, ilacin kontrollii saliminin saglanmasina imkan
tamimaktadir (74-77).

Lipozomlar, Kat1 lipit nanopartikiiller, nano emiilsiyonlar, dendrimerler,
polimerik miseller, polimerik nanopartikiiller, nanokapsiiller, karbon nanotiibiiller,
nanomotorlar gibi pek ¢ok nanosistem tipi bulunmaktadir ve her birisinin beklenen
etki ve hedef bolgeye gore farkli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (73, 78).
Ilag tastyici sistemler olarak sagladiklar1 avantajlar su sekilde siralanabilir:

v Nanopartikiiller nano 6lgekte boyutlar1 sayesinde damarlardan kolayca
gegerek kan dolasimina karismaktadir.

v’ Yiizey alam artisina bagli olarak ¢6ziiniirliik artis1 gozlenmektedir.

<\

Artmig biyoyararlanim gostermektedir.
v Istenilen bolgeye, belirli bir hiicre, doku veya organa hedeflendirmeyi
saglamaktadir.
v’ Yiizey modifikasyonlar1 ile dolasimda uzun siire kalim saglanir (79,
80).

Etkili ilag dagitimin1 basarmak i¢in dncelikle etki alanindaki biyolojik ¢evre,
hedef hiicre popiilasyonu, hedef hiicre ylizeyi reseptorii ile etkilesimlerinin
anlasilmas1 gerekmekte ve nanosistemler bu dogrultuda hazirlanmali ve modifiye
edilmelidir.

Bu nanosistemler igerisinde polimerik nanopartikiiller hem diger hastaliklarin
tedavisi i¢in hem de santral sinir sistemi hastaliklarinda biyouyumlu olmasi sebebi ile
sik¢a tercih edilen bir nanosistem tipidir. PLGA (poli(laktit-ko-glikolik) asit), PLA

(poli-laktit asit), kitosan en siklikla kullanilan polimerlerden bazilaridir (81).
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Nanoemiilsiyonlar

Dendrimerler

Lipozomlar

Kati Lipit
Nanopartikiiller

Alzheimer
Hastaliginda Beyin

Sekil 2.5. AH Tedavisinde Kullanilan ilag Tastyic1 Yeni Sistemler (82)

Alzheimer tedavisinde de farkli tipte nanosistemler ile ¢alisilmaktadir. Bu
sistemlerin  sematik gosterimi  Sekil 2.5.’te verilmistir. Bunlara polimerik
nanopartikiiller, nano emiilsiyonlar, lipozomlar, kati lipit partikiiller 6rnek verilebilir
(82). AH tedavisinde kullanilan farkli nanosistemlere ait Ornek c¢alismalar ve

ozellikleri Tablo 2.3.‘te sunulmaktadir.
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Tablo 2.3. AH tedavisine yonelik gelistirilmis farkli nanosistem 6rnekleri

Etkin Simifi Uygulama Nanosistem Tipi Hazirlama Yolu Kaynak

Madde Yolu

Rivastigmin  Kolinesteraz ~ Intravenéz PBCA (Poli-biitil Emiilsiyon (83)
Inhibitorii siyano akrilat) polimerizasyon

nanopartikiil

Rivastigmin  Kolinesteraz ~ Intranazal  Kitosan Iyonik selasyon (84)
Inhibitorii nanopartikiil

Rivastigmin  Kolinesteraz ~ Intranazal ~ Lipozom - (85)
Inhibitéri

Galantamin  Kolinesteraz - Lipozom - (86)
Inhibitérii

Galantamin  Kolinesteraz ~ Intranazal ~ Katyonik Iyonik selasyon (87)
Inhibitorii Kitosan

nanopartikiil

Galantamin  Kolinesteraz  Oral Kati Lipit Mikroemiilsiyon (88)
Inhibitorii Nanopartikiil

Galantamin  Kolinesteraz ~ intranazal  Transferozom Kati film hidrasyon  (89)
Inhibitérii

Donepezil Kolinesteraz  Intranazal  Kitosan Iyonik Carpraz  (90)
Inhibitorii Nanopartikiil baglama

Donepezil Kolinesteraz ~ Intravenéz PLGA Solvent (91)
Inhibitorii nanopartikiil emiilsifikasyon

diflizyon
evaporasyon

Donepezil Kolinesteraz - PLGA-b-PEG Cift emiilsiyon (92)
Inhibitorii nanopartikiil

Memantin NMDA Intranazal ~ Nanoemiilsiyon ~ Homojenizasyon (93)
Reseptor
Antagonisti

Memantin NMDA Intravendz  PLGA-b-PEG Cift emiilsiyon (94)
Reseptor nanopartikiil
Antagonisti

Memantin NMDA Oral Kat1 Lipit Emiilsifikasyon (95)

(Lipoil) Reseptor Nanopartikiil evaporasyon

Antagonisti

solidifikasyon
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2.6. Mikro/nanomotorlar

Glinlimiizde nanoteknoloji hedef bolgeye ilag tasima, etkin ve gilivenilir
tedavide konvansiyonel yontemlere gore bir¢ok avantaj sunmaktadir. Bu sistemler
icerisinden mikro/nanomotorlar da son donemde popiiler hale gelmistir.

Sentetik mikro/nanomotorlar (MNM) son yillarda c¢alisilan en yeni
nanosistemlerdir. Cok genis kullanim alanlar1 olmakla birlikte farmasétik arastirma
calismalarinda da odak noktasi haline gelmistir. MNM’lar mikro/nano 6l¢ekli olup
kimyasal veya dig bir enerjiyi mekanik harekete c¢eviren sistemler olarak
tanimlanmaktadir (96). Cevredeki enerji kaynagini kullanarak serbest¢e otonom
hareket edebilmektedir. Farkli otonom harekete sahip nanomotor sistemlerine
ornekler Sekil 2.6.°da verilmistir. Simetrik yap1 kaynakli basing yapinin
asimetriklestirilmesi ile kirabilmektedir. Bu da kendi kendine saglanan hareketin
anahtar noktasidir. MNM’lar ayrica mikro/nano yiiziiciiler veya mikro/nanorobotlar
olarak da isimlendirilmektedir. Bu isimlendirmede temel nokta hareket
mekanizmalarinin farkli olmasidir. Mikro-nano 6lgekteki boyutlart ve kendi kendine
saglayabildikleri hareket kabiliyetleri insan viicudu boyunca gecis ve dolasimina izin
vermektedir. MNM iiretiminde farkli materyaller, geometriler, ylizeyler ve iiretim

metotlar1 kullanilabilmektedir (96-98).

(A)

Yiikleme Tagima Salim

,%

) lag yiiklii
PLGA
G nanopartikil

Nanomotor

b c
Yo o
¢ :LGA 7 /_’—-—:74

T partikiil T ™

Kanser
sferoid

Tetrapod

Sekil 2.6. A) Katalitik nano-¢ubuk motorun ilag yiiklii PLGA partikiilleri almast,
tagimasi ve salimi (99), (B) ilag tasiyici sistem olarak gelistirilmis biyohibrit
sperm hiicre mikromotorun sematik gosterimi (100), (C) Su ile indiiklenen
baloncuk ile hareket eden mikromotor sistemin sematik gosterimi (101), (D)
Manyetik olarak yonlendirilen ve ultrason temelli harekete sahip nanomotor
gosterimi (102).
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MNM’lar ilag¢ tagima, hiicre uyarimi ve izolasyonu, biyo-goriintiileme, teshis
ve gorintileme, foto kataliz ve c¢evre temizligi gibi bir¢cok farkli alanda
kullanilabilmektedir. Buna ek olarak tipta bircok farkli arastirma alaninda
uygulamalar1 mevcuttur. Ateroskleroz, diyabet, immiin hastaliklar, oftalmoloji, gen

terapisi, vaskiiler hastaliklar ve kanser bu alanlara 6rnek olarak verilebilir (103).
Mikro/Nanomotorlarin Siniflandirilmasi

MNM’lar boyut, sekil, bilesim veya hareketlerine gore siniflara
ayrilabilmektedir. Sentettk MNM’lar hareket oOzelliklerine gbre 2 ana gruba
yarilmaktadir. Tk grup Kimyasal reaksiyon temelli hareket, ikinci grup ise Fiziksel
temelli hareket olarak adlandirilmaktadir. Kimyasal reaksiyon temelli harekette
MNM yapist veya ylizeyi ortam ile reaksiyona girebilecek bir maddeden olusmakta
ve reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan baloncuklar MNM hareketi i¢in bir itme kuvveti
dogurmaktadir (104). MNM’larin hareket temelli siniflandirmasi ve 6zellikleri Tablo

2.4.’te verilmistir.

MNM teknolojisinde en yaygin grup Kimyasal Temelli Harekete sahip
nanomotorlardir (105). Ancak bu grubun toksik yakit olusturmasi sebebiyle biyo-
uygulamalari kisitlanmaktadir. Bu kisitlamay1 ortadan kaldirabilmek i¢in biyouyumlu
yakitlar (glukoz, lire vb.) ile olusan reaksiyonlar alternatif olarak sunulmustur (106).
Herhangi bir kimyasal reaksiyona ihtiya¢ duymadan hareketin saglandigit MNM
smiflar1 arastirmacilarin ¢ok daha fazla dikkatini ¢ekmektedir (107). Bunun baslica
sebebi biyolojik ortamda toksik bir etki yaratabilecek herhangi bir kimyasal
reaksiyonun olusmamasidir. Aynt zamanda bu grubun komutaya bagli hareketleri
daha kontrollii uygulamaya olanak tanimaktadir. Ornegin manyetik mikromotorlarin
hareketi disaridan uygulanan manyetik alan var olduk¢a devam etmekte, bu hareketin
hizi ve yonii de manyetik alan kuvveti ve torku disaridan degistirilerek kontrol
edilmektedir. Manyetik alan durduruldugu anda hareket de sonlanacaktir. Yine de
MNM’larin tam kontrolii giincel iyilestirmelere ve gelismelere ragmen hala biiyiik
bir zorluk olarak goriilmektedir. Laboratuvar ortaminda tam kontrol saglamak
miimkiin olsa dahi biyolojik ortamlarda 6zellikle insan viicudunda kan akis hizi,

biyolojik bariyerler vb. farkli parametreler hareketi etkilemektedir.
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Hareket Cesidi Ozellikler Avantajlari Kisitlamalar Kaynak
Kendi kendine hareket
Kimyasal temelli Kimyasal reaksiyon Basit ve Biyouyumlu (108)
Hareket sonucu agiga ¢ikan modifiye degildir ve yakit
enerji kinetik enerjiye edilebilir olarak kullanilan
doniisiir ve baloncuklar | yapidadirlar, | maddeler
sayesinde de hareket hareket hizi (H202) yiiksek
saglanir. yiiksek, konsantrasyonda
maliyet diisiik | toksik olabilir.
Alternatif yakit Enzim temelli katalitik | Biyouyumlu | Enzimlerin (109)
temelli hareket reaksiyonlar ile hareket | hareket reaksiyon
saglanir. Ure, glukoz ve mekanizmasi ile
su yakit olarak ilgili
kullanilir.
D1s uyarana bagh hareket
Ultrason ile hareket Hareket yiiksek enerjili | Noninvaziv In vivo (110)
ses dalgalari ile kontrol | ve uygulamasi
edilir. biyouyumlu gelistirilmeli
Manyetik alan ile Hareket bir kumanda ve | Noninvaziv Manyetik (112)
hareket manyetik alan ile ve materyal
saglanir. biyouyumlu kullanilmalt
Isik ile uyarilmaya UV, goriiniir 151k veya Noninvaziv Farkli dalga (112)
bagli hareket infrared 151k MNM’larin | ve boylarinda
hareketi i¢in biyouyumlu kullanimi
kullanilabilmektedir. gelistirilmeli
Biyohibrit temelli hareket
Bakteri esasli hareket | Bakterinin kimyasal Aktif kargo Diisiik yapisal (113)
enerjisi hareket tagima esneklik, kisa
enerjisine donlistiiriiliir. Omiirliiler
Okaryotik Hiicre | Hastanin kendi hiicreleri | Kolay atilim | Serbest ylizme (114)
bazli hareket MNM iiretiminde yiiksek ilag hizinin kaybi
kullanilir. ylikleme

kapasitesi ve

biyouyumlu
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MNM’lar ayrica geometrik yapilari esas alinarak da siniflandirilabilmektedir.
Bu siniflandirmada i-nanogubuklar, ii-Janus kiireler ve iii-tiibiiler motorlar olmak

tizere ii¢ ana grup bulunmaktadir.
Mikro/nanomotor Uretim Yéntemleri
Materyal Secimi

Yiiksek viskoz diren¢ mikro/nano Olcekteki eylemsizlik kuvveti ve
MNM’larin yonlendirilmesine engel olan Brown hareketlerinin neden oldugu termal
dalgalanma ile Kkarsilastirildiginda devamli hareket igin MNM’larin  yapisal
simetrisini kirmak gerekmektedir. Asimetrik reaksiyon yaratmak ve hareketi
saglamak i¢in birgok farkli yontem kullanilabilmektedir. MNM iiretiminde sentetik
teknikler veya por6z kalip aracili teknikler kullanilmaktadir (115).

MNM iiretiminde materyal se¢cimi de oldukca oOnemlidir. Farkli yapisal
geometri tasarimlarina ve MNM hareketi icin secilen mekanizmaya gore materyal
kullanilmaktadir(116). Genellikle, MNM {iretimi ig¢in yaygin olarak kullanilan
materyaller 3 gruba ayrilabilmektedir. Bunlar; metal oksitler, saf metaller ve
enzimlerdir.

Katalitik reaksiyon temelli hareket i¢in en sik kullanilan katalist platindir (Pt).
Bunun sebebi ise Pt’nin H20: pargalanmasi icin gosterdigi yiiksek katalitik
aktivitedir. Bu sayede ortaya ¢ikan baloncuklar hareketi saglamaktadir. Ayni
reaksiyonun katalizi i¢in Glimils (Ag) de uygun bir metal olarak kullaniimaktadir.
Diger degerli metaller de Ornegin altin (Au), iridyum (Ir) motor pargalarinin
tretiminde kullanilabilmektedir. Demir (Fe) partikiilleri de tiretimde kullanildiginda
farkli hareket mekanizmalarinin bileseni haline gelmektedir. Ornegin demir ve nikel
(Ni) kullaniminda manyetik alan altinda hareket saglanmaktadir (117).

Metal oksitler de (6rnegin manganez oksit) degerli metallerin ucuz alternatifi
olarak H20; pargalanma reaksiyonunda kullanilabilen katalizorlerdir. Cesitli diger
metal oksitler TiO2 gibi 1sikla uyarilma temelli hareket i¢in kullanilabilmektedir
(117).

Enzim katalizi ile hareket eden MNM’lar ise biyolojik bir yakitla
caligmaktadir. Cesitli biyolojik reaksiyonlar bu MNM hareketini yaratmak icin
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kullanilabilmektedir. Burada da MNM bilesimine enzimatik reaksiyonu baslatacak
materyaller girmektedir.

Grafen, karbon nanotiip ve aktif karbon gibi karbon bazli materyaller MNM
tiretiminde katalitik degradasyon amaci ile tercih edilen bir diger gruptur (117).

Tiim bu gruplarin yani sira polistiren siilfonat (PSS), poliallilamin hidrokloriir
(PAH), polikaprolakton (PCL), poli N-izopropil akrilamid (PNIPAM) gibi polimerler
MNM fiiretiminde kullanilmaktadir. Bu polimer temelli MNM’lar asagidan yukariya
yaklasimi veya membran kalip yontemi ile iiretilmektedir. Polimerler motorun ana
yapist veya fonksiyonel parcalari olarak gore almaktadirlar. Bu fonksiyonlar ise
sicakliga karsi duyarlilik, aktif tasinacak bilesige baglanma, biyouyumluluk ve
biyobozunurluktur (117).

Sentetik Uretim Teknikleri

Yapisal simetriyi bozmak gerektigi icin genellikle ¢ok basamakli iiretim
yontemleri gerekmektedir. Bunun i¢in en sik kullanilan yontemler ise fiziksel buhar
biriktirme (PVD) ve elektrokimyasal biriktirmedir (118, 119).

PVD yonteminde kati bir hedeften alinan materyal yiiksek sicaklikta bir
vakum yardimi ile ugurulmaktadir. Ucurmay1 takip eden yogunlagsma ile ylizeyde
film tabakasi olusmaktadir. PVD yontemi kendi icerisinde de birka¢ alt gruba
ayrilmaktadir. Bunlar elektron 1siniyla buharlastirma, magnetron piiskiirtme, atomik
tabaka biriktirme metodu ve digerleridir. Bu ydntemlerde temel mantik yogun
materyallerin pliskiirtiilmesi ve ince film tabakalar halinde biriktirilmesidir. En sik
kullanilan film biriktirme yontemleri ise pliskiirtme ve evaporasyon yani ugurmadir.
Piiskiirtme hedef materyalin iyonize inert bir gaz ile (6rnegin Argon) hedefe
bombardimanidir. Iyonize gaz atomlarindan hedef materyale bir kinetik enerji
aktarimi1 olmakta bu islemi takiben yapilan buharlastirma ile de film tabakasi
olusturulmaktadir. Ugurma ise materyal biriktirme i¢in elektron 1s1m1 veya elektrik
enerjisini kullanilmasina dayanan yontemdir. Her biri farkli amaca hizmet edebilen
katalitik materyaller (Pt), reaktif olmayan materyaller (Ti) veya manyetik materyaller
(demir veya nikel) bu yontemlerle biriktirilerek tabakalastirilabilmektedir. Bu sayede

MNM’larin fonksiyonlarint olusturmaktadirlar (118).
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Elektrokimyasal biriktirme yontemi g¢esitli birgok MNM iiretimi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (119). Yiiksek maliyetli iriinler ve zorlayici
reaksiyonlarin kullanimina gerek olmadan kolayca gergeklestirilmektedir. Ayrica
Olcek biiylitme ve kiiciiltmeye de imkan saplamaktadir. Elektrokimyasal biriktirme
yonteminde dis bir elektrik akimin kullanimi1 gerekmektedir. Bunun yani sira elekro
olmayan kimyasal biriktirme yontemleri de vardir. Bu yontemlerde ise elektrik
akimdan ziyade kimyasal redoks reaksiyonlar 6n plandadir (118). Elektrokimyasal
biriktirmede yliksek vakumlu sistemlerin kullanimindan kaginilmaktadir. Bunun yani
sira farkli kaliplar kullanilarak iiretimde boyut ve yapi kontrolii saglanabilmektedir.
Kaliplar ise kendi igerisinde membran kaliplar ve diger kahplar olarak ikiye
ayrilmaktadir.

Membran kalip aracili elektrokimyasal biriktirmede membranin gézenekleri
kullanilarak degisik materyallerden olusan istenen tiip ve g¢ubuk seklinde motorlar
sentezlenmektedir. Her bir gozenek, istenen partikiiliin sentezlendigi birer reaktor
gorevi gormektedir. MNM sentezinde yaygin kullanilan membran kaliplara
polikarbonat membranlar ve go6zenekli aliimina membranlar ornek verilebilir.
Simdiye kadar kullanilan en etkili ve gii¢clii mikro/nano 6lgekte hareket stratejisi bu
tasarima dayanmaktadir. Membranlarin belirli ¢apta gozeneklerinin olmasit bu
gozenekler igerisine biriktirme ile hedef c¢apta ve kontrollii bir sekilde nanomotor
tiretimine olanak vermektedir. G6zenekli aliimina membranlar ¢aplar1 20-400 nm
arasinda degismektedir ve ¢cubuk (rod) seklinde nanomotorlarin iiretimi i¢in oldukga
uygun bir yontem olarak kullanilmaktadir (118).

Elektrokimyasal biriktirme i¢in kullanilan kaliplar sadece membran kaliplar
ile smirli degildir. Istenen yapiya gore farkli sekillerde kaliplar kullanilmaktadur.
Tiibiiler lipozomal mikroyapilar ve glimiis ¢ubuklarin kalip olarak kullanildig:
caligmalar da mevcuttur. Bunlar bahsettigimiz diger kaliplar grubuna dahil
edilmektedir.

Elektro olmayan kimyasal biriktirme yontemi asimetrik bipolar
elektrodepozisyonu olarak da incelenebilmektedir. Yontemde sadece elektrik akimi
degil redoks reaksiyonlar da islem basamagi olarak yer almaktadir. Burada iletken bir
nesne iki elektrot arasi elektrik alana yerlestirildiginde nesnenin iki ucu arasinda

potansiyel fark olugmaktadir. Elektrik alanla dogru orantili olan polarizasyon nesne
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ylizeyinde asimetrik bir reaktivite yaratmaktadir. Polarizasyon yeteri kadar giiglii
oldugunda nesnenin iki zit ucu arasinda olusan elektrokimyasal reaksiyonlar
simetriyi kirmaktadir. Bu yontem 6zellikle Janus motorlarin iiretiminde tercih
edilmektedir. Metalin bipolar elektrokimyasal birikimi i¢in dikey bir elektrik alan
partikiilin ~ zit uclarina uygulanmakta bu sayede redoks reaksiyonlar
indiiklenmektedir (118).

MNM’lar fonksiyonel materyallerin tabaka eklenmesi gibi geleneksel
kimyasal reaksiyonlarla da iiretilebilmektedir. Ayrica tabaka eklenme yonteminde de
membran kaliplar kullanilabilmektedir (115).

-Gerilim miihendisligi nano membranlart1 3 boyutlu mikro/nano yapilar
olarak yeniden diizenleme i¢in faydali bir destek sunmaktadir. MNM iiretiminde
kullanilan bir diger yontemdir. Bu iiretim teknigi i¢in kullanilan materyaller oldukca
cesitlidir, uygun biriktirme tekniklerini i¢inde barindirir ve altta yatan kurban
tabakay1 secici olarak kaldirmaktadir. Mikro/nano tiipler, helikal mikromotorlar
tiretiminde sikca kullanilmaktadir(118).

-Materyallerin eklenmesi yontemi de MNM iiretiminde kullanilan bir diger
yontemdir. Hedeflenen yapiy1 hazirlamak i¢in minyatiir elementleri bir araya getirme
stratejisidir. Proses geri doniisiimliidiir ve olusan yapilar birbirine non-kovalent
baglarla baglanmistir. Tekli katmanlarin toplanmasiyla ii¢ boyutlu yapilar
olusur(118).

-Kat kat ekleme yontemi (LbL) ters yiikli katlarin biriktirilmesiyle ¢ok katli
yapilarin olusturulmasidir. Basit ve diisiik maliyetli bir yontem olup genis aralikla bir
¢Oziicii erigebilir yilizeylere uygulanabilmektedir. Bu da c¢ok farkli c¢esitlerde
kaliplarla ¢aligmay1 miimkiin kilmaktadir. Ciinkii kaliplardan yapilar1 kurtarma iglemi
¢oziicli yardimiyla yapilmakta, ne kadar cesitli ¢oziicii ile ¢alisilirsa o kadar c¢esitli
kalip ile de galisilabilir demektir(118).

-Biyohibrit yontem kimyasal enerjiyi harekete ¢evirecek biyomolekiillerin
kullanimiyla MNM olusturulmasidir.  Kinesin, miyozin en sik kullanilan
biyomolekiillerdir. Biyolojik materyallerle kimyasal bilesenlerin birlestirilmesiyle
olusan Biyohibrit motorlar bir¢cok yeni firsat sunmaktadir. Ayrica bakteri veya canli
hiicreler de kendi kendine hareket edebildikleri i¢in diisiik Reynolds ortaminda etkili
hareket saglamaktadirlar (115, 118).
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Farkli iiretim teknikleri ile hazirlanan nanomotorlarin bir arada gosterimi

Sekil 2.7.”de sunulmustur.
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Sekil 2.7. Farkli yontemlerle hazirlanan mikro/nanomotor 6rnekleri A) Kat kat
ekleme yontemi (LbL) ile tiibiiler nanomotor hazirlama B) C)Membran
kalip teknigi ile spiral motor hazirlama D) Biyohibrit yontem ile
nanomotor hazirlama E) Kat kat ekleme yontemi (LbL) ile Janus
mikrokapsiil motor hazirlama
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Tiim bu bilgiler 1518inda tez ¢alismalar1 kapsaminda AH tedavisinde kullanilmasi
amaciyla manyetik uyarilma ile hareket eden nanomotorlarin membran kalip teknigi
ile hazirlanmasi ve karakterizasyon c¢aligmalarinin yapilmasi amacglanmistir. Bunun

icin kullanilan gere¢ ve yontemler devam eden boliimde verilmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arag ve Geregler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amantadin

Asetonitril (ACN)
BACEL Aktivite Kiti
Borik Asit (H3BO3)
CRANAD-2
Dimetilformamid (DMF)
Dimetilsiilfoksit (DMSO)
DMEM Besiyeri

EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-

karbodimit)

FerroSiyanid (Fe(CN)g>"*)
Fetal Sigir Serumu (FBS)
Formik Asit
Glimiis ¢ozeltisi
L-glutamin
L-lisin
Lipofectamine  3000TM
transfeksiyon ajani

Memantin HCI
Metanol (MetOH)

lipozomal

Metiltiyazoltetrazolyum (MTT)

NHS (N-hidroksisiiksinimit)
Nikel Kloriir

Nikel Siilfat

Nil Kirmizisi

PBS pH 7,4 Tabletleri

Penisilin / Streptomisin

Ali Raif Pharmaceuticals, Tiirkiye

Carlo Erba, Almanya

BPS Bioscience, ABD
Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

Carlo Erba, Almanya
J.T.Baker, ABD

Cegrogen Biotech, Almanya
Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Cegrogen Biotech, Almanya
J.T.Baker, ABD
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Orotemp, Italgalvano spa, Technic Group

Cegrogen Biotech, Almanya
Sigma Aldrich, ABD

Thermo Fisher Scientific, ABD

Ali Raif Pharmaceuticals, Tiirkiye

Merck, Almanya

Cegrogen Biotech, Almanya
Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

Cegrogen Biotech, Almanya



Polisorbat-80 Sigma Aldrich, ABD
Polistiren siilfonat (PSS) Sigma Aldrich, ABD
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Sigma Aldrich, ABD
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck, Almanya

Sodyum Kloriir (NaCI) Merck, Almanya

Tip | Kolajen Sigma Aldrich, ABD

Tripan Mavisi Sigma Aldrich, ABD
Tripsin-EDTA Cozeltisi Cegrogen Biotech, Almanya

3.1.2. Kullamlan Biyolojik Maddeler

Balb/c Fare Kobay, Tiirkiye

HcMEC-D3 Hiicre Hatti ATCC, ABD

HEK?293T Hicre Hatt1 ATCC, ABD

TrkB insan isaretli ORF plazmidi Origene, ABD

SH-SY5Y Hiicre Hatt1 DSMZ, Almanya

TrkB Antikoru Santa Cruz Biotechnology, ABD

3.1.3. Kullamilan Cihazlar

Akim Sitometri Cihazi (FACSAria IT) BD Biosciences ABD
C18 (100 x 2.1 mm, 3 um) kolon GL Sciences, ABD
Diferansiyel Taramali Kalorimetre (Q- TA Instruments, ABD
100)

Fourier Dontistimlii Kizil6tesi  Perkin ElImer, ABD
Spektroskopi (Spectrum™ BX Il FTIR)

GC-MS, Shimadzu (GCMS-QP2010 Kyoto, Japonya

Ultra MSD)

Gorilintileme Sistemi, Gel logic 1500, (Kodak, Carestream Health, Inc., ABD)
Molecular Imaging System

Hassas Terazi (XS 105) Mettler Toledo, Isvigre
Isik Mikroskobu (BX53) Olympus, Japonya
Inkiibator (Heracell 1501) Thermo Scientific, ABD
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In Vivo Gériintilleme Sistemi (Newton Vilber, Fransa

7.0)

Jel Elektroforez Cihazi (Mini-Protean Biorad Laboratories Inc., ABD
Tetra Cell)

Jel Transfer Cihaz1 (Power Blotter) Invitrogen, ABD

Laminar Akigh Kabin (Hera Safe) Thermo Fisher Scientific, ABD
LC-ESI-MS/MS Cihazi Shimadzu, Japonya

Manyetik Karistirici IKA Ret Basic, Cin

Optik Mikroskop (Zeiss, AX10) Zeiss, Almanya

Plaka Okuyucu (Spectra Max Plus) Molecular Devices, ABD
Potentiyostat/Galvanostat (Autolab) Metrohm, Isvicre

Santrifiij Cihaz1 (FC5718R) Ohaus, Kanada

Santrifiij Cihazi (Universal 320) Hettich, Almanya
Spektrofotometre (UV-1800) Shimadzu, Japonya

Sputter  (Ag  puskiirtme  cihaz1) Plazmatek, Almanya
Plazmatek

Taramali Elektron Mikroskobu (Quanta FEI Company, ABD
400F Field Emission)

Ultra Saf Su Sistemi (Milli Q) Millipore, ABD
Ultrasonik Banyo (AL 04-12) Advantage-Lab, Isvigre
Ultrasonik Prob (Sonopuls HD 4200) Bandelin, Almanya
Voltamogram Autolab, Isvigre
\orteks (Vortex 4 Basic) IKA, Cin

Yatay Calkalayicili Su Banyosu Memmert, Almanya
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3.2. Yontem

3.2.1 LC-MS/MS ile Etkin Madde Miktar Tayini Yontemi Gelistirilmesi

ve Validasyonu

Etkin madde olan Memantin HCI’nin (MemHCI) UV absorbansi
bulunmamaktadir. Bu nedenle etkin madde miktar tayinine yonelik HPLC metodu
kullanilmamistir. HPLC metodu kullanabilmek ig¢in tiirevlendirme yapilmasi
gerekmektedir (120, 121). Bunun yerine MemHCI miktar tayinini yapmaya yonelik

ozgiin LC-MS/MS metodu tasarlanmus, gelistirilmis ve valide edilmistir.

Memantin’in Miktar Tayini Yapilmasmma Yonelik LC-MS/MS analiz

kosullan

LC-MS/MS sistemi (Shimadzu, Japonya), Shimadzu LC-20AXR LC sistemi
ile entegre bir tg¢lii dort kutuplu tandem kiitle spektrometresi (Shimadzu 8030
MS/MS) igermektedir. Kromatografik ayrilmalar i¢in C18 kolonu (GL Sciences, 50 x
3.0 mm, 2.1 um) kullanilmis ve bu kolon 40°C'de ¢alistirilmistir. Hareketli faz olarak
su icinde %0.1 Formik Asit (FA) (faz A) ve Metanol (faz B) kullanilmis ve
ayrilmalar gradyan eliisyonu yontemiyle 0.4 ml/dk'lhik bir akis hizinda
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 1 pl’dir. Gradyan eliisyon profili su sekildedir;

%5'ten %60 B'ye 0.0-2.0 dakika,

%60 B’de 2.0-3.0 dakika,

%60'tan %5 B'ye 3.0-4.0 dakika,

son olarak baslangi¢ kosullarinda 1 dakika dengeleme (toplam analiz siiresi 5
dk).

Miktar tayini, pozitif iyonizasyon modunda ¢oklu reaksiyon izleme (MRM)
yontemiyle gerceklestirilmistir. Optimum kaynak parametreleri sunlardir: 4,5 kV
arayiiz voltaji, -14 V carpisma enerjisi, 250 °C desolvatdr hatt1 sicakligi ve 400 °C 1s1
blogu sicakligi. Nebulizatoriin ve kurutma gazinin akis hizlart sirasiyla 3 L/dk ve 15
L/dk olarak ayarlanmisti. MRM tespiti i¢in Oncii ve {iriin iyonlar1, dort kutuplu
voltajlar ve ¢arpigsma enerjileri, MemHCI ve i¢ standart Amantadin i¢in optimize
edilmistir. Iyon gecisleri, MemHCI kantitatif analizi i¢in 180 — 163 m/z, MemHCI

dogrulamasi i¢in 180 — 107 m/z ve i¢ standardin nicelenmesi i¢in 150 — 135 m/z
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olarak belirlenmistir. Her iki geg¢is icin bekleme siiresi (dwell time) 200 ms olarak

ayarlanmgtir.
Sistem uygunluk testi

LC-ESI-MS/MS  sisteminin optimum analiz kosullar1 altinda sistem
uygunlugu, asimetri (%10), kolon verimliligi (teorik tabaka sayisi, N), kapasite

faktorii (k') ve kuyruklanma faktorii parametreleri agisindan degerlendirilmistir.
LC-MS/MS Analitik Yontem Validasyonu

Validasyon, kullanilan cihazin, analiz yonteminin veya 6lgiim prosediiriiniin
belirlenen parametrelere uygunlugunun objektif olarak test edilmesi ve yazili olarak
kanitlanmasidir. Yani analitik yontemlerin giivenilirligini gosterme prosediiriidiir.
Validasyon, tiim analitik yontemler icin gereklidir, ancak kullanilan teknigin
karmasiklig arttikca, is miktar1 ve karsilasilan sorunlarin karmasikligi da artar. lgili
etkin maddenin kullanildig1 diger analiz ve ¢alismalarda verilecek pek ¢ok karar,
yapilan analitik Ol¢iimlerin sonucuna dayanilarak verilmektedir. Sonuglari dogru
degerlendirebilmek ve se¢im yapabilmek icin analitik yontem sonucunun dogru ve
tekrarlanabilir olmas1 gerekmektedir (122).

LC-MS, son derece giiclii ve ayn1 zamanda olduk¢a karmasik bir tekniktir.
Cesitli calisma modlar1 (tarama, MRM vb.), cok sayida parametre ve c¢esitli
iyonizasyon olanaklari sunar. Ancak, bu ¢ok sayida olanagin sonucu olarak LC-MS
sistemleri olduk¢a karmasiktir. Bu nedenle, LC-MS tabanli analitik yontemlerin
giivenilirliginin saglanmas1 son derece dnemlidir ve bu, yontemin dogrulanmasiyla
yapilir (122).

Performans o6zelliklerinin belirlenmesi icin ilk olarak asagidaki temel
validasyon parametrelerinin tespit edilmesi gerekmektedir. Eger uygulanamayan
parametre varsa, "uygulanamaz" ifadesi kullanilmalhidir. Metoda o6zgii diger
parametrelerin de incelenmesi ve degerlendirilmesi gerekiyorsa, bunlar da eklenerek
validasyon gergeklestirilmelidir.

o Kesinlik (Precision)
e Ozgiilliik (Specifity)
e Dogruluk (Accuracy)
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e Dogrusallik (Linearity)
e (alisma Aralig1 (Range)
e Gozlenebilme sinir1 (LOD; Limit of Detection), Tayin sinir1 (LOQ; Limit of
Quantification)
e Saglamlik ya da Kararlilik (Robustness)
e Tutarlilik (Ruggedness)
o Stabilite
Tez caligmalari kapsaminda MemHCI tayini i¢in gelistirilen LC-MS/MS
yontemi, segicilik, dogrusallik, duyarlilik, matriks etkisi, taginma (carry over),
kesinlik, dogruluk ve tutarlilik parametreleri tlizerinden ICH biyoanalitik yontem

gecerliligi kilavuzuna gore valide edilmistir.
Secicilik

LC-MS/MS yonteminin segiciligi, blank (plasebo bos matriks) ve LOQ
konsantrasyonunda (0.01 pg/mL) MemHCI ve i¢ standart (belli derisimde (0.50
png/mL) spike edilen matriks i¢in elde edilen kromatogramlar karsilastirilarak
incelenmistir. Tim ¢alismalar boyunca i¢ standart olarak Amantadin (Amt)

kullanilmistir.
Dogrusallik

Analitik bir yontemin dogrusalligi, numune i¢indeki analit konsantrasyonu ile
belirlenen 6l¢iim araliginda elde edilen sonuglarin dogru orantili olmasini saglama
yetenegi olarak tanimlanir. Dogrusalligin tespiti i¢in yapilan ¢alismalarda en az 5
farkli konsantrasyon kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Dogrusallik ¢aligmalarinda,
farkli derisimlerde MemHCI (0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 1.00, 5.00 ve 10.00 pg/mL) ve
sabit derisimde Amt (0.5 pg/mL) iceren kalibrasyon cozeltileri hazirlanmis ve bu
cozeltiler gelistirilen LC-MS/MS yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Kalibrasyon
egrilerinin olusturulmasi igin, en kiiglik kareler dogrusal regresyon analizi

uygulanmis, derisime (X) karsi pik alan oran1 (MemHCI /Amt) (y) ¢izilmistir.
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Duyarhhk

Geligtirilen yontemin duyarliligimin gosterilebilmesi i¢cin, MemHClI’ye ait
kalibrasyon egrileri kullanilarak gézlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ)
degerleri tespit edilmis ve duyarlilik bu degerler ile degerlendirilmistir. Degerler
asagida verilen formiillere gore hesaplanmistir. (Formiil 3.1. ve Formil 3.2.).

(S =sinyal, N=giiriiltii)

LOD U-g/ mlL = < Analitin bilinen en d;i$ﬂk konsantrasyonu) X3§:: (3.1.)
N

LOQ llg/ mlL = < Analitin bilinen en d}'gisiik konsantrasyonu) Xlo;::g (32)
N

Matriks etkisi

MemHCI ve Amt’nin iyonizasyonu iizerindeki matris etkisi, numune
matrisinin varliginda ve yoklugunda elde edilen pik alani degerlerinin orani olarak
ifade edilmektedir. Matriks etkisinin saptanmasi ig¢in, Standart MemHCI ve ig
standart Amt ¢ozeltileri artan derisimlerde (0.01-10.00 pg/mL) hem bos matrikse
hem de suya eklenmistir. Hazirlanan numuneler gelistirilen LC-MS/MS yontemi ile
analiz edilmis ve matriks etkisini degerlendirmek i¢in her grupta MemHCI pik alani

karsilastirilmistir.
Carry over (Tasinma)

HPLC, LC-MS gibi otomatik enjeksiyonla calisan sistemler igin, Onceki
numuneden sonraki numuneye herhangi bir aktarim olup olmadigini belirlemek igin
yapilmaktadir. Validasyon c¢aligmalarinda tasinma, yiliksek derisimdeki bir
numuneden veya en yiiksek kalibrasyon standardindan sonra kor ornek enjekte
edilerek degerlendirilmelidir. Yiiksek derisimde olan standarttan sonra calisilan kor
ornek (LOQ) %20’sinden ve i¢ standardin %5’inden biiylik olmamasi1 gerekmektedir.
Validasyon c¢alismalar1 kapsaminda tasinma, en yiiksek derisimdeki kalibrasyon
standardinin (10.00 pg/mL) analizinden hemen sonra kor ¢ozeltilerin enjeksiyonu ile

belirlenmistir.
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Kesinlik ve Dogruluk

Analitik bir yontemin dogrulugu, elde edilen sonuglarin referans veya gergek
degerlere ne kadar yakin oldugunu gosterirken, kesinlik ise ayni analiz kosullarinda
yapilan farkli 6l¢timlerin ne kadar yakin oldugunu belirtir. Yontemin dogrulugunu ve
kesinligini degerlendirmek icin giin i¢i ve giinler arasi analizler gerceklestirilmistir.
Gilin i¢i analizler ve Giinler arasi analizler, sirasiyla ayni giin ve ardisik li¢ giinde
MemHCI' nin dogrusallik araliginda dort derisim seviyesinde (0.01, 0.05, 1.00 ve
5.00 pg/mL) ii¢ tekrarli analizle degerlendirilmistir.

Ayrica, MemHCI' nin artan derisimlerde (0.01-10.00 pg/mL) hem blank
cozeltisine hem de suya eklenmesiyle hazirlanan kalibrasyon egrilerinin egimlerini
karsilagtirarak yontemin dogrulugunu test etmek igin geri kazanim calismalar
yapilmistir. Dogruluk, analizin ortalama geri kazanimi ile degerlendirilir ve FDA'ya
gore bir maddenin analiz sonucundaki ortalama geri kazanimi %100 + 2 olmalidir.

Tutarhihk

Yontemin gercek kullanim kosullarinda tekrarlanabilirliginin belirlenmesi

calismasidir. Bu amacla ¢alismanin su sekillerde yapilmasi gerekmektedir:
a) Ayni laboratuvarda bulunan farkli cihazlar kullanilarak,
b) Ayni laboratuvarda bulunan farkli analistler tarafindan c¢alisilarak,
c) Tamamen farkli laboratuvarlarda calisilarak,
d) Kullanilan reaktif ve ¢oziicti markalar1 degistirilerek,

e) Ayni marka ve modelde yeni bir kolon kullanilarak
yeniden yapilmasi gerekmektedir (122).

Gelistirilen yontemin tutarliligi, MemHC/I’nin 1.00 ng/mL konsantrasyondaki
standart ¢ozeltisinin daha Onceden tespit edilmis optimum analiz kosullarinda iki

farkli analist (Analist-1 ve Analist-2) tarafindan analiz edilmesiyle elde edilmistir.
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Kararhhk

Etken maddenin analiz sliresi boyunca stabilitesinin uygun oldugunu
gostermek icin etken maddenin pH 7.2 fosfat tamponunda sulu ¢ozeltisi hazirlanmis
(1.00 pg/mL) bu ¢ozeltiler 72 saat siiresince 37°C de yatay c¢alkalayicida 68 rpm’de
calkalamaya maruz birakilmistir. Toplamda 6 numune hazirlanmistir. Bunlardan 3
tanesi sadece MemHCI igerirken diger 3 numune MemHCI ile birlikte Amt de
icermektedir. Bunda amag iki maddenin birlikte de stabilitesini gérebilmektir. 24, 36

ve 72 saat olmak lizere 3 zaman noktasinda 6rnekler alinarak analize verilmistir.
Saglamhk

Geligtirilen yontemin saglamlik (robustness) caligmasi igin, yontem
parametrelerindeki (organik faz orani, hareketli fazin akis hiz1 ve kolon sicakligi)
kiiglik degisimlerin (artt ve eksi yonde) analiz sonuglarin1 ne kadar etkiledigi
arastirilmistir. Secilen lic kromatografik parametre igin organik faz orani (%4.9-5.1),
hareketli fazin akis hiz1 (0.395-0.405 mL/dk) ve kolon sicakliginda (39-41°C) kiiciik
degisikliler yapilmis ve 1 ppm MemHCI ve 0.5 ppm Amt iceren standart ¢ozelti
analiz edilmistir. Her bir degisiklik sonrasi elde edilen analiz sonuglart optimum
kosullarda bulunan analiz sonuglari ile karsilastirilmigtir. Ayrica yontemin saglamligi
hem MemHCI hem de Amt i¢in alikonma zamanlar1 ve pik alanindaki varyasyon

degerleri ile de incelenmistir.
Stabilite

MemHCI ve i¢ standart Amt’nin hareketli fazdaki stabilitesi, ilk
enjeksiyondan sonra 24 saate kadar numunelerin tekrarli enjeksiyonlari ile periyodik
olarak belirlenmistir. Analitin pik alanlar1 ve ilk dongiide elde edilen Amt pik alan,
sonraki noktalarda stabiliteyi belirlemek i¢in referans olarak kullanilmistir. 6 saat
boyunca MemHCI'nin stabilitesi, n=6 olacak sekilde (0.01 pg/mL) oda sicakliginda
(25 £+ 2°C) belirlendi. MemHCTI’nin hareketli fazda dondurucu stabilitesi, -20 +
10°C'de en az 30 giin siireyle saklanan LOQ numuneleri analiz edilerek
degerlendirilmistir. Uc¢ donma-¢dziilme doéngiisiiniin ardindan MemHCI'nin

stabilitesi, MemHCI eklenmis standart numuneleri kullanilarak degerlendirilmistir.
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Numuneler, her dongli i¢in en az 12 saat boyunca dondurma/¢éziillme dongiileri
arasinda -20 = 10°C'de saklanmustir. Ornekler, yaklagik 2 saat oda sicakhiginda
bekletilerek ¢ozdiiriilmiistiir. Numuneler daha sonra tekrar dondurucuya alimmustir.
Test degerleri kabul edilebilir dogruluk (yani, taze numunelerden %385-115) ve
kesinlik (yani, = %15 RSD) smirlar1 i¢indeyse numuneler stabil olarak kabul

edilmistir.
3.2.2. Nanomotor Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

AH tedavisinde kullanilmak {izere model ilag olarak MemHCI yiiklenecek,
dis katmani (nanomotorlarin u¢ katmanlarindan biri) poli-L-lisin biyouyumlu
polimeri olan nanomotorlar (nanoteller) sentezlenmistir. Nanomotorlarin
sentezlenmesinde membran-kalip teknigi kullanilarak metal-elektroaktif polimer
hazirlama asamalar1 gerceklestirilmistir. Nanofabrikasyonda ana yontem olarak
elektrokimyasal yontemler kullanilmisti. Bu amagla, silindirik  aliimina
membranlarin bir tarafi c¢alisma elektrodu vazifesi gérmesi amaciyla piiskiirtme
(sputter) yontemi ile ince bir serit halinde giimiis (Ag) ile kaplanarak iletken hale
getirilmigtir. Daha sonra bu kapli membranlar, teflon hiicreye yerlestirilerek
polimerizasyon ve metal biriktirme c¢alismalar1 gerceklestirilmigtir. Membranlarin

kaplandig1 cihaza ait gorseller Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Aliimina membranlar1 Ag ile kaplamak i¢in kullanilan Piiskiirtme
Cihaz1 (Sputter) Bilesenleri
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Ayrica membranlar1 kaplama esnasinda alinan goriinti  Sekil 3.2.°de
verilmistir. Burada olusan pembe renk plazma olusumunu gostermektedir. Plazma,
yuksek sicaklikta iyonlasan ve elektriksel iletken hale gelen gazi tanimlayan bir
terimdir. Yiizeylerin temiz bir kaplama islemi i¢in kullanilan bu teknoloji, yiizey
bozulmasi azaltir ve ¢esitli metalik veya seramik malzemelerin piiskiirtiilmesine

olanak tanir (123).

Sekil 3.2. Aliimina membranlar1 Ag kaplama islemi esnasinda olusan plazma

ve islem goriintiisii

Teflon elektrokimyasal hiicrede karsit elektrot olarak Pt tel, referans elektrot
olarak ise Ag/AgCI elektrot kullanilmigtir. Amino asit monomerinden yola ¢ikilarak
poli-L-lisin, yiizeye 0.1 M NaCl igeren 50 mM (pH 7.4) fosfat tamponunda 10 mM
L-lisin varhiginda biriktirilmistir. Elektro-polimerizasyon -0.50 V ile +1.80 V
arasinda doniisiimlii voltametri teknigi ile gerceklestirilmistir. Bu asamada 3, 5, 10,
20 dongii sayilarinda polimerik tabaka olusturulmustur. Ayrica, sabit gerilimde
elektroliz (i-t)’de de polimerik tabaka olusturularak karsilastirma yapilmistir. Bu
asama +1.6 V’da 100 sn gerceklestirilmistir. Bu optimizasyon caligmalar1 hem ilag
ylukleme basamagi hem de nanomotor hareketinin etkinligi agisindan oldukca
onemlidir. Sentezde kullanilan elektrokimyasal biriktirme islemi sematik olarak Sekil

3.3.’te gosterilmistir.
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Elektrokimyasal biriktirme
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Sekil 3.3. Elektrokimyasal biriktirme islemi ile nanomotor sentezinin sematik

gosterimi (biorender ile hazirlandi)

Metal biriktirme asamalarinda ise sabit gerilim veya akimda sistemden yiik
gegirilerek altin (Au) ve nikel (Ni) metallerinin biriktirilme ¢aligmalar1 yapilmistir.
Bu caligmalarda, ilk asamada -0.95 V’da kurban tabaka gorevi gdéren bakir (Cu)
metalik olarak bakir siilfat (CuSO4) ¢ozeltisinden biriktirilmistir. Bu sirada sistemden
8 C’luk bir yik gecirilmistir. Sonrasinda Au biriktirme c¢aligsmalar1 yapilmistir.
Sistemden sabit yiik gecirebilmek admna sabit potansiyel ve akimda kaplama
caligmalar1 yapilmistir. Sabit potansiyel -1.0 V’ta, sabit akim ise -0.05 A’de
tutulmustur. Kullanilan Au ¢6zeltisi laboratuvarimizda kullanilan ticari kaplama
cozeltisidir (Orotemp, Italgalvano spa, Technic Group). Sonrasinda ise Ni biriktirme
calismalar1 yapilmigtir. Ni biriktirme calismalarinda ise baslangigta farkli tuz
kombinasyonlar1 denenmistir. En iyi sonug nikel kloriir (45 g/L NiCl2'6H20) ve nikel
stilfat (300 g/L NiSO4'6H20) varliginda gerceklesmistir. Ayrica bu asamada ortamin
pH degeri 6nemli oldugu i¢in borik asit (45 g/L. H3BO3) eklemesi de yapilmistir. Bu
sirada sistemden gecen yiik sabit potansiyelde (-0.95 V’ta) tutulmustur. Bu deger -1.3
V’a kadar ¢ekildiginde de yine ayni sonuglar elde edilmistir. Devaminda yapinin
daha iyi1 sekillenmesini saglamak tizere yapilan son bir Au biriktirme ¢aligsmalar1 yine

ayni sekilde ilk Au tabaka gibi yapilmisti. Bu calismalar sonucunda yapida bu
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tabakaya da gerek kalmadan diizgiin morfolojide motorlarin hazirlandigi tespit
edilmistir. Ayrica, bu Au tabaka nanomotorun uzunlugunu gereksiz sekilde arttirdigi
icin tek tabaka Au tabakasi yeterli olmustur. Bu calismalar sonucunda elde edilen
yapilarin hareket ve kontrollii yonlenme (Ni katman sayesinde) 6zellikleri kontrol

edilmistir. Nanomotor sentezinde degistirilen parametreler Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Bos nanomotor sentezinde kullanilan parametreler

Parametre Secenekler

Farkl1 biriktirme yontemi Doniisiimlii voltametri (CV) teknigi

Sabit  gerilimde  elektroliz (i-t)

yonteminde
Polimer biriktirmede dongii sayisi 3,5,10,20
Polimer biriktirmede pH 55ve7.4
Uygulanan potansiyel -0.95Vile -1.3 araligi
Farkli Ni ¢ozeltileri nikel kloriir (45 g/L NiCl2-6H20)

nikel siilfat (300 g/L NiSO4-6H20)

Au katman sayist 1lve?

Elektrokimyasal olarak membran-kalip  teknigine gore hazirlanan
nanomotorlarin kaliptan ayrilma, yikama islemleri ise su sekilde gerceklestirilmistir:
Ag tabaka aliimina tozuyla dikkatlice ¢oziilmiistiir. Ardindan 8 M HNOs ile kurban
Cu tabaka c¢oziilmiistiir. Bu islemlerin ardindan, nanotellerin kaliptan ayrilmasi
amactyla membran 3 M NaOH c¢ozeltisinde 1 saat boyunca bekletilmis ve devaminda
notral pH’a kadar saf su ile yikanmistir. Yikama asamalarinda ¢oktliirme basamaklari
santrifiijjde 6000 rpm’de (5 dk) gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal deney diizenegi,
membran ve membran ¢Oziinme asamasina ait gorseller de asagida Sekil 3.4.’te

paylasiimaktadir.
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Sekil 3.4. Deneysel siirece ait gorseller
3.2.3 Nanomotor Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu
Partikiil Biiyiikliigii, Partikiil Boyutu Dagilimi ve Zeta Potansiyeli

Uretilen nanomotorlar 6ncelikle bos sonrasinda da ara ajan, MemHCI,
Polisorbat 80 ve CRANAD-2 maddeleriyle inkiibasyon sonrasinda partikiil
biiyiikligii (nm), polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyel (mV) degerlerinin
Olclimii i¢cin Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Birlesik Krallik) ile
analiz edilmistir. Partikiil bityiikliigii ve polidispersite indeksi 6lgiimleri dinamik 151k
sacilim1 (DLS) prensibine dayanmaktadir, zeta potansiyel ol¢limleri ise lazer doppler
elektroforez prensibine gore yapilmaktadir. Lazer doppler elektroforez yontemi
degisken bir elektriksel alan altinda sivi bir ortamdaki nanomotorlara gonderilen
lazerin sagilimi sirasindaki frekans degisikliklerini 6lgmektedir (124). DLS yo6ntemi
ise sivi ortamdaki nanopartikiillerin Brown hareketlerinden kaynaklanan 151k
yogunlugundaki dalgalanmalar1 6l¢gmektedir (125). Her bir formiilasyon igin
Olcimler ¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Calisma kosullart Tablo 3.2.°de
verilmigtir. Ancak nanomotorlarin c¢ubuk sekli itibariyle caplart 200-300 nm
araliginda olmasina ragmen boylar1 degiskenlik gosterebilmekte ve aralik olarak 3-5

mikrometre olarak olgiilmektedir. Bunun sonucu olarak Malvern Zetasizer Nano ZS
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ile alinan partikiil biiyiikligli sonuclari hem boyu hem de c¢api algilamakta ve bu
nedenle birbirinden farkli boyutta birgok partikiil var gibi gostermektedir. Bu da PDI
degerinin beklenenden yiiksek c¢ikmasma ve Olgiilen partikiil biiyiikliiklerinin
birbirinden ¢ok farkli 6l¢iilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle partikiil boyutunun
dogru tespiti i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi daha dogru sonuglar
vereceginden bu yontem hem morfolojik 6zelliklerin incelenmesinde hem de partikiil
bliytikliigliniin saptanmasinda kullanilmustir.

Tablo 3.2. Malvern Zetasizer’da gergeklestirilen ¢alisma kosullar

Olciimiin Gerceklestigi Sicakhk 25°C

Isik Sagcilim Acisi 90°
Kullanilan  Polimerin  (poli-L-lisin) | 1,45
Refraktif indeksi

Dispersiyon Ortami Deiyonize su

Dispersiyon Ortami Refraktif Indeksi | 1,33

Olciimde kullanmilan Kiivet DTS 1070 (folded capillary zeta
cell)

Morfolojik Ozellikler

Hazirlanan bu nanomotorlara ait morfolojinin nasil olduguna ait goriintiiler
her agsamada optik mikroskop altinda kontrol edilmistir. Ayrica farkli uzunluklarda ve
aynt cap araliklarinda hazirlanabilen ve hareket, titresim Ozellikleri gozlenen
yapilarin morfolojilerinin daha iyi ve agik bir sekilde SEM ile tespit edilebilecegi
bilinen bir gercektir. Bu nedenle yapilarin morfolojik karakterizasyonu SEM ile
gerceklestirilmistir. Hazirlanan nanomotorlarin yogun bir ortami da SEM i¢in 6rnek
haznesine damlatilarak (etanol ortaminda) kurutulmustur ve 2 farkli bolgeden iist
liste, yan yana gelen motorlarin goriintileri almmisti. Bu goriintiiler ile
nanomotorlarin hem ¢ap ve boy 6l¢iileri hem de morfolojik 6zellikleri net bir sekilde

tespit edilmistir.
Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizleri

MemHCI, bos nanomotor ve MemHCI yiiklii nanomotor formiilasyonlarinin

DSC analizi Q 100 DSC (TA Instruments, USA) cihaz1 ile gerceklestirilmistir.
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Ozetle, 3-8 mg agirhginda tartilan numuneler hermetik aliiminyum panlar icerisinde
tartilmis ve kapaklar kapatilarak azot gazi (50 mL/dk) altinda 0-300°C sicaklik
araliginda ve dakikada 10°C artis olacak sekilde 1sitilmistir.

Enerji dagilmh X-1s1m1 Spektroskopisi (EDX) Analizleri

Nanomotorda yer alan metalik tabakalari ve polimerik poli-L-lisin yapisini
elementel olarak gorebilmek adina enerji dagilimli X-151n1 spektroskopisinden (EDX)
de faydalanilmistir. Bu metod, sivi, kati, toz ve ince film gibi ¢esitli materyallerin
(var1 kati maddeler igin sik kullanilmaz) elementel bilesimini tespit etmek igin
kullanilan en basit, giivenilir ve maliyet-etkin analitik yontemlerden biridir.

Bu metodun temel ilkesi soyledir: Yiiksek enerjili radyasyonla iyonize olan
malzeme ic¢indeki atomlar karakteristik X 1sinlari diretirler. Bir EDX sistemi
genellikle yiiksek enerjili bir radyasyon kaynagi (¢ogunlukla elektronlar), numune,
kat1 hal dedektorii (Si-Li) ve sinyal isleme tinitelerinden olusur. Dedektor tarafindan
tespit edilen X 1sinlari, belirlenmis yogunluklara sahip piklere doniistiiriilerek X 1511
enerji histogrami olusturulur. Bu X 1s1m1 histogrami ile malzemede bulunan her
elementin tiiri ve miktar1 belirlenebilir (126).

Bu analiz i¢in bir miktar nanomotor etanolde disperse edilerek numune

hazirlanmis ve analize bu sekilde alinmistir.
Enkapsiilasyon Etkinligi ve fla¢ Yiikleme Kapasitesi

MemHCI’nin nanomotor yiizeyine baglandigin1 gostermek i¢in enkapsiilasyon
etkinligi ve ilag yiikleme kapasitesi calismalar1 gecgeklestirilmistir. Nanomotorlar
MemHCI ile inkiibe edildikten sonra santrifiij ile ¢Oktiiriilmiis, siipernatantlar
ayrilarak LC-MS/MS ile analize alinmustir. Indirekt yontem ile gelistirilen
nanosisteme (bizim i¢in s6z konusu nanomotorlardir) yiiklenmemis serbest durumda
olan ilag miktar1 analitik metot ile tespit edilmektedir. Enkapsiilasyon etkinligi (EE)

asagidaki formiil (Formiil 3.3.) kullanilarak hesaplanmaktadir.

(Formiilasyona eklenen miktar)—(Siipernatandaki miktar)

EE (%) = x100 (3.3.)

(Formiilasyona eklenen miktar)
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3.2.4 Memantin HCI Yiiklii Nanomotorlarin Hazirlanmasi

Bos nanomotorlarin sentezi sonrasi nanomotorlar ile MemHCI etkilesimine
yonelik calismalar gerceklestirilmisti. Bu amagla hazirlanan poli-L-lisin temelli
nanomotorlara farkli siirelerde ilag yiiklenmistir. Yiiklemenin optimizasyonu igin
farkli siirelerin denenmesi 6nemlidir. Etkin madde yiikleme isleminin basarili olup
olmadigini kanitlamak amactyla hem nanomotorlarin elektrokimyasal egrileri alinmig
hem de inkiibasyon sonrasi nanomotorlarin bekletildigi MemHCI ¢ozeltileri alinarak
LC-MS’de miktar tayini analizleri yapilmistir.

LC-MS yontemiyle inkiibasyon c¢ozeltilerinin  analiziyle amacimiz
elektrokimyasal egrilerde gézlemleyebildigimiz etkilesimi nicel olarak % inkiibasyon
seklinde hesaplayabilmektir. Bu amac¢ dogrultusunda gergeklestirilen deney
prosediirii asagida detaylica agiklanmistir.

Nanomotorlarin miktarin1 belirleyebilmek amaciyla bos halde agirlig
belirlenmis ependorf tiipe aktarilan nanomotorlar 6000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
¢oktiiriilmiistiir. Uzerinde bulunan su pipetle cekilip uzaklastirilmistir. Bu sekilde
ependorf tekrar tartilmis ve terazide okunan deger not edilmistir. Sonrasinda
ependorf tiiplin agz1 agik birakilarak nanomotorlarin yiizeyinde kalmis olabilecek
suyun tamaminin ucarak uzaklasmasi saglanmistir. Bunun i¢in belirli araliklarla tiip
tartilmis ve agirlik azalis1 sabitlenene kadar bu isleme devam edilmistir.

Nanomotorlar kuruyup bir tiipteki nanomotor miktar1 belli olduktan sonra
tizerine 100 pL’de 1.00 mg nanomotor olacak sekilde su eklenerek ependorflara
paylastirilmistir. MemHCI ‘nin motorlara baglanmasi i¢in dncesinde motorlar farkl
ara ajanlarla inkiibe edilerek MemHCI i¢in baglanma yiizeyleri olusturulmustur.
Burada ii¢ farkli ajan denenmistir. Bunlardan birincisi EDC-NHS  [1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbodimit/N-hidroksisiiksinimit], ikincisi PSS  (polistiren
siilfonat) ve sonuncusu PLGA’ dir.

Nanomotorlar ependorflara esit sekilde boliindiikten sonra 1 mg nanomotor
tizerine 1 mL 10 mM EDC ve 20 mM NHS igerecek sekilde EDC-NHS ¢ozeltisi
hazirlanarak eklenmis ve 15 dk inkiibe edilmistir. Diger ara ajanlarin inkiibasyon
denemelerinde ise PSS 1 mg/mL yine PLGA’lar da 1 mg/mL konsantrasyonda olacak
sekilde 15 dk inkiibe edilmistir. Sonrasinda ara ajan c¢ozeltisi santriflyj ile

uzaklastirilmistir. Devaminda nanomotorlar iizerine farkli derisimlerde MemHCI
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¢ozeltisi eklenerek farkli siirelerde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi yine
santrifiij ile nanomotorlar ¢oktiiriilmis MemHCI ¢ozeltisi ise alinarak analiz igin
ayrilmistir. MemHCI yiikleme basamagi optimizasyonu i¢in degistirilen parametreler

Tablo 3.3 ‘te verilmistir.

Tablo 3.3. Nanomotor formiilasyonlar1 ve degistirilen optimizasyon parametreleri

No | Nanomotor Calisilan | Dongii | Etkilesim MemHCI Etkin ile
Formiilasyonu | pH Sayist ajant Derigimi inkiibasyon

ve siiresi
inkiibasyonu

1 | Au-Ni-PLL 7.4 10 EDC-NHS /15 | 75 uM 1 saat
dk

2 | Au-Ni-PLL 7.4 10 EDC-NHS /15 | 300 uM 1 saat
dk

3 | Au-Ni-PLL 7.4 10 EDC-NHS /15 | 5 mg/mL 1 saat
dk

4 | Au-Ni-PLL 7.4 10 EDC-NHS /15 | 5 mg/mL 6 saat
dk

5 | Au-Ni-PLL 7.4 10 EDC-NHS /15 | 5 mg/mL 24 saat
dk

6 | Au-Ni-PLL 7.4 10 Yok 5 mg/mL 1 saat

7 | Au-Ni-PLL 7.4 10 PSS /15 dk 5 mg/mL 1 saat

8 | Au-Ni-PLL 7.4 10 PLGA Asit /15 | 5 mg/mL 1 saat
dk

9 Au-Ni-PLL 7.4 10 PLGA  Ester | 5mg/mL 1 saat
/15 dk

10 | Au-Ni-PLL 7.4 20 Yok 5 mg/mL 1 saat

11 | Au-Ni-PLL 7.4 20 EDC-NHS /15 | 5 mg/mL 1 saat
dk

12 | Au-Ni-PLL 7.4 20 PSS /15 dk 5 mg/mL 1 saat

13 | Au-Ni-PLL 5.5 20 Yok 5 mg/mL 1 saat

14 | Au-Ni-PLL 55 20 EDC-NHS /15 | 5 mg/mL 1 saat
dk

15 | Au-Ni-PLL 55 20 PSS /15 dk 5 mg/mL 1 saat
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3.2.5. Polisorbat-80 Yiiklii Nanomotorlarin Hazirlanmasi

Ilag yiiklii motorlara polisorbat-80 etkilesim islemi icin %]1°lik polisorbat-80
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltiden 1 mL nanomotorlar lizerine eklenmis, 10 dk, 30
dk ve 60 dk olmak iizere ii¢ farkli siirede inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
nanomotorlar 6000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve polisorbat ¢ozeltisi
uzaklastirllmigtir. Bu motor ortamina kalem grafit elektrotlar (PGE’ler) daldirilarak
modifikasyon gerceklestirilmis ve motor modifiye elektrotlarin bu islem sonrasi
dontlistimlii voltametrik davranisi incelenmistir. Elektrokimyasal cevaplar, 5 mM

[Fe(CN)6]3-/4- redoks cifti igeren 0.1 M KCl elektroliti igerisinde alinmugtir.
3.2.6. CRANAD-2 Yiiklii Nanomotorlarin Hazirlanmasi

Polisorbat kapli MemHCI yiiklii motorlar ile CRANAD-2 etkilesimi ise bu
boyanin 5 uM olacak sekilde pH 7.4 0.01 M fosfat tamponunda ¢oziilmesi ve 45 dk
inkiibasyon ile gergeklestirilmistir. Bu basamakta, motorlar aliiminyum folyo ile
kapatilarak muhafaza edilmistir. Yikamanin ardindan nanomotorlar saf suda askida
birakmistir. Bu motor ortamina PGE’ler daldirilarak modifikasyon gerceklestirilmis
ve motor modifiye elektrotlarin bu islem sonrasi doniisiimlii voltametrik davranis
incelenmistir. Elektrokimyasal cevaplar, 5 mM [Fe(CN)6]3-/4- redoks ¢ifti igeren 0.1
M KCI elektroliti icerisinde alinmustir.

3.2.7. Motorlarin Manyetik Karakterizasyonu ve Hareketlerinin

Gosterilmesi

Hazirlanan nanomotor formiilasyonlarinin  manyetik  karakterizasyon
calismalar1 Optik mikroskop altinda kaydedilen videolarin analizi ile yapilmistir. Bir
miktar su icerisinde dagitilan nanomotorlar lamel {lizerine damlatilarak mikroskopa
yerlestirilmistir. Miknatis ile farkli yon ve agilarda nanomotorlar hareket ettirilmis ve
n=6 olacak sekilde bos ve etkin madde yiikli nanomotorlarin videolari
kaydedilmistir. Kaydedilen videolar daha sonra Imagel programi ile analiz edilerek

motorlarin hizlar (velocity) hesaplanmstir.
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Ayrica bos nanomotorlara kare sekli ve G harfi ¢izdirilmistir. Nanomotorlara
cizdirilen sekiller Image] programinda isaretlenerek nanomotorun hareketi takip

edilmistir.
3.2.8. In Vitro Sahm Cahsmalar1

Salim deneyi diyaliz membran yontemi ile pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda
3740.5°C’de gergeklestirilmistir. Literatiir arastirmalari sonucu 12-14 kD, 25mm
100ft 16 mm ¢apl1, seliiloz membran (Spectra/Por 4) MemHCI salim g¢aligmalari i¢in
uygun bulunmus ve ¢alismalar bu membran ile gerceklestirilmistir. Membrana 5 mL
hacimde dagitilmis nanomotor sistemi eklenmis, 100 mL hacimdeki dis ortama
membran birakilmigtir. Karistirma iglemi 200 rpm’de gerceklestirilmistir. 72 saat
boyunca salim devam etmis ve belli araliklarda numune alinmis her numune
almisinda sink kosulun devamini saglamak icin ayni hacimde taze hazirlanmis
tampon ortama eklenmistir. 15.dk, 30.dk, 45.dk, 60.dk, 120.dk, 4 sa, 8 sa, 12 sa, 24
sa, 36 sa 48 sa ve 72 sa olmak {izere 12 noktada numune alimi gergeklestirilmistir.
Alinan 6rnekler LC-MS ile analiz edilmistir. Salim ¢alismasi devam ederken alinan

goriintli Sekil 3.5’te verilmistir.

Diyaliz
membran
icerisindeki
nanomotorlar

\ 4

Sekil 3.5. Salim ¢aligmasi devam ederken alinmig sistem goriintiisii
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3.2.9. Nanomotor Stabilite Calismalari

Hazirlanan nanomotorlarin stabilitesi in vivo calismalara tasinmasi karari
verilen formiilasyon iizerinden yapilmis ve ICH Rehberi dogrultusunda ¢alismalar
gergeklestirilmistir (ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2003).

Secilen formiilasyon etkin madde yiiklemeksizin hazirlandiktan sonra 2
mL’lik ependorf tiiplere aktarilarak Tablo 3.4.’te gosterilen sekilde farkli kosullarda
muhafaza edilmistir. Formiilasyonlar beklerken nanomotorlarin agregasyonunu
onlemek amaciyla bir miktar (1 mL) su igerisinde bekletilerek saklanmistir. Her bir
zaman noktasinda 6 numune alinarak elektrokimyasal egrileri alinmis ve sonuglar

degerlendirilmistir.

Tablo 3.4. Stabilite ¢alismalar1 i¢in kullanilan farkli saklama kosullar

Calisma Saklama Kosulu Zaman Ornekleme
Uzun Siireli 5°C +3°C 12 ay 0-1-2-3-6-9-12
(Buzdolab1

Kosulunda)

Hizlandirilmis 25°C+2°C/ 6 ay 0-1-2-3-4-5-6
(Oda Sicakhginda) | %60 + %5 RH

3.2.10. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Tez kapsaminda 3 farkli hiicre hatti ile g¢alismalar yapilmistir. Bunlar
HEK293T hiicreleri, noronal kaynakli SH-SY5Y ve hCMEC/D3 beyin
mikrovaskiiler endotel hiicreleridir. Once her bir hiicre hatti uygun ortamlarinda
acilmis, biyiitiilmiis ve ¢ogaltilmistir. Her hiicre grubu i¢in gereken ortam kosullar
asagida sirasi ile verilmistir.

HEK293T, %10 fotal dana serumu, %]l penisilin/streptomisin ve %1 L-
glutamin igeren yiiksek glikoz-DMEM Kkiiltiir ortaminda biiytitiilmiistiir. SH-SY5Y,
%10 fotal dana serumu, %]1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin iceren diisiik
glikoz-DMEM kiiltiir ortaminda biiyiitilmistiir. hCMEC/D3 hiicreleri ise saglayict
firmanm onerdigi kolajen kapli kiiltiir kaplar1 icerisinde ve epidermal biiylime
faktorii, fibroblast biiyiime faktorli, hidrokortizon, %5 fotal dana serumu ile

zenginlestirilmis EndoGRO besi yerinde g¢ogaltilmistir. Hiicreler %80 yogunluga




58

ulastiginda Tripsin-EDTA ile pasajlanmistir. Hiicre kiiltiirleri 37°C, %5 CO2 ve %85
nem igeren inkiibatorde gerceklestirilmistir.

Hiicreler igin deney basamaklari: Oncelikle flask igerisindeki medium atilir.
Tekrar PBS ile hiicreler yikanir. Hiicrelerin tutunduklar flask yiizeyinden ayrilmalar
icin 600 pl Tripsin-EDTA eklenir. Inkiibatére 37°C’de 2 dk inkiibe edilir. Tripsin-
EDTA hiicrelerin iizerinden alinir ve medium eklenir. Mediumda siispande halde
bulunan hiicreler 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriiliir. Coken hiicreler 15
mL mediumda tekrar dagitilir. Hiicrelerden 10 pl alinarak tlizerine de 10 pl tripan
mavisi eklenir. Hemositometre ile mikroskop altinda sayim yapilir.

Oncelikle MemHCI ¢dzeltisinin her hiicre grubunda etkili ICso dozu yani
canliligin veya aktivitenin % 50 oraninda inhibe edilmesi i¢in gereken dozu
bulunmustur. Ayrica IC2o dozu yani canliligin veya aktivitenin % 20 oraninda inhibe
edildigi, hiicrelerin %80 oraninda canliligin1 korumasi igin gereken dozu
bulunmustur. Bunun i¢in her hiicre grubunda daha once yapilmig calismalar da
referans alinarak konsantrasyon araligi belirlenmistir. MemHCI hiicreler iizerine her
hiicre hattinin kendi ortam1 (besi yeri) icerisinde ¢ozeltisi hazirlanarak uygulanmistir.
Hazirlanan ¢ozeltiye yine hiicre kiiltiirii ortami ile seri seyreltme uygulanarak doz
titrasyonu saglanmisti. HEK293T hiicreleri i¢in konsantrasyon araligi 9-300 uM
arasi, SH-SYSY hiicreleri i¢in 200-1200 pM arasi olarak belirlenmistir. hCMEC-D3
hiicre hatt1 ise pahali bir hiicre hatt1 olup aym1 zamanda hiicrelerin biiylimesinin
kullanilan diger hiicre gruplarina kiyasla daha zahmetli ve uzun bir siire¢ olusu,
uygun biiylime sartlarin1 saglamak icin kullanilan ortam kosullarimin da bir¢ok
bilesen igermesi ve bu bilesenlerin de pahali olmas1 sebebiyle en son galisilan hiicre
hattt olmustur. Bu hiicre hatt1 i¢in doz se¢ciminde HEK293T ve SH-SY5Y igin
hesaplanan ICsg ve 1C2o degerleri kullanilmigti. hCMEC-D3 hiicreleri igin segilen bu
dort doz 250 uM, 125 uM, 90 uM ve 45 uM’dir.

Literatiir bilgisine gore HEK293T hiicreleri icin her kuyucuga 4x10° hiicre
ekilmesi planlanmistir. SHSYSY hiicreleri icin ise her kuyucuga 15x10% hiicre
ekilmistir. hCMEC-D3 hiicre hatt1 igin ise ekilen hiicre sayis1 20x10%'tiir. Her
kuyucuga 50 pl hacimde olacak sekilde 96-kuyulu plaklara hiicreler ekilmistir.
Hiicreler plaklara ekiminden 24 saat sonra kontrol edilmis ylizeye tutunduklar1 ve

canliliklarmin uygun oldugu saptandiktan sonra etkin maddenin yukarida belirtildigi
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gibi ¢ozeltisi hazirlanarak hiicrelere uygulanmistir. Hiicrelerin 48 saat bu ¢ozeltiler
ile inkiibasyonundan sonra MTT (3-[4,5-dimetil tiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir) yontemi uygulanmistir. Uygulanan MTT protokolii su sekildedir:

Etkin madde ¢6zeltisi uygulanan plaklara 24 ve 48 saatlik siirelerin sonunda
25 ul %0,5°1ik MTT ¢ozeltisi ilave edilmis ve 4 saat inkiibe edilmistir. 4 saat sonunda
her bir kuyucuga 80 pul %23’liik SDS ¢ozeltisi eklenerek olusan mor renkli formazan
kristallerinin ¢oziinmesi saglanmistir. Plaklarda gece boyunca bekletilmis olusan mor
rengin absorbansi 24 saatin sonunda 570 nm’de ELISA plak okuyucu ile 6l¢tilmiistiir.

Elde edilen sonuglardan hareketle memantinin 1Cso degerleri hesaplanmistir.
Nanomotorlarin hiicre canlihigina zarar vermediginin dogrulanmasi

Tespit edilen ICso ve 1Cy degerini verecek sekilde nanomotorlara MemHCI
yiiklenerek etkin yiiklii motorlarin toksisitesi ve MemHCI’ yi tasiyan motor miktari
tek basma da verilerek etkin yiiklii olmayan (bos) nanomotorlarin toksisitesi
saptanmigtir.

Hiicre canliliginin tespit edilebilmesi amaciyla MTT yontemi kullanilmistir.
Yine formiilasyon uygulanan plaklara 24 ve 48 saatlik siirelerin sonunda 25 pl
9%0,5’1ik MTT ¢o6zeltisi ilave edilmis ve 4 saat inkiibe edilmistir. 4 saat sonunda her
bir kuyucuga 80 pul %23’°lik SDS ¢ozeltisi eklenerek olusan mor renkli formazan
kristallerinin ¢6ziinmesi saglanmistir. Plaklarda gece boyunca bekletilmis olusan mor

rengin absorbansi 24 saatin sonunda 570 nm’de ELISA plak okuyucu ile dl¢tilmiistiir
Nanomotor formiilasyonlariin hiicre i¢erisine alim analizleri

Non-toksik konsantrasyonu ve toksisiteye neden olmayacak inkiibasyon
sliresi belirlenen nanomotorlar Nil kirmizisi ile yiiklenerek SH-SYSY hiicreleri (6-
kuyulu plaklar, 2x10° hiicre) ve hCMEC-D3 hiicreleri (6-kuyulu plaklar, 1x10°
hiicre) ile 1.5, 3, 6, 12 ve 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Bu asamada,
nanomotorlarin hareketliliklerinin  saglanmasina yonelik olarak nanomotorun
hareketi manyetik alan ile gerceklestirilmistir. Miknatis blok ile nanomotorlara yon
verilecek hiicre igerisine girisleri takip edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda
akim sitometri analizi ile hiicrelerin nil kirmizisi ile boyanma yiizdesi ve floresan

yogunlugu akim sitometri analizi ile degerlendirilmistir. Pargaciklarin hiicre igerisine
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alim kinetigine gore, en yiiksek floresan yogunlugunun elde edildigi zaman
araliginda nanomotor formiilasyonlarin hiicre icerisindeki yerlesimi de floresan

mikroskopi ile de goriintiilenmistir.

Tirozin reseptor kinaz B (TrkB) enzimini yiiksek diizeyde ifade eden

hiicrelerin olusturulmasi

Oncelikle plazmid c¢ogaltma calismalar1 gerceklestirilmistir. Siparis verilen
plazmid (TrkB (NTRK2) (NM_006180) Human Tagged ORF Clone, Origene) E.Coli
bakterisi icerisine yiiklenmis ve bakteri kolonileri olusturularak ¢ogalan bakteri ile
birlikte plazmidlerin de ¢ogalmasi saglanmistir. Cogaltilmis plazmidin ilk seri ile
ayn1 olup olmadigi jel elektroforez yontemi ile kontrol edilmistir. Bu yontem igin ilk
seri plazmid ve ¢ogaltilan koloniden alinan plazmidler agaroz jel igerisinde 2 saat
elektrik akimda yiiriitiilmiistiir. Plazmidlerin bantlar1 kontrol edilmistir. Ayrica
transfeksiyon etkililigi farkli miktarlarda plazmid eklenmesi ile test edilmis ve
sonuclar kiyaslanarak transfeksiyonun optimizasyonu gergeklestirilmistir. Cogaltilan
plazmidlerin uygun oldugu kararindan sonra hiicreye aktarim c¢alismalarina
gecilmistir.

Bir gece dnceden 6-kuyulu plaklara ekilen HEK293T hiicrelerinin (2.5x10°)
izerinden serumlu kiiltiir ortam1 ¢ekilerek serumsuz ve antibiyotiksiz besi yeri
eklenmistir  (Opti-MEM). TrkB plazmidi, Lipofectamine3000TM lipozomal
transfeksiyon ajani kullanilarak (500 ng — 2 ug plazmid DNA, 1:1 DNA:lipozom
orani, 24 saat transfeksiyon siiresi) HEK293T hiicrelerine aktarilmistir. Bu aktarim
icin Oncelikle DNA:lipid kompleksi hazirlanmistir. Bunun icin asagida anlatilan
basamaklar takip edilmistir.

125 puL Opti-MEM igerisine 7.5 pL Lipofectamine 3000 eklenmistir. Bu lipid
karisimi vortekslenerek kenara ayrilmistir. Ayri bir tlipte yine 125 pL Opti-MEM
igerisine 10 pL plasmid ve 2 pL P3000 reagent eklenmistir. Karisim vortekslenmistir.
Sonrasinda DNA igeren tiip Lipid igeren tiip icerisine eklenmis ve karistirilmistr.
Lipid:DNA kompleksi olusumu i¢in 15 dk beklenmistir. Bekleme sonrasi hiicrelerin
izerine olusan kompleks damla damla eklenerek transfeksiyon gerceklestirilmistir.
Transfeksiyondan 24 saat sonra ilgili hiicrelerde TrkB ekspresyonunun ve

aktivitesinin artis1 total TrkB diizeyinde Western-Blot yontemi ile analiz edilmistir.
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Nanomotor formiilasyonuna yiiklenen memantinin TrkB’yi uyararak

BACEI1 enzim aktivitesini diisiirme etkinliginin degerlendirilmesi

TrkB geni aktarilmis HEK293T ve halihazirda TrkB ifadesi bulunan SH-
SYSY hiicreleri non-toksik oldugu belirlenen ilag¢ yiiklii nanomotor konsantrasyonlari
ile muamele edilmistir. Kontrol olarak hiicrelere yalnizca bos nanomotorlar,
MemHCI ¢ozeltisi ve sadece besi yeri uygulanmistir. Ayrica kontrol grubu olarak
transfeksiyon gerceklestirilmemis HEK293T hiicreleri de bu islemin sonunda TrkB
fosforilasyonundaki artis ve/veya devamlilik Western-Blot yontemi ile arastirilmastir.
Ayrica, TrkB uyarimina bagli olarak SH-SYSY hiicrelerinde azalmasi beklenen B-
sekretaz BACE1 (Beta amiloid oncii protein kesici enzim 1) aktivitesindeki diislis
BACEL Activity Assay kit (71656, BPS Bioscience) ile degerlendirilmistir.

Western-Blot yontemi: Total TrkB diizeyleri Western-Blot yontemi ile
arastirilmistir. Kisaca, proteaz inhibitorlerini iceren RIPA tampon ¢ozeltisi (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak TrkB geni aktarilmis HEK293T ve halihazirda TrkB
ifadesi bulunan SH-SYS5Y hiicrelerinden lizatlar hazirlanmisir. Hiicre lizatlarindaki
protein miktarlarinin belirlemesi Bradford yontemi ile spektrofotometrik olarak
yapilmigtir. SDS-PAGE jel elektroforezi ile yiiriitiilen protein lizat1 iBlot transfer
cihaz1 (Invitrogen, ABD) kullanilarak PVDF membrana aktarilmigtir. Membranlar
siit tozu ile bloklama, primer (total TrkB) antikorlar ile inkiibasyon, yikama,
sekonder antikorlar ile inkiibasyon ve yikama asamalarindan gegcirilmistir.
Kemiliiminesans ECL ile muamele edilen membranda ilgili proteinlerin ekspresyon
analizleri (Molecular Imaging System-Carestream Health, Inc) goriintiileme sistemi
ile yapilmistir.

BACEI aktivite 6l¢lim yontemi: 6 kuyulu plakalara ekilen hiicreler iizerine
ilag¢ yiiklii nanomotor, bos nanomotor, MemHCI ¢ozeltisi eklenmistir. Kontrol olarak
sadece besi yeri eklenen hiicreler kullanilmistir. Hiicrelerden lizatlar alindiktan sonra
BACEI! aktivite testi i¢in kullanilan kit prosediirii takip edilerek 6rnekler 6l¢tim icin
hazir hale getirilmistir. Olgiilecek drnekler haricinde blank, pozitif kontrol ve test
inhibitorii kuyulart hazirlanmistir. Bunun i¢in 6ncelikle kit igerisinden ¢ikan tampon
cozeltisine (69 pL) yine kit igerisinden ¢ikan BACE1 peptid substratt (1 pL)
eklenerek ana karigim olusturulmustur. Bu karisim blank olarak 6l¢iilecek kuyu harig

tim kuyulara eklenmistir. Blank sadece 100 uL tampon i¢cermektedir. Pozitif kontrol



62

70 pL ana karisim, 10 pL tampon ve 20 uL BACEl enzimi (8.2 ng/ pL)
icermektedir. Test inhibitorii kuyucugu yine 70 pL ana karisim, 10 pL %1 DMSO ve
20 uL BACE!1 enzimi icermektedir. Ornekler ise 70 uL ana karisim ve 30 pL hiicre
lizat1 igermektedir. Numuneler hazirlandiktan sonra 96 kuyulu plakalara eklenmistir.
Calisma duplike olarak gerceklestirilmistir. Kullanilan kit fluorojenik bir kit oldugu
icin floresans Ol¢lim yapabilen FLUOstar Omega (BMG LABTECH) plaka
okuyucusu kullanilmistir. Cihaz floresan okuma esnasinda kinetik modda
calisamadig1 icin manuel olarak 1 dk’da bir 6l¢lim alinarak 20 dk boyunca 6lgiim

almmustir. Olgiim sonuglar1 grafiklestirilmistir.

Nanomotor Formiilasyonu ile Tasinan Etken Maddenin Kan-Beyin
Engeli Varhginda TrkB ve Beta Sekretaz Uzerine Etkilerinin

Incelenmesi

KBE modelinin olusturulmasi: hCMEC/D3 hiicreleri 1 um por agikligina

sahip polikarbonatmembranlar iizerine 6ncelikle Tip I kolajen kaplanmis ve daha
sonra hiicreler ekilerek tiim membran alanini kaplaymcaya kadar (fullconfluency)
biiylitiilmiistiir. Olusan tek hiicre tabakasinin iist ve alt kompartmanlar arasinda
s1zint1 yapmadig1 transepitelyal elektrik direnci (TEER,
transepithelialelectricalresistance) o6l¢iimii ile belirlenmistir. Elektrik direncinin
7Qcm?’den diisiik 6l¢iildiigi kiiltiir kosulunda endotelyal hiicrelerin bariyer gorevine
basladig1 kabul edilmistir.

Etken maddenin KBE'den gecis analizleri: Ust kompartmana dogrudan

MemHCI ve MemHCI yiiklii nanomotor eklenip kan beyin engelini gegen madde
miktari, alt kompartmandan Ornek alinarak gelistirilen LC-MS/MS yontemi ile
belirlenmis, bu sayede gelistirilen kontrollii salim sisteminin salim ozellikleri ¢ift
kompartimanli hiicre kiiltiirii sisteminde analiz edilmistir.

In vitro KBE modeli altina verlestirilen néronal hiicrelerde nanomotor

formiilasyonlarimin_etkinliginin degerlendirilmesi: hCMEC/D3 hiicreleri membran

tizerinde iretilip TEER olgiimleri ile bariyer olusumu dogrulandiktan sonra (yani
KBE model olusumu tamamlandiktan sonra) ayn kiiltlir plaginin alt kompartmanina
noéronal SH-SYSY hiicreleri ekilmistir. Daha sonra, membranin iist kismina MemHCI

¢ozeltisi, Au-Ni-PLL nanomotorlar ve Au-Ni-PLL/MemHCI  nanomotor
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formiilasyonu eklenerek 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonra SH-SY5Y
hiicrelerinin besiyeri toplanarak LC-MS/MS ile analize alinmisti. SHSYSY
hiicrelerinden ise lizatlar hazirlanarak BACEL aktivitesi analiz edilmistir. TrkB
ifadesi ise yeterli miktarda protein ¢ikarilamadigi i¢in analiz edilememistir.

Hazirlanan in vitro KBE modelinin sematik gdsterimi Sekil 3.6.’da gdsterilmistir.

hCMEC/D3 beyin
mikro vaskuler
endotel hiicreleri
ile olusturulan KBE

Halihazirda TrkB
ifadesi bulunan
noronal kaynakl
SH-SY5Y hiicreleri

Sekil 3.6. Cift kompartimanli hiicre kiiltiirii modelinin gosterimi (127)

3.2.11. in-vitro Hiicre Kiiltiirii Modelinde Metabolomik Analizlerin

Yapilmasi

Metabolomik analiz belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve
fizyolojik sivilarda kii¢iik molekiillii metabolitlerin (molekiiler agirligi <1000 Da)
tanimlamas1 ve miktarinin belirlenmesidir. Diger omik teknolojilerine gore en biiyiik
avantaj1 yasayan organizma fenotipinin anlik resmini gostermesidir. Tez ¢alismalar1
kapsaminda metabolomik analizler iki farkli analitik platform (GC-MS ve LC-qTOF-
MS) kullanilarak SHSY-5Y hiicre hattinin Memantin ¢ozeltisi, Au-Ni-PLL
nanomotorlar ve Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor formiilasyonu ile muamelesi
sonrasinda metabolomik profillindeki degisiklikler degerlendirilmistir..

Metabolomik analizler baslica ii¢ asamadan olusmaktadir. Bunlar numune
hazirlama, metabolitlerin analizi ve elde edilen verilerin analizleridir.

Numune hazirlama: %100 doluluga ulasmis SH-SY5Y hiicre hatti,
inkiibasyon sonrasi sonra ii¢ defa izotonik NaCl ¢ozeltisi ile hizli bir sekilde yikanip
buz soguklugundaki metanol:su karisimindan (8:1, h/h) 1 mL eklenmistir. Petri

kutusu hafifce ¢alkalandiktan sonra sivi azot i¢ine konarak hiicrelerin dondurulmasi
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saglanmistir. S1v1 azot i¢inde 3 dakika bekleyen petri kutularindaki hiicreler, hiicre
kaziyici yardimiyla kazinarak alimmistir. Hiicreler 4 °C’de 15000 rpm’de
coktiirtildiikten sonra {ist faz 2 mL’lik ependorf tiipe transfer edilmistir. Elde edilen
stipernatantlar analiz edilinceye kadar -80 °C’de saklanmustir.

Metabolomik analizler: GC-MS; -80 °C’den ¢ikarilan metanol ekstraktlari
5 mg i¢ standart (IS), miristik asit-d27, eklendikten sonra vakumlu santrifiijde
tamamen kuruluga kadar ugurulmustur. Numunelerin tamamen kuruduguna emin
olunduktan sonra metoksiaminhidrokloriir ve N-metil- N-
trimetilsililtrifloroasetamit+trimetilklorosilan  (MSTFA + 1% TMCS) ile
tirevlendirilmistir. Tirevlendirilen numunelerin GC-MS ile DB5-MS kolon
kullanilarak analizleri yapilmistir. Sonucunda kompleks kromatogramlar elde edilmis
bunlar ayristirildiktan sonra piklerin alikonma zamanlar1 SpectConnect yazilimi
kullanilarak diizeltilmis ve veri matrisleri olusturulmustur. Elde edilen metabolit
pikler alikonma indeksli kiitiiphaneler kullanilarak (Fiehn ve Golm Database
kiitiiphaneleri) tanimlanmistir (128, 129).

LC-qTOF-MS; -80 °C’den ¢ikarilan metanol ekstraktlar1 2 mg i¢ standart,
13C6 fenilalanin, eklendikten sonra vakumlu santrifiij ile tamamen kuruluga kadar
ucurulmus ve su:asetonitril (50:50, h/h) karisimi ile tekrar ¢oziindirilmiistiir.
Metabolit analizleri HILIC (ZIC-pHILIC 50 mm 4.6 mm, 3 pm) ve C18 (HSS 2.1 x
50 mm, 3 pm) kolonlar kullanilarak negatif ve pozitif iyonizasyon modunda olmak
tizere LC-qTOF-MS ile gerceklestirilmistir (130). Her iki kromatografik sistemde
gradient eliisyon uygulanarak analizler yirmi dakikada gergeklestirilmistir. LC-
qTOF-MS ile analizler Hacettepe Universitesi Ilag ve kozmetik Arastirma Gelistirme
Laboratuvar1 (HUNIKAL)’indan hizmet alimi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen
kompleks kromatogramlar MPP (Agilent) yazilimi kullanarak diizenlendikten sonra
veri matrisleri olusturulmustur. Olusan veri matrisindeki piklerin tanimlanmasi
METLIN Kiitiiphanesi (Agilent) kullanilarak +5 ppm araliginda gergeklestirilmistir.

Veri analizi: GC-MS ve LC-qTOF-MS analizleri sonucunda elde edilen veri
matrisleri ayr1 ayr1 Excel dosyasina aktarilarak kullanilan i¢ standartlara gore
normalize edilmistir. Data verilerindeki eksik degerler, metabolit grubu i¢indeki en
kiiciik derisimin yar1 degeri ile doldurulmustur. Her iki analitik cihazdan elde edilen

veri setleri ve tanimlanan metabolitlerin pik alanlar1 excel dosyasina aktarilarak
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birlestirilmistir. Sonrasinda olusturulan veri matrisi SIMCA-P+ programinda temel
bilesenler analizi (PCA) ve en kiigiik kareler farklilastirma analizi (PLS-DA)
yontemleri ile degerlendirilerek gruplarin ayirilmasinda énemli olan metabolitler ve
regresyon katsayilar1 bulunmustur. Bu verilerden yararlanarak hiicre hatlarinin tedavi

sonucunda metabolomik profilinin kontrol grubundan farklilig1 degerlendirilmistir.
3.2.12. In Vivo Cahsmalar

Bu asamada ilag tasiyici sistemin saglikli BALB/C farelerde biyodagilimi ve
KBE gegirgenligi lizerine etkisi incelenmistir. Calisma Kobay A.S. 21.03.2019 tarihli
365 numarali etik kurul izni ile yiiritilmistir. Nil kirmizist ile hazirlanmig ve UV
altinda sterilize edilmis nanomotor formiilasyonlar1 farelere (n=2) i.v. yolla enjekte
edilerek farkli zaman araliklarinda (30dk, 2 saat) in vivo goriintiileme sistemi ile
(beyin, karaciger, dalak, bobrek, Kkalp, akciger) bolgelerindeki tutulumlari
incelenmistir. Kontrol olarak tek basina PBS igerisinde Nil kirmizisi uygulamasi
yapilan grup ile karsilastirma yapilmistir. Zamana bagli olarak elde edilen NIR
floresan 1s1ma verilerinin her organ i¢in boya enjeksiyonu 6ncesinde alinan 1s1ma
degerlerine oranlanmasi ile biyodagilim kinetigi hakkinda bilgi edinilmistir.

Nil kirmizist konsantrasyonu MemHCI’nin literatiirle uyumlu olarak secilen
terapotik dozunu tasiyacak miktarda nanomotor sistemine yiiklenmistir. Nil kirmizisi
yiikleme islemi i¢in de etkin madde yiikkleme basamaklari takip edilmis ve etkin
madde ile ayn1 5 mg/mL konsantrasyon secilmistir.

Ayrica, beyin dokusundan hiicre siispansiyonlart hazirlanarak akim sitometri
analizleri ile pozitif hiicre yiizdesi ve floresan yogunlugunun da nicel olarak
degerlendirilmistir. Akim sitometri analizleri Hacettepe Universitesi Onkoloji

Hastanesi Temel Onkoloji Anabilim dalinda ger¢eklestirilmistir.
3.2.13. istatistiksel Degerlendirme

Yukarida detaylar1 agiklanan is paketleri dahilinde yapilacak caligmalarda
elde edilecek sonuglar IBM SPSS Statistics 23 ( IBM, Armonk, New York, ABD) ve
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, ABD) yazilimlar
kullanilarak istatistiksel degerlendirmeye tabi tutulmustur. Bu degerlendirme

caligmalar1 i¢in yanilma diizey p=0.05 olarak alinmis ve gruplar aras1 farkliliklar
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ANOVA testi ile incelenmis ve ikili gruplart arasindaki farkliliklar

degerlendirilmistir.

Tez Calismalar1 Kapsaminda Tasarlanan ve Kullanilan Nanomotorlara

Iliskin Formiilasyon Kodlar

Tez kapsaminda gelistirilen formiilasyonlar sonuglarda verilen grafikler
tizerinde kisaltmalar (kodlar) kullanilarak gosterilmis bu sayede kolay bir sunum
amaglanmistir. Hazirlanan kodlar ve bu kodlarin ifade ettigi formiilasyon 6zellikleri

Tablo 3.5.’te verilmistir.

Tablo 3.5. Tez ¢alismalar1 kapsaminda gelistirilen nanomotorlar ve bu nanomotorlara

ait formiilasyon kodlar1

Formiilasyon Kodu Formiilasyon Ozellikleri

Au-Ni-PLL Etkin madde yiiklenmemis (bos) nihai
nanomotor formiilasyonu

Au-Ni-PLL/MemHCI Memantin HCI yiiklii nihai nanomotor
formiilasyonu

Au-Ni-PLL/NR Nil kirmizist yiiklii nihai nanomotor

formiilasyonu
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4. BULGULAR

4.1. Memantin’in Miktar Tayini Yapilmasina Yoénelik LC-MS/MS
Analitik Yontem Validasyonu

MemHCI etkin maddesinin miktar tayini i¢in hazirlanan 1.0 pg/mL
konsantrasyondaki ¢ozelti gere¢ ve yontem bolimi “3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin
Madde Miktar Tayini Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu” kisminda verilen
kosullarda gergeklestirilen LC-MS/MS analizi sonucu elde edilen pikler Sekil 4.2.
‘de verilmistir. Metot validasyonu i¢in secilen optimum kromatografik kosullar
Tablo 4.1.’de sunulmaktadir. Etkin maddenin tayininin yapilabilmesi i¢cin Amantadin

i¢ standart olarak kullanilmistir (0.50 pg/mL).

Tablo 4.1. Metot validasyonu i¢in seg¢ilen optimum kromatografik kosullar

Cihaz Shimadzu LC-20AXR ve Shimadzu
8030 MS/MS

Method LC/MS-MS

Kolon C18 kolon (GL Sciences, 50 x 3.0 mm,
2.1 um)

Mobil Faz %0.1 Formik asit ve metanol: su (50:50)

Analiz Tiirii Gradient eliisyon

Enjeksiyon Hacmi 1 uL

Akis Hiza 0.4 mL/dk

Dedektor Kiitle Dedektorii (triple quatropol)

Sicakhik 40°C

Analiz siiresi 5dk

Konsantrasyon Arahig: 0.01-10.00 pg/mL

Sistem uygunluk testi

LC-ESI-MS/MS sisteminin optimum analiz kosullar1 altinda sistem
uygunlugu, asimetri (%10), kolon verimliligi (teorik tabaka sayisi, N), kapasite

faktorii (k) ve kuyruklanma faktorii parametreleri agisindan degerlendirilmistir. Elde
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edilen degerlerin belirtilen limitler (ICH-Q2B) dahilinde olup, sistemin MemHCI

analizi i¢in uygun sartlarda oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2.).

Tayi

Tablo 4.2. Memantin igin sistem uygunluk parametreleri

Bulanan Sinirlar

Enjeksiyon tekrarlanabilirligi (BSS (tr)) %0.21 <%1
Teorik tabaka sayis1 (N) 253060 >2000
Kapasite faktorii (k') 2.7 1<k'<5
Kuyruklanma faktori 1.242 T<2

Secicilik

Gere¢ ve yontem bolimiiniin “3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin Madde Miktar

ni Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu” kisminda verilen kosullarda

calismalar yapilmistir. Analitik metot gelistirildikten sonra MemHCI 1.00 pg/mL ve

Amantadin 0.50 ug/mL konsantrasyona sahip numunelerine iliskin kromatogramlar

alinmigs ve sonuglar asagida gosterilmektedir (Sekil 4.2.). MemHCI’nin MS/MS

parg

3,01

2,04

00

alanma modeli ise Sekil 4.1.’de verilmistir.

Inten.(x100.000)

NH, 163

107
180

70

80

50 80 % 160 170 180 ms

Sekil 4.1. Memantin'in MS/MS parcalanma modeli (Quantifier iyon: 163 m/z,

qualifier iyon: 107 m/z)
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Sekil 4.2. Optimum kromatografik kosullarda A) Memantin (1.00 pg/mL) ve B) i¢

standart (0.50 pg/mL) kromatogramlar1
Dogrusallik

Gereg ve yontem bolimii “3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin Madde Miktar Tayini
Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu” basliginda agiklanan analiz kosullarinda
dogrusallik ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayist degeri 0.01-10.00 pg/mL
konsantrasyon araliginda, 0.998 + 0.0005 olarak belirlenmistir. Egim ve kesisim
degerleri (ortalama = SH; n=10) sirastyla 1.8493 + 0,0942 ve 0.1648 + 0,0304 olarak
tespit edilmistir. Alinan sonuglar gelistirilen yontemin ¢alisilan derisim araliginda
MemHCI i¢in kabul edilebilir bir dogrusallikta oldugunu gdstermektedir. MemHCI”
ye ait dogrusallik verileri Tablo 4.3.te verilmistir. MemHCI® ye ait kalibrasyon

dogrusu ise Sekil 4.3.’te sunulmustur.



Tablo 4.3. Memantin HCI i¢in dogrusallik verileri
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Memantin HCI
Analiz regresyon denklemi y=1,8412x + 0,155
Determinasyon katsayisi (R?) 0,998 + 0,0005
Dogrusallik aralig (ng/mL) 0,01-10,00
Veri noktasi sayisi 10
LOD (pg/mL) 0.005
LOQ (ng/mL) 0,01
20
o
18 -

S 16

=T y =1,8412x + 0,155

= R?= 0,999

£ 12

£

< 1

s e

< s

£ 6

£

S 4

=

-"..
o &
0 2 6 8 10 12

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 4.3. Memantin HCI i¢in kalibrasyon dogrusu (Ort. = SH, n=3)
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Duyarhhk

Gere¢ ve yontem bolimiinde “3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin Madde Miktar
Tayini Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu” kisminda belirtilmis olan c¢alisma
kosullarinda duyarlilik analizleri gergeklestirilmistir.

LOD ve LOQ degerleri sirasiyla sinyal/giiriiltii oraninin 3:1 ve 10:1 oldugu
MemHCI derisimi olarak tespit edilmistir. LOD, 0,005 pg/mL ve LLOQ, 0.01 pg/mL
olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar ¢alisilan yontemin hazirlanan formiilasyonlarda
ve ilag sistemlerinde MemHCI analizi igin yiiksek hassasiyette oldugunu

gostermistil.
Matriks Etkisi

Gere¢ ve yontem bolimiinde “3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin Madde Miktar
Tayini Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu” kisminda belirtilmis olan ¢alisma
kosullarinda matriks etkisi analizleri gergeklestirilmistir.

Matriks faktoriic MemHCI igin %91,20+14,29, i¢ standart i¢in %93,07+5,70
olarak bulunmustur. Nominal degerden sapma +%]15 olmalidir. Bu sonuglar,
MemHCI' nin ve i¢ standardin iyonlagmasi ve par¢alanmasi lizerinde hi¢bir matriks
etkisinin tespit edilmedigini gostermektedir. Bu nedenle, gelistirilen yontem icin

matris etkisinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu goriilmiistiir.
Carry over (Tasinma)

Carry over, en yiiksek derisimdeki kalibrasyon standardinin (10.00 pg/mL)
analizinden hemen sonra kor ¢ozeltilerin enjeksiyonu ile belirlenmistir. Bos matriks

numunelerinin hi¢birinde carry over goriilmemistir.
Kesinlik ve Dogruluk

Gereg ve yontem bolimii “3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin Madde Miktar Tayini
Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu” kisminda verilen kosullara gore analiz
gergeklestirilmistir. MemHCI’ nin giin i¢i ve giinler arasi1 dogruluk ve kesinligi Tablo

4.4’te verilmistir.
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Geri kazanim degeri %96.68+2.62 olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar,

analitik metodun kesinlik ve dogrulugunun yapilacak analizler i¢in yeterli oldugunu

kanitlamustir.

Tablo 4.4. Memantin’in giin i¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinligi

Derisim Giin ici (n = 6) Giinler arasi (n = 6)
(ng/mL)
Dogruluk Kesinlik Dogruluk Kesinlik
(BH?, %) (BSSP®, %) (BH, %) (BSS, %)
0,01 1,94 1,56 1,39 1,27
0,05 -0,72 1,79 0,98 1,83
1,00 1,70 0,42 1,99 1,26
5,00 -1,42 2,03 0,19 1,48

2BH, bagil hata. " BSS, bagil standart sapma

Tutarhihk

Gelistirilen yontemin tutarliligini saptamak i¢in Gere¢ ve yontem bolimil

“3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin Madde Miktar Tayini Yontemi Gelistirilmesi ve

Validasyonu” kisminda verilmis olan kosullarda analiz gercgeklestirilmistir. Alinan

sonuclar t-testi ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigi (p>0,05) ve sonug olarak yontemin tutarli oldugu bulunmustur (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Gelistirilen yontemin tutarlilik ¢alisma sonuglari.

Alikonma Bulunan derisim
zamani® (Ortalama + SE)
Analist-1 3,032+0,002 1,04+0,01
Analist-2 3,030+0,003 1,05+0,01
P degeri 0,63 0,10

*BSS, bagil standart sapma, Ortalama + standart hata (n=6).
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Kararhhk

Gereg ve yontem bolimii “3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin Madde Miktar Tayini
Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu” kisminda belirtilen kosullarda etken
maddenin analiz siiresi boyunca stabilitesinin uygun oldugunu goéstermek icin
kararlilik ¢alismasi gergeklestirilmistir. Tiim zaman noktalarinda Orneklerdeki
MemHCI miktar1 basta hazirlandig: gibi (1.00 pg/mL) olarak tespit edilmistir. Bu da
MemHCI sulu ¢ozeltisinin pH 7,2 fosfat tamponunda minimum 72 saat kararh

oldugunu gostermektedir. Kararlilik verileri Tablo 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.6. Memantin Cozeltisinin 72 saatlik Kararlilik Verileri

Ornek Adi Memantin Amantadin Mem/Amt ppm
stb24 saat - -

mem_021.lcd 3.044.008 1,545517
stb48 saat - -

mem_022.Icd 3.085.274 1,56615
sth72 saat - -

mem_023.lcd 3.120.348 1,583687
stb24sa

mem-+amt_024.lcd | 3.393.707 1,792.860 1,892901 1,720366
stb48sa

mem-+amt_025.lcd | 2.915.477 1,790.113 1,628655 1,481251
stb72sa

mem-+amt_026.lcd | 3.025.345 1,707.355 1,771948 1,536185

Saglamhk

Saglamlik analizleri gere¢ ve yontem bolimii “3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin
Madde Miktar Tayini Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu” basliginda belirtilen
kosullarda gergeklestirilmistir.

Sonuglarin optimum kosullarda elde edilen sonuglar ile aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik goriilmemesi yontemin saglamligini kanitlamaktadir

(p>0,05). Ayrica yontemin saglamligt hem MemHCI hem de Amt igin alikonma



74

zamanlar1 ve pik alanindaki varyasyon degerleri ile de incelenmistir. Sonuglar Tablo

4.7.de sunulmustur.

Tablo 4.7. Gelistirilen LC-MS/MS yo6ntemine iliskin saglamlik sonuglari

Degiskenler

Alikonma zamani (dk)

Pik alan orani

%BSS

Memantin Amt Memantin/Amt

Optimum kosullar 3,034+0,003 2,364+0,002 | 1,12
Organik faz | 3,037+0,002 2,330+0,002 | 1,64
baslangi¢ oran1 %4,9

Organik faz | 3,037+0,001 2,328+0,005 | 0,95
baslangi¢ orani %5,1

Akis  hizi  0.395 | 3,03340,001 2,379+0,004 | 2,27
mL/dk

Akis  hizi  0.405 | 3,038+0,001 2,337+0,001 | 0,50
mL/dk

Kolon sicaklig1 39°C | 3,038+0,003 2,333+0,002 | 1,04
Kolon sicaklig1 41°C | 3,036+0,003 2,3224+0,004 | 2,51

Stabilite

Gereg ve yontem bolimii “3.2.1. LC-MS/MS ile Etkin Madde Miktar Tayini

Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu” kisminda belirtilmis olan kosullarda

gerceklestirilen analiz sonucunda test degerleri kabul edilebilir dogruluk (yani, taze

numunelerden %85-115) ve kesinlik (yani, £ %15 RSD) smurlart iginde bulunmus,

numuneler stabil olarak kabul edilmistir. MemHCI stok ¢ozeltileri ise en az 1 ay

siireyle -20 °C’de kararli bulunmustur. Kararlilik ¢aligmalarinda 0.01 pg/mL standart

karisim ¢ozeltisi kullanilmistir.
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4.2. Nanomotor Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Nanomotor formiilasyonunun hazirlanmast gere¢ ve yontem boliimii ‘3.2.2.
Nanomotor formiilasyonlarinin  hazirlanmasi® kisminda  anlatildigi  iizere
gerceklestirilmistir. Oncelikle kalip olarak kullanilacak aliimina membranlar ¢alisma
elektrotu vazifesi gérmesi icin sputter ile ince bir tabaka halinde Ag kaplanmustir.

Membranlarin kaplama dncesi ve sonrasi goriintiisii Sekil 4.4.’te gosterilmektedir.

Sekil 4.4. A)Kaplanmamis aliimina membranlar B) Ag kaplanmig aliimina
membranlar

Elektropolimerizasyon ve metal biriktirme egrileri (Sekil 4.5-4.9) asagida
verilmigtir. Elektropolimerizasyon egrileri ele alindiginda monomerin yiiksek bir
akim skalasinda (mA) her optimizasyonda (farkli dongii sayilar1) gerceklestigi
goriilmektedir. Aym1 durum i-t egrisi i¢in de s6z konusudur. Metal biriktirme
asamalar1 da yiliksek akim skalasinda gergeklesmistir. Sabit akim egrisinde de
potansiyel degisimi gozlenmistir. Bu durum Ag kaplanmis membranda iletken

tabakalarin rahatlikla biriktirildiginin 6nemli gostergesidir.
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Sekil 4.5. CV yontemi ile polimerik tabakanin olusturulmasina ait elektrokimyasal
egriler A- 3 dongii B-10 dongii C-20 dongt

Sekil 4.5.’te belirli aralikta uygulanan voltaja karsi alinan akim cevaplari
verilmistir. A ile gosterilen grafikte uygulanan voltaj araliginda 3 kez ¢ikilip inilerek
ylizeye polimer biriktirme islemi gergeklestirilmistir. B ve C ile gosterilen grafiklerde
ise voltaj araliginda sirasiyla 10 ve 20 kez ¢ikilip inilerek polimer biriktirilmistir.
Sekil 4.6.’da i-t yontemi ile sabit akimda polimer biriktirilme ¢aligmasina ait grafik

sunulmustur. Sekil 4.7.”de ise ayn1 islem artan akimda gdsterilmistir.
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Sekil 4.6. i-t yontemi ile polimerik tabakanin olusturulmasina ait elektrokimyasal
egri.
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Sekil 4.7. Cu kurban tabaka olusturulmasina ait elektrokimyasal egri.
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Sekil 4.8. Au tabaka olusturulmasina ait elektrokimyasal egriler.
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Sekil 4.9. Ni tabaka olusturulmasina ait elektrokimyasal egriler.
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Sekil 4.8.de Au tabakasmin sabit akimda belirli siirelerde biriktirilmesini
gosteren grafikler paylasilmistir. Sekil 4.9.°da ise Ni tabakasmin sabit akimda
biriktirilmesi esnasinda alman grafikler paylasilmisti. Burada optimizasyonu
saglamak amaciyla sabit akim veya azalan akimda biriktirmeler denenmistir.

Hazirlanan bu nanomotorlara ait morfolojinin nasil olduguna ait goriintiiler
her asamada optik mikroskop altinda kontrol edilmistir. Ayrica, yikama
asamalarindan sonra halen aliimina membrana rastlaniyorsa yikama devam

ettirilmistir.
4.2.1. Partikiil Biiyiikliigii, Partikiil Boyutu Dagilimi ve Zeta Potansiyeli

Yapilan formiilasyon denemeleri kapsaminda Oncelikle membran kalip
teknigiyle nanomotoru olusturacak her bir katman elektrokimyasal biriktirme ile
olusturulmustur. Bu sentez asamasinda oncelikle polimer biriktirme dongii sayisi,
ortam pH’s;, Ni c¢ozeltisi parametreleri degistirilerek optimum morfolojide ve
optimum hareketi gosteren nanomotorlar gere¢ ve yontem bolimi “3.2.2.
Nanomotor Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi” kisminda anlatildigi  sekilde
tiretilmistir. Nanomotorlarin hazirlanmasi sonrasi karakterizasyon ¢alismalar1 gereg
ve yontem bolimi °3.2.3. Nanomotor Formiilasyonlarmin Karakterizasyonu’
kismina gore gerceklestirilmistir. Motorlarin hareketinin saglandig1 gozlendikten
sonra MemHCl, polisorbat-80 ve CRANAD-2 yiikleme islemleri gerceklestirilmis ve
iiretilen bu nanomotorlara iligkin Zetasizer NanoZS cihazi ile elde edilen sonuglar
Tablo 4.8.’de sunulmustur. Ayrica etkin madde yiikleme agsamasi 6ncesi kullanilan
ara ajanlar ile (EDC-NHS, PSS) inkiibasyon sonrasinda da nanomotorlarin partikiil
boyutu ve zeta potansiyel ol¢limleri alinmistir. Analizler {i¢ tekrarl gerceklestirilmis
ve sonuglar ortalama + SS olarak verilmistir. Zeta potansiyel Ol¢iimlerinde poli-L-
lisin temelli motorlarin yaninda Au-Ni nanomotorlar da hazirlanarak kontrol grubu

olarak kullanilmistir.
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Tablo 4.8. Nanomotor formiilasyonlarina ait zeta potansiyel, partikiil boyutu ve

polidispersite indeksi sonuglar1 (n=3)

Numune Zeta Potansiyel Partikiil Boyutu  Polidispersite
(nm) indeksi

(Au-Ni -5,27+2,94 2122+1128 0,335+0,17

nanomotor,

kontrol grubu,

PLL’siz)

(Au-Ni -4,91+0,02 2364+1864 0,821+0,12

nanomotor,

kontrol grubu,

PLL’li)

(300uM Mem- -10,2+0,95 33134932 0,758+0,19

60dK)

(75Um Mem- -3,15+1,38 2697+1464 0,829+0,16

30dk)

(75uM Mem- -2,90+1,68 1767+705 0,646+0,04

60dK)

(Polisorbat-60 dk) | -12,5+0,70 1147+18.38 0,736+0,01

(EDC-NHS -15 6,27+0,49 2232+315 0,729+0,01

dk)

(EDC-NHS -15dk | -2,754+2,24 1786602 0,970+0,01

— 75uM Mem-

60dK)

(PSS -30 dk) -14,0+0,90 3051+877 0,807+0,33

(PSS -30 dk-75uM | -15,7+1,56 2638+1520 0,342+0,28

Mem-60dk)

Nanomotorlarin ¢ubuk seklinde olmas1 sebebiyle Zetasizer kullanilarak alinan
partikiill boyutu sonuglar1 ve PDI degerleri yaniltici olmaktadir. Tabloda verilen

partikiil biiyiikliigli degerleri nanomotorlarin boylarina aittir. Cihaz hem uzunlugu
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hem ¢ap1 algiladigi i¢in ayni 6rnekte hem 200 nm hem de 3000 nm boyutunu farkl

partikiillere ait olarak ayirmis ve bu nedenle PDI degerleri de yiiksek gozlenmistir.
4.2.2. Morfolojik Ozellikler

Hazirlanan Au-Ni-PLL nanomotorlara ait morfolojinin nasil olduguna ait
goriintiiler her asamada optik mikroskop altinda kontrol edilmistir. Ayrica, yikama
asamalarindan sonra halen aliimina membrana rastlaniyorsa yikama devam
ettirilmistir. Sekil 4.10.’da polimerik tabakanin i-t yontemi ile olusturuldugu yapilara
ait optik mikroskop goriintiisii verilmektedir. Bu sekilde hazirlanan nanomotorlarin
homojen olmadig ve 6zellikle u¢ kisimlarinda (polimerik taraf) morfolojinin diizgiin
olmadig1 gdzlenmistir. Iyi yikanmamis bir nanomotora ait goriintii ise aliimina
membranin da ekranda oldugu bir kesit seklinde Sekil 4.11.°de verilmektedir. Sekil
4.12.°de ise Ag ile diizgiin ve homojen hale getirilemeyen aliimina membranda
elektrokimyasal kaplamalarin kalip seklinden uzak bir sekilde olustugu acikga
gosterilmektedir. Bu nedenle aliimina membranin c¢alisma elektrodu gormesi

acisindan iletken ve homojen bir elektrot da fabrikasyon i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Yikama agamasi da istenen yapida nanomotorlarin elde edilebilmesi icin
onemlidir. Diizgiin yikanamamis ve diizglin yikanmis nanomotorlara ait optik

mikroskop goriintiileri sirastyla Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.’te verilmistir.

3 micrometer

Sekil 4.10. i-t yontemi ile hazirlanan nanomotorlarin optik mikroskop goriintiisii.
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Sekil 4.11. Iyi yikanmamis bir nanomotora ait optik mikroskop goriintiisii.

" 1

3 micrometer

Sekil 4.12. Ag kapl elektrodun homojen bir yayilim (dagilim) gostermemesi
durumunda olusan yapilara ait optik mikroskop goriintiisii.
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Sekil 4.13. Yikama asamalarinda tam olarak membrandan ayrilmamis olan polimerik
yapilara ait optik mikroskop goriintiisii

Sekil 4.14. Yikama asamalarindan sonra membrandan ayrilmis olan tel seklindeki
polimerik yapilara ait optik mikroskop goriintiisii

Bu c¢aligmalar sirasinda literatiire ilk kez kazandirilacak olan poli-L-lisin
temelli nanomotorlarin o6zellikleri hakkinda yeterli tecriibeye sahip olunmustur.

Yukarida da isaret edildigi gibi 10 dongiiniin iizerine ¢ikildiginda polimerik yapinin
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morfolojisinde (u¢ kisimlardan biri) yayilma olmaktadir. Bu durum Sekil 4.15.’te

gosterilmektedir.

Sekil 4.15. Polimerik tabaka 20 dongiide doniistimlii voltametri ile hazirlandiginda
elde edilen nanomotorlara ait optik mikroskop goriintiisii.

Ozetlenen optimum kosullarda hazirlanan nanomotorlara ait farkli sentez ve
bolgelerden alinan optik mikroskop goriintiileri ise Sekil 4.16.’da goriilmektedir. Bu
sekillerin hepsinde ¢ap olarak birbiri ile 6zdes, tel (¢ubuk) seklindeki yapilarin
basarili bir sekilde hazirlandigr goriilmektedir. Bu yapilarin uzunluklari da
tabakalarin istenilen sekilde manipiile edilmesi ile uzayip kisalabilmektedir. Bu
kontroliin istenilen morfolojiyi koruyarak yapilabilmesi de olduk¢a 6nemlidir. Yine
isaret etmek gerekir ki en 6nemli unsur ise bu yapilara motor diyebilmek i¢in hareket

kabiliyetinin saglanabilmesidir.
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7~

o
3 micrometer

Sekil 4.16. Polimerik tabaka temelli tel (cubuk) seklindeki motorlarin optik
mikroskop goriintiisii.

Yapilan bir diger karakterizasyon SEM analizi ile gerceklestirilmistir. Sekil
4.17.°de bu nanomotorlara ait goriintiiler verilmistir. Ayrica, hazirlanan
nanomotorlarin yogun bir ortami da SEM i¢in 6rnek haznesine damlatilarak (etanol
ortaminda) kurutulmustur ve 2 farkli bolgeden iist {iste, yan yana gelen motorlarin
goriintiileri alinmisti. Bu SEM goriintiilerinde tel yapilarinin tane tane goriintiileri
belirgin bir sekilde goézlenmektedir ve herhangi bir agregasyon durumu ortaya
¢ikmamaktadir (Sekil 4.18.).

Ayrica SEM analizine gore nanomotorlarin ¢aplarmin 200-300 nm arasinda
boylarimin ise 3 um ila 6 um arasina degistigi gozlenmektedir. Bu sonuclar
zetasizerda Olglilen partikiil biiylikliklerine gore daha net ve dogru sonug

vermektedir.
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o

SU1510 30.0kV 5.1mm x15.0k SE

SU1510 30.0kV 5.1mm x7.50k SE G SU1510 30.0kV 5.0mm x15.0k SE

Sekil 4.17. Polimerik tabaka temelli tel (¢ubuk) seklindeki motorlarin SEM
goriintiileri

SU1510 30.0kV 5.0mm x6.00k SE 5.00um J SU1510 30.0kV 5.1mm x10.0k SE

Sekil 4.18. Polimerik tabaka temelli tel (¢ubuk) seklindeki motorlarin bir aradaki
SEM goriintiileri.
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4.2.3. DSC Analizleri

Au-Ni-PLL nanomotor ve AuU-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlarin DSC
analizler gere¢ ve yontem bolimii 3.2.3 Nanomotor Formiilasyonlarinin
Karakterizasyonu’ kisminda belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Yapilan analiz
sonucunda MemHCI ile inkiibasyon sonrasi Au-Ni-PLL nanomotorda gozlenen
piklerin kayboldugu goriilmiistiir. Etkin madde nanomotor yiizeyine baglandigi i¢in
bu goriilmesi beklenen bir durumdur. Au-Ni-PLL nanomotor ve Au-Ni-
PLL/MemHCI nanomotorlara ait DSC pikleri Sekil 4.19.” da verilmistir.

S N AR

Heat Flow (W/g)
IS
1
/
%
8
o

nm empty

j Au
———— nm +mem ‘Eﬂl 75.84°C

-10 T I L T , : : T ; J J T : L : T I : T T I ; I
0 50 100 150 200 250 300

Exo Up Temperature (OC) Universal V4.5A TA Instruments

Sekil 4.19. Au-Ni-PLL nanomotor (lacivert) ve Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor
(yesil) karsilastirmali DSC pikleri

4.2.4. Enerji dagihimi X-151m Spektroskopisi (EDX) Analizleri
EDX analizleri gere¢ ve yontem bolimi ‘3.2.3  Nanomotor

Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu’ kisminda belirtildigi sekilde

gerceklestirilmistir.  Au-Ni-PLL nanomotorun EDX spektrumunda yapidaki karbon
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(C), oksijen (O), Au ve Ni’nin varlig1 gézlenmistir. Analize ait spektrum Sekil

4.20.’de verilmistir.

. Map Sum Spectrum

Mil | Ni Au

0 2 4 f g 10 12 14 16

Sekil 4.20. Au-Ni-PLL nanomotorlara ait EDX spektrumu.

4.2.5. Memantin Yiiklii Nanomotorlarin Hazirlanmasi

Gere¢ ve yontem bolimi 3.2.4 Memantin HCI Yikli Nanomotorlarin
Hazirlanmasi® kisminda belirtildigi tizere Au-Ni-PLL nanomotorlar memantin ile
inkiibe edilerck yiikleme c¢alismalart  gergeklestirilmistir. ~ Elektrokimyasal
karakterizasyon ve zeta potansiyel dl¢iimlerinde poli-L-lisin (Au-Ni-PLL) temelli
motorlarin yaninda Au-Ni nanomotorlar (polimer icermeyen) da hazirlanarak kontrol
grubu olarak kullanilmistir. Bununla birlikte saglikli bir karsilasgtirma yapabilmek
icin ¢iplak (ylizeyinde hicbir biriktirme bulunmayan) PGE (Kalem grafit elektrot)
davranist da voltamograma eklenmistir. Farkli modifikasyon ve etkilesim
asamalarinin gosterildigi doniisiimlii voltamogramlar (elektrokimyasal egriler) Sekil
4.21., 4.22. 4.23. ve 4.24 te gosterilmektedir. Elektrokimyasal cevaplar, 5 mM
[Fe(CN)6]3-/4- redoks ¢ifti igeren 0.1 M KCl elektroliti igerisinde alinmistir.

Elektrokimyasal egriler yorumlanirken dikkat edilen nokta her bir egrinin bir
pozitif akimda yiikselen bir de tersi yonde (negatif akimda) yiikselen pik kisminin
oldugu goriilmektedir. Bu piklerin pozitif yonde olan1 indirgenme negatif yonde olani
ise yiikseltgenme pikidir. Yiikseltgenme ve indirgenme pikleri ne kadar sivri ise pikin
ait oldugu madde o kadar elektroaktif demektir. Piklerin yayvanlasmasi pikin ait
oldugu maddenin iletkenliginin azaldigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda bu piklerin

birbirine yaklagmasi da elektro aktifligin fazla oldugunu gostermektedir. Elektroaktif

KEY
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olarak tasarlanmis Au-Ni nanomotorlar iizerine polimer, etkin madde, boya vb.
malzemeler kaplanarak yapilan her bir modifikasyon sonrasi bu egriler takip edilerek
modifikasyonun basarili olup olmadigi kontrol edilebilmektedir. Ornegin Sekil
4.21.°de polimerik nanomotorlarin da sadece metalik tabanli nanomotorlar kadar
olmasa da hicbir modifikasyon icermeyen c¢iplak elektroda gore elektrokimyasal
davraniginin daha iyi oldugu goriilmektedir. Bu yorum modifikasyonsuz elektrotun
pikinin siddetinin en az oldugu Au-Ni metalik nanomotorun pikinin en yiiksek
oldugu goriilerek yapilmistir. Au-Ni metalik nanomotorun polimer kaplanmasi
sonucunda pik siddetinin azaldig1 gozlenmistir. Bu da nanomotorlara basari ile
polimer kaplandigini gdstermektedir. Polimer kapli olsa dahi metal nanomotorlarin
elektro aktifligi ¢iplak elektrottan fazladir. Farkli ilag yiikleme asamalar1 da
elektrokimyasal cevaplar ile aydinlatilmistir. Sekil 4.22.’de goriildiigii iizere yilikleme
icin hazirlanan ilag konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi arttikca elektrokimyasal
indirgenme-yiikseltgenme pik siddetleri azalmistir. Bu da yiizeye ilacin basarili bir
sekilde baglandigim1 gdstermekte, konsantrasyon arttikca da baglanan ilacin

miktarmin yani enkapsiilasyon etkinliginin arttigin1 gostermektedir.

0.15

0.10
0.05

0.00

| (mA)

-0.05 4

-0.10 4

-0.15 T T T T T T T T T T T T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E(V)
Mavi: Ciplak kalem grafit elektrot (PGE), Kirmizi:
Polimer tabanli nanomotorlarin modifiye edildigi
PGE, Siyah: Au-Ni nanomotorlarin modifiye
edildigi PGE

Sekil 4.21. Farkli modifikasyon ve etkilesim asamalarinin gosterildigi doniisiimli
voltamogramlar (elektrokimyasal egriler) (n=3).
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-0.04
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-0.08 .
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E (V)
Mavi: 75 uM memantin yikli nanomotorlar (1 saat
inkiibasyon), Kirmizi: 75 uM memantin yUkIU
nanomotorlar (30 dakika inkiibasyon), Siyah: 300
UM memantin  yOkll nanomotorlar (1 saat
inkibasyon).

Sekil 4.22. Farkli modifikasyon ve etkilesim asamalariin gosterildigi doniisiimlii
voltamogramlar (elektrokimyasal egriler) (n=3).
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. — . .
04 -02 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
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Kirmizi: 15 dk EDC (10 mM)/NHS (20 mM) ile
muamaleden sonra 75 pM memantin yikleme,
Siyah: 75 pM memantin ylkleme.

Sekil 4.23. Farkli modifikasyon ve etkilesim asamalarinin gosterildigi doniisiimli
voltamogramlar (elektrokimyasal egriler) (n=3).
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Kirmizi: PSS modifiye ylizeye 75 uM memantin
yukleme, Siyah: 1 mg/L PSS - 1 saat inklbasyon.

Sekil 4.24. Farkli modifikasyon ve etkilesim asamalariin gosterildigi doniisiimlii
voltamogramlar (elektrokimyasal egriler) (n=3).

Sekil 4.23.’te ara ajan olarak EDC-NHS kullanilarak Mem HCI yiikleme ile
ara ajan kullanilmadan direkt Mem HCI yiikleme karsilagtirilmistir. EDC-NHS

kullanimi ile pikte hafif saga kayma yani elektro aktiflikte azalma gozlenmistir.

Sekil 4.24.°te ise ara ajan olarak PSS kullanilarak Mem HCI baglanan
ylizeyin elektro aktifliginin sadece PSS bagli yiizeyin elektro aktifliginden daha

yiiksek oldugu gozlenmistir.
4.2.6. Enkapsiilasyon Etkinligi

MemHCI ile inkiibasyon sonrasi nanomotorlar ¢oktiiriilmiis ve siipernatant
ayrilarak LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir. Ayrica elektrokimyasal analizlerle
de motor yiizeyinde etkin madde varligi kontrol edilmistir. Hazirlanan farkli
formiilasyonlardaki degistirilen formiilasyon parametreleri ve LC-MS/MS
yontemiyle siipernatant analiz sonuglariyla hesaplanan inkiibe etkin madde miktarlari
(%) Tablo 4.9.’da verilmistir.
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Tablo 4.9. Nanomotor formiilasyonlar1 ve bu formiilasyonlara ait % enkapsiilasyon
etkinligi degerleri

No Nanomotor Etkilesim Etkin ile Enkapsiilasyon

Formiilasyonu ajani ve inkiibasyon Etkinligi
inkiibasyonu  parametresi (%0)

1 Au-Ni-PLL/10 EDC-NHS 15 MemHCI 24 saat %9,41
Dongii, pH 7,4 dk

2 Au-Ni-PLL /10 EDC-NHS 15 MemHCI 1 saat %9,66
Dongii, pH 7,4 dk

3 Au-Ni-PLL/10 EDC-NHS 15 MemHCI 6 saat %9,32
Dongii, pH 7,4 dk

4 Au-Ni-PLL /10 Yok MemHCI 1 saat %3,71
Doéngii, pH 7,4

5  Au-Ni-PLL/10 PSS 15 dk MemHCI 1 saat %14,05
Doéngii, pH 7,4

6  Au-Ni-PLL /10 PLGA Asit MemHCI 1 saat %6,88
Doéngii, pH 7,4

7 Au-Ni-PLL/10 PLGA Ester MemHCI 1 saat %5,37
Dongti, pH 7,4

8  Au-Ni-PLL /20 Yok MemHCI 1 saat %9,39
Dongii, pH 7,4

9  Au-Ni-PLL /20 EDC-NHS 15 MemHCI 1 saat %5,55
Déngti, pH 7,4 dk

10  Au-Ni-PLL /20 PSS 15 dk MemHCI 1 saat %2,4
Dongii, pH 7,4

11 Au-Ni-PLL /20 Yok MemHCI 1 saat %2,14
Dongti, pH 5,5

12 Au-Ni-PLL /20 EDC-NHS 15 MemHCI 1 saat %5,20
Dongii, pH 5,5 dk

13  Au-Ni-PLL /20 PSS 15 dk MemHCI 1 saat %3,22

Dongii, pH 5,5
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Ik asamada polimer tabakasi (PLL) 10 déngii kaplanarak optimizasyon
gerceklestirilmistir. Bunun yani sira 20 dongii polimer kaplanarak da bu tabakadaki
artisin etkin madde ile etkilesime katkisinin olup olmayacagi gozlemlenmek
istenmistir. Fakat 10 déngiiniin tizerine ¢ikildiginda polimerik yapinin morfolojisinde
(u¢ kisimlardan biri) yayilma oldugu gozlenmistir. Bu yayilma Sekil 4.15.°te
gosterilmistir. Bu tabaka kaplanirken ortam pH’s1 7,4 olacak sekilde ayarlanmistir.
Bununla birlikte pH 5,5’te yapilacak kaplamanin da etkin madde ile etkilesime etkisi
gozlenmek istenmistir. Polimerdeki -COOH (karboksil) uglarini aktiflestirmek ve
polimer-etkin madde aras1 gerg¢eklestirmek istenilen etkilesimin giiciinii artirmak igin
EDC-NHS ve PSS kullanilarak etkilesim ¢alismalar1 yapilmistir. Oncelikle hicbir ara
etkilesim ajant olmadan direkt MemHCI ile inkiibasyon ve buna ek olarak EDC-
NHS, PSS ve PLGA etkilesim ajanlar1 ile inkiibasyon sonrasi MemHCI ile
inkiibasyon caligmalar1 gergeklestirilmisti. PLGA iki formu olan bir biyouyumlu
polimerdir. Polimerin u¢ kismi asit karboksil grubu veya ester amin grubu agik
kalacak sekilde birakilabilmektedir. Calismamizda hem asit hem de ester u¢clu PLGA
ile deneme yapilmis ve etkin madde ile etkilesim iizerine etkisi incelenmistir.

pH 5,5 ortaminda yiikleme orani artmis goziikse de bu motorlarin manyetik
alanda hareket saglayamadigi gézlenmistir. Bu nedenle pH 7,4 ortaminda iiretime
devam edilmistir. Ara ajan kullaniminin etkin madde baglanmasini da artirdigi
gozlenmistir. En yiiksek ve tekrarlanabilir dl¢limler PSS ara ajami varliginda elde
edilmistir.

Elektrokimyasal analizde etkin madde MemHCI’nin motora tutundugu
gozlenmistir. Ancak bu sonuglar bize sayisal bir deger verememektedir. Bu nedenle
LC-MS analizine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan ilk ¢alismalarin sonucunda her ne
kadar elektrokimyasal egrilerde MemHCI'nin motora tutundugu gozlense de
gordiigiimiiz bu etkilesimin miktarinin ¢ok diisiik olmasi sebebiyle LC-MS’de
anlamli bir sonu¢ alinamamastir.

Etkin madde yiliklemede mekanizma nanomotor yilizeyine MemHCI’nin
baglanmasidir. Herhangi bir alan ya da katman arasina enkapsiilasyon s6z konusu
degildir. Bu nedenle MemHCI yiikleme c¢alismalarinda MemHCI’nin yiiksek
¢Ozlinlirligli ve sulu faza gegme yatkinhigimin da olumsuz etkisi sebebiyle ilk

denemelerde istenen ylikseklikte etkin madde yiliklenmesi gozlenememistir. Yeterli
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inkiibasyonun yapilamadig: tespit edilip ¢aligmalar inkiibasyonu iyilestirmek {izere
tekrarlanmistir. inkiibasyonun etkileyebilecek parametrelerden en etkili olabilecek ilk
iki parametre nanomotorlara eklenen MemHCI ¢ozeltisi derisimi ve etkilesim siiresi
olarak tespit edilmis ve 6ncelikle bu iki parametre iizerinde ¢alisilmistir.

MemHCI ¢ozeltisi ile inkiibasyon calismalari ise sirasiyla 1 saat, 6 saat ve 24
saatlik (overnight) olacak sekilde gergeklestirilmistir. Bu siirelerde alinan sonuglara
bakildiginda 1 saat ile 24 saat aras1 fark olmadigi1 gézlenmistir. MemHCI derisiminin
artirtldigr ¢ozelti ile yapilacak galismalara geg¢ilmisti. MemHCI konsantrasyonu 5
mg/mL’ye ¢ikartilmistir. Bu derisimde de 1 saat, 6 saat ve 24 saatlik calismalar
gerceklestirilmis ve bu c¢alismalar sonucunda da 1 saat ile 24 saat arasi fark
bulunmamistir. Bu ¢aligmalar sonucu inkiibasyon siiresinin 1 saat olmasima karar
verilmigtir. Fakat konsantrasyon artist enkapsiilasyon etkinligini artirdigi i¢in 5
mg/mL konsantrasyon degeri ileri ¢aligmalar igin se¢ilmistir. Nihai formiilasyon %14
enkapsiilasyon etkinligine sahip 5 numarali formiilasyon secilmistir (Tablo 4.9.). Bu

formiilasyona ait ilag yiikleme kapasitesi ise % 58,58°dir.
4.3. Polisorbat-80 Yiiklii Nanomotorlarin Hazirlanmasi

Polisorbat-80 ile nanomotorlarin optimizasyonu da 10 dk, 30 dk ve 60 dk
olmak tizere 3 farkli siirede calisilmistir. %1°lik polisorbat-80 ¢ozeltisinde belirlenen
sirelerde 1inkiibe edilen nanomotorlarin daha sonra elektrokimyasal egrileri
alimmistir.  Ayrica, polisorbat kaplamadan sonraki motor modifiye elektrot

davraniglar1 da ele alinarak toplu halde Sekil 4.25.’te verilen grafik olusturulmustur.
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Sekil 4.25. Polisorbat-80 kaplama sonras1 motor modifiye elektroda ait yiikseltgenme
pik akimi cevaplari (Ort. = SH, n=3).
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Bu sekilde yiikseltgenme pik akimlari olusturularak elde edilen durum ele
alindiginda 10 dk ve 30 dk kaplamadan sonra ¢iplak elektroda gore sinyal azalmakla
beraber 60 dk’da sinyalin daha ¢ok azaldigi tespit edilmistir. Sekil 4.26.’da tiim
modifikasyonlar ile polisorbat-80 modifikasyonu sonrasi elektrokimyasal egri
karsilastirmast verilmistir. Karsilastirilan tiim cevaplar igerisinde de polisorbat-80
kapli nanomotorlarin yiikseltgenme indirgenme pik siddeti en az olarak tespit
edilmistir. Bu durum da yiizeye basarili bir polisorbat-80 modifikasyonunun bir

kanitidir.
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Butun cevaplar Ust Uste ortlstirilmustir. Ayrica Polisorbat-80 kapl
motorlarin cevabi da eklenmisgtir.

Sekil 4.26. Farkli modifikasyon ve etkilesim asamalariin gosterildigi doniisiimli
voltamogramlar (elektrokimyasal egriler) (n=3).

Sonrasinda da zeta potansiyelleri dlciilmiistiir. Polisorbat-80 ile inkiibasyon
stiresi arttikca zeta potansiyel negatife dogru artis gostermistir. Polisorbat-80 ile
farkli siirelerde inkiibe edilen nanomotorlara ait zeta potansiyel Ol¢timleri Tablo

4.10.’da verilmistir.
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Tablo 4.10. Nanomotorlarin Polisorbat-80 ile inkiibasyon Siirelerine Karsilik Zeta
Potansiyelleri (n=3)

Nanomotorlar Zeta Potansiyel (mv)

Au-Ni-PLL nanomotor + 10 dk %1 -8,99+1,24
polisorbat-80
Au-Ni-PLL nanomotor + 30 dk %1 -9,56+0,65
polisorbat-80
Au-Ni-PLL nanomotor + 60 dk %1 -12,2+1,13
polisorbat-80

4.4. CRANAD-2 Yiiklii Nanomotorlarin Hazirlanmasi

CRANAD-2, donoér-alici-donér mimarisine sahip ticari olarak temin
edilebilen bir kurkumin tiirevidir ve amiloid tespiti ve NIR goriintiileme i¢in prob
ozelliklerinin ¢ogunu karsiladigi i¢in umut verici bir amiloid florofor olarak kabul
edilir. Molekiiler yapist Sekil 4.27.’de gosterilmistir. CRANAD-2 nanomolar
afiniteye sahip ¢Oziinmeyen amiloid plaklar1 tanir, KBE'den gecer ve amiloid
plaklara baglanmas: iizerine NIR floresansinda carpici bir artis gosterir. Ozellikle
floresans1 amiloid plaklara baglandiktan sonra gostermekte baglanana kadar herhangi

bir floresan 1s1ma gostermemektedir (131).

Sekil 4.27. CRANAD-2"nin dondér-alici-dondr yapisinin sematik gosterimi

Sekil 4.28.’de 60 dk ve 30 dk polisorbat-80 kaplandiktan sonra CRANAD-2
yuklenen motorlarin modifiye edildigi elektrotlarin elektrokimyasal cevaplari
verilmektedir. Elektrokimyasal cevaplar, 5 mM [Fe(CN)s]*’* redoks cifti iceren 0.1
M KCI elektroliti igerisinde alimmustir. Ayrica, kiyaslama yapabilmek i¢in ¢iplak
elektrodun davranisi da incelenmistir. Her iki durumdaki CRANAD-2 etkilesiminden
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sonra elektroda ait davranislarda da degisiklikler meydana gelmistir. Ciplak
elektrotta gozlenmeyen +0,30 V civarinda omuz seklinde bir yiikseltgenme piki
ozellikle 30 dk polisorbat-80 kaplanan motor modifiye elektrotlarda gézlenmistir.
Ayrica, bu elektrotta +0,20 civarinda bir de omuz seklinde bir indirgenme piki

bulunmaktadir.

-0,04—-rrrrrrrn-rn-rl-l-l-rrl—|-rn-rrrrn-rrrrrrn-n-|
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

E (V)

Sekil 4.28. Mavi: Ciplak PGE, Kirmizi: 30 dk polisorbat-80 kapli ve devaminda
CRANAD-2 ile etkilesen motor modifiye PGE, Yesil: 60 dk polisorbat-
80 kapli ve devaminda CRANAD-2 ile etkilesen motor modifiye PGE.

Bu pikler bize daha 6nce de grafiklerin yorumlanmasinda anlatildig: tizere
nanomotor lizerinde artan modifikasyona bagli olarak iletkenlikte azalma ve pik
siddetlerinde azalmay1 gostermektedir. Sonu¢ olarak CRANAD-2 nanomotor

ylizeyine baglanmistir.

45. Motorlarin Manyetik Karakterizasyonu ve Hareketlerinin

Gosterilmesi

Nanomotorlarin manyetik karakterizasyon ¢aligmalar1 gere¢ ve yodntem
bolimi  ‘3.2.7. Motorlarin  Manyetik Karakterizasyonu ve Hareketlerinin
Gosterilmesi’ kisminda verildigi tizere gergeklestirilmistir. Au-Ni-PLL ve Au-Ni-
PLL/MemHCI nanomotorlarin uygulanan manyetik alan altindaki hareket hizlari
Image J programi ile analiz edilmistir (n=5). Elde edilen hiz degerleri Tablo 4.11.’de

karsilastirmali olarak verilmektedir.
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Tablo 4.11. Au-Ni-PLL ve Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlarin 270 mT

manyetik alan altinda hiz degerleri (n=5)

Au-Ni-PLL Au-Ni-PLL/MemHCI

Hiz Degerleri (um/sn)

n=1 29,5 18,3

n=2 32,6 141

n=3 35,8 14,8

n=4 36,6 14,9

n=5 37,8 19,3

Ortalama (um/sn) 34,5 16,3

Standart Sapma 34 2,3

RSD 9,9 141

Ayrica nanomotorlarin hareket 6zellikleri Au-Ni-PLL nanomotor ve Au-Ni-
PLL/MemHCI nanomotor olarak Videolar (Video 1-3) halinde gosterilmistir. Yapilan
calismalarda manyetik ortamda (dig bir miknatis) bu nanomotorlarin istenilen rotada
diizgiin bir sekilde hem MemHCI yiikleme hem de yiikleme olmadan rahatlikla
hareket edebildigini gostermektedir. Fakat MemHCI yiikleme ile nanomotorlarin
hizinda anlaml diisiis gdzlenmistir (p<0,05).

Au-Ni-PLL nanomotorlar hareket ettirilerek hem kare sekli ¢izilmis hem de G
harfi ¢izilmistir. (Sekil 4.29. ve Sekil 4.30.) Bu hareketlere ait videolar da ‘8. Ekler’
boliimiinde sunulmustur. (Video 4-5) Verilen sekillerde biraz bulanik noktalarin
olmasinin sebebi mikroskopun otomatik odaklama yapamamasi, nanomotor hareket
ettikce odagin bozulmasidir. Odaklama islemi manuel olarak motoru takip ederek

yapilmigtir.



t1:2 S

_ 5 135

Sekil 4.29. Au-Ni-PLL nanomotorlarla kare sekil ¢izimi

ti=3.4

t=11.8 R

ta=37

ts=49.2

Sekil 4.30. Au-Ni-PLL nanomotorlarla G harfi ¢izimi
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4.6. In Vitro Sahhm Cahsmalar1

Gere¢ ve yontem bolimii “3.2.10. /n Vitro Salim Calismalar” kisminda
belirtildigi tizere Au-Ni-PLL/MemHCI formiilasyonunda in vitro salim g¢alismalari
gerceklestirilmistir. Hazirlanmis olan Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlardan pH 7,4
PBS ortamlarinda 72 saat boyunca diyaliz membran yontemi ile gerceklestirilen
salim ¢alismalarina iligkin sonuglar Sekil 4.31.’de verilmektedir.

Bu sonuglarin daha iyi incelenebilmesi ve yorumlanabilmesi igin, ilk 24
saatteki salim profilleri detaylandirilarak ek grafik olarak Sekil 4.32. igerisinde

sunulmustur.

100

75

50

% Kkimdalatif Salim

25

==@=Au-Ni-PLL/MemHCI

Saat

Sekil 4.31. Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlara ait 72 saatlik % kiimiilatif salim

grafigi (Ort. = SH, n=3).
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% Kkimdalatif Salim

=@=—Au-Ni-PLL/MemHCI

15 20

Saat

Sekil 4.32. Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlara ait 24 saatlik % kiimiilatif salim
grafigi (Ort. + SH, n=3)
Salim sonuglar1 Ege Universitesi tarafindan gelistirilen kinetik programinda
analiz edilerek salim kineti8i tespiti yapilmisti. Buradan alinan sonuglar Tablo
4.12.°de sunulmaktadir. Alinan sonuglara gére Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor

sistemi birinci derece salim kinetigine sahiptir. r> degeri 0,9736’dur.

Tablo 4.12. Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlarin salim kinetigi analizi
sonucu alinan r? degerleri

Salim Tipi r?

RRSBW 0,9353
M. Langenbucher 0,9470
BTa 0,9148
Higuchi 0,9278
Langenbucher 0,8929
Birinci derece 0,9736
Hopfenberg 0,7835
Hixon Crowel 0,9413
Sifirinci derece 0,7835
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4.7. Nanomotor Stabilite Calismalari

Nanomotorlarda stabilite ¢alismalar1 gere¢ ve yontem bolimi 3.2.9.
Nanomotor Stabilite Caligmalar1’ kisminda belirtildigi lizere etkin madde yiikli
olmayan nanomotorlar (Au-Ni-PLL) tiizerinde gerceklestirilmistir. Nanomotorlar
saklama sirasinda agregasyonunu dnlemek icin bir miktar su igerisinde tutulmaktadir.
Bu nedenle memantin yiiklii nanomotorlar saklanmak istediginde {izerindeki
memantini ortama salacaktir. Bu nedenle memantin yiikli nanomotorlarin
stabilitesini incelemek miimkiin olmamaktadir. Ayrica suya gecen memantin de
ortamda stabil kalamayacaktir. Bos nanomotorlarin stabilite ¢alismalarinin tespiti i¢in
farkli zaman noktalarinda alinan ornekler PGE elektrota tutturularak iletkenlik
ozellikleri incelenmistir. 25°C+2°C’de alinan akima kars1 potansiyel grafikleri Sekil
4.33.’te sunulmaktadir. 5°C+3°C’de alinan egriler ise Sekil 4.34. ve 4.35.te

sunulmustur.

25°C +2°C

—s=— Ciplak PGE

—+— Au-Ni-PLLL

—— Au-Ni-PLL/MemHCI
—=—4. ay

B.ay

Potansiyel (V)

L
(=]

,0001 -07 1 0,00005 0,0001 0,00015

Akim (A)

Sekil 4.33. 25°C+2°C stabilite numunelerine ait elektrokimyasal egriler
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5°C+3°C
0.7

0.6

Potansiyel (V)

—— Ciplak PGE

—— Au-Ni-PLLL

—— Au-Ni-PLL/MemHCI
——3.ay

——12.ay

'
=

,0001 -00800g 0,00005

Akim (A)

0,0001 0,00015

Sekil 4.34. 5°C+3°C stabilite numunelerine ait elektrokimyasal egriler

5°C +3°C

0,7

0,6

Potansiyel (V)

12.ay
——6G.ay
——1l.ay

3.ay
——Q.ay
—10.ay

-0,0001 -0,00008 -0,00006%

0.4

Alam (A)

0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001

Sekil 4.35. 5°C+3°C stabilite numunelerine ait elektrokimyasal egriler

Bu egriler incelendiginde 25°C+2°C’de 6. ayda nanomotorlarin ¢iplak PGE

elektrotla ¢ok benzer bir indirgenme- yiikseltgenme egrisi verdigi gozlenmistir. Bu

durum nanomotorlarin 6. Aydan itibaren elektriksel iletkenliginde meydana

gelebilecek degisimi isaret etmektedir.
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5°C£3°C’de ise egriler incelendiginde tiim numuneler aras1 ufak farkliliklar
gozlenmis olup 12. Ay numunesinde alinan egrinin taze hazirlanmis Au-Ni-PLL
nanomotorlar ile benzer oldugu gézlenmis, bu da stabilitesini 12.ayda korudugunu

distindiirmiistiir.
4.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

4.8.1. Nanomotorlarin Hiicre Canlhhgmma Zarar Vermediginin

Dogrulanmasi

Nanomotorlarin  hiicre canlilifina zarar vermediginin dogrulanmasi
calismalar1 Gereg ve Yontem “3.2.10. Hiicre Kiiltiirii Calismalar1’ boliimiinde verilen
basamaklara gore gergeklestirilmistir. HEK293T, SH-SY5Y ve hCMEC-D3
hiicreleri 48 saat boyunca belirlenen konsantrasyonlardaki etkin madde c¢ozeltileri ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda MTT analizi gergeklestirilmis ve hiicre
canliliklarindan yola ¢ikarak ICsg ve 1C20 degerleri hesaplanmuigtir.

Bu hesaplamalar sonucunda, HEK293T hiicrelerinin %50’sinin canliligin
kaybettigi deger (ICso) MemHCI ¢ozeltisi igin 136 uM olarak belirlenmistir. 1C2o
degeri ise yani hiicrelerin %20’sinin canliligint kaybettigi deger 43,70 uM olarak
belirlenmistir.

SH-SYS5Y hiicreleri iizerindeki MemHCI ¢o6zeltisi ICso degeri ise 242 uM
olarak belirlenmistir. 1C20 degeri ise 90 uM olarak belirlenmistir.

Ayni sekilde hCMEC-D3 hiicreleri izerindeki MemHCI ¢ozeltisi 1Cso degeri
692 uM olarak belirlenmistir. 1C20 degeri ise 234 uM olarak belirlenmistir.

HEK?293T Hiicre hattina ait 24 saat ve 48 saatlik MTT test sonuclar1 sirasiyla
Sekil 4.36. ve Sekil 4.37.’de verilmektedir.
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HEK?293T
120
100
< 80
=
E
8 60
40 el Au-Ni-PLL/MemHCI -
24h
Au-Ni-PLL-24h
20
«=@==|\lem HCI-24h
0
ouM 479 uM 9.59uM 19.18 uM 3836 uM  76.72 uM
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.36. HEK293T Hiicrelerinin Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor, Au-Ni-PLL
motor ve MemHCI ¢ozeltisi ile 24 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen
% canlilik degerleri (Ort. + SH, n=3).

HEK293T
120
100
T 80
=
S 60 .
© =
o » = - -
; \.\. .
el Au-Ni-PLL/MemHCI -
48h
20 Au-Ni-PLL-48h
0 «=@==|em HCI- 48h
OuM  479uM 959 uM 19.18 uM 38.36 uM  76.72 uM
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.37. HEK293T Hiicrelerinin Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor, Au-Ni-PLL
motor ve MemHCI ¢ozeltisi ile 48 saat inkiibasyon sonrast elde edilen %
canlilik degerleri (Ort. + SH, n=3).
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SH-SY5Y Hiicre hattinda gerceklestirilen canlilik caligmalarina ait 24 saat ve
48 saatlik MTT sonuglari ise sirasiyla Sekil 4.38. ve Sekil 4.39.”da verilmistir.

SH-SY5Y
120
100 -
80 i
S
4
= 60
=
(00}
(@]
40 == Au-Ni-PLL/MemHCI -
24h
20 Au-Ni-PLL -24h
0 a=@==\em HCI-24h
0 uM 21.25 pM 42.5 uM 85 puM 170 uM
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.38. SH-SYS5Y Hiicrelerinin Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor, Au-Ni-PLL
motor ve MemHCI ¢ozeltisi ile 24 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen
% canlilik degerleri (Ort. + SH, n=3).

SH-SY5Y
120
100
80
S
4
= 60
=
©
o
40 =@ Au-Ni-PLL/MemHClI -
48h
20 Au-Ni-PLL-48h
0 e=@==|em HCI-48h
oM 21.25 uM 42.5 uM 85 uM 170 uM
Konsantrasyon (LM)

Sekil 4.39. SH-SYS5Y Hiicrelerinin Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor, Au-Ni-PLL
motor ve MemHCI ¢ozeltisi ile 48 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen
% canlilik degerleri (Ort. + SH, n=3).
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hCMEC-D3 hiicre hattinda gergeklestirilen canlilik ¢aligmalarina ait 24 saat
ve 48 saatlik MTT sonuglari ise sirastyla Sekil 4.40. ve Sekil 4.41.°de verilmistir.

hCMEC-D3
120

100 ———
—_— -
T T “
-+ L T T

4 L

(o]
o

D
o

Canlilik (%)

B
o

== Au-Ni-PLL/MemHCI-24h

Au-Ni-PLL-24h

N
o

e=@==|lem HCI-24h

ouM 45 uM 90 uM 125 uM 250 uM

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.40. hCMEC-D3 Hiicrelerinin Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor, Au-Ni-PLL
motor ve MemHCI ¢ozeltisi ile 24 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen %
canlilik degerleri (Ort. £ SH, n=3).

120 hCMEC-D3
100
80
. T T
= 60 1 |
< |
©
S |
40 == Au-Ni-PLL/MemHCI-
48h
50 Au-Ni-PLL-48h
—@—\Mem HCl-48h
0
0uM 45 uM 90 uM 125 uM 250 uM

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.41. hCMEC-D3 Hiicrelerinin Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor, Au-Ni-PLL
motor ve MemHCI ¢o6zeltisi ile 48 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen %
canlilik degerleri (Ort. + SH, n=3).
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4.8.2. Nanomotor Formiilasyonlarimin Hiicre I¢erisine Allm Analizleri

Gereg ve yontem boliimi “3.2.10. Hiicre Kiiltiirii Calismalar1”, Nanomotor
Formiilasyonlarmin Hiicre Igerisine Alim Analizleri kisminda belirtildigi iizere
nanomotorlar Nil kirmiz1 ile yiiklendikten sonra hiicrelere uygulanmistir. Uygulama
sonrasi nanomotorlara 270 mT degerinde manyetik alanda miknatis ile hiicrelere
dogru itme kuvveti uygulanmistir. 1.5, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde hiicre inkiibasyonlari
kontrol edilmistir. Hiicre i¢ine alim sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in, zamana kars1
ortalama floresan yogunluk (MFI) grafigi olusturulmustur. SH-SY5Y hiicreleri igin
bu grafik Sekil 4.42.’de sunulmustur. hCMEC-D3 hiicreleri igin ise grafik Sekil

4.43.’te sunulmustur.

9000 -
8000 -
7000 A
6000 A

5000 +

MF

4000 —— Au-Ni-PLL/NR

3000 A

2000 A

1000 A

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (saat)

Sekil 4.42. Nil kirmizis1 yiiklii nanomotor formiilasyonlarinin SH-SYSY  hiicreleri

tarafindan hiicre i¢ine alimlarinin akis sitometri yontemiyle degerlendirilmesi (n=2).
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Sekil 4.43. Nil kirmizis1 yiiklii nanomotor formiilasyonlarinin NCMEC-D3 hiicreleri
tarafindan  hiicre icine alimlarmin akig sitometri yOntemiyle
degerlendirilmesi (n=2).

Alinan sonuglar SH-SYSY hiicrelerinde 24 saat boyunca artan hiicre igine alimi

gostermektedir. hCMEC-D3 hiicrelerinde ise maksimum hiicre igerisine alim 6.

saatte gozlenmistir.

4.8.3. Tirozin reseptér kinaz B (TrkB) Enzimini Yiiksek Diizeyde Ifade

Eden Hiicrelerin Olusturulmasi

TrkB enzimini yiiksek diizeyde ifade eden HEK293T hiicreleri (TrkB
(NTRK2) plazmid aktarimiyla olusturulmustur. Gen transfeksiyonundan 24 saat
sonra yapilan BACEI enzim aktivite testi ile transfekte ve non-transfekte hiicrelerde
enzim aktivitesi karsilastirilmistir. Test sonucu Sekil 4.44.’de verilmistir. Alinan
sonuclarda non-transfekte hiicrelerde enzim aktivitesi gozlenmezken transfeksiyon
yapilmis hiicreler enzim aktivitesi gozlenmistir. Bu sonuglar da transfeksiyonun

basarili oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 4.44. TrkB transfekte ve non-transfekte HEK293T hiicrelerinde BACE1 enzim
aktivite karsilagtirllmas1 (Sonuglar blank kontrol verilerine gore
normalize edilmistir. Istatistiksel farklibik; * p<0.05; olarak
sunulmustur.)

4.8.4. Nanomotor Formiilasyonuna Yiiklenen Memantinin TrkB’yi
Uyararak BACEl1 Enzim Aktivitesini Diisiirme Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Memantin yiikli nanomotorlarin BACEl enzim aktivitesini diigiirme
etkinliginin degerlendirilmesi i¢in Au-Ni-PLL-MemHCI nanomotorlar SH-SY5Y ve
transfekte HEK293T hiicrelerine uygulanmis ve karsilastirmak igin sadece Au-Ni-
PLL nanomotorlar, memantin ¢o6zeltisi ve sadece besiyeri uygulanan gruplar
kullanilmistir. Sonuglar Western Blot yontemi ve BACE1 enzim aktivite testi ile
degerlendirilmistir.. Alinan sonuglar asagida verilmis olup Sekil 4.45. Transfekte
HEK293T hiicrelerinde alinan Western Blot yontemi sonucunda elde edilen bantlar

gostermektedir.

Sekil 4.46. ise Transfekte HEK293T hiicrelerinde yapilan uygulamalar

sonucu aliman BACE1 enzim aktivite test sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 4.45. HEK293T hiicre hattinda Au-Ni-PLL, Au-Ni-PLL/MemHCI
nanomotorlar ve memantin ¢ozeltisi uygulamasi sonucu TrkB
aktivasyonunu gosteren Western Blot analiz sonuglar1 (n=3)

HEK293T hiicre grubunda Alinan sonuglar TrkB gen transfeksiyonu yapilan
hiicrelerde TrkB bandi varligin1 gostermistir. Bu da transfeksiyonun basarili oldugu
dogrulamaktadir. Transfekte grup ile diger uygulama gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunmustur (p<0,05). Au-Ni-PLL/MemHCI formiilasyon grubunda total TrkB
ifadesi diger gruplardan daha yiiksek bulunmustur (p>0,05).
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Sekil 4.46. Transfekte HEK293T hiicre hattinda BACE1 enzim aktivitesinde
degisikligi gosteren grafik (Sonuglar transfekte HEK293T kontrol
grubuna (uygulama yapilmamis hiicreler) gore normalize edilmistir.
[statistiksel farklilik; * p<0,05 ** p<0,01, *** p<0,001; ****
p <0,0001 olarak sunulmustur.)

Almman BACE1 enzim aktivite testi sonuglar1 transfekte HEK293T hiicre
hattinda uygulanan Au-Ni-PLL/MemHCI formiilasyon grubunun enzim aktivitesinde

en yiiksek diislise sebep olan grup oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.47. ise SH-SYSY hiicre hattinda alinan Western Blot yontemi
sonucunda elde edilen bantlar1 gostermektedir. Sekil 4.48. ise SH-SY5Y hiicre

hattinda BACEI1 enzim aktivite testi sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 4.47. SH-SYS5Y hiicre hattinda Au-Ni-PLL, Au-Ni-PLL/MemHCI
nanomotorlar ve memantin ¢ozeltisi uygulamasi sonucu TrkB
aktivasyonunu gosteren analiz sonuglar1 (n=3)

SH-SYS5Y hiicre hattinda gergeklestirilen Western Blot analizi sonuglar1 Au-
Ni-PLL/MemHCI formiilasyon grubunda total TrkB diizeyinde artis1 gostermektedir.
Burada Au-Ni-PLL ve Au-Ni-PLL/MemHCI formiilasyon gruplari arasi yiiksek
farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.48. SH-SYS5Y hiicre hattinda BACEI enzim aktivitesinde degisikligi
gosteren grafik (Sonuglar kontrol SH-SY5Y hiicrelerine gére normalize
edilmistir. Istatistiksel farklilik; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001;
**** n <0,0001 olarak sunulmustur.)
Alinan sonuglar SH-SY5Y hiicre hattinda Au-Ni-PLL/MemHCI formiilasyon
grubunun en az memantin ¢ozeltisi diizeyinde enzim aktivite diisiisiine sebep

oldugunu gostermistir. Ayrica bos nanomotorlarin da aktivite de diisiis yarattig

gbzlenmistir.

4.8.5. Nanomotor Formiilasyonu ile Tasinan Etken Maddenin Kan-Beyin

Engeli Varh@inda TrkB ve Beta Sekretaz Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Kan Beyin Engeli in-vitro modeli gere¢ ve yontem bolimii ‘3.2.10. Hiicre
Kiiltiirii Calismalar1” kismi1 ‘Nanomotor Formiilasyonu ile Taginan Etken Maddenin
Kan-Beyin Engeli Varliginda TrkB ve Beta Sekretaz Uzerine Etkilerinin Incelenmesi’
alt basliginda anlatildigi iizere hazirlanmisg ve analiz gergeklestirilmistir. Burada
uygulama yapilacak motor dozu SH-SY5Y hiicrelerinde belirlenen I1C2o degeri olarak
se¢ilmistir. Bunun sebebi iist katmanda hCMEC-D3 hiicreleri ve alt katmanda

bulunan SH-SYS5Y hiicrelerinden ikisine de toksik etki yaratmayacak olan yani IC20
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dozlarindan diisiik olaninin se¢ilmesidir. hCMEC-D3 hiicrelerine ait IC20 degeri daha
yiiksek olup bu dozun se¢ilmesi durumunda alt katmana gecen (yani KBE’yi gegen)
nanomotorlar burada bulunan SH-SY5Y hiicrelerinin 6liimiine neden olup deneysel
sonuglart etkileyecektir. Bu nedenle iki hiicre hattinda da canlilik kaybina yol
acmayacak deger segilmistir. Au-Ni-PLL, Au-Ni-PLL/MemHCI ve Memantin
¢ozeltisi uygulanmig, uygulamadan 24 saat sonra once alt kompartmandan hiicre
besiyerleri toplanarak LC-MS/MS ile analize alinmis, SH-SY5Y hiicrelerinden ise
WB analizi i¢in lizatlar ¢ikarilmisti. Ancak lizatlardan yeterli miktarda protein
¢ikarilamadigi igin Western Blot analizi gergeklestirilememistir. Hazirlanan lizatlar
ile BACEL aktivite testi gergeklestirilmistir.

KBE modelinde bariyerin olusup olusmadiginin kontrolii ve sonrasinda
formiilasyon uygulamasini takiben bariyerin biitiinliiglini korumaya devam edip
etmediginin kontrolii TEER Ol¢iimleri alinarak saglanmistir. Giin agir1 alinan
Olclimlerin degeri zamana kars1 grafiklestirilmistir. hCMEC-D3 hiicrelerine ait TEER
degerleri Sekil 4.49.°da verilmistir. Sonuglar 14. Giinde bariyerin olustugu ve

nanomotor uygulamasi sonrast da bariyerin biitlinliigiiniin  bozulmadigini

gostermektedir.
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Sekil 4.49. In vitro KBE modeli olusturma esnasinda 6l¢iilen hCMEC-D3 hiicreleri
TEER degerleri
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Sekil 4.50.’de KBE’de iist kompartmana uygulanan formiilasyonun alt
kompartmana gecisine baghh olarak alt kompartmanda bulunan SH-SYS5Y

hiicrelerindeki BACE1 enzim aktivite degisikliklerini gosteren grafik sunulmaktadir.

SH-SY5Y (in vitro KBE model)
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Sekil 4.50. In-vitro KBE modelinde alt kompartmandan alman SH-SY5Y hiicre
hattinda BACE1l enzim aktivitesinde degisikligi gosteren grafik
(Sonuglar kontrol SH-SYS5Y hiicrelerine goére normalize edilmistir.
Istatistiksel farklihk; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;, ***=*
p <0,0001 olarak sunulmustur.)

BACEl enzim aktivite testi sonuglarina gore Au-Ni-PLL/MemHCI
formiilasyon grubunun enzim aktivitesinde onemli derecede diislise neden oldugu
gozlenmistir. Diger gruplart igerisinde en yiiksek aktivite diisiisi Au-Ni-
PLL/MemHCI formiilasyon uygulamasi sonrasi gozlenmistir. En az diisiis bos Au-
Ni-PLL nanomotorlarda go6zlenmis, memantin ¢ozeltisi ise bos AuU-Ni-PLL
grubundan daha yiiksek seviyede aktivite diisiisiine neden olmustur.

Alt kompartmandan toplanan besiyeri igerisindeki memantinin LC-MS/MS
ile tayini sonuglar1 asagida verilmistir. Bu miktarlar KBE’yi gecen miktarlar
yansitmaktadir. Ust kompartmana uygulanan memantin miktart ¢ozeltide de
nanomotorda da 90 puM’dir. Bu baslangi¢ derisiminden hareketle KBE’yi gegis
ylzdeleri de hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.12.’de sunulmaktadir.
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Tablo 4.13. in-vitro KBE modeli alt kompartmandan toplanan besiyerinde

memantinin LC-MS/MS ile tayini sonuglar1 ve yiizdeleri (n=4)

Konsantrasyon %
Au-Ni-PLL 0 0
Au-Ni-PLL 0 0
Au-Ni-PLL 0 0
Au-Ni-PLL 0 0
Au-Ni-PLL/MemHCI 19,25 uM 21,39
Au-Ni-PLL/MemHCI 16,60 uM 18,44
Au-Ni-PLL/MemHCI 16,88 uM 18,76
Au-Ni-PLL/MemHCI 17,67 uM 19,63
Ortalama 17,60 uM 19,56
Standart Sapma 1,19 1,32
Memantin 16,28 uM 18,08
Memantin 15,10 uM 16,77
Memantin 15,45 uM 17,27
Memantin 19,02 uM 21,13
Ortalama 16,46 uM 18,31
Standart Sapma 1,76 1,95

Sonuglar incelendiginde Au-Ni-PLL/MemHCI formiilasyonu uygulanan
grupta hesaplanan alt kompartmandaki etkin madde miktar1 17,60+1,19 uM’dir. Bu
da %19,56+1,32’ye denk gelmektedir.

Sadece memantin ¢ozeltisi uygulanan grupta ise alt kompartmandaki etkin
madde miktar1 16,46+£1,76 uM olarak hesaplanmistir. Bu miktarin yiizde degeri ise
%18,31+1,95°tir. Iki grup arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05).

4.9. in-vitro Hiicre Kiiltiirii Modelinde Metabolomik Analizlerin

Yapilmasi

Metabolomik analiz calismalar1 gere¢ ve ydntem boliimii 3.2.11 In-vitro
hiicre kiiltiirii modelinde metabolomik analizlerin yapilmasi1’ kisminda verildigi iizere

iki ayr1 yontemle gergeklestirilerek daha fazla miktarda metabolit taranmigtir. Bunun
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icin kullanilan yontemler GC-MS ve LCqTOF-MS’dir. Alinan sonuglar PCA
(Principal Component Analysis - Temel Bilesenler Analizi), PLS-DA (Partial Least
Squares Discriminant Analysis - En Kiigiik Kareler Farklilastirma Analizi), VIP
(Variable Importance in Projection - Yansimadaki Degisken Onemi) grafikleri ve
Metabolit Is1 Haritas1 (Heat Map) ile verilmistir. Tiim metabolitlerin Au-Ni-PLL
nanomotorlar, Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlar ve memantin ¢ozeltisi uygulama
gruplar1 arasinda anlamhi farkliligimin  olup olmadig1 yapilan t testi ile
degerlendirilmistir. Test sonucunda elde edilen p-degerinin 0.05'ten kiigiik bulundugu

gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu kabul edilmistir.

Alman tgcli karsilastirma sonuglarinin PCA grafigi ve PLS-DA grafigi Sekil
4.51.°de sunulmustur. Ayn1 gruplarda tespit edilen metabolitlerin Metabolit Is1
Haritas1 (Heat Map) olarak sunumu ve VIP (Variable Importance in Projection -
Yansimadaki Degisken Onemi) grafigi sekil 4.52.’de verilmistir. Beklendigi iizere
AU-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlarin metabolik profilinin hem Au-Ni-PLL

nanomotorlar ile hem de memantin ¢6zeltisi ile ortak noktalar: bulunmaktadir.

Au-Ni-PLL  nanomotorlar ile  Au-Ni-PLL/MemHCI  nanomotorlarin
karsilagtirildigt PCA grafigi ve PLS-DA grafigi Sekil 4.53.’te sunulmustur. Ayni
gruplarda tespit edilen metabolitlerin Metabolit Is1 Haritas1 (Heat Map) olarak
sunumu ve VIP (Variable Importance in Projection - Yansimadaki Degisken Onemi)
grafigi sekil 4.54.’te verilmistir. Sonuglara gore Au-Ni-PLL nanomotorlar ile Au-Ni-
PLL/MemHCI nanomotorlarin metabolomik profili birbirinden farkli seyretmektedir.
Bu farkliligin kaynagi memantin yiikleme islemidir ve basarili bir sekilde yiiklenen

memantinin metabolomik profili etkiledigini gostermektedir.

Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlar ile memantin ¢ozeltisi karsilastirildigt PCA
grafigi ve PLS-DA grafigi ise Sekil 4.55.’te sunulmustur. Ayn1 gruplarda tespit edilen
metabolitlerin Metabolit Is1 Haritas1 (Heat Map) olarak sunumu ve VIP (Variable
Importance in Projection - Yansimadaki Degisken Onemi) grafigi ise sekil 4.56.’da
verilmistir. Bu karsilagtirmada iki grubun metabolit profilinde yine farkliliklar
goziikmektedir. Tek bagina Au-Ni-PLL yapisinin da metabolomik profile etkisi

bulunmaktadir.
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Sekil 4.51. Au-Ni-PLL nanomotor, Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor ve memantin
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cozeltisi uygulanmis hiicre drneklerindeki metabolit diizeylerine ait PCA
(Principal Component Analysis) ve PLS-DA (Partial least squares-
discriminant analysis) skor grafikleri
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Sekil 4.52. Gruplarin metabolik profilinin karsilastirilmasi. A) Au-Ni-PLL

nanomotor,  Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor ve memantin ¢ozelti
gruplarinin  ayrilmasinda etkili olan metabolitlerin VIP (Variable
importance in projection) grafigi (VIP de farklilasmadaki en etkili ilk 15
metabolit alinmistir.), B) Au-Ni-PLL nanomotor, Au-Ni-PLL/MemHClI
nanomotor ve memantin gruplarindaki metabolitlerin 1s1 haritasi
(Heatmap) grafigi (Heat mapte farklilasmadaki en etkili ilk 50 metabolit
alinmustir.)
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Sekil 4.53. Au-Ni-PLL nanomotor ile Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor uygulanmis
hiicre Orneklerindeki metabolit diizeylerine ait PCA (Principal
Component Analysis) ve PLS-DA (Partial least squares-discriminant
analysis) skor grafikleri
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Sekil 4.54. Gruplarin metabolik profilinin karsilastiriimasi. A) Au-Ni-PLL ile Au-Ni
PLL/MemHCI nanomotor gruplarinin  ayrilmasinda etkili  olan
metabolitlerin VIP (Variable importance in projection) grafigi (VIP de
farklilagsmadaki en etkili ilk 15 metabolit alinmistir.), B) Au-Ni-PLL ile
Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor gruplarindaki metabolitlerin 1s1 haritasi
(Heatmap) grafigi (Heat mapte farklilasmadaki en etkili ilk 50 metabolit
alinmustir.)
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Sekil 4.55. Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotor ile memantin ¢ozeltisi uygulanmis
hiicre 6rneklerindeki metabolit diizeylerine ait PCA (Principal Component Analysis)
ve PLS-DA (Partial least squares-discriminant analysis) skor grafikleri
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Sekil 4.56. Gruplarin metabolik profilinin karsilastirilmasi. A) Au-Ni-PLL/MemHCI
nanomotor ile memantin ¢ozeltisi gruplarinin ayrilmasinda etkili olan
metabolitlerin VIP (Variable importance in projection) grafigi (VIP de
farklilasmadaki en etkili ilk 15 metabolit alinmistir.), B) Au-Ni-
PLL/MemHCI ile memantin ¢ozeltisi gruplarindaki metabolitlerin 1s1
haritas1 (Heatmap) grafigi (Heat mapte farklilasmadaki en etkili ilk 50

metabolit alinmaistir.)
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4.10. In Vive Cahsmalar

Gereg ve yontem boliimii 3.2.12. In vivo Calismalar’ kisminda verildigi
tizere saglikli BALB-C farelerde gerceklestirilen biyodagilim ¢alismalarina iliskin
sonuglar Sekil 4.57. ve Sekil 4.58.’de verilmektedir. Nanomotorlarin enjekte
edilmesinden 30 dk ve 2 saat sonra sakrifikasyon sonrasi disekte edilmis organlarin
goriintiilenmesi Newton 7.0 cihazi ile gergeklestirilmistir. Nil kirmizis1 yiiklii
nanomotorlar (Au-Ni-PLL/NR) uygulama formiilasyonu olup formiilasyonun
hedeflendirme etkinliginin tespit edilebilmesi amaciyla 6nce %1 DMSO’da
¢oziilerek PBS igerisinde eklenmis nil kirmizi kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Ayrica alinan oto floresan (AF) degeri de kontrol olarak eklenmistir. Goriintiilerden
elde edilen ortalama floresan yogunluk degerleri standart sapmalari ile grafik olarak
bildirilmis ve istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde Au-Ni-PLL/NR nanomotorlarin en yogun olarak beyin dokusunda
tutulum gosterdigi goriilmektedir. Ayrica nanomotorlarin akcigerde de yogun
tutuluma ugradig tespit edilmistir. Sekil 4.57.’de Nil kirmizis1 yiiklii nanomotorlarin
farelere uygulanmasi sonucunda organlarin Newton 7.0 cihazi altindaki goriintiileri
sunulmustur. Sekil 4.58.’de ise Nil kirmizist yiikli nanomotorlarin farelere

uygulanmas1 sonucunda MFI degerlerinin kiyaslandig1 grafik sunulmustur.
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Sekil 4.57. Nil kirmizis1 yiiklii nanomotorlarin farelere uygulanmasi sonucunda elde
edilen farkli organlara ait 30 dk ve 2 saat post-enjeksiyon biyodagilim calismasi
sonuglart ( AC: Akciger KC: Karaciger)
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Sekil 4.58. Nil kirmizis1 yiiklii nanomotorlarin farelere uygulanmasi sonucunda elde
edilen farkli organlara 30 dk ve 2 saat post-enjeksiyon ait biyodagilim galismasi
sonuglari ( AC: Akciger KC: Karaciger) (Istatistiksel farkliliklar sirastyla; * p < 0,05;
** p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 olarak belirtilmistir.)

Alman sonuglar 30 dk post-enjeksiyon noktasinda beyinde en yiiksek oranda
AuU-Ni-PLL/NR tutulumunu géstermektedir. 2 saat post-enjeksiyonda ise bobrek ve
karaciger tutulumunda da artig gozlenmistir. Her iki zaman noktasinda da kontrol

grubuna kiyasla beyin dokusunda daha yiiksek oranda tutulum gozlenmistir.
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5. TARTISMA

Tez calismalar1 kapsaminda Alzheimer Hastaliginin tedavisi amaciyla
MemHCI yiiklii nanomotor formiilasyonlar1 ilag tagiyici sistem olarak tasarlanmis ve
tasarlanan bu sistem basarili bir sekilde gelistirilerek in vitro ve in vivo
karakterizasyon c¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Tez calismalar1 kapsaminda elde edilen

sonuglar bu boliimde bilimsel olarak tartigilmig ve literatiir ile kiyaslama yapilmistir.

5.1. Memantin’ in Miktar Tayini Yapilmasmna Yonelik LC-MS/MS

Analitik Yontem Validasyonu

Diger kromatografik dedektorlere kiyasla kiitle spektrofotometresinin (MS)
hassas ve oldukg¢a spesifik dogasi nedeniyle, MS'min kromatografik tekniklerle
birlestirilmesi her zaman istenmistir. Gaz kromatografisinin MS'ye (GC-MS)
baglanmasi, 1950'lerde, 1970'lerden itibaren saglanmistir. Nispeten ucuz ve giivenilir
GC-MS sistemleri artik birgok klinik biyokimya laboratuvarinda kullanilabilmektedir
ve karmagik karigimlarin analizinin ve agik tanimlamanin gerekli oldugu cesitli
alanlarda vazgecilmezdir. MS'in Sivi  kromatografisi (LC), (LC-MS) ile
birlestirilmesi de bir diger ilerleme olarak degerlendirilmistir, ancak mevcut MS iyon
kaynaklarimin siirekli bir sivi akisi ile goreceli uyumsuzlugu nedeniyle bu alandaki
ilerleme uzun yillar smirli kalmisti. Bu durum, 1980'lerde Fenn tarafindan
elektrosprey iyon kaynagmin gelistirilmesiyle degismistir. Fenn, biyolojik
molekiillerin analizi i¢in son derece kullanigh bir bagka MS iyonizasyon teknigi olan
matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonunu gelistiren Koichi Tanaka ile 2002
yilinda Nobel Odiilii'ne layik goriilmiistiir (132).

Sivi kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS),
stvi kromatografi (HPLC) ve kiitle spektrometrisinin (MS) birlesiminden olusan bir
analitik kimya teknigidir. Bu teknik hem fiziksel ayirma yeteneklerini hem de kiitle
analizi yeteneklerini bir araya getirmektedir. (133). Eslesmis kromatografi - MS
sistemleri kimyasal analizde yaygin olarak kullanilmaktadir ¢ilinkii her iki teknigin de
bireysel yetenekleri birlestirilmis ve sinerjik hale getirilmistir. S1v1 kromatografisi,
karisimlart farkli bilesenlere ayirirken, kiitle spektrometresi, yliksek molekiiler
ozgillik ve algilama duyarlilig: ile her bir bilesigin yapisal kimligini belirlemeye

yardimct  olmaktadir (133). LC sistemi tarafindan ayristirilan  analitler,
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iyonlastiritlarak MS/MS sistemine iletilmektedir. Bu tandem teknoloji, karmagsik
cevresel ve biyolojik orneklerde bulunan biyokimyasal, organik ve inorganik
bilesikleri hassas bir sekilde analiz etmek igin tercih edilmektedir. Bu nedenle, LC-
MS/MS, biyoteknoloji, ¢evre izleme, gida isleme, farmasétik, zirai ilag ve kozmetik
endiistrileri gibi birgok farkli sektorde kullanilabilmektedir (132, 134).

LC-MS/MS, analitlerin niteliksel ve niceliksel olarak incelenmesine olanak
tanimaktadir. Karmasik ortamlarda tek veya coklu analitlerin tespit edilmesi, eser
diizeydeki bilesiklerin analizi, ilag etken maddelerinin yani sira Kkirlilik ve
metabolitlerinin incelenmesi, gidalardaki katki maddeleri veya pestisitlerin tespiti,
kan, idrar, doku gibi biyolojik 6rneklerin hassas ve dogru bir sekilde analiz edilmesi
icin bu teknik kullanilabilmektedir (132-134).

LC-MS/MS, ¢esitli analitlerin tespitinin yani1 sira numunelerdeki eser
miktarlardaki maddelerin belirlenmesi i¢in tercih edilen en hassas yontemlerden
biridir. Numunenin bilesimini, miktarini ve molekiiler 6zelliklerini belirlemede
onemli bir role sahiptir. Kiigiik molekiillerden biiylik proteinlere kadar genis bir
yelpazede kullanilabilir, bu da polar, iyonik, termal kararlilik gdsteren ve ugucu

olmayan bilesiklerin analizini igerir. (132, 133).
Calisma Prensibi

LC-MS/MS tekniginde molekiiller 6ncelikle fizikokimyasal 6zelliklerine gore
HPLC cihaz ile ayrilir ve sonrasinda ayrilan molekiiller kiitle dedektorii ile analiz
edilmektedir. Molekiillerin iyonizasyon ile uyarilmasi islemi kiitle spektrometreleri
ile gergeklesmekte ve uyarim sonucu molekiiller yiiklii iyonize molekiiller haline
dontigmektedir. Molekiiller birinci kuadrupol filtrede m/z (kiitle/yiik) oranina gore
ayrilmakta ve collision gazi adi verilen yiiksek saflikta 6zel bir gaz ile (Azot)
parcalanmaktadir. Pargalanma sonucu olusan iyonlarin ikinci kuadropol filtrede
daughter veya product ion olarak isimlendirilen ana ve par¢alanma iyonlari
tizerinden teshis ve miktar tayini yapilmaktadir. Aynt m/z oranina sahip bircok
molekiil olabilir, ancak ayni parcalanma iyonlarina sahip olma olasiligi 1/10000'dir.
Bu asama Ornekte bulunan bilesenlerin yapisi, miktar1 ve molekiil agirligi hakkinda

bilgi vermektedir.
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Kiigiik molekiillerden biiyilik proteinlere kadar, polar, iyonik, termal olarak
kararsiz ve ugucu olmayan bilesiklerin analizleri yiiksek hassasiyetle ve hizli bir
sekilde gerceklestirilebilir ~ LC-MS/MS, madde miktarinin ¢ok  diisiik
konsantrasyonlarda (ng/pg) tayin edilmesine olanak tanir. Alinan sonuglarin
validasyonunun saglanmasi sarttir. (134, 135).

Analitik bir yontemin validasyonu, istenilen kullanim amacina uygun olacak
sekilde analitik yontemin uygunlugunu gostermek i¢in yapilan deneysel ¢calismalarin
tamamuini ifade etmektedir.

Deneysel c¢alismalar sonucunda MemHCI’ nin numune igerisinden miktar
tayini yapilabilmesine olanak saglayacak LC-MS/MS analitik yontemi basari ile
gelistirilmis ve tim parametreler lizerinden valide edilmistir. Gelistirilen analitik
yontemin 0.01-10 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu MemHCI i¢in
elde edilen r? degerleri olan 0.998 ile gosterilmistir. MemHCI i¢in 0.08 pg/mL olarak
bulunan LOQ degeri, gelistirilen analitik yontem kullanilarak nanomotor
formiilasyonlarindan salinan etkin madde miktarlarinin tayin edilebilmesine olanak
saglayacak yeterli bir diizeyde hassasiyet saglamistir.

Analitik yontemin segiciligi agisindan degerlendirildigi zaman ise, MemHCI
ve Amt piklerinin tespit edildigi zaman noktalarinda mobil faz veya formiilasyonda
yer alan diger maddelerin girisim yapmadiglr ve bu yontemin etkin madde ve i¢
standart i¢in se¢ici oldugu gosterilmistir.

Validasyon c¢aligmalarindan olan dogrusallik caligmalar1 0.01-10 pg/mL
konsantrasyon araliginda gergeklestirilerek ¢alisilan konsantrasyon araliginda
hazirlanan standart ¢6zeltinin konsantrasyonu ile LC-MS/MS analizi sonucunda elde
edilen pik alan1 arasinda dogrusal bir orant1 oldugu tespit edilmistir. Analize iliskin
sonuglar, Tablo 4.3.’te verilmis olup MemHCI’nin kalibrasyon dogrusu igin r? degeri
0.998 + 0.0005 olarak bulunmustur. Literatiirde de belirtildigi ve ilgili saglk
otoriteleri ve kilavuzlar tarafindan da onaylandig1 iizere, r? degerinin 1’e yakin
olmas1 degiskenler arasi iliskinin giliglii oldugunu ifade eder. Bu bulgular
dogrultusunda, yontemin dogrusalligi, calisilan konsantrasyon araliginda
gosterilmistir (136).

Dogruluk ¢aligmalari 0.01, 0.05, 1.00 ve 5.00 ug/mL olmak tizere kalibrasyon

araliginda bulunan dort farkli konsantrasyonda gergeklestirilmis ve % geri kazanim
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degerleri %96.68+2.62 olarak belirlenmistir. Alinan sonuglarda ortalama geri
kazanim degerlerinin literatiir ile ve FDA kilavuzlari ile uyumlu oldugu gézlenmistir.
Sonug olarak yontemin dogrulugu gosterilmistir (136).

Analitik metodun kesinligi de aym1 4 konsantrasyonda (0.01, 0.05, 1.00 ve
5.00 pg/mL) yapilan giin i¢i ve giinler aras1 ¢alismalarla belirlenmistir. Giin ici
analizler tekrarlanabilirlik giinler arasi analizler ise tekrar elde edilebilirligi
degerlendirmeyi saglamaktadir. Caligmalara ait sonuglar Tablo 4.4.’de sunulmustur.
Olgiimlerden hesaplanan % varyasyon katsayisinin % 2’ye esit veya daha kiigiik
olmasi beklenmektedir. Her iki parametre icin degerlendirilen varyasyon
katsayilarinin % 2'yi agsmadigi ve yontemin tekrarlanabilir ve giin igi ile giinler arasi
elde edilebilirliginin gosterildigi tespit edilmistir (122, 136).

Y ontemin saglamligini test etmek i¢in yapilan ¢alismalarda optimum kosullar
degistirilmesine ragmen sonuglar arasinda anlamli bir farklilhik saptanmamigtir
(p<0,05).

Kararlilik ¢alismalar1 MemHCI sulu ¢ozeltisinin pH 7,4 fosfat tamponunda
24, 48 ve 72 saat olacak sekilde yiritilmistir. 1.00 pug/mL konsantrasyonda
gerceklestirilen ¢aligmalar sonucunda 72 saat boyunca konsantrasyonda bir farklilik
goriilmedigi gosterilmistir.

Yapilan stabilite calismalarinda 0.01 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan
MemHCI stok cozeltileri en az 1 ay siireyle -20 °C’de kararli bulunmugstur. Test
degerleri kabul edilebilir dogruluk (yani, taze numunelerden %85-115) ve kesinlik
(vani, + %15 RSD) simirlari igerisinde bulunmustur (136).

Yontemin tutarlili@inin testi icin iki farkli analist tarafindan hazirlanan
MemHCI ¢ozeltileri analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 t-testi ile karsilastirilmis ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p>0,05) g6zlenmistir.

Tiim bu ¢alismalar sonucunda gelistirilen LC-MS/MS yonteminin ilgili ICH
kilavuzuna gore validasyonu gerceklestirilmis ve gegerli bir yontem oldugu

degerlendirilmistir.
5.2. Nanomotor Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Nanomotor formiilasyonu hazirlamada membran kalip teknigi kullanilmistir.

Bu teknikte nanomotor bileseni olarak kullanilacak malzemeler kalip icerisine
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elektrokimyasal yolla biriktirilmistir ve kaliptan ayrildiginda, ki bahsedilen bu kalip
alimina membrandir, motorlar serbest kalmaktadir. Elektrokimyasal biriktirme
nanomotor sentezinde sik¢a kullanilan bir yontemdir (137, 138). Biriktirme
yapilirken kullanilan Membran kalip yonteminin biiyiik bir avantaji kalip ¢ap1 belirli
oldugu i¢in kaliptan ayrilan her motorun ayni ¢apta olmasidir. Elektro-
polimerizasyon ve elektrokimyasal kaplama teknikleri homojen, kararli ve saglam
yapilarin olusturulabilmesi adina belirli avantajlara sahiptir (139, 140).

Nanomotor yapisinda L-lisin aminoasitinden yola ¢ikilarak olusturulan poli-
L-lisin polimer tabakasi kullanilmistir. Bu polimer, biyouyumlu olmasinin yaninda
yapisinda —COOH ve —NH; fonksiyonel gruplari igermektedir ve elektrokimyasal
polimerizasyonla lisin amino asidinin monomer olarak kullanilmasi ile kendiliginden
fonksiyonel ylizeylere sahip polimer tabanli platformlarin olusmasina sebep
olmaktadir (141). Boylelikle ¢alismada, farkli bir fonksiyonellestirme islemine gerek
duyulmamaktadir. Sentezlenen motorlar fonksiyonel gruplar icerdiginden herhangi
bir ekstra modifikasyon basamagina gerek kalmamasi ve literatiirde amino asit bazli
biyouyumlu nanomotorlarin MemHCI tasima ve salim amagli olarak bulunmamasi
bu nanomotor tasariminin en dnemli avantajlarindan ve 6zgiinliiklerinden biridir.

Giris bolimiinde de bahsedildigi tizere farkli tasarim ve Ozelliklere sahip
nanomotorlar literatiirde bulunmaktadir. Tez kapsaminda iiretilen ve ilag tasiyici
nanosistem olarak kullanilan Au-Ni-PLL nanomotorlar manyetik alan etkisi altinda
hareket eden nanomotorlar grubundadir. Bu nanomotorun kullaniminin avantaji,
katalitik motorlara alternatif olarak gelistirilen yakitsiz nanomotorlar grubunda
olmas1 ve katalitik nanomotorlarin yakitlarindan kaynaklanabilecek toksisitenin bu
grupta goriilmemesidir. Bu nano/mikromotor grubunda hareket mekanizmasi olarak
gliniimiize kadar rapor edilen galigmalar ele alindiginda sadece Manyetik Alan degil
Akustik Alan, Elektrik Alan, Ultrason ve Isik etkileri yer almaktadir (102, 142-145).
Son zamanlarda ortaya konulan ¢alismalar, bu etkilerden 6zellikle Manyetik Alan
altinda etkin hale getirilen ve hareket ettirilen nano/mikromotorlarin ger¢ek yasam
uygulamalari agisindan avantajlar ortaya koyabilecegini isaret etmektedir (146, 147).

Diger hareket mekanizmalarinin doku veya hiicrelere hasar gibi problemler
yaratmasindan dolay1r uygulama anlaminda biraz daha yol katetmesi gerektigi

bildirilmektedir. Ayrica, ultrason gibi etkiler varliginda biyomedikal uygulamalarda
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kontroliin zor oldugu bilinmektedir. Ek olarak, in vivo goriintiilemede arayiizeye
bagli olarak ultrasonik sistemde kuvvetli bir yansima oldugu ve bu nedenle sinyal
gevirici ve biyolojik o©rnek arasinda direkt bir temas kurulmasi gerektigi
bilinmektedir (148-150).

Sentezde kullanilan Ni katmani nanomotor temel yapisinda yer almaktadir.
Manyetik 6zellikli bir madde oldugu i¢in motorlara manyetik alanda hareket
kabiliyetini vermektedir. Au katmani ise nanomotorlarda istenilen morfolojinin
olusturulmasini saglamaktadir. Bu katmanimn uzunlugu optimize edilmistir. Once iki
kez yani iki tabaka olarak Au katmani biriktirilmistir. Nanomotorlarin optik
mikroskopla incelenmesi ve manyetik alanda hareketlerinin takibi sonucunda yapida
ikinci Au tabasina da gerek kalmadan diizgiin morfolojide motorlarin hazirlandigi
tespit edilmistir. Ayrica, bu Au tabaka nanomotorun uzunlugunu gereksiz sekilde
arttirdi@1 i¢in tek tabaka Au tabakasi yeterli olmustur. Ayrica sentez asamasinda
kullanilip daha sonra yapidan ayrilan Cu kurban tabaka da tel olarak membranda
yapilarin diizgiin (konkav formatta) sekilde hazirlanmasina yardimer olmaktadir
(151).

Au tabakasi morfolojik diizenlemenin yani sira PSS aracilifiyla etkin
maddeye motorlara baglanmada ek bir yiizey sunmustur. Burada temel prensip
PSS’in negatif yiiklii siilfonat grubu ile MemHCI’ nin pozitif yiiklii amin grubu arasi
elektrostatik etkilesim gozlenmesidir. Bdylece etkin madde baglanmasina katki
saglamigtir.

Tabakalar olusturulurken kullanilan akim degerleri ve sonucta alinan
elektrokimyasal egriler literatiirle uyumludur (145, 152). Sistemden gegen yiikii sabit
bir sekilde tutmak adma yapilan ¢aligmalarda biriktirme siiresinde oynamalar elde
edilen tabakalarin iist iiste eklenmesi asamasinda degisiklik gosterilmektedir. Bu
durum elektrokimyasal ¢alismalar da beklenen bir siirectir (140, 153). Optimizasyon
caligmalarinda goriilen/elde edilen Onemli durum ve sonuglar su sekilde
paylasilabilir:

- Nanomotorlarin hareketini ve yonlenmesini etkileyen en Onemli unsur
manyetik Ni tabakasidir. Bu nedenle nanomotor kontroliinii, hizin1 ve

manevra kabiliyetini artirmak i¢in bu tabakanin optimizasyonu 6nemlidir. Bu
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nedenle farkli biriktirme siirelerinde sadece titresen (salinan), hareket eden ve
¢ok hizli hareket eden motorlari sentezlemek olasidir.

- 2. kez eklenen Au tabakasi yapiyr gereginden fazla boy anlaminda
uzatmaktadir. Yapiya ait caplar 200 nm gozenek ¢apina sahip alliimina
membranlarda gergeklestigi igin biitiin optimizasyon c¢alismalarinda belirli bir
aralikta kalmaktadir (ortalama 200-300 nm civari). Boy/¢ap orami arttikca
motor hizi arttirabilmektedir.

- Polimerik tabakanin fabrikasyonu i¢in en uygun kosulun doniisiimli
voltametri (CV) teknigi oldugu goriilmistiir. Sabit gerilimde elektroliz (i-t)
yonteminde elde edilen polimerik tabakanin nanomotor morfolojisini
bozdugu tespit edilmistir. Ayrica, CV yonteminde de diizgiin yapilar 10 dongii

sayisinda elde edilmistir.
5.2.1. Partikiil Biiyiikliigii, Partikiil Boyutu Dagilim ve Zeta Potansiyeli

Nanomotorlarin iiretim teknigi olarak membran kalip teknigi kullanildig1 i¢in
caplarmin bu kalibin cap1 ile ayn1 boyutlarda olmasi beklenmektedir. Kullanilan
alimina membranin ¢apt 200 nm’dir. Sentezlenen motorlarin ¢aplart da uyumlu
olarak 200-300 nm arasindadir. Membran kaliptan motorlar1 ¢ikarma islemi sirasinda
capta bir miktar genisleme olabilmektedir. Beyne hedeflendirme i¢in hazirlanan
nanopartikiillerin ¢aplarinin <200 nm olmas1 gerekmektedir (154). Hazirlanan
nanomotorlarin ¢aplart bu limitin iist smirindadir. Ancak hedeflendirmede ayni
zamanda manyetik alan kullanilacaktir. Bu nedenle boyutun hedeflendirmede basari
icin tek bir parametre olarak degerlendirilmemesi gerekmektedir. Partikiil boyutunun
belirlenmesinde ise Malvern Zetasizer cihazi yetersiz kalmaktadir. Bunun sebebi
nanomotorlarin ¢ubuk seklinde olmasidir. Cubuk yapilarin boylart ile ¢aplar
birbirinden anlamli derecede farkli boyutlarda oldugu i¢in cihaz her boyutu farkli bir
motor olarak algilamakta ve PDI degerini yiiksek vermektedir. Bu cihaz ile dl¢tim
kiiresel sekilli nanopartikiiller i¢in daha uygundur (155). Bu nedenle SEM ile
goriintilemede motor boy ve caplart da Olgiilerek karsilastirma yapilmis ve

degerlendirilmistir.
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Bunun haricinde nanomotorlarin zeta potansiyelleri de Malvern Zetasizer ile
Olciilmiistiir. Sonuglar yorumlandiginda MemHCI yiikleme ile nanomotorlarin zeta

potansiyellerinin negatife kaydig1 gézlenmektedir (Tablo 4.8.)
5.2.2. Morfolojik Ozellikler

Sentezlenen nanomotorlarin SEM analizi ile morfolojisi incelenmis ve
nanomotorlarin uzunluk ve yapilariin literatiirdeki metal bazli yapilar ile de uyumlu
oldugu goriilmistir (102, 110, 156, 157). Cubuk seklinde gozlenen nanomotorlarin
caplarinin membran kalip cap1 ile (200 nm) uyumlu oldugu goézlenmistir. Boylarina
dair net bilgi de bu yontemler elde edilmistir ve Malvern Zetasizer ile olgiilen
degerler ile uyumludur.

Nano Elektrokimyasal teknikler kullanilarak elde edilen kararli (robost) ve
aynt (uniform) yapilar polimerik katmani ile birlikte basarili bir sekilde elde

edilmistir.
5.2.3. DSC Analizleri

Nanomotorlarin in vitro karakterizasyon g¢alismalart kapsaminda DSC ile
termal Ozellik belirlenmesi ve enkapsiilasyonun dogrulanmast caligmalari

gergeklestirilmistir.

DSC Analizleri kapsaminda bos nanomotor ve MemHCI yiikli
nanomotorlarin DSC termogramlar ¢ekilerek kiyaslama yapilmistir. Sekil 4.18.’de
verilen termogramlar1 incelendiginde 75.84°C ve 89.58°C’de isaretlenmis erime
piklerinin sirasiyla bos nanomotor yapisinda bulunan Au ve Ni’yi gosteren pikler
oldugu goézlenmistir (158, 159). Memantin HCI yiiklii nanomotorlarda ise motor
yiizeyi MemHCI ile kaplandigr i¢in bos motor yapisinda goézlenen pikler
kaybolmustur. Bu da bize MemHCI’ nin basarili bir sekilde nanomotorlara

yiiklendigini gostermektedir.
5.2.4. Enerji dagilimi X-151m Spektroskopisi (EDX) Analizleri

EDX analizi, enerji dagilimi X-1s1n1 spektroskopisi olarak da adlandirilir ve

bir numunenin yiizeyindeki elementlerin kimyasal bilesimini belirlemek igin
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kullanilan bir tekniktir. Bu analiz, numunenin X-iginina maruz birakilmasiyla

elementlerin karakteristik X-1sin1 yayilimini 6lger (160).

EDX analizi, bir numunenin hangi elementleri i¢erdigini ve bu elementlerin
yogunlugunu belirlemek igin kullanilir. Ozellikle katt numunelerin yiizey
bilesimlerinin analizinde yaygin olarak kullanilir. Ornek olarak, malzeme bilimi,

kimya, metalurji, jeoloji ve biyoloji gibi bir¢ok alaninda kullanilir (160).

Nanomotorlar, ¢ok kii¢iik boyutlara sahip olduklar1 i¢in, onlarin bilesimlerini
ve yapilarin1 belirlemek icin geleneksel analiz yontemleri genellikle yetersiz
kalabilmektedir. EDX, nanomotorlarin yilizeyindeki elementlerin belirlenmesi igin
yararlidir ¢ilinkii bu teknik, numunenin yiizeyindeki elementlerin kimyasal bilesimini
belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu nedenle, nanomotorlarin EDX analizi, bunlarin
bilesimlerini ve yapilarin1 anlamak i¢in 6nemli bir aractir. Hizli ve kullaniligh bir
yontemdir, ayn1 anda birden ¢ok elementin analizine olanak vermektedir. Modern
EDX cihazlar1 yiiksek hassasiyet saglar ve c¢ok diisiik konsantrasyonlardaki
elementleri bile tespit edebilir. Bu, nanomotorlarin bilesimindeki bilesenlerin ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda bile dogru bir sekilde belirlenebilmesini saglamaktadir

(161, 162). Bu nedenle elementel analiz igin EDX yontemi segilmistir.

EDX analizleri sentezlenen Au-Ni-PLL nanomotor yapilari igerisindeki Ni ve
Au varligmi Sekil 4.20.’de belirtildigi iizere acikga ortaya koymaktadir. Ayrica
yapidaki C ve O’da spektrumda gozlenmistir. Bu da yapidaki polimeri isaret
etmektedir. Sentez asamasinda nanomotor yapisina eklenen her bir bilesene sonucta

elde edilen EDX spektrumunda rastlanmistir.
5.2.5. Memantin Yiiklii Nanomotorlarin Hazirlanmasi

Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilmak amaciyla gelistirilen nanomotor
sistemlerine yiiklenmek iizere Memantin model ilag olarak se¢ilmistir. Etkin madde
MemHCI’nin suda ¢ok ¢Ozlinmesi nedeniyle nanomotorlar ile inkiibasyon
calismalarinda MemHCI’nin sulu ¢ozeltisi kullanilmistir. Literatiirde daha once
nanomotorlara MemHCI yiikleme ile ilgili referans alinabilecek bir c¢aligma

bulunmamaktadir. Bu c¢alisma ilk defa ekibimizce gerceklestirilmistir.
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Mikro/nanomotor sistemlerinde ilag yiikleme ve tasima ¢aligmalar1 diger ilag tastyici
sistemlere gore daha yeni bir alan olup yapilmis ¢aligma sayist da oldukga smnirlidir
(98). Au-Ni nanomotorlara daha 6nce yilikleme calismasi yapilan iki etkin madde
bulunmaktadir. Bunlardan ilki doksorubisin digeri ise paklitakseldir (110, 163, 164).
Bunun haricinde Klaritromisin yiiklii magnezyum yapili nanomotorlar ve
mikromotorlar da ¢alisilmistir (165, 166). Bu ii¢ etkin madde de hidrofobik
Ozelliktedir. Aslinda maddelerin hidrofobik 6zellikte olmasi nanomotor yiizeyine
tutunmasinda bir avantaj saglamaktadir. Sulu ortam igerisine kolayca kacamayan
etkin madde motor ylizeyine tutunmaya meyilli davranmaktadir. Bu noktada
MemHCI’nin bir dezavantaji giindeme gelmektedir. Suda ¢oziiniirliigliniin yiiksek
olmasi sebebiyle MemHCI sulu ortamda kalmaya meyilli olmakta, nanomotor
yiizeyine yiiksek ylizdelerde inkiibe edilememektedir. Tek basina MemHCI sulu
cozeltisi ile inkiibasyon etkin maddeyi nanomotor yiizeyine yeterli oranda tutturmay1
saglayamamigtir. Bu nedenle MemHCI ile inkiibasyon oncesi nanomotor yiizeyi ara
ajanlarla muamele edilerek MemHCI’nin tutunabilecegi farkli yiizey bilesenleri
olusturulmaya c¢alisilmistir. Bu noktada literatiir ¢alismalar1 da referans alinarak
EDC-NHS, PSS ve PLGA kullanilacak ara ajanlar olarak se¢ilmistir (102, 167-172).
Literatiirdeki yaygin kullanimi sebebiyle ¢aligmalara EDC-NHS ile baslanmistir ve
derigimleri yine literatiir referans alinarak 10 ve 20 pM olarak hazirlanmigtir (173).
EDC-NHS ile inkiibasyon siiresi 15 dk, 1 saat ve 4 saat olarak ¢alisilmistir. Stireler
arasinda belirgin bir fark gézlenmedigi i¢in siire olarak 15 dk secilmistir. PSS i¢in ise
yine literatiirden faydalanilarak 1 mg/mL konsantrasyon ve 15 dk inkiibasyon siiresi
secilmistir (145). PLGA igin de aymi siire kullanilmis, konsantrasyon ise literatiir
referans alinarak segilmistir (170).

Takip eden MemHCI inkiibasyon islemi igin ise oncelikle 75 uM ve 300 uM
konsantrasyonlarinda calisilmisti. Bu konsantrasyonlar ilk asamada yapilan ICsg
belirleme ¢alismalarindan yola cikilarak secilmistir. Inkiibasyon siiresi ise 1 saat, 6
saat ve 24 saat olarak secilmistir. Bu konsantrasyonlarda yapilan c¢alismalar
sonucunda inkiibasyon siiresi fark etmeksizin konsantrasyonlarin yetersiz kaldigi
goriilmiistii. MemHCI’nin nanomotor yiizeyine baglandigi elektrokimyasal egrilerde
gbzlenmistir. Ancak LC-MS/MS yontemi ile enkapsiilasyon etkinligi Olclilmek

istendiginde enkapsiilasyon saptanamamistir. Bunun nedeni etkin maddenin
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nanomotor ylizeyine ¢ok diisiik oranda baglanmasidir. Bu nedenle MemHCI
konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde artirilarak yeni bir ¢ozelti hazirlanmis ve
inkiibasyon bu ¢ozelti ile gergeklestirilmistir. Inkiibasyon ¢ozeltisi i¢in bu yiiksek
konsantrasyon se¢iminin sebebi fazla miktarda etkin madde ile nanomotor
inkiibasyonu saglayip miimkiin olan en yiiksek oranda etkin madde yiliklenmesini
saglamaktir. Bu konsantrasyon literatiir incelenerek se¢ilmistir (94). 1 saat, 6 saat ve
24 saat olarak calisilan etkin madde inkiibasyon siireleri arasinda belirgin bir fark
gozlenmedigi i¢in siire 1 saat olarak se¢ilmistir.

Etkin madde inkiibasyonu i¢in konsantrasyon ve siiresi optimize edildikten
sonra ara ajan secilmistir. Bu asamada PSS ile ara etkilesim sonrasi enkapsiilasyonun
ve salimin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. PSS’in negatif yiiklii siilfonat grubu ile
pozitif yiikli MemHCI’ nin amin grubu arasi elektrostatik etkilesim ile etkin madde
baglanmaktadir. Bu nedenle bu ara ajan ile etkilesimin daha yiiksek olmasi bu bilgi
ile uyumludur (145).

EDC-NHS ile de yiiksek enkapsiilasyon etkinligi gozlenmesine ragmen salim
calismalarinda salim ortaminda Gl¢iilen etkin madde miktar1 ¢cok cok diisiik olarak
gozlenmistir. Bunun sebebinin EDC-NHS ile kovalent baglanan etkin maddenin bu
kolayca kirilamadig1 i¢in salim ortaminda saptanamamasi olarak yorumlanmistir. Bu
nedenle optimum formiilasyon secilirken EDC-NHS ara ajan kullanimindan
vazgecilmistir.

PLGA ile yapilan calismalarda PLGA icin ¢oziicii olarak Etil asetat
kullanilmistir. Bu noktada PLGA’dan hemen sonra MemHCI inkiibe edileceginde
¢Oziiclisii su oldugu icin etil asetat fazim1 ayirip sulu MemHCI c¢ozeltisi ekleme
asamasinda motorlarin bu farkli ¢oziici gecisi sirasinda tam dagitilamadigi
gdzlenmistir. Bunun yani sira alinan enkapsiilasyon sonuglari arasi varyasyon
gozlenmektedir. Bu nedenle optimum formiilasyon se¢iminde PLGA tercih

edilmemistir.
5.2.6. Enkapsiilasyon Etkinligi

Tez kapsaminda yiiriitiilecek in vitro ve in vivo c¢aligmalara temel saglamak

ve iiretilen nanomotorlara yiiklenen etkin madde miktarlarinin belirlenebilmesi igin
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enkapsiilasyon etkinligi ¢aligmalar1 gerceklestirilmis ve calisma sonuglart Tablo
4.9.°da verilmistir.

Enkapsiilasyon etkinligi (EE) nanopartikiillerin igcerisine enkapsiile edilmesi
hedeflenen etkin maddenin ne derecede basarili bir sekilde yiiklendiginin
matematiksel gosterimi seklinde tanimlanabilmektedir. Tez kapsaminda calisilan
nanomotorlar i¢in bu tanim nanomotorlarin yiizeyine baglanabilen etkin madde
miktarina karsilik gelmektedir. Bu baglamda Tablo 4.9.°da gosterildigi sekilde
hazirlanan tiim formiilasyonlar i¢cin MemHCI’ nin enkapsiilasyon etkinligi tayin
edilmigtir. Kullanilan MemHCI ¢o6zeltisi derisimi arttikca MemHCI  yiikleme
oranmnin  arttifi  gozlenmistir. Inkiibasyon siiresinin uzamasinin (24  sa)
enkapsiilasyona olumlu bir katkis1 gozlenmemistir. Bunun sebebinin motor ylizeyinin
doygunluga ulagmasi oldugu diistiniilmiistiir.

Genel itibariyle enkapsiilasyon etkinligi analiz sonug¢larinda bir varyasyon
gozlenmistir. Tiim ¢aligmalar n=3 olarak tekrarlansa da gézlenen bu varyasyonlar ilk
asamada sonuglari yorumlamay: gii¢lestirmistir. Bu varyasyonun sebebi
nanomotorlarin her liretimde ayni verimle kaliptan ayrilamamasi ve her iiretimde
ayni etkililikle elektrokimyasal biriktirme saglanamamasi olabilir. Varyasyonu
onlemek i¢in her asamada Oncelikle nanomotorlar kurutulmus ve kuru agirliklari
tespit edilmistir. Kuru agirhiklarin  {izerine bilinen miktarda su eklenerek
konsantrasyonu belirli nanomotor dispersiyonlart hazirlanmistir. Nanomotor
pozolojisi bu sekilde yapilarak her seferinde ayn1 miktarda motor alim1 saglanmustir.

Tekrarlanabilir sonuglar vererek en yiliksek EE degerinin gozlendigi
calismalar 5 mg/mL MemHCI ¢6zeltisi ile hazirlanan PSS ile ara inkiibasyonu
gerceklestirilmis Au-Ni-PLL nanomotorlar ile gergeklestirilen ¢alismalar olmustur.
Bu nedenle in vitro ve in vivo ¢alismalarda kullanilacak formiil olarak bu formiil
secilmistir.

Literatiirde nanomotorlara ilag yiikleme c¢alismalar1 incelendiginde Au-Ni
nanomotorlar kapsaminda sadece iki etkin madde ile yiikleme c¢aligmalarina
rastlanmistir. Bunlardan ilki doksorubisin digeri ise paklitakseldir (110, 163, 164).
Daha 6nce nanomotorlara MemHCI yiikleme ¢alismasi hi¢ gerceklestirilmemis olup
ilk defa grubumuzca calisilmistir. Literatiirde bulunan iki etkin maddeye ait yiikleme

calismalarinda alinan sonuglar incelendiginde doksorubisinin maksimum yiiklenme
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kapasitesi %40-45 paklitakselin ise %25°tir (164, 174). Ek olarak mikromotor ve Mg
temelli nanomotorlara klaritromisin yiikkleme c¢alismasina da rastlanmistir.
Klaritromisin yiiklemede maksimum deger ise %26’dir (166). Bu durum
nanomotorlara ilag yliklemede beklenen oranlarin diisiik oldugunu gdstermektedir.
Tez ¢alismalar1 kapsaminda da MemHCI doksorubisin ve paklitakselin aksine suda
¢ok ¢oziinlir bir madde olmasina ragmen gelistirilen ve secilen nihai formiilasyonda
ortalama %14.06 enkapsiilasyon gozlenmistir. Bu oran nanomotor sistemleri icin
bununla birlikte suda ¢oziiniir etkin madde 6zelinde literatiir ile karsilastirildiginda

da basaril1 bir oran olarak yorumlanmustir.
5.3. Polisorbat-80 Yiikli Nanomotorlarin Hazirlanmasi

Polisorbat-80 yiiklii Au-Ni-PLL nanomotorlar bdlim “3.2.5. Polisorbat-80
yiiklii nanomotorlarin hazirlanmasi’ kisminda anlatildig: sekilde gerceklestirilmis ve
sonuclar  Sekil 4.25.‘te  verilmistir Bu sonuglar incelendiginde degisen
elektrokimyasal egriler nanomotor yiizeylerinin basarili bir sekilde polisorbat-80 ile
kaplandigini gostermistir. 1 saate kadar artan siire ile de bu kaplama orani artmstir.
Literatiir caligmalarinda polisorbat-80 yiikleme prosediirii genellikle 1 saat olarak

uygulandigi i¢in tez ¢aligmalarinda da siire olarak 1 saat tercih edilmistir (175-177).

Polisorbat-80 kaplamada ama¢ nanomotorlarin Retikiiloendotelyal sistemden
(RES) kacisin1 saglamaktir. RES monosit hiicrelerinden olusmaktadir ve viicuda
giren yabanci partikiil ve patojenleri yakalayarak fagosite etmekle sorumludur. %90’1
karacigerde lokalizedir (178). Bu nedenle ilag hedeflendirmede gelistirilen
nanopartikiiller uygun modifikasyonlara ugratilmadiginda RES tarafindan
karacigerde tutulmakta ve hedef bdlgeye ilerleyememektedir (179). Literatiir
incelendiginde ilag tastyict yeni sistemleri hedeflendirmede RES’i gecmek ici farkh
yontemler ve yiizey modifikasyonlar1 kullanildigi gorilmistiir.  (180-184).
Polisorbat-80 kaplama da bu yiizey modifikasyonlarindan bir tanesidir ve literatiirde

birgok 6rnegi gorilmistiir (185).

Beyne hedeflendirmede de polisorbat-80 ile yiizey modifikasyonu literatiirde
stkca kullanilan bir yontem olup formiilasyonun beyne gidisini artirmasi

beklenmektedir (186-190). Bu etkinin varligi tez ¢alismalari kapsaminda in vivo
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biyodagilim c¢alismalar1 ile test edilmistir (177). Bu amag¢ dogrultusunda
nanomotorlar polisorbat-80 ile basarili bir sekilde kaplanmis ve elektrokimyasal

egrilerle modifikasyon kanitlanmistir.
5.4. CRANAD-2 Yikli Nanomotorlarin Hazirlanmasi

CRANAD-2 boya yiikleme c¢aligmalarinin gergeklestirilme sebebi Alzheimer
Hastalarinda beyinde gozlenen amiloid-p plaklara bu boyanin spesifik olarak
baglanmasi ve bu sayede nanomotorlarin bu plaklara ulasip ulasamadiginin

gozlenmesini saglamaktir (191-193).

Yapilan in vivo ¢aligmalar incelendiginde beyinde bulunan amiloid plaklarin
incelenmesinde floresans boyalarin kullanilmasinda bu boyalarin bazi kriterleri
karsilamasi gerektigi belirtilmistir. Sahip olmas1 gereken 6zellikler baslica; boyalarin
NIR (650-900 nm) aralikta ecksitasyon ve emisyon verebilmesi, yiikksek KBE
gecirgenligine sahip olmasi (logP degerinin 2 ve 3.5 arasinda olmasi), amiloid
plaklara spesifik olarak baglanabilmesi ve beyinde bulunan diger proteinlere non-
spesifik olmasi, baglanmamis boyanin beyinden hizla atilabilmesi, amiloid plaklara
baglandiginda floresans Ozelliklerinin istenilenden farkli olmamasi olarak
siralanabilir (194). Bu ozelliklere sahip gesitli floresans maddeler gelistirilmis ve
etkinlikleri in vivo calismalarla gosterilmistir. Bu maddelerden biri olan CRANAD-
2, amiloid plaklara seciciligi ile bilinen kurkuminin yapisindan yola ¢ikarak dizayn
edilmis ve sentezlenmistir. CRANAD-2’nin amiloid plaklara spesifik baglandigi,
KBE’den gegebildigi ve plaklara baglandigi zaman NIR aralikta floresans
yogunlugunu 70 kat artti§1 in vitro ve in vivo caligmalarla gosterilmistir. Boya
plaklara baglandigi miiddetce 1s1ma gostermektedir (191, 195). Bu nedenle baska bir
ortamda boyanin gdzlenmesi miimkiin degildir. Boyanin baglandiginin
kanitlanmasina dair ¢alismalar bu dogrultuda elektrokimyasal egrilerin incelenmesi
ile gerceklestirilmis, amiloid-p plak bulunan fareler ile ¢aligmalar yapilmadig: icin
herhangi bir goriintileme ¢alismasi  gerceklestirilmemistir.  Elde  edilen
elektrokimyasal egriler Sekil 4.28.°de sunulmus olup aymi goézlenen degisimler
boyanin da basarili bir sekilde nanomotor yiizeyine baglandigini gostermektedir.
Nanomotor yiizeyine yapilan her bir baglamada motora ait indirgenme ve

yukseltgenme piklerinin siddeti azalmaktadir.
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Literatiir ¢caligmalar1 tarandiginda CRANAD-2 boyasi ile amiloid-p plaklari
goriintiileme Alzheimer hastaliginda hem teshis hem tedavi amaglh kullanildig:

goriilmiistiir (193, 196-198).

Bu ¢alisma gelecekte Alzheimer hastasi hayvanlarla gergeklestirilecek in vivo
etkinlik ¢aligmalar1 i¢in olduk¢a Onemlidir. Hasta hayvanlarda nanomotor
formiilasyonlarinin beyindeki plaklara ulasip ulasmadigiin bir belirteci olarak bu
boya kullanilmaktadir. Bu agsamada basar1 ile bu boyanin baglanmasinin gosterilmesi
gelistirilen Au-Ni-PLL nanomotor formiilasyonunun CRANAD-2 yiiklenerek in vivo

etkinlik ¢aligsmalarinda kullanilabilecegini gostermektedir.

5.5 Motorlarin Manyetik Karakterizasyonu ve Hareketlerinin

Gosterilmesi

Au-Ni-PLL ve Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlarin uygulanan manyetik
alanda hizlarmin belirlenmesi amaciyla kuvvetli bir miknatis (permanent magnet)
yardimiyla 270 mT’da hareket ettirilen nanomotorlarin optik mikroskop ile video
goriintiileri alinmis ve ImageJ programi kullanilarak hizlar1 analiz edilmistir.

Degisen manyetik alan yoniine karsilik Au-Ni-PLL nanomotorun hareket
yoniiniin  degisimini gosteren video gorintiiler1 optik mikroskop kullanilarak
kaydedilmistir.

Uygulanan manyetik alanin yonii miknatisin tutus agis1 degistirilerek
degistirilmis ve nanomotorlar istenilen dogrultuda hareket ettirilip istenilen bolgelere
taginabilmistir. Bunun olgiilebilir bir sekilde gosterilmesi icin tek bir nanomotora
kare sekil ve G harfi sekli basaril bir sekilde ¢izdirilmistir.

Literatiirde manyetik metalik tabakalar iceren (Ni, Fe veya Co varliginda)
nanomotorlarin manyetik olarak rahatlikla hareketi saglanmaktadir (199, 200). Ni
tabakasinin bu 6zelligi nanomotor yapisinda fonksiyonel bir elektroaktif tabaka
(ekstra eklenen polimer tabakasi/segmenti) varken de tek basina saglamasi oldukga
sevindirici olmustur. Zira manyetik alanin son zamanlara ait cogu biyomedikal
uygulamanin gozdesi oldugu bilinmektedir. Bu durum detayli optimizasyon
caligmalarinin bir sonucu olmustur ve karsimiza sadece metalik motorlar gibi iyi
harekete ve manevra 6zelliklerine sahip kontrollii bir sekilde hareket eden motorlar

cikmistir. Ayrica tiim tabakalarin elektrokimyasal olarak hazirlanmasi da 6nemli bir
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Ozglinliiktiir. Bu ¢iktilarin da yaygin etkisinin yiiksek olacagi degerlendirilmektedir.
Yapiya kargosunu alan (ilag¢ yiiklenen) motorlarin hiz1 yliklemeye/etkilesime bagl
olarak azalmaktadir. Bu beklenen ve normal bir davramistir (145, 164). Yapinin
tizerinde modifikasyon yapildik¢a aslinda yapidaki Ni katmani ile manyetik alan
arasina manyetik 6zelligi bulunmayan bu modifikasyon ajanlar1 girmektedir. Bu da
hem ana nanomotor yapisinin manyetizasyonunu dolayli yoldan azaltmakta hem de
yapiy1 serbest nanomotorlara kiyasla agirlastirmaktadir. Tiim bunlar sebebiyle de
memantin  iceren  Au-Ni-PLL/MemHCI nanomotorlar  serbest Au-Ni-PLL
nanomotorlara kiyasla daha yavas hareket etmektedir.

Literatiir ~caligmalar1  incelendiginde manyetik mikro/nanomotorlarin
hareketlerinin karakterizasyonu igin yapilan farkli ¢alismalar gortilmistiir (114, 201).
Simiilasyon uygulamalar ile (Comsol), tasarlanan nanomotorlarin belli 6zelliklerinin
degisimine bagli olarak ya da manyetik alanin degisen yon ve kuvvetine bagl olarak
hareket 6zelliklerinin nasil etkilenecegi simiile edilebilmektedir (202, 203). Ayrica
nanomotorlarin manyetik alanda (mT) artan frekans (Hz) ile hareket ettirilerek
kaydedilen canli videolarmmin cesitli uygulamalar ile (6rnegin MatLab) analizi
sonucunda adim dis1 (step-out) frekansi tespit edilmektedir (204-206). Manyetik
mikro/nanomotorlarin hizlar1 belli bir seviyeye kadar artabilmekte ve maksimum
degere ulastigi noktada plato yapmakta yani hizlar1 sabit kalmakta ya da biraz
azalmaktadir. Bu maksimum nokta adim dis1 frekansi olarak tanimlanmaktadir. Bir
diger deyisle uygulanan manyetik alan yeterince diisiikk frekansta oldugunda,
mikro/nanomotorlar manyetik alanla senkronize sekilde hareket etmektedir.
Uygulanan  manyetik  torkun  mikro/nanomotorun ~ manyetik  alandaki
senkronizasyonunu siirdiirecek kadar gii¢lii olmadig: frekans olarak da aciklanabilir
(205). Adim dis1 (step-out) frekans hiz karakterizasyonunda kullanilmaktadir.
Uretilen motorlarin manyetik hareket kapasitesini anlamaya yardimci olmaktadir.

Tez calismalar1 kapsaminda manyetik hareketi saglamak i¢in blok miknatis
kullanilmisgtir. ~ Bu  nedenle  uygulanan  manyetik alan ve  frekans
degistirilememektedir. Artan frekans uygulamasi yapilamadigi i¢in nanomotorlarda
adim dis1 frekansi belirleme ¢alismasi gergeklestirilmemistir. Fakat yapilan hiz tespit

caligmalar1 ve nanomotorlarin hareketinin kontroliiniin istenen sekilde saglanmasi
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gelistirilen Au-Ni-PLL nanomotorlarin manyetik hareket kabiliyetlerinin basarili
oldugunu gostermektedir.

llerleyen calismalarda laboratuvarlarimiza bu testler igin gerekli cihazlar
almmarak tiim karakterizasyonlarin gergeklestirilebilmesi ig¢in gerekli diizenin
saglanmasi planlanmaktadir. Gelecek g¢alismalar i¢in de umut vaat eden manyetik

Au-Ni-PLL nanomotorlar basari ile sentezlenerek hareketleri gosterilmistir.
5.6. In Vitro Sahhm Cahsmalar1

Etkin madde memantin yiiklii nanomotorlardan diyaliz membran ile
gerceklestirilen salim g¢aligmalarma iliskin sonuglar Sekil 4.31.’de verilmistir. %
kiimiilatif salim-zaman grafikleri incelendiginde nihai formiilasyon olan Au-Ni-PLL-
MemHCI nanomotor formiilasyonlarinda 72 saat boyunca MemHCI saliminin devam
ettigi gozlenmistir. Fakat ilk 24 saatte ilacin %70 gibi bir oranmin salindigi
gozlenmistir. Nanomotorlarda polimerik nanopartikiil gibi sistemlerin aksine daha
hizl1 bir salim gozlenmesi beklendik bir durumdur (207, 208). Burada iki temel sebep
bulunmaktadir. Bunlardan ilki etkin madde MemHCI’nin suda ¢6ziiniirliigiintin (22
mg/mL) c¢ok yiiksek olmasi ve bu nedenle hidrofilik ortamlara afinitesinin yiiksek
olmas1 prensibine dayandirilabilir. ikincisi ise etkin maddenin nanomotor sistemi
igerisine enkapsiilasyon yoluyla degil yilizeye baglanma yoluyla yiiklenmesidir. Etkin
maddenin enkapsiile edildigi sistemlerde Oncelikle bu nanosistem yapisindaki
polimer ¢O6ziicii ortaminda par¢alanmakta ve sonrasinda ilag diflizyonu
gerceklesmektedir (209). Etkin maddenin yiizeye tutundugu sistemlerde ise yiizeyden
ayrilma ¢ok daha hizli olmaktadir. Calisilan ve etkin madde yilikleme kapasitesi
yuksek olarak gozlenen diger formiiller ile yapilan salim c¢aligmalari nihai
formiilasyon ile karsilastirildigi zaman salim oranlarinin nihai formiilden diisiik
kaldig1 gozlenmistir. Hatta bazi formiillerde salim ortaminda etkin madde ¢ok az
olmasi sebebiyle tespit edilememis ve sonuglar bu nedenle verilememistir. Bunun
sebebinin ara ajan olarak kullanilan EDC-NHS ile kuvvetli baglanma oldugu
diisliniilmiistiir. Ayrica PLGA ara ajan olarak kullanilan sistemlerde de de 24 saat
icerisinde yaklagik %6,28 salim orani ile diger nanomotor formiilasyonlarina kiyasla

¢ok daha diisiik oranda salim gozlenmistir.
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Literatiir taramasi yapilarak ¢alismalar incelendiginde daha 6nce Au-Ni-PLL
motor calisarak gerceklestirilen bir salim ¢alismasina rastlanmamistir. Yapilan bir
calismada nanomotorlardan ilag salimi1 pH’ya bagli olarak indiiklenmis ve ilag salimi
olup olmadig1 1 saat siireyle UV floresans degisimi takip edilerek incelenmistir
(145). Diger bir g¢alismada stomasit nanomotorlar hazirlanmis ve doksorubisin
yiiklenerek salimi kontrol edilmistir. Bu c¢alismada da in vitro salim nasil
yuritildiigiine dair detayli bilgi verilmemistir (210). Bir diger ¢alismada Tural ve
arkadaslar1 Janus mikromotorlardan dosetaksel salimini incelemistir. Bu calismada
tip yontemi kullanilmis, pH 6.8 ortaminda c¢aligma gergeklestirilmistir. Alinan

sonuglar % kiimiilatif salim grafigi seklinde verilmistir (211).

Tez kapsaminda nanomotorlar lizerinde Farmasotik Teknoloji bakis agisiyla in
vitro salim caligmas1 gerceklestirilmistir. Literatiirde mevcut ¢aligmalar daha c¢ok
“proof of concept” yani kavramin ispatina yonelik caligmalardir. Bu nedenle bu tez
calismalar1 da nanomotor sistemlerine ila¢ yiikleme ve salim c¢aligmalar1 agisindan

detayl1 bir bakis agis1 yaratmustir.

Memantin yiikli nanomotorlardan ilag salim kinetigi Ege Universitesi
Eczacilik Fakiiltesinde tasarlanmig olan kinetik programi ile incelenmistir (212).
Burada karsilagtirilan kinetik modeller arasinda sifirinct derece, birinci derece,
Higuchi, Hixson—Crowell ve RRSBW (Weibull) modelleri bulunmaktadir.
Sonucunda r? degeri en yiiksek olan (0,9736) model segilmis olup bu model birinci
derece Kinetiktir. Birinci derece kinetik ilaglarin ¢ogunun saliminda gozlenen

modeldir. Salim kinetigi degerlendirilmesinin sadece 2

degerleri {izerinden
gerceklestirilmesi de tek basina yeterli olmayacaktir. Daha detayli bir ¢alisma

gereklidir.
5.7. Nanomotor Stabilite Calismalari

Nanomotorlarin stabilite ¢alismalar1 kapsaminda 2 farkli kosulda ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Bunlardan ilki 25°C’de oda kosullarindaki stabilite caligmalari
digeri ise 5°C’de buzdolabi kosullarindaki stabilite c¢alismalaridir. Au-Ni-PLL
nanomotorlarin 5°C + 3°C kosulunda 12 ay, 25°C + 2°C kosulu i¢in de ise 6 ay
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stabiliteleri takip edilmis ve elektrokimyasal egrileri alinarak 0. Giindeki egriler ile

kiyaslanmistir.

llag tasiyici diger yeni sistemlerde genellikle partikiil boyutu ve zeta
potansiyel stabilitede bir degerlendirme araci olarak kullanilmaktadir. Saklama siiresi
sonunda bakilan partikiil boyutu degerleri ilk 6l¢iim ile kiyaslanmakta gerceklesen
degisimlere gore stabilite yorumlanabilmektedir. Yani aslinda formiilasyona ait bir
karakterizasyon parametresinin ne kadar siire boyunca 06zelligini korudugu
saptanmaktadir. Ancak nanomotorlarin partikiil boyutu 6l¢timii kisminda bahsedildigi
lizere zetasizer ile 6l¢iim ¢ubuk sekilleri sebebi ile yaniltict olmaktadir. Her seferinde
SEM ile 6l¢iim almak hem maliyeti artiracaktir hem de nanomotorlar i¢in uygun bir
degerlendirme yontemi olup olmadigi kesin degildir. Bu nedenle degerlendirmede
nanomotor boyutu kullanilmamistir. Bunun yam1 sira etkin madde yikli
nanosistemde etkin maddenin ayni miktarda var olmaya devam edip etmedigi de
gelistirilen analitik metot ile degerlendirilebilmektedir. Ancak nanomotorlarin
saklama siiresince bir miktar su igerisinde bekletilerek saklanmasi Onerilmektedir.
Kuru halde saklanan nanomotorlar agrege olmakta ve kullanilacagi zaman suda
saklananlar kadar homojen dagitilamamaktadir. Bu nedenle nanomotorlar stabilite
calismalar1 boyunca da ependorf tiiplerde 1 mL su icerisinde saklanmistir. Bu
durumun diger bir etkisi ise etkin madde yiiklii nanomotorlarin saklama siirelerinin
cok kisa hale getirmesidir. Su igerisinde saklanan etkin madde yiiklii nanomotorlar
zamanla etkin maddeyi salacak ve tiim etkin madde ortama gegecektir. Ayrica
MemHCTI’ nin ¢6zelti stabilitesi de 5°C £+ 3°C buzdolab1 kosullarinda 7 giin ile
simirlidir. Bu nedenle stabilite calismalarinda sadece bos nanomotorlar kullanilmas,
kosullarin bos nanomotorlar {izerine etkisi incelenmistir. Nanomotor sistemlerinde
eczacilik bakis agisiyla yapilmis bir stabilite ¢aligmasina literatiirde rastlanmamastir.
Bu nedenle degerlendirme agisindan en uygun yontem diisiilmiis ve elektrokimyasal

egrilerin degerlendirilmesinin bir ¢6ziim olabilecegi sonucuna varilmistir.

Sekil 4.33., 4.34. ve 4.35’te sunulan elektrokimyasal egrileri incelendiginde
bos nanomotorlarin uzun dénem 25°C £ 2°C/ 60% RH kosulunda 6.aydan itibaren
indirgenme ve yiikseltgenme egrilerinin siddetinde azalma gozlenmistir. Bu da

yapida meydana gelen birtakim degisiklikler sebebiyle yapinin elektro aktifliginin
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(iletkenligin) azaldigmin ve bozulmalarin meydana geldiginin gostergesi olabilir.

Yapilarda gozle goriilebilir degisiklikler saptanmamistir.

Uzun donem 5°C + 3°C buzdolabi kosullarinda ise bos hanomotor yapilarinda
12 ay boyunca herhangi bir degisiklik ve bozulma gézlenmemistir. Yapilarda gozle
goriilebilir degisiklikler de saptanmamistir. Bu durum hazirlanan nanomotorlarin raf
Oomriiniin minimum 12 ay oldugunun gostergesi olabilir. Bu egrilerin yorumlanmast
bize stabilite acisindan kiiciik bir fikir verse de sadece bu yorum ile genel bir stabilite
degerlendirmesi yapmak miimkiin degildir. Sadece morfolojik yapmin incelenmesi
yeterli degil etkin maddenin de nanomotor sistemi ile beraber stabilitesinin

aragtirtlmasi gereklidir.
5.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Etkin madde yiikli ve bos nanomotorlarin hiicre kiiltiirii calismalar
kapsaminda Oncelikle etkin maddenin farkli hiicrelerdeki (HEK293T, SH-SY5Y,
hCMEC-D3) toksik olmayan dozu belirlenmistir.

HEK293T hiicreleri, tez ¢alismalarinda kullanilan bir hiicre hattidir. Bu hiicreler,
normal insan embriyonik bobrek hiicrelerinin kiiltiirde transformasyonu ile
olusturulmus ve Alex Van der Eb tarafindan adenoviriis 5 DNA ile gelistirilmistir.
Orijinal HEK293 hiicre hattinin 293. deney {irlinii olan bu hiicreler, bobrekte bol
bulunan fibroblastik, endotelyal veya epitelyal hiicrelerin transformasyonu ile elde
edilmigtir  (213). HEK293T hiicreleri, sodyum kanallarina ilag etkilerinin
arastirilmasi, indiiklenebilir RNA interferans sisteminin test edilmesi, protein-protein
etkilesimlerinin arastirilmasi ve niikleer ¢ikis sinyallerinin incelenmesi gibi c¢esitli
alanlarda kullanilmaktadir. Bu hiicreler ayrica gen transfeksiyonu ile istenilen genin
aktarilmasini saglar ve Alzheimer hastalig1 arastirmalarinda sik¢a kullanilmaktadir
(213). Tez galismalarinda, gen transfeksiyonu yoluyla TrkB ve BACEI enzim

aktivitesi incelemelerinde kullanilmistir (214).

Farkli arastirmalarda kullanilan bir diger hiicre hatti, insan kaynaklh
noroblastoma hiicre hatti olan SH-SY5Y'dir. Bu hiicre serisi, norofoksiyonlarin

tanimlanmasi ve farklilasmasinin arastirilmasinda sik¢a tercih edilir. SH-SY5Y hiicre
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hatti, Alzheimer hastaliginin etkinli§inin gdosterildigi pek ¢ok c¢aligmada rol
oynamistir, ¢linkii TrkB reseptoriine ve BACE1 enzimine sahiptir (215, 216). Ayrica,
TrkB reseptorii ve BACE1 enzimi bulunmayan HEK293T hiicrelerine TrkB geni
transfeksiyonu yapilarak, bu genin zaten bulundugu SH-SYS5Y hiicreleriyle

karsilagtirmalar yapilmistir.

Gelisen imkanlar KBE’nin fizyoloji ve patolojisine gosterilen Onemli
endiistriyel ve bilimsel ilgiyle birleserek ¢esitli in vitro KBE modellerinin
gelismesine yol agmistir. Takip eden birkag yil iginde KBE modellerinde énemli bir
adim atilarak kapiller endotel hiicrelerinin basariyla izole edilmesiyle ilk serebral
endotel kiiltiirleri olusturulmustur. Bu modeller santral sinir sistemi hastaliklarinin
tedavisinde kullanilacak potansiyel ilaglarin gegisi, gegis mekanizmalar1 ve KBE ile
etkilesiminin incelemesinde temel arastirmayi olusturmustur.  Bu modelleri
saglamakta siklikla kullanilan hCMEC-D3 hiicre hatt1 epilepsi kontrolii i¢in cerrahi
sirasinda ¢ikarilan dokudan izole edilen beseri temporal lob mikro damarlarindan
elde edilmistir. ilk pasajda, hiicreler sirayla insan telomeraz (hTERT) katalitik alt
birimi ile lentiviral vektor transdiiksiyon ile dlimsiizlestirilmistir. KBE modellerinin
olusturulmasinda adheren kavsaklar ve siki kavsaklarin olusturulmasi biiyiik 6nem
tasimaktadir. h(CMEC-D3 hiicrelerinde yapilan kiiltiirlerde siki kavsak olusmasinda
onem tasiyan siki kavsak proteinlerinin (VE-cadherin, Claudin-3,-5 ve occludin, beta
katenin ve zonula okludinler (ZO) protein-1 ve 2) her zaman olustugu
gozlemlenmistir. Edilen sonuglar, diinya c¢apinda hCMEC-D3 hiicrelerin ¢ogu
tastyicilart ve reseptorleri (MDR1, BCRP, MRP4, transferin reseptorii, insiilin
alicisinin, GLUT1, metabolize enzimler ve TJ proteinleri de dahil olmak iizere)
korudugunu gdostermektedir. Calismalar hCMEC-D3 hiicre hattinin insan beyin
endotel biyolojisini arastirmak i¢in Ozgiin bir model teskil ettigi sonucunu
gostermektedir (217-220). Tez ¢alismalarinda da KBE modeli hCMEC-D3 hiicreleri

ile olusturulmustur.

Kullanilacak tiim hiicre hatlarinda doz se¢imi ve uygulama yapilacak hiicre
sayisinin belirlenmesi i¢in Oncelikle literatiir arastirmasi yapilmis ve bu literatiirler
referans alinarak her hiicre grubu i¢in ilk dozlar belirlenmistir (221-224). hCMEC-
D3 hiicre hattindaki ¢alismalar ise en son gerceklestirilmis, burada HEK293T ve SH-
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SY5Y hiicre hattinda gergeklestirilen ¢alisma sonuglarina gore doz segilmistir. Bir
etkin maddenin 1Cso ve ICy degerleri etkinliginin incelendigi hiicrenin tipine,
¢ogalma hizina, hiicrenin o anda bulundugu dongii basamagina gore farklilik
gostermektedir. Bu nedenle her hiicre hatti i¢in ayr1 ayr1 ¢alismalar gerceklestirilmis
ve her hiicre hattinda o hiicrelere spesifik degerler elde edilmistir HEK293T
hiicrelerinin 48 saat boyunca belirlenen konsantrasyonlardaki etkin madde ¢ozeltileri
ile inkiibasyonu sonucunda ICsg degeri 136 uM olarak hesaplanmistir. 1C2 degeri
ise 42.70 uM olarak hesaplanmistir. IC20 degeri hiicrelerin %20’sinin canliligim
kaybettigi %80’inin ise canliligin1 korudugu konsantrasyonu ifade etmektedir. Bu
konsantrasyon tedavide toksisite ve hiicre olimii goriilmek istenmemesi sebebiyle
onemlidir. SH-SY5Y hiicrelerinde ise 48 saat siiresince belirlenen
konsantrasyonlardaki etkin madde ¢6zeltileri ile inkiibasyonu sonrasi ICso degeri 242
uM, IC20 degeri ise 90 uM olarak hesaplanmistir. hCMEC-D3 hiicreleri ile 48 saat
boyunca belirlenen konsantrasyonlardaki etkin madde ¢ozeltilerinin inkiibasyonu
sonucunda 1Cso degeri 692 uM, ICz degeri ise 234 uM olarak hesaplanmustir.
Nanomotorlara ylikleme ve ileri uygulamalar ic¢in kullanilacak doz olarak ICazo
dozlar1 secilmistir. Ciinkii uygulanan nanomotor sisteminin miimkiin olan en diisiik
toksisite degerinde en etkili dozu vermesi istenmektedir. Secilen dozlar
nanomotorlara yiiklenerek etkin madde yiikli nanomotorlarin sitotoksisitesi

incelenmistir.

Literatiirde memantin i¢in yapilan toksisite ¢aligmalar1 incelendiginde farklh
nano formiilasyonlarin sitotoksisite testleri i¢in uygulama yolu da goz Oniinde
bulundurularak farkli hiicre hatlarinin kullanildig1 gdzlenmistir. Ornegin memantin
yiiklii kitosan nanokristal formiilasyonlarmin in vitro sitotoksisite ¢aligmasi
uygulama yolu olarak nazal yol secildigi i¢in insan nazal hiicre hatt1 kullanilarak test
edilmistir (225). Bir baska c¢alismada ise memantin nano emiilsiyonunun
noroblastoma (Neuro 2a) hiicre hatt1i iizerinde sitotoksisite calismasini
gerceklestirmis ve ¢ozeltisi ile karsilastirmiglardir (93). Calismanin amacina yonelik
kullanilacak hiicre hatlarinda yapilan ilk test genellikle etkin maddenin hiicreler
tizerinde ¢alisilacak doz araliginin belirlenmesi olup planlanmis in vitro etkililik
testlerinde kullanilacak hiicre hatlarinda toksik ve toksik olmayan dozu belirleme

calismalar1 basariyla tamamlanmistir.
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5.8.1. Nanomotorlarin Hiicre Canlhligmma Zarar Vermediginin

Dogrulanmasi

Etkin madde yiiklii ve bos nanomotorlarin HEK293T hiicreleri ile 24 ve 48
saat inkiibe edilmesiyle elde edilen % canlilik grafikleri sirastyla Sekil 4.36. ve Sekil
4.37.’de verilmistir. Sonuglar incelendiginde 24. Saatte etkin madde yiikli
nanomotorlarin % canliligt 76.72 pM’da %75,84+8.6 iken bos nanomotorlarda
%79.52+5.4’tlir. MemHCI’ nin ¢ozelti halinde ayni1 konsantrasyonda uygulanmasi ile
hiicrelerde gozlenen canlilik ise %91.74+1.8°diir. 48 saat sonunda ise bu degerler
sirastyla %40.2848.4, %50.05+£8.5 ve %69.89+3.0’dur. Bu sonuglar dogrultusunda
etkin madde enkapsiilasyonunun ve hedeflendirmeye yonelik hazirlanan nanomotor
formiilasyonunun HEK293T hiicreleri tizerindeki  sitotoksisitesini  artirdigi

soylenebilmektedir.

SH-SY5Y hiicre hattinda etkin madde yiiklii ve bos nanomotorlarin 24 ve 48
saat inkiibe edilmesiyle elde edilen % canlilik grafikleri sirastyla Sekil 4.38. ve Sekil
4.39.’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde 170 uM uygulama konsantrasyonunda
48. saatte nanomotor yapisinin (%63.76+£3.1) MemHCI ¢ozeltisine (%69.49+4.0)
kiyasla sitotoksisiteyi artirdigi ve yine MemHCI yiikli nanomotorlarin (%35.20+4.0)

en yliksek sitotoksisitenin gézlendigi grup oldugu sdylenebilmektedir.

HEK?293T ve SH-SY5Y hiicre hattindan elde edilen ICsg sonuglarindan yola
¢ikilarak hCMEC-D3 hiicre hatti hiicre canliligi ¢alismalari i¢in 4 doz belirlenmistir.
Bunlardan ilk ikisi SH-SY5Y hiicre hattinda MemHCI ¢6zeltisinin 1Cso ve 1Cxo
degerleri olan 250 puM ve 90 uM’dir. Diger ikisi i1se HEK293T hiicre hattinda
MemHCI ¢ozeltisinin 1Csp ve 1Cy degerleri olan 125 uM ve 45 uM’dir. Bu dort
dozda yapilan 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyon sonuglar1 Sekil 4.40. ve Sekil
4.41.°de verilmis olup yine diger hiicre hatlarinda oldugu gibi MemHCI yiikli
nanomotorlarin (%30.92+2.1) sitotoksisitesinin bos nanomotorlara (%45.28+8.1) ve
MemHCI ¢ozeltisine kiyasla (%79.41+1.9) daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu
hiicre hattinda da enkapsiilasyon ve nanomotor sistemi kullanimiyla sitotoksisite
artmistir. hCMEC-D3 hiicrelerinin SH-SY5Y hiicre hattina oranla da daha hassas
oldugu ve uygulama sonrasi canliliklarindaki azalmanin daha fazla oldugu

sOylenebilir.
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Nanomotorlar temel alinarak literatiir incelendiginde Karaca ve arkadaglarinin
kanser tedavisinde kullanilmak iizere Au-Ni nanomotorlar sentezledigi ve bunlarin
sitotoksisite calismalarin1 fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde gerceklestirdigi
gbzlenmistir (145). Burada kullanilan ara ajan ve etkin madde farkliliklar1 sebebiyle
tez calismalarimiz ile tam bir karsilastirma yapmak miimkiin olmamaktadir. Bu
calisma haricinde Au-Ni nanomotorlara ait bir sitotoksisite ¢alismasina

rastlanmamuistur.

Memantin HC] temel alinarak literatiir incelendiginde ise etkin maddeyi
iceren farkli nano formiilasyonlara rastlanmis ve bu formiilasyonlarin caligsmada
kullanilacak hiicre hatlarima yonelik sitotoksisite calismalarinin gergeklestirildigi
gozlenmistir (93, 94, 225). Tahmin edilecegi iizere burada da kullanilan her hiicre
hattina ve formiilasyona bagli olarak uygulama dozlarinda ve tespit edilen sitotoksik
dozlarda farkliliklar gozlenmektedir. Bu nedenle tez calismalari kapsaminda bu
calismalara 6zel olacak in vitro uygulama dozu belirlenmesi amaciyla tiim ¢aligsmalar
teze spesifik olacak sekilde tasarlanmis ve gergeklestirilmistir. Gelistirilen Au-Ni
nanomotor formiilasyonlarinin hiicreler {lizerinde toksik etki olusturmayan dozlari
basariyla tespit edilmistir ve gelecek olan hiicre kiiltiirli calismalar1 i¢in bu dozlar

kullanilmasgtir.
5.8.2. Nanomotor Formiilasyonlarimin Hiicre I¢erisine Alm Analizleri

Hiicre canliligiin tespiti ¢alismalarindan sonra, nil kirmizi yiiklenmis Au-Ni-
PLL nanomotorlarin SHSY-5Y ve hMEC-D3 hiicreleri tarafindan hiicre i¢ine alimlari
incelenmistir. Akis sitometri sonuglar1 incelendiginde nanomotor formiilasyonlarinin
SHSY-5Y  hiicreleri inkiibasyonu sonrasi 24.saatte en yliksek diizeyde hiicre
icerisinde sinyal verdigi gozlenmistir. NMEC-D3 hiicreleri i¢in ise en yiiksek sinyal

6.saatte gozlenmistir.

Literatiirde farkli tipte mikro/nanomotorlara nil kirmizi1 yiikleme
calismalarina rastlanmistir. Bu c¢alismalarda genellikle nil kirmizis1 model molekiil
olarak kullanilmig ve yiikleme etkinliginin tespiti i¢in kullanilmistir (226).

Goriintiileme amaciyla da yapilan yiikleme ¢alismalar1 mevcuttur.
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Omegin Xiong ve arkadaslart Nil kirmizisim 1sikla hareketi uyarilan
polimerik nanomotorlara yiiklemistir ve bu sayede nanomotorlarin hareketini takip
etmislerdir (227). Hiicre igerisine alim analizleri de gerceklestirmisler ve bu analizde
hiicre aktin ve statin yapilarin1 da boyamak i¢in aktin isaretleyici yesil boya (actin-
tracker green) kullanmislardir. 24 saat devam eden inkiibasyonda 1sik kullanarak
(UV) hareketi uyarip nanomotorlarin hiicre igerisine alimlarini takip etmislerdir.
Burada kullandiklar1 hiicre hatt1 ise HepG2 (hepatoseliiler karsinoma) hiicreleridir.
Sonug olarak 1s1kla hareketi uyarilan nanomotorlarin hiicre igerisine aliminin arttigini

gozlemlemislerdir (227).

Bir diger calismada da Tu ve arkadaslar katalitik platin nanopartikiil yiiklii ve
kase seklinde polimerik nanomotorlar sentezlemis ve bu nanomotorlarin
goriintiilemesi amaciyla nil kirmizisini model boya olarak se¢mislerdir (228).
Calismada herhangi bir hiicre igerisine alim analizi gergeklestirilmemistir. Jiao ve
arkadaslar1 ise Janus mikromotorlar sentezlemislerdirr. Bu mikromotorlarin
iiretiminde manyetik nanopartikiiller ve nil kirmizi kullanilmig bdylece motorlar
manyetik alanda hareket edebilir hale getirilmis ayrica kullanim amaci da
goriintiilemede floresan etiket olarak uygulanmasi olarak agiklanmistir (229). Yine

bu caligmada bir hiicre icerisine alim analizi yapilmamistir.

Bunlarin yani sira literatiirde nanomotorlarin hiicre icerisine alim analizleri
i¢cin kullanilan yontemler taranmistir. Farli ¢caligmalarda kullanilan farkli yontemlere
rastlanmistir. Ornegin Zheng ve arkadaslari tiimér dokularmin MR (manyetik
rezonans) goriintiilemesinde diagnostik olarak kullanilmak iizere Janus mezoporoz
silika nanomotorlar sentezlemistir. Bu nanomotorlar gadolinyum isaretli olup NIR
(yakin kizilotesi) 1sik uyarimi ile nanomotorlarin hedef bdlgeye hareketi
amaclanmistir. Bu nanomotorlarin timor hiicrelerinin igerisine aliminin kontrolii i¢in
in vitro hiicre kiiltiirii testleri yapilmistir. 4T1 hiicre hatt1 kullanilan ¢alismada
nanomotorlar hiicreler lizerine inkiibe edilmis ve 30 dk sonra hiicreler DAPI ile
boyanarak mikroskop yardimiyla incelenmis ve hiicre igerisine nanomotor alimi
gozlenmistir (230). Bu g¢alismada nanomotorlara nil kirmizisi yiikleme c¢aligmasi

gerceklestirilmemistir.
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Bir diger calismada Ren ve arkadaglari doksorubisin yiiklii katalitik
nanomotorlar sentezlemis ve hiicre icine alim calismalarinda 4T1 hiicrelerine
nanomotorlar1 2 saat boyunca inkiibe ederek UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi ile
hiicre igerisine alim oranlarini hesaplamislardir. Burada hiicreler ile inkiibe edilen
nanomotorlarin  inkiilbe olmayan kismindan indirekt yontemle alim orani
hesaplamiglardir (231). Tural ve arkadaslari polimerik Janus mikromotorlara nil
kirmizis1 yiikleme ¢alismalart gerceklestirmis ve floresan mikroskopi ile

goriintiileme gerceklestirmislerdir (211).

Tam olarak tez ¢alismalarinda kullandigimiz yapida Au-Ni nanomotorlarda
bir nil kirmizis1 yiikkleme ve hiicre igerisine alim calismast literatiirde
bulunmamaktadir. Tezimizde bu c¢alisma planlanirken tiim nanopartikiillerde
kullanilan floresan boya yiiklii nano sistemin hiicreler ile inkiibasyonu sonrast MFI
degerlerinin incelenmesi yontemi kullanilmistir. Hem yaygin bir yontem olarak
kullanilmast hem de uygulama kolaylig1 sebebiyle tercih edilen bu yontem i¢in de nil
kirmiz1 floresan boya olarak secilmistir. Nil kirmizisinin hidrofobik olmasi
nanomotor yiizeyine tutunmasmi kolaylastirmistir. Oncelikle hazirlanan Au-Ni-
PLL/NR nanomotorlar tek basina FACS cihazindan gegirilerek nil kirmizisi oranlar
tespit edilmistir. Hayli yliksek olarak (yaklasik %50 civarinda) tespit edilen bu
yiikleme orani sonrasi hiicreler uygulama asamasina gecilmistir. Literatiirde drnekleri
de verilen farkli farkli nanomotor sistemlerinde hareketi saglamaya yonelik
kullanilan parametrelerin (151k, kimyasal reaksiyon vb.) hiicre igerisine alim
analizlerinde de deneyin bir pargasi olarak dahil edildigi gozlenmistir. Tez
caligmalar1 kapsaminda da ayni sekilde manyetik alam1 saglayacak olan miknats,
hiicrelerin  Au-Ni-PLL/NR nanomotorlar ile inkiibasyonu boyunca inkiibator
igerisinde tutularak devamli manyetik alan uygulamasi saglanmistir. Sonuglar
nanomotorlarin basarili bir sekilde hiicre icerisine alimlarini gdstermektedir. Bu da
ayni1 zamanda in vitro KBE modeli ¢alismalarinda avantaj saglayacak bir sonug

olarak yorumlanmustir.
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5.8.3. Tirozin reseptor kinaz B (TrkB) Enzimini Yiiksek Diizeyde Ifade

Eden Hiicrelerin Olusturulmasi

Alzheimer hastalifi genellikle amiloid beta peptitlerinin birikimi ve tau
proteininin anormal hiperfosforilasyonu gibi patolojik ozelliklerle iliskilidir. Son
arastirmalar, TrkB proteininin Alzheimer hastaliginin patogenezinde 6nemli bir rol
oynayabilecegini gostermektedir. TrkB, sinir hiicrelerinin hayatta kalmasi ve sinaptik
plastisite gibi 6nemli islevler i¢in gereklidir. TrkB beyin kaynakli nérotrofik faktor
(BDNF) reseptoriidiir, BDNF ise noronal sagkalim, biiylime ve sinaptik plastisite
tizerinde kritik rol oynamaktadir (232). Alzheimer hastaliginda, TrkB diizeylerinin
azalmasi veya TrkB'nin iglevinin bozulmasi sinir hiicrelerinin sagligini etkileyebilir
ve norodejeneratif siireci hizlandirabilir (233). Detayli olarak inceledigimizde TrkB

ve Alzheimer iligkisini 5 maddede aciklayabiliriz.

Noronal sagkalim: BDNF’nin, TrkB ile etkilesimi yoluyla néronal sagkalimi
tesvik ettigi ve norodejenerasyona karsi korudugu bilinmektedir. Alzheimer hastalig
olan bireylerin beyinlerinde BDNF ve TrkB sinyalizasyonunun diisiik seviyeleri
gozlemlenmistir. Bu, bozulmus TrkB sinyalizasyonunun Alzheimer hastaliginda

noronal hassasiyete katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir (232, 234).

Sinaptik Fonksiyon: TrkB sinyalizasyonu, 6grenme ve bellek siiregleri igin
hayati Oneme sahip sinaptik plastisiteyi diizenlemede rol almaktadir. Sinaptik
plastisitenin iglev bozuklugu, Alzheimer hastaliginin bir belirtisi olup, TrkB
sinyalizasyonundaki degisiklikler Alzheimer hastaliginda gézlemlenen sinaptik islev

bozukluguna katkida bulunabilir (232).

Norogenez: BDNF-TrkB sinyalizasyonu, yetiskin beyinde nérogenezin (yeni
noronlarin olusumu) tesvikinde rol oynar. Alzheimer hastaligi olan bireylerde,
ogrenme ve bellek i¢in kritik olan hipokampus bolgelerinde azalmis ndrogenez rapor
edilmistir. Degisen TrkB sinyalizasyonu, Alzheimer hastaliginda gozlenen

norogenezin diizenlenmesinde rol oynayabilir (232, 235).

Tau Patolojisi: Baz1 ¢aligmalar, TrkB aktivasyonunun Alzheimer hastaliginin
patolojik bir isareti olan norofibriler yumaklar olusturan tau proteini fosforilasyonu

ve agregasyonunu etkileyebilecegini One siirmektedir. Bozulmus TrkB
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sinyalizasyonunun, Alzheimer hastaliginda tau patolojisine katkida bulunabilecegi

diisiiniilebilir (232, 236).

Potansiyel Terapdtik Hedef: TrkB'nin noronal hayatta kalim, sinaptik
fonksiyon ve norogenezdeki rolii nedeniyle Alzheimer hastalig1 i¢in potansiyel bir
terapotik hedef olarak Onerilmistir. TrkB sinyalizasyonunu artirma veya BDNF'nin
TrkB iizerindeki etkilerini taklit etme, Alzheimer hastaliginda noronal islevi

koruyucu ve bilissel gelisimi artirici etkilere sahip olabilir (237).

Dolayisiyla, SH-SYSY hiicreleri, TrkB proteinini icermesi sebebiyle ve bu
proteinin kullanilmasiyla sinirsel sinyal iletimini ve noronal islevleri incelemek igin
bir ara¢ olarak kullanilabilir. Bu baglamda, SH-SYS5Y hiicreleri ve TrkB proteini

kombinasyonu, ndrolojik arastirmalarda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Literatiir incelendiginde Bai ve arkadaslarinin BDNF ile uyarilan TrkB
yolagini incelemek i¢in SH-SY5Y hiicre hattin1 kullandigi goriilmiistiir (238). Bagka
bir ¢alismada yine Nishina ve arkadaslar1 TrkB aracili sinyal yolaklari ile regiile
edilen genlerin tespiti i¢in SH-SYS5Y hiicre hattin1 kullanmistir (239). Ayni yolak

tizerinde farkli bilesenlerin etkisini test eden ¢alismalar mevcuttur (240, 241).

Bunun yami sira TrkB proteini igermeyen HEK293T hiicre hatti da tez
caligmalar1 kapsaminda TrkB geni aktarilarak kullanilmigti. Bu hiicreler gen
transfeksiyonu ile istenilen genin aktarilmasina olanak saglamakta ve transfekte
edilmis hiicreler bir¢ok Alzheimer arastirmasinda kullanilmaktadir. Tez kapsaminda
da TrkB geni aktarilan HEK293T hiicreleri ve halihazirda TrkB geni iceren SHSYSY
hiicrelerine nanomotor formiilasyonlar1 eklenerek bu iki grup TrkB gen aktivitesi ve

BACE]1 enzim aktivitesi agisindan incelenerek kiyaslanmaistir.

Bu amagla TrkB geni bakteri kolonileri yardimiyla plazmid aktarimi yapilarak
cogaltilmig ve cogaltilan plazmidin aktivitesi kontrol edilmistir. Daha sonra plazmid
HEK?293T hiicrelerine aktarilarak 24 saat inkiibe halde birakilmis ve transfekte

hiicrelerin olusumu saglanmastir.

Sonuglarin gosterilmesi i¢in transfekte ve non-transfekte hiicrelerde BACEI
enzim aktivite testi gergeklestirilmistir. Ayrica hazirlanan hiicre lizatlarinda total

TrkB miktar1 Western blot yontemi ile incelenmistir. Alinan Western Blot analiz
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sonuglarinda non-transfekte hiicrelerde TrkB bandina rastlanmazken transfekte
hiicrelerde bu bant gézlenmistir. Ayrica BACE1 enzim aktivite test sonuglarinda da
transfekte hiicrelerde BACE]1 aktivitesi gozlenirken non-transfekte grupta bu durum
so0z konusu degildir Bu sonuglar transfeksiyonun basarili bir sekilde

gercgeklestirildigi seklinde yorumlanmaistir.

Literatirde HEK293T hiicre hatt1 gen transfeksiyonunda siklikla
kullanilmaktadir (242-244). Farkli uyaranlarin TrkB sinyalizasyon yolagi {izerindeki
etkisini incelemek amaciyla transfekte HEK293T hiicreleri lizerinde gergeklestirilen

bir ¢alisma da mevcuttur (245).

5.8.4. Nanomotor Formiilasyonuna Yiiklenen Memantinin TrkB’yi
Uyararak BACEl Enzim Aktivitesini Diisiirme Etkinliginin

Degerlendirilmesi

BACEIl, Alzheimer hastaliginin patogenezinde Onemli rol oynayan bir
enzimdir. Bu enzim, beyindeki APP’yi keserek AP adi verilen kisa peptit zincirlerini
olusturmaktadir. AP birikimi Alzheimer hastaligi patolojisinde en etkili hipotezlerden
birisi olarak degerlendirilmekte ve bu karakteristik birikim plaklarin olusumuna
sebep olmaktadir. BACE1, APP molekiiliiniin 6zgiil bir bolgesi olan beta-sitelerini
keserek Af'nin olusumunu baglatmaktadir. Bu nedenle, BACEIl'in aktivitesi, AP
seviyelerini artirarak Alzheimer hastaliginin patolojisinde rol oynamaktadir.
BACE!'In inhibe edilmesi, AP birikiminin azaltilmasi ve Alzheimer hastaliginin

ilerlemesinin yavaslatilmasi i¢in bir tedavi stratejisi olarak arastirilmaktadir (246).

TrkB ve BACE1 enzimi arasindaki iligki, Alzheimer hastaligi (AH) patolojisi
baglaminda BACEL ifade diizenlemesi, néronal sag kalim, sinaptik fonksiyon ve

potansiyel terapotik hedef olmak iizere dort kategoride inceleyebiliriz (215, 247).

Ik olarak TrkB sinyalizasyonunun, BACEL'in ifadesi ve aktivitesini
etkileyebilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. BACE1, APP’yi keserek Alzheimer
hastalig1 olan bireylerin beyinlerinde plak olusturan AP peptitlerini {iretmekten
sorumludur. Baz1 ¢alismalar, TrkB sinyalizasyonunun aktive edilmesinin BACEI
ifadesini azaltabilecegini ve AP iretimini azaltabilecegini, bu da Alzheimer

patolojisini hafifletebilecegini bildirmistir (246).
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BDNF-TrkB sinyalizasyonunun, ndronal sagkalimi tesvik ettigi ve
norodejenerasyona karst korudugu bilinmektedir. Bununla birlikte, yiiksek BACE1
aktivitesi ve AP birikimi Alzheimer hastaliginda noronal toksisite ve sinaptik islev
bozuklugu ile iliskilendirilmektedir. TrkB sinyalizasyonunun modiilasyonu, dolayl
olarak BACE1 aktivitesini diizenleyerek ve AP iiretimini azaltarak dolayli noronal

islev koruyucu etkilere sahip olabilir (248).

Ayrica hem TrkB sinyalizasyonu hem de BACE1 aktivitesi, Alzheimer
hastaliginda bozulan sinaptik fonksiyonu diizenlemekte rol oynar. BDNF-TrkB
sinyalizasyonu, sinaptik plastisiteyi ve norotransmitter salinimini uyarirken, asiri
BACE] aktivitesi ve AP birikimi sinaptik fonksiyonu bozabilir ve sinaps kaybina yol
acabilir. TrkB sinyalizasyonu ve BACEI aktivitesi arasindaki etkilesimler, sinaptik

biitiinligii ve biligsel fonksiyonu etkileyebilir (249).

Son olarak da TrkB sinyalizasyonu ve BACE1l aktivitesinin AH
patolojisindeki rolleri g6z Oniline alindiginda, bunlar Alzheimer hastaliginin tedavisi
icin potansiyel terapotik hedefler olarak oOnerilmektedir. TrkB sinyalizasyonunu
artirmaya veya BACEI1 aktivitesini inhibe etmeye yonelik stratejiler, AP iiretimini
azaltmak, sinaptik islev bozuklugunu hafifletmek ve AH'de ndrodejenerasyonu

yavaglatmak i¢in potansiyel yaklagimlar olarak arastirilmaktadir (250).

Tez calismalar1 kapsaminda da formiilasyonun etkinliginin kontrolii ig¢in de
TrkB artis1 ve BACE1 enzim aktivite azalmasi agisindan degerlendirme yapilmustir.
SH-SYS5Y hiicre hattinda ve transfekte HEK293T hiicre hattinda gerceklestirilen
BACEI1 enzim aktivite testi sonuglarina gore her iki hiicre hattinda da Au-Ni-
PLL/MemHCI formiilasyon uygulamasi sonrasi enzim aktivitesinde énemli bir diisiis
gozlenmistir. Bu da gelistirilen formiilasyon ile enzim aktivitesini diisiirerek AH
tedavisini saglama stratejisinin in vitro ¢alismalarda basarili bir sekilde

gergeklestirildigini gostermektedir.

5.8.5. Nanomotor Formiilasyonu ile Tasinan Etken Maddenin Kan-Beyin

Engeli Varh@inda TrkB ve Beta Sekretaz Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Santral sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde en biiyiik problemlerden birisi

KBE’dir. Hazirladigimiz nanomotor sisteminin hiicre diizeyinde etkililik testlerinin



154

yapilmasinin yani sira KBE penetrasyon ve gegis ¢alismalarinin yapilmasi ve yine in
vitro KBE modelinde etkililigin gosterilmesi nanomotorun hedef bolgedeki etkisinin
degerlendirilmesine katki saglamasi acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle
hazirlanan Au-Ni-PLL formiilasyonlar1 gelistirilen KBE modelinde {ist kompartmana
uygulanmis ve 24 saat sonra alt kompartmanda bulunan SHSYSY hiicrelerinden
lizatlar hazirlanmistir. Bu lizatlar TrkB aktivitesi ve BACE1 enzim aktivitesi

agisindan degerlendirilmistir.

KBE modeli literatirde de siklikla kullanilan hCMEC-D3 hiicre hatt1 ile
olusturulmustur. hCMEC-D3 hiicreleri, beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin
Ozelliklerini sergilemektedir. Bu hiicreler, dogal olarak beyin kan damarlarinin ig¢
yiizeyini kaplayan endotel hiicrelerine benzer o6zelliklere sahiptir hCMEC-D3
hiicreleri, birgok laboratuvar calismasinda, in vitro KBE modelinin temelini
olusturmak i¢in kullanilan ana hiicre tiirtidiir. hCMEC-D3 hiicreleri, dogal olarak
endotel hiicrelerin ozelliklerini sergilemektedir. Bu hiicreler, birbirlerine sikica
baglanarak damar duvarinda bir bariyer olusturmakta ayrica siki kavsaklarin
olusumunda rol oynayan cesitli proteinlerin ekspresyonunu gostermektedir. Bu
proteinler arasinda okludin, zona okludens ve kaudin gibi siki kavsak proteinleri
bulunmaktadir. Ek olarak , hCMEC-D3 hiicreleri, siki kavsaklarin olusumunu
diizenleyen sinyal molekiillerini salgilayabilir veya algilayabilir. Bu sinyal
molekiilleri arasinda vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF), transforme edici
biiyiime faktorii-beta (TGF-B) ve diger biiytime faktorleri bulunmaktadir. Tim bu
ozellikleri sebebiyle in vitro KBE modeli olusturulurken en sik kullanilan hiicre
tipidir (251).

Bunun haricinde KBE olusumunda HBMEC (insan Beyin Mikrovaskiiler
Endotelyal Hiicresi), astrositler, perisitler kullanilabilmektedir. Ayrica fare kaynakl
hiicrelerden bEnd.3 (fare beyin endotelyumu), MBEC4 (fare beyin endotelyal
hiicreleri) ve RBE4 (sican beyin endotelyal hiicreleri) kullanilabilmektedir (252).
Fakat kullanilan hiicre tipinin insan kaynakli olmasi her zaman daha avantajhdir.

Tiim bu belirtilen bilgiler 1s181nda tez calismalari i¢in olusturulacak in vitro KBE

modelinde hCMEC-D3 hiicreleri kullanilmistir.
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Nano formiilasyonlarin KBE’yi asmada izleyebilecegi farkli yollar
bulunmaktadir. Bu yollar formiilasyonun tiirine, fizikokimyasal ozelliklerine ve
yilizey modifikasyonlarina gore degismektedir (253, 254). Shan ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi ¢alismada hCMEC-D3 hiicreleri ile hazirlanan in vitro KBE
modelinde nanopartikiillerin bariyeri asmada endositozis mekanizmasini kullandig:
disiiniilmistiir (255). Baska bir ¢calismada ise Markautsa ve arkadaslari hazirladiklar
lipozom formiilasyonlarinin ylizeyinde ¢esitli modifikasyonlar yaparak (transferin ve
apolipoprotein) KBE gegisini in vitro hCMEC-D3 KBE modeli ile test etmislerdir.
Floresan isaretleme ile in vitro KBE gegisini kontrol etmisler ve gegisin kontrol
grubuna kiyasla yiizey modifikasyonu yapilmig formiilasyon grubunda daha fazla
oldugunu tespit etmislerdir. Bunun sonucunda da yilizey modifikasyonu sayesinde
diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoriinii (LPR) araciligiyla KBE gecisinde artis

oldugunu yorumlamislardir (256).

Tez c¢alismalar1 kapsaminda ¢ift kompartmanli olarak tasarlanan KBE
modelinde formiilasyon uygulamasi sonrasi alinan BACEIl enzim aktivite testi
sonuclarina gore alt kompartmanda bulunan SH-SY5Y hiicre hattinda belirgin oranda
enzim aktivite diislisii gbzlenmistir. Bu durum memantinin KBE’yi gecip etki
gosterdigini kanitlamaktadir. Bu etkinin sebebinin salim sonrasi serbest kalan
memantinin KBE’yi agmasi m1 yoksa nanomotor sisteminin biitiiniiyle KBE’yi
asmast mi oldugu tartisilmisti. Enzim aktivite testi sonuglarma goére Au-Ni-
PLL/MemHCI nanomotor formiilasyonu memantin ¢dzeltisine gore daha etkilidir. Bu
sonu¢ memantinin Au-Ni-PLL nanomotor ile tasinmasmim tedavide avantaj
saglayacagini gostermektedir. Ancak sistemin biitiiniiyle KBE’yi asip agmadigini
incelemek i¢in daha detayli ¢aligmalar gerekmektedir. Bu etki artisinin Au-Ni-
PLL/MemHCI nanomotor formiilasyonlarinin KBE modelinde iist kompartmanda
olan hCMEC-D3 hiicreleri lizerine penetre olup lokalize depo etki ve kontrollii salim
ile saglanabilecegi de diigiiniilmiistiir. Bu kontrollii salima sahip olmayan memantin
cozelti formu BACE-1 enzim aktivitesini diisirmede de Au-Ni-PLL/MemHCI

nanomotor formiilasyonlarina gore geride kalmaistir.
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5.9. in-vitro Hiicre Kiiltiirii Modelinde Metabolomik Analizlerin

Yapilmasi

Son yillarda gelisen omiks analizler AH nin altinda yatan nedenlere farkli
yaklasimlarda sunmuslardir. Trushina, Nemutlu vd.’nin AH fare modelleri {izerinde
yaptigi metabolomik c¢alisma ile mitokondriyal islevler ve hiicresel enerji
metabolizmasinin amiloid depolar1 ve hafiza kaydindan daha onde yer aldigi
gosterilmistir. Mitokondriyal aktivite ve morfolojisindeki degisimlerin oksidatif
strese yol agan reaktif oksijen tiirlerini artirdig1 gosterilmis; bu durumun da kademeli
olarak hiicresel hasar1 artirdigi ve hiicre 6liimiine varan bir takim hiicresel hasara
neden oldugu gosterilmistir (129, 257, 258). Tez calismalar1 kapsaminda gelistirilen
tedavi yonteminin hiicre diizeyindeki etkilerinin incelenebilmesi i¢cin metabolomik
analizler gergeklestirilmisti. AH gibi hastaliklar karmasik ve ¢ok faktorliidiir;
hastaligin  fenotipi, hiicre, doku ve organizma diizeyinde meydana gelen
degisikliklerin analiziyle, birden ¢ok genin, yolun, proteinin ve metabolitin

katkilariin belirlenmesiyle anlagilabilir.

Bugiiniin yenilik¢i teknolojileri, genomik, transkriptomik, proteomik ve
metabolomik gibi ayrintili tarama analizlerini miimkiin kilar. Bu "omik" analizlerden
elde edilen kapsamli bilgi, hastaliklarin mekanizmasini anlamak i¢in dnemli bir
aractir ve erken teshislerde yardimci olabilirken, bireysel tedavi stratejilerinin
belirlenmesi ve bunlarin etkinliginin degerlendirilmesinde biiylik bir potansiyele
sahiptir (128, 259). Omiks analizleri arasinda fenotipi en iyi yansitan ve en yeni olan
metabolomik analizler; belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde veya
fizyolojik sivilarda bulunan ¢ok sayida ve farkli fiziksel Ozelliklere sahip kiiciik

molekiillerin (molekiil agirligi <1000 Da) tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesidir

(260).

Daha 6nce bir¢cok metabolomik ¢aligma, metabolizma ile Alzheimer hastaligi
patolojisi arasindaki iliskiyi incelemistir. Serum, plazma ve beyin omurilik sivisi
tizerinde yapilan ¢aligsmalar, safra asitleri, sfingolipidler, antioksidanlar, fosfolipidler

ve amino asitler gibi birka¢c metabolik yolun hastalikla iligkilendirildigini
belirlemistir (261).
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Alzheimer hastaligini biligsel olarak normal olan kisilerden ayiran otuz dort
onemli degisen metabolit, altt metabolik yolakla iliskilendirilmistir. Bunlar; (1)
alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi, (2) arginin ve prolin metabolizmasi, (3)
sistin ve metiyonin metabolizmasi, (4) glisin, serin ve treonin metabolizmasi, (5)
purin metabolizmasi ve (6) pantotenat ve CoA biyosentezi. Sonuglar, alanin, aspartat
ve glutamat metabolizmasinin Alzheimer hastaligt durumu ile en giiglii sekilde

iliskilendirildigini gostermistir (18).

AH’nin  Hafif Biligsel Bozukluk (MCI) evresinde gozlenen erken
anormallikler, FDG-PET kullanilarak tespit edilen azalmis glikoz kullanimi ile
iliskilendirilmistir. Bu beyin hipometabolizmasi, klinik belirtilerin  ortaya
c¢ikmasindan yaklagitk 20 yil oOnce meydana gelmektedir, bu da metabolik
disfonksiyonun AH’nin gelisimine katkida bulunan bir faktdr oldugunu One
sirmektedir. Beyin, toplam glukozdan elde edilen enerjinin yaklasik %20'sini
tiketerek viicut agirliginin yaklasik %2'sini olusturan glukoz acisindan yiiksek
derecede bagimli bir organdir (18). Beyinde glikolitik fonksiyonlar bozuldugunda,
kompansatéor mekanizmalar enerji homeostazini korumak igin alternatif yakit
kaynaklarma gec¢is yapmaktadir. Gergekten de yash vahsi-tip farelerin beyin
dokusunda beyaz madde dejenerasyonu, azalan glukoz kullanimini telafi etmek i¢in
lipitlerin katabolizmast ile iligkilendirilmistir, bu da yaslanan disi beyinde

gozlemlenenlerle benzer olarak nitelendirilmistir (262).

Degisen beyin enerjisi ve mitokondriyal islev bozuklugu da dahil olmak {izere
Alzheimer hastaliginin erken mekanizmalarin1 anlamak, yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine oncii olabilir.

Tez c¢alismalar1 kapsaminda metabolomik analizler iki farkli teknik
kullanilarak (GC-MS ve LC-QTF MS) gerceklestirilmistir. Boylece daha genis bir
metabolit grubu taranarak memantin yiiklii nanomotor, sadece nanomotor ve sadece
memantin ¢ozeltisi kullanildiginda hiicre diizeyindeki etkileri gosterilmistir. Bu da
gelistirilen nanomotor sisteminin etkinligi hakkinda bilgi vermistir. SH-SYSY hiicre
hatt1 metabolomik analizler i¢in kullanilmistir. Toplamda 318 metabolit taranmustir.
Sonuglar gruplar arasi t-test yapilarak degerlendirilmis, farklilik gozlenen (p<0,05)

metabolitler listelenmistir.
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SH-SYS5Y hiicreleri iizerine uygulanan Au-Ni-PLL ve Au-Ni-PLL/MemHCI
nanomotorlar  sergiledigi metabolomik profil agisindan karsilastirildiginda
birbirinden farkli profiller gostermistir. Belirgin farklilik g6zlenen metabolitlere ait
PCA ve PCS-DA grafikleri Sekil 4.53.’te verilmistir (p<0,05). Bu iki grupta
formiilasyonun memantin igerip i¢ermemesi kaynakli olarak metabolomik profil
farkliligr gozlenmistir. Glutatyon, asparajin, farkli fosfatidilkolin formlar1 ve farkli
fosfatidilinositol formlar1 tespit edilen ve belirgin farklilik gézlenen metabolitler
arasindadir. Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarda, oksidatif stresin
artmasi1 ve antioksidan sistemlerin zayiflamasi, glutatyon diizeylerinin degismesine
neden olabilir. Fosfatidilkolin, hiicre zarinin yapi taslarindan biri olan fosfolipidlerin
bir tiiriidiir. Beyin dokusunda bulunan 6nemli bir fosfolipid olan fosfatidilkolin,
hiicre zarmmin biitiinliiglinii korumak ve sinir iletimini saglamak i¢in gereklidir.
Alzheimer hastaliginda, fosfatidilkolin diizeylerinde degisiklikler gozlenebilir.
Yapilan AH metabolomik c¢alismalarinda bu metabolitlerin degerlendirilmesi ve
incelenmesi  6nemli olarak bildirilmistir (18). Alinan sonuglarda da bu
metabolomitlerin gézlenmesi gelistirilen nanomotor formiilasyonunun metabolomik
diizeyde de etkili olabilecegine isaret etmektedir. Tez caligmalar1 kapsaminda
metabolomik analizler in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda gergeklestirilmis bu nedenle
direkt hastalig1 tasiyan bir numunede metabolomik profil incelenmemistir. Bu 6n
calismalarin 1s181nda bir sonraki hedefimiz Alzheimer Hastalig1 tasiyan farelerde in-
vivo metabolomik ¢aligmasi yapmak olacaktir. Boylece hasta farelerde nanomotor

uygulamasi sonrast metabolomik profil degisimi incelenebilecektir.
5.10. In Vivo Cahsmalar

In vivo calismalarda saghkli BALBC farelerde gelistirilen nanomotor
sisteminin uygulama sonrasi biyodagilimi incelenmistir. Olgiimler 30 dk ve 2 saat
olmak iizere iki ayr1 zaman noktasinda gerceklestirilmis, 2 saat sonrasi viicutta atilim
baslayacagi i¢in daha uzun siirede calisitilmamistir. Sonuglar alindiginda Au-Ni-
PLL/NR nanomotorlarin en yogun olarak beyin dokusunda tutuluma ugradigi
gosterilmistir. 30 dk gibi kisa bir stirede gozlenen bu yiiksek tutulum hazirlanan ilag
tasiyici sistemin hizla beyne ulastigin1 géstermektedir. Bunun yani sira karacigerde

gbzlenen diisiik miktarda tutulum viicuda alinan her yabanci maddenin karacigerden



159

gegmesi (RES) sebebi ile gozlenmektedir. Nanomotorlarin polisorbat-80 ile kaplh
olmasi in vivo biyodagilim calismalarinda avantaj saglanmis ve nanomotorlarin
RES’ten kacarak karacigere takilma oraninin diisiik olmasina ve beyne gitme

oraninin fazla olmasina katki saglamistir.

Bunun yani sira beyinde gozlenen floresan i1sima beynin sag lobunda
gozlenmistir. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda beyne giden ana damarin beynin
sol lobunda oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu da aslinda sol lobda yiiksek oranda
floresan gormeyi disiindiirmektedir. Uygulanan Au-Ni-PLL/NR formiilasyonlari ise
hem sag hem sol lobda 1s1ma gostermistir ki bunun da bir avantaj olabilecegi
diisiiniilmistiir. Ayrica akcigerde de yiiksek oranda tutulum goézlenmektedir. Bunun
sebebinin akcigerde yiiksek miktarda ApoE reseptorii bulunmasi ve bu reseptor ile

nanomotor yiizeyindeki polisorbat-80’in yiiksek afinitesinin bulunmasi olabilir.

Beyinde gozlenen yiiksek oranda tutulum dokudaki tutulumu gdstermektedir.
Nanomotorlarin KBE’yi asip asmadig1 yalnizca bu test ile anlasilamamaktadir. In
vivo biyodagilim sonrasi beyinden alinan kesitlerin doku i¢in ayr1 endotel i¢in ayri
isaret (marker) ve boya kullanilarak igsaretlenmesi sonrasi mikroskop ile incelenmesi
nanomotorlarin KBE’yi agsma durumu hakkinda bilgi verecektir. Endoteli boyamak
icin en sik kullanilan isaretlerden bir tanesi CD31°dir. Bununla birlikte DAPI ve

FITC boyalar1 kullanan ¢alismalar mevcuttur (263-266).

Yapilan uygulamanin biyofarmasétik ve farmakokinetik agidan da incelenip
yorumlanmas1 bir diger gerekliliktir. Bunun ig¢in cesitli IVIV iliski, IVIVC

programlari kullanilabilir ve daha detayli in vivo ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.

Farkli tiirde nanoformiilasyonlarin in vivo biyodagilim ¢alismalarim
incelemek amaciyla literatiir taramasi yapilmistir (267-271). Bunlart AH 6zelinde
taradigimizda Alzheimerl transgenik farelerin kullanildig1 calismalar yogunluktadir
(91, 272). Tez kapsaminda ilk ¢alisma olarak saglikli hayvanda yapilan biyodagilim
calismasi bir sonraki asamada Alzheimerli transgenik farelerde in vivo etkililik
caligmalar ile birlikte gergeklestirilecektir. Bu c¢aligmalar oncesinde saglikli farede
elde ettigimiz bagarili sonuclar bize hasta hayvan c¢aligsmalari i¢in de umut vermis ve

yol gosterici olmustur.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez calismalar1 kapsaminda gilinlimiizde heniiz kesin bir tedavisi bulunmamisg
olan ve artan yash niifus orani sebebiyle giin gectikce daha biiyilik bir popiilasyonu
etkileyen Alzheimer Hastalig1 tedavisi icin ilk defa MemHCI yiikli nanomotor
sistemleri gelistirilmistir. Gelistirilen MemHCI yiiklii nanomotorlarin yapisal ve
manyetik hareket karakterizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica 3 farklhi
hiicre hattinda sitotoksisite ¢alismalar1 gergeklestirilmis, nanomotor formiilasyonuna
yuklenen MemHC/I’nin TrkB’yi uyararak BACE1 enzim aktivitesini diigiirme
etkinligi degerlendirilmistir. Gelistirilen in vitro KBE modeli ile de MemHCI yiikli
nanomotorlarin  KBE’yi gegisleri test edilmistir. Metabolomik analizler ile
nanomotorlarin  insan Noroblastoma hiicrelerinde olusturacagi metabolomik
degisimler incelenmistir. Tez calismalar1 sonucunda elde edilen bulgular asagida

Ozetlenmistir.

e MemHCI tayini ve karakterizasyonu i¢in LC-MS/MS yontemi basariyla
gelistirilmis ve yontem ilgili kilavuzlar kapsaminda valide edilmistir.
Validasyon sonucunda yontemin MemHCI tayini i¢in uygun dogruluk,
kesinlik, segicilik, duyarlilik, dogrusallikta oldugu gosterilmistir.

e PLL tabakast bulunduran Au-Ni nanomotorlar uygun morfolojik 6zelliklere
sahip (¢ubuk sekilli, 200 nm ¢apinda ve 3-5 um boyunda) olarak membran
kalip teknigi ve elektrokimyasal biriktirme ile basarili bir sekilde
sentezlenmistir. Sentezlenen nanomotorlar bilesen olarak bulundurdugu Ni
katmani sayesinde manyetik Ozellikte olup manyetik alan altinda kendi
kendine hareket edebilmektedir. Dis miknatis ile bu hareketin yonii kontrol
edilmis ve bu 6zelligi sayesinde sentezlenen nanomotorlar istenen dogrultuda
hareket ettirilerek hedef bolgeye yonlendirilmistir.

e Sentezlenen Au-Ni-PLL nanomotorlara MemHCI basarili bir sekilde
yiiklenmis (dis yiizeye baglanarak) ve in vitro karakterizasyon calismalari
gerceklestirilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi ila¢ tasityict yeni sistemler
igerisinde bulunan diger gruplara oranla nanomotor sistemlerinde daha diisiik
seviyede kalmigtir. Ancak MemHCI yiikleme c¢alismasi nanomotorlar

0zelinde ilk defa bu tez kapsaminda gerceklestirilmis olup literatiirdeki diger
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etkin madde yiiklii nanomotorlarin enkapsiilasyon etkinlikleri ile
kiyaslandiginda basarili bulunmustur.

e Nanomotor formiilasyonun modifikasyon ¢alismalar1 kapsaminda beyne
hedeflendirmede siklikla kullanilan polisorbat 80 ile kaplama yontemi ile
nanomotor ylizeyi kaplanmistir. Ayrica AH’da beyinde gozlenen amiloid-3
plaklara spesifik olarak baglanan CRANAD-2 boyasi da gelistirilen
nanomotor formiilasyonuna basarili bir sekilde yiiklenmistir. In vivo etkililik
testlerinde bu boya nanomotor sisteminin plaklara ulasip ulasmadigini
kanitlamada kullanilmistur.

e MemHCI yiiklii nanomotorlarin toksik olmayan dozlar1 belirlenmis ve hiicre
icerisine alim analizleri gergeklestirilmistir. Bu tespit edilen dozlar ile in vitro
etkililik ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.

e hCMEC-D3 hiicre hatt1 ile in vitro KBE modeli olusturularak nanomotor
formiilasyonlarinin bu modelde bariyeri gecisleri incelenmis ve memantinin
¢ozelti formuyla karsilastirma yapilmistir. Modelde alt kompartmana ekilen
SH-SY5Y hiicrelerinde BACEI enzim aktivitesini diisiirme etkinlikleri
degerlendirilmistir.

e Insan Noroblastoma hiicre hattna nanomotorlarin uygulanmasi sonrasi
gozlenebilecek metabolomik degisikler omiks analizleri gergeklestirilerek
incelenmistir.

e MemHCI’ nin terapdtik dozunu tastyacak miktarda nanomotor ile in vivo
biyodagilim c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Nanomotorlarin basarili  bir
sekilde beyin dokusuna ulastig1 tespit edilmistir. Fakat bu in vivo caligmalar
nanomotorlarin KBE’yi asip agsmadig1 konusunda net bir bilgi vermemektedir.
Yine de AH’na sahip genetigi degistirilmis fareler ile yapilabilecek etkinlik

caligmalarina 151k tutmustur.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde Au-Ni-PLL nanomotor formiilasyonlar1 basari ile
sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Bu formiilasyonlar ilk defa
hazirlanarak literatiire katkida bulunulmustur. Tabi ki literatiirde ilk olan bu sistemin
calisilmasi baz1 zorluklar1 da beraberinde getirmistir. Tiim bu zorluklar asilarak Au-
Ni-PLL/MemHCI nanomotor formiilasyonlarinin in vitro hiicre kiiltiiriinde etkisi

basartyla gosterilmistir. Ayrica umut vaat eden in vivo biyodagilim ¢aligma sonuglari
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almmigti. In  vivo c¢alismalar genisletilerek hazirlanan  formiilasyonlarin
biyofarmasotik ve farmakokinetik agidan degerlendirilmesi gerekmektedir. Su anda
gergeklestirilen ¢alismalar yalnizca salim kinetigi ile ilgili yorum yapmay1 saglamis
ve ayrica da farmakokinetikte dnemli birer parametre olan dagilim ve atilimin ilk
asamada saglikli farelerde gozlenebilmesini saglamistir. Kullanilan hayvan sayisi
artirtlarak ve deneyler ¢esitlendirilerek detayli yorumlama i¢in harekete gecilmelidir.
KBE modelinde de hem basariyla BACE1 enzim aktivitesini diisiirmesi hem de bu
etkinin ¢ozelti formuna gore de daha yiiksek diizeyde olmasi sebebiyle nanomotor
formiilasyonlar1 AH tedavisinde etkin bir sistem olma yolunda umut vaat edici
bulunmustur. Bu sistemin daha detayli ve kapsamli arastirilmasi gerekliligi de sz
konusudur. Calismalarin oldukca giincel olmasi ve ililkemizde de bu alanda c¢alisan
ekip sayisinin az olmasi sebebiyle bazi detayli analizler icin yeterli ekipman
bulunmamaktadir. Sistemin manyetik hareketinin flow altinda c¢alisilmasi, manyetik
alan uygulamasinin optimizasyonu ve standardizasyonu i¢in magnetin robotik kol ile
hareket ettirilmesi, ex vivo calismalar ile damar i¢inde yine hareketin gézlenmesi,
MRI sistemler kurularak farelerde goriintiiliime yapilmasi gibi calismalar su anda
yurt disinda giincel olarak yiiritilebilen calismalar olup tasarladigimiz Au-Ni-
PLL/MemHCI nanomotorlarin da bu ek karakterizasyonlarinin tamamlanmasi
sistemin giivenilirligini artiracaktir. Bu caligmalarin 6rneklerini Mayo Klinik’te
aragtirmaci olarak bulundugum siire boyunca gézlemleme sansim olmustur. Bir
sonraki asamada c¢alisilacak bir diger konu ise Alzheimerl farelerde in vivo etkililik
caligmalarinin yapilmasi olacaktir. Tim bu adimlar nanomotor formiilasyonlarini

klinik uygulamaya tasimak i¢in tamamlanmasi gereken yollardir.
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Alzheimer’s Disease (AD) is one of the most challenging diseases faced by humankind. AD is still not
classified as curable because of the complex structure of pathologies underlying it. As the mean life expectan-
<y of the world population constantly increases, the prevalence of AD and treatment costs for AD also grow
rapidly. Current state of the art for AD treatment mainly consists of palliative therapy aimed at providing
symptomatic relief and improving the standard of living in patients with AD. However, different research
groups are working on more effective and safe drug delivery options aimed at both symptomatic relief and
treatment of the underlying mechanisms. In this review, the current prevalence of AD, health costs, patholo-
gies, and available treatment options including the ones in the market and/or under trial have been reviewed.
Data in the existing literature have been presented, and future opportunities have been discussed. It is our
belief that these nanotechnological products provide the required efficacy and safety profiles to enable these
formulations go through phase studies and enter the market after regulatory authority approval, as with
cancer. Last, but not the least the metabolomic studies will be providing useful informative data on the early
diagnosis of AD, thus may be clinical implications might be delayed with the administration of therapeutic
agents at the initial state of the disease.

Key words Alzheimer’s disease; amyloid-§ peptide; tau; d ation bolomics; cell culture

Snapshot on the Current Status of Alzhei s meurocogmitive disorder. Although AD 15 the leading cause

Disease

The primary cause of Alzheimer’s Disease (AD) 15 still not
known, although there are a few hypotheses on how to treat
the disease. Several research groups are working on 2 spec-
trum of new wdeas and treatment opportunities. However, they
still lack a lete and standardized operational procedure

of demennta, accounting for 60-80% of cases. the revised
defimtion allows the diagnosis of dementia ansing from other
causes including dementia with Lewy bodies (DLB), fronto-
temporal dementia (FTD), vascular (multi-infarcf) dementia
(VaD) and Parkinson’s disease with dementia (PDD).” As the
global population 15 aging ¢ lv and the mean Life dura-

for AD. Most of the drugs currently in the market for treat- tionis: sing, there 15 a parallel 1 se n the prevalence
ment of AD are used only for symptomatic relief or recovery.  of the AD. Therefore, the need to und d the background
AD 15 one of the most frequently occwrrmg di , @5 h of AD and it treatment opportunities is vital for
pecially 1in those over 60 years. It is a d ive humankmd Currently, 35.6 oullion patients suffer from de-

disease of the central nervous system. and is mainly classified
under dementia.” Dy ia, in ] terms, is a disord

mentia and/or AD.” It has been forecasted that the rumber of
atients with d ia will double over the next 20 years*”

that is mainly characterized by cogmtive declme, mclud-
ing symptoms such as impairments in learning and memory,
language, executrve function. complex attention, perceptual-
motor zkills, and social cogmition. These domains have been
revized in The Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-5) 1z 2013 to rename dementia as a mgjor

*To whom ¢ dence should be add d. e-mail: chak

This will result in the ber of patients with d 1a in-
creasing to 65.7 million in 2030 and 1154 mullion in 2050.
It 15 expected that the zv 1 se in AD diagn

will be in hizhly developed countries, due to the higher life
expectancy and income of citizens in these countries. These
patients will be in need of professional health care that will
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Current status of micro/nanomotors in drug delivery
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Synthetic micro/nanomotors (MNMs) are novel self-propelled nano or microscale devices that are widely
used in drug transport, cell stimulation and isolation, bioimaging, diagnostic and monitoring, sensing,
photocatalysis and environmental remediation. Various preparation methods and propulsion mechanisms
make MNMs “tailormade” nanosystems for the intended purpose or use. As the one of the newest mem-
bers of nano carmiers, MNMs open a new perspective 5pe;:;alz for rapid drug transport and gene delivery.

r drug de
supportive data strongly encourages researchers to move on in this field and benefit from the manoeuvre
capability of these nowel| systems. In this article, we reviewed the preparation and propulsi

Although there exists limited number of invivo studies
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of nanomotors in various fiekds with special attention to drug delivery systems.

1. Introduction

In the last decades, nanotechnology offers many additional bene-
fits in the area of drug delivery in terms of efficacy and precision
as compared to conventional treatment. In this era, many novel
drug delivery systems such as polymeric nanopartides (NPs) [1],
liposomes {2} micelles [3], nanofibers [4], nanoaystals [S], nanoe-
mulsions [6], solid lipid nanoparticles [7] and dendrimers [89]
were reported to show promising results when it comes to solving
unmet medical needs in many diseases. In addition to NPs, lipo-
somes are the other promising reflections of nanotechnology in
drug delivery era due to the existence of approved liposomal for-
mulations in the market for many years. The unique structure of
liposomes makes them desirable in the field of theragnostic, drug
delivery, food industry as well as cosmetics [10-12]. Another sig-
nificant tool in nanomedicine is nanoparticles (NPs); they provide
many benefits in terms of improved pharmacokinetic (PK), safety,
efficacy, and drug targeting when they are included in drug for-
mulations [13]. The partide shape, size, and surface chemistry of
NPs have significant importance in determining PK citeria, such
as adsorption, cellular uptake, biodistribution patterns, and clear-
ance mechanisms.

Although nanctechnology products are novel systems, many of
them are currently in the market after the necessary regulatory
approval for human use was obtained. Nanotechnology concept
in this field was firstly defined in the late 1960s [14]. In a broad
sense, nanomedicine can be dassified under 3 major groups as
nanopharmaceuticals, nanocimaging agents, and nanotheragnostics
[151 Since 1995, more than 50 nanopharmaceuticals have been
approved by the US. Food and Drug Administration (FDA) and
these are now available for dinical use (Table 1). Most of the
approved nanodrugs have demonstrated attenuated taxicity
rather than improved efficacy when compared to conventional

formulations [15]. Nanotechnology brings many advantages with
respect to conventional drug delivery systems: i-materials and car-
riers prepared in nanoscale seem to be very advantageous and
promising in diagnosis and treatment of diseases via targeted
drug delivery and immunotherapy, i- it provides opportunity to
work with proteins, genes and cellular structures in the field of
biotechnology and ii- diagnosis and treatment including the
improvement of body’s natural physiological functions uwsing
molecular machine systems and nanomotors at chromosomal level
could be achieved [16].

Nanotechnology-based systems target tissues and cells with
enhanced efficacy while redudng side effects. For this purpose, a
wide range of nanotechnology-based systems have been devel
oped and designed for drug delivery applications. These systems
significantly increase the therapeutic efficacy of active pharma-
ceutical ingredients (APl} that are loaded in nanoparticles by
allowing longer systemic circulation life-time, enhanced solubility
of poorly water-soluble drugs, combination and co-delivery of two
or more APls and/or imaging agents within the same delivery sys-
tem as well as controlled or triggered release of the loaded cargo
[19]. As mentioned earlier, one of the major limitations in conven-
tional drug delivery systems is the lack of power to cellftissue
penetration and motion controllability. In order to achieve such
active or passive targeting and deliver the cargo to predetermined
locations in the body, next generation of drug delivery vehicles
may be needed to integrate their movement and navigation apa-
bilities {20,21]. In this regard, mico/nanomators in drug delivery
systems has been gaining much attention.

Man-made synthetic micro/nanomotors (MNMs) are one of the
newest nanatechnology systems that have been introduced within
the last decade [19,22]. Since MNMs have a wide range of applica-
tions, they have become the centre of focus in pharmaceutical
research [23]. MNMs are defined as mico/nanoscale devices that
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Alzheimer's disease (AD) is a form of dementia marked by neuronal damage and the
buildup of abnormal proteins lke beta-amyloid and phosphorylated tau. PLGA (Poly
(lactic-co-glycolic acid)) nanopartices serve as extensively employed drug delivery
platforms, known for their biocompatibility, biodegradability, sustained drug release,
and targeted delivery capabilties. Leveraging PLGA nanoparticle formulations as

targeted drug carriers in AD treatment can significantly impact disease management

and progression conrol.

In the present study, memantine (MEM) loaded PLGA nancparticie formulations were
prepared by double emulsion method, optimized, and characterized for the freatment
of AD. A novel LC-MS/MS method was developed by our group and was used to
analyze MEM-loaded formulations. The characterization of MEM-loaded PLGA
nanopartides included analyses of morphoiogy, particle size, polydispersity index
(PDI). zeta potential, encapsulation efficiency, and in vitro release. Particle size
optimization parameters, including MEM concentration, PLGA concentration, surfactant
concentrabion, and sonication time were tested. In-vitro drug release studies were

| conducted for two different formulations that contained two different surfactants. D-c-

focopheryl polyethylene glycol sucanate (TPGS) was used as an altemative surfactant
to polyvinyl aicohol (PVA).
The studies have shown that encapsulation of highly water-soluble drug molecules

|depended on surfactant type and concentration, polymer concentraton and drug

molecule concentration. The TPGS-containing formulation had higher encapsulation
efficiency (EE) which was 55£5.6%. The same formulation also had higher in vitro drug
release which was approximately 25%. The morphological analysis of nanopartides

|across all formulations revealed their sphencal shape. Cytotoxicity evaluation was
| conducted using the MTT assay with the SH-SY5Y cell line, indicating a maximum

cytotoxicity of 74.9427.7% following a 48-hour incubation period. in vitro

| characterization studies demonstrated that formulations loaded with MEM could

provide targeted and sustained drug delivery for Alzheimer's disease treatment without

inducing cytotoxic effects.
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